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ABSTRAK

Latar Belakang: Peningkatan angka penderita sindrom metabolik secara global dianggap mengkhawatirkan
karena mengakibatkan komplikasi masalah kesehatan pada berbagai organ termasuk organ reproduksi pria.
Infertilitas pada pria yang disebabkan oleh inflamasi kronik dan kematian sel yang terjadi pada sindrom
metabolik erat kaitannya dengan peran TNF-a sebagai mediator inflamasi. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanolik daun kelor terhadap ekspresi TNF-a pada jaringan testis tikus
Wistar model sindrom metabolik.

Metode: Penelitian bersifat ekperimental laboratorik dengan rancangan penelitian posttest only control group
design. Subjek tikus Wistar dibagi menjadi 5 kelompok dengan masing-masing kelompok berisi 6 tikus, Kl
sebagai kontrol normal, KI1 sebagai kelompok induksi sindrom metabolik, dan KllI, KIV, KV sebagai kelompok
sindrom metabolik yang diberi ekstrak etanolik daun kelor dengan dosis secara berurutan 150 mg/kgBB, 250
mg/kgBB, dan 350 mg/kgBB. Induksi sindrom metabolik menggunakan pakan tinggi lemak dan STZ-NA.
Perhitungan ekspresi TNF-a menggunakan metode semikuantitatif IDS. Analisis ekspresi TNF-a menggunakan
uji One-Way ANOVA yang dilanjutkan post hoc LSD dan uji regresi linear.

Hasil: Uji One-Way ANOVA ekspresi TNF-a pada jaringan testis menunjukkan p=0,001 (p<0,05), maka
terdapat perbedaan ekspresi TNF-o yang signifikan pada kelima kelompok. Perbedaan bermakna terdapat pada
Kl terhadap KI1I dan KII terhadap KIV dan KV. Uji regresi linear menunjukkan pengaruh dosis ekstrak etanolik
daun kelor memberikan arah negatif terhadap ekspresi TNF-a.

Simpulan: Pemberian ekstrak etanolik daun kelor (Moringa oleifera, Lam) dengan dosis 150 mg/kgBB, 250
mg/kgBB, dan 350 mg/kgBB dapat menurunkan ekspresi TNF-a.

Kata Kunci: TNF-a; ekstrak etanolik daun kelor; sindrom metabolik; testis; spermatogenesis

ABSTRACT

Background: Increasing numbers of metabolic syndrome (SM) globally has been a concern for it causes health
complications on various organs including male reproductory. Male infertility caused by chronics inflammation
and cell death in metabolic syndrome patients has been linked with TNF-a role as inflammation mediator. Thus,
this study aimed to determine the effect of ethanolic extract of Moringa leaves on the expression of TNF-a in
testicular tissue of Wistar rats with metabolic syndrome model.

Method: This is an experimental research with posttest only control group design. Wistar rats as subject are
divided into 5 groups with 6 rats each, Kl as control group, KIl as group with induced SM model, and K11, KIV,
KV as group with induced SM model and given ethanolic extract of Moringa leaves with doses of 150 mg/kgBB,
250 mg/kgBB, and 350 mg/kgBB consecutively. HFD and injection of STZ-NA was used to induced SM.
Expression of TNF-a was measured with IDS while One-Way ANOVA followed by post hoc LSD and linier
regression was used to analyze DS score.

Result: One-Way ANOVA showed significant difference with p=0,001 (p<0,05), this significant difference was
found between KI to K1l and KII to KIV and KV. Linier regression showed ethanolic extract of Moringa leaves
had negative effect on TNF-a expression.

Conclusion: Administration of ethanolic extract of Moringa leaves at 150 mg/kgBB, 250 mg/kgBB, and 350
mg/kgBB has the potential effect to reduce TNF-a expression in testicular tissue of Wistar rats.
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PENDAHULUAN

Sindrom metabolik diekspektasikan menjadi epidemic global seiring dengan meningkatnya
angka obesitas dan diabetes tipe 2 secara global. Peningkatan ini disebabkan oleh perubahan pola makan
masyarakat, penurunan aktivitas fisik dan pola hidup sedentari(Saklayen, 2018). Sindrom metabolik
adalah kumpulan dari beberapa faktor risiko diantaranya peningkatan trigliserida, perubahan
metabolism glukosa, penurunan kolesterol high density lipoprotein (HDL) dan peningkatan tekanan
darah dan adiposit(Bitew et al., 2020). Faktor risiko tersebut menyebabkan inflamasi low grade yang
kronis dan sistemik, termasuk pada testis(Leisegang et al., 2019). Inflamasi yang terjadi disebabkan
oleh peningkatan ROS yang menimbulkan keadaan stres oksidatif. Keadaan stres oksidatif ini
memberikan efek negatif pada testis berupa penurunan motilitas sperma dan spermatogenesis juga
peningkatan apoptosis sel germinal testis(Kumar et al., 2015). Salah satu komponen persinyalan yang
memediasi spoptosis dan necroptosis adalah TNF-a(Kalliolias et al., 2016).

Berkembangnya minat terhadap pengobatan herbal sebagai alternative pengobatan berbagai
penyakit seperti sindrom metabolik membuat tanaman herbal semakin popular untuk diteliti
manfaatnya, salah satunya adalah tanaman kelor(Dewi, 2019). Daun dari tanaman ini memiliki nilai
gizi tinggi sehingga sering dikonsumsi sebagai makanan. Kandungan senyawa fitokimianya seperti
tannin sterol, flavonoid, saponin, dan alkaloid juga memberikan berbagai efek kesehatan seperti
antidiabetes, antikanker, antiinflamasi dan antioksidan(Gopalakrishnan et al., 2016; Mbikay, 2012).
Kemampuan antidiabetes, antiinflamasi, dan antioksidan dari tanaman ini diduga mampu menurunkan
sitokin proinflamasi, hiperglikemia dan dyslipidemia yang terjadi sehingga mampu menekan proses
kematian sel pada berbagai organ termasuk pada jaringan testis(Irfan et al., 2020; Luetragoon et al.,
2020; Mbikay, 2012). Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek ekstrak etanolik
daun kelor (Moringa oleifera, Lam) terhadap ekspresi TNF-a di testis serta kaitannya dengan infertilitas
pada pria menggunakan tikus Wistar (Rattus norvegicus) yang diberi diet tinggi lemak dan induksi STZ-
NA.

METODE

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental laboratorik dengan post-test only
control group design. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Pusat Studi Pangan dan Gizi Universitas
Gadjah Mada Yogyakarta dan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
Sebelas Maret Surakarta. Subjek yang digunakan pada penelitian adalah tikus putih (Rattus norvegicus)
dengan kriteria inklusi, yaitu tikus putih dengan galur Wistar, berjenis kelamin jantan, umur 2-3 bulan
dan berat badan 150-200 gram. Sedangkan kriteria eksklusinya adalah tikus yang tampak sakit dengan
gejala, penurunan berat badan, piloereksi, tidak mau makan dan minum, feses lembek, cair dan berbau,
tampak pucat dan mati sebelum penelitian selesai.

Teknik pengambilan sampel menggunakan metode purposive sampling dengan jumlah sampel
sebanyak 30 ekor tikus yang dibagi menjadi 5 kelompok. Variabel bebas pada penelitian ini adalah
Ekstrak Etanolik daun kelor (Moringa oleifera, Lam) dengan variabel terikat, yaitu nilai ekspresi TNF-
a jaringan testis tikus putih (Rattus norvegicus) galur Wistar dimana ekspresi TNF-o akan dinilai
dengan metode semikualitatif IDS. Skor IDS kemudian akan diuji normalitas distribusinya dengan uji
Shapiro-Wilk, kemudian dilakukan uji beda dengan one-way ANOVA yang dilanjutkan post hoc LSD.
Dilakukan pula uji regresi linier untuk mengetahui besar pengaruh dosis terhadap ekspresi TNF-a.
Penelitian ini sudah mendapat ethical clearance oleh Komisi Etik Penelitian Kesehatan RSUD Dr.
Moewardi dengan nomor: 997/XI/HREC/2021.
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HASIL

Pencapaian Sindrom Metabolik

Penilaian pencapaian sindrom metabolik pada sampel dilakukan menggunakan kriteria NCEP-
ATP III, yaitu obesitas sentral, tekanan darah >130/85, trigliserida >150mg/dL, HDL <40mg/dL, dan
GDP >110mg/dL dan kriteria menurut Suman et al., yaitu peningkatan berat badan >8%, kolesterol
total >110mg/dL, tekanan darah sistolik >130mg/dL, trigliserida >150mg/dL, HDL <35mg/dL, dan
gula darah >200 mg/dL. Berdasarkan kriteria tersebut maka kelompok kontrol negatif (KII), kelompok
sindrom metabolik dengan pemberian ekstrak etanolik daun kelor dosis 150mg/kgBB (KII), kelompok
sindrom metabolik dengan pemberian ekstrak etanolik daun kelor dosis 250mg/kgBB (KI1V), dan
kelompok sindrom metabolik dengan pemberian ekstrak etanolik daun kelor dosis 350mg/kgBB (KV)
telah mencapai sindrom metabolik karena memenuhi 3 dari 5 kriteria NCEP-ATP Ill dan 4 dari 6
kriteria Suman et al. Sementara kelompok kontrol normal (KI) tidak mencapai keadaan sindrom
metabolik.

Data Ekspresi TNF-a pada Jaringan Testis

Ekspresi TNF-a diukur secara semikualitatif dengan menggunakan skor IDS. Sel dianggap positif kuat
jika tercap cokelat tua, positif sedang jika tercat coklat muda, positif lemah jika kuning keemas an, dan
negative jika tercat biru keunguan. Hasil pengecatan dengan IHC antibody anti-TNF-a pada jaringan
testis dapat dilihat pada gambar berikut.

Kel. Perbesaran 100x

Kl
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KIV

KV
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Gambar 1. Hasil Pengecatan IHC Antibodi Anti-TNF-o pada Jaringan Testis Tikus
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Dari hasil perhitungan didapatkan rerata ekspresi TNF-o dalam skor IDS pada tabel 1.
Diketahui bahwa rerata ekspresi TNF-a paling tinggi pada K1 143,14 dan nilai ekspresi TNF-o terendah
pada KV dengan 58,32.

Rerata Ekspresi TNF-a (IDS)

200
143,14
150 103,96
77,7
100 6984 5g3
50
0
KI KIl Kill KIV KV

Ekspresi TNF Alpha

Gambar 2. Diagram Batang Ekspresi TNF-a.

Analisis Data Ekspresi TNF-o pada Jaringan Testis

Hasil uji normalitas data ekspresi TNF-o pada jaringan testis menggunakan Shapiro-Wilk pada
KI, KIlI, KIlI, KIV, dan KV secara berurutan adalah 0,114; 0,065; 0,141; 0,818; dan 0,484. Setiap
kelompok memiliki nilai p>0,05 yang berarti data kelompok terdistibusi normal sehingga memenuhi
syarat uji parametrik one-way ANOVA.
Uji one-way ANOVA dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan rerata ekspresi TNF-
a pada jeringan testis tikus antar kelompok yang diuji. Berdasarkan uji one-way ANOVA didapatkan
nilai p=0,001 (p<0,05), maka dapat diinterpretasikan bahwa terdapat perbedaan rerata ekspresi TNF-a
pada jaringan testis diantara kelompok yang diuji.
Berdasarkan hasil uji posthoc LSD pada tabel 1. berikut didapatkan adanya perbedaan ekspresi
TNF-a pada jaringan testis yang signifikan antara KI dengan KII dengan nilai p=0,002, lalu antara KlI
dengan KllI, KIV, dan KV dengan nilai p secara berurutan 0,048; 0,001; dan 0,000, antara KI1I dengan
KV dengan nilai p=0,023 (p<0,05), serta antara KllI dengan KIV dan antara KIV dengan KV yang
masing-masing bernilai 0,082 dan 0,546 (p>0,05).

Tabel 1. Uji Post hoc LSD

Kel. Terhadap Kel. Nilai P
KI KIl 0,002
KlI Kl 0,048
KIV 0,001
KV 0,000
Kl KIV 0,082
KV 0,023
KIV KV 0,546

Tabel 2. Model Summary Uji Regresi Linier Ekspresi TNF-o pada Jaringan Testis

Keterangan Nilai
R 0,743
R Square 0,552
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Tabel 3. Koefisien Uji Regresi Linier Ekspresi TNF-o pada Jaringan Testis

Keterangan Nilai
Nilai P 0.000
Konstanta (a) 194,812
Koefisien regresi (b) ekstrak etanolik daun kelor -28,856

Berdasarkan tabel 2. dan tabel 3. Diketahui bahwa nilai korelasi atau hubungan antara variabel
bebas ekstrak etanolik daun kelor dengan variabel terikat ekspresi TNF-a, yaitu 0,743 dengan koefisien
determinasi (R square) sebesar 55,2%. Nilai konstanta (a) sebesar 194,812 dan nilai koefisien regresi
(b) dosis ekstrak etanolik daun kelor sebesar -28,856 sehingga persamaannya menjadi Y= 194,812-
28,856 X. Nilai p=0,000 (p<0,05) berarti terdapat pengaruh besarnya dosis ekstrak etanolik daun kelor
yang signifikan terhadap ekspresi TNF-o pada jaringan testis tikus.

PEMBAHASAN

Analisis Data Ekspresi TNF-a pada Jaringan Testis

Melalui pengamatan preparat histopatologi jaringan testis tikus Wistar diperoleh data rerata
ekspresi dalam satuan IDS adalah 77,70+38,80 untuk Kl; 143,14+27,64 untuk KII; 103,96+34,45 untuk
KIII; 69,84+30,01 untuk KIV; dan 58,32+30,98 untuk KV. Kemudian dilakukan uji beda menggunakan
One-Way ANOVA yang menunjukkan nilai p=0,001 yang berarti terdapat perbedaan yang signifikan
pada rerata ekspresi TNF-a antar kelompok yang diuji.

Hasil uji post hoc LSD antara kontrol normal (KI) dengan kontrol negatif (KIl) yang
menunjukkan nilai p=0,002 berarti pemberian pakan tinggi lemak dan injeksi STZ-NA untuk
menimbulkan kondisi sindrom metabolik dapat meningkatkan ekspresi TNF-o pada jaringan testis tikus
Wistar secara signifikan. Pemberian pakan tinggi lemak untuk menginduksi sindrom metabolik akan
meningkatkan asam lemak bebas (FFA) dan lipogenesis sehingga menyebabkan hyperplasia dan
hipertrofi adiposit. Adiposit yang mengalami hipertrofi dan hiperplasia akan memicu peningkatan
produksi sitokin proinflamasi seperti TNF-o. dan IL-6(de Moura e Dias et al.,, 2021). Keadaan
hiperkolesterolemia lalu akan mengaktivasi NADPH oksidase sehingga produksi ROS meningkat dan
menimbulkan keadaan stres oksidatif(Bhattacharya et al., 2018). Pada testis keadaan stress oksidatif
akan meningkatkan defek pada sperma dan fragmentasi DNA, hal ini akan memicu perubahan
komponen dan jalur persinyalan TNF-a yang sebelumnya memicu cell survival menjadi memicu
kematian sel germinal testis(Ting & Bertrand, 2016).

Hasil uji post hoc LSD antara kelompok kontrol negatif (KII) dengan kelompok sindrom
metabolik yang diberi ekstrak etanolik daun kelor dengan dosis 150 mg/kgBB (KIII), 250 mg/kgBB
(KIV), dan 350 mg/kgBB (KV) memiliki nilai p secara berurutan 0,048; 0,001; dan 0,000. Nilai p<0,05
berarti terdapat perbedaan ekspresi TNF-o yang bermakna diantara Kl dengan Klll, KIV, dan KV.
Nilai rerata ekspresi TNF-a pada KllI, KIV, dan KV lebih rendah jika dibandingkan dengan KlI. Hal
ini berarti pemberian eksrtrak etanolik daun kelor dapat memberikan penurunan ekspresi TNF-o yang
bermakna pada jaringan testis tikus Wistar yang diinduksi sindrom metabolik.

Penurunan ekspresi TNF-a pada jaringan testis ini diduga karena efek antioksidan antidiabetes,
dan antiinflamasi yang dimiliki oleh senyawa metabolit sekunder dalam daun kelor. Beberapa senyawa
metabolit sekunder tersebut diantaranya adalah tannin, saponin, alkaloid, sterol, dan
flavonoid(Gopalakrishnan et al., 2016; Mbikay, 2012).

Quercetin salah satu jenis flavonoid yang sering ditemukan dapat mengurangi hyperlipidemia
pada hewan coba yang diberi pakan tinggi lemak dan melindungi dari stress oksidatif dan apoptosis
pada tikus yang diinduksi streptozotocin(Vergara-Jimenez et al.,, 2017). Flavonoid memiliki
karakteristik molekul amfifatik sehingga lebih mudah untuk melewati membran lipid bilayer dan
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mencegah kerusakan akibat stres oksidatif pada spermatozoa. Senyawa ini juga dapat meningkatkan
meningkatkan testicular lactate dehydrogenase (LDH) dan alkaline phosphatase (ALP) yang berperan
dalam spermatogenesis dan mencegah terjadinya defek sel testis saat maturasi. Flavonoid juga memiliki
efek meningkatkan aktivitas enzim antioksidan sehingga dapat mengurangi akumulasi ROS dan
produksi MDA. Tidak hanya itu, flavonoid juga dapat menjaga keutuhan sawar darah testis yang
dibentuk oleh sel Sertoli dan meningkatkan ekspresi CAMP yang meregulasi testosterone dengan
menghambat COX-2. Efek antiinflamasi flavonoid didapat melalui penurunan jumlah sitokin inflamasi
seperti TNF-a dan IL-6 serta penurunan regulasi ekspresi iNOS(Ye et al., 2020).

Saponin memiliki efek antidiabetes dan antinflamasi, efek antidiabestesnya didapat dengan
mengembalikan respon insulin dan induksi pelepasan insulin dari pankreas. Sementara, efek
antinflamasinya dilakukan dengan menginhibisi jalur persinyalan NFkB sehingga menghambat
pelepasan sitokin proinflamasi termasuk TNF-a(Jang et al., 2013; Marrelli et al., 2016). melindungi
spermatozoa secara efektif dengan kemampuannya untu memperbaiki lesi pada DNA sehingga jumlah
sperma abnormal berkurang. Saponin juga dapat menstimulasi sel Sertoli dan sel germinal testis
sehingga produksi sperma meningkat. Hal ini dilakukan dengan meningkatkan konversi testosterone ke
DHT sehingga menstimulasi androgen binding protein (ABP) pada sel Sertoli. Peningkatan ABP lebih
lanjut akan menstimulasi spermatogenesis. Selain itu kompleks DHT-ABP di epididymis akan
meningkatkan maturase spermatozoa menjadi sperma yang fertil(Hemalatha & Hari, 2015).

Tannin berpengaruh terhadap kondisi sindrom metabolik dengan menurunkan tekanan darah,
dan kadar lipi derum. Senyawa ini juga memiliki efek antidiabetes dengan meningkatkan ambilan
glukosa(Sharma et al., 2021). Sebagai senyawa antioksidan, tannin dapat mengurangi stress oksidatif
dengan menurnkan jumlah ROS dan TNF-o(Wu et al., 2019). Pada testis tannin dapat meningkatkan
SOD, GSH-Px, dan CAT yang mengubah senyawa radikal menjadi molekul air yang tidak
berbahaya(Dai et al., 2020).

Alkaloid sebagai zat antioksidan memiliki peranan penting dalam mengurangi stres oksidatif
dengan meningkatkan rasio Bcl-2/Bax dan menurunkan caspase-3 dan caspase-9 sehingga menghambat
jalur spoptosis intrinsik mitokondria(Nigdelioglu Dolanbay et al.,, 2021). Alkaloid juga dapat
menstimulasi sintesis testosteron dengan menstimulasi p-HSD, enzim yang mengkonversi DHEA
menjadi testosteron(Vyas & Raval, 2016)

Sterol yang termasuk kedalam senyawa antioksidan membantu melindungi testis melalui
struktur molekulnya yang membuat membrane plasma menjadi lebih stabil. Selain itu sterol juga dapat
meningkatkan jumlah Bcl-2 yang akan menghambat apoptosis melalui regulasi status redox
seluler(Pratiwi et al., 2021). Kemampuan metabolit sekunder pada daun kelor berperan penting dalam
mengurangi stres oksidatif pada testis sehingga dapat meningkatkan spermatogenesis dan fertilitas pada
pria(Asadi et al., 2017).

Dari hasil uji post hoc LSD pada KllII terhadap KIV dan KIV terhadap KV didapatkan nilai p
sebesar 0,082 dan 0,546; hal ini berarti pemberian ekstrak etanolik daun kelor dengan dosis 250
mg/kgBB dapat menurunkan ekspresi TNF-a pada jaringan testis tikus Wistar dengan besaran nilai
yang serupa dengan pemberian ekstrak etanolik daun kelor dosis 150 mg/kgBB dan 350 mg/kgBB.
Sementara, pada uji LSD KIII terhadap KV didapat nilai signifikansi sebesar p=0,023. Nilai p>0,05
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan ekspresi TNF-o yang bermakna diantara kedua kelompok
tersebut. Hal ini berarti perubahan dosis ekstrak etanolik daun kelor dari dosis 150 mg/kgBB ke 350
mg/kgBB dapat menurnkan ekspresi TNF-a pada jaringan testis tikus Wistar secara signifikan.

Hubungan antara Dosis Ekstrak Etanolik Daun Kelor Terhadap Nilai Ekspresi TNF-o pada
Jaringan Testis Tikus Wistar

Pada uji regresi linier didapat persamaan Y= 194,812-28,856X dengan nilai signifikansi 0,000.
Hal ini berarti dosis ekstrak etanolik daun kelor sebagai variabel bebas memiliki pengaruh yang
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bermakna terhadap rerata ekspresi TNF-a pada jaringan testis tikus putih sebagai variabel terikat. Hasil
ini sejalan dengan hasil uji beda antara KIlI dengan KV.

Pada tabel 3. Nilai konstanta (a) sebesar 194,812, nilai ini menunjukkan nilai konsisten variabel
terikat yaitu ekspresi TNF-a pada jaringan testis tikus sebesar 194,812, sementara nilai koefisien regresi
(b) untuk ekstrak etanolik daun kelor sebagai variabel bebas adalah -28,856. Hal ini memiliki makna
bahwa setiap penambahan 1% dosis ekstrak etanolik daun kelor akan menurunkan nilai ekspresi TNF-
a sebanyak 28,856 dan koefisien regresi yang bernilai negative juga bermakna bahwa dosis ekstrak
etanolik daun kelor memberi pengaruh negatif terhadap nilai ekspresi TNF-a pada jaringan testis.
Sementara, nilai R Square 0,552 memiliki interpretasi bahwa pengaruh dari dosis ekstrak etanolik daun
kelor terhadap nilai ekspresi TNF-a pada jaringan testis tikus Wistar adalah sebesar 55,2% dan 44,8%
dari nilai ekspresi TNF-a pada jaringan testis tikus Wistar dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak
diteliti.

Penelitian ini tidak didahului isolasi metabolit sekunder untuk mengidentifikasi senyawa
fitokimia yang terdapat pada ekstrak etanolik daun kelor, juga tidak diketahui persentase komposisinya
sehingga tidak dapat diketahui dengan pasti senyawa metabolit sekunder apa saja yang berpengaruh
terhadap penurunan ekspresi TNF-o. Variasi dosis yang digunakan dalam penelitian ini juga tergolong
masih sedikit.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil analisis data dan pembahasan dapat diambil kesimpulan bahwa terdapat
perbedaan nilai ekspresi TNF-a pada kelompok yang diuji dan pemberian ekstrak etanolik daun kelor
dapat menurnkan ekspresi TNF-o pada jaringan testis tikus Wistar secara signifikan.
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