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ABSTRACT

Motility and movement patterns of spermatozoa are important factors to support the occurrence of
the process of in vitro fertilization. Therefore, this research was conducted to determine the effect of the
addition of heparin and caffeine singly or combination on the status of spermatozoa movement patterns
during the in vitro capacitation. Thawed frozen semen was incubated in fertilization media only or added
with 2 mM caffeine, 10 pg/mL heparin, and a combination of 2 mM caffeine and 10 pg/mL heparin for 60
minutes. Total motility, progressive motility and spermatozoa movement patterns (curvilinear velocity,
VCL; linearity, LIN and amplitude of lateral displacement, ALH) were evaluated using computer-assisted
sperm analysis (CASA).The evaluation was carried out before incubation or 0 minutes and consecutively
at 15 minutes, 30 minutes and 60 minutes after incubation at 38.5 °C and 5% CO,. The results showed
that spermatozoa VCL did not differ in each treatment with different time periods (P>0.05), except for
MF-Caf-2. The LIN percentage in MF-Caf-5 was found to be lower than other treatments until the 30
minute (P<0.05), then at the 30 minutes the value was the same as MF-Caf-2 (P>0.05). Immediately
before incubation, sperm ALH in MF-Caf-5 was higher than MF (P<0.05), but did not differ from MF-Caf-
2 and MF-Hep-10 (P>0.05). Spermatozoa experience hyperactive motility on caffeine-containing media
during the incubation period. Total spermatozoa motility begins to decrease in the 30 minutes in MF and
MF-Hep-10 and in the 60 minutes in MF-Caf-2 (P<0.05). Total spermatozoa motility between treatments
in the same time period was also found to be no different (P>0.05), but progressive motility at the 60
minutes was higher in MF-Caf-5-Hep-10 when compared to MF-Caf-2-Hep-10 (P<0.05). These findings
showed that the addition of caffeine singly or combination with heparin can induce hyperactivation and
there is no significant decrease in motility for 60 minutes during the incubation period.
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ABSTRAK

Motilitas dan pola gerakan spermatozoa merupakan faktor yang penting untuk mendukung terjadinya
proses fertilisasi secara in vitro. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh penambahan
heparin dan kafein secara tunggal maupun kombinasi terhadap status pola gerakan spermatozoa selama
proses kapasitasi in vitro. Semen beku yang sudah di-thawing diinkubasi di dalam media fertilisasi saja
atau ditambahkan dengan kafein 2 mM, heparin 10 pg/mL, dan kombinasi kafein 2 mM dan heparin 10
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pg/mL selama 60 menit. Motilitas total, motilitas progresif dan pola gerakan spermatozoa (curvilinear
velocity, VCL; linearity, LIN dan amplitude of lateral displacement, ALLH) dievaluasi menggunakan computer
assisted sperm analysis (CASA). Evaluasi dilakukan sebelum inkubasi atau menit ke-0 dan berturut-turut
pada menit ke-15, ke-30 dan menit ke-60 menit setelah inkubasi di suhu 38.5 °C dan 5% CO,. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa VCL spermatozoa tidak berbeda pada setiap perlakuan dengan periode
waktu yang berbeda (P>0.05), kecuali pada MF-Caf-2. Persentase LIN pada MF-Caf-5 ditemukan lebih
rendah dibandingkan perlakuan lainnya sampai pada menit ke-30 (P<0.05), kemudian pada menit ke-30
nilainya sama dengan MF-Caf-2 (P>0.05). Segera sebelum inkubasi, ALH spermatozoa pada MF-Caf-5
lebih tinggi daripada MF (P<0.05), tetapi tidak berbeda dengan MF-Caf-2 dan MF-Hep-10 (P>0.05).
Spermatozoa mengalami hiperaktif motilitas pada media yang mengandung kafein selama periode
inkubasi. Motilitas total spermatozoa mulai menurun pada menit ke-30 pada MF dan MF-Hep-10 serta
pada menit ke-60 pada MF-Caf-2 (P<0.05). Motilitas total spermatozoa antar perlakuan pada periode
waktu yang sama juga ditemukan tidak berbeda (P>0.05), tetapi motilitas progresif pada menit ke-60
lebih tinggi pada MF-Caf-5-Hep-10 jika dibandingkan dengan MF-Caf-2-Hep-10 (P<0.05). Hasil penelitian
dapat disimpulkan bahwa penambahan kafein secara tunggal atau dikombinasikan dengan heparin
dapat menginduksi terjadinya hiperaktivasi dan tidak terjadi penurunan motilitas secara signifikan

selama 60 menit selama periode inkubasi.

Kata-kata kunci: spermatozoa; motilitas; heparin; kafein

PENDAHULUAN

Preparasi spermatozoa merupakan salah
satu tahapan dalam proses fertilisasi in vitro.
Preparasi spermatozoa diperlukan untuk
menginduksi terjadinya kapasitasi pada
spermatozoa, sehingga memiliki kompetensi
untuk membuahi oosit. Secara in vivo,
spermatozoa akan mengalami perubahan
gerakan menjadi lebih hiperaktif dan diikuti
dengan reaksi akrosom setelah menempel pada
oosit (Sagare-patil et al. 2013). Perubahan
gerakan spermatozoa menjadi lebih aktif
merupakan salah satu bagian dari kapasitasi.
Selama kapasitasi, beberapa protein pada
spermatozoa akan mengalami fosforilasi
termasuk protein yang terdapat pada ekor
sehingga menyebabkan spermatozoa mengalami
hiperaktivasi (Marquez dan Suarez 2004).
Perubahan gerakan spermatozoa tersebut
menyebabkan spermatozoa dapat bergerak lebih
cepat dan mempunyai kekuatan yang cukup
untuk membantu menembus sel kumulus dan
zona pelusida (Suarez 2008; Kato et al. 2010).

Induksi hiperaktif motilitas spermatozoa
secara in vitro dapat dilakukan dengan meng-
inkubasi spermatozoa di dalam media kapasitasi
(Arai et al. 2019) yang diberi imbuhan zat kimia
seperti cyclic adenosine monophosphate (cAMP),
kafein dan methylxanthine (Mbizvo et al. 1993).
Beberapa peneliti melaporkan bahwa
penambahan kafein di dalam media fertilisasi
dapat menginisiasi terjadinya hiperaktif
motilitas (Colas et al. 2009; Oliveira et al. 2011).
Kafein merupakan turunan dari methylxanthine
yang dapat menghambat aktivitas enzim
fosfodiesterase (Yamaguchi et al. 2013).

Penghambatan enzim fosfodiesterase dapat
mengurangi kerusakan cAMP (Mbizvo et al.
1993) dan meningkatkan konsentrasi cAMP
intraseluler (El-Gaafary et al. 1990). Menurut
Barakat et al. (2015), kafein dapat memiliki efek
secara langsung pada metabolisme seluler.
Lebih lanjut kafein juga dilaporkan dapat
mencegah terjadinya kerusakan pada membran
plasma spermatozoa dan mempertahankan
motilitas dalam jangka waktu yang panjang (Ho
dan Suarez 2001; El-Bahrawy 2017), serta
menginduksi kapasitasi (Rota et al. 2019).
Bahan lain yang dapat menginduksi terjadinya
kapasitasi adalah heparin (Kim et al. 2013).
Penambahan heparin dilaporkan dapat
meningkatkan kapasitasi dan motilitas pada
spermatozoa sapi (Mor et al. 2007). Marquez dan
Suarez (2004) melaporkan bahwa heparin dapat
menginduksi terjadinya kapasitasi pada
spermatozoa, namun tidak dapat menginisiasi
terjadinya hiperaktif motilitas. Oleh karena itu,
heparin dan kafein sering ditambahkan secara
bersamaan sehingga dapat bekerja sinergis
dalam menginduksi kapasitasi (Park et al.
1989), meningkatkan hiperaktivasi dan jumlah
spermatozoa yang berpenetrasi ke dalam oosit
(Kim et al. 2002).

Pola gerakan spermatozoa dapat dievaluasi
dengan menggunakan computer assisted sperm
analysis (CASA) berdasarkan nilai curvilinear
velocity (VCL), linearity (LIN), amplitude of
lateral displacement (ALH) (Hinrich dan Loux
2012), motilitas total dan motilitas progresif
(Verstegen et al. 2002). Dibandingkan dengan
penilaian kualitas spermatozoa secara objektif,
penilaian spermatozoa dengan menggunakan
CASA dapat menilai dengan terperinci dan
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tingkat akurasi yang tinggi (Verstegen et al.
2002; Shojaei et al. 2012). Nilai VCL, ALH yang
tinggi serta persentase LIN yang rendah dapat
menggambarkan spermatozoa mengalami
hiperaktif (Bernecic et al. 2019). Sedangkan nilai
VCL, ALH dan motilitas total merupakan para-
meter yang mempengaruhi kemampuan sper-
matozoa untuk berpenetrasi melewati mukus
serviks dan zona pelusida (Verstegen et al. 2002;
Taberner et al. 2010). Heparin dan kafein dapat
memengaruhi motilitas spermatozoa (Cham-
berland et al. 2001 dan Barakat et al. 2015),
namun dilaporkan kafein dengan konsentrasi
yang tinggi dapat menjaga motilitas lebih lama
tetapi dapat menginduksi reaksi akrosom
spontan (Yamaguchi et al. 2013 El-Bahrawy
2017). Sebagai akibatnya spermatozoa tidak
dapat mempenetrasi oosit (Demyda-Peyras et al.
2012). Sejalan dengan hal tersebut, penelitian
ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh
penambahan heparin dan kafein secara tunggal
maupun kombinasi dalam media fertilisasi
terhadap pola gerakan spermatozoa setelah
diinkubasi secara in vitro.

METODE PENELITIAN

Preparasi Spermatozoa

Spermatozoa yang digunakan yaitu semen
beku sapi Brahman yang diperoleh dari Balai
Inseminasi Buatan (BIB) Lembang. Preparasi
sperma menurut Setiadi dan Karja (2013)
menggunakan teknik washing dengan
modifikasi media fertilisasi Suzuki et al. (2000).
Semen beku di-thawing dan dimasukkan ke
dalam media fertilisasi, kemudian disentrifugasi
pada kecepatan 1800 rpm selama 8 menit.
Supernatan dibuang dan pelet disisakan sekitar
200 pL. Pelet spermatozoa ditambahkan dengan
media fertilisasi sampai konsentrasi 5 x 10°
spermatozoa/mL. Rancangan yang digunakan
yaitu rancangan acak lengkap (RAL) dengan
enam perlakuan dan tiga ulangan. Media
fertilisasi yang digunakan yaitu: (1) media
fertilisasi dasar tanpa ditambahkan kafein
(Sigma Cat. #C4144) dan heparin (Sigma Cat.
#H3393) (perlakuan MF), (2) media ditambah
dengan kafein 2 mM (perlakuan MF-Caf-2), (3)
media ditambah kafein 5 mM (perlakuan MF-
Caf-5), (4) media ditambah heparin 10 mg/mL
(perlakuan MF-Hep-10), serta (5) media
kombinasi kafein 2 mM dan heparin 10 mg/mL
(perlakuan MF-Caf-2-Hep-10), atau (6) media
kombinasi kafein 5 mM dan heparin 10 mg/mL
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(perlakuan MF-Caf-5-Hep-10). Setiap perlakuan
spermatozoa diinkubasi dalam inkubator
(Thermo Scientific) dengan kadar CO,5 % dan
temperatur 38.5 °C selama 0, 15, 30 dan 60
menit.

Penilaian Pola Gerakan Spermatozoa

Pada setiap akhir periode inkubasi,
motilitas total, motilitas progresif dan pola
gerakan spermatozoa (VCL, LIN, dan ALH)
dievaluasi dengan menggunakan computer
assisted sperm analysis (CASA Sperm Vision™
3.7 Minitube, Germany), yang dihubungkan
dengan mikroskop Zeiss Axio Scope A1l. Evaluasi
dilakukan dengan cara meneteskan sedikit
semen di atas gelas objek dan ditutup dengan
gelas penutup. Sampel diletakkan pada
mikroskop (Zeiss Axio Scope Al) dan analisis
dilakukan dari 5 lapang pandang. Menurut
Amann dan Weberski (2014), rata-rata waktu
kecepatan pergerakan kepala spermatozoa
sepanjang lintasan curvilinear atau VCL (um/
s); dan ALH (um) merupakan rata-rata jarak
penyimpangan setiap centroids dari lintasan
average. Linearity (LIN; %) merupakan
kelurusan lintasan curvilinear, yang didapatkan
dari VSL/VAP x 100 (Verstegen et al. 2002)
(Gambar 1). Lebih lanjut, menurut Susilawati
(2011), motilitas total merupakan semua sel
spermatozoa yang motil dan tidak termasuk sel
yang tidak motil, sedangkan motilitas progresif
adalah semua sel yang bergerak maju ke depan
dan tidak termasuk yang bergerak lokal atau
sel sperma yang hidup tetapi bergerak maju
sangat sedikit.
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Gambar 1. Terminologi pola gerak sperma-
tozoa dengan CASA (Amann dan
Weberski 2014).
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Analisis Statistik

Data disajikan dalam bentuk persentase +
standart error mean (SEM), selanjutnya diana-
lisis secara statistik menggunakan one-way-
anova (6x4) dengan program SAS 9.4. Apabila
perlakuan berpengaruh nyata terhadap variabel
yang dievaluasi, maka dilanjutkan dengan uji
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pola Gerakan

Pola gerakan spermatozoa setelah diinku-
basi dalam media fertilisasi yang diberi imbuhan
heparin dan kafein pada penelitian ini terdapat
pada Gambar 2. Pola gerakan spermatozoa yang
dievaluasi yaitu VCL (Gambar 2A), LIN
(Gambar 2B), dan ALH (Gambar 2C).

Curvilinear Velocity

Berdasarkan Gambar 2A, nilai VCL tidak
berbeda antar perlakuan MF, MF-Caf-2, MF-
Caf-5 dan MF-Hep-10 pada menit ke-0 (147.2,
158.3 161.0 dan 144.7 pm/s, berturut-turut)
(segera sebelum inkubasi), menit ke-15 (160.2,
163.4,168.1 dan 156.1 pm/s, berturut-turut) dan
ke-60 (130.8, 128.0, 147.0 dan 134.5 pum/s,
berturut-turut) (P>0.05), sedangkan pada menit
ke-30 nilai VCL pada perlakuan MF-Caf-2 nyata
lebih rendah dibandingkan perlakuan MF-Caf-
5 (123.0 vs 164.4 pm/s) (P<0.05). Nilai VCL
spermatozoa tidak berbeda pada perlakuan yang
sama dengan periode waktu yang berbeda
(P>0.05), kecuali pada perlakuan MF-Caf-2.
Nilai VCL spermatozoa pada perlakuan MF-Caf-
2 mengalami penurunan pada menit ke-30
setelah inkubasi dibandingkan dengan menit ke-
15 (P<0.05). Pada Gambar 3, ketika kafein
dengan konsentrasi 2 dan 5 mM dikombinasikan
dengan heparin 10 ug/mL, terdapat perbedaan
nilai VCL antar perlakuan pada periode waktu
yang sama (P<0.05) kecuali pada periode
inkubasi 15 menit (P>0.05). Nilai VCL pada
perlakuan MF-Caf-2-Hep-10 dengan periode
inkubasi 15 dan 30 menit nyata lebih tinggi
(P<0.05) dibandingkan dengan periode inkubasi
60 menit tetapi lebih rendah dari 0 menit
(P<0.05) (Gambar 4A).

Data tersebut mengindikasikan bahwa
bahwa pemberian kafein 5 mM secara tunggal
atau dikombinasikan dengan heparin 10 mg/mL
tidak berpengaruh nyata terhadap nilai VCL
pada semua periode inkubasi. Sedangkan hasil
penelitian Yeste et al. (2008) menunjukkan
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bahwa penambahan kafein dari konsentrasi 0.5
sampai 2 mM pada media kriopreservasi dapat
menyebabkan penurunan nilai VCL. Nilai VCL
dapat dibedakan menjadi: cepat (>90 um/s),
sedang (45-90 um/s), lambat (10-45 pm/s) dan
statis atau imotil (<10 um/s) (Krizkova et al.
2017). Secara umum, selama inkubasi fertilisasi
in vitro spermatozoa menunjukkan berenang
cepat. Spermatozoa yang diinkubasi dengan
kafein 5 mM yang dikombinasikan dengan
heparin maupun ditambahkan secara tunggal
memperlihatkan kecepatan berenang lebih cepat
dibandingkan dengan kelompok lain dan tidak
mengalami penurunan selama inkubasi.

A oM BUF.OH1 OMELEY M
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Gambar 2. Pola gerakan spermatozoa yang
ditambahkan heparin atau kafein secara tunggal
pada media fertilisasi. (A. curvilinear velocity
atau VCL; B. linearity atau LIN; C. amplitude
of lateral displacement atau ALH. Huruf "¢ pada
waktu inkubasi yang sama dan tanda * pada
perlakuan yang sama dengan waktu inkubasi
yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan
(P<0.05).
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Linearity

Pada periode waktu yang sama (0, 15, 30
dan 60 menit), tidak ditemukan adanya
perbedaan (P>0.05) persentase LIN antara
perlakuan MF (55.0, 55.7, 58.0 dan 59.3 %)
dengan MF-Caf-2 (50.0, 51.0, 53.7 dan 53.7 %)
dan MF-Hep-10 (57.3, 54.3, 58.3 dan 54.7 %)
(Gambar 2B). Sedangkan, persentase LIN pada
perlakuan MF-Caf-5 (43.0 %) ditemukan lebih
rendah dibandingkan perlakuan lainnya sampai
pada menit ke-30 periode inkubasi (P<0.05),
kemudian pada menit ke-60 nilainya sama
dengan perlakuan MF-Caf-2 (563.7 %) dan MF-
Hep-10 (54.7 %) (P>0.05). Persentase LIN
spermatozoa antar perlakuan yang sama pada
periode waktu yang berbeda tidak berbeda.
Persentase LIN berbeda antar perlakuan pada
setiap periode waktu yang sama (P<0.05), tetapi
tidak berbeda pada semua perlakuan pada
periode waktu yang berbeda (P>0.05). Perlakuan
MF-Caf-5-Hep-10 menunjukkan persentase LIN
lebih rendah dibandingkan dengan perlakuan
MF-Caf-2-Hep-10 sepanjang periode inkubasi
(43.0 % vs 49.3 %; 44.3 % vs 49.0 %; 44.7 % vs
53.0 % dan 45.7 % vs 51.7 %).

Selama inkubasi semua perlakuan menun-
jukkan berenang linier dengan kisaran nilai
LIN 43-59%. Spermatozoa berenang linier
apabila nilai LIN > 35% dan berenang non linear
ketika nilai LIN < 35% (Gonzalez-Abreu et al.
2017; Susilawati 2011). Nilai LIN pada
spermatozoa dapat menandakan karakteristik
arah gerakan atau kelurusan berenang
spermatozoa (El-Bahrawy et al. 2017). Namun,
spermatozoa yang diinkubasi dengan kafein 5
mM menunjukkan nilai linearity lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok lainnya. Colas
et al. (2009) menjelaskan bahwa kafein dapat
menurunkan persentase LIN sejak awal
inkubasi. Penurunan persentase LIN selama
inkubasi menunjukkan perubahan spermatozoa
dari kondisi tidak terkapasitasi menjadi
kapasitasi (Herreros et al. 2005). Penurunan
LIN pada spermatozoa dapat mengindikasikan
bahwa terjadi pembengkokan bagian tengah ekor
yang berlebihan dan menunjukkan bahwa
spermatozoa mengalami hiperaktivasi (El-
Bahrawy 2017).

Amplitude of lateral displacement

Nilai ALH disajikan pada Gambar 2C.
Segera sebelum inkubasi, nilai ALH
spermatozoa pada perlakuan MF-Caf-5 nyata
lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan MF
(7.6 um vs 6.6 pm) (P<0.05), akan tetapi tidak
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berbeda dengan perlakuan MF-Caf-2 (7.0 um)
dan MF-Hep-10 (5.9 pm) (P>0.05). Lima belas
menit setelah inkubasi, nilai ALH perlakuan MF-
Hep-10 (5.9 pm) nyata lebih rendah jika
dibandingkan dengan perlakuan MF-Caf-2 (7.0
um) dan MF-Caf-5 (7.5 um) (P<0.05). Pada menit
ke-60, nilai ALH (5.7-7.0 um) tidak berbeda
antara perlakuan MF-Caf-2 (6.1 pm), MF-Caf-5
(7.0 pm) dan MF-Hep-10 (6.4 pm) (P>0.05).
Demikian halnya dengan nilai ALH pada
perlakuan yang sama dalam waktu yang
berbeda tidak terdapat perbedaan yang nyata
(P>0.05), kecuali pada perlakuan MF dengan
periode inkubasi 60 menit mempunyai nilai ALH
yang nyata lebih rendah (P<0.05) dibandingkan
dengan nilai ALH pada periode inkubasi 30
menit. Sedangkan nilai ALH terendah terdapat
pada perlakuan MF-Caf-2-Hep-10 dengan periode
inkubasi 30 dan 60 menit. Nilai tersebut nyata
(P<0.05) lebih rendah dibandingkan dengan nilai
ALH pada periode inkubasi 0 menit dan 15
menit.

ALH merupakan lebar osilasi kepala saat
spermatozoa bergerak (Verstegen et al. 2002) dan
indikator pergerakan perputaran flagelum
spermatozoa (Suarez 2008). Spermatozoa
mengalami perubahan gerakan menjadi
hiperaktif salah satunya dengan pengamatan
ALH (green dan fishel 1999). Sedangkan
menurut Chatiza et al. (2012), perubahan pola
gerakan merupakan aktivitas dari flagelum
dapat terjadi karena spermatozoa mengalami
kapasitasi. Spermatozoa Spermatozoa
mengalami perubahan hiperaktif motilitas
dengan nilai ALLH e” 7 um (green dan fishel 1999;
Verstegen et al. 2002) dan dapat melewati lendir
serviks ketika nilai ALH e” 4.5 um (Mortimer
1997). Peningkatan perputaran pada flagelum
diperlukan spermatozoa untuk meningkatkan
daya dorong ketika spermatozoa melakukan
penetrasi melawati cumulus oophorus dan
lapisan glikoprotein zona pelusida (Kato et al.
2010; Ishimoto dan Gaffney 2016; Harayama
2018). pada perlakuan media fertilisasi tanpa
kafein dan heparin mengalami penurunan ALH.
Penurunan ALH dapat disebabkan karena
spermatozoa telah kehilangan energi dalam
jumlah besar akibat dari peristiwa hiperaktif
motilitas (Tesarik et al. 1990).

Hiperaktif Motilitas

Selama periode inkubasi, spermatozoa akan
mengalami perubahan pola gerakan menjadi
hiperaktif motilitas. Menurut Shojaei et al.
(2012) terdapat tiga kriteria dalam perubahan
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Gambar 3. Pola gerakan spermatozoa yang
ditambahkan kombinasi heparin dan kafein
pada media fertilisasi. (A. curvilinear velocity
atau VCL; B. linearity atau LIN; C. amplitude
of lateral displacement atau ALH). Huruf 2b¢
pada perlakuan sama dengan waktu inkubasi

yang berbeda dan tanda * pada perlakuan

berbeda dengan waktu inkubasi yang sama
menunjukkan adanya perbedaan (P<0.05).

pada pola motilitas yaitu; mendorong terjadinya
motilitas progresif, fase transisi ke hiperaktif
motilitas dan hiperaktif motilitas. Perubahan
terhadap motilitas dapat membantu spermatozoa
berenang lebih cepat dan menghasilkan
hentakan pada flagelum untuk berenang melalui
epitel isthmus, berpindah ke ampula, serta
melakukan penetrasi ke sel kumulus dan zona
pelusida selama fertilisasi in vivo (Kato et al.
2010; Harayama 2018). Penelitian Shojaei et al.
(2012) menjelaskan bahwa penentuan
spermatozoa mengalami perubahan gerakan
menjadi hiperaktif motilitas ketika nilai ALH >
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7 um, LIN <65% dan VCL > 80 um. Berdasarkan
nilai tersebut, spermatozoa mengalami
hiperaktif motilitas dapat terjadi ketika hanya
ditambahkan dengan kafein. Pemberian kafein
dengan konsentrasi 5 mM dapat menginisiasi
terjadinya hiperaktivasi tetapi juga dapat
mempertahankan hiperaktivasi. Hasil
penelitian ini sejalan dengan beberapa penelitian
sebelumnya bahwa penambahan kafein dengan
konsentrasi 5-10 mM berpotensi sebagai
stimulator hiperaktif motilitas pada spermatozoa
manusia, sapi, badak dan gajah (Horst et al.
2018). Sedangkan penambahan kafein 2 mM
belum dapat mempertahankan hiperaktivasi
sepanjang periode inkubasi.

Jika ditelaah lebih lanjut kafein dapat
mengubah motilitas spermatozoa menjadi
hiperaktif motilitas dengan cepat (Marquez dan
Suarez 2004) karena kafein memungkinkan
masuknya Ca?* yang berasal dari ekstraseluler
ke dalam sel spermatozoa (Ho dan Suarez 2001;
Colas et al. 2009). Hal tersebut dapat terjadi
karena kafein mampu memengaruhi
permeabilitas (Marquez dan Suarez 2004) dan
mengaktifkan kanal Ca?" pada membran plasma
(Colas et al. 2009) yang hanya terdapat pada
aksonema flagelum (Ho dan Suarez 2001).
Sedangkan peningkatan Ca?" dapat
mempercepat ATP-ase pada dynein (Moraes dan
Meyers 2018), sehingga dynein mengubah energi
kimia ATP dan menjadi motor penggerak
spermatozoa (Thompson et al. 2018).
Peningkatan Ca?" intraseluler akan didistri-
busikan ke satu sisi aksonem yang dapat
mengakibatkan perubahan gerakan flagelum
menjadi asimetris (Ho dan Suarez 2001) dan
memutar (Herreros et al. 2015). Hal tersebut
dapat terjadi karena penyimpanan Ca? yang
terdapat pada daerah leher spermatozoa
didistribusikan secara asimetris (Ho dan Suarez,
2001). Oleh karenanya, pada saat hiperaktif
motilitas spermatozoa yang diinkubasi dengan
kafein menunjukkan pergerakan asimetris
dengan terjadinya penurunan persentase LIN.

Penurunan hiperaktif motilitas dapat
terjadi karena responsif terhadap akrosom
karena peningkatan protein tyrosine
phosphorylation (Marquez dan Suarez, 2004).
Selain itu, dengan terdapatnya heparin pada
perlakuan kombinasi antara kafein 2 mM dan
heparin 10 mg/mL dapat mempercepat
berakhirnya hiperaktivasi motilitas. Berbeda
mekanisme dengan kafein, heparin selama
periode inkubasi berikatan dengan protein
membran plasma yang menyebabkan hilangnya
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kolesterol dan fosfolipid, hal tersebut
menyebabkan peningkatan Ca? pertama kali
terjadi pada akrosom (Parrish, 2014) dan
peningkatan cAMP (Marquez dan Suarez, 2004)
serta protein tyrosine phosphorylation
(Kumaresan et al., 2019). Sedangkan protein
tyrosine phosphorylation dapat menyebabkan
spermatozoa menjalani reaksi akrosom serta
terjadinya hiperaktif motilitas prematur
(Suarez, 2008). Hal tersebut sejalan dengan
pendapat Benercic et al. (2019) bahwa
spermatozoa sapi yang diinkubasi dengan
heparin tidak menginisiasi terjadinya
hiperaktivasi motilitas.

Motilitas Total

Motilitas adalah satu dari karakteristik
spermatozoa yang sangat penting yang
dihubungkan dengan kemampuan spermatozoa
untuk membuahi oosit. Persentase total
motilitas pada penelitian ini dinilai dengan
menggunakan CASA (Tabel 1). Total motilitas
spermatozoa ditemukan tidak berbeda antar
perlakuan pada periode waktu yang sama. Total
motilitas mulai menurun pada menit ke-30 pada
perlakuan MF (68.8 %) dan MF-Hep-10 (66.5 %)
serta perlakuan MF-Caf-2 (63.7 %) terjadi
penurunan pada menit ke-60 (P<0.05). Total
motilitas spermatozoa pada perlakuan MF-Caf-
5 tidak berbeda mulai dari sejak diinkubasi
sampai menit ke-60. Motilitas total spermatozoa
yang diinkubasi pada media fertilisasi dengan
imbuhan kafein dan heparin disajikan pada
Tabel 2. Motilitas total spermatozoa antar
perlakuan pada periode waktu yang sama juga
ditemukan tidak berbeda (P>0.05). Penurunan
motilitas total pada perlakuan MF-Caf-2-Hep-
10 terjadi pada menit ke-60 (42.7 %).

Pada penelitian ini, spermatozoa pada
media yang ditambahkan kafein 5 mM
memperlihatkan nilai motilitas total yang tidak
berbeda pada semua periode inkubasi yang
dicobakan. Hasil penelitian ini sejalan dengan
pendapat Colas et al. (2009) dan Hamza et al.
(2018) bahwa penambahan kafein dapat
memperpanjang waktu motilitas selama periode
inkubasi sebelum fertilisasi. Hal ini diakibatkan
karena kafein diketahui dapat menghambat
aktivitas enzim fosfodiesterase (Yamaguchi et
al. 2013). Penghambatan enzim fosfodiesterase
dapat meningkatkan konsentrasi cAMP
intraseluler (El-Gaafary et al., 1990) dan
mengurangi kerusakan cAMP (Mbizvo et al.,
1993). Selain itu, kafein juga dilaporkan
meningkatkan pemanfaatan fruktosa (Milani et
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al., 2010) dengan menginduksi penguraian
glikogen menjadi gula sederhana, yang dapat
digunakan spermatozoa dalam waktu yang lama
sehingga dapat menjaga motilitas dan gerakan
kinetik spermatozoa (El-Bahrawy 2017). Heparin
dapat mengakibatkan penurunan motilitas total
lebih cepat. Penggunaan heparin dengan dosis
yvang tidak tepat dapat menyebabkan tidak
efektifnya pengaruh heparin. Menurut Lu dan
Siedel (2004), spermatozoa sapi memperlihatkan
perbedaan kebutuhan konsentrasi heparin
untuk menginduksi kapasitasi. Hal ini dapat
terjadi karena heparin dapat meningkatkan
aktivitas mitokondria spermatozoa (Cérdoba et
al., 2006), oksidasi mitokondria (Fernandez dan
Cérdoba, 2017) dan memicu penurunan
metabolisme asam amino (Ferfiandez dan
Cérdoba, 2016). Peningkatan aktivitas
mitokondria dapat menyebabkan terjadinya
kerusakan dan penuaan yang dapat berdampak
pada penurunan motilitas (Ahmad et al., 2015).
Hal tersebut disebabkan karena spermatozoa
mungkin tidak menghasilkan ATP yang
memadai untuk melakukan pergerakan
motilitas (Farahi et al., 2018). Heparin
diketahui dapat menyebabkan pengurangan
cadangan energi yang dapat berdampak
terhadap penurunan motilitas karena terjadi
percepatan metabolisme (Chamberland et al.,
2001). Sedangkan, energi yang dihasilkan
digunakan spermatozoa untuk menjaga
motilitas, terutama untuk menjalani proses
hiperaktivasi dan protein phosphorylation
(Feriiandez dan Coérdoba, 2018). Selain itu,
penelitian Fernandez dan Cérdoba (2017)
menunjukkan bahwa tanpa adanya cAMP,
spermatozoa yang diinduksi dengan heparin
akan memetabolisme laktat dalam jumlah yang
besar. Lebih lanjut, penurunan ketersediaan
laktat dan piruvat dapat terjadi selama inkubasi
kapasitasi (El-Shahat et al., 2016). Ketersediaan
piruvat dan laktat diperlukan spermatozoa
untuk menghasilkan ATP yang dapat
digunakan untuk menjaga motilitas (Colas et
al., 2009) dan mempertahankan motilitas (Pefia
et al., 2012). Penelitian ini menunjukkan bahwa
pemberian kafein dengan konsentrasi 5 mM
dapat mencegah terjadinya penurunan motilitas
total.

Motilitas Progresif

Motilitas progresif spermatozoa ditemukan
tidak berbeda antar perlakuan pada periode
waktu yang sama (Tabel 1). Sedangkan
perlakuan MF, MF-Caf-2, dan MF-Hep-10 mulai
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Tabel 1, Motilitas spermatozoa setelah diinkubasi di media fertilisasi dengan heparin atau kafein

secara tunggal.

Perlakuan Waktu Inkubasi Motilitas Progresif Motilitas
(menit) (% = SEM) (% = SEM)
MF 0 75,4+0,72 65,0+0,8%
15 73,240,9% 65,4+1,02
30 68,8+1,2 55,6+1,6"
60 62,0+3,2¢ 49,8+3,7°
MF-Caf-2 0 76,8+1,2™ 66,1£1,7™
15 75,3+1,1™ 64,1+1,8™
30 70,6+2,4™n 55,1+2,4»
60 63,7+0,3" 47,6+2,7°
MF-Caf-5 0 76,5+1,3 67,6+1,0
15 75,1+2,3 65,2+1,6"
30 72,825 62,7+1,2¢
60 69,5+1,4 54,2+3 5"
MF-Hep-10 0 72,6+2,9% 63,9+3,6*
15 69,5+4,3* 58,4+4,8*
30 66,5+3,9° 55,7+3,07
60 64,6+1,5% 52,3+2, 77

Keterangan: Huruf @bemntuxy nada perlakuan yang sama dengan waktu inkubasi berbeda menunjukkan
adanya perbedaan yang nyata (P<0.05).

Tabel 2. Motilitas spermatozoa setelah diinkubasi di media fertilisasi dengan kombinasi heparin

dan kafein.
Perlakuan Waktu Inkubasi Motilitas Progresif Motilitas
(menit) (% = SEM) (% = SEM)

MF-Caf-2-Hep-10 0 76,4+0,72 66,2+1,22
15 72,0+4,62 60,9+4,3
30 66,7+3,5% 52,5+2,0°
60 61,8+4,9° 42,7+5,6%

MF-Caf-5-Hep-10 0 75,8+2,0 6,.5+2,3
15 72,7+0,9 58,8+1,8
30 69,9+1,8 58,5+1,8
60 68,4+1,2 54,4+1,0"

Keterangan: Huruf @*9 pada perlakuan yang sama dengan waktu berbeda dan tanda * pada perlakuan
berbeda dengan waktu inkubasi yang sama menunjukkan adanya perbedaan (P<0.05).

terjadi penurunan motilitas progresif pada
menit ke-30 (P<0.05). Motilitas progresif
spermatozoa pada perlakuan MF-CAF-5
menurun setelah menit ke-60 masa inkubasi
(P<0.05). Lebih lanjut, persentase motilitas
progresif pada perlakuan MF-Caf-2-Hep-10 lebih
rendah dibandingkan perlakuan MF-Caf-5-Hep-
10. Motilitas progresif pada menit ke-60 lebih
tinggi pada perlakuan MF-Caf-5-Hep-10 jika
dibandingkan dengan perlakuan MF-Caf-2-Hep-

10 (54.4 % vs 42.7 %) (P<0.05). Motilitas progresif
terjadi pada menit ke-30 masa inkubasi (58.8
%) (P<0.05). Motilitas progresif tidak ditemukan
adanya penurunan pada kedua perlakuan
inkubasi (P>0.05) pada perlakuan kombinasi
heparin dan kafein sampai menit ke-60 masa
inkubasi.

Hal tersebut membuktikan bahwa pem-
berian kafein dengan konsentrasi 5 mM juga
dapat mempertahankan motilitas progresif
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walaupun dikombinasikan dengan heparin.
Menurut Rota et al. (2019) penambahan kafein
5 mM dapat mempertahankan motilitas total,
motilitas progresif dan velocity dari spermatozoa.
Sedangkan spermatozoa yang diinkubasi dengan
kafein 5 mM menunjukkan pola pergerakan
hiperaktif. Hal tersebut dapat terjadi karena
spermatozoa masih dalam tahap transisi
hiperaktivasi. Menurut Verstegen et al. (2002)
bahwa transisi dari gerakan progresif ke hiper-
aktif adalah hiperaktif progresif. Terdapat empat
tipe pola pergerakan hiperaktif pada spermatozoa
diantaranya dua hiperaktif progresif (circling dan
helical) serta dua hiperaktif nonprogresif
(thrashing dan star-spin) (Lannou et al., 1992).
Secara in vivo, spermatozoa yang dapat
mempertahankan motilitas total yang lebih
lama selama inkubasi dapat memungkinkan
spermatozoa bertahan hidup di saluran
reproduksi betina, menjalani kapasitasi dan
melakukan fertilisasi ke dalam oosit (Joshi et
al., 2005). Menurut Morell (2019) motilitas
progresif diperlukan spermatozoa untuk dapat
memasuki kumulus oophorus dan bergerak di
dalamnya untuk dapat mencapai oosit. Hal
tersebut diindikasikan bahwa penurunan kadar
cAMP mengakibatkan penurunan VCL dan ALH
spermatozoa (Jing et al., 2014). Sehingga,
terjadinya penurunan VCL akan berpengaruh
terhadap penurunan motilitas progresif.

SIMPULAN

Hasil penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa: Penambahan kafein merupakan bahan
terbaik untuk mempertahankan motilitas total
dan motilitas progresif pada spermatozoa sapi.
Konsentrasi 5 mM merupakan konsentrasi
terbaik penambahan kafein pada media
fertilisasi untuk menginduksi terjadinya
hiperaktivasi motilitas. Penambahan kafein 5
mM secara tunggal atau dikombinasikan
dengan heparin 10 mg/mL dapat menginduksi
terjadinya hiperaktivasi dan tidak terjadinya
penurunan motilitas yang signifikan selama
periode inkubasi dilakukan.

SARAN

Perlu dilakukan pengamatan Ca?" intra-
seluler dan protein tyrosine phosphorylation,
untuk menggambarkan tingkat hiperaktivasi
dan kapasitasi spermatozoa dalam beberapa
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waktu inkubasi dan kombinasi antara heparin
dan/atau kafein.
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