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BAB IV

PEMBAHAS AN

4.1 Pengaruh MAA terhadap berat organ reproduksi mencit

jJjantan

Perlakuan MAA selama 4 minggu berturut—-turut pada
mencit Jantan umur 7 minggu dapat menyebabkan penurunan
berat organ reproduksi terutama testis dan epididimis (ta-
bel 4 dan gambar 5). Penurunan berat testis dan epididimis
sejalan dengan peningkatan dosis MAA.

Penurunan berat tecstis terjadi karema MAA mengganggu
proses spermatogenesis yang akhirnya menyebabkan kerusakan
sel-sel germinal pada tubulus seminiferus. Dari tabel &6
dan 7 serta gambar 10 dan 11 jelas terlihat bahwa perlakuan

MAA pada mencit dapat menyebabkan rusaknya sel—-sel sperma-

togenik pada tubulus seminiferus. Keadaan tersebut dapat
menyebabkan turunnya berat testis. Hal serupa diungkapkan
pula oleh Foster et a/.(1987), Miller et al.(1982), dan

Ratnasooriya & Sharpe (1989), bahwa MAA dapat menurunkan
berat testis tikus secara berarti dan menimbulkan kerusakan
pada sel-sel germinal testis.

Penurunan berat epididimis mungkin terjadi karena

akumulasi spermatozoa dalam epididimis mencit perlakuan

Koleksi Perpustakaan Universitas terbuka



40010.pdf

37

lebih rendah dari kontrol. Seperti terlihat pada tabel 3,
jumlah spermatozoa epididimis kauda mencit perlakuan
sangat nyata lebih rendah dibandingkan dengan kontrol. Se-
lain jumlah spermatozoa di epididimis berkurang, perlakuan
MAA mungkln Jjuga mengganggu fungsi sekresi sel Sertoli,
sehingga memungkinkan berkurangnya cairan tubulus vyang
diproduksi oleh sel Sertoli. Seperti diungkapkan oleh Gray

& Gangolli (1986), beberapa ester ftalat dapat mengganggu

dua fungsi utama sel Sertoli, yaitu dalam hal sekresi
cairan tubulus dan ABP (androgen binding protein). Dengan
demikian, kemungkinan besar cairan tubulus vang mengalir

bersama spermatozoa ke epididimis pun berkurang. Dengan
berkurangnya kandungan spermatozoca dan mungkin juga berku-
rangnya cairan yang menyertainya dalam epididimis tersebut,
maka berat epididimis akan berkurang pula.

Tampaknya perlakuan MAA pada mencit jantan tidax
banyak mempengaruhil berat vesikula seminalis. Hal ini

didukung oleh fakta bahwa jumliah sel Leydig yang merupakan

sel penghasil testosteron tampak tidak berbeda nyata
lebih rendah dibandingkan dengan kontrol (takbel 7).
Dengan demikian kemungkinan besar produksi testosteron

masih pada taraf normal untuk memalihara organ asesori,

sepertl vesikula seminalis.
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4.2 Pengaruh MAA terhadap spermatozoa epididimis kauda

Pemberian MAA pada mencit jantan sangat mempengaruhi
kualitas spermatozoa yang dihasilkan, baik dari segi Jjum-
lah, motilitas, maupun morfolocgli spermatozoa (tabel S,
gambar &, dan gambar 7). Jumlab dan motilitas spermatozoa
menurun, sedangkan persentase spermatozoa abnormal mening-—
kat sejalan dengan peningkatan dosis MAA.

Menurunnya motilitas spermatozoa mungkin disebabkan
olelh meningkatnya jumlah spermatozoa abncormal pada mencit
perlakuan. Pari tabel 5 tampak Jjelas bahwa semakin tinggi
cdosis MAA, semakin timggi pula jumlah spermatozoa vyang
abnormal. Jika dilihat dari tipe abnormalitasnya ternvata
kebanyakan keleinannya terjadi pada bagisn tengah dan ekor
(gambar 8), padahal bagian tengah dan ekor merupakan alat
gerak utame spermatozoa.

Menurunnya jumlah spermatozoa dan meningkatnya sper-
matozoa abnormal yang sejalan dengan peningkatan dosis MAA,
merupakan bukti adanya gangguan spermatogenesis. Seperti
diungkapkan oleh Ratnasooriya & Sharpe (1989, perlakuan
MAA dosis 650 mg/kg bb pada tikug dapat menurunkan motil-
itas spermatozoa dan mengganggu proses spermatogenesis,
sehingga menyebabkan pengosongan spermatosit fase pakiten

dar tahap lanjut dari tubulus seminiferus. Dengan demikian

Koleksi Perpustakaan Universitas terbuka



40010.pdf

59

Jelaslah banwa MARA dapat mengganggu spermatogenesis. Ter-
ganggunya proses spermatogenesis merupakan faktor penyebab
turunnya jumlah spermatozoa yang diproduksi dan meningkat-
nya Jumlah spérmatozoa abnormal, yang pads akhirnya juga

dapat menurunkan motilitas spermatozoa.

4.3 Pengaruh MAA terhadap struktur testis

MA& dapat menyebabkan reduksi diameter tubulus, tecal

epitel tubulus, dan persentase tubulus normal Tase vIi,

serta meningkatkan persentase tubulus yang abncrmal {tabel
61. Hal 1mi dapat terjadi karema perlakuan MAA menyebabkan
banvaknya sel spermatogenik yang berdegenerasi. Dengan
semakiln berkurangnya jumlah sel spermatogenik sejaian

dengan peningkatan dosis MAAR (tabel 7)), maka ketebalan
epitel tubulus akan semakin berkurang pula. Selain 1tu
rusaknya sel-sel spermatogenik dapat menurunkan persentase
tubulus normal fase VII, serta meningkatkan persentase
tubulus yang abnormal. Menurunnya diameter tubulus mungkin
disebabkan oleh menipisnya epitel tubulus dan berkurangnya
cairan tubulus vyvang dihasilkan oleh sel Sertoli akibat
perlakuan MAA.

Jumlah spermatogonium A dan spermatosit praleptoten
tampak tidak begitu terpengaruh oleh perlakuan MAA sampal

dengan dosis 229 mg/kg bb. Pengaruhnya tampak nyata pada
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perlakuan MAA dasis JI00 mg/kg bb (tabel 7). Hal 1ni terjad:

karena spermatogonium A dan spermatosit praleptoten terda-

pat pada kompartemen basal testis, yang terlindung dari
pengaruh lingkungan adluminal oleh barier vyang dibentuk
oleh sel Sertolili {(Daust & Clermont, 1953, Stefanini et
al., 1985, Zenick & Clegg, 1989). Ratnasooriva dan Sharpe

(1989) mengungkapkan, bahwa MAA dapat menyebabkan rusaknya
spermatosit terutama fase pakiten. Sedangkan hilangnya
Jenis sel spermatogenik tertentu dapat mempengaruhi fungsi
sekretoris sel Sertoli. Terganggunya fungsli sekretoris sel
Sertoli menyebabkan berubahnya lingkungan adluminal
(SjOberg et al., 1986). Akibatnya, sel-sel spermatogenik
lainnya vyang berada dalam kompartemen adluminal akan ter-
ganggu pula. Dengan demikian jelaslah bahwa spermatogonium
A dan spermataosit praleptoten yang berada pada kompartemen
basal akan terhindar dari gangguan lingkungan adluminal,
kecualli bila barier yang dibentuk oleh sel GSertoli sudah
tidak berfungsi dengan baik, seperti halnya pada perlakuan
dosis 300 mg/kg bb dalam penelitian 1ini.

Jumlah spermatosi t pakiten dan spermatid tahap 7
menurun sejalan dengan peningkatan dosis MAA. Hal 1ni ter-
Jjadi karena spermatosit pakiten merupakan sel targe£ MAA,
sehingga sangat sensitif terhadap perlakuan MAA (Foster et
al., 1987). Akibat terganggunya spermatosit pakiten, maka
Jumlah spermatid tahap 7 akan menurun.

Degenerasi spermatosit pakiten tampak semakin mening-

kat dengan meningkatnya dosis MAA. Hal 1ni terjadi karena
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MAA dapat mengkonsentrasikan 1on kalslum di dalam sel
tersebut. Keadaan 1n1i menyebabkan mitokondria membengkak
yang akhirnya mengakibatkan kematian sel (Bowen & Laockshin,
1981, Trump et al., 1989 dalam Ghanavyem & Chapin, 19%90).
Jumlah sel Sertolil dan sel Leydig tampak tidak banvyak
terpengaruh dengan adanvya perlakuan MAA, bahkan dalam

2) pada dosis 300 mg/kg bb Jumlahnya

setliap kisi—-kisi (&4 um
lebih banyak dibandingkan dengan kontrol (tabel 7). Walau-
pun demikian, tidak berarti jJjumlah keseluruhan csel Leydig
dan sel Sertoli pada dosis 300 mg/kg bb menjadi lebih
banyak. Hal 1ini1 terjadi, karena diameter tubulus menjadil
semakin kecil (tabel &). Mengecilnya wukuran tubulus -meng-
akibatkan jumlah kedua sel tersebut dapat teramati lebih
banyak dalam setiap kisi-kisi.

Tidak banyaknya pengaruh MAA terhadap Jumlah sel
Sertoli dan jumlah sel Leydig menunjukkan, bahwa kedua
Jjenis sel tersebut lebih tahan terhadap pengaruh MARA di-
bandingkan dengan sel-sel spermatogenik. Walaupun demikian
tubulus bervakuola semakin banyak dengan meningkatnya
dosis MAA (tabel &). Karema vakuola tersebut sebenarnya

terdapat pada sel Sertoli, maka hal tersebut menunjukkan

bahwa MAA bersifat toksik bagl sel Sertoli. Bahkan Sj&berg

et al. (19865) mengemukakan, bahwa sel Sertolil merupakan
target wutama metabolit toksik daril ester ftalat. Dengan
terganggunya sel Sertoli, sel-sel spermatogenik yang

keberadaannya sangat tergantung pada sel Sertolili akan

terganggu pula.
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4.4 Pengaruh MAA terhadap fertilitas wmencit jantan dan
penampilan reproduksi mencit betina pasangannya pada

uji kawin—1 dan uji kawin-—-2

Dari data mengernai uji fertilitas tampak jelas bahwa
MAA sangat berpengarub terhadap fertilitas mencit Jantan.
Pada tabel 8 terlihat babwa kemampuan kawin mencit Jantan
perlakuan dan 1indeks gestasi mencit betina pasangannya pada
uji kawln—-1 dan uji kawin-2 secara statistik tidak berbeda
nyata dari kontrol. Walaupun demikian, pada uJji kawin=-1
kemampuarn kawiln mencit janmtan dosis 125 mg/kg bb dan 175
mg/kg bbb hanya 807, sedangkan penurunan indeks gestasl
mencit betina pasangannye hanve terjadi pada dosis 175
mg/kg bb (75%). Hasil studi pendahuluan menunjukkan bahwa
mencit jantarn perlakuan dengan dosis 225 mg/kg bb dan  30C
mg/kg bb tidak mampu memburmtingl betinanya. walaupun kopu-
lasi terjadi (lampiran 2). Hal ini menunjukkan bahwa MAA
sangat menurunkan fertilitas mencit jantan terutama pada
dosis yang cukup tinggi.

Daya fertilisasi mencit perlakuan cenderung menurun
sejalan dengan peningkatan dosis MAA {(tabel 9). Hal ini
mungkin terjadi, karena kualitas spermatozoa pada mencit

jantan perlakuan sudah sangat menurun, baik dilihat dari

jumlah, motilitas, maupun morfologinya (tabel 5). Menurut
Moeloek (1979) semen yang berkualitas baik pada manusia
mempunyal beberapa persyaratan, antara lain motilitas
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spermatozoanya harus lebit dari 50%, spermatozoa abngr-
malnya kurang atau sama dengan 40%. Sedangkan dari tabel &
ternyata mencit jantan yang diberi perlakuan MAA dosis 225
mg/kg bb motilitas spermatozoanva 45,3% dan persentase
spermatozoa abnormalnya 78,1%, bahkan nada perlakuan MAA
dosis 300 mg/kg bb motilitas spermatozoanya hamya 24,18%
dan persentase spermatozoa abnormalnyva 83.4%. Selain 1tu
Jumlah spermatozoa mencit perlakuan MAA dosis 225 dan 300
mg/kg bb jugsa jauh lebih rendah dibandingkan dengan kontral
(tabel 9). Dengan demikian jelaslah bahwa mencit jantan
tersebut tidak dapat membuntingi betinanva.

Tampaknya kehilangan praimplantasi cenderung mening-
kat sejaian dengan peningkatan dosis MAA, walaupun perbe-
daan yang nyata dari kontrol hanya terdapat pada dosis 150
dan 175 mg/kg bb. Kematiam pascaimplantasi, embrio vang
diresorpsi, persentase fetus mati, persentase fetus hiduo,
berat fetus, damn persentase fetus yang mengalami perdarahan
tidak berbeda nyata dibandingkan dengan kontrol. Hal ini
menunjukkan bahwa menurunnva fertilitas pada mencit jantan
perlakuan lebih banyak diperlihatkan oleh kehilanganvpraim—
piantasi pada mencit betina pasangannva. Apakah kehilangan
praimplantasi 1ni disebabkan coleh banyaknya embrio vang
mati sebelum implantasi atau karena adanya sejumlah telur
vang tidak dibuahi, belumlah jelas. Tetapi tampaknya kehi-
langan praimplantasi ini lebih disebabkan oleh adanvya
sejumlah telur yang tidak dibuahi, karena MAA& dapat menu-—

runkan kualitas spermatozoa baik dari segi jumlah, motil-
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itas, maupun morfologinya (tabel 9).

Dari fMasil uj1l1 kawin tidak ditemukan adanva Tetus
yang mengalami malformasi eksternal. Mergapa hal ini teria-
di belumlah jelas, mungkln karena spermatozoa yang mampu
membuahli hanya spermatozoa yang berkualitas baik, darl segil
fisik maupun genetik. Hal tersebut ditumjang oleh data
bahwa kelainan spermatozoa terutama terjadi pada bagian
tengah dan ekor spermatozoa {(gambar 8), sehingga mungkilin
sangat mengganggu pergerakannya. Dengan demikian spermato-
zoa abnormal tidak mungklin dapat bersaing dengan spermato-
zoa yang normal untuk dapat membuahi sel telur. Untuk
membuk tikan apakah MAA mengganggu atau tidaknya struktur
DNA perlu diadakan penelitian yang lebih mendalam mengenai
bagaimana struktur DNA dan kromosom spermatozoa tersebut.

Rasio seks mencit perlakuan pada uji kawin-1 dar uji
kawin-2 tidak berbeds nyata dibandingkan dengan kontrol.
Hal inl menunjukkan bahwa efek toksik MAA tidak spesifik
pada jenis seks tertentu.

Setelah mengalami masa pemuliharn 40 hari pascaperla-
kuan, kemampuan kawin mencit jantan perlakuan dan indeks
gestasli mencit betima pasangannya menunjukkan perbaikan,
sehingga sama dengan kontrol (100%; tabel 8). Dalam hal
dava fertilisasi, pemulihan yang nyvata hanya dijumpail pada
mencit perlakuan dosis 150 mg/kg bb (tabel 10). Pada dosis
175 mg/kg bb belum menunjukkan peningkatan daya fertilisasi
yang nyata. Keadaan ini menunjukkan bahwa efek toksik MAA

gdosis tinggi pada testis mencit dapat bertahan cukup lama.
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Mengapa hal itu terjadi belumlah Jjelas, karena menurut
Miller et al. (1983) MAA tidak diakumulasi pada organ
target. Kemungkinan besar keadaan tersebut disebabkan oleh
lambatnya kemampuan sel Sertoli untuk pulih ke kondisi
normal, terutama Jjika kerusakannya cukup parah. Hal ini
mungkin terjadi, karena sel Sertoli pada hewan dewasa sudah

tidak membelah diri (Stefanini et al., 1985).

4.5 Pengaruh M™MAA terhadap berat badan mencit selama perco-

baan dan setelah mengalami masa pemulihan

Perlakuan MAA pada mencit jantan dapat menvebabkan
berat badan mencit perlakuan secara statistik lebih ringan
dibandingkan dengan kontrol (tabel 11)}. Keadaan searupa
diungkapkan pula oleh Miller et al.(1982) bahwa perlakuan
MAA dosis 300 mg/kg bb selama S hari  berturut-turut pada
tikus jantan menyebabkan penurunan berat badan yang nyata.
Lebih ringannya berat badan mencit perlakuan dibandingkan
dengan kontrol menunjukkan adanya gejala toksik MAA pada
hewan tersebut. Seperti telah diketahui, MAA mengganggu
berbagai organ tubuh terutama testis danm orgam vyang ber-
fungsi dalam sistem pertahanan tubuh seperti limpa, timus,
dan sumsum tulang_(Miller et al., 1982). Bahkan mungkin
mengganggu aorgan lainnya, seperti diungkapkan olenh Bell
(1982) bahwa ester ftalat dapat mengganggu metabolisme
normal dari hati, jantung, kelenjar adrenal, dar ctalb.

Terganggunya fungesil crgan-orgar tubuh. dapat menyebabkan
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gangguan per tumbuhan vang akhirnya dapat mengganggu per -
tambahan berat badan hewan.

Menurut Parkie et a/.(1982), DMEP dapat mengganggu
mobilisasi Zn<" dalam tubuh tikus, dengan demikian tubuhnya

2+ dalam tu-

-
akan mengalamil defisiensi In<t. Defisiens1l ZIn
buh hewan dapat menyebabkan hambatan pertumbuhan (Mi1ller
et al., 1960 dalam Oishi & Hiraga, 1980). Hal ini terjadi

- +
karena an

berperan penting dalam metabolisme asam nuk-
leat. Menurut Vallee (1985) defisiensi Zn2+ dapat menyebab-
kan penurunan aktivitas polimerase RNA dan polimerase DNA.
Dengan menurunnya aktivitas kedua 2nz1m tersebut, maka
pertumbunan dan pembelahan sel akan terhambat yang akibat-
nya pertumbuhan organisme akan terhambat pula.

Setelah mengalami masa pemulihan selama 40 hari
pascaperlakuan, berat badan mencit menampakkan peningkatan
yang berarti dibandingkan pada akhir perlakuan (tabel 123,
Walaupun demikian, berat badan mencit perlakuan setelah
mengalami pemul 1ihan secara statistik masih lebilh rendah
dibandingkan dengan kontrol. Keadaan i1nl1 menunjukkan, bahwa
masa pemulihan selama 40 hari pascaperlakuan belum cukup
untuk memul ihkan berat badan mencit perlakuan ke kondisi
tubuhnya yang normal. Selain 1tu ternyata tidak semua
mencit mampu meningkatkan kondisi tubuhnya akibat perla-
kuan MAA. Hal ini ditunjukkan dengan adanya 2 ekor mencit
vang mati selama masa pemulihan (tabel 8). Kejadian in1
mungkin disebabkan oleh melemahnya daya tahan tubuh mencit

perlakuan terhadap penvyakit. Hal tersebut terjadi karena
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BAB V

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian yang dilakukan dalam dua tahap
percobaan menggunakan asam metoksiasetat (MAA) yvang diberi-
kan secara ''gavage'" dengan dosis masing-masing 100, 150,
225, dan 300 mg/kg bb untuk percobaan I dan 100, 125, 150,
dan 175 mg/kg bb untuk percobaan I1 dapat disimpulkan,
bahwa perlakuan MAA pada mencit albino Swiss Webster jantan
menyebabkan:

1. Penurunan berat organ reproduksi terutama testis dan
epididimis, sedangkan berat vesikula seminalis tidak

menunjukkan penurunan yang nyata.

[N

Reduksi diameter tubulus, tebal epitel tubulus, dan
Jumlah tubulus normal fase VII, serta meningkatkan jum-
lah tubulus yang abnormal.

3. Kerusakan sel-sel spermatogenik, terutama spermatosit
cakiten dan tahap lanjut, sedangkan Jumlah sel Sertoll
dan sel Leydig tidak terpengaruh oleh perlakuan MAA,
meskipun sel Sertoli menmampakkan gejala keracunan vyang
ditandail dengan adanya vakuolisasi. |

4., Penurunan fertilitas, yang diperlihatkan oleh penu-
runan daya fertilisasi dan peningkatan kehilangan praim-
plantasi yang nyata pada mencit betina tanpa perla-
kuan yang menjadl pasangannya.

5. Masa pemulihan selama 40 hari pascaperlakuan belum cukup
untuk memulihkan fertilitas mencit perlakuan dasis
tertinggil (175 mg/kg bb), tetapi mencit perlakuan dosis
150 mg/kg bb telah menun)ukkan pemulihan yang nyata.

6. Gejala toksik, yang ditandai oleh lebih rendahnya be-

rat badan mencit perlakuan dibandingkan dengan kontrol.
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Lampiran 1

Komposisi dan bahan untuk pakan mencit CP 3551 produksi PT
Charoen Pokphand Indonesia

Komposisi :

= Y = o= U T o maks. 13 VA
Protein ... ittt it it e e min. 20 yA
Lemak ... it i i it i e i i e min. 4,5 7
1 T = o T maks. 4 yA
2 o maks. 6 VA
Kalsium i ii ittt it s ensatassonenens min. 0,7 %
|l 1= e X min. 0,6 %

Bahan—bahan yang digunakan, antara lain:

Jaqung, dedak, tepung i1kan, bungkil kedelai, bungkil kela-
pa, tepung daging dan tulang, pecahan gandum, bungkil
kacang tanah, tepung daun, canala, vitamin, kalsium, fos—

for, dan mineral.
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Lampiran 2.

Kemampuan kawin mencit jantan dan indeks gestasi mencit betina pasangannya  pada
studl pendahuluan.

Oosis MAA Jumlsh mencit jantar Kemampuan| Betina hasil perkavinan| Indeks
(mg<kg bb.> kawin gqestasi
Bk 8 T¥ (A Sy B T8 « 2
Kontral (0} <t 2 0 100 2 2 U 100
100 3 3 0 100 3 3 0 100
150 2t 2 ¥ 100 2 1 1 S
225 2 ¥ 2 il 100 2 8] N 0
300 3 3 0 100 3 o 0 0
7S > - - - - -~ - -
+ =1 ekor mati karena kesalahan "qawvage"; *> = semua mencit mati larena
perlakuan MAR; DK = dikawinkan; K = kawin; TK = tidak kawin; SV = bersumbat wvagina;
B = bunting; TB = tidak bunting
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Cara pembuatan sediaan awetan spermatozoa dengan
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-Tc

mergguna-—

kan metode dari Krzanowska (1981) vang dimodifikasi

1. Setetes suspensi se

3
m
N
[}
1Y)

bl
’l

epididimis xauda

diletakkan

di atas kaca objek yang bersih, kemudian tetesan sampel

tersebut diratakan dengan menggunakan kaca objek lain

dengan cara mengapusnys cengan baik, himgga tetecsan
sampel tadi merata peda cermukaan kaca cblex.

Z. Sediaan dikeringkan ci ucara hingga karing. lanjutnya
difiksas1l dengan mernggurakan TfTiksatif alkohol asetat
(3 bagian etancl absoiut @ ! bagiam asam asestat gla-

kelebihan zat warna, kemucdian dikaringkan.

().

iam =

seberntar,

-

S. Setelah sediaarn mengering, kemudiarn ditutus dengan kaZa

penutup dengan perekat entslan.

4
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Lampiran 4

Pembuatan larutan uji

tarutan MAA dosis 300 mg/kg bb:

Volume untuk pemberian zat secara "gavage'" dalam

litiamn 1ni ditentukan sebanyak C,1 ml larutan MAR/10

mercit = 10 ml larutan MAA/kg bb mencit.

i

Jadi dosis 300 mg/kg bb

MAA murni padsa suhu kamar berbentuk cair dengan berat

1,172. Dari rumus :

volume = massa : berat Jenis

maka untuk mendapatkan 0.30C gram MAA diperlukan cairan

murni dengan vcoclume C,30C 1,172

= 0,26 =l

Jadi untuk setiap 10 ml larutan MAA dosis 300 mg/kg bb

7&

pene-

g bb

300 mg MAA murni/10 ml larutan
0,300 g MAA murni/10 ml larutan

Jenis

MARA

di-

perlukan MAA murni sebanyaxk 0,Z& ml dan akuabides sebanyax

9,74 mi. Banyaknya larutan MAR vang dibuat disesuaikan

dengan kzp2rliuan.
Untul membuat larctan MAA dosis 100, 123, 150,

dan 2235 mg/lkg bb. digunakan care yang sama.
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