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ABSTRAK

Pendahuluan: Sindrom metabolik berpengaruh terhadap kesuburan pria karena dapat menyebabkan infertilitas.
Infertilitas antara lain disebabkan oleh kematian berlebih sel — sel spermatogenik selama spermatogenesis.
Caspase-3 memiliki peran penting sebagai eksekutor apoptosis. Kandungan ekstrak etanolik daun kelor
diketahui dapat mencegah apoptosis dengan menurunkan ekspresi caspase-3. Penelitian ini dilakukan dengan
tujuan mengetahui pengaruh peningkatan dosis ekstrak etanolik daun kelor terhadap tingkat ekspresi caspase-3
pada jaringan testis tikus Wistar model sindrom metabolik.

Metode: Metode penelitian yang digunakan adalah eksperimental laboratorik. Tikus Wistar berjumlah 30 ekor
dibagi menjadi 5 kelompok dengan jumlah yang sama. KI sebagai kelompok kontrol negatif, KIl sebagai
kelompok sindrom metabolik terinduksi, KIII, KIV, dan KV sebagai kelompok sindrom metabolik terinduksi
yang diberi dosis ekstrak etanolik daun kelor secara berurutan sebesar 150 mg/kgBB, 250 mg/kgBB, dan 350
mg/kgBB. Ekspresi caspase-3 dihitung menggunakan metode semikuantitatif IDS. Selanjutnya, ekspresi
caspase-3 dianalisis menggunakan uji One-Way ANOVA, Post Hoc Tukey HSD, dan uji regresi linier.

Hasil: KII memiliki skor ekspresi caspase-3 tertinggi yaitu 89,45 dan KV memiliki skor ekspresi caspase-3
terendah yaitu 25,93. Hasil uji One-Way ANOVA ekspresi caspase-3 pada jaringan testis tikus Wistar adalah
0.00 (p<0.05) yang artinya terdapat perbedaan signifikan ekspresi caspase-3 pada semua kelompok. Perbedaan
bermakna terdapat antara KI dengan KIl dan KII dengan KIill, KIV, dan KV. Hasil uji regresi linier
menunjukkan pengaruh negatif antara dosis ekstrak etanolik daun kelor terhadap ekspresi caspase-3.
Kesimpulan: Pemberian dosis ekstrak etanolik daun kelor yaitu 150 mg/kgBB, 250 mg/kgBB, dan 350
mg/kgBB dapat menurunkan ekspresi caspase-3.

Kata Kunci: Caspase-3; Ekstrak Daun Kelor; Sindrom Metabolik; Testis; Spermatogenesis

ABSTRACT

Introduction: Metabolic syndrome (MetS) affects male fertility because of causing infertility. Infertility caused
by an excessive spermatogenic cell death during spermatogenesis. Caspase-3 has an important role as apoptosis
executor. Moringa leaf ethanolic extract is known to prevent apoptosis by reducing caspase-3 expression. This
study was conducted to know the effect of increasing the dose of Moringa leaf ethanolic extract on the level of
caspase-3 expression in the testes of Wistar rats with MetS models.

Methods: Research is experimental laboratory. Thirty Wistar rats were divided equally into 5 groups. Kl as a
negative control group, KIlI as the induced MetS group, KllI, KIV, and KV as the induced MetS group was given
doses of ethanolic extract of Moringa leaves, respectively 150, 250, and 350 mg/kgBW. Caspase-3 expression
was calculated using the IDS semiquantitative method. Furthermore, caspase-3 expression was analyzed using
the One-Way ANOVA test, Post Hoc Tukey HSD, and linear regression test.

Results: KII had the highest (89.45) and KV had the lowest (25.93) caspase-3 expression score. The One-Way
ANOVA test of caspase-3 expression’s result was 0.00 (p<0.05), meaning that there were significant differences
in the expression of caspase-3 in all groups. There are significant differences between Kl to Kl and Kl to KllI,
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KIV, and KV. The results of the linear regression test showed a negative effect between the dose of ethanolic
extract of Moringa leaves on the expression of caspase-3.

Conclusion: 150, 250, and 350 mg/kgBW dose of ethanolic extract of Moringa leaves can reduce the
expression of caspase-3.

Keywords: Caspase-3; Moringa Leaves Extract; Metabolic Syndrome; Testis; Spermatogenesis

PENDAHULUAN

Menurut International Diabetes Federation, sekitar 25% populasi dunia mengalami sindrom
metabolik (Nolan et al., 2017). Peningkatan prevalensi sindrom metabolik ini dapat berpengaruh
terhadap penurunan kualitas sperma pada pria dewasa. Dalam suatu penelitian terkait perbandingan
prevalensi sindrom metabolik dengan jumlah pria yang infertil menyatakan bahwa terdapat 2.462 pria
infertil dengan prevalensi sindrom metabolik mencapai 17%. Selain itu, pria dengan jumlah sperma
rendah lebih banyak ditemukan pada penderita sindrom metabolik dibandingkan pria dengan jumlah
sperma normal (Lotti et al., 2021).

Salah satu indikasi fertilitas pria adalah adanya keseimbangan antara proliferasi dan apoptosis
sel germinal selama spermatogenesis untuk menghasilkan jumlah dan kondisi sperma yang baik.
Terjadinya apoptosis pada sel germinal melibatkan caspase-3 yang merupakan enzim eksekutor
apoptosis paling penting dalam mekanisme kematian sel. Sementara itu, apoptosis sel germinal yang
berlebih menyebabkan keabnormalitasan jumlah dan kondisi sperma yang dapat mengarah pada
infertilitas (Almeida et al., 2013).

Pada penderita sindrom metabolik terjadi peningkatan ROS sehingga menyebabkan stress
oksidatif yang memicu sinyal — sinyal apoptosis pada testis. Sinyal — sinyal apoptosis tersebut akan
membuat pensinyalan apoptosis ekstrinsik maupun intrinsik yang terjadi karena peningkatan regulasi
dari pro-apoptosis p53, caspase-8, dan caspase-9 sehingga dapat mengaktivasi caspase-3 (Nna et al.,
2019). Peningkatan stress oksidatif pada penderita sindrom metabolik tersebut akan menimbulkan
apoptosis berlebih dengan tanda peningkatan caspase-3 sehingga sel — sel di tubulus seminiferus
mengalami kematian berlebih yang akan mengganggu spermatogenesis dan merusak DNA sperma
(Asadi et al., 2017). Daun kelor dapat digunakan sebagai terapi untuk penderita sindrom metabolik
dengan menekan ROS yang berlebih melalui efek antioksidan. Penekanan ROS menyebabkan tidak
terjadinya peningkatan stress oksidatif yang dapat memicu peningkatan caspase-3, sehingga apoptosis
berlebih yang menyebabkan infertilitas dapat dicegah (Lépez et al., 2018).

Tujuan dilakukannya penelitian ini untuk mengetahui pengaruh pemberian dosis ekstrak
etanolik daun kelor (Moringa oleifera, Lam) terhadap tingkat ekspresi caspase-3 pada jaringan testis
tikus Wistar (Rattus norvegicus) model sindrom metabolik.

METODE

Penelitian dilakukan dengan metode eksperimental laboratorik dan post-test only control
group design. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Pangan dan Gizi Pusat Studi Pangan dan Gizi
(PSPG) Universitas Gadjah Mada Yogyakarta dan Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Sebelas Maret Surakarta.

Subjek penelitian yang digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Wistar
dengan syarat diikutsertakan apabila berat badan 150 — 200 gram dan berumur 2 — 3 bulan.
Sementara, subjek tidak dapat diikutsertakan jika mengalami piloereksi, kulit tampak longgar dan
berat badan menurun drastis setelah adaptasi, kelopak mata sedikit menutup, mata cekung, sekret pada
mata berwarna merah, sering mencicit saat dipegang, lebih agresif kemudian menjadi pasif, tidak mau
makan dan minum, pucat, napas berbunyi, feses lembek, cair, dan berbau.

Plexus Medical Journal, April 2024| Vol 3 |No.2
45



Zhahira, et al., Ekstrak Etanolik Daun Kelor (Moringa oleifera, Lam) Menurunkan Ekspresi Caspase-3 Testis Tikus Wistar
(Rattus norvegicus) Model Sindrom Metabolik Terinduksi

Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah purposive sampling dengan jumlah
sampel sebanyak 30 ekor tikus yang dibagi sama rata ke dalam 5 kelompok secara random yaitu Ki
sebagai kontrol negatif, KIl sebagai kontrol positif yaitu subjek yang diinduksi sindrom metabolik,
KIll, KIV, dan KV sebagai kontrol positif yang diberi ekstrak etanolik daun kelor dengan dosis
berbeda.

Daun kelor yang diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 70% dan
disaring sehingga diperoleh filtrat dijadikan ekstrak etanolik dengan dosis yang berbeda pada
penelitian ini untuk diberikan kepada subjek penelitian. Dosis 150 mg/kgBB untuk KIlI, 250
mg/kgBB untuk K1V, dan 350 mg/kgBB untuk KV.

Setelah diberi ekstrak etanolik daun kelor, ekspresi caspase-3 pada jaringan testis tikus Wistar
setiap kelompok diamati menggunakan Mikroskop Olympus CX21 dengan perbesaran 400x.
Kemudian, foto diambil mengunakan Optilab Viewer pada sembilan lapang pandang dan dihitung
menggunakan Image Raster. Penilaian dilakukan dengan metode semikuantitatif menggunakan
Intensity Distribution Score (IDS) dengan melihat perubahan warna pada sitoplasma sel setelah
pengecatan menggunakan IHC antibodi anti-caspase-3. Kemudian data yang diperoleh dianalisis
menggunakan Statistical Product and Service Solution (SPSS) 23.00 for Windows. Normalitas
distribusi data diperiksa menggunakan Uji Shapiro-Wilk, kemudian apabila data terdistribusi normal
maka selanjutnya dilakukan uji parametrik one-way ANOVA dan analisis post-hoc menggunakan
Honest Significant Difference (HSD) test. Penelitian ini telah lulus kelayakan etik dari Komisi Etik
Penelitian Kesehatan RSUD Dr. Moewardi tanggal 2 Maret 2022 dengan nomor : 267/11/HREC/2022.

HASIL

Pencapaian Kondisi Sindrom Metabolik

Berdasarkan data primer parameter klinis terdapat presentase peningkatan berat badan >15%,
kadar gula darah puasa mengalami peningkatan yaitu >270 mg/dL, kadar gula darah sewaktu
mengalami peningkatan yaitu >290 mg/dL, kadar HDL mengalami penurunan yaitu <30 mg/dL, kadar
LDL mengalami peningkatan yaitu >80 mg/dL, dan kadar trigliserida mengalami peningkatan yaitu
>145 mg/dL.

Ekspresi Caspase-3 Jaringan Testis

Setelah dilakukan penilaian IDS, didapatkan rerata skor IDS ekspresi caspase-3 pada jaringan
testis tikus Wistar seperti Gambar 1. Rerata Skor IDS Ekspresi Caspase-3 Jaringan Testis Tikus
Wistar.
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Gambar 1. Rerata Skor IDS Ekspresi Caspase-3 Jaringan Testis Tikus Wistar
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Berdasarkan gambar 1, KII memiliki skor IDS ekspresi caspase-3 paling tinggi yaitu 89,45 dan
KV memiliki skor IDS ekspresi caspase-3 paling rendah yaitu 25,93.

Analisis Data Ekspresi Caspase-3 Jaringan Testis

Setelah dilakukan perhitungan, dilakukan uji normalitas Shapiro-Wilk dan didapatkan nilai p
Kl, KIlI, KIII, KIV, dan KV secara berurutan yaitu 0.198; 0.115; 0.052; 0.647; dan 0.725 dimana p
>0.05 yang artinya persebaran data setiap kelompok normal. Setelah itu, dilakukan uji parametrik
One-Way ANOVA dan didapatkan nilai p = 0.00 (p <0.05) artinya terdapat perbedaan tingkat ekspresi
caspase-3 pada setiap kelompok tikus. Nilai p <0.05 dari uji parametrik One-Way ANOVA juga
menandakan dapat dilakukan uji Tukey-HSD dan terdapat perbedaan bermakna antara Kl dengan Kl
dengan nilai p=0.000 dan KII dengan KIlI, KIV, dan KV dengan nilai p secara berurutan yaitu 0.005;
0.000; dan 0.000.

Analisis Data Hubungan Ekspresi Caspase-3 dengan Dosis Ekstrak Etanolik Daun Kelor

Untuk mengetahui ada tidaknya hubugan antara dosis ekstrak etanolik daun kelor dengan
tingkat ekspresi caspase-3 jaringan testis tikus Wistar setiap kelompok diperlukan uji regresi linier
dan didapatkan hasil seperti yang tercantum pada Gambar 2 berikut.

Grafik Regresi Linear Ekspresi Caspase-3

100
90 @
20
70
8 60
-~ 50
% 40 s
30 [ ] >
20 y=-20,576x+119.970
10 R2=0,525
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Dosis Ekstrak Etanolik Daun Kelor (mg/kgBB)

Gambar 2. Hasil Uji Regresi Linier Dosis Ekstrak Etanolik Daun Kelor dengan Tingkat Ekspresi Caspase-3

Berdasarkan uji regresi linier, besar nilai korelasi atau R adalah 0.725 dan R square adalah
0.525 yang artinya pengaruh variabel bebas terhadap variabel terikat sebesar 5.25%. Selain itu,
didapatkan juga persamaan y = 119.970-20.576x (y=at+bx) dimana nilai a atau konstanta
menunjukkan bahwa tingkat ekspresi caspase-3 jaringan testis tikus sebesar 119.970 ketika dosis
ekstrak etanolik daun kelor tidak diberikan atau dosis 0. Nilai b atau koefisien regresi adalah -20.576
yang artinya dosis ekstrak etanolik daun kelor berpengaruh negatif terhadap tingkat ekspresi caspase-
3 dimana tingkat ekspresi caspase-3 testis tikus mengalami penurunan sebesar 20.576 setiap
peningkatan 1 mg/kgBB dosis ekstrak etanolik daun kelor.

PEMBAHASAN

Pencapaian Kondisi Sindrom Metabolik

Subjek penelitian KII, KIlI, KIV, dan KV telah memenuhi 3 dari 5 kriteria sindrom metabolik
yaitu peningkatan presentase berat badan > 8%, glukosa darah puasa dan sewaktu >200 mg/dL, dan
kadar HDL <35 mg/dL.
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Uji Beda antara Kelompok Kontrol Negatif (K10 dan Kelompok Positif (K1)

Didapatkan nilai p = 0.000 (p <0.05) setelah dilakukan uji Tukey HSD antara Kl dan KiI
yang artinya terdapat perbedaan bermakna tingkat ekspresi caspase-3 pada jaringan testis tikus Wistar.
Nilai IDS ekspresi caspase-3 KIlI lebih tinggi dibandingkan KI. Hal tersebut menandakan bahwa
pemberian diet tinggi lemak dan injeksi STZ-NA yang dilakukan pada tikus KII berpengaruh terhadap
peningkatan nilai IDS ekspresi caspase-3.

Obesitas yang disebabkan oleh diet tinggi lemak menyebabkan peningkatan jaringan lemak
yang dapat mempoduksi adipokin — adipokin seperti I1L-1, IL-6, IL-8 dan TNF-a sehingga terjadi
inflamasi. Inflamasi tersebut meningkatkan ROS pada jaringan testis, saluran reproduksi, dan semen
sehingga terjadi peningkatan caspase-3 yang menandakan adanya peningkatan apoptosis (Zhu et al.,
2021).

Hiperglikemia meningkatkan ekspresi FoxO1, protein FasL, dan mRNA di jaringan testis.
FoxO1 berikatan secara spesifik dengan Fas pada membran sel spermatogenik dan mengaktivasi
caspase — caspase yang berperan dalam apoptosis. Selain itu, hiperglikemia juga menyebabkan
iskemia dan hipoksia jaringan lokal sehingga menstimulasi pelepasan sitokin seperti IL-6 dalam
jumlah yang besar. Sitokin — sitokin tersebut berperan dalam respon imun terhadap inflamasi di dalam
tubuh. Ketika IL-6 berikatan dengan kompleks reseptor spesifik, akan terjadi peningkatan ekspresi
FoxO1 dan ekspresi FasL meningkat yang berujung pada apoptosis berlebih (Wang et al., 2020).

Diet tinggi lemak juga meningkatkan masuknya asam lemak jenuh dan tidak jenuh dalam
darah. Testis kaya akan asam lemak tidak jenuh tetapi lemah dalam pertahanan antioksidan sehingga
sangat rentan terjadi kerusakan oksidatif. Hal tersebut yang menyebabkan terjadinya apoptosis
spermatosit dan sel — sel spermatogenik.® Peningkatan produksi radikal bebas dapat menginhibisi
enzim — enzim antioksidan di testis (Cheng et al., 2020).

Uji Beda antara KlI dengan KlllI, K1V, dan KV

Setelah dilakukan uji Tukey HSD antara KII dengan KIlI, KIV, dan KV didapatkan nilai p
secara berturut — turut adalah 0.000; 0.005; 0.000; 0.000 (p <0.05) artinya tingkat ekspresi caspase-3
jaringan testis tikus Wistar pada KIl memiliki perbedaan yang bermakna dengan Killl, KIV, dan KV,
dimana nilai IDS ekspresi caspase-3 KII lebih tinggi dibandingkan dengan KllIl, KIV, dan KV. Hal
tersebut berarti pemberian dosis ekstrak etanolik (150 mg/kgBB, 250 mg/kgBB, 350 mg/kgBB) pada
KIlI, KIV, dan KV dapat menurunkan tingkat ekspresi caspase-3 pada jaringan testis tikus Wistar.

Tingkat ekspresi caspase-3 pada jaringan testis KllI, KIV, dan KV yang menurun diduga
karena pengaruh kandungan berupa komponen bioaktif yang terdapat pada ekstrak etanolik daun kelor
(Vergara-Jimenez et al., 2017). Ekstrak daun kelor berfungsi sebagai antioksidan, anti-inflamasi, anti-
kanker, hepatoprotektif, neuroprotektif, hipoglikemik, mengurangi kandungan lipid dalam darah, anti-
diabetes, dan anti-infertilitas. Fungsi ekstrak daun kelor tersebut berhubungan dengan komponen
bioaktif yang terkandung di dalamnya (Kou et al., 2018).

Hubungan Ekspresi Caspase-3 dengan Spermatogenesis

Berdasarkan hasil penilitian yang yaitu gambar histopatologi dengan pengecaatan IHC
jaringan testis tikus Wistar perbesaran 100x dan 400x, dapat ditemukan pada KI struktur tubulus
seminiferus normal, maturasi sel baik mulai dari spermatogonia sampai spermatozoa, dan
spermatozoa dalam jumlah yang cukup pada bagian lumen. Sementara itu, pada KII, struktur tubulus
seminiferus berukuran lebih kecil (atrofi), maturasi sel terganggu, hanya terdapat spermatogonia
sampai spermatosit primer, dan tidak ditemukan adanya spermatozoa pada lumen. Selanjutnya, pada
KIlI, KIV, dan KV struktur tubulus seminiferus normal, maturasi sel baik mulai dari spermatogonia
sampai spermatozoa, dan pada lumennya terdapat jumlah spermatozoa yang cukup.
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Caspase memiliki peran penting dalam spermatogenesis yaitu dalam proses apoptosis.
Peningkatan aktivasi caspase pada spermatozoa manusia berhubungan dengan penurunan konsentrasi,
morfologi, dan motilitas sperma. Pada testis yang mengalami kerusakan yang disebabkan oleh
keadaan — keadaan tertentu seperti sindrom metabolik, terjadi peningkatan aktivasi caspase-3 yang
merupakan caspase eksekutor dan penanda penting apoptosis. Oleh karena itu, peningkatan caspase-3
dapat ditemukan pada kondisi azoospermia dan hipospermatogenesis (Hiffnawy et al., 2020).

Pria yang mengalami sindrom metabolik membutuhkan proses metabolisme yang tinggi untuk
mengembalikan keseimbangan energi di dalam tubuh. Oleh karena itu, pemakaian oksigen di dalam
tubuh meningkat menyebabkan produksi berlebih ROS melalui kerja mitokondria. Produksi ROS
berlebih menyebabkan peningkatan stress oksidatif yang akan memicu apoptosis berlebih. Apoptosis
melibatkan peran caspase-3 sebagai caspase eksekutor sehingga kadar caspase-3 juga ikut meningkat.
Terjadinya apoptosis berlebih pada testis juga mengganggu spermatogenesis sehingga sel — sel
germinal testis berkurang, maturasi sel terganggu, dan spermatozoa tidak dapat terbentuk (Pereira et
al., 2020). Hal inilah yang menyebabkan pada lumen tubulus seminiferus KII tidak terdapat
spermatozoa.

Mekanisme Kerja Komponen Bioaktif Ekstrak Etanolik Daun Kelor dalam Spermatogenesis

Setelah dilakukan uji beda, terdapat penurunan bermakna ekspresi caspase-3 pada jaringan
testis tikus Wistar antara KIl dengan Klill, KIV, dan KV. Berdasarkan hasil uji regresi linier, terdapat
pengaruh negatif dari dosis ekstrak etanolik daun kelor terhadap ekspresi caspase-3 sebesar 52,5%.
Hal tersebut diduga karena adanya efek baik untuk fertilitas pria yang berasal dari komponen bioaktif
di dalam ekstrak etanolik daun kelor.

Ekstrak daun kelor dapat meningkatkan kesuburan dan menyembuhkan penyakit reproduksi
pada pria (Ajuogu et al., 2019). Hal tersebut dikarenakan di dalam ekstrak daun kelor terdapat banyak
antioksidan yang dapat melindungi kerusakan sel yang disebabkan oleh paparan radikal bebas seperti
ROS yang terbentuk saat reaksi oksidasi sel — sel biologis (Abd et al., 2020).

Asam fenolat yang terkandung dalam ekstrak daun kelor memiliki hubungan dengan
spermatogenesis yaitu berfungsi sebagai antioksidan di dalam tubuh dengan cara mengikat radikal
bebas berupa hidroksil (OH) dan nitric oxide (NO). Mekanisme asam fenolat mengikat OH
dikarenakan adanya komponen polifenol yang akan memberikan atom hidrogen untuk OH, dengan
demikian proses oksidasi terhambat dan mengurangi jumlah radikal bebas sehingga dapat mencegah
stress oksidatif yang menyebabkan apoptosis berlebih (Oboh et al., 2015). Selain itu, asam fenolat
yang bekerja sebagai antioksidan juga meningkatkan regulasi dari enzim SOD dan enzim katalase
yang berperan dalam menyeimbangkan radikal bebas di dalam tubuh (Saibabu et al., 2015). Fungsi
asam fenolat lainnya yang berhubungan dengan spermatogenesis yaitu sebagai anti-inflamasi
(Adewoyin et al., 2017). Asam fenolat akan mengurangi produksi sitokin — sitokin pro-inflamasi
seperti TNF-a dan IL-1 sehingga kadar ROS tetap seimbang dan tidak terjadi stress oksidatif yang
berujung pada apoptosis sel — sel spermatogenic (Kiokias and Oreopoulou, 2021).

Flavonoid yang merupakan molekul amfipatik dapat menembus membran lipid bilayer dan
mencegah kerusakan oksidatif, sehingga memberikan perlindungan untuk seluruh spermatozoa,
membran akrosom, dan memastikan reaksi akrosom sperma yang dibutuhkan untuk pembuahan.
Sebagai antioksidan, flavonoid juga dapat melemahkan akumulasi ROS dengan meningkatkan
aktivitas enzimatik antioksidan. Flavonoid dapat meningkatkan protein Bcl-2 yang merupakan protein
anti-apoptosis dan menurunkan kadar protein bax yang merupakan protein pro-apoptosis sehingga
caspase-3 juga mengalami penurunan. Selain itu, flavonoid juga mampu menurunkan fragmentasi
DNA dan meningkatkan potensial membran mitokondria sehingga menekan induksi apoptosis.
Flavonoid juga mampu melemahkan apoptosis yang diinduksi H,O, dalam sel Leydig dengan
mengaktifkan jalur pensinyalan protein kinaseB yang berperan penting dalam menghambat apoptosis
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sel. Suatu penelitian juga menyatakan bahwa pemberian rutin flavonoid dapat melindungi testis dari
stress yang menyebabkan kerusakan testis, mencegah pembelahan PARP-1, dan penurunan caspase-3
pada testis. Sebagai anti-inflamasi, flavonoid dapat menurunkan kadar sitokin pro-inflamasi dan
menginduksi aktivitas antioksidan. Selain itu, flavonoid juga dapat menghambat ekspresi NF-kB
sehingga menurunkan kadar NO di testis. Kadar TNF-o juga ditekan dengan cara meningkatkan
aktivasi IL-10 yang merupakan sitokin anti-inflamasi (Ye et al., 2020).

Tannin sebagai antioksidan dapat mengikat radikal bebas sesuai dengan strukturnya yaitu
peningkatan efek anti-radikal sesuai dengan peningkatan derajat polimerisasinya. Tannin dapat
menghambat peroksidasi lipid dan lipoksigenase. Beberapa penelitian juga menyatakan bahwa tannin
memiliki kemampuan mengikat hidroksil, superoksida, dan peroksil sehingga menyeimbangkan
oksidatif di dalam tubuh. Aktivitas enzim antioksidan seperti enzim SOD dan GPx juga mengalami
peningkatan (Smeriglio et al., 2017). Selain itu, sebagai anti-inflamasi, tannin dapat memblokir jalur
stress retikulum endoplasma dan jalur inflamasi NF-kB. Dalam mempengaruhi spermatogenesis,
tannin juga mengatur hormon seks, mengatur autofagi di dalam testis, dan memperbaiki sperma dari
penyimpangan kromosom (Pourmirzaei et al., 2021).

Saponin dapat mengikat H.O, dengan cara menghasilkan radikal hidroksil yang sangat reaktif
sehingga tidak terjadi stress oksidatif yang dapat menyebabkan apoptosis sel — sel spermatogenik.
Saponin juga dapat meningkatkan aktivitas enzim — enzim antioksidan seperti SOD, katalase, dan
GPx yang bekerja sebagai pertahanan seluler melawan ROS yang dapat menyebabkan kerusakan sel —
sel spermatogenik. Saponin juga dapat melindungi skrotum dari kerusakan spermatogenik yang
disebabkan oleh peningkatan suhu dan menyembuhkan fungsi testicular dengan mengembalikan
pertahanan antioksidan intrinsic (Singh and Chaudhuri, 2018).

Fungsi Proteksi Ekstrak Etanolik Daun Kelor

Nilai IDS ekspresi caspase-3 pada KV dan K1V lebih rendah dibandingkan dengan KI, hal ini
menandakan bahwa ekstrak etanolik daun kelor memiliki efek proteksi. Hal tersebut didukung oleh
suatu penelitian yang menyatakan bahwa daun kelor memiliki kandungan yang dapat menjaga
jaringan tubuh seperti hepar, retina, jantung, sistem saraf, dan testis dari berbagai macam penyakit
(Nayak et al., 2020). Ekstrak etanolik daun kelor mengandung 28.50% karbohidrat, 25.02% protein,
10.42% lemak, 11.83 serat makanan, 1.108 mg beta karoten, 326.4 jug/100 g vitamin B1, 15.2 mg/100
g vitamin C, dan asam amino esensial. Suatu studi menyatakan bahwa asam amino esensial dapat
meningkatkan motilitas sperma dan kesuburan. Histidin yang merupakan asam amino esensial dapat
memberikan efek proteksi terhadap stress oksidatif yang disebabkan oleh peningkatan ROS akibat
sindrom metabolik. Kadar histidine banyak terkandung dalam daun kelor (Gonzalez-Burgos et al.,
2021). Asam amino esensial juga mampu mengurangi radikal bebas, melindungi sel dari denaturasi,
dan menyediakan susbstrat yang dapat dioksidasi untuk spermatozoa. Mekanisme asam amino
esensial dalam memberikan efek proteksi adalah dengan menginhibisi peroksidasi lipid dan
menyeimbangkan struktur membran menjadi lebih kuat sehingga sel sperma terlindungi dari
kerusakan akibat radikal bebas (Ugur et al., 2020).

KESIMPULAN

Ekstrak etanolik daun kelor (Moringa oleifera, Lam) dapat menurunkan ekspresi caspase-3
pada jaringan testis tikus Wistar (Rattus norvegicus) model sindrom metabolik terinduksi.
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