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ABSTRAK

HIJRAWIYAH SYARIF. Pengaruh Pemberian Enzim Bromelin Dan Vitamin C
Terhadap Morfologi Testis Dan Kualitas Makroskopis Semen Tikus (Rattus
norvegicus) Jantan Yang Diinduksi Cyclophosphamide. (dibimbing oleh drh. Nur Alif
Bahmid, M.Si dan Dr. Sri Gustina, S.Pt, M.Si).

Latar Belakang. Cyclophosphamide merupakan salah satu obat anti
kanker yang yang sering digunakan baik pada hewan dan manusia. Penggunaan
obat ini tidak lepas dari dampak negatif yang ditimbulkan. Salah satu efek
sampingnya adalah terjadinya infertilitas pada hewan jantan. Meski demikian,
infertilitas dapat dicegah dengan pemberian zat antioksidan seperti vitamin C dan
enzim Bromelin. Tujuan. Penelitian ini bertujuan untuk Untuk mengetahui kualitas
spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus) jantan yang diinduksi
cyclophosphamide setelah pemberian vitamin C dan enzim Bromelin. Metode.
Metode penelitian terdiri dari 4 tahapan, yakni : 1) tahapan persiapan, dengan
aklimatisasi tikus selama 7 hari; 2) tahapan kedua dengan pengelompokan tikus
yang dikelompokkan dalam 5 perlakuan, yaitu kelompok kontrol (KO), perlakuan
dengan injeksi 0,6 mL cyclophosphamide (KP1), perlakuan dengan injeksi 0,6 mL
cyclophosphamide dan pemberian 1 mL secara oral enzim Bromelin (KP2),
perlakuan injeksi 0,6 mL cyclophosphamide dan pemberian 1 mL vitamin C secara
oral (KP3) dan perlakuan dengan injeksi 0,6 mL cyclophosphamide, pemberian 1
mL enzim Bromelin dan vitamin C secara oral (KP4); 3) tahapan pengamatan
sampel setelah tikus dimatikan dan dinekropsi; dan 4) tahapan analisis data. Data
yang terkumpul dianalisis secara statistik, dengan menggunakan uji one way
ANOVA ataupun Kruskal-Wallis. Hasil. Hasil pemeriksaan motilitas dan morfologi
spermatozoa menunjukka adanya pengaruh yang signifikan antara kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan. Kesimpulan. Pemberian enzim Bromelin dan
vitamin C berpengaruh terhadap kualitas spermatozoa tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan yang diinduksi cyclophosphamide.

KataKunci : Cyclophosphamide, Enzim Bromelin, Morfologi Spermatozoa, Motilitas
Spermatozoa.
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ABSTRACT

HIJRAWIYAH SYARIF. Effect of Giving Bromelain Enzymes and Vitamin C on
Testicular Morphology and Macroscopic Quality of Male Rat (Rattus norvegicus)
Semen Induced by Cyclophosphamide. (supervised by Drh. Nur Alif Bahmid, M.Si
and Dr. Sri Gustina, S.Pt, M.Si).

Background. Cyclophosphamide is one of the anti-cancer drugs that is often used
in both animals and humans. The use of this drug cannot be separated from the
negative effects caused. One of the side effects is infertility in male animals.
However, infertility can be prevented by administering antioxidants such as vitamin
C and Bromelain enzyme. Objective. This study aims to determine the quality of
spermatozoa of male white rats (Rattus norvegicus) induced by cyclophosphamide
after administration of vitamin C and Bromelain enzyme. Method. The research
method consists of 4 stages, namely: 1) preparation stage, with acclimatization of
mice for 7 days; 2) the second stage by grouping mice into 5 treatments, namely
control group (KO), treatment with injection of 0.6 mL of cyclophosphamide (KP1),
treatment with injection of 0.6 mL of cyclophosphamide and oral administration of 1
mL of Bromelain enzyme (KP2 ), treatment with injection of 0.6 mL of
cyclophosphamide and administration of 1 mL of vitamin C orally (KP3) and
treatment with injection of 0.6 mL of cyclophosphamide, administration of 1 mL of
Bromelain enzyme and vitamin C orally (KP4); 3) sample observation stage after
the rat is killed and necropsied; and 4) data analysis stages. The collected data was
analyzed statistically, using one way ANOVA or Kruskal-Wallis tests. Results. The
results of the examination of motility and morphology of spermatozoa showed a
significant effect between the control group and the treatment group. Conclusion.
The administration of Bromelain enzyme and vitamin C has an effect on the
spermatozoa quality of male rat (Rattus norvegicus) induced by cyclophosphamide.

Keywords: Cyclophosphamide, Bromelain Enzyme, Spermatozoa Morphology,
Spermatozoa Motility.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infertilitas merupakan keadaan berkurangnya atau tidak adanya
kemampuan untuk menghasilkan keturunan yang layak. Penyebab fungsional
Infertilitas adalah faktor sekunder yang disebabkan oleh faktor nutrisi, keturunan,
dan stres. Infertilitas hewan jantan merupakan salah satu gangguan reproduksi
paling kritis yang didorong oleh kondisi lingkungan. Fungsi sperma yang rusak
diindentifikasi sebagai penyebab paling umum infertilitas. Morfologi sperma juga
menjadi faktor penting menurunnya kesuburan. Kelainan morfologi sperma menjadi
penyebab menurunnya potensi reproduksi (El-Newary et al., 2022). Menurut
Hosseini et al. (2018), kondisi infertilitas ini dapat disebabkan dari berbagai faktor,
baik internal maupun eksternal. Faktor ini sebagian besar menyebabkan perubahan
parameter terhadap spermatozoa. Konsentrasi spermatozoa yang rendah, motilitas
sperma yang buruk, dan morfologi sperma yang tidak normal adalah penyebab
yang paling berpengaruh. Ada beberapa faktor lain yang dapat menyebabkan
gangguan infertilitas seperti obat-obatan, kemoterapi, radioterapi, apoptosis,
spesies oksidatif radikal, dan defisiensi protamine.

Agen perusak DNA merupakan salah satu agen antikanker yang paling
efektif dalam penggunaan klinis termasuk agen alkilasi seperti cyclophosphamide.
Pengobatan dengan obat antikanker sering dilakukan pada hewan. Pengobatan
dengan agen kemoterapi dapat menyebabkan kerusakan DNA yang persisten pada
sel germinal jantan kemungkinan konsekuensi jangka panjang ternadap kesuburan
dan hasil keturunan (Liu et al., 2014). Cyclophosphamide adalah suatu agen alkilasi
dan sitotoksik dengan sifat antitumor dan imunosupresan, banyak digunakan untuk
pengobatan jenis kanker seperti kanker prostat. Sehingga sering dikaitkan dengan
berbagai efek samping dalam sistem reproduksi. Setelah pemberian
cyclophosphamide, fungsi hati mengubahnya menjadi metabolit aktif yaitu mustard
fosforamida dan akrolein. Akrolein bernubungan dengan efek samping yang
berdampak negatif terhadap reaksi biokimia dan menciptakan stres oksidatif yang
mengurangi kesuburan pada pasien yang menjalani pengobatan. Selain itu,
akrolein juga menghambat sistesis testosteron dan meningkatkan apoptosis sel
spermatogenik yang akhirnya menyebabkan infertilitas pada hewan jantan (Watcho
et al., 2019). Sejumlah penelitian telah menunjukkan bahwa paparan
cyclophosphamide dapat mengganggu keseimbangan redoks jaringan dan
menunjukkan bahwa gangguan biokimia dan fisiologis mungkin disebabkan oleh
stres oksidatif. Oleh karena itu, penting untuk terus mencari senyawa model efektif
yang akan melindungi terhadap cyclophosphamide, menginduksi toksisitas
reproduksi dan mengurangi masalah toksisitas yang terkait dengan kemoterapi
(Abarikwu et al., 2012).
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Penurunan produksi dan kualitas spermatozoa juga dapat disebabkan oleh
keadaan stres oksidatif di testis. Salah satu penyebabnya yaitu kekurangan vitamin
C. Vitamin C membantu meningkatkan imunokompetensi dengan menyesuaikan
enzim fungsional (Ziamajidi et al., 2023). Vitamin C dipertahankan dalam keadaan
tereduksi oleh reduktase dehidroaskorbat yang bergantung pada GSH, yang
banyak terdapat di testis. Pada beberapa penelitian, vitamin C telah terbukti
meningkatkan motilitas dan meningkatkan kualitas semen dan kesuburan pada
tikus (Vijayprasad et al., 2014). Selain vitamin C, keadaan stres oksidatif juga dapat
dikurangi dengan pemberian enzim Bromelin. Enzim Bromelin adalah sekelompok
enzim yang mengandung sulfur dari Ananas comosus yang dikenal karena aplikasi
pengobatannya dan implementasi terapeutik serta kemampuan untuk melindungi
tubuh terhadap toksisitas oksidatif baik (Jebur et al., 2020). Menurut Khazaeel et al.
(2021), enzim Bromelin merupakan penggabungan alami enzim yang berasal dari
nanas, mengandung berbagai tiol endopeptidase dan protease inhibitor. Enzim
Bromelin secara nyata dapat meningkatkan aktivitas enzim antioksidan dan
menghambat stres oksidatif. Selain itu juga telah terbukti untuk menjaga
kelangsungan hidup sperma. Sifat antioksidan enzim Bromelin dapat memperbaiki
kerusakan yang melemahkan sistem reproduksi

Berdasarkan penjelasan di atas, maka perlu dilakukan penelitian mengenai
antioksidan yang paling efektif dalam penanganan dampak dari cyclophosphamide.
Berbagai antioksidan dapat memberikan efek terhadap perbaikan reproduksi tikus
akibat efek pemberian cyclophosphamide. Dalam penelitian ini, akan diketahui efek
vitamin C, enzim Bromelin atau kombinasi keduanya yang menjadi antioksidan
paling efektif.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas, maka dapat
diketahui bahwa rumusan masalah pada penelitian ini adalah bagaimana kualitas
spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus) jantan yang diinduksi
cyclophosphamide setelah pemberian vitamin C dan enzim Bromelin.

1.3 Tujuan Penelitian

Untuk mengetahui kualitas spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus)
jantan yang diinduksi cyclophosphamide setelah pemberian vitamin C dan enzim
Bromelin.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai tambahan ilmu pengetahuan dan
iteratur dalam mengembangkan penelitian mengenai kualitas spermatozoa tikus
putih (Rattus norvegicus) jantan yang diinduksi cyclophosphamide setelah
pemberian vitamin C dan enzim Bromelin. Sehingga menjadi acuan dalam
peningkatan atau penurunan tingkat reproduksi hewan.
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1.3 Hipotesis

Hipotesis penelitian ini adalah terdapat pengaruh pemberian enzim
Bromelin, vitamin C ataupun kombinasi dari keduanya terhadap kualitas sperma
tikus putih jantan.

1.6 Keaslian Penelitian

Penelitian mengenai pengaruh pemberian enzim Bromelin dan vitamin C
terhadap kualitas sperma tikus putih (Rattus norvegicus) jantan yang diinduksikan
cyclophospamide belum pernah dilakukan. Namun penelitian serupa pernah
dilakukan oleh Yulianti et al. (2020), dengan judul penelitian “Efek Protektif Zink
terhadap Stres Oksidatif dan Kualitas Sperma pada Mencit Jantan (Mus musculus)
setelah Diinduksi Cyclophosphamide”.

1.7 Kajian Pustaka
1.7.1  Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Menurut (Aisyah et al.,, 2023), klasifikasi dari Rattus norvegicus adalah
sebagai berikut.

Kingdom : Animalia

Filum . Chordata

Sub filum . Vertebrata

Kelas . Mammalia

Ordo . Rodentia

Famili : Murinae

Genus . Rattus

Spesies . Rattus norvegicus

Penggunaan hewan coba sangat diperlukan dalam penelitian in vivo di
bidang biomedik. Hewan coba berkontribusi untuk memahami tentang fungsi gen,
etiologi dan mekanisme suatu penyakit, uji efektivitas dan keamanan suatu obat
atau bahan kimia. Hewan coba yang banyak digunakan untuk penelitian antara lain
tikus, mencit dan hewan pengerat lainnya. Tikus sebagai hewan coba telah banyak
digunakan pada penelitian dikarenakan siklus hidupnya pendek, biaya perawatan
lebin  murah, relatif mudah perawatannya dan tersedia database dalam
menginterpretasikan data yang relevan (Rosidah et al., 2020).

Tikus putih (Rattus novergicus) atau juga dikenal sebagai Norway Rat
merupakan hewan yang sering digunakan untuk penelitian biomedik. Dalam
penelitian laboratorium, tikus sebagali hewan coba harus memenuhi persyaratan
tertentu. Persyaratan tersebut antara lain memiliki galur yang sama, jenis kelamin
tertentu, rentang usia tidak jauh berbeda, berat badan merata, menunjukkan fisik
yang sehat yang dicirikan dengan mata cerah, aktivitas motorik normal, bulu tidak
berdiri dan harus disesuaikan dengan tujuan penelitian (Rosidah et al., 2020).
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1.7.2 Reproduksi Tikus Putih Jantan

Sistem reproduksi hewan jantan vertebrata pada umumnya berupa
sepasang testis, dengan saluran spermatozoa yang terdiri dari epididimis, vas
deverens, urethra, dan alat kopulasi serta dilengkapi dengan kelenjar tambahan
yang menghasilkan substansi untuk kehidupan spermatozoa (Atourrohman, 2019).

Gambar 1. Reproduksi tikus putih (Maynard dan Downes, 2019).
a. Testis

Testis merupakan organ kelamin jantan yang berfungsi sebagai tempat
sintesis hormon androgen (terutama testosteron) dan tempat berlangsungnya
proses spermatogenesis. Biosintesis androgen berlangsung di sel leydig di dalam
jaringan interlobular, sedangkan proses spermatogenesis berlangsung dalam epitel
tubulus seminiferus. Tubulus seminiferus terdiri atas deretan sel epitel yang akan
mengadakan pembelahan mitosis dan meiosis sehingga menjadi sperma. Sel-sel
yang terdapat di antara tubulus seminiferus disebut inerstisial (Leydig). Sel ini
menghasilkan hormon seks jantan yang disebut testosterone (Atourrohman, 2019).

b. Epididimis

Epididimis merupakan suatu struktur berbentuk koma yang menahan batas
posterolateral testis. Epididimis dibentuk oleh saluran yang berlekuk-lekuk secara
tidak teratur yang disebut duktus epididimis. Duktus ini berawal dari puncak tertis
yang merupakan kepala epididimis dan berakhir pada ekor epididimis. Epitel
epididimis memiliki dua fungsi, yaitu mensekresikan plasma epididimis yang bersifat
kompleks tempat sperma tersuspensi dan mengalami pematangan serta
mengabsorpsi kembali cairan testikuler yang mengangkut sperma dari tubulus
seminiferus (Atourrohman, 2019).

C: Vas deferens

Duktus deferens memiliki panjang 5-6 cm dan berjalan di korda spermatika
dari ekor epididimis hingga bergabung dengan dengan uretra saat melewats
kelenjar prostat. Saat mendekati uretra prostat, duktus melebar menjadi ampula,
tempat saluran vesika seminalis bergabung dengan duktus. Bagian duktus yang
masuk ke uretra prostatika disebut saluran ejakulasi (Maynard dan Downes, 2019).
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d. Penis

Anatomi penis tikus mirip dengan manusia, tetapi memiliki os penis atau
baculum dan memiliki anatomi glans penis yang lebih rumit. Os penis tikus memiliki
panjang sekitar 7,5 mm dan diameter sekitar 1 mm. Kadang-kadang ditemukan dua
potongan tulang kecil, satu di depan yang lain (Maynard dan Downes, 2019).

e. Accessory Sex Glands

Sistem reproduksi pada tikus dilengkapi dengan kelenjar kelamin
pelengkap (accesory sex glands), yaitu vesikula seminalis, kelenjar koagulasi,
prostat, bulbouretralis (kelenjar Cowper) dan ampulla. Kelenjar-kelenjar ini
menghasilkan berbagai sekret yang berperan dalam transportasi spermatozoa,
buffer, suplai nutrien dan substrat metabolik untuk kehidupan spermatozoa
terutama motilitas dan fertilitas, fungsi lubrikasi, dan membentuk vaginal plug (Fitria
et al., 2018).

1.7.3 Spermatogenesis

Spermatogenesis adalah proses dimana sel germinal berblkembang dari
spematogonia yang relatif tidak berdiferensiasi menjadi spermatozoa.
Spermatogonia adalah sel bulat yang bersentuhan dengan membran basal tubulus
seminiferus. Mereka adalah sel induk dari sistem, yang membelah untuk
mempertahankan jumlahnya dan menghasilkan sel yang memulai proses
perkembangan menjadi spermatozoa. Spermatogonia membelah secara mitosis
menjadi tipe A dan B. Tipe A adalah sel pengganti dan tipe B adalah sel yang
berkembang menjadi spermatosit. Spermatogonia tipe B awal tidak dapat
dibedakan dari spermatogonia pada umumnya, namun mereka segera membesar
dan memulai proses meiosis yang kompleks. Meiosis adalah proses pematangan
dua tahap. Pembelahan pertama menghasilkan spermatosit sekunder dan
pembelahan pematangan kedua menghasilkan spermatid, yang tidak mengalami
pembelahan lagi dan berkembang menjadi spermatozoa. Meiosis menyebabkan
pengurangan jumlah kromosom dari bilangan diploid menjadi bilangan haploid,
yang berarti pengurangan dari 42 menjadi 21 (Maynard dan Downes, 2019).

1.7.4 Kualitas Spermatozoa

Spermatozoa terdiri atas kepala, akrosom, bagian tengah dan ekor. Kepala
terutama dari nukleus yang mengandung informasi genetik sperma, terdiri atas sel
berinti padat dengan hanya sedikit sitoplasma dan lapisan membran sel di sekitar
permukaannya. Di bagian luar, dua pertiga anterior kepala terdapat selubung tebal
yang disebut dengan akrosom. Akrosom mengandung enzim hialuronidase yang
dapat mencerna filamen proteoglikan dari jaringan dan dapat mencerna protein
sehingga dapat digunakan sebagai “borenzimatik® untuk menembus ovum.
Spermatozoa pada tikus lebih panjang dibandingkan dengan spesies mamalian
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lainnya, termasuk manusia dan hewan lainnya dan biasanya panjangnya sekitar
150-200 mm. Kepala sperma pada tikus berbentuk kail, hal ini seperti hewan
pengerat lainnya (Atourrohman, 2019).

CE - : i

Gambar 2.Sperma tikus putih (Atourrohman, 2019).
a. Motilitas Spermatozoa

Motilitas spermatozoa adalah pergerakan spermatozoa tikus. Penilaian
terhadap motilitas spermatozoa terbagi atas motilitas normal dan abnormal.
Motilitas spermatozoa dapat berupa motilitas normal, spermatozoa yang berenang
maju dengan cepat dalam garis lurus dan spermatozoa berenang maju tetapi masih
dalam garis melengkung atau bergelombang, atau dalam garis lurus tetapi lambat.
Sementara motilitas abnormal dapat berupa spermatozoa yang menggerakkan
ekornya tetapi tidak bergerak maju dan spermatozoa yang tidak bergerak maju
sama sekali (Lomotu et al., 2019).

b. Morfologi Spermatozoa

Morfologi spermatozoa adalah bentuk spermatozoa tikus. Penilaian
terhadap morfologi spermatozoa terbagi menjadi morfologi normal dan abnormal.
Penilaian morfologi abnormal dilihat dari abnormalitas kepala, leher, dan ekor
(Lomotu et al., 2019).

1.7.5 Enzim Bromelin

Enzim adalah satu atau beberapa gugus polipeptida (protein) yang
berperan sebagai katalis biologi (bio-katalisator) yang mampu mempercepat
terjadinya proses reaksi tanpa habis bereaksi dalam suatu reaksi kimia. Salah satu
enzim yang berperan dalam hidrolisis protein adalah enzim protease. Salah satu
sumber enzim protease adalah buah nanas. Enzim protease juga sering disebut
enzim Bromelin. Enzim Bromelin termasuk golongan enzim protease ekstraseluler
yang dapat menghidrolisis protein menjadi senyawa yang lebih sederhana seperti
peptida rantai pendek dan asam amino (Dzulgaidah et al., 2021). Sifat antioksidan
enzim Bromelin dapat memperbaiki kerusakan yang melemahkan sistem reproduksi
(Khazaeel et al., 2021).
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1.7.6 Vitamin C

Vitamin C adalah antioksidan yang larut dalam air sepuluh kali lebih tinggi
daripada yang ada dalam serum darah dalam plasma semen. Vitamin C berperan
penting dalam kesuburan hewan jantan karena menjaga spermatogenesis,
mempertahankan kelangsungan hidup sperma, mencegah aglutinasi sperma, dan
meningkatkan TES dalam serum. Suplementasi vitamin C juga telah terbukti
meningkatkan total keluaran sperma dan konsentrasi sperma (Behairy et al., 2020).

1.7.7 Cyclophosphamide

Cyclophosphamide (CP) merupakan alkylating agent dari golongan
nitrogen mustard dalam kelompok oxazophorin. Cyclophosphamide akan
mengalami aktivasi oleh enzim sel hepatosit yaitu Cytochrome P450 enzime system
(CYP) yang selanjutnya akan menjadi 2 unsur kimia berupa zat aktif sebagai
alkylating agent, dan zat buangan hasil metabolit yaitu Phosparamide Mustard (PM)
dan Acrolein. Sifar Acrolein sebagai aldehyde reactive menjadi penyebab utama
efek samping CP yang dapat merusak sel dengan mekanisme deplesi jalur seluler
GSH yang terkonjugasi oleh Acrolein, sehingga proses cytotoxicity dapat terjadi
secara luar. Paparan CP dapat menyebabkan gangguan keseimbangan reaksi
oksidatif jaringan. Hasil reaksi akan terbentuk hidrogen peroksida yang mampu
menyebabkan dekomposisi produk aldehid yang bersifat toksik ternadap sel dan
berdampak pada gangguan perkembangan spermatogenesis (Yulianti et al., 2020).
Dalam kedokteran hewan, cyclophosphamide digunakan terutama pada hewan
kecil (anjing dan kucing) dalam kombinasi dengan agen lain baik sebagai agen
antineoplastik (limfoma, leukimia, karsinoma, dan sarkoma) dan sebagai
Imunosupresan. adalah suatu prodrug dan metabolit siklofosfamid, seperti mustard
fosforamida, bertindak sebagai zat pengalkilasi yang mengganggu replikasi DNA,
transkripsi dan replikasi RNA, dan pada akhirnya mengganggu fungsi asam
nukleat. Cyclophosphamide dapat menyebabkan kemandulan (mungkin bersifat
sementara) pada hewan jantan (Plumb, 2008).
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