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Abstract

The purpose of this study was to investigate the effects of vitamin E on spermatogenic
cell number in mice treated with 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). Five
experimental groups of a combination of TCDD and vitamin E were designed as follows: 0
ng/kg/d and 0 mg/kg/d (control negative group P0), 100 ng/kg/d and 0 mg/kg/d (control
positive group, P1), 100 ng/kg/d and 11 mg/kg/d (Group P2), 100 ng/kg/d and 20 mg/kg/d
(Group P3), and 100 ng/kg/d and 37 mg/kg/d (Group P4) respectively. Vitamin E and TCDD
were given by oral gavage for 5 weeks. The results demonstrated that TCDD decreased
spermatogenic cell number. vitamin E at 37 mg/kg antagonized the decline of spermatogenic
cell number.The results indicate that vitamin E antagonizes the reproductive endocrine
toxicity and alleviates the changes in spermatogenesis caused by TCDD.
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Pendahuluan

Bahan 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD) bersifat lipofilik, memiliki
tingkat metabolisme dan ekskresi yang
rendah, sehingga cenderung terakumulasi
dalam tubuh (Yin et al.,, 2012).TCDD
memiliki efek toksik multi organ (WHO,
2010). Menurut Latchoumycandane et al.
(2002) TCDD merupakan bahan toksik terhadap
sistem reproduksi dan dapat mengurangi
fertilitas, menekan pertumbuhan dan
maturasi spermatozoa serta menurunkan
kadar testosteron, GnRH, FSH, LH . Selain
itu, TCDD dapat menghancurkan pertahanan
antioksidan pada sistem chondrosomes dan

cytomicrosomes testis, menyebabkan stres
oksidatif sehingga dapat menurunkan kemampuan
reproduksi.

Spermatogenesis diatur oleh hipotalamus,
kelenjar pituitari dan testis. Neuron spesifik
dari hipotalamus mensintesis gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) yang menginduksi
produksi LH dan FSH. LH menginduksi
sintesis testosteron oleh sel leydig. FSH
mempengaruhi sel sertoli, menginduksi
produksi androgen-binding protein (ABP)
dan menginduksi produksi aktivin dan
inhibin oleh sel sertoli. Aktivin dan inhibin
mempengaruhi rilis dalam hipotalamus dan
hipofisis (Brehm dan Steger, 2005). Penekanan
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terhadap biosintesis testosteron dapat menghambat
spermatogenesis.

Efek dioksin mengganggu aktivitas
endokrin dimediasi oleh AhR. AhR
mengaktifkan TCDD menginduksi ekspresi
CYP1Al dan dapat berinteraksi dengan
AR. Selain berinteraksi dengan AR dioxin
juga dapat mengikat ABP (Zhou et al.,
2002). TCDD mengikat AhR dalam
sitoplasma. Kompleks ikatan AhR dan dioksin
mengalami konformasi perubahan dan
tertranslokasi ke nukleus. Selanjutnya
ikatan ini akan melalakukan heterodimer
dengan faktor transkripsi lain, yaituArnt.
Heterodimer ini akan berinteraksi dengan
dioxin-responsive enhancer elements (DRE)
yang terletak pada permukaan gen target
dan mengaktifkan berbagai faktor transkripsi
pada inti sel. Heterodimer AhR-Arnt
menghasilkan stimulasi gen sitokrom P450
dan akibatnya meningkatkan produksi sitokrom.
Sitokrom P450 merupakan enzim Kkhusus
dari generasi profesional ROS karena
aktivitas biokimia agen toksik. Sitokrom
ini terbentuk dan berpartisipasi dalam
proses lanjut  metabolisme  dioksin
(Dobrzynski et al., 2009). Ahr dan Arnt
dalam saluran reproduksi jantan dewasa
terdeteksi di  semua organ (testis,
epididimis, vas deferens, prostat ventral,
dorsolateral prostat, dan vesikula seminalis)
serta diekspresikan pada spermatosit.

TCDD mampu memberikan efek
toksik selama aktivasi AhR dan cytochrome
P450 (CYP450), sedangkan vitamin E
dapat menghambat transkripsi dan ekspresi
dari CYP450 dan gen steroid dehydrogenase
melalui penghambatan induksi TCDD
terhadap aktivasi AhR. Selain itu, vitamin
E dapat menurunkan competitive binding
dari TCDD terhadap AR dan ABP.
Mekanisme penghambatan oleh vitamin E
dikenal sebagai mekanisme antioksidan
chain breaking, dengan demikian vitamin
E memiliki efek antogonis terhadap
toksisitas terhadap TCDD (Yin et al,
2012).Vitamin E tidak hanya efektif
sebagai antioksidan dan imunomodulator,
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tetapi dapat memerangi efek neurotoksik
yang disebabkan oleh TCDD (Kim dan
Yang, 2005).Penelitian ini dilakukan untuk
membuktikan efek berbagai dosis vitamin
E terhadap sistem reproduksi mencit jantan
yang terpapar TCDD. Diharapkan vitamin
E memberikan efek pendekatan untuk
mencegah atau mengurangi toksisitas yang
ditimbulkan oleh TCDD.

Materi dan Metode Penelitian

Hewan coba

Menggunakan mencit (Mus muscullus)
strain BALB/c. Mencit mengalami masa
aklimasi selama 1 minggu. Makan dan
minum diberikan secara ad libitum. Mencit
dikandangkan secara individual dalam
kandang ukuraan 26x15x15 cm, dengan
temperatur dan kelembaban konstan.
Penelitian ini sudah melalui uji kelaikan
etik pada komisi etik penelitian di Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga
Surabaya.

Bahan penelitian

Meliputi pakan mencit yaitu pelet komersil
(Br-1) dan air minum kemasan (club).
Vitamin E (a-tocopherol, Analitical strandart
Sigma T3251). Sebagai induktor toksik
organ reproduksi digunakan 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD, Analitical
strandart Sigma 48599). Pelarut vitamin E
dan TCDD digunakan minyak jagung
(Mazola Corn oil switzerland).

Desain metode eksperimental

Sebanyak 25 ekor mencit jantan sehat
secara acak dibagi dalam lima kelompok.
Dosis TCDD dan Vitamin E masing-
masing yaitu 100 ng/kg/d and 0 mg/kg/d
(kelompok kontrol positif, P1), 100
ng/kg/d and 11 mg/kg/d (Kelompok P2),
100 ng/kg/d and 20 mg/kg/d (Kelompok
P3), and 100 ng/kg/d and 37 mg/kg/d
(Kelompok P4). Kelompok kontrol negatif
(PO) diberikan corn oil 0,1 ml. Dosis
vitamin E ditentukan berdasarkan konversi
dosis optimal untuk mengurangi resiko
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penyakit kronis dari penelitian Institute of
medicine US, (2000). Dosis TCDD
ditentukan berdasarkan hasil penelitian
Fujimaki et al. (2002) dan Yin et al.
(2012). TCDD dan Vitamin E dilarutkan
dalam corn oil, kemudian diberikan secara
peroral selama 35 hari. TCDD diberikan
setiap hari pada pukul 08.00 dan setelah 4
jam dilanjutkan pemberian Vitamin E.
Setelah 35 hari perlakuan, hari ke 36
selurun hewan coba dibunuhpada pukul
08.00.

Teknik pengambilan jaringan testis dan
Pengamatan sel spermatogenik

Dilakukan pembiusan menggunakan ether.
kemudian dilakukan pengambilan jaringan
testis. Organ testis dibuat sediaan histologis
pewarnaan hematoxylin-eosin (HE) sesuai
prosedur standar. Tiga tubulus seminiferus
dipilih secara acak untuk diambil nilai rata-
rata jumlah sel spermatogenik. Jumlah sel
spermatogenik dihitung terpisah meliputi
spermatogonium, spermatosit | dan I,
spermatid dan spermatozoa. Pengamatan
dilakukan pada mikroskop cahaya pembesaran
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400x yang dilengkapi dengan program
optilab viewer.

Analisis Data

Data sel spermatogenik di analisis
menggunakan SPSS 21. Data yang diperoleh
baik jumlah sel spermatogenik dan kadar
testosteron serum  dianalisis  dengan
Analisis Varian (Anava) uji Fisher (F) satu
arah taraf kepercayaan 95% dan bila terjadi
perbedaan signifikan (p < 0.05) dilanjutkan
uji perbandingan rerata setiap kelompok
perlakuan dengan uji Jarak Berganda
Duncan.

Hasil dan Pembahasan

Pengujian jumlah sel spermatogenik
(spermatogonium, spermatosit | dan II,
spermatid dan spermatozoa) pada kelompok
kontrol negatif (PO) menunjukan perbedaan
yang nyata (p<0,05) terhadap kelompok
perlakuan TCDD. Jumlah sel spermatogenik
pada setiap kelompok perlakuan ditampilkan
pada tabel 1.

Tabel 1. Perbandingan rerata jumlah sel spermatogenik (spermatogonium, spermatosit | dan

I1, spermatid dan spermatozoa).

Rerata jumlah

Rerata jumlah  Rerata jumlah  Rerata jumlah

Perlakuan  spermatogonium  spermatosit | spermatid spermatozoa
(%) dan Il (%) (%) (%)
PO 0,11°+0,01 0,16° + 0,01 0,13°+0,01 0,24% + 0,00
P1 0,06°+ 0,01 0,05% + 0,01 0,04% + 0,01 0,05+ 0,01
P2 0,07%+0,01 0,06° + 0,00 0,05° + 0,00 0,05% + 0,01
P3 0,09° + 0,01 0,11°+0,01 0,10°+0,00 0,13" £ 0,00
P4 0,11°+0,01 0,45°+0,01  0,12°+0,01  0,2°£0,01
Keterangan: superskrip (***%) yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan

yang nyata (signifikan) antara perlakuan (p<0,05)

Abnormalitas spermatogenesis dapat
dilihat dari jumlah dan ukuran sel
spermatogenik penyusun tubulus seminiferus
yang berubah, berkurang atau mengalami
perkembangan yang terhenti pada salah
satu tahapan dan adanya kemungkinan
untuk terjadinya pelepasan perlekatan sel
germinalis. Pemberian TCDD diduga

menyebabkan efek samping berupa
infertilitas, pada mencit jantan karena
menyebabkan gangguan proses spermatogenesis
yang selanjutnya akan berdampak pada
penurunan jumlah sel spermatogenik dan
diamater tubulus semininiferus.

Efek toksik TCDD pada penelitian ini
menyebabkan gangguan proses spermatogenesis
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baik pada tahap spermatositogenesis maupun
spermiogenesis. Hal ini sesuai pendapat
Dirican dan Kalender (2012) yang berhasil
membuktikan TCDD mampu meningkatkan
abnormalitas pada proses spermatositogenesis
dan spermiogenesis. Perbedaan penampang
melintang tubulus seminiferus dapat dilihat
dari jumlah sel spermatogenik serta
kepadatan sel yang menyusun tubulus
seminiferus (Gambar 1). Pengaruh TCDD
pada jumlah sel spermatogenik dapat
dilihat pada kontrol positif (Gambar 1).
Pada kontrol negatif, sel spermatogenik
tersusun rapi dengan kepadatan sel yang
tinggi. Spermatogonium tersusun atas 1
lapis, spermatosit | dan Il tersusun 1-2
lapis, dan spermatid tersusun atas 2-3 lapis,
sedangkan pada kontrol positif letak sel
spermatogenik tidak beraturan dengan
kepadatan sel yang rendah.

Pada kelompok perlakuan vitamin E
dosis 37 mg/kg/hari menunjukan kepadatan sel
spermatogonium yang menyerupai kontrol
negatif, sel spermatogonium tersusun rapi
pada lapisannya. Spermatogonium menduduki
lapisan paling basal yang berjumlah 1
lapis. Pengaruh pemberian  vitamin E
terhadap pemulihan jumlah sel spermatogonium
setelah pemberian TCDD dapat dilihat dari
perbedaan jumlah spermatogonium antara
kontrol positif yang diberikan TCDD
dengan perlakuan kombinasi TCDD dan
vitamin E.

Jumlah spermatosit | dan Il ini jika
dilihat dibawah mikroskop, jumlah sel
tertinggi yang terdapat pada kelompok
vitamin E dosis 37 mg/kg/hari. Lapisan
spermatosit | dan Il tersusun rapi pada
kelompok perlakuan tersebut. Namun
lapisan spermatosit | dan Il tampak tidak
beraturan pada kelompok kontrol postif,
karena kepadatan sel tersebut menurun
(Gambar 1).

Pada penelitian ini menunjukkan
bahwa mencit yang menerima paparan
TCDD peroral secara signifikan mengalami
gangguan spermatogenesis, terlihat dari
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jumlah sel spermatogenik yang signifikan
menurun. Penurunan jumlah sel spermatogenik
bisa disebabkan oleh efek samping dari
TCDD pada spermatogenesis. Efek berbahaya
dari TCDD pada spermatogenesis dapat
berasal dari gangguan hormonal. Penurunan
jumlah sel spermatogenik yang signifikan
merupakan salah satu indikator dari
toksisitas biokimiawi pada sistem reproduksi
yaitu ketidakstabilan kadar testosteron
(Oda dan Maddawy, 2012).

Pengaruh TCDD terhadap penurunan
jumlah spermatozoa dianggap sebagai
mekanisme yang paling sensitif. AhR dan
Arnt juga diekspresikan pada spermatosit,
di mana dianggap memainkan peran dalam
mengatur apoptosis spermatosit (Schultz et
al., 2003). AhR dan Arnt dalam berbagai
organ saluran reproduksi jantan dewasa
terdeteksi di semua organ (testis, epididimis,
vas deferens, prostat vitamin Entral,
dorsolateral prostat, dan vitamin Esikula
seminalis) (Suominen et al., 2003).
Penelitian yang dilakukan oleh schultz et
al (2003) menunjukkan distribusi kompleks
AhR dan Arnt dalam protein mRNA testis
golongan rat dan manusia. AhR dan Arnt
memediasi efek langsung TCDD pada sel
testis pada golongan rat dan manusia.

Efek merugikan lain dari TCDD
adalah terganggunya interaksi antar sel
dalam testis, gangguan perkembangan dari
sel germinal, gangguan spermatogenesis,
penipisan enzim antioksidan dan peningkatan
tingkat peroksidasi lipid. Mekanisme stres
oksidatif yang ditimbulkan TCDD dapat
dejelaskan bahwa produk yang terbentuk
selama steroidogenesis normal dapat bertindak
sebagai pseudosubstrat dan berinteraksi
dengan P450, sehingga terbentuk kompleks
pseudosubstrate-P450-02, yang merupakan
sumber kerusakan karena ketidakmampuan
pseudosubstrat untuk menangkal radikal
bebas (Mathur and D’Cruz, 2011).
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Keterangan:

1. Spermatogonium
2.Spermatosit |

3. Spermatid bulat
4, Spermatozoa

5. Sel sertoli

Gambar 1. Potensi vitamin E terhadap jumlah sel spermatogenik dan diameter tubulus
seminiferus pada mencit (Mus musculus) yang terpapar 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioxin (TCDD). Preparat histopatologi pewarnaan HE, pembesaran 400x.

Penelitian yang dilakukan oleh Yin et al.
(2012) menemukan bahwa spermatozoa,
spermatosit, dan spermatogonia teridentifikasi
mengalami pelepasan perlekatan. Selain itu
terjadi nekrosis pada spermatosit dan
spermatogonia. Pada penelitian ini kemungkinan
penurunan jumlah sel spermatogenik juga
disebabkan oleh mekanisme yang sama
pada penelitian sebelumnya tersebut.
Chang et al. (2009) membuktikan
bahwa antioksidan termasuk alpha-
tocopherol dapat mengurangi ekspresi
CYP1A1 yang diinduksi oleh TCDD dan
memiliki efek penghambatan pada aktivitas
promotor CYP1AL. Terjadi penurunan aktivasi
AhR yang terinduksi oleh TCDD, aktivitas
CYP1A1l dan aktivitas Ecto-ATPase.
Singkatnya, temuan ini menunjukkan
bahwa penekan transkripsi CYP1Al yang
terinduksi oleh TCDD melalui penekanan
aktivasi AhR fungsional. Penghambatan

Ecto-ATPase dapat mengurangi produksi
ATP vyang diperlukan untuk translokasi
elektron AhR. Ecto-ATPase adalah enzim
utama yang bertanggung jawab untuk
melepaskan energi dari  ATP yang
digunakan dalam translokasi AhR ke ligan
elektron. Mekanisme lain yang potensial
adalah memodulasi status fosforilasi kompleks
AhR.

Mengingat bahwa vitamin E menurunkan
aktivasi AhR yang terinduksi oleh TCDD,
dapat dibayangkan bahwa vitamin E dapat
digunakan untuk pencegahan dan pengobatan
akut maupun kronis intoksikasi TCDD
(Chang et al., 2009). Penelitian ini dilakukan
untuk mengevaluasi pengaruh TCDD pada
organ reproduksi jantan terhadap jumlah
sel spermatogenik dan untuk menilai peran
vitamin E yang bersifat memperbaiki
kerusakan yang disebabkan oleh TCDD.
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TCDD terlihat dapat menurunkan
jumlah sel spermatogenik dalam tubulus
smeiniferus, namun kadar testosteron pada
perlakuan ini meningkat secara signifikan.
Hal ini dapat dijelaskan bahwa efek
dioksin mengganggu aktivitas endokrin
dimediasi oleh reseptor aril hidrokarbon
(AhR). Sistem AhR memiliki beberapa
karakter yang menarik salah satunya dapat
mengikat androgen receptor (AR) dan
androgen binding protein (ABP) (Kakeyama
and Tohyama 2003). Pengikatan terhadap
AR dan ABP akan mengganggu mekanisme
transportasi testosteron kedalam tubulus
seminiferus. Gangguan terhadap transportasi
testosteron kedalam tubulus seminiferus
akan mengganggu proses seprmatogenesis
dengan berkurangnya jumlah sel spermato-
genik. Konsentrasi intratubular testosteron
sangat mempengaruhi tahap awal pengemba-
ngan sel germinal. Penekanan terhadap
biosintesis testosteron dapat menghambat
spermatogenesis. Teramati bahwa fase
spermatogenesis yang lebih tua yaitu
spermatid dan spermatozoa belum mampu
memberikan hasil yang setara dengan
perlakuan kontrol negatif. Hal ini sejalan
dengan penelitian Dirican dan Kalender
(2011) yang menyatakan bahwa paparan
TCDD sangat kuat pada sel germinal epitel
yang lebih dewasa yaitu spermatid dan
spermatozoa. Selain itu, rendahnya kadar
testosteron pada intratubulus seminiferus
sangat berbengaruh pada blood testis
barrier (BTB). Selain mendukung BTB,
testosteron juga diperlukan untuk adesi
Sertoli-spermatid dan pelepasan spermatozoa
dewasa ke dalam lumen tubulus seminiferus
(Walker, 2009).Testosteron mengontrol sel
germinal yang sedang berkembang terutama
spermatid. Adanya gangguan pada hormon
testosteron menyebabkan spermatid prematur
terlepas dari epitel. Selin itu testosteron
mempengaruhi  fungsi perekat antara
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spermatid dan sel Sertoli, sehingga terjadi
lepasnya perlekatan spermatid dari epitel.

Efek menguntungkan dari vitamin E
sebagian besar karena sifat antioksidan
yang larut lipid dan memainkan peran
sebagai pelindung utama terhadap stres
oksidatif dan mencegah produksi peroksida
lipid dengan pembilasan radikal yang
beracun, produk sampingan dari proses
metabolisme dalam membran biologis
pada testis. Selain itu, vitamin E penting
dalam mempertahankan integritas fisiologis
testis, epididimis dan aksesori kelenjar
yang memiliki peran penting dalam
spermatogenesis dan pematangan spermatozoa
(Oda and Maddawy, 2012).

Fungsi utama vitamin E tampaknya
sebagai chain-breaking antioksidan nonspesifik
yang mencegah penyebaran radikal bebas.
vitamin E memiliki toksisitas yang sangat
rendah. Vitamin E memiliki efek perlindungan
yang berperan dalam kerusakan oksidatif
dari testis. Mekanisme perlindungan
vitamin E melalui kemampuannya dengan
cepat dan efektif mengikat radikal peroxyl
lipid sebelum serangan terjadi pada
membran lipid testis dan sel spermatogenik.
Selain itu, vitamin E merupakan sistem
pertahanan non-enzimatik testis dalam
mitokondria, spermatozoa, dan mampu
menghambat peroksidasi kerusakan testis.
Vitamin E memiliki peran penting dalam
pemeliharaan dan kelangsungan hidup
spermatid (Chandra et al., 2010). Hal ini
sejalan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Alsharif dan Hassoun (2003) vitamin
E secara signifikan menurukan superoxide
pada percobaan invitro menggunakan
C57BL/6J mice yang terpapar TCDD.

Mekanisme efek antagonis vitamin E
terhadap TCDD merupakan respon dari
abilitas vitamin E untuk menekan aktivasi
ekspresi gen target AhR dan stres oksidatif
yang disebbakan oleh TCDD. Upregulasi
TCDD terhadap transkripsi dan ekspresi
dari berbagai cytochrome-P450 melalui
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AhR dilawan oleh vitamin E melalui
aktifitas penekanan terhadap produksi P450
sampai tingkat mMRNA (Yin et al.,2012).

Kesimpulan

Vitamin E memiliki efek antagonis
terhadap toksistas TCDD pada proses
spermatogenesis dan dosis efektif vitamin
E sebagai pemulihan tertinggi terhadap
toksisitas TCDD adalah 37 mg/kg/hari.
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