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ABSTRACT

The process of spermatogenesis is sensitive to nicotine, a main component of cigarette smoke.
This study aimed to observe the effect of nicotine injection on motility, viability, and membrane
integrity of the spermatozoa of mice (Mus musculus). The mice were 10 weeks old, weighing about
20 grams, and in healthy and fertile conditions. Mice were adapted for 1 week by being given feed in
the form of pellets and drinking water every day. Twenty of the mice were divided into four groups.
Group K as a control was injected with 0.9% NaCl at 2.5 mg/Kg bw. Group P1 was injected with
nicotine at 2.5 mg/Kg bw. P2 was injected with nicotine at 5 mg/Kg bw. Group P3 was injected with
nicotine at 10 mg/Kg bw. The injection was carried out subcutaneously as much as 0.5 ml once a day
for 35 days. Data analysis used the Analysis of Variances (ANOVA), followed by Duncan's Multiple
Range Test. The results showed that the viability, motility, and membrane integrity of the
spermatozoa decreased significantly (p <0.05) according to the increase in the dose of nicotine
injected. It could be concluded that subcutaneous nicotine injection linearly decreased the maotility,
viability, and membrane integrity of the spermatozoa of mice.
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PENDAHULUAN Secara morfologi spermatozoa memiliki tiga

Nikotin banyak digunakan dalam industri
rokok sebagai komponen utama karena memiliki
sifat addiktif tinggi dan bertanggung jawab
menyebarkan perilaku merokok sehingga susah
untuk berhenti (Siqueira, 2017). Data WHO
yang dirilis Global Youth Tobacco Survey tahun
2014 menunjukkan bahwa prevelensi perokok
remaja lelaki pada rentang 13-15 tahun adalah
35,3%. Catatan World Health Organization
(WHO, 2015) menunjukkan jumlah perokok
lelaki sebesar 75% dari total penduduk
Indonesia.

Nikotin dapat menyebabkan pembentukan
spermatozoa menurun. Spermatozoa merupakan
sel reproduksi jantan yang dihasilkan oleh testis.

bagian utama terdiri dari kepala, leher, dan ekor.
Spermatogenesis adalah proses pembentukan
spermatozoa dari sel-sel spermatogonium yang

mengalami beberapa kali pembelahan dan
differensiasi (Reece et al., 2014). Proses
pembentukan spermatozoa sangat sensitif

terhadap pengaruh dari luar misalnya yang
ditimbulkan oleh asap rokok. Nikotin memiliki
partikel yang sangat kecil untuk mengaktifkan
sistem imun dan dapat melewati sawar darah
otak (Thorn et al., 2017).

Perokok pasif yang terpapar nikotin
menyebabkan motilitas spermatozoa menurun
karena meningkatkan jumlah lipid peroksida dan
menimbulkan  kerusakan serta penurunan
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integritas membran spermatozoa sehingga
mengurangi  motilitas, merusak membran
spermatozoa, dan membunuh spermatozoa
(Batubara et al., 2013). Nikotin dapat
menyebabkan  penurunan  kadar  hormon
reproduksi  seperti  testosteron.  Hormon
testosteron yang dihasilkan oleh sel Leydig
berguna untuk menjaga terjadinya proses
spermatogenesis tetap berlangsung (Oyeyipo et
al., 2013).

Nikotin juga dapat menyebabkan kerusakan
pada organ testis. Kerusakan yang ditimbulkan
berupa kacaunya tubulus seminiferus, luruhnya
sel germinal epithelium, dan bayaknya sel
spermatosit dan spermatid yang rusak akibat
proses spermatogenesis yang terganggu. Jumlah
sel leydig yang menurun yang dan penebalan
dinding arteriol pada tubulus seminiferus juga
teramati pada hewan coba yang diberi nikotin
(Gawish et al., 2010; Jana et al., 2010).
Berdasarkan latar belakang diatas, tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui efek dari
injeksi nikotin terhadap motilitas, viabilitas, dan
integritas membran spermatozoa mencit jantan.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini menggunakan mencit jantan
berumur 3 bulan sebanyak 20 ekor dengan berat
20 gram yang didapat dari Pusat VVeteriner Farma
Surabaya. Penelitian dilaksanakan berdasarkan
persetujuan  Komisi  Etik  Penelitian No
267/HRECC.FODM/V1/2020.

Pemeliharaan hewan coba

Hewan coba dipelihara dalam Laboratorium
Hewan Coba Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Airlangga. Hewan coba diadaptasi
selama satu minggu dalam kandang yang terbuat
dari plastik dengan ukuran 40 cm x 30 cm x 12
cm. Alas kandang diberi sekam dan diganti
setiap tiga hari sekali. Pelet komersial dan air
ledeng diberikan setiap hari.

Pemberian perlakuan

Hewan coba dibagi kedalam empat
kelompok secara acak masing-masing 5 ekor.
Kelompok kontrol (PO): injeksi subkutan larutan
NaCl 0,9% dosis 2,5 mg/Kg bb, Perlakuan 1
(P1): injeksi subkutan nikotin dosis 2,5 mg/Kg
bb, Perlakuan 2 (P2): injeksi subkutan nikotin
dosis 5 mg/Kg bb, Perlakuan 3 (P3): injeksi

subkutan nikotin dosis 10 mg/Kg bb. Perlakuan
injeksi subkutan dilakukan setelah adaptasi satu
minggu dan dilakukan setiap hari selama 35 hari
dan dimulai pada pukul 08.00 WIB sampai
selesai.

Pengambilan sampel

Hari ke-36 hewan coba dilakukan euthanasi
dengan cara dislokasi cervicalis dan dibedah
menggunakan alat bedah untuk diambil testis
dan cauda epididimis. Cauda epididimis
dipisahkan dengan memotong bagian proximal
corpus epididimis dan bagian distal vas
defferens. Cauda epididimis yang sudah terpisah
diletakkan pada cawan petri berisi 1 ml NaCl
0.9%. Selanjutnya cauda epididimis dipotong-
potong dan diaduk sehingga terbentuk suspensi
spermatozoa (WHO, 2010).

Pengamatan motilitas spermatozoa

Suspensi  spermatozoa diteteskan pada
object glass dan diamati menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 400x. Periksa
empat lapang pandang hingga mendapat 100
spermatozoa. Pergerakan spermatozoa dinilai
menggunakan tiga kategori, yaitu: Progressive
motility (PR): Spermatozoa yang aktif baik
bergerak lurus atau membuat lingkaran besar
bagaimanapun kecepatannya. Non-progressive
motility (NP): Berbagai macam gerakan akan
tetapi tidak bergerak maju. Immotile (IM): Tidak
bergerak sama sekali. Spermatozoa yang normal
adalah spermatozoa pada kategori Progresive
motilitity (PR).

Pengamatan viabilitas spermatozoa

Pemeriksaan viabilitas dilakukan dengan
memberikan eosin/negrosin pada suspensi dan
dibuat preparat ulas setipis mungkin kemudian
panaskan diatas nyala api selama 15 detik setelah
itu amati dibawah mikroskop dengan perbesaran
400x. Periksa 4 lapang pandang hingga
mendapat 100 spermatozoa. Spermatozoa yang
terhitung dinilai dalam dua kategori, yaitu
spermatozoa yang tidak terwarnai atau bening
dan spermatozoa yang terwarnai. Spermatozoa
yang normal adalah spermatozoa yang tidak
terwarnai atau bening.

Pengamatan integritas membran
Sebanyak 0,1 ml suspensi spermatozoa
dicampur dengan 0,9 ml larutan HOS Test dan
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diinkubasi pada suhu ruang selama satu jam.
Suspensi  spermatozoa selanjutnya dibuat
preparat ulas dengan pewarna eosin/negrosin
kemudian panaskan diatas nyala api selama 15
detik setelah itu amati dibawah mikroskop
dengan perbesaran 400x. Empat lapang pandang
diperiksa hingga didapatkan 100 spermatozoa.
Spermatozoa yang terhitung dinilai dalam dua
kategori, yaitu spermatozoa yang mengalami
pembengkakan pada ekor atau ekor yang
melengkung, dan spermatozoa yang tidak
mengalami  perubahan. Spermatozoa yang

normal adalah spermatozoa yang mengalami
peruahan pada ekornya.

HASIL

Penyuntikan  nikotin  secara subkutan
menyebabkan penurunan viabilitas, motilitas
dan  integritas  membran  spermatozoa
dibandingkan kelompok kontrol. Dosis nikotin
yang lebih tinggi diikuti dengan penurunan
secara nyata (p <0,05) viabilitas, motilitas dan
integritas membran spermatozoa (Tabel 1).

Tabel 1 Viabilitas, motilitas dan integritas membran spermatozoa mencit (%) setelah injeksi nikotin

viabilitas motilitas integritas membran
PO 80,60 + 1,24 ¢ 81,60+ 1,519 67,80 +1,78 ¢
P1 29,20 +1,03¢ 52,40 +1,81° 41,40 +2,07 ¢
P2 22,00+ 1,45° 20,60 + 1,14 ° 21,80+1,92°
P3 12,80 £1,152 13,0+ 1,582 19,60 + 1,142

Superskrip yang tidak sama dalam satu kolom menunjukkan perbedaan nyata (p <0,05); PO=larutan
NaCl 0,9% dosis 2,5 mg/Kg bb; P1= nikotin dosis 2,5 mg/Kg bb; P2=nikotin dosis 5 mg/Kg bb;
P3=nikotin dosis 10 mg/Kg bb; injeksi dilakukan secara subkutan setiap hari selama 35 hari.

DISKUSI

Berdasarkan data yang telah dikumpulkan
terlihat bahwa nikotin dapat menyebabkan
penurunan motilitas, viabilitas, dan integritas
membran spermatozoa normal pada mencit. Hal
ini sesuai dengan hasil penelitian sebelumnya
bahwa konsentrasi nikotin dalam tubuh dapat
menurunkan pergerakan motilitas spermatozoa
progresif — secara  signifikan.Tidak  hanya
motilitas, tetapi nikotin berperan dalam
menurunkan viabilitas spermatozoa pada mencit
yang diberi perlakuan (Condorelli et al., 2013).
Penurunan motilitas spermatozoa akan diikuti
dengan penurunan viabilitas karena spermatozoa
yang tidak bergerak dianggap mati karena saat
diberi pewarna eosin/negrosin spermatozoa akan
terwarnai (Oyeyipo et al., 2011). Hal ini dapat
berhubungan karena nikotin dapat menganggu
sekresi hormon testosteron. Penurunan hormon
testosteron  dapat  mengganggu  proses
spermatogenesis sehingga banyak spermatozoa
yang mati, atau abnormal (Oyeyipo et al., 2013;
Rahmawati, 2013). Pemberian nikotin pada tikus
Sprague — Dawley jantan juga menurunkan
jumlah sperma (Budin et al., 2017), motilitas
sperma, dan viabilitas sperma (Fairuz et al.,

2011) sekaligus meningkatkan persentase
sperma dengan morfologi abnormal.
Meningkatnya jumlah morfologi sperma yang
abnormal setelah paparan nikotin (Rahimi-
Madiseh et al., 2020). Radikal bebas dalam
nikotin dapat menginduksi stres oksidatif
melalui peroksidasi lipid dan oksidasi protein
pada jaringan testis (Budin et al., 2017).
Sebagai radikal bebas, nikotin dapat
menyebabkan terjadinya stres oksidasi akibat
adanya ketidak seimbangan antara produksi
antioksidan dan reactive oxygen species (ROS).
Apabila ROS menyerang membran lipid maka
akan terjadi lipid peroxidation (LPO) (Henkel,
2011; Takeshima et al., 2018). Terjadinya LPO
menyebabkan nikotin menyerang asam lemak
tak jenuh untuk menciptakan asam peroksidase
radikal. Asam peroksidase radikal akan bereaksi
dengan molekul lemak sehingga akan terjadi
oksidasi pada membran spermatozoa. Akibat
tingginya asam lemak tak jenuh akibat reaksi
oksidasi maka membran spermatozoa menjadi
rusak. Hasil akhir dari LPO adalah senyawa
toksik malodialdehyde (MDA) yang bersifat
mutagen sehingga secara tidak langsung
merusak DNA (Fitria et al, 2013; Wagner et al.,
2018). Nikotin merusak motilitas sperma dan
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memiliki efek merugikan pada fungsi
mitokondria sperma, apoptosis dan integritas
DNA (Condorelli et al., 2017).

KESIMPULAN

Injeksi nikotin subkutan dapat menurunkan
motilitas, viabilitas, dan integritas membran
spermatozoa pada mencit.
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