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Abstrak

Pendahuluan: Infertilitas merupakan salah satu pencetus stres antara pasangan yang sudah menikah.
Prevalensi stres yang terjadi di masyarakat indonesia mengalami peningkatan dari tahun ke tahun, dan
penggunaan obat hipnotik menjadi pilihan terapi. Penyalahgunaan obat hipnotik jenis benzodiazepine dalam
alprazolam diidentifikasi sebagai permasalahan narkoba utama, dimana ketergantungan benzodiazepine
dapat mempengaruhi sistem syaraf pusat yaitu neurotransmiter dopamin dan serotonin. Paparan
benzodiazepine dapat menimbulkan gangguan keseimbangan protein pro-apoptosis dan anti-apoptosis,
dengan ditandai peningkatan protein pro-apoptosis serta menurunnya protein anti-apoptosis seperti dalam sel
Leydig. Stimulasi Stres oksidatif akan mengaktifkan jalur apoptosis intrinsik. Tujuan: melihat penurunan
jumlah sel Leydig pada mencit jantan setelah diberikan paparan stres dengan metode CUMS, kemudian diberi
terapi pengobatan anti anxiety dosis maksimal dari alprazolam 4mg/kg/bb. Metode: Hewan coba mencit (Mus
musculus) galur Balb-c dilakukan proses aklimatisasi lalu randomisasi sampel pada tiga kelompok, yaitu
kelompok kontrol negatif (K0), mencit tidak diberikan perlakuan ataupun obat, kelompok kontrol positif (K1),
mencit diberi stressor metode CUMS selama masa spermatogenesis, kelompok perlakuan (K2), mencit diberi
stresor dan diberikan obat alprazolam dengan merk dagang alganax dosis maksimal (4 mg/kg/bb) diberikan
dengan cara sonde lambung. Pengukuran dilakukan setelah testis mencit dipotong melintang dan dilakukan
proses HE (Hematoxylin-Eosin). Penghitungan dilakukan dibawah mikroskop cahaya (Olympus BX 41).
Hasil: Uji Statistik pada variabel sel Leydig menunjukkan ada beda antar kelompok menggunakan uji kruskal
walis p=0,000 (p<0,05). Kesimpulan: pemberian alprazolam dapat menurunkan jumlah sel Leydig, jumlah sel
spermatogenik dan menurunkan tebal epitel tubulus seminiferus pada mencit Mus musculus model stres.

Kata kunci : Alprazolam, Infertilitas, Sel Leydig

Abstract
Introduction : Infertility is one of the stress stimulated for couple has been marriage. Misuse hypnotic drugs
types of benzodiazepine in alprazolam as their primary drug problem. Benzodiazepine dependence can also
affect the central nervous system that interfere with neurotransmitters dopamine and serotonin. Oxidative
stress caused by exposure to benzodiazepines can cause interference pro-apoptotic protein balance and anti-
apoptotic, with a marked increase in pro-apoptotic protein and a decrease in anti-apoptotic proteins such as in
the Leydig cells. Oxidative stress stimulation activates the intrinsic apoptotic pathway. Objective: to see a
decrease in the number of Leydig cells of male mice after exposure to the stress with cums method, and the
mice would be given anti-anxiety medication therapy was alprazolam with maximum dossage. Materials and
methods: The research subject using male mice (Mus musculus) strain Balb-c had aclimitazion proecess and
randomize sampling. There were divided into three groups consisting of negative control group (K0), without
stress and drugs when spermatogenesis time is positive control group (K1) and treatment group (K2). The
mice get a daily alprazolam drugs (alganax) by gavage sonde with maximum dossage (4mg/kg/weight). The
measurement’s do after obtained from the testis that has been cut crosswise and do the Hematoxylin-eosin
(HE). Calculations carried out under a light microscope (Olympus BX 41). Results: Statistical test in Leydig
cell showed that there was significant difference with kruskal walis p=0,000 (p<0,05). Conclusion:
administration of alprazolam might decrease the number of Leydig cells of mice Mus musculus model of
chronic stress

Keywords : Alprazolam, Infertility, Leydig cell.
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Stres yang terjadi sebagai bentuk
akumulasi dari kecemasan banyak dialami
oleh kepala keluarga dengan gender
mayoritas laki-laki, dimana data ditunjang
dari angka pekerja berdasarkan rasio
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ketenagakerjaan terhadap populasi (EPR)
sebesar 77% hingga tahun 2016 (1). Respon
dari stres mengaktifkan sympathetic nervous
system dan melibatkan hypothalamus-
pituitary-adrenal (HPA) axis (2). Stres
psikologis berhubungan dengan abnormalitas
parameter semen dan ini dapat
menyebabkan infertilitas pria (3). Faktor
eksternal seperti stres juga dapat
mengaktifkan proses apoptosis yang akan
menghambat spermatogenesis di testis dan
akan mengganggu fertilitas (4). Alprazolam
merupakan obat ansiolitik yang mengandung
benzodiazepine paling sering digunakan.
Angka mortalitas akibat ketergantungan
benzodiazepine sebesar 3,07 per 100.000
orang dewasa.(4,5) Alprazolam memiliki
waktu paruh sekitar 6,3-26,9 jam, dengan
onset of action yang relatif cepat, sekitar 1-2
jam. Alprazolam terbukti efektif dalam
mengontrol gangguan panik (6), tetapi tidak
lagi direkomendasikan sebagai terapi
farmakologis utama karena risiko terjadinya
toleransi, ketergantungan, dan kemungkinan
penyalahgunaan (7).

Benzodiazepine juga dapat
mempengaruhi sistem syaraf pusat yaitu
mengganggu neurotransmiter dopamin dan
serotonin. Stres oksidatif akibat paparan
benzodiazepine dapat menimbulkan
gangguan keseimbangan protein pro-
apoptosis dan anti-apoptosis, dengan
ditandai peningkatan protein pro-apoptosis
serta menurunnya protein anti-apoptosis
seperti dalam sel Leydig (8,9) Stimulasi Stres
oksidatif akan mengaktifkan jalur apoptosis
intrinsik yang melibatkan perubahan dalam
mitokondria sel, aktifasi serangkaian cascade
systein aspartate specific protease (caspase)
dan ditandai dengan meningkatnya caspase-
3 (10). Penelitian terkait perhitungan jumlah
sel Leydig yang terjadi sebagai penyebab
infertil dengan pemberian Alprazolam perlu
dilakukan untuk membuktikan seberapa
tinggi pengaruh penggunaan obat dengan
kandungan benzodiazepin terhadap fungsi
endokrin melalui testis yang dapat
menurunkan fungsi sel Leydig atau
mengacaukan sistem regulasi hormon
(hypothalamic-pituitary axis) (2). Hasil yang
terjadi dapat menurunkan kadar testosteron
sehingga berdampak terhadap penurunan
produksi spermatozoa. (11) Bukan hanya itu
saja, pemberian alprazolam dapat
membatasi jalur intratesticular vascularization
atau merubah fungsi epididimis dan
berdampak pada penilaian parameter
spermatozoa (12)

METODE PENELITIAN
Jenis penelitian yang digunakan adalah

eksperimental. Rancangan penelitian
menggunakan true experimental), dengan
pemenuhan kriteria adanya kelompok kontrol
(positif dan negatif), kelompok perlakuan dan
randomisasi sampel (13) Desain penelitian
ini post test only control group. Pembagian
sampel dilakukan secara random utuk
meletakkan anggota sampel ke dalam
kelompok eksperimen maupun kelompok
kontrol. Analisis data dalam penelitian ini
menggunakan Anova (Analysis of variance)
untuk melihat pengaruh dari setiap variabel
dan uji tukey post hoc yang digunakan
sebagai perbandingan pada data sebaran
normal. Distribusi data tidak normal
menggunakan analisis data menggunakan
kruskal wallis sedangkan uji variabel
menggunakan mann whitney, Kriteria hasil
yang signifikan diatur dengan P<0,05.

Metode Pengumpulan Data
Sampel penelitian adalah 48 ekor mencit

(mus musculus) jantan dengan galur Balb-c
yang memenuhi kriteria inklusi yaitu berumur
6-8 minggu, bobot badan 25-30 gram, belum
pernah digunakan sebagai obyek penelitian
sebelumnya, keadaan sehat ditandai dengan
: bulu mengkilat dan bersih, mata bersinar
dan gerakan lincah serta tampak tenang dan
kriteria eksklusi yaitu Mencit (Mus musculus)
jantan yang sakit ataupun mati pada saat
pengumpulan data.

Mencit (Mus musculus) Balb-c jantan
sebanyak 48 ekor dibagi secara acak
sederhana ke dalam tiga kelompok
(kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol
positif dan kelompok perlakuan). Kelompok
kontrol negatif (K0) merupakan kelompok
yang tidak dieri perlakuan stres dan obat,
Kelompok kontrol positif (K1) adalah
kelompok yang diberikan perlakuan stres
menggunakan metode CUMS selama 21 hari
dengan istirahat tanpa diberi alprazolam dan
kelompok perlakuan (K2) adalah kelompok
diberi perlakuan stres menggunakan metode
CUMS 21 hari, kemudian diberikan
alprazolam dosis maksimal selama siklus
spermatogenesis.

Setiap perlakuan dalam seharinya
kurang lebih dilakukan selama 7 jam dengan
perkiraan dimulainya pukul 08.00 pagi hingga
pukul 15.00. Pemberian Alprazolam telah
dikonfersikan untuk diberikan kepada hewan
coba sebanyak 0,025 mg/kali/hari dalam
bentuk sediaan dengan suspensi CMC Na
kemudian diberikan secara oral melalui
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sonde lambung pada mencit 1 kali pada hari
yang sama setelah diberikan stresor.

Mencit dikorbankan untuk diambil
testisnya dengan cara pembedahan melalui
insisi pada dinding abdomen selanjutnya
dilakukan pewarnaan Hematosiklin-Eosin
(HE). Penghitungan jumlah sel Leydig pada
sediaan testis mencit dengan menghitung sel
Leydig pada 5 lapang pandang, dimana
masing-masing lapang pandang dicari 10
kompartemen intersisial yang terletak

diantara 3 tubulus yang hampir bulat dan
hampir sama ukurannya.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini menggunakan metode

Chronic Unpredictable Mild Stress (CUMS)
untuk memicu stres pada hewan yang
dilakukan selama siklus spermatogenesis
mencit, dimana proses ini akan berdampak
pada menurunnya jumlah sel Leydig. Hasil
analisis data jumlah sel Leydig dapat dilihat
pada Tabel 1.

Tabel 1. Data deskriptif dan uji normalitas data jumlah sel Leydig

Mean SD Median Minimum Maximum
Normalitas

(Saphiro-Wilk)

K0
(control)

31,1688 8,53297 29,2000 20,80 51,10 0,081

K1
(CUMS)

11,2188 2,26898 10,9500 8,10 16,10 0,303

K2
(CUMS+

alprazolam)
8,0063 2,23561 7,7500 5,50 13,60 0,041

Tabel diatas menunjukkan rerata dari
jumlah sel Leydig. Pada penelitian ini uji
normalitas data menggunakan uji Saphiro-
Wilk diperoleh sebaran data yang tidak
normal pada K2 (P<0,05), sedangkan
sebaran data normal pada K0 dan K1
(P>0,05). Test homogenity of variances data

jumlah sel Leydig dengan uji Levene test
antar kelompok didapatkan varian data yang
tidak sama, maka selanjutnya dilakukan uji
beda antar kelompok menggunakan uji
kruskal walis dan didapatkan nilai p=0,000
(p<0,05), dimana ada perbedaan pada
semua kelompok.

Tabel 2. Hasil Uji beda jumlah sel Leydig pada kelompok K0, K1, K2
K1 ( CUMS ) K2 ( CUMS + alprazolam )

K0 ( Kontrol ) 0,000
a

0,000
b

K1 (CUMS) - 0,000
c

Pada tabel 2. Dari hasil analisa normalitas
data sebelumnya, jika dipasangkan dengan
K2 maka akan menggunakan uji beda non
parametrik, karena distribusi data yang tidak
normal. Hasil analisa uji beda antara K0 dan
K1 menggunakan uji beda parametrik
independent t-test dan mendapatkan hasil
ada beda signifikan dengan p=0,000

a

(p<0,05). Hasil analisa uji beda antara K0
dan K2 menggunakan uji beda non
parametrik mann whitney dan mendapatkan
hasil ada beda signifikan dengan p=0,000

b

(p<0,05). Hasil analisa uji beda antara K1
dan K2 menggunakan uji beda non
parametrik mann whitney dan mendapatkan
hasil ada beda signifikan dengan p=0,000

c

(p<0,05).

(i)

(ii)
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(iii)
Gambar 1. Sel Leydig (i). kelompok kontrol negatif

(K0), (ii) kelompok kontrol positif (K1), (iii)
kelompok perlakuan (K2). Pemeriksaan
menggunakan mikroskop elektron (mikroskop
olympus BX 41) dengan pembesaran 400x.

Penampang testis preparat histologi
(Hematoxylin-Eosin) dari mencit (mus
musculus) jantan setelah melalui proses
pembedahan dan dilakukan pengamatan
dengan hasil pada kelompok kontrol negatif
(i) dengan kode sampel K0.9-8 memiliki
jumlah sel Leydig 37, dari gambar
penampang testis, didapatkan sel Leydig
padat dengan bentuk yang normal. Pada
kelompok kontrol positif (ii) dengan kode
sampel K1.2-6 memiliki jumlah sel Leydig 15,
dari gambar penampang testis, didapatkan
sel Leydig padat pada satu lokasi tertentu
dengan bentuk yang normal. Pada kelompok
perlakuan (iii) dengan kode sampel K2.9-2
memiliki jumlah sel Leydig 4. Melalui gambar
penampang testis, didapatkan sel Leydig
sangat jarang namun rata-rata bentuk
normal.

Gambar 2. Rata-rata jumlah sel Leydig (%)

Perubahan terlihat dari hasil rerata,
dimana semakin menurunnya jumlah sel
Leydig dibuktikan dari jumlah persentase
rerata kelompok kontrol negatif (K0)
dibandingkan dengan kelompok kontrol
positif (K1) yaitu mencit yang diberikan
perlakuan stres dengan metode Chronic
Unpredictable Mild Stress (CUMS) serta K2
yaitu mencit yang diberikan stres dalam

siklus spermatogenesis mencit dan diberikan
terapi dosis maksimal obat alprazolam.

Pengukuran jumlah sel Leydig didapatkan
dari hasil testis yang telah dipotong
melintang dan dilakukan proses Hematoxylin-
Eosin (HE). Penghitungan dilakukan dibawah
mikroskop cahaya (Olympus BX 41). Jumlah
sel Leydig dari masing-masing kelompok
mengalami penurunan sesuai dengan tabel
5.1, Kelompok kontrol (K1) dengan rata-rata
31,17 menurun menjadi 11,2 pada K1 dan
semakin menurun pada kelompok perlakuan
(K2) dengan rata-rata jumlah sel Leydig 8,01.
Perbedaan signifikan juga ditunjukkan dari
kelompok kontrol terhadap KI dan K2 dengan
p=0,000 (p<0,05). Pada mamalia jantan, LH
merangsang sel Leydig untuk memproduksi
testosteron, biosintesis sel Leydig berada di
gonad (14). Berdasarkan penelitian
sebelumnya, penggunaan terapi alprazolam
dengan penggunaan dosis makimal dan
dalam jangka waktu yang panjang dapat
meningkatkan stres oksidatif. Tingginya level
dari glukokortikoid menunjukkan penurunan
level testosteron pada hewan coba dimana
ditunjukkan dengan kondisi stres,
berdasarkan hasil penelitian in vitro
menunjukkan glukokortikoid menghambat
produksi testosteron pada sel Leydig,
sehingga jumlah sel Leydig mengalami
penurunan (15).

SIMPULAN DAN SARAN
Pemberian alprazolam dapat menurunkan

jumlah sel Leydig pada mencit Mus musculus
model stres kronis. Dalam rangka memahami
jalur toksikologi dari pemberian alprazolam,
maka perlu adanya penelitian lebih lanjut
pada tingkat molekuler pada jalur apoptosis
dengan melibatkan caspase 3 dengan
metode IHC. Penelitian sejenis perlu
dilakukan pada mamalia lain yang lebih tinggi
tingkatannya sehingga dapat mendukung
hasil penelitian jauh lebih baik.
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