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ABSTRACT

Teratogenic effect of Ruwa graveoleny L extract on white mice has been investi gated
The extract was given orally a1 doses of 125, 250 and 500 mg’ Kg BW commencing
on day & until 15 of pregnancy. Laparactomy was performed on day 18 of pregnancy
and followed by evisceraling two third of the fetuses with red alizann solution and
the others were hardened in Bouin's fixation solution. The experiment shows that the
extract at the doses of' 125, 250 and 500 mg/Kg BE influenced body weight of mouse
and fetus sipmilicantly, but a0l 10 number of fetuses. The doses of 500 mi'Kpe BW
caused abortion. Malformation such as absorption site observed an the doses of SO0
my'kg BW, and losed of eyelid, pinnae, syndactyl and tail curling al the dose of 250
me'kypr BB
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PENDAHULUAN

Pemakaian obat tradisional untuk pengobatan telah lama dipraktekkan oleh
masyarakat Indonesia dalam menyembuhkan berbagai penyakil. Apar peranan obar
iradisional tersebut febih dipercavai diperlukan kajian praklinis terulama mengenai
shasiat dan keamanannya.

Ingou (Mg praveslens Linn | Rutaceas) merupakan salah satu tumbuhan
vang bermanfaat sebagai obat tradisional. Pade mulanya tumbuban i berasal dari
Mediterranean, kemudian tersebar ke berbapai daersh seperls India, Cing fermasuk
Indonesia. Daun ingpy secara tradisional digunakan untuk menghilangkan rasa sakis
(analgesik) dan menurunkan panas dengan meminum air rebusannya serta penyakit
lainnya seperti batuk, gigitan ular serta berkhasiat sebagal abortivum (Sastroamidjojo
1988, Burkill 1998}, Dari hasil penelitian terdahulu telah diketahui bakwa daun gy
mengandung  senyawa  alkaloid serla minyak  menguap  metilnonilketon  dan
mebilheptilketon. Pada dosis yang tingpi minyak ini menyebabkan rtasi gastro-
enterilis, muntzh dan konvulsi, sedang pads dosis rendah minyak ini bersifa
saromnatif {Adshar 19%9; Yaacob ef af. 1989,
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behan kimia dari alam adalab i teratogenitas (Lu 1995), Penclitian ini melaporkary
pengaruh ekstrak etanol daun ingpu terbadap pertumbuhan janin dari mencit putih
vang dibert ekstrak etanol daun inggu selama kehamilannya,

METODOLOGI PENELITIAN
Peneliian ini dilaksanakan di Laborstorium Kimia Bahan Alam  dan
Laboratorium  Farmakologi  Jurusan Farmasi Fakultas Matematika dan T

Pengetahuan Alam Universitas Andalas, vang berlangsung dari bulan Juni sampat
Seplember 2003,

Bahan dan Alat
Alat

Kaca objek, cover glass, kaca pembesar, pipet tetes, batang pengaduk, gelas
ukur, spatel, jarum orsl, kertas tisu, kandang mencit, timbangan hewan {Ohaus, triple
beam balance), timbangan analitik (Denver instrument), mikroskop (Griffin Cartomn),
wadah perendaman fetus, seperangkat alat destilasi vakum, rotan evaparator dan alat-
alatl bedah.

Bahan
Daun segar inppe yang diperoleh dari Kelurahan Kampung Manggis
Kecamatan Padang Panjang Barat Kotsmadya Padang Panjang, Sumatra Barat dan
didentifikasi di herbarium Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Jurusan Binlogi
" Fakultas Matematika dan Jlmu Pengetahuan Alam, Universitas Andalas, air suling,
glancl Yo Y%, etanol 70 %, Nall fisiologis, larutan Bouin’s { formaldehid 14 %0, dsam
asctat glasial, asam pikrat jenuh), larutan alizarin merah { KOH 1 %, alizarin meral 6
mgl), pewama metilenbiru 0,1 %, tween 80 0,2 %, dan gliserin,

Pembuatan Sediaan Uji

Daun inggu  dipisahkan dan ranting dan batangnya, kemudian dibersihkan
dari kotoran, selanjutnya ditimbang sebanyak 1 kp dan dimaserasi dengan pelary
clanol 95% di dalam botal berwarna coklat, simpan di tempat gelap sambil sekali-kali
diaduk Maserasi dilakukan sebanyak tiga kalj masing-masing selama lima har,
kemudian  disaring.  Filtrat vang  diperoleh  dikisatkan dengan  bantuan rotari
evaporator, sehingg diperoleb ekstruk yang kental, vang selanjutnya disebut ekstrak.
sediaan up dibuat denpan cara mendispersikan ekstrak etanol daun meeu dengan
penambahan Tween-80 dalam air suling. Ekstrak ditimbang berdasarkan konsentrasi
masing-masing dosis, Dosis yang digunakan adalah 125 mgke BE, 250 mg'ke BB
dun 230 mykg BB. Sediaan uji diberikan selama 10 hari berturut-turu mulai han ke-
cram sampal lima belas kehamilan peroral. Kelompok kontrol hanya dibert Tween
Sad.

Perlakuan Terhadap Hewan
Persiapan Hewan Percobaan

Hewan yang digunakan adalah mencit putih galur beting dan beberapa ekor
meneit putih jantan. Sebelum diperlakukan hewan diaklimatisasi selama 10 hari,
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selama aklimatisasi dilakukan penentuan siklus estrus dengan metoda pipet, dengan
cara menyemprotkan NaCl fisiologis mengpunakan pipet berujung tumpul schanyak
satu atan dua tetes pada vaging mencit, kemudian dihisap kembali. Hasil hisapan
dirakan pada kaca objek dan dikeringkan, sctelah kering diberi pewarna metilenhiru
(1 %, narkan beberapa saat lalue amati bentuk sel-sel epitel dan leukositnya di bawal
mikroskop (Yaum 1996). Mencit vang digunakan diangpap schat bila bobot badan
letap (deviasi maksimum 10%), secara visual menunjukkan perilaku vang normal dan
mempunyii daur estrus yvang leratur yaitu empat sampai lima bari (F1 1979; Almahdy
L9940,
Penpav.inan Hewan Percobaan

Pengawinan hewan dilakukan pada masa estrus dan bila ditemukan sumbat
vagina sehari setelah pengawinan maka, meneit diangpap berada pada hari kehamilan
ke nol. Mencit yang telah hamil dipisahkan dan yang belum kawin dicampur kembali
dengan mencit jantan (Almahdy 1990, 1993: Alen 2003),

Laparakiomi

Pada hari ke-delapan belas kehamilan mencit dibunuh dengan cara dislokasi
teher, kemudian dilakukan laparaktomi untuk mengeluarkan fetus. Parameter yang
diamati padi fetus adalab ada tidaknya resorpsi, jumlah fetus pada masing-masing
bigian ulerus, fets yang hidup dan yang mati, berat masing-masing fetus dan
kelainan secars visual pada ekor, daun telinga, kelopak mata, jumlah jari kaki depan
gerta belakang {Wilson 1975, 1978).

Fiksasi dan Pengamatan

Selelah diaman secara visual, sepertiga darl jumlah fetus darl satw induk
difiksasi dengan larutan Bouin's selama ¢mpat belas hari. Pengamatan bagian visceral
dilakukan terhadap langit-langit (palate). Sisanya dua pertiga bagian lagi, direndam
dengan larutan alizarin untuk mengamati kelaianan pada skeletal seperti tulang dada,
tulang kaki dan jari-jan kaki, semua hasil pengamatan dibandingkan dengan kontrol
i Manson 1982

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstrak diberikan secara oral pada mencit pada masa kritis kehamilan, yakni
pada har ke-6 sampai hari ke-15 kehamilan tanpa mempuasakannya.  Hasil
menunjukkan bahwa penimpekatan berat badan induk mencit selama pemberian ekstrak
daun inggu pada dosis 125, 250 dan 500 mg/Kg BB berturut-turut schesar 53,18
51,04, 3797 dan kontrol 56,18%. Perubahan berat badan ini sangat bermakna
menurut analisa varian (p < 0.05),

Pemberian ckstrak pada dosis 125 dan 250 mp/Eg BB tidak menimbulkan kelainan
pada kesehatan induk meneit, sedangkan pada 300 mg/Kg BB terjadi keguguran dan
kematian pada 20 % induk mencit. Sementara dosis 125, 250 dan 500 mg/kg BB
tersebul menurunkan jumlah fetus berturut-turut sebesar 23,.33; 18,33 dan 38.33%
namun tidak berbeda nyvata.
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Pengaruh ekstrak secara makroskopis, memperlibatkan adanya kelainan pada
kelopak mata, daun telinga, jar-jan kaki, ekor pada dosis 250 pada saty induk mencit,
sedang pada dosis 500 ditemui adanya tapak resorpsi, namun pada dosis 125 mg/ky
BE tdak terdapat kelainan.

Pada dosss 125 peningkatan berat badan rata-rata induk mencit sebesar 53 18
Yo, dosis 250 sebesar 51,04 % dan dosis 500 mgKg BB hanya 37,97 % sedanpkan
kontrol sebesar 56,18 %, Dan perhitungan statistika terlihat bahwa ekstrak etanol
daun inggu menyebabkan penorunan berat badan induk mencit secara bermakna pada
semua tingkatan dosis bila dibandingkan terhadap kontrol. Hal ini disebabkan karena
sifat toksik inggu terhadap fetus dan sistern metabolisme induk mencit yang sedang
hammul. Pada dosis 500 mg/Ke BB terjadi kepuguran pada satu induk mencit pada har
ke-12 kehamilan, vang ditandal dengan penurunan berat badan yang drastis dan
pendarahan pada vagina sehinpga menyebabkan kematian, Berdasarkan penelitian
terdabuly, inggu mengandung senyawa furoguinoline alkaloid skimmianine dapat
menyebabkan kegupuran pada scjumlah hewan percobaan. Hal ini akibat efek
stimulasi langsung pada otot polos kandungan (uterus). Keguguran terjadi hanya pada
satw induk mencit, vang mungkin karena adanya sifat kerentanan penetik pada
tndividu mencit walaupun berasal dan satu anakan vang sama.

Pemeriksasn pada fetus dilakukan denpan menpeluarkan fetus pada har ke-18
kehamilan denpan cara laparakiomi, karena meneil vang melahirkan secara spontan
cenderung uniuk memakan keturunannya yang cacat, yang matl atau yang hampir
mati, sehingpa dapat mempenparuhi hasi) perhitungan data. Disamping itu, dengan
difakukan laparaktomi jumlah resorpsi vang terjadi dapat diamati {Wilson 1978).
Pemberian ekstrak etanol daun ingpu pada dosis (25, 250 dan 500 mg/ky BB
mienurunkan jumlah fetus berurut-turut sebesar 2333 %, 18,33 % dan 38.33 % hila
dibandingkan terhadap kontrol. Penurunsn jumlah fetus yang paling besar adalah
prda dosis 500 mp/Kg BB, hal ini discbabkan efck toksik daun Inggu yane semakin
Beser dengan bertambabnya dosis yang menyebabkan kematian pada sebagian fefus
atie: menimbulkan resorpsi, schingpa jumlah fetys vang berkembang berkurang,
akibatnya berat badan fetus pada dosis 500 mpkg BB lebih besar dibanding 250
mgkyp BB, mamun masih tetap dibawah berat badan fetus kontrol dan dosis 175
mke BE Sehaliknya untuk dosis 250 mpkg BB karena jumlah fetusnya vang
unyak inaka persentase penurunan jumlah fetus dibanding kontrol adalzh paling
kectl, tergambar pada berat badan fetusnya vang relatif kecil ditanding dosis 500
myhg BB, tetapr sifal wksik daun inggu cukup besar pada dosis ini, maka berat
bidan fetus jauh dibawah kontrol dan dosis 125 mg/Kp BB, Menurut |ileratur Jumlah
fetus akan mempengaruhi berat badan fetus, semakin banyak jumlah fetus, maka
berat badan fetus akan semakin kecil (Manson 1982). Dengan analisa vanan terlibat
bahwa chstruk doun inggu tidak mempengaruhi Jumlab fetus secara  bermakna
(=l 05)

Pada dosis 500 mg/Kg BB terlihal berat badan rata-rata fetus lebih besar
dibanding dosis 250 mg/Kg BB, namun masih keeil dari dosis 125 me/ke BB dan
kontrol, karena pada dosis 500 me/Kg BB jumlah fetus lebih sedikit dibanding dosis
250 mpKg BB dan dijumpainya tapak resorpsi pada saat laparaktomi, sedang pada
dosis 230 mg/Kg BB tidak. Resorpsi berupa gumpalan merah yang tertanam pada
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uterus, Pembentukan resorpst disebabkan karena pengaruh pemberian ekstrak daun
mnggy pada masa organogenesis, dimana pada masa tersebut tidak terdapat lagi sifat
totipotensi schingga tidak bise memperbaiki kerusakan peda jaringan dan tidak bisa
lagi berkembang sehingga fetus akan mati. Tapak resorpsi hanya dijumpai pada dosis
00 mp'kg BB Hal il menunjukkan bahwa sifat toksik ekstrak pada dosis ini
bekera pads masa awal organogenesis dan langsung mematikan embno, schingga
vmbrio mat tanpa sempat berkembang, sedangkan pada dosis 250 mp/Ke BB sifat
wokstk dan ekstrak daun ingeu tidak sampai mematikan embrio pada masa awal
organapeness, lapi menimbulkan kelainan pada mata, telinga, ckor dan jari-jari kaki,
Perbandingan sifat toksik dan daun inppu terhadap fetus juga terlihat dard jumiah
fetus yang dijumpai mati setelah induk meneit dilaparakiomi, Pada dosis 250 ma/Kg
BE hanya 2 ckor, sedang pada dosis 500 mg/Ke BB dijumpai 4 ekor, hal ini
menppambarkan bohwa toksisitas ekstrak daun ingeu terbadap fetus meningkat
dengan bertambabhnoya dosis,

Fetus yang telsh dimascrast dalam larutan alizarin merah diamant bentuk dan
umlah tulang vang membentuk rangka secara umum. Pada hewan normal ada tujuh
tulang servie, tiga belas wlang tharac, enam tufang lumbal, empal tulang sacral dan
du atae biga wlang caudal. Semua diamati setelah fetus direndam dengan larutan
abtzarm merah-BOH 1 % vang menyebabkan fetus menjadi transparan dan (ulang
herwarna merab tua, sehingga dapat dismati denpan bantuan kaca pernbesar. Setelsh
dilakukan pengamatan tdak terdapal kelainan twlang pada semua tingkatan dosis
dibundimgkan ferhadap kontrol.

Feus yang direndam dzlam larnan Bouin's akan keras dan berwamna kuning |
dapat digunkan untuk mengamati bagian luar dan celah langit-langit. formaldehid
Can asam asctat yang terdapat di dalam larutan Bouin's akan mengawetkan jaringan
embrio. Preses kimawi yang terjadi dalam hal ini bersifat komplek dan belum
dimengerti sepenuhnya (Ward 19693, sedangkan asam pikrat akan mewarnai fetus
sehingga berwarna kuning dan lebih mudah menpamatinya.

Parameter vang diamati antara lain kelopak mata, daun telinga, kaki dan jari-
Jart kaks serta celah pada langic-langic Dari ke tiga kelompok dosis vang digunakan
kelainan morfologs hanya dijumpai pada dosis 250 mg/Kg BB dan hanya pada satu
ckor induk mencit saja setelah dibandingkan terhadap kontrol, Hal ini disebabkan
alel adanya kerentaman genctk. Reakst fotus lerhadap seovawa kimia bervarias |
bukan hanya antar spesies hewan akan lelapi juga amtar ras dan hahkan antara
ndividu dart induk vang sama (Harbison 2001). Kelamnan vang dijumpai berupa tidak
adanya kelopak mata, ndak adanya daun telinga, jari tak sempurna (Syndactyl), dan
chor bergelung (1ail curling), sedang cacat celah langit-langit (cleft plate) tidak
ditemui pada ketiga tingkatan dosis,
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Ciambar | VFote ckor felus mencil vany cacat karena induknya diberi eksrak inggu dan ekor yang
normal sebagni pembanding

L

Ciarnbar 2. Foto jari fetus mencil yang cacat karena incukaya diberi ekstrsk inggu dan jari yang normal
sebapiti pembanding

Jenis cocal yang lerjadi wergantung pada periode pertumbuban, karena tidak
s organ rentan pada sast yang sama dar suatu kehamilan, Umumnya embrio
mencit rentan pada har ke-8 sampai hari ke-12 kehamilan, Cacat pada mata paling
rentan paca han ke-9 kehamilan yaitu 40 % dari cacat seluruh organ, pada hari ke-10
hanya 33 %. Cacat pada telinga hari ke-10 kehamilan (35 %), Jari-jar dan ekor juga
paca hart ke-% (25 %) sedang pada hari ke-10 kehamilan kemungkinan cacal jari-jari
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dan ekor hanya 18 %, Dari periode-periode kerentanan tersebut dapat diduga senvawa
kimiz yang terdapal pada ekstrak dsun inggu pada dosis 250 mg/Ke BB
menyebabkan cacat karena pemberian ekstrak pada hari-han rentan tersebul. Pada
dosis 500 myKg BB udak ditemuw cacat fetus karcna embrio sudah mati sebelum
hart-han rentan tersebut dan menciut sehingga hanya dijumpai berupa tapak resomsi
saja, pada dosis 125 mep/Kp BE tdak dijumpai adanya kelainan morfologis pada
fetusnya.

Rk

Crambar 3, Folo daup telings felus mencit yvang cacat karena induknya diberi ckstrak inggu dan daun
telinga yang normal sebagai pembanding

Keadaan  pizn ddan kesehatan  induk mencit selama  kehamilan  perlu
diperhattkan, karena cacat bawaan selain disebabkan faktor genetik jupa disebabkan
aleh fakeor lain seperti lingkungan, infeksi tertenty dan defisiensi vitamin pada induk
(Welson 1978, Manson 1982), Dart hasil pengujian teratogenitas ini dapat dipahami
babwa  daen  mppy dapal menmbulkan  keguguran, mematkan embrnio dan
mentmbualkan kalainan pada fetus, Pada keadaan ini belum dapat disimpulkan potensi
teratopen dart tumbuhan ini mengingatl adanya sifat kerentanan antara spesics hewan.
Sifut kerentanan int juga dapat tegadi pada individu walaupun berasal dan induk
vang sama, karena it perlu disarankan agar pencliian potensi teratogen tersebut
difanjutkan terhadap spesies lainnya.

KESIMPULAN
Damn up  aktivitas  teratopenitas ckstrak etano]l daun  inggu  dengan
menggunakan hewan percobaan mencit putih dapat diambil kesimpulan bahwa

pemberian ekstrak etanol daun inggu pada dosis 500 mg/Ke BB dapat menyebabkan
kegupuran dan efek feratogen berupa tapak resorpsi, sedang pada dosis 250 ma'Kg

L abiowny wrasgensar shomal evoy ey awgr pacdks pemcr puith 7



BE berupa tidak terbentuknya kelopak mala, daun telinga, jari-jari yang tak sempurna
[vdactyl) dan ekor yang bergelung (tail curling) sedang pada dosis 125 mp/Kg BB
ndak menimbulkan kelainan aps-apa.
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