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Abstract

The objective of this experiment was to evaluate the effects of isoflavone-riched soybean flour
with different levels of isoflavone on testosterone level, total Leydig cells, and total
spermatogenic cells in the seminiferous tubules of male rats. Diet was given as isonitrogen and
isocaloric with 10% of dietary protein from casein. Twenty five male of Sprague Dawley
weaning rats (21 days old) were divided into five groups and treated with isoflavone-riched
soybean flour by oral administration with different levels (dosages). The treatment was
conducted for 2 months. The treatment of isoflavone-riched soybean flour with higher dosage of
isoflavone increased the testosterone levels in the serum and the total Leydig cells in the
seminiferous tubules of male rats. The optimum dosage of isoflavone was 1.5 mg/day resulted in
the highest total spermatogenic cells of rat testes. The treatment isoflavone-riched soybean flour
with 1.5 mg isoflavone/day on male rats resulted in the testosteron level of 2.96+0.45 ng/ml, total
Leydig cells 70.22+9.34; while the number of spermatogonia, spermatocytes, early spermatids,
late spermatids, and total spermatogenic cells were 48.44+4.82, 60.00+3.43, 221.56+ 16.12,
164.33+17.94, and 494.33+32.94, respectively.
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Abstrak

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengevaluasi pengaruh tepung kedelai kaya isoflavon pada
berbagai tingkatan dosis isoflavon terhadap kadar hormon testosteron serum, jumlah sel
Leydig dan jumlah sel spermatogenik pada tubuli seminiferi testis tikus jantan. Ransum basal
kasein disusun secara isonitrogen dan isokalori dengan kadar protein ransum sebesar 10%. Dua
puluh lima ekor tikus jantan strain Sprague Dawley umur sapih (21 hari) dibagi dalam lima
kelompok dan mendapat perlakuan tepung kedelai kaya isoflavon secara oral dengan berbagai
tingkatan dosis isoflavon. Perlakuan diberikan selama dua bulan. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pemberian tepung kedelai kaya isoflavon dengan dosis isoflavon yang
semakin tinggi secara signifikan menyebabkan peningkatan kadar hormon testosteron serum
dan peningkatan jumlah sel Leydig. Dosis isoflavon 1,5 mg/ekor/hari merupakan dosis optimum
yang menghasilkan total sel spermatogenik tertinggi. Pemberian tepung kedelai kaya isoflavon
dengan dosis isoflavon 1,5 mg/ekor/hari menghasilkan : kadar hormon testosteron serum 2,96+
0.45 ng/ml; jumlah sel Leydig 70,2249,34; jumlah sel spermatogonia, spermatosit, spermatid
awal, spermatid akhir dan total sel spermatogenik masing-masing sebesar 48,44+4,82;
60,00+3,43; 221,56+16,12; 164,33+17,94; dan 494,33+32,94.

Kata kunci: Tepung kedelai kaya isoflavon, testosteron, sel Leydig, sel spermatogenik
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Pengaruh Tepung Kedelai terhadap Testosteron Serum, Jumlah Sel Leydig dan Jumlah Sel Spermatogenik

Pendahuluan

Produksi spermatozoa serta sintesis dan
sekresi testosteron berlangsung di dalam testis.
Spermatogenesis merupakan suatu  proses
pembentukan spermatozoa yang terjadi secara
berurutan, teratur, dan terus menerus. Proses
spermatogenesis tergantung pada kerja hormon.
Testosteron yang disintesis dalam jaringan
interstisial oleh sel Leydig merupakan faktor
endokrin  penting dalam  gametogenesis
mamalia jantan. Menurut Tendean (2005),
spermatogenesis dibedakan atas
spermatogenesis yang normal secara kualitatif
yaitu lengkapnya tipe sel germinal dan
spermatogenesis yang normal secara kuantitatif
yaitu lengkapnya jumlah sel germinal.

Testis sebagai tempat berlangsungnya
spermatogenesis bersifat sangat rentan terhadap
proses oksidasi oleh radikal bebas. Terdapatnya
radikal bebas pada testis dapat mengubah
kestabilan dan fungsi membran, akibat
terjadinya proses peroksidasi lipid. Peroksidasi
lipid dilaporkan Sanocka dan Kurpisz (2004)
mengakibatkan gangguan spermatogenesis.
Menurut Sikka (2004), terdapatnya radical
scavenger akan membersihkan radikal bebas
pada jaringan-jaringan yang memproduksi
spermatozoa. Sistem pertahanan tubuh yang
dapat digunakan untuk melawan radikal bebas
dipengaruhi oleh tersedianya zat-zat gizi yang
berasal dari bahan pangan yang memiliki
potensi sebagai antioksidan.

Sebagai salah satu golongan flavonoid,
komponen bioaktif isoflavon yang terkandung
dalam  kedelai  dilaporkan  mempunyai
kemampuan sebagai antioksidan, dengan
bertindak sebagai scavenger radikal bebas
(Nijveldt et al., 2001). Dietary antioksidan
sebagai scavenger radikal bebas akan
membersihkan radikal bebas pada jaringan-
jaringan yang memproduksi spermatozoa,
menekan proses oksidasi, peroksidasi lipid dan
kerusakan sel spermatozoa, serta mencegah
kondisi stres oksidatif sehingga diduga dapat
mengurangi kasus infertilitas (Sikka, 2004).

Hasil penelitian yang telah dilakukan
menunjukkan adanya kontroversi  akibat
pemberian  kedelai, produk-produk olahan
kedelai, dan produk turunan kedelai terhadap
kesuburan jantan. Mitchell et al., (2001)
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menyatakan bahwa pada pria umur 18-46 th,
konsumsi isoflavon yang terkandung dalam
produk-produk olahan kedelai dengan dosis
40-70 mg/hari tidak memengaruhi Kkualitas
spermatozoa dan hormon steroid. Atanassova et
al., (2000) melaporkan perubahan berat testis,
berkurangnya volume lumen pada tubuli
seminiferi dan terganggunya spermatogenesis
setelah tikus diberi genistein (salah satu bentuk
isolat isoflavon murni) melalui injeksi pada
dosis 4 mg/kg berat/hari. Sedangkan Fritz et
al., (2003) melaporkan penurunan aktivitas
aromatase testis tikus akibat pemberian
genistein melalui jalur diet konsumsi secara
normal pada dosis 250 mg/kg diet (£ 5 mg
lekor/hari).

Struktur molekul isoflavon kedelai mirip
dengan struktur molekul estrogen, sehingga
dikenal sebagai  fitoestrogen. Hal ini
menyebabkan isoflavon kedelai dapat berikatan
dengan reseptor estrogen (RE), tetapi afinitas
RE ligan tersebut lebih rendah dibanding
estrogen endogen (Miksicek, 1994). Sel epitel
dari jaringan reproduksi seperti kelenjar susu,
ovari dan testis merupakan subjek dari aksi
isoflavon (Anderson dan Garner, 2000).
Mekanisme aksi biologis estrogen adalah
kemampuannya untuk bertindak sebagai
estrogen agonis yang dapat berikatan dengan
RE dan menstimulasi respons estrogen, atau
bertindak sebagai estrogen antagonis yang
dapat berikatan dengan RE tetapi menghambat
respons estrogen (Helferich et al., 2001). Aksi
spesifik ~ fitoestrogen dengan keberadaan
estrogen endogen tergantung pada
konsentrasinya, yaitu aksi agonis terlihat ketika
estrogen terdapat pada konsentrasi rendah,
sedangkan aksi antagonis terlihat pada estrogen
konsentrasi tinggi (Brzozowski et al., 1997
Wang dan Kurzer 1998 diacu dalam Robertson
et al., 2002).

Untuk lebih mencerminkan apa yang
sesungguhnya terjadi akibat konsumsi pangan
alami sumber isoflavon terhadap kadar hormon
testosteron, jumlah sel Leydig dan jumlah sel
spermatogenik pada tubuli seminiferi testis,
dalam penelitian ini digunakan tepung kedelai
kaya isoflavon. Tepung kedelai kaya isoflavon
mengandung kadar isoflavon 3%, dihasilkan
dari biji kedelai tanpa proses kimia atau
penambahan bahan tambahan pangan, serta
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mempunyai rasa dan aroma yang disukai
(Anonim, 1998).

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengkaji asupan antioksidan alami (isoflavon)
yang terkandung dalam tepung kedelai kaya
isoflavon pada berbagai tingkatan dosis
terhadap kadar hormon testosteron, jumlah sel
Leydig dan jumlah sel spermatogenik pada
tubuli seminiferi testis dengan menggunakan
tikus jantan sebagai model.

Metode Penelitian

Bahan utama yang digunakan dalam
penelitian adalah tepung kedelai kaya isoflavon
(TKI) dari perusahaan SoyLife Extra ORFFA
BELGIUM NV, Ambachtsstraat 6-B-1840
LONDERZEEL. n-heksana digunakan untuk
mengurangi lemak pada TKI sehingga diperoleh
TKIrendah lemak (TKI-RL) (Astuti etal., 2008).

Untuk studi in vivo, digunakan tikus
strain Sprague Dawley (SD) jantan umur 21
hari dari PT Indoanilab Bogor. Bahan penyusun
ransum adalah kasein, mineral mix, vitamin
mix, minyak jagung, selulosa, air dan pati
jagung/maizena. Pengukuran kadar hormon
testosteron  serum menggunakan KIT
Testosteron. Bahan kimia untuk pembuatan
preparat jaringan testis dan proses pewarnaan
Hematoksilin Eosin (HE) antara lain NaCl,
larutan fiksatif bouin, alkohol, xylol, parafin,
hematoxylin, eosin, dan entellan.

Perlakuan Hewan Percobaan (in vivo) dan
Sampling

Sebanyak 25 ekor tikus jantan SD umur
sapih (21 hari) terlebih dahulu diadaptasikan di

Tabel 1. Formulasi ransum tikus jantan per 100 g ransum.

lingkungan laboratorium tempat percobaan
selama 1 minggu. Ransum basal kasein disusun
secara isonitrogen dan isokalori dengan kadar
protein 10%, modifikasi Anonim (1990) diberikan
secara ad libitum. Bahan penyusun ransum tikus
jantan adalah kasein, mineral mix, vitamin mix,
minyak jagung, selulosa, air dan pati jagung/
maizena. Setelah masa adaptasi, tikus dibagi 5
kelompok: (1) Kontrol, cekok aquades; (2) cekok
TKI-RL dosis isoflavon (IF) 1,5 mg/ekor/hari;
(3) cekok TKI-RL dosis IF 3 mg/ekor/hari; (4)
cekok TKI-RL dosis IF 4,5 mg/ekor/hari; dan
(5) cekok TKI-RL dosis IF 6 mg/ekor/hari,
sehingga terdapat 5 ulangan pada tiap-tiap
kelompok.

TKI-RL diberikan pada tikus jantan dengan
cara dicekok menggunakan sonde lambung,
dengan melarutkan TKI-RL dalam 1 ml aquades.
Perlakuan diberikan selama 2 bulan. Pemberian
TKI-RL pada tikus jantan secara in vivo
dilakukan berdasarkan pengukuran kandungan
total senyawa isoflavon. Hasil analisis dengan
HPLC terhadap TKI-RL menunjukkan adanya
tiga komponen senyawa isoflavon yaitu
daidzein, genistein, dan glisitein dengan
kandungan total senyawa isoflavon sebesar 2.22
0/100 g bb (Astuti et al., 2008). Pada Tabel 1
disajikan formulasi ransum tikus jantan per 100 g
ransum berdasarkan modifikasi Anonim (1990).

Pada akhir perlakuan, tikus jantan
dikorbankan dengan dipatahkan tulang leher
(dislocasio  cervicalis). Kadar hormon
testosteron serum diamati dari darah yang
diambil pada bagian jantung. Bagian testis
dikoleksi dan dilakukan pengamatan terhadap
morfologi testis.

Komposisi Bahan

Perlakuan Isoflavon (mg/ekor/hari)

0 (Kontrol) 15 3 45 6
Kasein (g) 11,09 11,09 11,09 11,09 11,09
Minyak jagung (g) 7,92 7,92 7,92 7,92 7,92
Mineral mix (g)
ZnS04.7H20 (mg) 4,43 4,43 4,43 4,43 4,43
Vitamin mix Fitkom (g) 1 1 1 1 1
Asam folat (mg) 30 30 30 30 30
Vitamin K (mg) 5 5 5 5 5
Vitamin E (mg) 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7
Selulosa 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
Air 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38
Pati 70,19 70,19 70,19 70,19 70,19
Jumlah 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
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Analisis Kadar Hormon Testosteron Serum
(Anonim, 2003)

Pengukuran
testosteron serum dilakukan dengan metode
Radioimmunoassay (RIA) teknik fase padat
menggunakan kit Coat A-Count® Total
Testosterone.  Prinsip  kerja  berdasarkan
kompetisi antara testosteron serum dan
testosteron berlabel **I untuk terikat pada
antibodi yang spesifik terhadap hormon
testosteron.

Untuk pengamatan terhadap kadar
testosteron serum tikus jantan, darah diambil
dari jantung pada pagi hari dengan
menggunakan syringe steril sekali pakali,
disimpan pada 5°C selama 2 jam, kemudian
dilakukan pemisahan serum dengan
menggunakan sentrifuge pada 5.000 rpm
selama 15 menit. Serum dimasukkan tabung
eppendorf dan disimpan —20°C sampai siap
dianalisis.

konsentrasi hormon
125|

Pengamatan Sel Leydig dan  Sel
Spermatogenik (Kiernan, 1990)

Organ testis dicuci dengan NaCl fisiologis
0,9%, difiksasi dalam larutan Bouin selama 24
jam. Jaringan testis kemudian diproses dengan
metode standar menggunakan parafin. Blok
jaringan yang didapat dipotong + 4 pm dan
dilekatkan pada obyek glass, sehingga diperoleh
potongan jaringan (sediaan). Selanjutnya,
dilakukan proses pewarnaan Hematoksilin
Eosi/[HE menggunakan metode  Kiernan
(1990). Proses pewarnaan diawali dengan proses
pelarutan  parafin  menggunakan  xylol
(deparafinasi). Selanjutnya, dilakukan
pengembalian kandungan air ke dalam jaringan
(rehidrasi) menggunakan alkohol dengan
konsentrasi yang menurun, dimulai dari alkohol
100% sampai dengan alkohol 70%. Kemudian
preparat diletakkan pada air mengalir, dicuci
dengan aquadest dan diwarnai dengan larutan
Hematoksilin. Preparat kembali diletakkan
dalam air mengalir dengan tujuan agar warna
Hematoksilin lebih kuat dan dicuci kembali
dengan aquadest sebelum diwarnai dengan
Eosin. Setelah diwarnai, kandungan air dalam
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jaringan ditarik kembali (dehidrasi) dengan
alkohol dengan konsentrasi meningkat, mulai
alkohol 70% sampai alkohol 100%, kemudian
dijernihkan (clearing) dengan xylol. Langkah
terakhir adalah perekatan dengan entellan dan
ditutup dengan kaca penutup (mounting).
Setelah dilakukan pemotretan dengan mikrofoto,
jumlah sel Leydig pada jaringan interstitial dan
jumlah sel-sel spermatogenik pada tiap tahap
perkembangan spermatogenesis dihitung pada
sembilan tubuli seminiferi untuk tiga ulangan
pada tiap kelompok perlakuan.

Analisis Data

Data diolah dengan uji sidik ragam
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
untuk mengetahui pengaruh perlakuan terhadap
parameter yang diuji. Untuk mengetahui
perbedaan  antarperlakuan, data  yang
menunjukkan pengaruh nyata selanjutnya diuji
dengan Duncan Multiple Range Test (DMRT).

Hasil dan Pembahasan

Hormon Testosteron Serum dan Jumlah Sel
Leydig

Kelompok yang mendapat cekok TKI-
RL dengan empat tingkatan dosis isoflavon
menghasilkan kadar hormon testosteron dan
jumlah sel Leydig lebih tinggi dibanding
kelompok kontrol. Hasil pengukuran terhadap
kadar hormon testosteron (Gambar 1) sejalan
dengan hasil perhitungan jumlah sel Leydig
(Gambar 2) pada tubuli seminiferi testis tikus.
Kelompok yang dicekok TKI-RL dengan dosis
isoflavon (IF) 4,5 mg/ekor/hari dan 6
mg/ekor/hari  menghasilkan kadar hormon
testosteron dan jumlah sel Leydig yang paling
tinggi secara nyata (p<0,05) bila dibanding
kelompok lainnya. Tidak terlihat adanya
perbedaan kadar hormon testosteron dan
jumlah sel Leydig pada kelompok yang
dicekok TKI-RL dengan dosis IF 1,5 dan 3
mg/ekor/hari. Fotomikrograf sel Leydig pada
testis tikus perlakuan disajikan pada Gambar 3.
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Gambar 1. Kadar hormon testosteron tikus pada berbagai variasi dosis isoflavon.
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Gambar 2. Jumlah sel Leydig tikus pada berbagai variasi dosis isoflavon.

Gambar 3. Fotomikrograf sel Leydig pada testis tikus perlakuan. Jumlah sel Leydig tertinggi secara nyata terlihat
pada kelompok tikus yang mendapat isoflavon dengan dosis 4,5 dan 6 mg/ekor/hari, dibandingkan
kelompok tikus yang mendapat isoflavon dengan dosis 1,5 dan 3 mg/ekor/hari. Jumlah sel Leydig
terendah secara nyata terlihat pada kelompok kontrol. (Pewarnaan HE, skala = 20 um) —¥ = sel
Leydig.

K = Kontrol, cekok aquades I-1,5 = Isoflavon 1,5 mg/ekor/hari

I-3 = Isoflavon 3 mg/ekor/hari  1-4,5 = Isoflavon 4,5 mg/ekor/hari

I-6 = Isoflavon 6 mg/ekor/hari
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Peningkatan kadar hormon testosteron
akibat pemberian TKI-RL sejalan dengan
temuan Fritz et al., (2003), bahwa pemberian
genistein (salah satu komponen senyawa
isoflavon dalam bentuk isolat isoflavon murni)
dalam diet tikus melalui jalur konsumsi secara
normal (oral) pada kadar yang lebih tinggi akan
meningkatkan kadar hormon testosteron. Fritz
et al., (2003) melaporkan bahwa pada
konsentrasi yang semakin tinggi, pemberian
genistein  secara  signifikan  menurunkan
aktivitas aromatase testis. Lebih lanjut
dinyatakan bahwa aktivitas aromatase testis
kelompok kontrol (tanpa pemberian genistein)
sebesar 100%, kelompok yang diberi genistein
250 mg genistein/kg diet (b mg
genistein/ekor/hari) sebesar 81,6%, sedangkan
kelompok yang diberi genistein 1000 mg
genistein/kg diet (= 20 mg genistein/ekor/hari)
sebesar 74,8%.

Pengukuran aktivitas aromatase testis
untuk mengetahui kemampuan testis dalam
mengonversi androgen menjadi estrogen (Hess,
2003). Pada mencit dewasa, aromatase
ditemukan dalam sel Leydig dan sel germinal,
yaitu daerah badan Golgi pada spermatid awal
dan pada flagella spermatid akhir (Nitta et al.,
1993), spermatosit pachytene dan spermatozoa
dari epididimis (Janulis et al., 1998). Beberapa
peneliti juga melaporkan keberadaan aromatase
pada sel Sertoli tikus (Carreau et al., 1999).
Pada manusia, defisiensi aromatase dilaporkan
menyebabkan mutasi genetik yang berhubungan
dengan problem infertilitas. Beberapa kasus
memperlihatkan adanya penurunan konsentrasi
spermatozoa akibat defisiensi aromatase pada
manusia (Carreau et al., 2003). Defisiensi
aromatase pada pasien oligospermia dilaporkan
menyebabkan penurunan berat testis dan
problem infertilitas (Carani et al., 1997 diacu
dalam Luconi, 2002).

Konsentrasi genistein yang tinggi dalam
diet tikus akan menghambat konversi testosteron
ke estrogen, sehingga pengaruh tersebut
berkontribusi menurunkan konsentrasi estrogen
dan mengakibatkan peningkatan kadar hormon
testosteron. Peningkatan testosteron setelah
pemberian genistein merupakan akibat langsung
dari penghambatan aktivitas aromatase, atau
kemungkinan penghambatan aromatase oleh
genistein terjadi sebagai respons meningkatnya
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konsentrasi testosteron (Fritz et al., 2003).
Peningkatan konsentrasi testosteron dilaporkan
Hess (2003) terjadi akibat gangguan pengaturan
umpan balik pada hipotalamus, sedangkan
Hafez dan Hafez (2000) menyatakan tingginya
konsentrasi testosteron dalam darah
menyebabkan mekanisme umpan balik negatif
(negative feedback mechanism) terhadap
hipofisis sehingga produksi LH dan FSH
menurun. Penurunan kadar LH dan FSH akan
menyebabkan hambatan proses
spermatogenesis.

Kelompok yang dicekok TKI-RL dengan
dosis IF 1,5 mg/ekor/hari dan 3 mg/ekor/hari
mengalami  peningkatan  kadar  hormon
testosteron yang lebih tinggi dibanding kontrol.
Hal ini memberikan pengaruh yang lebih baik
terhadap proses spermatogenesis mengingat
kelompok yang dicekok TKI-RL dengan dosis
IF 1,5 mg/ekor/hari menghasilkan jumlah sel
spermatogenik tertinggi (Gambar 4). Tingginya
jumlah sel spermatogenik menunjukkan bahwa
dosis IF 1,5 mg/ekor/hari merupakan dosis
optimum isoflavon yang terbaik.

Tingginya kadar hormon testosteron pada
kelompok yang dicekok TKI-RL dengan dosis
IF 4,5 mg/ekor/hari dan 6 mg/ekor/hari sejalan
dengan peningkatan jumlah sel Leydig pada
kedua kelompok tersebut. Sel Leydig
merupakan tempat utama berlangsungnya
sintesis hormon testosteron. Mengacu pada
penelitian Fritz et al., (2003), diduga pemberian
TKI-RL dengan dosis isoflavon yang semakin
tinggi mengakibatkan rendahnya kadar estrogen
akibat terhambatnya aktivitas aromatase. Dalam
hal ini, peran isoflavon sebagai estrogen agonis
pada dosis tinggi akan menstimulasi respon
estrogen sehingga berpotensi menimbulkan
gangguan. Aktivitas aromatase yang terhambat
diduga menurunkan konsentrasi estrogen dan
mengakibatkan  kadar hormon  testosteron
meningkat. Akibatnya, setelah kedua kelompok
tikus tersebut terekspos senyawa isoflavon pada
dosis tinggi, testis tikus berpotensi mengalami
perubahan dalam perkembangan, morfologi
maupun proses spermatogenesis. Hal ini
mengindikasikan bahwa telah terjadi perubahan
steroidogenesis pada testis kedua kelompok
tersebut.
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Jumlah Sel Spermatogenik

Kelompok yang dicekok TKI-RL dengan
dosis IF 4,5 dan 6 mg/ekor/hari menghasilkan
total sel spermatogenik paling rendah secara
nyata (p<0,05) dibanding kelompok lain,
sedangkan total sel spermatogenik tertinggi
dihasilkan kelompok vyang dicekok TKI-RL
dengan dosis IF 1,5 mg/ekor/hari. Tidak terlihat
adanya perbedaan total sel spermatogenik pada
kelompok kontrol dan kelompok yang dicekok
TKI-RL dengan dosis IF 3 mg/ekor/hari (Gambar
4). Rataan jumlah sel-sel spermatogenik tubuli
seminiferi pada tiap tahapan spermatogenesis
testis tikus perlakuan dengan berbagai variasi
dosis isoflavon tersaji pada Tabel 2, sedangkan
total sel spermatogenik setiap perlakuan
disajikan pada Gambar 4. Gambaran histologis
sel spermatogonia, spermatosit, spermatid awal
dan spermatid akhir pada tubuli seminiferi
setiap perlakuan disajikan pada Gambar 5.

Kelompok yang dicekok TKI-RL dengan
dosis IF paling rendah (1,5 mg/ekor/hari)
menghasilkan total sel spermatogenik tertinggi
dibanding kelompok yang dicekok TKI-RL
dengan dosis IF yang lebih tinggi. Diduga,
dosis 1,5 mg/ekor/hari merupakan dosis isoflavon
yang optimal dan efektif, di mana isoflavon
berperan sebagai estrogen antagonis dengan
bertindak sebagai antioksidan dan menghambat
respon estrogen. Akibatnya, sel testis yang
terlindung oleh antioksidan isoflavon mampu
mempertahankan diri dari serangan oksidatif
senyawa radikal bebas, akumulasi radikal bebas
pada jaringan-jaringan yang memproduksi
spermatozoa dapat dicegah, dan mampu
melindungi  fungsi spermatozoa. Dengan
terlindungnya sel testis dari proses oksidasi,
diduga proses spermatogenesis menjadi tidak
terhambat atau terganggu.

Total sel spermatogenik kelompok yang
dicekok TKI-RL dengan dosis IF 3 mg/ekor/hari
tidak berbeda dengan kelompok kontrol. Hasil
ini memperlihatkan bahwa pemberian TKI-RL
pada dosis IF 3 mg/ekor/hari tidak memberikan
pengaruh yang berarti terhadap total sel
spermatogenik, baik pengaruhnya terhadap
peningkatan maupun penurunan total sel
spermatogenik.
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Total sel spermatogenik terendah terlihat
pada kelompok yang dicekok TKI-RL dengan
dosis IF 4,5 mg/ekor/hari dan 6 mg/ekor/hari.
Timbulnya gangguan akibat sifat estrogen
agonis yang mampu menstimulasi respons
estrogen pada kedua dosis isoflavon tersebut
menyebabkan penurunan aktivitas aromatase
testis tikus, sebagaimana laporan Fritz et al.,
(2003). Pada tikus, penghambatan aktivitas
aromatase dilaporkan menyebabkan penurunan
pematangan spermatid (Nitta et al., 1993),
sedangkan pada mencit, defisiensi aromatase
menyebabkan  tertahannya  proses  awal
spermiogenesis (Robertson et al., 1999 diacu
dalam Adeoya-Osiguwa et al., 2003). Adanya
gangguan spermatogenesis, Yyaitu penurunan
jumlah sel spermatid awal pada mencit yang
kondisinya dibuat kekurangan enzim aromatase.
Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa
produksi estrogen pada jantan dibutuhkan
untuk perkembangan sel benih dan mengontrol
spermatogenesis (Robertson et al., 2002).

Terhambatnya atau terganggunya proses
spermatogenesis pada kelompok yang dicekok
TKI-RL pada dosis IF 4,5 mg/ekor/hari dan 6
mg/ekor/hari  diduga akibat peningkatan
pembentukan radikal bebas karena rusaknya
struktur  membran  plasma  mitokondria
spermatozoa, sehingga proses oksidasi pada sel
testis meningkat. Terjadinya peroksidasi lipid
yang terbentuk setelah aksi senyawa radikal
dapat diukur melalui pengamatan terhadap
kadar MDA. Kelompok yang dicekok TKI-RL
dengan dosis IF 4,5 mg/ekor/hari dan 6
mg/ekor/hari menunjukkan kadar MDA testis
tertinggi dan aktivitas enzim superoksida
dismutase (SOD) testis sebagai salah satu
sistem pertahanan enzim endogen dalam tubuh
yang paling rendah. Peningkatan peroksidasi
lipid pada kelompok tikus yang dicekok TKI-
RL dengan dosis IF 4,5 mg/ekor/hari dan 6
mg/ekor/hari menunjukkan bahwa komponen
membran sel testis kedua kelompok tersebut
bersifat lebih rentan terhadap reaksi oksidasi
sehingga tidak mampu mencegah dan
menghambat reaktivitas senyawa radikal bebas
dalam tubuh, dan berakibat terhadap
peningkatan kerusakan membran sel testis, atau
kerusakan membran plasma spermatozoa
(Astuti et al., 2008).
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Tabel 2. Rataan jumlah sel-sel spermatogenik tubuli seminiferi pada tiap tahapan spermatogenesis testis tikus
perlakuan dengan berbagai variasi dosis isoflavon.

Perlakuan Jumlah Sel Kelamin Jantan
Spermatogonia Spermatosit Spermatid Awal  Spermatid Akhir
Kontrol, cekok aquades 40,33 +4,82° 49,67 +3,81° 211,22 +16,02 ¢ 130,22 + 18,17"
Isoflavon 1,5 mg/ekor/hari 48,44 +4,82° 60,00 + 3,43 221,56 + 16,12 ° 164,33 + 17,94 °
Isoflavon 3 mg/ekor/hari 38,78 +2,77° 49,33+5,27° 192,44 + 11,79 " 148,67 + 16,11 °¢
Isoflavon 4,5 mg/ekor/hari 32,00 +2,45° 44,67 + 4,47 ° 170,00 + 21,04 2 109,67 + 19,91 2
Isoflavon 6 mg/ekor/hari 29,56 + 2,55 ° 4433 +4,72° 158,78 + 10,26 106,44 + 16,49

Angka yang diikuti oleh huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan adanya perbedaan nyata (p<0,05).

600
500 +

400 |
300 -
200 - b c

Total Sel Spermatogenik

100 -+

Kontrol (0) 15

3

4.5

Perlakuan (Isoflavon mg/ekor/hari)

Gambar 4. Rataan total sel spermatogenik tubuli seminiferi pada jaringan testis tikus perlakuan
dengan berbagai variasi dosis isoflavon.

Y

Gambar 5. Fotomikrograf tubuli seminiferi pada testis tikus perlakuan. Kelompok yang mendapat isoflavon pada

dosis 4,5 dan 6 mg/ekor/hari menghasilkan jumlah sel-sel spermatogenik paling rendah secara nyata

dibandingkan dengan kelompok

lainnya. Pemberian

isoflavon pada dosis 1,5 mg/ekor/hari

menghasilkan jumlah sel spermatogenik paling tinggi secara nyata dibandingkan kelompok yang
mendapat isoflavon pada dosis 3; 4,5 dan 6 mg/ekor/hari. (Pewarnaan HE, skala = 50 pum).
Keterangan : a = Spermatogonia; b = Spermatosit; ¢ = Spermatid Awal; d = Spermatid Akhir.

K = Kaontrol, cekok aquades
I-3 = Isoflavon 3 mg/ekor/hari
I-6 = Isoflavon 6 mg/ekor/hari

I-1,5 = Isoflavon 1,5 mg/ekor/hari
1-4,5 = Isoflavon 4,5 mg/ekor/hari
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Astuti dan Sutyarso

Menurut O’Connell et al., (2002) selama
spermatogenesis, mitokondria dari sel benih
jantan mengalami perubahan dan morfologi
yang dramatik, yang dapat memulai mutasi
mtDNA. Mutasi mtDNA dilaporkan dapat
terjadi dan terakumulasi pada spermatid atau
selama spermatogenesis, sehingga hal ini akan
mengganggu fungsi respirasi mitokondria
sebagai organel sel spermatozoa yang
memproduksi energi dalam bentuk ATP.
Pendapat tersebut didukung oleh pernyataan
Kao et al., (1998), bahwa mutasi mtDNA dan
kerusakan oksidatif yang disebabkan radikal
bebas menyebabkan disfungsi mitokondria.
Lebih lanjut dilaporkan bahwa kegagalan
proses spermatogenesis disebabkan hilangnya
mtDNA, berkaitan dengan berkurangnya
jumlah spermatozoa dan dapat menyebabkan
kegagalan fungsi reproduksi. Peningkatan
radikal bebas pada kelompok yang dicekok
TKI-RL dengan dosis IF 4,5 mg/ekor/hari dan 6
mg/ekor/hari  yang diperlihatkan  dengan
tingginya kadar MDA testis dan rendahnya
aktivitas enzim SOD testis (Astuti et al., 2008)
diduga menyebabkan lebih banyak terjadi
kerusakan oksidatif akibat tidak sempurnanya
respirasi mitokondria spermatozoa pada kedua
kelompok tersebut, sehingga diduga juga
mengakibatkan terjadinya mutasi mtDNA.

Dugaan tersebut juga didukung pendapat
Atanasssova et al., (2000), bahwa pengaruh
senyawa  estrogen pada jantan  akan
menyebabkan perubahan terhadap morfologi
testis dan proses spermatogenesis; mengganggu
perkembangan testis dan saluran reproduksi,
serta  menyebabkan  perubahan  proses
spermatogenesis dan gangguan fertilitas (Safe,
2000).

Simpulan dan Saran

Simpulan

Pemberian tepung kedelai kaya isoflavon
dengan dosis isoflavon yang semakin tinggi
menyebabkan peningkatan kadar hormon
testosteron serum dan jumlah sel Leydig pada
tikus jantan. Dosis isoflavon 1.5 mg/ekor/hari
merupakan dosis optimum yang menghasilkan
total sel spermatogenik tertinggi pada tikus
jantan.
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Saran

Masih perlu dilakukan uji klinis untuk
mengetahui  efektivitas  isoflavon  yang
terkandung dalam tepung kedelai kaya isoflavon.
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