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ABSTRAK

Kulit buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) memiliki kandungan polifenol terutama antosianin yang
dapat berperan sebagai fitoestrogen dan antioksidan. Fitoestrogen membantu sintesis kolagen melalui ikatannya
dengan reseptor estrogen dan antioksidan mencegah penumpukan radikal bebas yang dapat merusak kolagen,
sehingga kulit buah naga merah berpotensi untuk mencegah gangguan pada organ vagina akibat menurunnya
jumlah kolagen pada dinding vagina ketika menopause. Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan efektivitas
pemberian ekstrak etanol kulit buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dalam mencegah penurunan kolagen
dinding vagina tikus model menopause. Penelitian ini disusun menggunakan randomize post-test only control
group design pada 30 ekor tikus wistar betina yang dibagi menjadi tiga kelompok, yaitu kelompok kontrol (PO)
diberikan normal saline, kelompok perlakuan (P1) diberikan ekstrak etanol 60mg/200grBB dan (P2) diberikan
ekstrak etanol 90mg/200grBB. Pemberian dosis pada tikus melalui oral selama 30 hari, kemudian sampel dinding
vagina diambil untuk dilakukan pemeriksaan kadar kolagen vagina dengan pewarnaan Sirius red. Jumlah kolagen
dihitung dengan persentase area piksel kolagen yang dibandingkan dengan piksel seluruh jaringan vagina. Hasil
penelitian menunjukkan rerata jumlah kolagen pada PO, P1 dan P2 masing-masing 55,53+8,12; 67,50+3,89;
78,14+5,87. Uji One Way ANOVA menunjukkan perbedaan antar kelompok yang bermakna secara statistik (p =
0,000). Uji Post hoc LSD menunjukkan rerata jumlah kolagen vagina pada P2 lebih tinggi dibandingkan PO (p =
0,000) dan P1 (p = 0,001) serta P1 lebih tinggi dari PO (p = 0,000). Penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian
ekstrak etanol kulit buah Hylocereus polyrhizus mampu mencegah penurunan kolagen dinding vagina tikus model
menopause.

Kata kunci : menopause, kolagen vagina, Hylocereus polyrhizus

ABSTRACT

Red dragon fruit (Hylocereus polyrhizus) peel contains polyphenols, in particular anthocyanins, which may act as
phytoestrogens and antioxidants. Phytoestrogens can help synthesize collagen through their bonds with estrogen receptors
and antioxidants prevent the accumulation of free radicals that can damage collagen, so the skin of red dragon fruit has the
potential to prevent vaginal organ disorders due to the reduced amount of collagen in the vaginal wall during menopause.
This study aims to prove the effectiveness of the ethanol extract of Hylocereus polyrhizus rind in preventing decreased
collagen in the vaginal wall of menopausal rats. This study was structured using a randomized post-test only control group
design on 30 female Wistar rats, which were divided into three groups, namely the control group (PO) was given normal
saline, the treatment group (P1) was given ethanol extract 60mg/200grBW and (P2) was given ethanol extract
90mg/200grBB. Dosing rats orally for 30 days, then vaginal wall samples were taken to examine vaginal collagen levels
with Sirius red staining. The amount of collagen is calculated by the percentage area of the collagen pixels compared to the
pixels of the entire vaginal tissue. The results show that the mean amount of collagen at PO, P1 and P2 is 55.53 + 8.12
respectively; 67.50£3.89; 78.14+5.87. The One-way ANOVA test shows statistically significant differences among the
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groups (p = 0.000). The post hoc analysis using the LSD test finds that the mean amount of vaginal collagen in P2 is the
highest than PO (p=0.000) and P1 (p=0.001) and P1 is higher than PO (p=0.000). It is concluded that giving of ethanol
extract of Hylocereus polyrhizus rind is able to prevent the decrease in vaginal wall collagen in menopausal rats.

Keywords : menopause, vaginal collagen, Hylocereus polyrhizus

1. PENDAHULUAN

Menopause merupakan terhentinya siklus menstruasi
secara permanen yang terjadi ketika ovarium kehilangan
aktivitasnya. Hilangnya aktivitas ovarium menyebabkan
terjadinya keadaan hipoestrogenik yang memicu perubahan
di beragam sistem maupun organ tubuh,! salah satunya
adalah gangguan pada organ vagina yang dapat meliputi
kekeringan vagina, atrofi, dyspareunia, gejala kemih, dan
kelemahan pada dasar panggul. Hal ini disebabkan oleh
penurunan kadar kolagen dan elastin vagina, epitel yang
menipis, serta peningkatan pH vagina.? Sintesis dan sekresi
fibrillar (kolagen dan elastin) merupakan tanggung jawab
utama dari fibroblas.> Estrogen berperan dalam
meningkatkan ekspresi Fibroblast associated protein (FAP),
proliferasi fibroblast, matriks ekstraselular dan growth
factors. Sehingga pada wanita menopause yang mengalami
keadaan hipoestrogenik akan terjadi penurunan sabut
kolagen dan elastin.*

Deplesi estrogen juga menyebabkan terjadinya
penurunan regulasi ekspresi gen penyandi enzim
antioksidan yang dapat menetralisir radikal bebas. Radikal
bebas juga dikenal sebagai spesies oksigen reaktif (ROS)
yang sangat reaktif dan menyebabkan stres oksidatif.
Akumulasi dari  senyawa oksigen  reaktif dapat
meningkatkan ekspresi matrix metalloproteinase (MMP)
yang berperan dalam degradasi kolagen.®

International Menopause Society merekomendasikan
Hormonal Replacement Therapy (HRT) untuk mengganti
hormon yang hilang akibat menopause.® Namun ketika HRT
digunakan dalam rentang waktu yang lama, risiko kanker
payudara dapat meningkat.” Alternatif yang sedang
dikembangkan saat ini yaitu penggunaan bahan-bahan non-
steroid seperti fitoestrogen dan antioksidan untuk mengatasi
gejala menopause. Antioksidan merupakan senyawa yang
mampu menstabilkan ROS dan mencegah stress oksidatif.
Antosianin yang berasal dari subkelas flavonoid dapat
dijumpai pada kulit buah naga merah dan diketahui
memiliki aktivitas antioksidan.®® Mekanisme kerjanya
sebagai antioksidan yaitu dengan menangkap radikal bebas
serta melakukan upregulasi enzim antioksidan intrasel®°,
Antosianin juga dapat berperan sebagai fitoestrogen karena
memiliki kemiripan struktur kimia dengan hormon estrogen
manusia, sehingga menimbulkan aktivitas menyerupai
estrogen endogen (77p-estradiol) melalui ikatannya dengan
reseptor estrogen.’! Antosianin telah terbukti mampu
berikatan dengan dua jenis reseptor estrogen yaitu ER-a dan
ER-B.12%  Menurut peneltian oleh Saenjum dkk.,°
kandungan senyawa flavonoid total pada kulit buah naga
merah adalah 193,8 + 11,7 mg QE/g dan lebih besar jika

https://ojs.unud.ac.id/index.php/eum
doi:10.24843.MU.2023.V12.i6.P16

dibandingkan dengan daging buahnya (177,4 * 12,5 mg
QE/g), dimana antosianin total pada kulit buah naga merah
adalah 135,4 = 9,3 mg CCE/qg.

2. BAHAN DAN METODE

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini
yaitu, kulit buah naga merah yang akan diekstraksi, tikus
wistar betina sehat usia 3-4 bulan dengan jumlah total tiga
puluh ekor serta berat sekitar 180-220gram, normal saline,
akuades, ketamin, betadine, gentamisin dan etanol 96%.

Ovariektomi dilakukan menggunakan metode Ingle
DJ dan Grith JQ pada tiga puluh ekor tikus wistar betina
yang dilakukan oleh Animal Laboratory Unit Bagian
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Udayana.
Ekstrak etanol kulit buah naga merah dibuat dengan
menambahkan etanol 96% untuk mendapatkan dua dosis
berbeda yaitu 60mg dan 90mg. Sampel yang berjumlah 30
ekor dibagi menjadi tiga kelompok. Kelompok PO yaitu
kelompok kontrol yang diberkan normal saline, kelompok
P1 yang diberikan ekstrak etanol kulit buah naga merah
dengan dosis 60mg/200grBB dan kelompok P2 yang
diberikan ekstrak etanol kulit buah naga merah
90mg/200grBB. Pemberian oral ekstrak etanol kulit buah
naga merah dilakukan selama 30 hari. Organ vagina
disiapkan untuk pembuatan sediaan histologis melalui
empat tahapan yaitu fiksasi, dehidrasi, clearing dan
embeding kemudian dipotong dengan ketebalan 5um.
Pewarnaan jaringan vagina menggunakan Picrosirius Red.
Ekspresi kolagen kemudian dianalisis dan diamati dengan
perbesaran 400x dibawah mikroskop cahaya, selanjutnya
jumlah kolagen dilakukan penghitungan dengan Adobe
Photoshop CS4 dan Image J.

Analisis diawali dengan uji deskriptif untuk melihat
karakteristik data. Kemudian data dari hasil penelitian
dilakukan uji Shapiro-Wilk untuk mengetahui apakah data
berdistribusi normal dan dilanjutkan dengan uji Levene
untuk menilai homogenitasnya. Uji statistik pada data yang
homogen dan berdistribusi normal dilakukan menggunakan
One Way ANOVA lalu dilanjutkan dengan uji LSD dari Post
Hoc. Terdapat perbedaan bermakna pada kelompok jika
(p<0,05). Data dianalisis menggunakan software SPSS for
Windows versi 26.0.

3. HASIL

Kolagen pada dinding vagina tikus wistar betina
diamati menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran
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400x, terlihat bahwa kelompok kontrol (PO) menunjukkan
kerusakan struktur beserta komposisi dari jaringan kolagen,
sehingga serat kolagen tampak tidak utuh atau terpecah-
pecah (panah kuning) dan penyerapan pewarnaan Sirius red
yang tidak optimal. Kelompok P1 menunjukkan serat
kolagen berwarna merah tampak lebih lebar dan padat jika
dibandingkan dengan kelompok PO, namun masih terdapat
kolagen yang tidak utuh (panah kuning). Kelompok P2
menunjukkan serat kolagen berwarna merah yang utuh
(panah biru), paling lebar dan padat (Gambar 1).

Rerata jumlah kolagen dinding vagina pada
kelompok PO adalah 55,53 * 8,12, kelompok P1 sebesar
67,50 + 3,89, dan kelompok P2 yaitu 78,14 + 5,87 (Tabel 1).
Uji Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa data rerata jumlah
kolagen dinding vagina berdistribusi normal (p>0,05). Data
diuji homogenitasnya dengan uji Levene dimana nilai
p=0,186, yang artinya data homogen. Uji One Way ANOVA
pada data mendapati nilai p = 0.000 yang berarti terdapat
perbedaan bermakna pada hasil rerata jumlah kolagen antar
kelompok, seperti terlihat pada Tabel 2. Uji post hoc LSD
didapatkan rerata jumlah kolagen dinding vagina pada
kelompok P1 lebih tinggi jika dibandingkan dengan kontrol
dengan perbedaan rerata sebesar 11,96 (Cl 95% 6,27 —
17,66; p = 0,000), jumlah kolagen P2 juga lebih tinggi jika
dibandingkan dengan kelompok kontrol dengan perbedaan
sebesar 22,61 (CI 95% 16,91 — 28,30; p = 0,000), kemudian
jumlah kolagen pada P2 lebih tinggi dibandingkan dengan
P1 dengan perbedaan rerata sebesar 10,64 (Cl 95% 4,95 —
16,34; p = 0,001) (Tabel 3).

Gambar 1. tikus  wistar

Kolagen
ovariektomi dengan pewarnaan sirius red (pembesaran
400x) kelompok kontrol (p0), ekstrak etanol 60mg (pl),
ekstrak etanol 90mg (p2); C=kolagen

dinding vagina

Tabel 1. Hasil Uji Deskriptif % Jumlah Kolagen

Kelompok n Rerata STD Minimum Maksimum
(%)

PO 10 55,53 8,12 39,70 67,67

P1 10 67,50 3,89 61,63 74,13
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P2 10 78,14 587 71 89

Tabel 2. Uji one way anova terhadap hasil rerata (%)
kolagen pada dinding vagina tikus wistar betina

Kelompok n Rerata + SB Nilai p
Uji
Kontrol 10 55,53 £ 8,12
Perlakuan 1 10 67,50 + 3,89 0,000
Perlakuan 2 10 78,14 +5,87

Tabel 3. Hasil post hoc LSD pada rerata jumlah kolagen
(%) pada dinding vagina tikus wistar betina

Kelompok n Rerata + SB Nilai p
Uji
Kontrol 10 55,563+ 8,12
Perlakuan 1 10 67,50 = 3,89 0,000
Perlakuan 2 10 78,14 + 5,87

4. PEMBAHASAN

Penelitian ini membuktikan bahwa pemberian ekstrak
etanol kulit buah naga merah dapat mencegah penurunan
kolagen pada dinding vagina tikus model menopause. Hasil
penelitian ini mendukung hasil penelitian sebelumnya,
dimana penelitian oleh Chandramogan dkk.,* membuktikan
bahwa pemberian ekstrak etanol kulit buah naga merah
secara oral dapat mencegah penurunan kolagen pada kulit
tikus model menopause. Penelitian mengenai pengaruh
fitoestrogen dan antioksidan khususnya yang diperoleh dari
kulit buah naga merah terhadap ekspresi kolagen pada
dinding vagina saat kondisi menopause masih sangat
terbatas. Adapun penelitian oleh Saimin dkk.,> menemukan
adanya potensi fitoestrogen dan antioksidan pada buah
tomat, yang juga mengandung senyawa antosianin dan
vitamin C serupa dengan kulit buah naga merah, dalam
mengurangi ekspresi MMP-2 dan meningkatkan ekspresi
kolagen tipe-1 pada dinding vagina tikus menopause.

Ekstrak etanol kulit buah naga merah dapat
menghambat penurunan jumlah kolagen pada vagina tikus
model menopause dikarenakan beberapa senyawa yang
terkandung di dalamnya seperti antosianin yang dapat
bertindak sebagai fitoestrogen dan antioksidan. Antosianin
memiliki struktur yang mirip dengan estrogen, sehingga
ketika memasuki tubuh, antosianin akan berikatan dengan
reseptor estrogen (ER-o dan ER-B) dan memberikan efek
atau fungsi seperti estrogen endogen (17B-estradiol).!t23
Fibroblas memiliki reseptor estrogen a dan  dengan jumlah
reseptor B yang lebih tinggi. Antosianin akan berikatan
dengan ER-B pada fibroblas yang memicu sekresi molekul
prokolagen, kemudian melalui katalis enzim aminopeptidase
dan karboksi peptidase, prokolagen diubah menjadi
tropokolagen yang membentuk kolagen fibril melalui ikatan
silang yang dikatalisis oleh enzim lisil hidroksilase 14

Antosianin sebagai antioksidan bertindak sebagai
scavenger radikal bebas yang kuat. Reactive oxygen species
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(ROS) dapat meningkatkan transkripsi MMP yang
merupakan enzim degradasi kolagen dengan mengaktivasi
mitogen-activated pathway (MAP) kinase yang mengatur
aktivitas  transkripsi  AP-1, kemudian ROS juga
mengaktivasi nuclear factor kappa  (NF-kB), dimana AP-1
dan NF-kB ini merupakan faktor transkripsi yang dapat
meningkatkan transkripsi MMP. Reactive oxygen species
(ROS) juga dapat mengubah MMP dari bentuk inaktif
menjadi aktif.  Mulanya MMP disekresikan sebagai
zymogen inaktif yang diikat oleh suatu pengikat seng dan
dilindungi oleh residu sistein di dalam wilayah propeptida.
Oksidan seperti H,O, dapat memodifikasi residu tiol
menjadi ikatan disulfida (RSSR), asam sulfenat (R-SOH),
dan/atau asam sulfonat (R-SO.H). Modifikasi ini akan
melepaskan domain pengikat seng yang membuat ikatan
tersebut tidak stabil dan menjadikan enzim MMP aktif
sepenuhnya.l‘r’*16 Berdasarkan penelitian oleh Sun-Joong
Kim, antosianin pada beras hitam mampu menekan aktivitas
MMP-2 melalui pemblokiran generasi ROS.Y Penelitian
oleh Wongwichai menunjukkan bahwa antosianin pada
beras ungu secara efektif menghambat ekspresi MMP-1,
yang diinduksi IL-1p melalui inaktivasi NF- kB dan ERK/
jalur MAPK .8

elektronnya untuk melengkapi kekurangan elektron pada
radikal bebas. Vitamin C juga bertindak sebagai scavanger
anion  superoksida, radikal hidroksil, dan lipid
hidroperoksida.?® Melalui aktivitas antioksidan ini, vitamin
C menghambat terjadinya stres oksidatif yang dapat
merusak kolagen secara langsung dan mengurangi ekspresi
dari MMP yang berperan dalam degradasi kolagen.?’
Vitamin C juga berperan dalam pembentukan kolagen,
dimana asam askorbat berperan sebagai kofaktor untuk
mengaktifkan enzim prolil dan lisil hidroksilase yang
berperan dalam proses hidroksilasi prolin dan lisin. Proses
hidroksilasi ini akan menghasilkan hidroksilisin dan
hidroksiprolin  yang merupakan komponen utama

5. SIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan
bahwa pemberian ekstrak etanol kulit buah naga merah
(Hylocereus polyrhizus) mampu mencegah penurunan
kolagen dinding vagina tikus model menopause.
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Selain antosianin,

kulit buah naga merah juga

mengandung fenol yang merupakan antioksidan pemutus
rantai yang kuat. Fenol bertindak sebagai scavenger oleh

karena gugus
berkontribusi

hidroksilnya

langsung terhadap aksi

sehingga memungkinkan
antioksidan.*®

Berdasarkan penelitian senyawa fenolik pada Quercus
mongolica menunjukkan efek penghambatan yang kuat
terhadap MMP-1 dan peningkatan sintesis prokolagen tipe-I

dalam fibroblas kulit manusia yang diinduksi ultraviolet.?°
dengan
estrogen,

Fenol juga dikenal sebagai
kemampuannya berikatan dengan

fitoestrogen
reseptor

sehingga mampu menginduksi proliferasi fibroblas untuk

sintesis kolagen.21

Senyawa lainnya yang terkandung dalam kulit buah
naga merah adalah alkaloid dan triterpenoid. Kedua
senyawa ini mampu bertindak sebagai antioksidan.?>?3
Selain antioksidan, alkaloid juga diketahui dapat berperan
sebagai fitoestrogen melalui ikatannya dengan reseptor

estrogen a.242

Kulit buah naga merah (Hylocereus polyrhizus)
mengandung vitamin C yang mampu menetralisir radikal

bebas dengan mendonorkan

pembentuk kolagen. Proses tersebut membutuhkan ion
hidroksida untuk bereaksi dengan hidrogen.® Berdasarkan
studi oleh Crisan dkk.,?® vitamin C diketahui sangat efisien
sebagai terapi peremajaan, menginduksi sintesis kolagen
yang signifikan pada semua kelompok umur dengan efek
samping minimal. Penelitian lainnya oleh Findik dkk.,®

menyebutkan

meningkatkan  produksi  kolagen pada

pemberian suplemen vitamin C dapat
ligamentum

uterosakral dan cardinal tikus sehingga dapat mencegah
terjadinya prolaps organ panggul dan stres inkontinensia

urin.

Penelitian ini  memiliki

beberapa kekurangan

seperti uji fitokimia yang tidak dilakukan langsung oleh
peneliti, sehingga pada penelitian selanjutnya diharapkan

peneliti  menguji secara
golongan beserta jumlah atau kadar

langsung untuk mengetahui
senyawa yang

terkandung dalam ekstrak yang digunakan. Penelitian lebih
lanjut dengan dosis serupa juga diperlukan dalam waktu
yang panjang untuk mengetahui apakah terdapat efek

samping yang mungkin ditimbulkan.
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