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ABSTRAK

diberikan pada induk mencit selama masa organogenesis terhadap penampilan reproduksi dan
perkembangan fetus. Empat puluh ekor mencit bunting dibagi acak menjadi empat kelompok. Ekstrak
diberikan secara oral (gavage) dengan dosis 0 (K/ kontrol), 0,1 ml (D1), 0,2 ml (D2), dan 0,3 ml (D3).
Perlakuan diberikan hari ke 6-15 kebuntingan, pada hari ke-18 mencit dikorbankan nyawanya untuk
pengambilan fetus. Efek teratogenik terhadap penampilan reproduksi diamati dari jumlah fetus (hidup,
mati, dan resorbsi) dan morfometri fetus (bobot, panjang dan kelainan morfologi). Data diuji
normalitasnya, jika data berdistribusi normal diuji dengan One Way Anova, dilanjutkan uji Duncan (jika
varians homogen) atau uji Dunnett (jika varians tidak homogen). Jika distribusi data tidak normal, diuji
dengan Kruskal-Wallis, jika terdapat perbedaan dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney U. Efek
penurunan performans reproduksi induk (turunnya jumlah fetus hidup, peningkatan jumlah fetus mati dan
resorbsi) serta peningkatan cacat bawaan (penurunan berat dan panjang fetus, serta peningkatan
hemoragi).

Kata kunci: Nigella sativa, malformasi kongenital

ABSTRACT

This experiment was performed to examine the effects of black cumin (Nigella sativa) seed oil extract on
reproduction performance and fetus development if given during organogenesis period. Forty pregnant
mice were randomly divided into four groups. Extract was treated orally by gavage with doses 0%
(control), 0.1 ml, 0.2 ml, and 0.3 ml since gestation day 6 to 15. Caesarean section were performed to
pregnant mice on day 18 to remove fetuses. Observation covered reproduction performance i.e. the foetus
number (reabsorptions, dead/ alive foetus), and morphological of the foetus (weight and length of the
litter, and malformations). Statistical analysis was performed using Anova and Duncan's Multiple Range
Test. Teratogenic effects of black cumin oil extract caused decreasing of reproductive performance of the
mother (alive foetus decreased, dead and resorbed foetus increased) and an increased incidence of birth
defects (fetal weight and length and fetal hemorrhage).

Keywords: Nigella sativa, congenital malformations

PENDAHULUAN

Jintan hitam (Nigella sativa) adalah obat herbal yang multikhasiat dan makin marak
penggunaanya belakangan ini. Kandungan zat aktif thymoquinone serta beragam bahan lain dalam Nigella
sativa yang memiliki banyak manfaat bagi manusia, telah menarik minat para peneliti untuk
membuktikan efek farmakologisnya secara ilmiah dengan berbagai uji praklinik dan Klinik pada manusia,
hewan coba, kultur sel, maupun penelitian secara in vivo, in vitro, dan molekuler. Berbagai penelitian
telah membuktikan efektivitas bahan alam ini sebagai antimikroba, antibakteri (Alhaj et al., 2008),
antijamur (Ali dan Blunden, 2008), antiinflamasi, analgesik dan antipiretik (Al-Ghamdi, 2001),
antiparasitik dan antihistamin (Al-Ali et al., 2008), antihipertensi (Dehkordi dan Kamkhah, 2008),
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antitumor (Lupidi et al., 2010), antikanker (Shafi et al., 2009), antidiabetik (Benhaddou et al, 2010) serta
anti asthmatik (Boskabady et al., 2010). Herbal multikhasiat ini juga memiliki efek protektif diantaranya
hepatoprotektif (Alenzi et al., 2010), renoprotektif (Yildiz et al., 2010), gastroprotektif (Terzi et al.,
2010), neuroprotektif (Mousavi et al., 2010), radioprotektif alami (Assayed, 2010), agen imunoterapi
spesifik alergi (Isik et al., 2010) serta antioksidan yang sangat baik (Ismail et al., 2010).

yaitu terjadinya peningkatan antara lain pada spermatogenesis, produksi spermatozoa, sekresi kelenjar
prostat dan vesikula seminalis, kadar hormon testosteron dan konsentrasi protein (Al-Sa’aidi et al., 2009),
peningkatan fertilitas pada jantan (Mohammad et al, 2009), serta efek pemulihan organ reproduksi jantan
yang mengalami kerusakan akibat radiasi sinar ultraviolet (Ali dan Ali, 2009). Penelitian terdahulu pada
hewan betina menunjukkan efek sebaliknya yaitu adanya aktivitas antifertilitas, antinociceptif dan
kontrasepsi postcoitus (Keshri et al., 1995), efek anti oksitosin (Agel dan Shaheen, 1996) dan diduga
dikonsumsi selama kehamilan, apakah aman terhadap fetus di dalam kandungan. Beberapa hasil
penelitian yang menunjukkan efek negatif Nigella sativa terhadap reproduksi betina menimbulkan
kekhawatiran sehingga perlu penelitian lebih jauh apakah herbal ini dapat menyebabkan malformasi
kongenital (cacat bawaan) pada janin melalui pengujian teratogenisitas.

BAHAN DAN METODE
Ekstraksi Biji Jintan Hitam (Nigella sativa)

Ekstraksi biji Nigella sativa dilakukan dengan metode Alhaj et al. (2008). Tabung ekstraksi diisi
dengan 150,0 g biji Nigella sativa yang telah dihaluskan. Ekstraksi dilakukan dengan SFE (Supercritical
Fluid Extraction) dengan tekanan 400 atm dan suhu 40°C selama 15 menit fase statis dilanjutkan 20
menit fase dinamis. Restrictor Duraflow (Suprex) digunakan dalam SFE untuk pengumpulan hasil
ekstraksi. Kecepatan aliran SFE melalui restrictor 25 g/menit (terkompresi). Hasil ekstraksi ditampung
dalam labu volumetrik. Volume akhir ekstrak 35 ml di akhir ekstraksi. Labu volumetrik ditempatkan
dalam icebath selama fase dinamis agar ekstraksi lebih efisien.

Pemberian Perlakuan dan Pengambilan Data

Empat puluh ekor mencit bunting dibagi menjadi empat kelompok, kelompok kontrol (K) diberi
akuades dan tiga kelompok lain diberikan ekstrak dengan dosis 0,1 ml (D1), 0,2 ml (D2), dan 0,3 ml
(D3). Ekstrak dicekokkan secara oral (gavage) pada hari ke 6-15 kebuntingan (periode organogenesis
mencit). Pada hari ke-18 (sehari sebelum kelahiran normal) mencit dimasukkan ke dalam wadah tertutup
kemudian diberi kapas yang telah dibasahi eter untuk dikorbankan nyawanya dan dibedah untuk
pemeriksaan fetus.

Data yang diambil meliputi bobot uterus, jumlah fetus, panjang dan bobot badan fetus. Uterus
ditimbang sebelum dan setelah fetus dikeluarkan dari uterus dan dihitung jumlah fetus hidup, mati, dan
resorpsi dari uterus kanan dan kiri. Morfologi fetus yang diamati meliputi kelengkapan dan kelainan pada
tungkai depan dan belakang, ekor, telinga, mata, bibir, langit-langit mulut, dan perdarahan bawah kulit
(hemoragi). Pengamatan menggunakan kaca pembesar terhadap adanya teratologi berdasarkan atlas
perkembangan mencit menurut EMAP (2009). Pengukuran panjang dan penimbangan bobot badan
dilakukan setelah fetus dibersihkan dari cairan amnion yang membungkusnya.

Analisis Data

Data diuji normalitasnya, jika data berdistribusi normal dilanjutkan dengan uji One Way Anova,
dengan uji lanjut Duncan (jika varians homogen) atau uji Dunnett (jika varians tidak homogen). Jika
distribusi data tidak normal, diuji dengan Kruskal-Wallis, jika terdapat perbedaan dilanjutkan dengan uji
Mann-Whitney U. Struktur costae, vertebrae, dan sternebrae diamati secara deskriptif kualitatif terhadap
terjadinya cacat.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengamatan yang dilakukan selama uji pendahuluan menunjukkan bahwa ekstrak minyak biji
jintan hitam (Nigella sativa) yang diberikan selama masa kebuntingan dapat menyebabkan pendarahan
pada induk mencit jika diberikan dosis diatas 0,3 ml ekstrak/ hari. Dari pengamatan ditemukan bahwa
pendarahan terjadi satu hingga tiga hari sebelum kelahiran prematur, bahkan beberapa induk mati akibat
pendarahan sebelum seluruh fetus berhasil dilahirkan (Gambar 1). Oleh karena itu dalam penelitian ini
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tidak digunakan dosis diatas 0,3 ml, walaupun dari penelitian terdahulu oleh Zaoui et al. (2002) diperoleh

hari.

Gambar 1. Induk mencit yang mengalami penarahan sebelum kelahiran prematur pada uji pendahuluan
dengan variasi dosis diatas 0,3 ml/ ekor/ hari.

Diduga zat bioaktif utama Nigella sativa yaitu thymoquinone atau turunannya (dithymoquinone,
thymohydroquinone dan thymol) yang digunakan di dalam penelitian ini lebih tinggi kadarnya
dibandingkan yang terkandung di dalam biji Nigella sativa pada penelitian Zaoui et al. (2002). Hal ini
mungkin disebabkan perbedaan iklim dan tanah di lokasi tempat tumbuh tanaman jintan hitam yang
digunakan, yang menyebabkan perbedaan kadar zat aktifnya. Diduga zat bioaktif utama tersebut
memiliki sifat antiestrogenik, yang menekan kadar hormon estrogen sehingga dapat memicu terjadinya
perdarahan atau peluruhan dinding endometrium.

Jumlah Fetus

jumlah total fetus dalam uterus induk (Gambar 2). Rata-rata jumlah fetus dalam uterus kanan (Tabel 1)
maupun rata-rata jumlah fetus dalam uterus Kiri (Tabel 2) antara kontrol berbeda (p<0,05) dengan
perlakuan, sedangkan diantara dosis perlakuan hanya berbeda (p< 0,05) antara dosis terendah (dosis 1)
dengan tertinggi (dosis 3). Data jumlah fetus menunjukkan pada fetus hidup dan fetus mati terdapat
perbedaan diantara masing-masing kelompok baik kontrol, maupun perlakuan dosis 1, dosis 2, dan dosis
3. Sementara itu data fetus resorpsi menunjukkan tidak berbeda nyata (Tabel 3).

= |§' ﬁb | C a
Gambar 2. Uterus induk sebelum fetus-fetus dikeluarkan: a. Dosis 1 (0,1 ml ekstrak), b. Dosis 2 (0,2
ml), c. Dosis 3 (0,3 ml).
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Tabel 1. Rata-rata jumlah fetus di dalam uterus induk sebelah kanan

Perlakuan Jumlah Induk/ N Rerata Jumlah Fetus dalam Uterus Kanan
K (Kontrol) 10 590074 a

Dosis 1 10 3,80+0,92 b

Dosis 2 10 4,40+ 1,51 bc

Dosis 3 10 3,10£191 ¢

Huruf berbeda dalam satu kolom menunjukkan perbedaan signifikan (p < 0,05)

Tabel 2. Fetus di dalam uterus induk sebelah kiri
Perlakuan

Rangking Mean Chi Square P Value
Kontrol 17,90 a 0,012
Dosis 1 29,65 b
Dosis 2 20,95 ab 10,952
Dosis 3 13,50 ac

Huruf berbeda dalam satu kolom menunjukkan perbedaan signifikan (p< 0,05)

Tabel 3. Fetus hidup, fetus mati, dan fetus resorbsi

Rangking Mean

Perlakuan Jumlah Induk/ N

Fetus Hidup Fetus Mati Fetus Resorbsi
K (Kontrol) 10 33,35 a 13,50 a 16,50 a
Dosis 1 10 24,65 b 20,70 b 18,35 a
Dosis 2 10 18,20 c 22,25 ¢ 22,05 a
Dosis 3 10 5,80 d 25,55 d 25,10 a
Chi Square 30,338 7,904 6,649
P Value 0,000 0,048 0,084

Huruf berbeda dalam satu kolom menunjukkan perbedaan signifikan (p < 0,05), lambang huruf tidak dibandingkan berdasarkan
baris.

Fetus mati kemungkinan disebabkan kematian sel-sel pada tahap akhir proliferasi sehingga
hanya sebagian sel yang dapat diperbaiki dan pada saat pembedahan proses resorbsi oleh induk belum
sempurna sehingga biasanya fetus yang mati ditemukan dalam keadaan cacat. Menurut Widyastuti et al.
(2006), apabila ada teratogen yang mengenai embrio pada stadium pra diferensiasi, maka pengaruhnya
ialah semua atau sebagian besar sel-sel embrio akan rusak dan berakhir dengan kematian embrio.
Resorbsi fetus merupakan salah satu indikasi agen yang bersifat teratogenik. Semakin tinggi tingkat dosis
pada kisaran dosis embriotoksik, akan mengakibatkan terjadinya respon yang tingkatannya lebih tinggi.

Bobot dan Panjang Fetus

Secara statistik, data bobot dan panjang fetus menuunjukkan terdapat perbedaan nyata diantara
semua kelompok baik kontrol maupun dosis 1, dosis 2, dan dosis 3 (Tabel 4). Pengamatan fetus
menunjukkan adanya kelainan fetus kerdil dan bentuknya abnormal (Gambar 3). Bobot badan adalah
parameter penting untuk mengetahui pengaruh senyawa asing terhadap fetus, ditunjukkan dengan
penurunan bobot fetus. Laju pertumbuhan dan perkembangan fetus menentukan variasi ukuran anakan.

Rataan bobot anakan mencit normal pada umur kehamilan hari ke-18 adalah 1,4 gram.
Penurunan bobot dan panjang tubuh adalah bentuk teringan efek agensia teratogenik dan merupakan
parameter yang sensitif. Gangguan perkembangan individu dalam uterus menyebabkan kelainan antara
lain kelahiran dengan bobot badan tidak normal. Menurut Yantrio et al. (2002), penurunan bobot badan
fetus merupakan bentuk teringan dari ekspresi teratogenik dan merupakan parameter yang lebih sensitif
untuk uji teratogenik.

Morfologi Fetus

Pengamatan morfologi fetus yang meliputi kelengkapan dan kelainan pada tungkai depan dan
belakang, ekor, telinga, mata, bibir, langit-langit mulut, dan perdarahan bawah kulit (hemoragi), hanya
menemukan kelainan berupa hemoragi. Hemoragi tidak ditemukan pada kelompok control, sedangkan
pada perlakuan, hemoragi cenderung meningkat seiring dengan peningkatan dosis. Hemoragi yaitu
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keluarnya darah dari sistem kardiovaskuler, disertai penimbunan dalam jaringan tubuh (Price dan Wilson,
2005). Hemoragi ditemukan di beberapa lokasi pada tubuh fetus antara lain di daerah kepala, abdomen,
dada, punggung, maupun tungkai dan caudal (pangkal ekor). Semakin tinggi dosis ekstrak minyak biji
jintan hitam yang diberikan, hemoragi ditemukan semakin banyak, di beberapa lokasi sekaligus pada
tubuh bagian luar seekor fetus mencit.

Tabel 4. Bobot dan panjang fetus.

Fetus
Perlakuan Jumlah Induk/ N Bobot Panjang
K (Kontrol) 10 34,60 a 34,35 a
Dosis 1 10 24,80 b 26,65 b
Dosis 2 10 16,30 ¢ 14,60 c
Dosis 3 10 6,30 d 6,40 d
Chi Square 32,050 34,000
P Value 0,000 0,000

Huruf berbeda dalam satu kolom menunjukkan perbedaan signifikan (p < 0,05), lambang huruf tidak dibandingkan berdasarkan
baris.

Tabel 5. Frekuensi jumlah fetus hemoragi.
Persentase Hemoragi pada Tubuh Fetus

ngim Tanpa Hemoragi Hemoragi Hemoragi Hemoragi Hemoragi di
hemoragi di 1 lokasi di 2 lokasi di 3 lokasi di 4 lokasi 5 lokasi
Kontrol 100% 0 0 0 0 0
Dosis 1 60% 10% 30% 0 0 0
Dosis 2 60% 20% 0 20% 0 0
Dosis 3 0 30% 20% 10% 20% 20%

O ¥ AT

Gambar 3. Fetus mati, fetus dengan kelainan morfologi (abnormal), dan fetus resorpsi dari kelompok
dosis 0,3 ml (D3).

Hemoragi bisa disebabkan oleh berkurangnya jumlah trombosit dalam darah. Beberapa
mekanisme penyebab hemoragi lainnya adalah karena vasokonstriksi yang menyebabkan tekanan darah
meningkat sehingga pembuluh darah pecah dan akhirnya terjadilah pendarahan. Kenaikan tekanan darah
dapat juga distimulasi oleh adanya larutan hipertonik yang sampai ke jaringan fetus yang akhirnya dapat
pula menyebabkan pendarahan (Price dan Wilson, 2005). Vasokonstriksi mungkin disebabkan oleh
adanya kontraksi otot polos uterus pada masa kebuntingan yang dapat menyebabkan gangguan pada
janin. Senyawa aktif dalam ekstrak dimungkinkan dapat memacu kontraksi otot polos uterus. Adanya
kontraksi otot polos uterus pada masa kebuntingan dapat menyebabkan gangguan pada janin diantaranya
berupa hemoragi. (Widyastuti et al., 2006).

KESIMPULAN

organogenesis menurunkan penampilan reproduksi induk dan menyebabkan kelainan fetus berupa
hambatan pertumbuhan (fetus berukuran kecil) dan hemoragi.
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