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Abstrak

Latar Belakang. Hyperglikemia pada diabetes melitus tipe 1 diduga berperan dalam peningkatan
radikal bebas (oksidan) dan penurunan antioksidan darah. Peningkatan senyawa radikal bebas
memicu peroksidasi lipid pada darah dan testis yang ditandai dengan peningkatan kadar

malondialdehid (MDA) testis dan penurunan kualitas spermatozoa.

Tujuan Penelitian. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan kadar MDA testis dengan

kualitas spermatozoa tikus putih diabetes mellitus tipe 1.

Metode Penelitian. Desain penelitian ini adalah static comparison group dan menggunakan uji
analitik observasional. Subjek penelitian dibagi menjadi 2 kelompok yaitu 16 ekor tikus putih
normal dan 16 ekor tikus putih dengan diabetes mellitus tipe 1 yang diinduksi aloksan. Kadar
MDA spermatozoa diukur dengan menggunakan uji TBA dan spektrofotometer. Penilaian kualitas
spermatozoa (jumlah, persentase motilitas dan morfologi normal spermatozoa) dilakukan dengan
menggunakan standar WHO. Data kadar MDA testis dan kualitas spermatozoa (jumlah, motilitas
dan morfologi spermatozoa) dianalisis dengan uji-t independent, sedangkan hubungan antara
kadar MDA dengan kualitas spermatozoa dianalisis dengan korelasi pearson menggunakan spss

21.0.

Hasil Penelitian. Hasil analisis menunjukkan bahwa kadar MDA testis tikus normal berbeda
secara nyata (p<0,05) dibandingkan dengan tikus putih DM. Jumlah, motilitas dan morfologi
normal spermatozoa tikus putih normal berbeda secara nyata (p<0,05) dibandingkan dengan pada
tikus putih DM. Terdapat hubungan yang kuat antara kadar MDA testis dengan jumlah, motilitas
dan morfologi normal spermatozoa dengan arah negatif (R= - 0,877; - 0,804 dan - 0,795).

Jibiikabi.org 82



Indonesian J Surg: .
Volume 47 No.2 Oktober 2019 ARTIKEL PENELITIAN Jauhari, dkk

Kesimpulan. Kadar MDA testis berhubungan secara kuat dengan kualitas (jumlah, motilitas dan
morfologi normal) spermatozoa dengan arah negatif.

Kata kunci: Diabates mellitus, malondialdehida testis, kualitas spermatozoa
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The Relationship of Testicular Malondialdehyde (MDA) Levels with Spermatozoa Quality
in Wistar Strain White Mice (Rattus novergicus) with Type 1 Diabetes

Jauhari Deslo !, Jufriady Ismy?, Dasrul Dasrul?

Abstract

Background. Hyperglycemia in type 1 diabetes mellitus is thought to play a role in increasing free
radicals (oxidants) and decreasing blood antioxidants. The increase in free radical compounds
triggers lipid peroxidation in the blood and testicle which is characterized by an increase in the

amount of testicle malondialdehyde (MDA) and a decrease in the quality of spermatozoa.

Objective. This study aims to determine the relationship of the amount of MDA and the quality

of spermatozoa of type 1 diabetes mellitus white mice.

Materials and Methods. The design of this study was static comparison group and used
observational analytic tests. The research subjects were divided into 2 groups, namely 16 normal
white mice and 16 type 1 diabetes mellitus white mice induced by alloxan. The amount of MDA
of spermatozoa was measured using the TBA test and spectrophotometer. The observation of the
quality of spermatozoa was based on the number, percentage of motility and morphology of normal
spermatozoa carried out using eosin-negrosin staining. The data in the form of spermatozoa MDA
amount and the percentage of viability were analyzed by paired t-test and Pearson correlation using

SPSS 21.0.

Result. The results of the analysis showed that the amount of MDA in normal mice’s testicle were
significantly different (p <0.05) compared to DM white mice. The number, motility and normal
morphology of spermatozoa of normal white mice differed significantly (p <0.05) compared to
DM white mice. There was a strong relationship between testicle amount of MDA with the
number, motility and normal morphology of spermatozoa with the negatifdirection (R =-0.877; -

0.804 and - 0.795).

Conclusions. The amount of testicle MDA were strongly associated with the number, motility and
normal morphology of spermatozoa with negative direction.

Keywords: Diabetes mellitus, testicle of malondialdehyde, quality of spermatozoa
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Pendahuluan
Diabetes mellitus (DM) merupakan gangguan
metabolisme kronik yang kompleks tidak
menular, dengan karakteristik tingginya kadar
glukosa dalam darah (hiperglikemia) yang
terjadi karena kelainan sekresi insulin, kerja
insulin atau keduanya.! Penyakit DM menjadi
sangat penting karena jumlah penderitanya
makin meningkat tiap tahun, dan juga dapat
menyebabkan berbagai masalah medis,
psikologis dan seksual.? Lebih lanjut Amaral
dkk., tahun 2008,

prevalensi terjadinya disfungsi seksual pada

50%,

menyatakan bahwa

pria diabetes hampir mencapai
sedangkan pada wanita diabetes memiliki
prevalensi yang lebih rendah dibandingkan
dengan pria diabetes.> Sekitar 90% pria
diabetes mengalami disfungsi seksual yang
meliputi disfungsi testis, menurunnya libido
(impotensi), dan penurunan tingkat fertilitas.
Disfungsi ereksi dilaporkan sekitar 50 %
terjadi pada pria diabetes dan frekuensi
disfungsi ereksi pada penderita diabetes
meningkat 25 % di atas usia 35 tahun dan 70
% sesudah usia 60 tahun, serta 30 % penderita

diabetes mengalami penurunan libido.*

Jauhari, dkk

Selain itu, Kanter et al., tahun 2012 juga
menyatakan bahwa dampak yang ditimbulkan

akibat penyakit diabetes melitus, terutama

pada organ testis diantaranya ialah
mengecilnya ukuran serta berat testis,
peningkatan abnormalitas pada
spermatogenesis yang ditandai dengan

menurunnya jumlah sperma yang dihasilkan.’
Peningkatan jumlah sel yang mengalami
apoptosis pada sel

germinal  (terutama

spermatogonium dan spermatosit) dalam
tubulus seminiferus telah dilaporkan juga

terjadi pada hewan uji tikus diabetes.®

Beberapa peneliti membuktikan faktor utama

pemicu terjadinya disfungsi ereksi dan
penurunan kualitas spermatozoa pada penderita
diabetes mellitus adalah akibat peningkatan
produksi senyawa oksigen reaktif (reactive
oxygen spesies/ROS) dalam tubuh

superoksida (0O2e-), radikal hidroksil (OHze),

seperti

serta hidrogen peroksida (H>02)"
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Peningkatan ROS yang melebihi kapasitas

enzim antioksidan dalam tubuh untuk
menetralisirnya dikenal dengan istilah stress
oksidatif yang selanjutnya menyebabkan
terjadinya reaksi peroksidasi pada lipid, protein,
dan DNA membrane sel-sel tubuh termasuk
interstitial testis dan

didalamnya sel-sel

spermatozoa’®

Stress oksidatif akibat diabetes militus juga
menjadi pencetus produksi malondialdehide
(MDA). Malondialdehide merupakan hasil dari
oksidasi polyunsaturated fatty acid (PUFA).
Akibat proses pembentukan malondialdehide,
biomarker ini menjadi penanda biologis yang
paling sering digunakan sebagai indikator
peroksidasi lemak. Senyawa ini merupakan
produk peroksidasi lemak yang relatif konstan
terhadap proporsi peroksidasi lemak, oleh
karena itu MDA merupakan indikator yang
tepat untuk mengetahui kecepatan (rate) proses
peroksidasi lemak in vivo.>'® MDA juga
menjadi indikator tingginya kadar radikal bebas
oleh

rendahnya akitifitas dari enzim antioksidan.

dalam tubuh dengan ditunjukkan
Semakin tinggi kadar radikal bebas maka makin
tinggi kadar MDA dalam tubuh. Berkaitan
dengan infertilitas dan kualitas spermatozoa,

MDA telah dilaporkan menjadi biomarker yang
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baik  untuk memahami patologi  dari
pengurangan motilitas sperma pada kondisi
infeksi urogenital atau status inflamasi.'® Selain
itu adanya peningkatan MDA dalam membran
plasma telah

spermatozoa dilaporkan

menambah  rigiditas  struktur, mengubah
kemampuan spermatozoa untuk berfusi dengan
oosit yang ditandai dengan penurunan motilitas
spermatozoa dan buruknya kualitas semen.!!
Tavilani dkk menyatakan bahwa konsentrasi
MDA signifikan lebih tinggi pada kondisi
asthenozoospermic dibandingkan pada laki-laki
normozoospermik. Nilai MDA pada plasma
sperma asthenozoospermic dan
normozoospermic masing-masing adalah 1,35 +

0,42 dan1,2 + 0,3 nmol/ml plasma seminal.

Pada studi lain didapatkan hubungan MDA
dengan status infertilitas, penurunan jumlah
sperma, motilitas dan morfologi.'>!*> Namun
sampai sejauh ini belum ditemukan laporan
yang membahas bagaimana hubungan kadar
MDA jaringan testis dengan kualitas (jumlah,
motilitas dan morfologi normal) spermatozoa
pada penderita diabetes mellitus. Berdasarkan
uraian diatas maka, peneliti tertarik untuk
melakukan suatu penelitian yang bertujuan
antara  kadar

untuk mengkaji hubungan

malondialdehide (MDA) jaringan testis dengan
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kualitas spermatozoa tikus strain wistar

(rattusnovergicus) diabetes militus.

Hasil penelitian ini  diharapkan dapat

meningkatkan pemahaman mengenai

mekanisme infertilitas melalui pendekatan
biomolekuler, dan mengetahui peran dari MDA
jaringan testis terhadap kualitas spermatozoa
sehingga dapat digunakan sebagai biomarker

infertilitas pria.

Metode

Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian

experimental laboratory dengan rancangan

static ~ comparison Terdapat dua

group.
kelompok yaitu perlakuan kondisi tikus

diabetes militus dan tanpa diabetes militus.

Lokasi dan Waktu Penelitian

Lokasi penelitian dilakukan di Laboratorium
Farmakologi Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Syiah Kuala Banda Aceh, selama 3
bulan mulai dari September hingga Nopember

2018.

Persiapan hewan percobaan

Tikus putih  (rattus novergicus)  strain

Wistar, berjenis kelamin jantan, dewasa, berusia
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3-4 bulan, diperoleh dari Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Syiah Kuala sebanyak 32
ekor. Dilakukan  homogenisasi  sampel
penelitian dimana sebelum perlakuan tikus
ditimbang, diukur suhu rektal yang telah
dilakukan adaptasi selama dua minggu dengan
dipelihara di dalam kandang.Suhu dalam
kandang diatur pada suhu kamar, setiap harinya
tikus diberi makan berupa pelet sebanyak 20
gram dan air minum diberikan secara ad

libitum.

Pembuatan hewan perlakuan Diabetes
Melitus

Pembuatan tikus diabetes dilakukan menurut
Kim et al. (2006), tikus putih strain Wistar
jantan dipuasakan selama 24 jam kemudian
diinjeksi dengan aloksan monohidrat yang
dilarutkan dalam larutan NaCl fisiologis steril
dengan dosis 120 mg/kg bobot badan secara
intraperitoneal. Setelah 7 hari penyuntikan
dilakukan pemeriksaan glukosa darah dengan
menggunakan Glukometer (EZ Smart).Tikus
putih mengalami diabetes militus dengan bukti

kadar glukosa puasa >126mg/dl.

Pemeriksaan Glukosa Darah
Pengukuran glukosa darah menggunakan
Glukometer (EZ Smart), glukotest ini secara

otomatis akan berfungsi ketika strip dimasukan
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dan akan tidak berfungsi ketika strip dicabut.
Darah diambil dengan menusuk ekor tikus
dengan jarum kecil sampai keluar darah, dengan
menyentuhkan setetes darah ke strip, reaksi dari
wadah strip akan otomatis menyerap darah ke
dalam strip melalui aksi kapiler. Ketika wadah
terisi penuh oleh darah, alat akan mulai
mengukur kadar glukosa darah, hasil
pengukuran dibaca selama 9 detik setelah darah

masuk strip.

Pengambilan sekresi cauda epididimis

Setelah pemberian perlakuan selama 60 hari,
semua tikus dibunuh dengan cara pemberian
anestesi inhalasi menggunakan kloroform. Lalu
tikus diletakkan pada nampan dengan posisi
ventral dan dilakukan pembedahan untuk
mendapatkan organ reproduksi. Kemudian
organ testis beserta epididimis sebelah kanan
diambil dan diletakkan ke dalam cawan petri
yang berisi NaCl 0,9%. Dengan menggunakan
mikroskop pembesaran 40 kali cauda
epididimis dipisahkan dengan cara memotong
bagian proksimal corpus epididimis dan bagian
distal vas deferens. Selanjutnya cauda
epididimis dimasukkan ke dalam gelas arloji
yang berisi 1 ml NaCl 0,9% hangat (37°C),
kemudian bagian proksimal cauda dipotong

sedikit dengan gunting lalu cauda ditekan
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dengan perlahan hingga cairan epididimis
keluar dan tersuspensi dengan NaCl 0,9%.
Suspensi spermatozoa yang telah diperoleh
dilakukan pengamatan kualitas spermatozoa
motillitas dan

yang meliputi: konsentrasi,

morfologi normal spermatozoa.

Penilaian kadar MDA jaringan Testis
Penilaian kadar MDA dilakukan secara in vivo
menggunakan endogen yang bereaksi terhadap
TBA, berikut cara pembuatan lisat dan preparat
MDA#

e Siapkan 1 x solusi reagen TBA / TCA / HCI]
r dengan mengencerkan larutan stok 4 kali
lipat dalam air. Sambil diaduk solusi dengan
pengaduk magnet, tambahkan BHT ke
konsentrasi akhir 0,03%

Lisat testis disentrifugasi selama 20 menit
dengan kecepatan 8000 rpm

hasil
sentrifugasi diambil100 pl ditambah 550 ul
akuades, 100 pul TCA 100 ul TCA kemudian
divortex, ditambahkan 250 pl HCL 1IN

Supernatan yang terbentuk dari

kemudian divortex.

Ditambahkan 100 pl NaThio 1% lalu
divortex kembali. Setelah itu disentrifugasi

dengan kecepatan 500 rpm selama 15 menit.
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e Supernatan yang terbentuk dipisahkan dan
dipindahkan pada mikrotube baru. Setelah
itu, dipanaskan dalam water bath 100°C
selama 30 menit.

e Sampel kemudian diukur absorbansinya

(%)

untuk menilai kadar MDA dari cairan lisat

dengan persentase spektofotometer

testis.

Analisa Data

Data kadar MDA testis dan kualitas
spermatozoa (motilitas, morfologi normal dan
jumlah sel sperma) yang diperoleh terlebih
dahulu dilakukan uji normalitas dan
homogenitas. Uji normalitas menggunakan uji
Saphiro-Wilk dan homogenitas menggunakan
uji Levene. Jika didapatkan distribusi data
yang normal dan homogen, maka dilakukan
analisa data dengan uji t-independent.
Sedangkan untuk melihat hubungan antara
kadar MDA dengan kualitas spermatozoa
(jumlah, motilitas dan morfologi normal)

dilakukan dengan uji korelasi pearson.

Hasil

Kadar MDA Testis tikus putih
Malondialdehida (MDA) merupakan senyawa
hasil  peroksidasi

lipid yang umumnya

digunakan sebagai indikator terjadinya stres
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oksidatif. Hasil pemeriksaan kadar MDA testis

menggunakan metode  Thiobarbituric  Acid
Reactive Subtances (TBARs), didapatkan kadar
MDA testis pada kelompok tikus putih DM
yang diinduksi aloksan (KP), lebih tinggi
dibandingkan dengan kadar MDA testis pada
tikus normal  (KN)

kelompok putih

sebagaimana terlihat pada Tabel 1.

Selanjutnya untuk menentukan apakah data
kadar MDA testis berdistribusi normal, data
dianalisis dengan uji normalitas menggunakan
uji Saphiro-Wilk. Hasil uji normalitas terhadap
kadar MDA testis disajikan dalam tabel 2.

Hasil dari uji Shapiro-Wilk pada Tabel 2
didapatkan bahwa data terdistribusi secara
normal dimana nilai p untuk kelompok kontrol
(KN) dan kelompok perlakuan KP, adalah
>(0.05. Untuk melihat homogenitas data, maka
data kemudian dilanjutkan dengan uji Levence.
Hasil uji Levence untuk terhadap kadar MDA

testis pada penelitian disajikan dalam tabel 3.

Nilai signifikan untuk uji keseragaman varians
menggunakan uji Levence menunjukkan 0,56 (p
> 0.05). Hal ini menandakan bahwa data yang
maka  kemudian

diperoleh ~ homogen,

dilanjutkan dengan analisa data menggunakan
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uji  t-independent yang dilakukan untuk

membandingkan kadar MDA testis dari
kelompok KN dan KP. Hasil uji t-independent

disajikan pada Tabel 4.

Berdasarkan Tabel 4 di, menunjukkan bahwa
kadar MDA testis pada kedua kelompok tikus
normal dan tikus DM berbeda secara bermakna
(p = 0,000). Hasil ini membuktikan bahwa
diabetes mellitus mampu meningkatkan kadar

MDA testis tikus putih.

Kualitas Spermatozoa

Pemeriksaan kualitas spermatozoa tikus putih
pada penelitian ini berdasarkan pada jumlah
spermatozoa, persentase motilitas spermatozoa
dan morfologi abnormalitas spermatozoa. Hasil
pengamatan rerata kualitas spermatozoa tikus
putih normal dan tikus DM dapat dilihat pada
Tabel 5.

Untuk menentukan apakah data kualitas

(jumlah, motilitas dan morfologi normal)
spermatozoa berdistribusi normal, maka data
dianalisis dengan uji normalitas menggunakan
uji Saphiro-Wilk. Hasil uji normalitas terhadap

kualitas spermatozoa disajikan dalam tabel 6.

Hasil dari uji Shapiro-Wilk didapatkan bahwa

data terdistribusi secara normal dimana nilai p
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untuk kelompok tikus normal (KN) dan
kelompok tikus putih DM (KP), adalah >0.05,
dan untuk melihat homogenitas data, maka data
kemudian dilanjutkan dengan uji Levence. Hasil
uji Levence untuk terhadap data kualitas
spermatozoa pada penelitian disajikan dalam

tabel 7.

Nilai signifikan untuk uji keseragaman varians
menggunakan uji Levence menunjukkan p >
0.05.Hal ini menandakan bahwa data yang
diperoleh  homogen, maka  kemudian
dilanjutkan uji t-independent. Hasil analisa data
evaluasi kualitas spermatozoa dapat dilihat pada
tabel 8.

8,

Berdasarkan hasil uji T pada Tabel

menunjukkan bahwa kualitas berdasarkan
jumlah, persentase motilitas dan persentase
morfologi normal spermatozoa pada kelompok
tikus putih normal dan tikus putih DM berbeda
secara bermakna dengan nilai p masing-masing
adalah 0,000; 0,000 dan 0,000. Hasil ini dapat
disimpulkan bahwa perlakuan diabetes mellitus
tipe 1 pada tikus putih dapat menurunkan
kualitas spermatozoa (jumlah, persentase
motilitas dan morfologi normal spermatozoa)

secara nyata.
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Hubungan kadar MDA testis dengan
kualitas spermatozoa tikus putih
Hasil korelasi linier

analisis dan regresi

diperoleh koefisien korelasi (r), koefisien
determinasi (r?) dan persamaan regresi antara
kadar MDA testis dengan jumlah spermatozoa,
persentase motilitas dan morfologi normal

spermatozoa tikus putih DM dapat dilihat pada
Tabel 9.

Berdasarkan Tabel 9 hasil analisis korelasi
pearson di atas menunjukkan bahwa terdapat
hubungan yang nyata (p =0,000) antara kadar
MDA testis dengan jumlah spermatozoa,
persentase motilitas dan morfologi normal
spermatozoa dengan nilai koefisien korelasi (1)
berturut-turut adalah-0,877; -0,804 dan -0,795.
Nilai koefisien korelasi (r = -0,877; -0,804 dan
-0,795) adalah kuat yang artinya keeratan
hubungan kadar MDA testis dengan jumlah
spermatozoa sebesar 87,70 %, persentase
motilitas  (80,40%) dan morfologi normal
spermatozoa (79,50%). Nilai negatif pada (r)
menunjukkan arah korelasi negatif yang
menunjukkan semakin rendah kadar MDA
testis, maka jumlah spermatozoa, persentase
motilitas dan morfologi normal spermatozoa

semakin meningkat.
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Pembahasan

Malondialdehida (MDA) merupakan senyawa

hasil peroksidasi lipid yang umumnya
digunakan sebagai indikator terjadinya stres
oksidatif. Pada penelitian ini dilakukan
pengukuran konsentrasi MDA testis tikus jantan
pada setiap kelompok perlakuan untuk
mengetahui perbandingan kadar MDA testis
tikus putih normal dengan tikus putih DM yang
diinduksi aloksan. Malondialdehid terbentuk
dari peroksidasi lemak (/ipid peroxidation) pada
membran sel yaitu reaksi radikal hidroksi (OH
) dengan Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA).
Reaksi tersebut terjadi secara berantai, akibat
akhir dari reaksi rantai tersebut akan terbentuk
hidrogen  peroksida.

Hidrogen peroksida

tersebut dapat menyebabkan dekomposisi

beberapa produk aldehid yang bersifat toksik
terhadap  sel

dan berpengaruh terhadap

gangguan kesuburan testis.?

Hasil ini membuktikan bahwa tikus putih DM

dapat meningkatkan kadar MDA serum.

Meningkatnya kadar MDA serum darah tikus
putih pada kelompok perlakuan DM (KP) pada
penelitian ini  kemungkinan disebabkan
terjadinya peningkatan ROS dalam sirkulasi.

Hasil ini sejalan dengan hasil penelitian yang
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dilaporkan oleh beberapa peneliti sebelumnya
bahwa induksi aloksan dapat menyebabkan
hiperglikemia dan berperan penting dalam
peningkatan produksi ROS dan peroksidasi
lipid yang berlebihan pada tingkat jaringan.?
Lebih lanjut Suarsana dkk. menyatakan
tingginya kadar glukosa darah meningkatkan
pembentukan ROS, melalui reaksi oksidasi
reduksi sehingga mendorong lebih banyak
donor elektron NADH dan FADH; masuk ke
dalam rantai transport elektron. Peningkatan
laju transport elektron turut berkontribusi dalam
peningkatan pembentukan anion superoksida
(O2°) salah satu unsur ROS sehingga terjadi
stress oksidatif.3%*® Stres oksidatif yang terjadi
pada kondisi hyperglikemik berasal dari
peningkatan produksi ROS di mitokondria
melalui mekanisme autooksidasi glukosa,
glikasi non-enzimatik, aktivasi protein kinase C
(PKC),  aktivasi  hexosamine  pathway
enzimatik, rendahnya konsentrasi antioksidan
di jaringan, serta gangguan aktivitas pertahanan
antioksidan enzimatik seperti
(SOD),

(GPx) dan catalase (CAT).3%0

superoksida

dismutase gluthation peroksidase

Pada kondisi hyperglikemia,

ROS yang melebihi

peningkatan
produksi kapasitas

antioksidan sel menyebabkan peningkatan stres
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oksidatif yang diiringi dengan terjadinya
peroksidasi lipid pada membran sel sehingga
akan meningkatkan malondialdehid (MDA)
sebagai hasil peroksidasi lipid.?*343 Telah
dilaporkan bahwa MDA secara sistemik
memiliki hubungan parameter metabolik pada
subjek diabetes tipe I dan II. Pasien dengan
buruk,

MDA plasma

kontrol  metabolik akan

yang
menunjukkan  konsentrasi
tertinggi, berbeda secara signifikan dengan
kelompok pasien kontrol metabolik yang lebih
baik. Lebih lanjut beliau juga menjelaskan
bahwa peningkatan kadar MDA secara sangat
signifikan berkorelasi dengan lamanya pasien

menderita DM. "

Hasil uji T independent, diketahui bahwa pada
tikus putih normal (KN) memiliki nilai rata-rata
konsentrasi MDA (3,55 + 0,62nmol/mg) yang
lebih rendah secara signifikan (p=0,000) dari
pada kelompok tikus putih diabetes (5,35+ 0,53
nmol/mg). Kadar MDA pada kelompok tikus
putih DM (KP) yang lebih tinggi dibandingkan
normal  (KN)
putih DM

kelompok  tikus  putih

mengindikasikan bahwa tikus
mengalami stres oksidatif.Hal ini dapat terjadi
karena pada putih DM

diinduksi

kelompok tikus
dengan aloksan. Aloksan dapat

menyebabkan gangguan sekresi insulin pada sel
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beta 37,38,39

pancreas, serta  gangguan
histopatologi pankreas.*’ Hal ini didukung juga
oleh pernyataan Radenkovic et al, yang
menyatakan bahwa aloksan bersifat hidrofilik
sehingga tidak dapat masuk melalui membran
sel. Namun aloksan dapat masuk ke dalam sel
beta pankreas melalui protein saluran glukosa
(GLUT 2) karena aloksan memiliki struktur
seperti glukosa. Masuknya aloksan ke dalam sel
beta pankreas menyebabkan inaktivasi enzim
glukokinase untuk menstimulus sekresi insulin.
Kondisi hiperglikemik memicu peningkatan
produksi ROS melalui mekanisme antara lain
glikasi non-enzimatik, aktivasi hexosamine
pathway, dan polyol pathway.3333742 ROS
dapat berikatan dengan polyunsaturated fatty
acid (PUFA) pada membran plasma dan
menghasilkan MDA yang berlanjut dengan
kerusakan sel.>** Sel-sel pada organ testis,
terutama sel spermatozoa, merupakan target
utama dari kerusakan yang disebabkan oleh
ROS karena sebagian besar sel tersusun atas
PUFA.3 Berdasarkan referensi tersebut, dapat
dijelaskan mengapa konsentrasi MDA pada
organ testis tikus putih DM menunjukkan nilai
kadar MDA tertinggi. Hal ini juga dikuatkan
hasil Abdulgani

penelitian dkk yang

menemukan bahwa tikus  hiperglikemik

menunjukkan gejala histopatologi testis
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tertinggi dan jumlah sel-sel spermatogenesis
terendah. Menurut Halliwell dan Gutteridge
semakin tinggi kadar MDA semakin tinggi pula
tingkat kerusakan sel yang disebabkan oleh
stres oksidatif. Sedangkan pada kelompok tikus
putih normal memiliki kadar MDA yang lebih
rendah dari pada kelompok tikus putih DM. Hal
ini dikarenakan tikus putih normal tidak

mengalami  kondisi  hiperglikemik  yang

menyebabkan  produksi ROS  berlebih.
Walaupun dalam keadaan normal atau sehat
MDA pada tikus normal (KN) tetap terbentuk,
akan tetapi dalam kadar yang lebih rendah
dibandingkan dengan kadar MDA pada keadaan

k4044 Hal

hiperglikemi ini sesuai dengan
pernyataan Pasupathi,bahwa kadar MDA yang
merupakan hasil dari lipid peroksida ditemukan
juga pada keadaan tubuh normal atau sehat,
yang mengindikasikan bahwa ROS juga
diproduksi dalam metabolisme di mitokondria
pada sel tubuh yang normal. Produksi ROS di
organ testis, terutama di tubulus seminiferus
merupakan proses fisiologis normal yang
berperan dalam proses fisiologi. Akan tetapi,
produksi ROS yang berlebihan menyebabkan
terganggunya fungsi sel hingga menyebabkan

kerusakan sel.43:46:47
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Kualitas spermatozoa

Penilaian kualitas spermatozoa tikus putih pada
penelitian ini diamati berdasarkan pada jumlah
spermatozoa, persentase motilitas spermatozoa
dan persentase morfologi abnormal
spermatozoa. Rata-rata jumlah spermatozoa
tikus putih normal (KN) adalah 252,56 + 22,32
x 10%ml lebih tinggi dibandingkan dengan
jumlah spermatozoa pada kelompok tikus putih
DM yang diinduksi aloksan (KP) yaitu 168,25 +
17,52x 10%/ml. Hasil uji t-independent terhadap
jumlah  spermatozoa  menunjukan  ada
perbedaan yang bermakna (p<0,05) diantara
kelompok tikus putih normal dengan tikus putih
DM. Hasil ini membuktikan bahwa perlakuan
DM dengan penyuntikan aloksan berpengaruh
terhadap penurunan jumlah spermatozoa tikus
putih strain Wistar. Hasil ini sejalan dengan
beberapa hasil penelitian sebelumnya yang
menemukan penurunan yang signifikan jumlah
spermatozoa tikus yang menderita DM.

Menurunnya  jumlah  spermatozoa pada
kelompok tikus putih DM yang diinduksi
aloksan pada penelitian ini diduga disebabkan
ROS yang

oleh peningkatan produksi

berlebihan pada tingkat sel. Peningkatan

produksi ROS yang berlebihan tanpa diikuti
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kesimbangan aktivitas antioksidan endogen,
menyebabkan terjadinya stress oksidiatif pada
sel termasuk sel testis. Hal ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Aitken
dkk.membuktikan bahwa kondisi hiperglikemia
pada pasien diabetes melitus menyebabkan
peningkatan  produksi ROS  sekaligus
penurunan aktivitas dari enzim antioksidan
seperti SOD, GSH-Px dan CAT. Pembentukan
ROS sebenarnya adalah proses fisiologi tubuh
akan tetapi jika peningkatan ROS secara
berlebihan tanpa diimbangi dengan antioksidan
maka akan menyebabkan stres oksidatif pada

sel selanjutnya akan menyebabkan

yang
peroksidasi lipid dan kerusakan dari sel dalam
tubulus seminiferus, termasuk sel Leydig dan

Sertoli 16,31,35,48

sel Lebih lanjut Argawal,
menyatakan bahwa stress oksidatif juga dapat
merusak integritas DNA pada nukleus
spermatozoa sehingga menginduksi apoptosis
sel yang mengakibatkan turunnya jumlah
spermatozoa. Hal ini juga didukung oleh
Faranita bahwa apoptosis sel menurunkan
jumlah spermatozoa. Pada penelitian lain juga
dilaporkan, stress oksidatif akibat DM dapat
menyebabkan  ketidakseimbangan  poros
hipotalamus-hipofisa-gonad yang selanjutnya

mempengaruhi sekresi dan kerja Follikel
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Stimulating Hormone (FSH) dan Luteinizing
Hormone (LH).'®* FSH merupakan hormon

gonadotropin berperan pada tahap

perkembangan  sel  spermatogonia  dan

spermatosit primer. FSH mempengaruhi

aktifitas  mitosis dan  proliferasi  sel

spermatogonia  dan  menunjang  tahap

pematangan termasuk reduksi meiosis sel

spermatosis dan perkembangan spermatid
hingga terbentuk spermatozoa. Sedangkan LH
merupakan hormon testosteron yang akan
mempengaruhi proses spermatogenesis. Bila
terjadi penurunan jumlah sel leydig maka akan

terjadi penurunan hormon testosteron yang akan

menghambat proses spermatogenesis dan
penurunan jumlah spermatozoa.??48-59-51
Rata-rata persentase motilitas spermatozoa

tikus putih DM yang diinduksi aloksan (KP)
adalah 58,56+ 4,37%  lebih  rendah
dibandingkan dengan persentase motilitas
spermatozoa pada tikus putih normal (KN)
yaitu 87,13+ 3,81 %. Hasil uji t terhadap
persentase motilitas spermatozoa menunjukan
ada perbedaan yang nyata diantara kelompok
tikus putih normal dengan tikus putih DM.
Hasil ini membuktikan bahwa perlakuan DM

dengan penyuntikan aloksan dapat menurunkan

persentase motilitas spermatozoa tikus putih.
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Hasil ini sejalan dengan laporan beberapa

penelitian sebelumnya yang menemukan

adanya penurunan persentase  motilitas
spermatozoa yang bermakna pada penderita

DM dibandingkan dengan kondisi normal.

Menurunnya persentase motilitas spermatozoa
tikus putih pada kelompok perlakuan DM
dengan penyuntikan aloksan disebabkan
terjadinya peningkatan ROS dalam sirkulasi.
Hasil ini sejalan dengan hasil penelitian yang
dilaporkan oleh beberapa peneliti sebelumnya
bahwa pemberian diet tinggi lemak dapat
menyebabkan hiperlipidemia berperan penting
dalam peningkatan produksi radikal bebas dan
peroksidasi lipid yang berlebihan pada tingkat
jaringan. Tingginya kadar radikal bebas dalam
merusak membran  sel

sirkulasi  akan

spermatozoa (akrosom)dan menyebabkan
gangguan gerak spermatozoa dan penurunan
motilitas spermatozoa.’?> Hiperglikemia punya
pengaruh terhadap sel epitel germinal dalam
tubuli seminiferi testis, sehingga sel epitel
germinal dihasilkan

yang terganggu

pertumbuhan  dan perkembangannya.
Terganggunya pertumbuhan dan perkembangan
sel epitel germinal tersebut akhirnya akan
menyebabkan spermatozoa yang dihasilkan

belum masak, hal ini akan berpengaruh
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terhadap energi yang dihasilkan yang

kemudian menghasilkan motilitas yang kurang

baik. Spermatozoa yang belum masak

mempunyai mitokondria yang belum sempurna
susunannya (tidak melingkar), sehingga tenaga
yang dihasilkan bukan merupakan energi

yang terotasi. Akibatnya energi yang

dihasilkan tidak efisien untuk mengerakkan

ekor. Di lain pihak pada keadaan

hiperkolesterolemia  terjadi

17-beta

penurunanan

aktivitas  enzim hydroxysteroid

dehydrogenase serta menurunnya enzim

antioksidan (SOD, Catalase, GSH, glutathione

peroxidase), hal ini semakin mendukung

terjadinya penurunan kualitas maupun motilitas

spermatozoa. Pada penelitian lain

juga
dilaporkan, pada keadaan hiperkolesterolemia
terjadi  kelainan morfologi  spermatozoa
dikarenakan terjadinya gangguan pematangan
dan gangguan pada proses sintesis hormon
sehingga menyebabkan gangguan pada proses
pembentukan spermatozoa. Adanya kelainan

morfologi spermatozoa akan berpengaruh

terhadap motilitas spermatozoa.!®??

Rata-rata  persentase = morfologi  normal
spermatozoa tikus putih strain Wistar normal
(KN) adalah 91,85+ 1,19% mengalami

penurunan pada perlakuan tikus DM (KP)
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menjadi 82,94+ 2,56%. Hasil uji t terhadap
persentase morfologi abnormal spermatozoa
menunjukan ada perbedaan yang nyata
(p=0,000) antara kelompok tikus putih normal
dibandingkan dengan tikus putih DM. Hasil ini
membuktikan bahwa DM dapat menurunkan
persentase morfologi normal spermatozoa tikus
putih. Menurunnya persentase morfologi
normal spermatozoa tikus putih pada kelompok
perlakuan tikus putih DM (KP) disebabkan
terjadinya peningkatan ROS dalam sirkulasi.
Hasil ini sejalan dengan hasil penelitian yang
dilaporkan oleh beberapa peneliti sebelumnya
bahwa induksi aloksan dapat menyebabkan
hiperglikemia yang secara klinis mirip seperti
DM tipe 1, peningkatan produksi ROS dan
peroksidasi lipid yang berlebihan pada tingkat
jaringan. Tingginya kadar ROSdalam sirkulasi
akan merusak membran sel spermatozoa dan
menyebabkan

gangguan  penyempurnaan

bentuk spermatozoa pada tahap

spermiogenesis.??>?*! Selain itu juga diakibatkan
terjadi penurunan sekresi testosteron dari sel
Leydig sehingga kadar testosteron dalam darah
menjadi akan

rendah yang selanjutnya

menyebabkan proses spermiogenesis tidak

berjalan optimal, yang pada akhirnya morfologi

spermatozoa menjadi tidak sempurna,3-33-3336
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Hubungan Kadar MDA dengan Kualitas
Spermatozoa

Hasil analisis korelasi pearson menunjukkan
adanya hubungan yang antara kadar MDA testis
dengan jumlah spermatozoa, persentase
motilitas dan morfologi normal spermatozoa
tikus putih dengan nilai korelasi (r) secara
bertutur-turut adalah - 0,877; - 0,804 dan -
0,795. Hasil ini membuktikan bahwa terdapat
hubungan antara kadar MDA testis dengan
jumlah spermatozoa, persentase motilitas dan
morfologi normal spermatozoa adalah kuat
secara berturut-turut sebesar 87,70%; 80,40%
dan 79,50%. Nilai negatif pada nilai korelasi ()
menunjukkan arah korelasi negatif yang berarti
bahwa semakin rendah kadar MDA testis akan
menyebabkan

semakin meningkat jumlah

spermatozoa,  persentase  motilitas  dan
morfologi normal spermatozoa. Hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa diabetes mellitus tipe 1
meningkatkan terjadinya peroksidasi lipid pada
testis yang ditunjukan dengan meningkatnya
kadar MDA testis. Peningkatan kadar MDA
testis ~ menyebabkan  gangguan  proses
spermatogenesis di tubulus seminiferus testis
yang selanjutnya akan menurunkan jumlah
motilitas  dan

spermatozoa,  penurunan

morfologi normal spermatozoa. Sebagaimana
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dilaporkan oleh beberapa peneliti terdahulu
bahwa MDA sebagai produk akhir dapat
digunakan untuk mengetahui derajatkerusakan
oksidatif yang disebabkan oleh peroksidasi
lipid. Peroksidasi lipid hasil dari radikal bebas
ini akan selalu membentuk reaksi berantai yang
terus berlanjut sampai radikal bebas ini
dihilangkan oleh radikal bebas lain dan oleh
sistem antioksidan dari tubuh.’
Malondialdehida umum digunakan sebagai
biomarker biologis peroksidasi lipid dan
menggambarkan derajat stres oksidatif pada
jaringan termasuk testis’®. Diabetes melitus
juga mempengaruhi fungsi reproduksi pria
seperti terganggunya proses spermatogenesis.’’
Stres oksidatif yang terjadi pada diabetes
melitus berkaitan erat dengan infertilitas karena
memiliki pengaruh yang cukup besar terhadap
disfungsi sperma. Sebanyak 40,88% pasien pria
diabetes yang mengalami infertilitas, memiliki
sperma dengan kadar ROS yang tinggi.®® Kadar
ROS berlebih mampu mempengaruhi kualitas
dan fungsi sperma. Spermatozoa mudah
terserang oleh induksi stres oksidatif karena
dalam membran plasmanya banyak terkandung
asam lemak tak jenuh rantai ganda. Stres
DNA di

oksidatif merusakintegritas inti

spermatozoa, akan menginduksi terjadinya

apoptosis sel spermatozoa. Apoptosis adalah
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kematian sel spermatozoa terprogram dimana
proses ini merupakan proses fisiologis yang
ditentukan oleh perubahan morfologi dan
biokimia sel spermatozoa. Proses ini diregulasi
oleh faktor intrinsik dan ekstrinsik, dan dapat
dirangsang oleh berbagai stimulus. Pada pria
infertil  ditemukan adanya  peningkatan
apoptosis sel spermatozoa, yang pada akhirnya
menyebabkan menurunnyajumlah

spermatozoa, motilitas spermatozoa serta

menyebabkan perubahan morfologi

58,59,60,61

spermatozoa. Maxwell dan Watson

menyatakan ~ bahwa  plasma  membran
spermatozoa kaya asam lemak tak jenuh
sehingga rentan terhadap kerusakan peroksidasi
lipid. MDA merupakan hasil dari peroksidasi
lipid oleh ROS.®> Pengukuran kadar MDA
merupakan cara pengukuran aktivitas ROS
secara tidak langsung, karena yang diukur
adalah produk dari ROS. Peningkatan ROS
menyebabkan

terjadinya peroksidasi lipid,

adanya peroksidasi lipid pada membran
spermatozoa menghasilkan senyawa MDA.
Dengan demikian kadar MDA yang tinggi
menunjukkan terjadinya kerusakan membran
spermatozoa. Keadaan ini diindikasikan dengan
menurunnya

jumlah  spermatozoa

yang
dihasilkan. Hal ini sesuai dengan Helliwell dan

Gutteridge, yang menyatakan bahwa semakin
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tinggi kadar MDA semakin tinggi pula tingkat
kerusakan sel yang disebabkan oleh stres
oksidatif.447-8.59 Sejumlah penelitian
telah menunjukkan bahwa lipidperoksidasi
mempengaruhi  jumlah,motilitas, morfologi
spermatozoa.®>%* Colagar dkk. tahun 2009
menunjukkan bahwa kadar MDA dalam
spermatozoa adalahsecara signifikan terkait
dengan jumlah spermatozoa immotil?’. Telah
terbukti bahwa konsentrasi MDA dalam plasma
seminal berkorelasi negatif dengan konsentrasi
sperma, motilitas dan morfologi normal antara
subur dan pria infertil.5>%%67  Beberapa
penelitian lain juga menyatakan bahwa ROS
menyerang integritas DNA dalam inti sperma
dengan menyebabkan modifikasi dasar, untai
DNA rusak dan chromatin cross-linking.®%%° Di
sisi lain, kerusakan DNA akibat peningkatan
kadar ROS yang berlebihan mempercepat
proses apoptosis sel germinal, menyebabkan
penurunan jumlah spermatozoa dan motilitas
spermatozoa pria infertilitas’®’"’> Motilitas
adalah sangat diperlukan untuk spermatozoa,
seperti yang seharusnya perjalanan saluran
reproduksi wanita untuk mencapai tempat
pembuahan. Studi telah menemukan bahwa
tingkat ROS berkorelasi dengan motilitas
spermatozoa. Kerusakan peroxidative pada

protein membran spermatozoa dan aksonemal
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menyebabkan kerusakan permanen pada

motilitas spermatozoa.”” ROS yang berlebihan

menyebabkan ~ ATP  berkurang  dengan

cepatmengakibatkan  penurunan fosforilasi

protein aksonemal dan menyebabkan kerusakan
sementara motilitas.”! Peroksidasi lipid juga
efek status

memiliki merusak

ultramorphological dari sel spermatozoa.”!’?

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
terdapat hubungan negatif antara peningkatan
kadar MDA testis dengan kualitas spermatozoa
tikus putih yang mengalami diabetes, mellitus.
Temuan ini sejalan dengan hasil beberapa
penelitian lain, bahwa peningkatan kadar MDA
testis berhubungan dengan tingginya persentase
dan

spermatozoa  abnormal

ROS 20.68.73

produksi
Temuan ini menunjukan bahwa
stres oksidatif pada tikus putih diabetes terlibat
dalam peningkatan kadar MDA testis dan
penurunan kualitas spermatozoa. Ukuran kadar
MDA testis bisa sebagai alat diagnostik yang
berguna untuk estimasi penurunan kualitas

spermatozoa pada penderita diabetes mellitus.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil analisis dan pembahasan
yang telah diuraikan oleh peneliti, dapat diambil

kesimpulan bahwa terdapat hubungan yang kuat
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antara kadar MDA testis dengan kualitas
(jumlah, motilitas dan morfologi normal)
spermatozoa tikus putih diabetes mellitus (R= -
0,877; - 0,804 dan - 0,795). Semakin tinggi
kadar MDA testis semakin rendah jumlah,
persentase motilitas dan morfologi normal

spermatozoa tikus putih diabetes.

Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat

disampaikan bahwa perlu dilakukan penelitian

lebih lanjut  untuk mengetahui faktor-faktor
lain yang dapat menentukan jumlah
spermatozoa akibat DM, seperti aktivitas

antioksidan endogen (SOD, Gpx, dan CAT)

dalam serum.
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Tabel 1.Rerata kadar MDA testis (nmol/mg) tikus putih (Rattus norvegicus) setelah perlakuan

selama 60 hari

Perlakuan Ulangan Kadar MDA testis
(nmol/mg)
Tikus Normal 16 3,55+ 0,62
Tikus DM 16 5,35+ 0,53
Tabel 2.Hasil uji Shapiro-Wilk kadar MDA testis
Kelompok Ulangan Mean SD P value
KN 16 3,55 0,62 0,626
KP 16 5,35 0,53 0,212

Ket : Nilai p dihitung menggunakan vji Shapiro-Wilk *p > 0.05 (data terdistribusi normal)

Tabel 3.Hasil uji Levence MDA testis
Levene Statistic dfl df2 P value/Sig.
0,351 1 30 0,558

Keterangan : Nilai p dihitung menggunakan uji Levence *p > 0.05 (data tetap homogen)

Tabel 4. Hasil uji t-independent kadar MDA testistikus putih normal dan tikus putih Diabetes

Kelompok

n Rata-rata Kadar MDA SD T p
Perlakuan
Tikus Normal 16 3,55 0,62 8,795 0,000
Tikus DM 16 5,35 0,53
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Tabel 5. Rata-rata (= SD) kualitas spermatozoa tikus putih strain Wistar normal (KN) dan tikus

Diabetes Mellitus (KP)
Kualitas Spermatozoa
Kelompok Jumlah Motilitas Morfologi Normal
Ulangan
Perlakuan spermatozoa (x spermatozoa spermatozoa (%)
10°/ml) (%)

Tikus Normal 16 252,56 £22,32 87,13 £3,81 91,85+ 1,19

Tikus DM 16 168,25+ 17,52 58,56 + 4,37 82,94 + 2,56

Tabel 6. Hasil uji Shapiro-Wilk kualitas spermatozoa (jumlah, motilitas dan morfologi normal)

tikus putih
Parameter Kelompok Ulangan Mean SD P value
Jumlah KN 16 252,56 22,32 0,248
Spermatozoa KP 16 168,25 17,52 0,947
Motilitas KN 16 87,13 3,81 0,218
Spermatozoa KP 16 58,56 4,37 0,905
Morfologi KN 16 91,85 1,19 0,470
normal KP 16 82,94 2,56 0,095
spermatozoa

Ket : Nilai p dihitung menggunakan uji Shapiro-Wilk *p > 0.05 (data terdistribusi normal)
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Tabel 7.Hasil uji Levence kualitas spermatozoa (jumlah, motilitas dan morfologi abanormal

spermatozoa)
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Jumlah Spermatozoa 0,878 1 30 0,356
Motilitas Spermatozoa 0,174 1 30 0,679
Morfologi normal
5,388 1 30 0,327

Spermatozoa

Keterangan : Nilai p dihitung menggunakan uji Levence *p > 0.05 (data tetap homogen)

Tabel 8. Hasil uji t-independent kualitas (jumlah, persentase motilitas dan morfologi abnormal)

spermatozoa tikus putih normal dan tikus putih Diabetes Mellitus tipe 1

Jumlah Spermatozoa

Kelompok
N Rata-rata SD T p
Perlakuan
Tikus Normal 16 252,56 22,32
11,886 0,000
Tikus DM 16 168,25 17,52
Persentase Motilitas Spermatozoa
Kelompok
N Rata-rata SD T P
Perlakuan
Tikus Normal 16 87,13 3,81
19,716 0,000
Tikus DM 16 58,56 4,37
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Persentase Morfologi normal Spermatozoa

Kelompok
N Rata-rata SD T P
Perlakuan
Tikus Normal 16 91,85 1,19
15,314 0,000
Tikus DM 16 82,94 2,56

Tabel 9. Analisis Korelasi Pearson antara kadar MDA testis dengan jumlah, persentase motilitas dan

morfologi normal spermatozoa tikus putih strain Wistar

Jumlah  Motilitas  Morfologi MDA

Jumlah Pearson 1 -0,829™ -0,834™ -0,877"
Sperma Correlation

Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,000

N 32 32 32 32
Motilitas ~ Pearson -0,829™ 1 -0,927* -0,804™
sperma Correlation

Sig. (2-tailed) ,000 0,000 0,000

N 32 32 32 32
Morfologi  Pearson -0,834™ -0,927* 1 -0,795™
normal Correlation
sperma Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,000

N 32 32 32 32
Kadar Pearson -0,877" -0,804™ -0,795™ 1
MDA testis Correlation

Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,000

N 32 32 32 32
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