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ABSTRAK
Latar belakang: Metanol memiliki efek toksik melalui metabolitnya yaitu asam format yang
mengakibatkan gangguan spermatogenesis. Ranitidine mempunyai enzim yang dapat
menghambat terbentuknya metabolit asam format sehingga diharapkan akan mengurangi efek
toksisitas dari metanol terhadap fungsi spermatogenesis.
Tujuan: Untuk mengetahui seberapa besar pengaruh pemberian ranitidine pada tikus Wistar
jantan yang terintoksikasi metanol akut terhadap gambaran histopatologi spermatogenesis.
Metode: Penelitian ini memakai desain true experimental post test only control group. Tikus
Wistar jantan usia 2-3 bulan (n=15) secara random dibagi menjadi 3 kelompok vyaitu
kelompok kontrol negatif (n=5), kelompok kontrol positif (n=5), dan kelompok perlakuan
(n=5). Selama 14 hari, dilakukan pemberian metanol per oral untuk kelompok kontrol positif
dan perlakuan, diikuti injeksi ranitidine per intraperitoneal 1 jam setelah pemberian metanol
untuk kelompok perlakuan. Kemudian dilakukan terminasi tikus dan testisnya diambil untuk
dibuat preparat dengan pengecatan HE. Selanjutnya, pemeriksaan spermatogenesis dilakukan
dengan menggunakan skor Johnsen.
Hasil: Kelompok kontrol positif secara signifikan (p<0.05) menunjukkan spermatogenesis
yang lebih buruk dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Pemberian ranitidine pada
tikus yang terintoksikasi metanol akut secara signifikan (p<0.05) menunjukkan
spermatogenesis yang lebih baik dibandingkan dengan kelompok kontrol positif. Tidak
terdapat perbedaan spermatogenesis antara kelompok yang diberikan ranitidine dengan
kelompok kontrol negatif.
Kesimpulan: pemberian ranitidine pada tikus yang terintoksikasi metanol akut dapat
mengurangi gangguan spermatogenesis secara histopatologis
Kata kunci: ranitidine, metanol, spermatogenesis

ABSTRACT
THE EFFECT OF RANITIDINE TO THE SPERMATOGENESIS OF WISTAR RATS
WITH ACUTE METHANOL INTOXICATION SEEN FROM THE
HISTOPATHOLOGY
Background: Methanol has a toxic effect that destructs spermatogenesis directly or indirectly
with the presence of formic acid. Ranitidine has an enzyme which inhibits the formation of
formic acid metabolite, so that it will decrease the toxicity from methanol towards
spermatogenesis function.
Aim: To examine how great is the effect of ranitidine in Wistar rats with acute methanol
intoxication to spermatogenesis histopathological picture.
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Methods: Using true experimental design with post test only control group, male Wistar rats
at age 2-3 months (n=15) were randomly divided into 3 groups, (Negative control (n=5),
positive control (n=5), and treatment group (n=5)). For 14 days, methanol intoxication was
given orally to the positive control and treatment group, followed by injecting ranitidine
intraperitoneally 1 hour after methanol was given to the treatment group. After termination,
the testis was taken to be processed histologically with HE stain. Spermatogenesis
examination was done using the Johnsen score.

Results: The group of rats with acute methanol intoxication significantly (p<0.05) showed
worse spermatogenesis than the negative control group. The giving of ranitidine to the group
of rats with acute methanol intoxication significantly (p<0.05) showed better spermatogenesis
than the one without ranitidine (postive control group). There was no difference in
spermatogenesis between the treatment group and the negative control group.

Conclusion: Ranitidine decreases the disruption of spermatogenesis in acute methanol
intoxicatiton.

PENDAHULUAN

Metanol merupakan senyawa yang sangat mudah diabsorbsi oleh tubuh manusia baik
secara ingesti, inhalasi, maupun kontak langsung dengan kulit sehingga mudah menyebabkan
toksisitas akibat dari hasil metabolismenya dalam tubuh yaitu asam format. Sering kali
metanol disalahgunakan dengan dikonsumsi secara berlebihan yang menimbulkan banyak
korban akibat efek toksisitas metanol ini sehingga banyak ditemukan kasus keracunan
metanol diakibatkan minuman keras oplosan yang beredar di pasaran.

Intoksikasi methanol ini berpengaruh dalam mekanisme kerja dari hipotalamo-
pituitari-gonadal axis (HPG axis) yang hasil akhirnya yaitu terganggunya produksi maupun
sekresi dari hormon testosteron, luteinizing hormone (LH) dan follicle-stimulating hormone
(FSH).?2 Berdasarkan mekanisme gangguan tersebut, dapat berakibat pada abnormalitas
perkembangan morfologi dan maturasi spermatozoa, berkurangnya produksi dari sperma,
atrofi gonad, dan bahkan infertilitas.>® Penelitian sebelumnya menemukan bahwa 42% pria
yang mengalami infertilitas adalah peminum alkohol (Chia, et.al).®

Sejatinya, pencegahan angka infertilitas akibat keracunan metanol dapat dilakukan
melalui tindakan, seperti memberikan terapi untuk mencegah efek toksik dari metanol. Pada
kasus keracunan metanol, biasanya digunakan etanol sebagai terapinya. Namun karena
harganya yang mahal, maka dilakukan penelitian untuk terapi kuratif alternatif pada toksisitas
metanol yang telah dibuktikan melalui penelitian oleh El-Bakary et al bahwa ranitidin dapat
menjadi terapi alternatif pada toksisitas metanol.* Ranitidine bekerja dengan menghambat
enzim alkohol dehidrogenase dimana enzim ini dibutuhkan metanol untuk metabolisme nya
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menjadi bentuk yang toksik. Dengan adanya ranitidin ini maka pembentukan dari metabolit
toksik hasil metabolisme metanol akan berkurang atau tidak terbentuk.’

Berdasarkan latar belakang tersebut diatas, maka akan dilakukan penelitian untuk
menilai pengaruh pemberian ranitidine terhadap spermatogenesis tikus Wistar yang diberi
paparan metanol dengan parameter abnormalitas yang terjadi pada gambaran histopatologi.
Belum ada penelitian tentang efek ranitidin terhadap HPG axis akibat intoksikasi metanol

dengan mengamati spermatogenesis secara mikroskopik.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan penelitian post
test only control group, menggunakan 15 ekor tikus Wistar jantan yang memenuhi Kriteria
inklusi (berat badan 150-250 gram dan usia 2-3 bulan). Variabel bebas dalam penelitian ini
adalah ranitidine dan variabel tergantungnya adalah gambaran histopatologis
spermatogenesis.

Tikus coba dikelompokkan menjadi 3 kelompok perlakuan dengan allocation
random sampling menjadi kelompok kontrol negatif (tidak diberikan ranitidine dan metanol),
kelompok kontrol positif (diberikan metanol 3 gr/kg berat badan per oral), dan kelompok
perlakuan (diberikan metanol 3 gr/kg berat badan per oral, diikuti injeksi ranitidine 30 mg/kg
berat badan per intraperitoneal 1 jam setelah pemberian metanol) yang masing-masing
kelompok diberikan perlakuan selama 14 hari. Kemudian dilakukan terminasi tikus dengan
dislokasi servikal dan testisnya diambil untuk dibuat preparat dengan pengecatan HE.
Selanjutnya, pemeriksaan spermatogenesis dilakukan dengan menggunakan skor Johnsen
dengan melihat 5 lapang pandang masing-masing preparat.® Analisis data menggunakan uji
hipotesis Kruskal-Wallis untuk menguji secara keseluruhan lalu menggunakan uji Mann-

Whitney untuk menguji antar kelompok perlakuan.

HASIL

Tubulus seminiferous pada kelompok kontrol negatif paling banyak ditemukan dengan
skor Johnsen 10 (epitel tubulus normal, spermatogenesis lengkap, lumen tubulus terbuka, dan
sel spermatozoa lebih atau sama dengan 10), yaitu 10 tubulus (40%). Tubulus seminiferous
pada kelompok kontrol positif sebagian besar ditemukan dengan skor yang lebih buruk yaitu
skor Johnsen 8 (epitel tubulus rusak dan sel spermatozoa kurang dari 10), sebanyak 16
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tubulus (64.0%). Kelompok perlakuan didapatkan dua skor Johnsen dalam jumlah tubulus
yang sama yakni skor Johnsen 8 dan skor Johnsen 10, sebanyak 10 tubulus masing-masing
dengan persentase 40%. Analisa deskriptif dapat dilihat pada tabel 1 berikut:

Tabel 1. Analisa deskriptif

Skor Johnsen

Kelompok n (%)

5 7 8 9 10

Kontrol negatif 0 (0.0%) 1 (4.0%) 5 (20.0%) 9 (36.0%) | 10 (40.0%)

Kontrol positif | 3 (12.0%) | 4(16.0%) | 16 (64.0%) | 2(8.0%) | 0 (0.0%)
Perlakuan 0(0.0%) | 0(0.0%) | 10(40.0%) | 5(20.0%) | 10 (40.0%)

Hasil analisia uji hipotesis dengan uji Kruskal-Wallis dapat dilihat pada tabel 2 berikut:

Tabel 2. Uji Kruskal-Wallis

Kelompok p
Kontrol negatif
Kontrol positif 0.000
Perlakuan

Data ini menunjukkan adanya perbedaan gambaran histopatologi spermatogenesis
yang bermakna (p<0.05) pada ketiga kelompok tikus. Hasil tersebut menunjukkan paling
tidak terdapat perbedaan antar dua kelompok, maka uji dilanjutkan dengan uji hipotesis
analisis antar kelompok dengan uji Mann-Whitney untuk mengetahui perbedaan gambaran
histopatologi spermatogenesis tiap dua kelompok tikus. Hasil analisa uji Mann-Whitney dapat
dilihat pada tabel 3 berikut:

Tabel 3. Uji Mann-Whitney

Kelompok Kontrol Positif Perlakuan
Kontrol negatif p = 0.000* p = 0.607
Kontrol positif p = 0.000*

*Bermakna bila p<0.05
Data tabel diatas menunjukan adanya perbedaan bermakna (p<0.05) terhadap
gambaran histopatologi spermatogenesis pada kelompok 1 dan 2, kelompok 2 dan 3. Namun,

untuk kelompok 1 dan 3 tidak didapatkan adanya perbedaan yang bermakna (p>0.05).
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Gambaran histopatologi spermatogenesis pada kelompok kontrol negatif (dapat dilihat
pada gambar 1) secara keseluruhan memperlihatkan gambaran spermatogenesis yang baik, yaitu
gambaran epitel tubulus yang normal, spermatogenesis yang lengkap, lumen tubulus seminiferous
terbuka, dan didapatkan sel spermatozoa dengan jumlah lebih atau sama dengan 10.

B Ve
N

Gambar 1. Gambaran histopatologi spermatogenesis kelompok kontrol negatif: (A) Perbesaran 400x;
panah hitam: sel spermatid (B) Perbesaraan 400x; panah hitam: sel spermatozoa

Hal ini menunjukkan bahwa sebagian besar gambaran histopatologi spermatogenesis
pada kelompok kontrol negatif ini dalam keadaan normal yaitu ditandai dengan terdapatnya
membrana basement yang intak, progresi yang normal epitel germinal mulai dari
spermatogonia, spermatosit, spermatid, dan spermatozoa yang lengkap.” Gambaran hasil
spermatogenesis yang baik ini disebabkan sampel tikus yang digunakan dalam kondisi sehat
tanpa faktor-faktor yang dapat mengganggu proses spermatogenesis seperti usia, infeksi, dan

nutrisi.&*?
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Gambar 2. Gambaran histopatologi spermatogenesis kelompok kontrol positif: (A) Perbesaran

400x; panah hitam: sel spermatogonium (B) Perbesaraan 400x; panah hitam: sel spermatosit

Gambar 2 diatas memperlihatkan histopatologi spermatogenesis yang mengalami
kerusakan dan lebih buruk jika dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif dilihat dari
hasil skoring Johnsen. Sebagian besar tubulus seminiferous (64%) mendapat skor 8, 16%
tubulus seminiferous mendapat skor 7. Hasil tersebut menunjukkan keadaan
hipospermatogenesis yaitu keadaan dimana terdapatnya seluruh stadium sel germinal, namun
terjadi penurunan dari jumlah sel.” Terdapat 12% tubulus seminiferous yang mendapat skor 5,
yaitu tidak adanya spermatid maupun spermatozoa yang mengindikasikan bahwa adanya
gangguan dalam proses spermatogenesis. Keadaan ini disebut sebagai germ cell maturation
arrest yaitu tidak adanya salah satu atau lebih stadium sel germinal dalam proses
spermatogenesis, dalam hal ini tidak adanya spermatid maupun spermatozoa.” Hanya 8%
tubulus seminiferous saja yang mendapat skor 9.

Uji hipotesis komparatif dengan Mann-Whitney antara kelompok kontrol negatif
dengan kelompok kontrol positif menunjukkan hasil yang bermakna. Hal ini berarti adanya
perbedaan yang bermakna antara kedua kelompok tersebut, dalam hal ini kelompok kontrol
positif mempunyai gambaran histopatologi spermatogenesis yang lebih buruk dibandingkan
dengan kelompok kontrol negatif berdasarkan hasil skoring Johnsen. Hasil ini juga
mendukung penelitian sebelumnya oleh Oremosu et al yaitu efek intoksikasi alkohol baik
secara akut maupun kronik dapat menurunkan kadar testosteron, meningkatkan stress
oksidatif, dan juga menurunkan parameter semen.** Mekanisme metanol dalam menganggu
proses spermatogenesis ini yaitu melalui hasil metabolitnya asam format dengan mekanisme
langsung yaitu menurunkan fungsi tubulus seminiferous, maupun tidak langsung yaitu
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pengaruhnya kepada hipotalamo-pituitari-gonadal axis yang berdampak pada menurunnya
kadar hormon testosteron dan LH, dimana kedua hormon ini sangat dibutuhkan dalam proses
spermatogenesis.>***® Intoksikasi metanol akut juga menyebabkan peningkatan dari stres

oksidatif yang menyebabkan kerusakan testis dan menghambat proses spermatogenesis.’

Gambar 3. Gambaran histopatologi spermatogenesis kelompok Perlakuan: (A) Perbesaran

400x; panah hitam: sel spermatid (B) Perbesaraan 400x; panah hitam: sel spermatozoa

Gambar 3 diatas memperlihatkan kelompok perlakuan (kelompok dengan intervensi
pemberian metanol dan ranitidine) sebagian besar tubulus seminiferousnya (40%) mendapat
skor 10 dan skor 8, 20% tubulus seminiferous sisanya mendapat skor 9. Data ini menunjukkan
secara keseluruhan proses spermatogenesis berjalan normal yaitu spermatogenesis sempurna
ditandai dengan membrana basement yang intak, progresi yang normal mulai dari
spermatogonium, spermatosit, spermatid, dan spermatozoa (skor Johnsen 10). Namun
sebagian lainnya mendapatkan skor Johnsen 8 yang menunjukkan keadaan
hipospermatogenesis yaitu semua stadium sel germinal dalam spermatogenesis lengkap,
namun dalam jumlah yang berkurang.” Uji hipotesis komparatif Mann-Whitney antara
kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol positif menunjukkan hasil bermakna
(p=0.000). Hal ini berarti adanya perbedaan yang bermakna antara kedua kelompok tersebut,
dalam hal ini kelompok perlakuan mempunyai gambaran histopatologi spermatogenesis yang
lebih baik dibandingkan dengan kelompok kontrol positif berdasarkan hasil skoring Johnsen.

Gambaran histopatologi spermatogenesis pada kelompok perlakuan menunjukkan
keadaan yang lebih baik dibandingkan dengan kelompok kontrol positif karena pemberian
ranitidine. Ranitidine memiliki sifat sebagai penghambat enzim alkohol dehidrogenase,
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sehingga metanol yang masuk ke dalam tubuh, tidak diubah menjadi formaldehid dan asam
format.!” Dengan adanya ranitidine, maka asam format tidak akan terbentuk, efek toksiknya
pun dapat terhindarkan. Tidak terganggunya proses spermatogenesis pada intoksikasi metanol
yang diintervensi dengan ranitidine membuktikan penelitian sebelumnya mengenai ranitidine
sebagai alkohol dehidrogenase inhibitor.*’

Uji hipotesis komparatif Mann-Whitney menunjukkan perbedaan yang tidak bermakna
(p>0.05) pada kelompok kontrol negatif dan kelompok perlakuan. Hal ini sesuai dengan
hipotesis peneliti bahwa gambaran histopatologi spermatogenesis pada kelompok perlakuan
dan kelompok kontrol negatif adalah sama yaitu tidak adanya gangguan spermatogenesis.

Penelitian ini dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor yaitu kemungkinan adanya faktor
stres tikus dan keterbatasan penelitian ini antara lain adalah tidak dilakukan pemeriksaan
parameter reproduksi jantan lainnya meliputi kadar testosteron, kadar FSH, kadar LH,
diameter dan tebal dari tubulus seminiferous, dan analisis sperma secara kualitatif. Selain itu
tikus mempunyai kadar folat yang lebih tinggi dari manusia, yang mengakibatkan sensitivitas
tikus berkurang terhadap toksisitas metanol, sehingga diperlukan pemberian nitrous oksida
secara inhalasi untuk menurunkan kadar folat dalam tikus untuk mendapatkan kondisi yang
sama seperti pada manusia.>®**?" Pada penelitian ini belum dapat melakukan pemberian
nitrous oksida karena keterbatasan yang ada, namun penelitian ini dapat digunakan sebagai
salah satu tahap uji praklinik dalam penggunaan ranitidine sebagai obat dalam mengurangi
toksisitas metanol. Untuk memaksimalkan penelitian selanjutnya, alangkah lebih baik jika
memperhatikan keterbatasan-keterbatasan yang ada pada penelitian ini supaya didapatkan

hasil yang optimal.

SIMPULAN DAN SARAN
Simpulan

Pemberian ranitidine pada tikus yang terintoksikasi metanol akut memberikan
gambaran histopatologi spermatogenesis yang lebih baik dibandingkan dengan tikus yang
tidak diberikan ranitidine. Tidak terdapat perbedaan gambaran histopatologi spermatogenesis
antara kelompok tikus Wistar terintoksikasi metanol akut yang diberi ranitidine dengan

kelompok yang tidak diberi ranitidine maupun metanol.
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Saran

Perlu dilakukannya penelitian lanjutan yaitu dengan melakukan pemberian nitrous
oksida inhalasi pada tikus terintoksikasi metanol akut yang diintervensi dengan ranitidine
untuk lebih menggambarkan kondisi pada manusia terkait kadar asam folat sebagai lanjutan
uji praklinik yang telah dilakukan peneliti.

Selain itu, perlu studi lanjutan untuk memeriksa parameter lain untuk menilai proses
spermatogenesis seperti menghitung kadar testosteron, kadar FSH, kadar LH, diameter dan

tebal dari tubulus seminiferous, dan analisis sperma secara kualitatif.
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