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INTISARI

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh steroid anabolik methandienone terhadap kuantitas 
spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus). Pemeriksaan kuantitas spermatozoa dilakukan pada testis dan 
epididimis kauda. Testis dibuat sebagai sediaan preparat dengan metode parafin dan pewarnaan Hematoxylin-
Eosin kemudian dilakukan penghitungan jumlah spermatogonia, spermatosit, dan spermatid. Penghitungan jumlah 
spermatozoa epididimis kauda dilakukan berdasarkan prosedur WHO dalam Syamrizal (1995). Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa rerata kuantitas spermatozoa antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan secara statistik 
tidak berbeda nyata (P>0,05). Meskipun demikian, rerata kuantitas spermatozoa menunjukkan kecenderungan 
menurun. Hal ini ditunjukkan oleh rerata jumlah spermatogonia yang mengalami kecenderungan menurun pada 
dosis 6 dan 12 mg/kg bb. Rerata jumlah spermatosit antar kelompok perlakuan juga menunjukkan kecenderungan 
menurun. Begitu pula rerata jumlah spermatid dan spermatozoa juga menunjukkan kecenderungan menurun. 

Kata kunci: steroid anabolik, methandienone, kuantitas spermatozoa, tikus putih.

ABSTRACT

This study aimed to determine the effect of anabolic steroid methandienone to production of spermatozoa in 
albino rats (Rattus norvegicus). Examination of the quantity of spermatozoa was performed on testis and cauda 
epididymal. Testis preparations were made ​​in paraffin and stainned in Hematoxylin-Eosine, then the spermatogonia, 
spermatocytes, and spermatids were counted. The cauda epididymal spermatozoa were conducted following the 
WHO procedure in Syamrizal (1995). The results showed that the average quantity of spermatozoa between the 
control group and the treatment group was not significantly different (P>0.05). However, the average quantity of 
spermatozoa showed declining trend. The average number of spermatogonia cells experienced a declining trend 
in doses of 6 and 12 mg/kg of body weight. Similar trend was observed on the average number of spermatocytes 
cells among treatment groups and the average number of spermatids and spermatozoa.

Keyword: anabolic steroid, methandienone, production of spermatozoa, albino rats.

PENDAHULUAN

Steroid anabolik merupakan senyawa kimia derivat 
hormon testosteron (Chudik, 2003). Senyawa ini dalam 
bidang medis digunakan untuk pengobatan defisiensi tes-
tosteron, pubertas tertunda, anemia, kanker payudara, dan 
kerusakan jaringan oleh virus HIV. Penggunaan steroid 
anabolik pada perkembangannya banyak disalahgunakan 
oleh atlet, binaragawan, dan pengguna lainnya untuk 
meningkatkan kemampuan atletik, kekuatan otot, dan 
memperbaiki penampilan. Dosis yang disalahgunakan 
biasanya 10 sampai 100 kali lebih tinggi dari dosis yang 
digunakan dalam kondisi medis (DEA, 2013). Penyalah-
gunaan ini sangat berbahaya karena dapat mengakibatkan 
efek samping berupa maskulinisasi perempuan, gineko-
mastia pada laki-laki, atrofi testis, stretch mark, gang-
guan musculoskeletal, jerawat, gangguan hepar, gang-
guan kardiovaskular, gangguan perilaku dan kepribadian, 

kerusakan jaringan, cedera saraf, kelumpuhan, bahkan 
sampai kematian (Chudik, 2003).

Beberapa penelitian menggunakan steroid anabolik 
yang menyebabkan penurunan pada kuantitas sper-
matozoa di antaranya adalah penggunaan nandrolone 
decanoate dosis 0,4; 3 dan 10 mg/kg bb yang diberikan 
selama 14 minggu pada tikus putih (Karbalay-Doust et 
al., 2007), nandrolone decanoate dosis 3 dan 10 mg/
kg bb pada tikus putih (Tahtamouni, 2010), nandrolone 
decanoate dosis 0,5 mg/kg bb yang diberikan selama 
4 minggu pada tikus putih (Foletto et al., 2010), nan-
drolone decanoate dosis 0,005 ppm dan 0,5 ppm yang 
diberikan selama 6 minggu pada tikus putih (Lee et al., 
1990), boldenone undecylenate dosis 4,5 dan 9 mg/kg bb 
yang diberikan selama 3 minggu pada kelinci (Thabet et 
al., 2010), testoviron dosis 0,5 ml/hari yang diberikan 
selama 14 minggu pada tikus putih (Hijazi et al., 2012).

Methandienone merupakan salah satu jenis steroid 
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anabolik yang banyak digunakan untuk mendapatkan 
efek anaboliknya. Efek anabolik senyawa ini dapat 
meningkatkan pembentukan otot pada penggunanya, 
namun efek androgeniknya dapat menekan sintesis 
hormon testosteron (Llewellyn, 2007). Rendahnya kadar 
hormon testosteron dapat mengganggu spermatogenesis 
dan menyebabkan penurunan kuantitas spermatozoa 
(Stojanovic dan Ostojic, 2012; Moos et al., 2013). 
Penelitian menggunakan steroid anabolik methandienone 
yang menyebabkan penurunan pada jumlah spermatozoa 
adalah penelitian yang dilakukan oleh Holma (1976), 
dengan dosis 15 mg/hari selama 1 bulan dan 2 bulan 
pada 15 atlet laki-laki.

Berdasarkan hal di atas, pada penelitian ini diteliti 
pengaruh steroid anabolik methandienone dosis 0; 1,5; 3; 
6; dan 12 mg/kg bb terhadap kuantitas spermatozoa tikus 
putih (Rattus norvegicus) galur Wistar yang dilakukan 
selama 50 hari. Kuantitas spermatozoa meliputi jumlah 
spermatogonia, spermatosit, spermatid, dan spermatozoa 
epididimis kauda. 

MATERI DAN METODE
Tikus putih jantan yang digunakan pada penelitian ini 

merupakan galur Wistar dengan umur 3-4 bulan, dan 
berat badan 200-250 gram. Penelitian ini dilakukan di 
Laboratorium Farmakognosi dan Fitofarmasi, Jurusan 
Farmasi, FMIPA; Laboratorium Virologi dan Patologi 
Veteriner, Fakultas Kedokteran Hewan; dan Laboratorium 
Histologi, Fakultas Kedokteran, Universitas Udayana 
pada bulan September 2013 sampai Februari 2014. 
Rancangan percobaan yang digunakan adalah Rancangan 
Acak Lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan dan 3 ulangan. 
Methandienone yang digunakan berupa tablet dengan 
dosis 0; 1,5; 3; 6; dan 12 mg/kg bb diberikan secara 
oral selama 50 hari. 

Penghitungan Jumlah Spermatogonia, Sperma-
tosit, dan Spermatid

Tikus putih dibius di dalam toples dengan menambah-
kan kapas yang telah ditetesi eter. Setelah itu tikus putih 
dibedah untuk diambil organ testis kanan dan epididimis 
kanan bagian kauda. Testis dimasukkan botol vial yang 
berisi larutan NBF 10%, kemudian dibuat sediaan his-
tologi yang dilakukan dengan metode parafin dan teknik 
pewarnaan Hematoxylin-Eosine menurut Luna (1968). 

Testis direndam di dalam alkohol 70%, alkohol 80%, 
alkohol 90%, alkohol 96%, etanol 2 kali, toluene 2 kali 
dan parafin cair 2 kali (suhu 60oC) masing-masing 
selama 2 jam. Kemudian dilakukan pengeblokan dengan 
parafin dan disimpan di dalam refrigerator. Pemotongan 
dilakukan menggunakan mikrotom kemudian hasil 
sayatannya diletakkan di atas gelas objek dan diletakkan 
di atas alat pemanas dengan suhu 60oC. Pewarnaan 
dilakukan dengan merendam gelas objek di dalam 
xylol 3 kali dan etanol 2 kali masing-masing selama 
5 menit. Kemudian direndam dalam aquades 1 menit, 
Hematoxylin 15 menit, aquades 1 menit, alkohol+acid 4-5 
celupan, aquades 1 menit, aquades lagi selama 15 menit, 
Eosine 1% 2 menit, alkohol 96% 3 kali masing-masing 
selama 3 menit, etanol 2 kali masing-masing selama 5 

menit, dan xylol 2 kali masing-masing selama 5 menit. 
Tahap akhir ditambahkan perekat Entellan kemudian 
ditutup dengan gelas penutup.

Sediaan histologi testis dengan ketebalan 5 µm 
diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 
400x dan dibuat foto. Pengamatan dilakukan pada 10 
tubulus seminiferus untuk masing-masing perlakuan 
dan ulangan, kemudian hasilnya dirata-rata. Menurut 
Syamrizal (1995), parameter yang diamati meliputi 
penghitungan jumlah spermatogonia, spermatosit, dan 
spermatid menggunakan alat bantu hand counter.

Penghitungan Jumlah Spermatozoa
Penghitungan jumlah spermatozoa epididimis kauda 

dilakukan berdasarkan prosedur WHO (1988). Epididimis 
kanan bagian kauda dicacah dalam 10 ml NaCl 0,9% 
sehingga terbentuk suspensi spermatozoa, kemudian 
diambil dengan pipet sel darah merah sampai skala 
0,5. Selanjutnya diteteskan pada Haemocytometer dan 
diperiksa di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 
400x. Rerata jumlah spermatozoa dihitung per 25 segi 
empat besar. Faktor pengenceran suspensi spermatozoa 
tertera pada Tabel 1.

Tabel 1. Faktor Pengenceran Suspensi Spermatozoa

Rata-rata jumlah 
spermatozoa per 25 segi 

empat besar

Jumlah spermatozoa 
(juta/ml) Faktor pengenceran

< 20 < 20 1:10
20 – 100 20 – 100 1:20

>100 >100 1:50
Penentuan jumlah segi empat yang harus dihitung 

dilakukan dengan menentukan terlebih dahulu faktor 
koreksi yang berpedoman pada besarnya pengenceran. 
Faktor koreksi yang digunakan tertera pada Tabel 2.

Tabel 2. Faktor Koreksi

Pengenceran
Jumlah segi empat besar yang dicacah

25 10 5
1:10 10 4 2
1:20 5 2 1
1:50 2 0,8 0,4

Seluruh segi empat yang jumlahnya 25 harus dihitung 
jika suspensi yang sudah diencerkan mengandung kurang 
dari 10 spermatozoa setiap segi empat. Segi empat 
harus dihitung sebanyak 10 jika suspensi yang sudah 
diencerkan mengandung 10-40 spermatozoa setiap 
segi empat. Segi empat hanya dihitung sebanyak 5 jika 
suspensi yang sudah diencerkan mengandung lebih 
dari 40 spermatozoa setiap segi empat. Jumlah yang 
diperoleh dari hasil penghitungan tersebut dibagi dengan 
faktor koreksi yang tercantum pada Tabel 2. Hasilnya 
adalah jumlah spermatozoa dalam juta/ml. 

HASIL

Data mengenai rerata jumlah spermatogonia disajikan 
pada Tabel 3. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
rerata jumlah spermatogonia antara kelompok kontrol 
dan kelompok perlakuan secara statistik tidak berbeda 
nyata (P>0,05). Pada perlakuan 1,5 mg/kg bb dan 3 mg/
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kg bb rerata jumlah spermatogonia cenderung meningkat 
masing-masing sebesar 3,2% dan 3,6% jika dibandingkan 
dengan kontrol. Namun, pada perlakuan 6 mg/kg bb dan 
12 mg/kg bb rerata jumlah spermatogonia cenderung 
menurun masing-masing sebesar 1,7% dan 1,8% jika 
dibandingkan dengan kontrol.

Tabel 3. Rerata Jumlah Spermatogonia dan Spermatosit

Perlakuan n (ekor) Jumlah Spermatogonia 
± SD

Jumlah Spermatosit 
± SD

0 mg/kg bb 6 58,52 ± 4,13   a 58,73 ± 8,51   a

1,5 mg/kg bb 6 60,40 ± 6,08   a    64,68 ± 5,06   a   
3 mg/kg bb 6 60,65 ± 6,90   a          63,87 ± 6,68   a   
6 mg/kg bb 6 57,53 ± 7,02   a     61,40 ± 2,49   a   
12 mg/kg bb 6 57,45 ± 6,29   a     61,03 ± 3,19   a   
Keterangan : 
a    = Tidak ada perbedaan yang signifikan pada taraf 5%
n   = Jumlah hewan coba
SD = Standar Deviasi

Data mengenai rerata jumlah spermatosit disajikan 
pada Tabel 3. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
rerata jumlah spermatosit antara kelompok kontrol 
dan kelompok perlakuan secara statistik tidak berbeda 
nyata (P>0,05). Meskipun demikian, rerata jumlah 
spermatosit pada kelompok perlakuan cenderung 
meningkat jika dibandingkan dengan kelompok kontrol. 
Mulai perlakuan 1,5 mg/kg bb sampai 12 mg/kg bb rerata 
jumlah spermatosit cenderung meningkat masing-masing 
sebesar 10,1%; 8,8%; 4,5% dan 3,9%. 

Data mengenai rerata jumlah spermatid disajikan 
pada Tabel 4. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
rerata jumlah spermatid antara kelompok kontrol dan 
kelompok perlakuan secara statistik tidak berbeda 
nyata (P>0,05). Meskipun demikian, rerata jumlah 
spermatid pada kelompok perlakuan cenderung menurun 
jika dibandingkan dengan kelompok kontrol. Mulai 
perlakuan 1,5 mg/kg bb sampai 12 mg/kg bb rerata 
jumlah spermatid cenderung menurun masing-masing 
sebesar 7,1%; 8,7%; 13,9% dan 18,4%.

Tabel 4. Rerata Jumlah Spermatid dan Spermatozoa Epididimis Kauda

Perlakuan n 
(ekor) Jumlah Spermatid ± SD

Jumlah Spermatozoa 
Epididimis Kauda (juta/

ml) ± SD
0 mg/kg bb 6 115,95 ± 44,43   a 11,50 ± 1,53   a

1.5 mg/kg bb 6 107,67 ± 12,98   a   11,48 ± 3,30   a   
3 mg/kg bb 6 105,87 ± 15,12   a   11,37 ± 1,05   a   
6 mg/kg bb 6 99,87  ±  14,96   a     10,82 ± 2,26   a   
12 mg/kg bb 6 94,58  ±  32,55   a     10,70 ± 0,94   a   
Keterangan :
a    = Tidak ada perbedaan yang signifikan pada taraf 5%
n   = Jumlah hewan coba
SD = Standar Deviasi

Data mengenai rerata jumlah spermatozoa epididimis 
kauda disajikan pada Tabel 4. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa rerata jumlah spermatozoa epididimis kauda antara 
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan secara statistik 
tidak berbeda nyata (P>0,05). Meskipun demikian, rerata 
jumlah spermatozoa epididimis kauda pada kelompok 
perlakuan cenderung menurun jika dibandingkan dengan 
kelompok kontrol. Mulai perlakuan 1,5 mg/kg bb sampai 
12 mg/kg bb rerata jumlah spermatozoa epididimis kauda 

cenderung menurun masing-masing sebesar 0,2%; 1,1%; 
5,9% dan 7%. 

PEMBAHASAN

Rerata jumlah spermatogonia antara kelompok kontrol 
dan kelompok perlakuan secara statistik tidak berbeda 
nyata (P>0,05). Rerata jumlah spermatogonia pada 
perlakuan 1,5 mg/kg bb dan 3 mg/kg bb cenderung 
meningkat jika dibandingkan dengan kontrol, sedangkan 
pada perlakuan 6 mg/kg bb dan 12 mg/kg bb cenderung 
menurun jika dibandingkan dengan kontrol. Hal 
ini memberikan indikasi bahwa pemberian steroid 
anabolik methandienone dapat menurunkan jumlah 
spermatogonia jika diberikan dalam jumlah berlebih. 

Rerata jumlah spermatosit antara kelompok kontrol 
dan kelompok perlakuan secara statistik tidak berbeda 
nyata (P>0,05). Meskipun demikian, rerata jumlah 
spermatosit pada kelompok perlakuan cenderung 
meningkat jika dibandingkan dengan kelompok kontrol. 
Hal ini memberikan indikasi bahwa steroid anabolik 
methandienone yang diberikan pada dosis rendah 
justru menyebabkan peningkatan jumlah spermatosit. 
Sedangkan jika dosisnya ditingkatkan akan menyebabkan 
jumlah spermatosit mengalami penurunan. 

Rerata jumlah spermatid dan spermatozoa epididimis 
kauda antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan 
secara statistik tidak berbeda nyata (P>0,05). Meskipun 
demikian, rerata jumlah spermatid dan spermatozoa 
epididimis kauda pada kelompok perlakuan cenderung 
menurun jika dibandingkan dengan kelompok kontrol. 

Penurunan jumlah spermatogonia, spermatid, dan 
spermatozoa epididimis kauda disebabkan oleh me-
kanisme umpan balik negatif oleh steroid anabolik. Kadar 
steroid di dalam darah yang berlebih karena perlakuan 
akan menyebabkan sel Sertoli menghasilkan hormon 
inhibin untuk menghambat sekresi FSH dan LH di hipo-
fisis anterior. Selain itu, steroid juga akan menghambat 
sekresi FSH dan LH dengan menghambat sekresi GnRH 
dari hipotalamus (Ganong, 2002; Geneser, 1990; Guyton, 
1990; Handayani, 2001; Wistuba et al., 2007). Menurun-
nya sintesis LH akan menyebabkan menurunnya sintesis 
hormon testosteron oleh sel Leydig di testis. Sedangkan 
menurunnya sintesis FSH akan mempengaruhi kinerja 
sel Sertoli. Terganggunya fungsi sekresi sel Sertoli dan 
sel Leydig menyebabkan terganggunya spermatogenesis 
(Bashandy, 2006). Spermatogenesis yang terganggu me-
nyebabkan terjadinya atrofi pada sel spermatogenik di 
testis (Stojanovic dan Ostojic, 2012; Moos et al., 2013) 
yang akhirnya menyebabkan penurunan jumlah sper-
matozoa (Astuti dkk., 2008). 

Penurunan jumlah spermatogonia, spermatid, dan 
spermatozoa dipengaruhi juga oleh adanya apoptosis 
sel. Apoptosis sel adalah kematian sel yang terprogram 
karena perubahan morfologi dan biokimia sel. Apoptosis 
dipengaruhi oleh faktor intrinsik dan ekstrinsik. Faktor 
ekstrinsik yang paling mempengaruhi adalah radiasi, 
kemoterapi dan senyawa toksik (Irawati, 2008). Kadar 
steroid di dalam darah yang berlebih karena perlakuan 
menyebabkan ketidakseimbangan hormonal di dalam 
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tubuh yang dapat memicu terjadinya stres (Rudiono, 
2005). Spermatogonia, spermatid, dan spermatozoa 
mudah terganggu oleh stres oksidatif karena membran 
selnya banyak mengandung asam lemak tak jenuh rantai 
ganda. Stres oksidatif dapat merusak integritas DNA di 
nukleus dan dapat menginduksi terjadinya apoptosis sel 
(Irawati, 2008).

Penurunan jumlah spermatozoa oleh steroid anabolik 
didukung oleh beberapa penelitian diantaranya adalah 
penggunaan methandienone dosis 15 mg/hari pada atlet 
laki-laki (Holma, 1976), methandienone pada laki-laki 
dewasa (McLeod, 1951), boldenone undecylenate dosis 
4,5 dan 9 mg/kg bb pada kelinci (Thabet et al., 2010), 
sustanon pada tikus putih (Rasul dan Aziz, 2012), 
nandrolone decanoate dosis 0,4; 3 dan 10 mg/kg bb pada 
tikus putih (Karbalay-Doust et al., 2007), nandrolone 
decanoate dosis 0,5 mg/kg bb pada tikus putih (Foletto 
et al., 2010), nandrolone decanoate dosis 3 dan 10 mg/
kg bb pada tikus putih (Tahtamouni, 2010), nandrolone 
decanoate dosis 2,5 mg/minggu yang diberikan selama 13 
minggu pada mencit (Purkayastha dan Mahanta, 2012), 
testoviron dosis 0,5 ml/hari pada tikus putih (Hijazi et 
al., 2012).

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan 
dapat disimpulkan bahwa pemberian steroid anabolik 
methandienone dosis 0; 1,5; 3; 6 dan 12 mg/kg bb 
pada tikus putih jantan galur Wistar selama 50 hari 
menyebabkan kecenderungan penurunan kuantitas 
spermatozoa (jumlah spermatogonia, spermatosit, 
spermatid, spermatozoa) yang tidak berbeda nyata.

SARAN

Dosis methandienone yang dapat menyebabkan 
terjadinya toksisitas akut, subakut, maupun kronis perlu 
diketahui terkait kerusakan pada organ vital.
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