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PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK BLJI KLABET
(TRIGONELLA FOENUM-GRAECUM L.) TERHADAP
KADAR HORMON ESTRADIOL DAN FSH PLASMA
TIKUS PUTIH BETINA GALURWISTAR
PREPUBERTAL

Kurnia Agustini, Sumali Wiryowidagdo™, Dadang Kusmana®*
Pusat, Pengkajian dan Penerapan Teknologi Farmasi dan Medika, BPPT.
*Departernen Farmasi, FMIPA Universitas Indonesia.
**Departernen Biologi, FMIPA Universitas Indonesia.

ABSTRACT

Byt Klabet or Fenugreek (Trigonella foenum-graecum L.) contains steroidal sa-
pogenins such as diosgenin, tigogenin, gitogenin, yamogenin and trigoneoside, that
are suspected having an estrogen-like effect or as phytoestrogen. The objective of this
study was to evaluate the estrogen-like effect of biji klabet alcohol extracts. This re-
search used immature Wistar female rats, age of 19 day, which were reperesent the
climacteric/menopause phase. The testing animals were divided nto five groups,
namely normal group, estradiol control group and three level dose groups of fenugreek
extract (30 mg/200gBW; 60mg/200gBW and 120mg/200gBW). The result showed
that on 120mg/200gBW feruugreek extract significantly (a=0.05) increased estradiol
and FSH level on immature rat. Analysis of vaginal smear showed vaginal lubrica-
tion effect, surprisingly on 120mg/200BW could induce estrous cycle.

Keyword : Biji Kiabet, estrogen-like effect,, phytoestrogen, Trigonella foenum
graecum L,

PENDAHULUAN
Biji klabet atau Foenigraeci se-
men (Fenugreek) adalah biji yang

nin, yang merupakan prekursor
pembentukan hormon seks (Evans,
2002), isomernya yaitu yamogenin

dikeringkan dari tanaman Trigonella
foenum-graecum L. suku Legumino-
sae, berasal dari India dan Maroko,
dan kini telah dibudidayakan di
Lembang, Jawa Barat (MMI, 1979).
Biji Klabet diduga memiliki potensi
efek estrogenik (fitoestrogen) pada
tubuh karena kandungan beberapa
sapogenin steroidnya yaitu diosge-

(Dewick, 1997), gitogenin dan
tigogenin, serta trigoneosida (sapo-
nin steroid mirip estrogen) vang
memiliki efek terapi pada simptom
menopause, diabetes mellitus serta
hiperkolesterolemia(Hoffman, 2004).
Kandungan dioesgeninnya terdapat
dalam bentuk basa bebas 0,8-2,2%
(Wiryowidagdo, 2000).
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Fitoestrogen merupakan salah
satu alternatif pengganti Terapi Sulih
Hormon (TSH), suatu pengobatan
keluhan masa menopause yang di-
lakukan dengan cara pemberian
hormon estrogen eksternal. Akan
tetapi efek samping dari TSH ini juga
banyak, diantaranyanyeri payudara,
peningkatan berat badan, keputihan,
sakit kepala, perdarahan pada vagina
dan peningkatan kejadian kanker
payudara. Mengingat banyaknya
kendala TSH karena harus digunakan
jangka panjang dan harga yang relatif
mahal, maka perlu dicari alternatif
lain sebagai pengganti TSH yang
dapat memenuhi kriteria efektif,
murah, alami (berasal dari tanaman),
aman dan dapat diterima oleh wanita
menopause, vaitu fitoestrogen yang
banyak ditemukan pada beberapa
tanaman obat Indonesia (Badziad,
2003).

Ketidakteraturan dalam siklus
menstruasi wanita biasanya terjadi
pada usia 40-50 tahun, ditandai de-
ngan tidak terjadinya ovulasi selama
beberapa siklus menstruasi. Setelah
beberapa bulan sampai beberapa
tahun, siklus berhenti sama sekali,
disebut masa menopause. Produksi
hormon estrogen oleh ovarium me-
nurun dengan sangat drastis, sehing-
ga tidak lagi dapat menghambat
pembentukan hormon perangsang
folikel (Folicle Stimulating Hormone/
FSH) dan hormon luteinisasi (Lutein-
izing Hormone /LH) yang cukup untuk
menyebabkan ovulasi (Guyton, 1995).
Akibat perubahan hormonal yang
drastis ini menimbulkan banyaknya
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keluhan masa menopause, seperti
keluhan vasomotorik, keluhan fisio-
logis dan psikologis. Keluhan yang
muncul paling sering adalah fof flushes
(semburan panas pada daerah-
daerah tertentu seperti dada, leher
dan kepala), kerusakan kulit, gang-
guan sistem urogenital, gangguan
libido, hiperkolestrolemia dan
osteoporosis (Badziad, 2003).
Dalam rangka pengembangan
fitofarmaka fitoestrogen dari ta-
naman asli Indonesia, maka perlu
kiranya dilakukan penelitian pra-
klinik dan klinik. Pengujian khasiat
ini bertujuan untuk mengetahui efek
estrogenik dari pemberian ekstrak
biji klabet sebagai salah satu sumber
fitoestrogen. Parameter yang diukur
dalam penelitian ini adalah kadar
hormon estradiol dan Folicle Stinu-
lating Hormone (FSH) plasma, serta
gambaran preparat apusan vagina.
Parameter tersebut diharapkan dapat
memberikan informasi yang saling
menunjang untuk mengetahui efek
estrogenik dari biji klabet.

BAHAN DAN CARA KERJA

BAHAN
Simplisia Biji Klabet (Trigonella

foenuni-graecum L) dari Balai Pene-

littan Tanaman Obat (BPTO) Tawang
mangu, Solo dan telah dideterminasi
di Lembaga Herbarium Bogoriense
LIPI, Bogor. Ekstrak etanol biji
klabet. Sediaan pembanding estra-
diol, Lynarol”. Hewan uji tikus putih
betina galur Wistar berusia 19 hari
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dengan induk berasal dari Pusat
Penelitian dan Pengembangan Gizi
Fakultas Kedokteran Universitas In-
donesia (Puslitbang Gizi FK-UI),
Jakarta. Bahan pembuatan preparat
apusan vagina (cotton swab, gelas
obyek, larutan NaCl fisiologis,
metanol, larutan pewarna Giemsa).
Pereaksi analisis kadar hormon estra-
diol dan FSH metode Radioitnninoas-
say (RIA): Coat. A.Count™ Estradiol-
IRMA dan Coat. A.Counf FSH-IRMA.,

ALAT

Homogenizer Heidolph®, rotary
cvaporator Heidolph®. Alat perlakuan
hewan uji (kandang hewan uji,
timbangan hewan, timbangan ana-
litik, sonde lambung, pipa kapiler,
pipet gelas, alat gelas, peralatan be-
dah). Mikroskop dilengkapi kamera
Olympus®. Hetrich Zentrifugen®,
Mikro 22R. Alat analisa hormon
(mikropipet, Vortex nuxer, rack shaker,
foam decanting rack, Gamma counter).

TEMPAT PENELITIAN

Pembuatan ekstrak uji dan
perlakuan hewan uji dilakukan di
Laboratorium Teknologi Farmasi
dan Medika, BPPT, Kawasan PUS-
PIPTEK Serpong, Tangerang.
Sedangkan analisa kadar hormon es-
tradiol dan FSH dilakukan di
Laboratorium Analisis Radioimmu-
noassay, Balai Penelitian Ternak,
Tapos, Ciawi.

CARA KERJA:

Pembuatan Ekstrak Uji
Simplisia diekstraksi dengan
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menggunakan pelarut etanol destilat
96%.

Perlakuan ekstrak uji

Tikus betina prepubertal dibagi
menjadi 5 kelompok perlakuan secara
acak, setiap kelompok terdiri dari 5
ekor, yaitu:

Kelompok I (N) :
Kelompok normal, perlakuan CMC
Na 0,5%

Kelompok [1 (KE2) :

Kelompok kontrol estradiol 0,9ug/
200gBB

Kelompok I11 (D1) :

Kelompok perlakuan ekstrak uji dosis
1 (30 mg/200gBB)

Kelompok IV (D2) :

Kelompok perlakuan ekstrak uji dosis
2 (60 mg/200gBB)

Kelompok V (D3) :

Kelompok perlakuan ekstrak uji dosis
3 (120 mg/200gBB)

Pemberian ekstrak uji secara oral,
satu kali sehari, selama 16 hari
berturut-turut. Pada hari ke-13 sam-
pai hari ke-17, dilakukan analisis
apusanvagina. Pada hari ke-17, selu-
ruh hewan coba diambil darahnya
untuk analisis kadar hormon.

Analisis Preparat Apusan Vagina
(Martin, et.al, 1990; Turner, 1971)
Preparat apusan vagina dibuat
dengan cara mengoleskan kapas (cot-
ton swab) yang telah dibasahi dengan
NaCl fisiologis 0,9% ke dalam vagina
tikus. Preparat dibuat setipis mung-
kin dan diberi pewarnaan Giemsa,
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selanjutnya diamati di bawah

mikroskop.

Analisis Kadar Hormon

Plasma darah hewan uji diana-
lisis kadar hormon estradiol dan FSH
dengan menggunakan reagen diag-
nostika metode Radioimmunoassay
(RIA). Pencacahan Tutal Count dari
tracer radioaktif "I FSH dan tracer
radioaktif "I FSH dilakukan dengan
cara mengisi tabung vang telah di-
lapisi antibodi (Coated titbes) dengan
masing-masing cairan tracer radio-
aktif, kemudian dicacah dengan
menggunakan Gamma counter.
Pengukuran dilakukan dua kali

(duplo).

Pengolahan data

Data kuantitatif vang diperoleh
dari pengukuran kadar estradiol
plasma dan kadar FSH plasma
dianalisis secara statistik meng-
gunakan program komputer Statisti-
cal Product and Service Solution (SPSS)
11,5 for windows dengan pendekatan
uji nilai probabilitas (PP). Hasil uji
disimpulkan dengan cara memban-
dingkan nilai taraf nyata (c) dengan
P yang diperoleh melalui kemputasi
SPSS (Sulaiman, 2003).

HASIL DAN PEMBAIIASAN

Penelitian ini menggunakan
model hewan uji tikus putih (Rattus
norvegicus) galur Wistar betina pre-
pubertal yang berusia 19 hari,
sehingga belum ada produksi estro-
gen oleh ovarium. Pada kondisi ini
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diperkirakan tikus belum memiliki
siklus hormonal yang normal. Hal
ini dapatdilihatdari preparatapusan
vagina tikus pada kelompok normal
prepubertal. Pada preparat tersebut
tidak terdapat tiga jenis sel (sel epitel,
sel yang terkornifikasi dan sel
leukosit) yang biasa ada pada lapisan
mukosa vagina tikus betina dewasa
(Tabel 2). Secara umum, tikus putih
betina baru bisa dikawinkan dengan
jantannya pada usia 10 minggu atau
70 hari (Smith, 1998). Model hewan
uji ini diharapkan dapat mewakili
kondisi menopause, vaitu suatu
keadaan dimana kadar estrogen
tubuh sangat rendah (Kanno, 2001).
Pada empat hari terakhir perlakuan
ekstrak uji dilakukan analisis apusan
vagina untuk mengetahui efek
ekstrak biji klabet terhadap gam-
baran sel-sel vagina, siklus estrus dan
lubrikasi. Tabel 1 adalah ringkasan
analisis preparat apusan vagina dari
semua kelompok uji, sedangkan pada
tabel 2 menunjukkan hasil analisis
preparat apusan vagina tiap ekor
tikus pada lima kelompok uji.
Preparat apusan vagina tikus
betina yang telah mempunyai siklus
estrus dapat dilihat dari hadirnya
tiga jenis sel lapisan vagina, vaitu sel
epitel, sel leukosit dan sel yang ter-
kornifikasi dengan berbagai tingkat
perbandingan (Turner, 1971). Ke-
lompok kontrol normal tanpa per-
lakuan menunjukkan hasil negatif, hal
ini dapat dilihat dari tidak adanya
lubrikasi vagina dan pada preparat
tidak terlihat adanya keteraturan
kehadiran ketiga sel tersebut (Tabel

T



Tabel 1.

Ringkasan Hasil Analisis Preparat Apusan

Vagina Tikus Betina Prepubertal pada Lima Kelompok Uji

Kelompok Lubrikasi Siklus Estrus
Normal = =
Kontrol estradiol v v

_IZ_)_osis 1 (30mg}260g.;SB) . 5
Dosis 2 (60mg/200gBB) ;’_ v
Dosis 3 (120mg/200gBB) v o
Keterangan : v/ = ada; i = kurang; - = tidak ada

2). Berdasarkan data tersebut dapat
diketahui bahwa hingga usia 35 hari
(tikus prepubertal usia 19 hari yang
telah mengalami perlakuan 16 hari)
tikus belum mengalami pubertas.
Pada kelompok kontrol yang diberi
estradiol, kelompok perlakuan dosis
3 (120mg/200gBB) serta sebagian
kelompok perlakuan dosis 2 (60 mg/
200gBB), telah terjadi lubrikasi va-
gina yang nyata dan ditemukan
ketiga jenis sel yang biasa ada pada
siklus estrus. Salah satu efek estro-
genik adalah mengubah epitel vagina
dari kuboid menjadi berlapis (Guy-
ton, 1995). Dengan demikian data ini
membuktikan bahwa pada dosis 120
mg/200gBB, ekstrak biji klabet dapat
memberikan efek estrogenik ter-
hadap vagina tikus prepubertal.
Pada hari terakhir perlakuan,
semua hewan coba diambil darahnya
untuk analisa kadar hormon estradiol
dan FSH. Analisis kadar dilakukan
secara Radio Immuno Assay. Hasil uji
normalitas dan homogenitas menun-
jukkan bahwa data kadar hormon
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estradiol dan FSH plasma berdis-
tribusi dan bervariansi normal
(¢=0,05). Selanjuinya dapat dilanjut-
kan dengan uji ANAVA satu arah dan
uji Beda Nyata Terkecil (LSD Test).
Berdasarkan hasil pengolahan
data secara ANAVA satu arah,
diketahui bahwa pengaruh pem-
berian ekstrak biji klabet pada kadar
hormon menyebabkan peningkatan
kadar rata-rata estradiol plasma tikus
prepubertal yang signifikan bila
dibandingkan dengan kontrol nor-
mal. Kadar rata-rata estradiol ke-
lompok perlakuan yang diberi sedia-
an estradiol per-oral menyebabkan
peningkatan yang bermakna (a=0,05)
dibandingkan dengan kelompok
kontrol normal tikus prepubertal
tanpa perlakuan. Kadar rata-rata
estradiol plasma pada kelompok
dosis 2 dan kelompok dosis 3 menun-
jukkan peningkatan yang bermakna
(x=0,05) dibandingkan kelompok
normal. Tetapi kelompok perlakuan
dosis 1 belum menunjukkan pening-
katan kadar rata-rata estradiol

MAJALAH ILMU KEFARMASIAN



Tabel 2. Hasil Analisis Preparat Apusan Vagina Tikus Prepubertal

KODE H13 H14 H15 H16 H17 Lubrikasi|Siklus
KILIE KILIE KILIE KILIE KILIE vagina |Estrus
Kelompok Normal
1.1 - -f-1- +/+ ]+ -f-1- -l - -
1.2 -f-f- Sl - f = St -l -
1.3 [+ +f+ ]+ +f+/- T /4] - 5
14 f-1 ++ /- -l +/-1- -l -
1.5 SRS - -l - tf+f- -1 -
Kelompok Kontrol Estradiol
2.1 Rt i+t ++{+++ +HH+++ HA4[++ ' s
79 +i+/+ +i++ +H/+4/++ ++/+/+ [+ ++ v v
2.3 +4+/++ +/-1+ [+t 4+ + +H/+H+ v v
2.4 i+t e+ +H4[++ +HH++{++ 4+t v v
2.5 4+t i+t +H++++ A+ | A v v
Kelompok Dosis 1 (30mg/200gBB)
31 F1-)- +/-/- +/+/ 4+ [ [+ =iz =
3.2 +/4]- + [+t ] - [-1- +f -] +(-/-
3.3 ++ - +/+]- +/+/ +/-/+ +[-]- =
34 +i+]- R - Hlad= il f-
3:5 Hifsfi= -f-1- +/-/ +f+f- tl+]-
Kelompok Daosis 2 (60mg/200gBB)
41 +1+/- R + [+ )+ 4+ +{+ [+
4.9 + [+ /44 b - +]- +/-/- = :
4.3 wlzd)s + [+ - 4+ A+ +H+ v ¥
4.4 [ F+ [+ +++/+ e+t + 4+ s v
4.5 [+ +H/+H+ +/-/- +/-]- +(-]- v v
Kelompok Dosis 3 (120mg/200gBB)
51 -+ - A+t | +H++ v
5.2 -/-1- +1-1- =)=t +[-- +4 - [+
53 | +it)- +/-1- 4]+ +/-l- #f el . ¥
54 tf-]- ] - [+ -l-1- )+ - v %
55 - wliwt - ofimile +l-1- [+ v 4
Keterangan :
K : Sel terkornifikasi +  sedikit - tidak ada
L : Sel leukosit ++ . sedang v' . ada
E : Sel Epitel +++ : banyak
Vol. II, No.2, Agustus 2005 79
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N : Kelompok Kontrol Naor-
KE2

diol (0,9ug/200gBB)
D1

Klabet 30mg/200gBB
D2

Keterangan :
mal
: Kelompok Kantrol Estra-
: Kelompok Esktrak Biji |
: Kelompok Ekstrak Biji
Klabet 60mg/200gBB
D3 : Kelompok Ekstrak Biji
Klabet 120mg/200gBB

Gambar 1.

plasma yang bermakna bila diban-
dingkan kelompok normal, kelom-
pok kontrol sediaan estradiol dan
kelompok dosis 2 maupun dosis 3.

Perbandingan kadar estradiol
plasma rata-rata dari kelima kelom-
pok perlakuan dapat dilihat pada
Gambar 1. Berdasarkan grafik ter-
sebut dapat dilihat bahwa ekstrak biji
klabet, memiliki potensi untuk
meningkatkan kadar estrogen plas-
ma pada tikus prepubertal. Semakin
besar dosis yang diberikan, menye-
babkan peningkatan kadar hormon
estradiol yang semakin tinggi pula.
Hal ini mungkin karena adanya
peranan dari kandungan sapogenin
steroid biji klabet, diosgenin dan
trigoneosida. Diosgenin dikenal
sebagai prekursor pembentukan
hormon seks antara lain progesteron
dan estrogen (Evans, 2002).

Biji Klabet mengandung bebe-
rapa sapogenin steroid seperti dios-
genin, yamogenin, gitogenin, dan
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Grafik Kadar rata-rata hormon estradiol plasma tikus prepubertal.

tigogenin. Menurut Mills & Bone
(2000), efek estrogenik dari fitoestro-
gen sapogenin steroid diperkirakan
melalui jalur mekanisme pengham-
batan atau pengaktifan enzim-enzim
yang berperan dalam metabolisme
dan biosintesis estrogen sehingga
dapat mempengaruhi sekresi hor-
mon. Sapogenin berikatan dengan
reseptor estrogen di hipotalamus,
yang merupakan bagian dari meka-
nisme umpan balik negatif kontrol es-
trogen. Stimulus yang lemah menye-
babkan tubuh menerima sinyal

* bahwa kadar estrogen lebih rendah

daripada normal, sehingga mening-
katkan produksinya. Pada wanita
pascamenopause, beberapa fito-
estrogen dapat mengurangi simptom
penurunan estrogen yang drastis,
karena kandungan fitosteroidnya
berikatan dengan reseptor yang
sesuai di hipotalamus. Hal ini nam-
paknya menyebabkan peningkatan
kadar estrogen.

MAJALAH ILMU KEFARMASIAN



KADAR RATA-RATA FSH FLASMA TIKUS PREPUBERTAL
e T B S T S TR
0.65 Kelerangan :
_ 18 — I N - Kelompok Kontrol Nor-
E mal _
E e | KE2 : Kelompok Kontrol Es-
E | tradiol (0,9ug/200gBB)
2 04 || D1 : Kelompok Esktrak Biji
i Klabet 30mg/200¢gBB
ke || D2 : Kelompok Ekstrak Biji
l s e i o | Klabet 60mg/200gBB
o KE2 D1 o 3 | D3 :Kelompok Ekstrak Biji
KELOMPOK Klabet 120mg/200gBB

Gambar 2. Grafik Kadar rata-rata FSH plasma tikus prepubertal.

Dari penelitian terdahulu, fito-
estrogen pada umumnya tidak mem-
berikan efek peningkatan estrogen
tubuh yang bermakna. Menurut
penelitian yang dilakukan oleh
Nikander, et.al. (2003) diketahui
bahwa fitoestrogen dari derivat
isoflavonoid, seperti daidzein, genis-
tein dan equol, tidak memberikan
pengaruh terhadap kadar estrogen
plasma pada wanita menopause
dengan kanker payudara.

Sedangkan hasil analisis ANAVA
pemberian ekstrak biji klabet ter-
hadap kadar FSH juga menunjukkan
peningkatan yang bermakna (0=0,05)
terutama pada kelompok perlakuan
dosis 2 dan dosis 3. Kelompok
kontrol sediaan estradiol juga me-
nunjukkan peningkatan kadar rata-
rata FSH yang bermakna bila diban-
dingkan dengan kelompok kontrol
normal prepubertal.

Bila dibandingkan kontrol nor-
mal, tikus prepubertal yang diberi

Vol. 1I, No.2, Agustus 2005

perlakuan ekstrak biji klabet meng-
alami peningkatan kadar FSH plasma
yang hampir sama dengan kelompok
yang diberi perlakuan kontrol estra-
diol (0,95 mIU /rnl). FSH disekresi
oleh hipofisis anterior serta berperan
pada proses pematangan folikel di
ovarium yang menyebabkan terjadi-
nya sintesis estrogen oleh sel theca
ovarium (Turner, 1988).

Pada penelitian menggunakan
hewan coba tikus betina dewasa
yang telah mengalami hipofisektomi,
preparat FSH yang dianggap murni
terbukti merangsang folikel hingga
menjadi masak (folikel de Graaf), tetapi
belum menyebabkan ovulasi (Parto-
dihardjo, 1992). Berdasarkan data
tersebut di atas, dapat dikatakan
bahwa ekstrak biji klabet berpotensi
merangsang hipofisis anterior
untuk memproduksi FSHyang
merangsang pematangan sel theca,
yang menghasilkan peningkatan
kadar estrogen.
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KESIMPULAN

Penelitian ini membuktikan
bahwa pemberian ekstrak biji klabet,
terutama dosis 60mg/200gBB dan
120mg/ 200gBB pada tikus betina pre-
pubertal menyebabkan peningkatan
kadar estradiol dan FSH plasma yang
bermakna secara statistik. Ekstrak
biji klabet juga menyebabkan lubri-
kasi vagina model hewan uji prepu-
bertal. Berdasarkan data tersebut
dapat disimpulkan bahwa biji klabet
mempunyai efek estrogenik d pada
tikus betina prepubertal.
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