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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh formalin terhadap penurunan jumlah sel Leydig
dan sel Sertoli tikus putih (Rattus norvegicus) strain Wistar. Sampel yang digunakan dalam penelitian
ini adalah 24 ekor tikus putih jantan berumur 4-5 bulan dengan berat badan 180-200 gram. Penelitian
ini merupakan penelitian eksperimental menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 4
kelompok perlakuan dan 6 ulangan. Kelompok pertama merupakan kontrol (KO0) tikus tidak diinjeksi
formalin. Kelompok kedua (K1) tikus diinjeksi formalin dosis 1,0 mg/kg BB. Kelompok ketiga (K2)
tikus diinjeksi formalin dosis 2,5 mg/kg BB. Kelompok keempat (K3) tikus diinjeksi formalin dosis
5,0 mg/kg BB. Pemberian formalin untuk kelompok perlakuan dilakukan selama 14 hari. Tikus
dikorbankan kemudian diambil organ testis sebelah kiri. Selanjutnya dilakukan pembuatan preparat
histologis menggunakan pewarnaan H-E lalu dilakukan penghitungan jumlah sel Leydig dan sel
Sertoli. Data dianalisis menggunakan analisis varian (ANAVA) pola satu arah dan dilanjutkan dengan
uji berganda Duncan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian formalin berpengaruh sangat
nyata (p<0,01) terhadap jumlah sel Leydig dan sel Sertoli testis tikus putih strain Wistar. Jumlah sel
Leydig dan sel Sertoli pada K1 berbeda nyata dengan K2 dan K3 (p<0,01). Disimpulkan bahwa
pemberian formalin dosis 1,0; 2,5; dan 5,0 mg/kg BB secara intraperitoneal selama 14 hari
menyebabkan penurunan jumlah sel Leydig dan sel Sertoli tikus putih (Rattus norvegicus) strain
Wistar.

Kata kunci: sel Leydig, sel Sertoli, Rattus norvegicus, formalin

ABSTRACT

The aim of this research was to investigate the effect of formaldehyde administration decrese
on the number of leydig and sertoli cells in rat (rattus norvegicus) wistar strain. The sample used in
this research was 20 male rats, aged 4-5 month-old with weight 180-200 gram. The design used was
completely randomized design (CRD) with 4 group treatment and 6 replications. First group (KO)
used as a control, and none of formaldehyde. Second group (K1) rat was injected formaldehyde 1,0
mg/kg bw. The third group (K2) rat was injected formaldehyde 2,5 mg/kg bw. The four group (K3) rat
was injected formaldehyde 5,0 mg/kg bw. Formaldehyde administrarion to group treatment for 14
days. Rats was sacrificed then taken left testicular organ. Next preparations for histological staining
H-E and than calculating the number of Leydig and Sertoli cells. Date were analyzed using analysis of
varians (ANAVA) one-way pattern and Duncan multiple test. Result showed that administration of
formaldehyde significant effect (p<0,01) on the number of Leydig dan Sertoli cells testicular rat
Wistar strain. The number of Leydig and Sertoli cells treatment K1 significant different with K2 and
K3 (p<0,01). The conclusion of formaldehyde administration dose 1,0; 2,5; and 5,0 mg/kg bw
intraperitoneally for 14 days can decrease the number of Leydig and Sertoli of rat cells (Rattus
norvegicus) Wistar strain.
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PENDAHULUAN

Fertilitas atau kesuburan merupakan masalah penting bagi setiap pasangan yang ingin
mendapatkan keturunan. Fertilitas dapat dievaluasi dengan menganalisis penurunan jumlah dan
kualitas sel-sel yang berperan dalam sistem reproduksi pria dan wanita (Heryani dkk., 2011). Menurut
Guyton dan Hall (2001), infertilitas atau ketidaksuburan pada pria berkaitan erat dengan proses
spermatogenesis. Proses ini dipengaruhi oleh dua faktor yaitu faktor internal dan eksternal. Faktor
internal meliputi faktor hormonal, psikologik, genetik, fisik (suhu, radiasi, dan gelombang ultrasonik),
vitamin, gizi, trauma, dan keradangan. Sedangkan faktor eksternal meliputi bahan kimia (obat-obatan
dan bahan kimia lainnya).

Bahan kimia seperti formalin sering disalahgunakan oleh masyarakat. Formalin merupakan
larutan komersial dengan konsentrasi 10 — 40% dari formaldehida. Formalin digunakan sebagai
antiseptik, germisida, dan pengawet non makanan, tetapi banyak produsen makanan yang
menyalahgunakan penggunaan formalin sebagai pengawet makanan. Selain harganya yang sangat
murah dan mudah didapatkan, produsen sering kali tidak tahu kalau penggunaan formalin sebagai
pengawet makanan tidaklah tepat karena bisa menimbulkan gangguan kesehatan bagi konsumen yang
memakannya (Nurheti, 2007).

Formalin sangat berbahaya jika terhirup, mengenai kulit, dan tertelan. Akibat yang
ditimbulkan dapat berupa luka bakar pada kulit, iritasi pada saluran pernafasan, reaksi alergi, dan
bahaya kanker pada manusia. Konsentrasi yang tinggi dalam tubuh dapat menimbulkan reaksi secara
kimia dengan hampir semua zat di dalam sel, sehingga menekan fungsi sel dan menyebabkan
kerusakan organ tubuh (Cahyadi, 2006). Formalin juga merupakan sumber senyawa oksigen reaktif
(ROS) dan radikal bebas eksogen (Nurheti, 2007). Formalin sebagai radikal bebas berpengaruh
terhadap ekspresi gen, produksi hormon steroid, gangguan sel Leydig, penurunan fungsi sel Sertoli,
dan berkurangnya ekspresi reseptor pada sel-sel sistem reproduksi (Yuningtyaswari dkk., 2013).

Penelitian oleh Chowdury dkk. (1992), menggunakan tikus jantan strain Carles foster diberi
formalin melalui injeksi intraperitoneal dosis 5, 10, dan 15 mg/kg BB selama 30 hari dapat
menurunkan fungsi sel Leydig dan menghambat steroidogenik. Selanjutnya WHO (2005), juga
melaporkan bahwa pemberian formalin melalui injeksi intraperitoneal dosis 8 dan 16 mg/kg BB
selama 10 hari mengakibatkan degenerasi jaringan testis, penghambatan spermatogenesis, dan
menurunnya berat organ testis pada tikus. Lebih lanjut penelitian Zhou dkk. (2006), menggunakan
tikus jantan strain Sparague-Dawley yang diberi formalin secara intraperitoneal dosis 0,1 dan 10
mg/kg BB selama 14 hari menyebabkan penurunan jumlah spermatozoa, kadar testosteron serum, dan
peningkatan apoptosis spermatozoa. Produksi testosteron dan spermatozoa akan memengaruhi jumlah
sel Leydig dan sel Sertoli, namun sejauh ini laporan tentang perubahan histologis testis terutama pada
jumlah sel Leydig dan sel Sertoli akibat pemberian formalin masih terbatas. Oleh karena itu, perlu
dilakukan penelitian yang mengkaji tentang penurunan jumlah sel Leydig dan sel Sertol tikus putih
(Rattus norvegicus) strain Wistar setelah pemberian formalin berbagai tingkat dosis yang diberikan
secara intaperitoneal.

MATERIAL DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) yang terdiri atas 4 kelompok perlakuan dan 6 ulangan. Kelompok pertama merupakan kontrol
(KO0), yaitu tikus tidak mendapatkan perlakuan injeksi formalin. Kelompok kedua (K1), yaitu tikus
diinjeksi formalin dosis 1,0 mg/kg BB/hari. Kelompok ketiga (K2), yaitu tikus diinjeksi formalin dosis
2,5 mg/kg BB/hari. Kelompok keempat (K3), yaitu tikus diinjeksi formalin dosis 5,0 mg/kg BB/hari.
Pemberian formalin untuk kelompok perlakuan dilakukan selama 14 hari secara intraperitoneal.
Selanjutnya dilakukan penghitungan jumlah sel Leydig dan sel Sertoli secara histologis.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Jumlah Sel Leydig
Hasil pengamatan gambaran histologis sel Leydig diantara tubulus seminiferus testis tikus
putih strain Wistar yang diinjeksi formalin dosis berbeda menggunakan mikroskop cahaya dapat
dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Gambaran histologis sel-sel interstitial. Tanda panah warna hitam menunjukkan sel
Leydig dan tanda panah warna putih menunjukkan sel Sertoli. Kontrol (KO0), injeksi formalin dosis 1,0
mg/kg BB (K1), injeksi formalin dosis 2,5 mg/kg BB (K2), dan injeksi formalin dosis 5,0 mg/kg BB
(K3), menggunakan pewarnaan HE, pembesaran 100 kali

Pada Gambar 1 terlihat bahwa jumlah sel Leydig sedikit atau mengalami penurunan antar
perlakuan KO, K1, K2, dan K3. Selain itu juga terlihat bahwa area diantara tubuluh seminiferus
mengecil dan epitel dari tubulus seminiferus terlihat menipis. Hasil penghitungan jumlah sel Leydig
pada tikus putih yang diinjeksi formalin dosis berbeda dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Rata-rata = SD jumlah sel Leydig berbagai kelompok perlakuan

Perlakuan Jumlah Sel Leydig
KO 14,13 + 0,622
K1 10,26 + 0,54°
K2 7,46 £0,37¢
K3 4,76 + 0,57¢

abed Superskrip yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan sangat nyata (p<0,01)

Berdasarkan hasil ANAVA satu arah terhadap jumlah sel Leydig menunjukkan perbedaan
sangat nyata antar perlakuan (p<0,01). Hasil ini menunjukkan bahwa injeksi formalin dosis 1,0; 2,5;
dan 5,0 mg/kg BB secara intraperitoneal selama 14 hari berpengaruh sangat nyata (p<0,01) terhadap
jumlah sel Leydig pada tikus putih strain Wistar. Hasil uji lanjut dengan uji berganda Duncan
menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,01) rata-rata jumlah sel Leydig pada perlakuan KO lebih
tinggi sangat nyata (p<0,01) dibandingkan dengan K1, K2, dan K3. Rata-rata jumlah sel Leydig pada
perlakuan K1 lebih tinggi sangat nyata (p<0,01) dibandingkan dengan K2 dan K3. Rata-rata jumlah sel
Leydig pada perlakuan K2 lebih tinggi sangat nyata (p<0,01) dibandingkan dengan K3. Hasil ini
membuktikan bahwa injeksi formalin dengan dosis 1,0; 2,5; dan 5,0 mg/kg BB secara intraperitoneal
dapat menurunkan jumlah sel Leydig testis tikus putih strain Wistar. Semakin tinggi dosis formalin
yang diberikan semakin sedikit jumlah sel Leydig testis yang ditemukan.

Turunnya jumlah sel Leydig pada kelompok perlakuan pemberian formalin diduga disebabkan
karena efek formalin. Menurut Feldman (1975), pemberian formalin secara intraperitoneal yang
langsung masuk ke dalam tubuh dan bersirkulasi dalam darah menyebabkan penangkapan sintesis
asam nukleat dan protein di dalam sel Leydig sehingga menghambat sekresi LH di hipofisa anterior
yang berfungsi menstimulasi pertumbuhan dan jumlah sel Leydig. Hormon lain yang sangat berperan
untuk menstimulasi fungsi fisiologis sel Leydig adalah LH. Fungsi utama LH adalah menstimulasi sel
Leydig untuk memproduksi hormon testoseron. Kurangnya stimulasi LH pada sel Leydig
menyebabkan menurunnya sekresi hormon testosteron pada pria (Olayaki dkk., 2008). Sel Leydig
merupakan sel yang sangat peka terhadap senyawa oksigen reaktif (ROS) atau radikal bebas (Colon,
2007). Apabila jumlah sel Leydig menurun maka produksi hormon testosteron juga akan menurun
(Chen dan Zirkin, 2000). Formalin yang berlebihan di dalam tubuh akan menyebabkan peningkatan
ROS yang terbentuk melalui rantai transport elektron memicu terjadinya reaksi peroksida lipid pada
membran sel spermatozoa yang akan merusak protein, lipid, dan DNA penyusun membran sel,
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akhirnya sel tersebut mengalami kerusakan dan terjadi apoptosis (Heryani dkk., 2007 dan Winarsi,
2007).

Efek pemberian formalin secara intraperitoneal pada tubuh ada 2 yaitu secara langsung dan
tidak langsung. Efek secara langsung pemberian formalin secara intraperitoneal akan langsung masuk
ke dalam tubuh dan menuju organ target yaitu testis. Di dalam testis terdapat tubulus seminiferus dan
jaringan stroma. Pada tubulus seminiferus terdapat sel-sel germinal dan sel Sertoli, sedangkan pada
jaringan stroma terdapat sel interstitial atau Leydig, jaringan ikat, pembuluh darah dan lain-lain.
Formalin yang diberikan secara intraperitoneal akan langsung merusak organ testis sehingga sel
Sertoli dan sel Leydig yang ada pada jaringan testis juga akan terganggu dan mengakibatkan sel
tersebut rusak dan mengalami apoptosis. Akibat terjadinya kerusakan dan apoptosis mengakibatkan
jumlah sel Sertoli dan sel Leydig mengalami penurunan (Pangkahila, 2007). Sedangkan efek tidak
langsung dari pemberian formalin secara intraperitoneal adalah nenurut Agarwal dkk. (2003), karena
tingginya ROS di dalam tubuh setelah pemberian formalin akan menghambat kerja GnRH di hipofisa
anterior sehingga pembentukan FSH dan LH juga akan terganggu. Sementara FSH bekerja memacu
sel Sertoli untuk menghasilkan ABP dan berperan pada proses spermatogenesis, sedangkan LH
berfungsi untuk menstimulasi sel Leydig untuk memproduksi hormon testosteron. Dengan
terganggunya pembentukan FSH dan LH maka fungsi sel Sertoli dan sel Leydig juga akan terganggu
sehingga menyebabkan penurunan jumlah sel Leydig dan sel Sertoli mengalami penurunan.

Jumlah Sel Sertoli

Hasil pengamatan gambaran histologis sel Sertoli pada tubulus seminiferus testis tikus putih
strain Wistar yang diinjeksi formalin dosis berbeda menggunakan mikroskop cahaya dapat dilihat
pada Gambar 2a, 2b, 2c, dan 2d.

¥l s
Gambar 2a. Gambaran histologis tubulus seminiferus testis tikus. Tanda panah putih menunjukkan

Gambar 2b. Gambara hisolois tuls seminiferus teis tikus. Taa anah putih menunjukkan
sel Sertoli. Injeksi formalin dosis 1 mg/kg BB (K1), menggunakan pewarnaan HE, pembesaran 40 kali
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Gambar 2c. Gambaran histologis tubulus seminiferus testis tikus. Tanda panah putih menunjukkan
sel Sertoli. Injeksi formalin dosis 2,5 mg/kg BB (K2), menggunakan pewarnaan HE, pembesaran 40
kali
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Gambar 2d. Gambaran histologis tubulus seminifrus testis tikus. Tanda panah putih menunjukkan
sel Sertoli. Injeksi formalin dosis 5 mg/kg BB (K3), menggunakan pewarnaan HE, pembesaran 40 kali

Pada Gambar 2a, 2b, 2c, dan 2d terlihat jumlah sel Sertoli mengalami penurunan, selain itu
juga terlihat perbedaan dari bentuk tubulus seminiferus antara KO, K1, K2, dan K3. Tubulus
seminiferus pada KO berbentuk bulat sebagaimana normalnya, sedangkan pada K1, K2, dan K3
bentuknya tidak bulat lagi dan terlihat mengecil (atrofi). Menurut Epstein (2012), morfologi testis
yang mengalami atrofi menunjukkan tidak adanya perkembangan sel spermatogenik, atrofi tubulus
seminiferus, penipisan lapisan epitel membran basalis, dan penurunan jumlah sel interstitial. Lebih
lanjut Eroschenko (2003), menyatakan bahwa tubulus seminiferus sangat penting untuk proses
spermatogenik yang merupakan tempat dari sel-sel spermatogenik menjadi matang diubah menjadi
spermatozoa matang. Hasil penghitungan jumlah sel Sertoli pada tikus putih yang diinjeksi formalin
dosis berbeda dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Rata-rata £ SD jumlah sel Sertoli berbagai kelompok perlakuan

Perlakuan Jumlah Sel Sertoli
KO 9,50 + 0,212
K1 5,60 +0,13°
K2 4,43 £0,15°
K3 2,50 +0,21¢

abcd Superskrip yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang sangat nyata (p<0,01)

Berdasarkan hasil ANAVA satu arah terhadap jumlah sel Sertoli menunjukkan perbedaan
sangat nyata antar perlakuan (p<0,01). Hasil ini menunjukkan bahwa injeksi formalin dosis 1,0; 2,5;
dan 5,0 mg/kg BB secara intraperitoneal selama 14 hari berpengaruh sangat nyata (p<0,01) terhadap
jumlah sel Sertoli pada tikus putih strain Wistar. Hasil uji lanjut dengan uji berganda Duncan
menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,01) rata-rata jumlah sel Sertoli pada perlakuan KO lebih
tinggi sangat nyata (p<0,01) dibandingkan dengan K1, K2, dan K3. Rata-rata jumlah sel Sertoli pada
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perlakuan K1 lebih tinggi sangat nyata (p<0,01) dibandingkan dengan K2 dan K3. Rata-rata jumlah sel
Sertoli pada perlakuan K2 lebih tinggi sangat nyata (p<0,01) dibandingkan dengan K3. Hasil ini
membuktikan bahwa injeksi formalin dosis 1,0; 2,5; dan 5,0 mg/kg BB secara intraperitoneal dapat
menurunkan jumlah sel Sertoli pada tubulus seminiferus testis tikus putih strain Wistar. Semakin
tinggi dosis formalin yang diberikan semakin sedikit jumlah sel Sertoli yang ditemukan.

Sel Sertoli pada mamalia berperan penting dalam diferensiasi dan perkembangan fungsi testis,
dimana jumlah sel Sertoli pada testis secara pasti menentukan ukuran testis dan produksi sperma
sehingga kerusakan atau penurunan jumlah sel Sertoli otomatis akan menurunkan produksi sperma dan
meningkatkan jumlah sperma abnormal yang mengakibatkan infertilitas (Schulz dkk., 2005). Folicle
Stimulating Hormone mengawali proses proliferasi spermatogenesis dan testosteron berdifusi dari sel
interstitial yang diperlukan untuk pematangan akhir spermatozoa (Agarwal dkk., 2003). Terhambatnya
pembentukan FSH, maka spermatogenesis akan terganggu dan juga menyebabkan turunnya jumlah sel
Sertoli (Guyton dan Hall, 2008). Menurut Boekelheide dkk. (2000), terjadinya penurunan jumlah sel
Sertoli mengindikasikan kegagalan fungsi sel Sertoli melindungi sel-sel germinal terhadap apoptosis.
Kerusakan sel Sertoli akan mengganggu proses spermatogenesis. Lebih lanjut Lohiya dkk. (2002),
menyatakan jika fungsi sel Sertoli terganggu, maka sekresi ABP, suplai nutrisi, faktor pertumbuhan,
laktat, dan transferin juga terganggu karena zat-zat tersebut sangat dibutuhkan dalam proses
spermatogenesis.

Selain itu, terjadinya penurunan jumlah sel Sertoli pada tubulus seminiferus testis tikus putih
strain Wistar setelah pemberian formalin juga diakibatkan terjadinya peningkatan produksi radikal
bebas sehingga terjadi reaksi peroksidasi lipid yang berlebihan pada tingkat jaringan sel gonad
(testis). Terutama kerusakan pada membran sel epitel germinal tubulus seminiferus dan degenerasi sel
testis. Sebagaimana dilaporkan oleh Saito dkk. (2005), bahwa pemberian formalin yang merupakan
sumber radikal bebas eksogen yang dapat meningkatkan produksi senyawa oksigen reaktif dalam
tubuh. Senyawa oksigen reaktif seperti 02, H.O,, dan OH", merupakan mediator yang memegang
peranan penting dalam kejadian kerusakan oksidatif pada sel termasuk sel Sertoli. Zhou dkk. (2011),
juga melaporkan bahwa pemberian formalin secara inhalasi dapat menurunkan secara efektif sistem
antioksidan testis yang mengakibatkan peningkatan peroksidasi lipid yang ditandai dengan
peningkatan malondialdehide (MDA) pada testis dan menyebabkan stress oksidatif. Malondialdehide
merupakan produk penting peroksidasi lipid dan berhubungan dengan biosintesis lipid melalui
kerusakan lipid terutama pada phospholipid. Peroksida lipid menyebabkan kerusakan pada membran
sel, sehingga menimbulkan ganggung pada membran dan organel sel.

Hasil penelitian Dhalila (2017), pemberian formalin secara intraperitoneal pada tikus putih
strain Wistar selama 14 hari dosis 1,0; 2,5; dan 5,0 mg/kg BB menyebabkan penurunan jumlah sel
spermatogenik yang meliputi sel spermatogonia, sel spermatosit primer, dan spermatid pada tikus
putih strain Wistar. Hal ini diduga bahwa jumlah sel Leydig dan sel Sertoli mengalami penurunan
sehingga jumlah sel spermatogenik juga mengalami penurunan. Lebih lanjut Saito dkk. (2005),
penurunan jumlah sel Leydig dan sel Sertoli terjadi akibat kerusakan pada membran sel akibat adanya
formalin yang merupakan sumber radikal bebas eksogen yang dapat meningkatkan produksi ROS.

KESIMPULAN
Pemberian formalin dosis 1,0; 2,5; dan 5,0 mg/kg BB secara intraperitoneal selama 14 hari
menyebabkan penurunan jumlah sel Leydig dan sel Sertoli pada tikus putih (Rattus norvegicus) strain
Wistar.
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