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Abstract: Excessive exercise can cause an increase in free radicals 2-3 times. Cigarette smoke
can also increase free radicals and reduce antioxidants in semen, therefore, it can cause DNA
damage through cellular DNA fragmentation. Free radicals can come from endogenous
sources, such as the normal oxidation reaction in mitochondria, peroxisomes, whereas free
radicals from exogenous sources come from cigarette smoke, inflammation, and excessive
exercise training. This study was aimed to compare the effect of excessive exercise and
exposure to cigarette smoke on the quality of sperm of Wistar rats (Rattus norvegicus). This
was an experimental study using a post-test only control group design. Samples were 9 Wistar
rats (Rattus norvegicus) divided into 3 groups: Py group, the control group without any
treatment; P, group, treated with excessive intensity exercise; and P, group, treated with 2-
cigarette-smoke exposure. The treatment was carried out for 50 days. The results showed
differences in concentration between study groups but not statistically significant (P>0.05).
Motility showed significant differences in normal motility of group P, and P, (P=0.002), and
of group PO and P2 (P=0). Morphology showed a significant difference between groups PO
and P1 (P=0.004). Conclusion: Excessive exercise and exposure to cigarette smoke affect the
quality of spermatozoa of Wistar rats (Rattus norvegicus).
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Abstrak: Olahraga berlebihan dapat menyebabkan peningkatan radikal bebas sebanyak 2-3
kali. Asap rokok dapat meningkatkan radikal bebas serta menurunkan antioksidan dalam
cairan semen sehingga dapat mengakibatkan kerusakan DNA melalui fragmentasi DNA
seluler. Radikal bebas dapat berasal dari sumber endogen, yaitu pada reaksi reduksi oksidasi
normal dalam mitokondria, peroksisom, sedangkan radikal bebas dari sumber eksogen berasal
dari asap rokok, inflamasi, dan latihan olahraga berlebihan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui perbandingan antara pengaruh olahraga berlebihan dan paparan asap rokok
terhadap kualitas spermatozoa tikus Wistar (Rattus norvegicus). Jenis penelitian ialah
eksperimental dengan post-test only control group design. Sampel penelitian sebanyak 9 ekor
tikus wistar (Rattus norvegicus) dibagi menjadi 3 kelompok: kelompok P, tidak diberikan
olahraga berlebihan dan paparan asap rokok; kelompok P, diberikan olahraga berlebihan
intensitas berat; dan kelompok P, diberikan paparan asap rokok 2 batang. Perlakuan dilakukan
selama 50 hari. Hasil penelitian menunjukkan perbedaan konsentrasi antar kelompok
penelitian, namun analisis statistik menunjukkan hasil yang tidak bermakna (P>0,05). Pada
motilitas didapatkan hasil bermakna untuk motilitas normal dan abnormal kelompok Py dan P,
(P=0,002), serta kelompok P, dan P, (P=0). Pada morfologi didapatkan hasil bermakna antara
kelompok P, dan P; (P=0,004). Simpulan: Pemberian olahraga berlebihan dan paparan asap
rokok berpengaruh terhadap kualitas spermatozoa tikus Wistar (Rattus norvegicus).

Kata kunci: olahraga berlebihan, asap rokok, kualitas spermatozoa
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Olahraga adalah segala bentuk aktivitas
fisik yang dilakukan secara terstruktur
dengan tujuan untuk mengekspresikan dan
meningkatkan kesehatan fisik dan psikis,
membentuk hubungan social, maupun
sebagai sarana kompetisi dalam berbagai
tingkat." Olahraga baik yang ringan mau-
pun berat pada dasarnya menyebabkan
peningkatan  reactive  oxygen  species
(ROS). Olahraga berlebihan dapat menye-
babkan peningkatan radikal bebas sebanyak
2-3 kali.?

Akumulasi ROS sebagai salah satu
oksidan (radikal bebas) dapat mengakibat-
kan ketidakseimbangan jumlah oksidan dan
antioksidan intrasel. Kondisi ini disebut
stres oksidatif yang dapat menyebabkan
kerusakan berantai pada lipid, protein, dan
pada deoxyribonucleic acid (DNA) sel
spermatozoa.® Radikal bebas dapat berasal
dari sumber endogen, yaitu reaksi reduksi
oksidasi normal dalam mitokondria, per-
oksisom, sedangkan radikal bebas dari
sumber eksogen yaitu asap rokok, infla-
masi, dan latihan olahraga berlebihan.*
Olahraga berlebihan seperti bersepeda >5
jam bagi laki-laki dapat menurunkan
kualitas spermatozoa oleh karena pening-
katan produksi ROS yang berlebihan.>®

Jozkow dan Rossato’ membandingkan
kualitas spermatozoa dari olahragawan
(perilaku olahraga berlebihan), kelompok
yang memiliki gaya hidup sedentary
(kurang beraktifitas fisik), serta pria dengan
perilaku olahraga ringan. Kelompok olah-
ragawan didapatkan memiliki konsentrasi
spermatozoa, motilitas, dan persentase
spermatozoa dengan morfologi normal
yang paling rendah di antara Kketiga
kelompok tersebut.?

Asap rokok dapat meningkatkan
radikal bebas serta menurunkan antioksidan
dalam cairan semen sehingga dapat meng-
akibatkan kerusakan DNA melalui frag-
mentasi DNA seluler. Hasil pembakaran
rokok menghasilkan 2 jenis asap VYaitu,
mainstream smoke yang dihisap perokok
aktif dan sidestream smoke yang dihirup
perokok pasif.® Mainstream smoke me-
ngandung 4000 jenis bahan kimia dengan
lebih dari 200 bahan berbahaya untuk

tubuh terdiri atas campuran substansi-
substansi kimia dalam bentuk gas dan
partikel-partikel terdispersi di dalamnya.**°
Komponen gas di antaranya terdiri dari
karbon monoksida, karbondioksida dari
nitrogen dan senyawa hidrokarbon, sedang-
kan komponen partikel di antaranya terdiri
dari tar, nikotin, benzopiren, fenol, dan
cadmium.’* Fragmentasi DNA sebagai
akibat merokok menghasilkan penurunan
kualitas spermatozoa seperti peningkatan
persentase spermatozoa dengan abnormali-
tas morfologi,’” serta penurunan konsen-
trasi dan motilitas spermatozoa.™

Liu et al.* membandingkan parameter
semen dari 68 orang pria infertil yang
merokok dan 79 orang yang tidak merokok.
Hasil penelitan mendapatkan bahwa kon-
sentrasi, motilitas, dan morfologi normal
spermatozoa dari pria perokok secara
signifikan lebih rendah bila dibandingkan
dengan pria yang tidak merokok.

Penelitian ini bertujuan untuk mem-
bandingkan antara pengaruh olahraga ber-
lebihan dan paparan asap rokok terhadap
kualitas spermatozoa tikus Wistar (Rattus
norvegicus).

METODE PENELITIAN

Penelitian ini  menggunakan metode
eksperimental dengan post-test only control
group design. Penelitian dilakukan di
Laboratorium Bagian Biologi Fakultas
Kedokteran Universitas Sam Ratulangi
selama 50 hari pada bulan Oktober sampai
Desember 2018.

Sampel penelitian ini ialah 9 ekor tikus
Wistar yang memenuhi kriteria inklusi
yaitu tikus Wistar (Rattus norvegicus)
jantan, berumur 12-15 minggu dengan
berat badan 95-150 gram. Kriteria eksklusi
yaitu tikus Wistar tampak sakit, tidak
bergerak secara aktif, atau mati saat
penelitian. Variabel bebas dalam penelitian
ini yaitu olahraga berlebihan dan asap
rokok, sedangkan untuk variabel tergantung
ialah kualitas spermatozoa yaitu: konsen-
trasi, motilitas, dan morfologi spermatozoa
tikus Wistar.

Perlakuan diberikan setelah tikus wistar
mengalami aklimatisasi selama 1 minggu.
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Sebelum dilakukan perlakuan tikus wistar
terlebih dahulu ditimbang untuk mengeta-
hui berat badan awal.

Perlakuan olahraga berlebihan dilaku-
kan dengan olahraga aerobik intensitas
berat yaitu berenang dengan penggunaan
beban sebesar 9% dari berat badan yan%
diikat pada bagian ekor tikus wistar.!
Olahraga dilakukan sampai tikus Wistar
hampir tenggelam atau tampak tanda-tanda
kelelahan berupa tenggelamnya hampir
semua badan kecuali hidung dan melemah-
nya gerakan anggota gerak.’® Renang
dilakukan dengan frekuensi 3 Kkali per
minggu®’ di dalam air dengan suhu 33°-
36°C.18

Perlakuan asap rokok dilakukan dengan
memasukkan 2 batang rokok/hari yang
sudah dibakar ke dalam wadah yang sudah
disediakan di dalam kandang perlakuan
hingga rokok habis terbakar.

Sampel dibagi menjadi 3 kelompok
yaitu, kelompok kontrol (Po) yang tidak
diberi olahraga berlebihan dan paparan
asap rokok, kelompok perlakuan 1 (P,)
yang diberi olahraga berlebihan, dan
kelompok perlakuan 2 (P,) yang diberi
paparan asap rokok.

Pada akhir perlakuan, tikus Wistar
diterminasi dengan pembedahan menggu-
nakan dissecting kit untuk mengambil
organ reproduksi berupa kauda epididimis.
Parameter yang diamati ialah konsentrasi,
motilitas, dan morfologi spermatozoa
sampel.

HASIL PENELITIAN

Tabel 1 memperlihatkan perbedaan
rerata konsentrasi spermatozoa antara
kelompok kontrol (Py), kelompok perlaku-
an 1 (Py), dan kelompok perlakuan 2 (Py).
Rerata konsentrasi spermatozoa kelompok
Po berjumlah 54,4x10° spermatozoa/mL
suspensi; kelompok P; dengan jumlah 29,8
x10° spermatozoa/mL suspense, dan kelom-
pok P, yaitu sebesar 68,2x10° spermato-
zoa/mL suspensi.

Tabel 2 menunjukkan perbedaan rerata
motilitas spermatozoa antara kelompok Py,
kelompok P;, dan kelompok P,. Rerata
motilitas spermatozoa normal kelompok Py

sebesar 90% dan abnormal sebesar 10%;
rerata motilitas spermatozoa normal
kelompok P; sebesar 75,6% dan abnormal
sebesar 24,3%; dan rerata motilitas
spermatozoa normal kelompok P, sebesar
32,3% dan abnormal sebesar 67,7%.

Tabel 1. Rerata konsentrasi spermatozoa tikus
Wistar (Rattus norvegicus) setelah pemberian
olahraga berlebihan dan pemaparan asap rokok

Kelompok Konsentrasi spermatozoa
sampel (x10°/ mL)
Kontrol 54,4
Perlakuan 1 29,8
Perlakuan 2 68,2

Tabel 2. Rerata motilitas spermatozoa tikus
Wistar (Rattus norvegicus) setelah pemberian
olahraga berlebihan dan pemaparan asap rokok

Kelompok Motilitas spermatozoa (%)
sampel Normal Abnormal
Kontrol 90 10
Perlakuan 1 75,6 243
Perlakuan 2 32,3 67,7

Tabel 3 menunjukkan perbedaan rerata
morfologi spermatozoa antara kelompok
Po, P1 dan P,. Rerata morfologi spermato-
zoa normal kelompok Py 91,8% dan abnor-
mal sebesar 8,2%, sedangkan rerata
morfologi spermatozoa kelompok P; yaitu
morfologi normal sebesar 73% dan abnor-
mal sebesar 27%, serta rerata morfologi
spermatozoa normal kelompok P, sebesar
44,3% dan abnormal sebesar 55,6%.

Tabel 3. Rerata morfologi spermatozoa tikus
Wistar (Rattus norvegicus) Setelah pemberian
olahraga berlebihan dan pemaparan asap rokok

Kelompok  Morfologi Spermatozoa (%)
sampel Normal ~ Abnormal
Kontrol 91,8 8,2
Perlakuan 1 73 27
Perlakuan 2 44,3 55,6

Uji komparabilitas antar kelompok
penelitian dijabarkan dalam Tabel 4-6.
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Tabel 4. Perbandingan kualitas spermatozoa kelompok kontrol (Po) dan perlakuan 1 (P;)

. Kelompok
Kualitas spermatozoa P
Po Py
Konsentrasi 54,4 29,8 0,146
Motilitas normal 90 75,6 0,002
Morfologi normal 91,8 73 0,054

Tabel 5. Perbandingan kualitas spermatozoa kelompok kontrol (Po) dan perlakuan 2 (P,)

Kualitas spermatozoa Kelompok p
Po P,

Konsentrasi 54,4 68,2 0,504

Motilitas normal 90 32,3 0,000

Morfologi normal 91,8 44,3 0,004

Tabel 6. Perbandingan kualitas spermatozoa kelompok perlakuan 1 (P,) dan perlakuan 2 (P,)

Kualitas spermatozoa Kelompok P
Py P,
Konsentrasi 29,8 68,2 0,104
Motilitas Normal 75,6 32,3 0,001
Morfologi Normal 73 443 0,036

Keterangan: Nilai P < 0,05 menyatakan adanya perbedaan yang bermakna

BAHASAN

Pada penelitian ini terdapat perbedaan
rerata konsentrasi spermatozoa dari kelom-
pok kontrol (Po), perlakuan 1 (P;), dan
perlakuan 2 (P,) (Tabel 4-6). Rerata kon-
sentrasi spermatozoa kelompok P, sebesar
54,4x10° spermatozoa/mL bila disbanding-
kan dengan rerata konsentrasi spermatozoa
kelompok P; sebesar 29,8x10° spermato-
zoa/mL yang menunjukkan bahwa rerata
konsentrasi spermatozoa mengalami penu-
runan, tetapi meningkat pada kelompok P,
dengan rerata konsentrasi sebesar 68,2 x
10° spermatozoa/mL.

Meskipun terdapat perbedaan rerata
konsentrasi spermatozoa antar kelompok
penelitian, namun hasil uji T Independen
menunjukkan hasil analisis yang tidak
bermakna (P>0,05) atau tidak terdapat
pengaruh perlakuan terhadap konsentrasi
spermatozoa. Hal ini sejalan dengan
penelitian dari Bagattel dan Bremner®
yang menunjukkan bahwa olahraga berle-
bihan tidak berpengaruh terhadap konsen-

trasi sg)ermatozoa dan penelitian dari Tooy
et al.*’ yang menunjukkan bahwa paparan
asap rokok tidak berpengaruh terhadap
konsentrasi spermatozoa.

Pada penelitian ini didapatkan perbeda-
an rerata motilitas spermatozoa kelompok
Po, P1, dan P, (Tabel 4-6). Rerata motilitas
spermatozoa normal dari kelompok P,
(75,6%) dan P, (32,3%) menurun diban-
dingkan dengan rerata motilitas spermato-
zoa normal kelompok Py (90%) dan
berdasarkan hasil uji T independen penu-
runan motilitas spermatozoa dari kelompok
P1 dan P, keduanya bermakna (P<0,05).
Hal ini berarti terjadi penurunan bermakna
dari motilitas spermatozoa pada kelompok
P, dan P, yang diberi olahraga berlebihan
dan paparan asap rokok. Hasil yang
didapatkan ini sejalan dengan peneli-tian
dari Maleki dan Tartibian® yang menun-
jukkan bahwa olahraga berlebihan dapat
menurunkan motilitas spermatozoa serta
penelitian dari Meri?> yang menyatakan
bahwa paparan asap rokok dapat menurun-
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kan motilitas spermatozoa.

Pada penelitian ini didapatkan perbeda-
an rerata morfologi dari kelompok Py, Py
dan P, (Tabel 4-6). Rerata morfologi
normal kelompok P; dan P, mengalami
penurunan yaitu sebesar 73% dan 44,3%
bila dibandingkan dengan kelompok Pg
sebesar 91,8%. Penurunan rerata morfologi
normal pada kelompok P; tidak didukung
dengan hasil dari uji T independen yang
menyatakan tidak terdapat perbedaan ber-
makna bila dibandingkan dengan kelompok
Po, sedangkan penurunan morfologi normal
kelompok P, dinyatakan memiliki perbeda-
an bermakna. Hal ini sejalan dengan
penelitian Bagattel dan Bremner™ yang
menyatakan bahwa olahraga berlebihan
tidak berpengaruh terhadap morfologi sper-
matozoa tetapi tidak selaras dengan pene-
litan Zhang et al.® yang menyatakan
bahwa paparan asap rokok berpengaruh
dalam penurunan morfologi normal sper-
matozoa.

Hasil pemeriksaan kualitas spermatozoa
tikus Wistar yang didapatkan tidak bermak-
na pada pemberian olahraga berlebihan
(konsentrasi dan morfologi spermatozoa)
dapat disebabkan oleh keterbatasan peneli-
tian yang tidak memperhitungkan daya
tahan tubuh dari tikus Wistar (Rattus
norvegicus) sehingga perlakuan olahraga
yang berlebihan belum tercapai. Hasil tidak
bermakna terhadap kualitas spermatozoa
tikus Wistar dalam hal ini konsentrasi
spermatozoa yang diberi paparan asap
rokok dapat disebabkan oleh karena
perbedaan volume dan jenis larutan peng-
encer yang digunakan, serta keterbatasan
waktu pemaparan asap rokok.

Penurunan kualitas spermatozoa yang
didapatkan dalam penelitian ini disebabkan
oleh pemberian olahraga berlebihan dan
pemaparan asap rokok. Olahraga berlebih-
an pada dasarnya akan memicu pembentuk-
an ROS dan menyebabkan terjadinya
peningkatan radikal bebas sebanyak 2-3
kali. Selama olahraga berlebihan pemben-
tukan ROS akan semakin meningkat, Hal
ini dapat disebabkan oleh peningkatan
epinefrin dan beberapa katekolamin yang
dapat menyebabkan terbentuknya radikal

bebas jika dimetabolisme dalam bentuk
inaktif, produksi asam laktat yang mengu-
bah senyawa radikal lemah (superoxide)
menjadi lebih kuat (hydroxyl), dan respon
inflamasi sebagai akibat dari kerusakan otot
pada olahraga berlebihan.?

Rokok yang mengandung banyak bahan
berbahaya diantaranya tar, nikotin dan
timbal, menghasilkan asap rokok yang
mengandung ROS. Tidak hanya itu saja,
kandungan dalam rokok juga dapat meng-
hambat kerja antioksidan.*®

Radikal bebas (ROS) yang dihasilkan
olahraga berlebihan dan paparan asap
rokok bersifat reaktif dan tidak stabil, serta
memiliki satu elektron yang tidak berpa-
sangan, sehingga molekul ini cenderung
menangkap elektron dari molekul lain. Hal
ini dapat mengakibatkan kerusakan pada
membran sel melalui reaksi peroksidasi
lipid, dimana ROS bereaksi secara kimiawi
dengan polyunsaturated fatty acid (PUFA)
yang ada di membran sel. Peroksidasi lipid
menyebabkan terjadinya peningkatan per-
meabilitas membran, kerusakan mitokon-
dria, hingga fragmentasi DNA.?® Kerusak-
an mitokondria sebagai pemasok energi
untuk motilitas menyebabkan menurunnya
motilitas spermatozoa.?*

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa pemberian olahraga
berlebihan dan paparan asap rokok
berpengaruh terhadap kualitas spermatozoa
tikus Wistar (Rattus norvegicus). Pemberi-
an olahraga berlebihan berpengaruh secara
bermakna terhadap penurunan motilitas
spermatozoa tikus Wistar dan pemaparan
asap rokok berpengaruh secara bermakna
terhadap penurunan motilitas dan morfo-
logi spermatozoa. Terdapat perbedaan
antara pengaruh  pemberian olahraga
berlebihan dan paparan asap rokok
terhadap kualitas spermatozoa tikus wistar
(Rattus norvegicus)

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
dengan jumlah sampel yang lebih banyak
dengan waktu yang lebih lama. Perlu
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dilakukan penelitian lebih lanjut dengan
jenis olahraga, intensitas, frekuensi, durasi,
maupun alat yang lebih memadai untuk
lebih menggali pengaruh olahraga berlebih-
an terhadap kualitas spermatozoa.

Disarankan untuk berolahraga dengan
intensitas, frekuensi, dan durasi yang tepat,
serta menghindari olahraga yang berlebihan
dan konsumsi rokok.
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