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ABSTRAK

PENGARUH RESTRIKSI KALORI DAN OLAHRAGA
TERHADAP EKSPRESI CASPASE-3 PADA HATI TIKUS YANG
MENGONSUMSI ALKOHOL

Konsumsi alkohol global diprediksi meningkat 17% dalam 13 tahun ke depan,
meningkatkan risiko penyakit hati melalui mekanisme stres oksidatif, inflamasi,
dan caspase-3 sebagai eksekutor apoptosis. Restriksi kalori (RK) dan olahraga
masing-masing diketahui dapat menekan stres oksidatif dan ekspresi caspase-3,
namun bukti intervensi keduanya terhadap apoptosis hati dalam kondisi sedang
terpapar alkohol masih terbatas. Penelitian ini dilakukan dengan desain
eksperimental in vivo posttest-only controlled group, melibatkan 30 tikus Wistar
jantan, namun hanya 25 tikus yang memenuhi kriteria inklusi dan dianalisis.
Kelompok percobaan terdiri dari kontrol, alkohol, alkohol+RK, alkohol+olahraga,
dan alkohol+RK+olahraga. Alkohol diberikan secara oral (2,5 mL etanol 20%), RK
sebesar 20% dari pakan standar, dan olahraga dengan hurdle running wheel dengan
kecepatan 10—12 m/menit selama 30 menit per sesi. Setelah enam minggu, ekspresi
caspase-3 dianalisis imunohistokimia dan dihitung menggunakan ImageJ lalu
dianalisis secara statistik berdasarkan asumsi normalitas dan homogenitias data.
Ekspresi caspase-3 meningkat signifikan pada kelompok alkohol dibanding kontrol
(p < 0,001), dengan rerata ekspresi 14,07% (kontrol) versus 33,12% (alkohol).
Penambahan RK, olahraga, maupun kombinasi keduanya tidak menurunkan
ekspresi caspase-3 secara bermakna dibanding kelompok alkohol saja (p > 0,05),
dengan rerata ekspresi berturut-turut 33,66%, 36,41%, dan 42,12%. Temuan ini
menunjukkan bahwa efek protektif restriksi kalori maupun peningkatan kapasitas
antioksidan melalui olahraga tidak efektif dalam menekan apoptosis selama
paparan alkohol berlangsung. Kombinasi kedua intervensi tersebut juga tidak
menghasilkan efek supresif terhadap ekspresi caspase-3. Alkohol mendominasi
respons hepatosit, menyebabkan apoptosis berlanjut meskipun ada intervensi
metabolik. Temuan ini mendukung teori bahwa alkohol memicu apoptosis melalui
stres oksidatif dan disfungsi mitokondria.

Kata kunci: caspase-3, alkohol, restriksi kalori, olahraga, apoptosis hati
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ABSTRACT

EFFECT OF CALORIC RESTRICTION AND EXERCISE ON
HEPATIC CASPASE-3 EXPRESSION IN ALCOHOL-
CONSUMING RATS

Global alcohol consumption is expected to rise by 17% over the next 13 years,
which could increase the risk of liver disease due to oxidative stress, inflammation,
and the activation of caspase-3, a key protein of apoptosis. While caloric restriction
(CR) and exercise are known to reduce oxidative stress and caspase-3 levels,
research on their effects on liver cell apoptosis during alcohol exposure is limited.
This study utilized a post-test-only controlled group design with 30 male Wistar
rats, of which 25 met the inclusion criteria for analysis. The groups included a
control, an alcohol group, and groups receiving alcohol along with either CR,
exercise, or both. Alcohol was administered at 2.5 mL of 20% ethanol, CR was set
at 20% of the standard diet, and exercise involved using a hurdle running wheel at
10-12 m/min for 30 minutes each session. After six weeks, caspase-3 levels were
assessed through immunohistochemical analysis and quantified using ImageJ,
followed by statistical evaluation. Results showed a significant increase in caspase-
3 expression in the alcohol group compared to the control (p <0.001), with averages
of 14.07% (control) versus 33.12% (alcohol). However, adding CR, exercise, or
both did not significantly lower caspase-3 levels compared to the alcohol group
alone (p > 0.05), with averages of 33.66%, 36.41%, and 42.12%, respectively. These
results suggest that calorie restriction and exercise or combination of both do not
effectively mitigate apoptosis induced by alcohol exposure. Alcohol appears to
override any metabolic interventions, perpetuating apoptosis through oxidative
stress and mitochondrial dysfunction.

Keywords: caspase-3, alcohol, calorie restriction, exercise, liver apoptosis
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RINGKASAN

PENGARUH RESTRIKSI KALORI DAN OLAHRAGA TERHADAP
EKSPRESI CASPASE-3 PADA HATI TIKUS YANG MENGONSUMSI
ALKOHOL

Karya tulis ilmiah berupa Tesis, 22 April 2025

Rachel Maya; dibimbing oleh Prof. Dr. dr. Irfannuddin, Sp.KO, M.Pd.Ked dan
Dr. dr. Siti Sarahdeaz Fazzaura Putri, M.Biomed

Program Studi Magister llmu Biomedik, Fakultas Kedokteran, Universitas
Sriwijaya

xXii + 82 halaman, 5 tabel, 6 gambar, 11 lampiran

Konsumsi alkohol secara global diperkirakan akan mengalami peningkatan yang
signifikan dalam dekade mendatang. Alkohol merupakan salah satu faktor risiko
utama dalam kerusakan hati, terutama melalui mekanisme stres oksidatif dan
aktivasi jalur apoptosis. Salah satu penanda utama dalam proses apoptosis adalah
caspase-3, Yaitu protease eksekutor yang berperan penting dalam menjalankan
program kematian sel. Aktivasi caspase-3 akibat konsumsi alkohol kronis dapat
menyebabkan kerusakan sel hepatosit, memicu fibrosis, serta meningkatkan risiko
terjadinya sirosis dan karsinoma hepatoseluler. Berdasarkan hal tersebut, intervensi
gaya hidup seperti restriksi kalori dan olahraga dipertimbangkan sebagai strategi
potensial untuk menurunkan kerusakan hati melalui modulasi ekspresi caspase-3.
Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh restriksi kalori dan olahraga
terhadap ekspresi caspase-3 pada jaringan hati tikus yang mengonsumsi alkohol.
Tujuan khusus mencakup penilaian terhadap efek alkohol, restriksi kalori, olahraga,
serta kombinasi keduanya terhadap ekspresi caspase-3. Desain penelitian yang
digunakan adalah posttest-only controlled group design dengan hewan coba berupa
tikus jantan galur Wistar berusia 3—4 bulan. Sebanyak 30 ekor tikus dibagi ke dalam
lima kelompok perlakuan, yaitu kelompok kontrol (P1), kelompok alkohol (P2),
kelompok alkohol dengan restriksi kalori (P3), kelompok alkohol dengan olahraga
(P4), dan kelompok alkohol dengan kombinasi restriksi kalori dan olahraga (P5).
Perlakuan diberikan selama enam minggu. Alkohol diberikan secara oral dalam
bentuk larutan etanol 20% sebanyak 2,5 mL per hari. Restriksi kalori dilakukan
dengan pengurangan 20% dari jumlah pakan standar, sedangkan olahraga diberikan
melalui aktivitas fisik menggunakan hurdle running wheel dengan kecepatan 10—
12 meter per menit selama 30 menit setiap hari. Setelah seluruh perlakuan selesai,
dilakukan terminasi hewan coba dan pengambilan jaringan hati untuk pemeriksaan
imunohistokimia terhadap ekspresi caspase-3.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kelompok tikus yang hanya diberi alkohol
(P2) mengalami peningkatan ekspresi caspase-3 secara signifikan dibandingkan
dengan kelompok kontrol (P1) dengan nilai p < 0,001. Hal ini mengonfirmasi
bahwa konsumsi alkohol menginduksi aktivasi jalur apoptosis melalui peningkatan
ekspresi caspase-3 pada jaringan hati. Kelompok P3 (alkohol dengan restriksi
kalori) juga menunjukkan ekspresi caspase-3 yang lebih tinggi secara signifikan
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dibandingkan dengan kelompok kontrol, namun tidak berbeda secara signifikan
dibandingkan kelompok P2. Demikian pula, kelompok P4 (alkohol dengan
olahraga) memperlihatkan peningkatan ekspresi caspase-3 yang tidak berbeda
signifikan dari kelompok alkohol maupun kelompok dengan restriksi kalori.
Kelompok P5 (kombinasi alkohol, restriksi kalori, dan olahraga) juga menunjukkan
ekspresi caspase-3 yang tinggi, tanpa perbedaan yang bermakna dibandingkan
ketiga kelompok sebelumnya.

Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa konsumsi alkohol
secara aktif dan berkelanjutan memicu peningkatan ekspresi caspase-3 pada
jaringan hati tikus. Intervensi gaya hidup seperti restriksi kalori, olahraga, maupun
kombinasi keduanya tidak memberikan penurunan yang signifikan terhadap
ekspresi caspase-3 selama paparan alkohol masih berlangsung. Meskipun secara
teoritis intervensi tersebut berpotensi mengurangi stres oksidatif dan menekan
proses apoptosis, temuan ini menunjukkan bahwa efek toksik alkohol tetap menjadi
faktor dominan dalam aktivasi jalur apoptosis.

Kata kunci: caspase-3, alkohol, restriksi kalori, olahraga, apoptosis hati
Kepustakaan: 119 (1994-2024)
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SUMMARY

EFFECT OF CALORIC RESTRICTION AND EXERCISE ON HEPATIC
CASPASE-3 EXPRESSION IN ALCOHOL-CONSUMING RATS
Scientific Paper in the form of Thesis, April 22" 2025

Rachel Maya; supervised by Prof. Dr. dr. Irfannuddin, Sp.KO, M.Pd.Ked dan

Dr. dr. Siti Sarahdeaz Fazzaura Putri, M.Biomed

Master’s Program in Biomedical Sciences, Faculty of Medicine, Sriwijaya
University

xxii + 82 pages, 5 tables, 6 figures, 11 appendices

Global alcohol consumption is projected to rise significantly in the coming decade.
Alcohol is a major risk factor for liver injury, primarily through mechanisms
involving oxidative stress and the activation of apoptotic pathways. One of the key
markers of apoptosis is caspase-3, an executioner protease that plays a central role
in the programmed cell death process. Chronic alcohol consumption may trigger
caspase-3 activation, leading to hepatocyte damage, fibrosis, and an increased risk
of cirrhosis and hepatocellular carcinoma. In light of these risks, lifestyle
interventions such as caloric restriction and physical exercise are being explored as
potential strategies to mitigate liver injury by modulating caspase-3 expression.
This study aimed to evaluate the effects of caloric restriction and exercise on
caspase-3 expression in the liver tissue of alcohol-exposed rats. Specifically, the
study assessed the individual and combined effects of alcohol, caloric restriction,
and exercise on caspase-3 expression. A post-test-only controlled group design was
employed using male Wistar rats aged 3—4 months. A total of 30 rats were randomly
assigned into five groups: a control group (P1), an alcohol-only group (P2), an
alcohol with caloric restriction group (P3), an alcohol with exercise group (P4), and
an alcohol with combined caloric restriction and exercise group (P5).

Treatments were administered over six weeks. Alcohol was delivered orally in the
form of a 20% ethanol solution at a dose of 2.5 mL per day. Caloric restriction
involved a 20% reduction in standard feed intake, while the exercise intervention
consisted of daily physical activity using a hurdle running wheel at a speed of 10—
12 meters per minute for 30 minutes. Upon completion of the treatment period, the
animals were euthanized, and liver tissues were collected for immunohistochemical
analysis of caspase-3 expression.

The results showed a significant increase in caspase-3 expression in the alcohol-
only group (P2) compared to the control group (P1), with a p-value of <0.001. This
finding confirms that alcohol exposure induces the activation of apoptotic pathways
via upregulation of caspase-3 in liver tissue. The P3 group (alcohol with caloric
restriction) also exhibited significantly higher caspase-3 expression compared to
the control, but there was no significant difference when compared to the alcohol-
only group. Similarly, the P4 group (alcohol with exercise) showed increased
caspase-3 expression that was not significantly different from either the alcohol-
only or caloric restriction groups. The P5 group (alcohol with combined caloric
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restriction and exercise) also demonstrated elevated caspase-3 expression, with no
significant difference compared to the other alcohol-exposed groups.

Overall, the findings of this study indicate that chronic and sustained alcohol
consumption leads to increased caspase-3 expression in rat liver tissue. Lifestyle
interventions such as caloric restriction, exercise, or their combination do not
significantly reduce caspase-3 expression in the presence of ongoing alcohol
exposure. Although these interventions may theoretically reduce oxidative stress
and inhibit apoptosis, the results suggest that the toxic effects of alcohol remain the
predominant factor driving apoptotic activation.

Keywords: caspase-3, alcohol, calorie restriction, exercise, liver apoptosis
Citations: 119 (1994-2024)
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Konsumsi alkohol secara global diperkirakan akan meningkat sebesar 17%
dalam 13 tahun ke depan, mencapai 7,6 liter per orang dewasa per tahun pada tahun
2030. Di Asia, minuman keras dan bir memiliki dampak signifikan terhadap beban
penyakit terkait alkohol.! Konsumsi alkohol yang berlebihan menimbulkan
berbagai efek merugikan seperti peningkatan tingkat stres oksidatif dan inflamasi
serta gangguan pada serangkaian proses metabolisme yang dapat mengganggu
regenerasi sel tubuh.? Efek tersebut jika terjadi pada organ hati maka dapat timbul
penumpukan lemak, hepatitis, fibrosis, sirosis, kanker hepatoseluler, serta
meningkatkan angka kematian.’

Mekanisme yang memicu kerusakan hati oleh etanol melibatkan peningkatan
stress oksidatif dan aktivasi caspase-3. Aktivasi ini menarik perhatian karena
peningkatan ekspresi protease tersebut dapat menunjukkan tingkat keparahan
penyakit serta menyebabkan disfungsi atau kegagalan organ.* Caspase-3 berperan
sebagai eksekutor dalam jalur intrinsik maupun ekstrinsik apoptosis sel. Apoptosis
yang diinduksi oleh etanol sering melibatkan jalur sinyal Fas/Fas ligand (FasL) lalu
memicu aktivasi caspase-8 dan kemudian caspase-3 yang mengarah pada kematian
sel.> Studi menunjukkan bahwa etanol meningkatkan ekspresi FasL dan aktivitas
caspase-3 sehingga menekankan pentingnya jalur ini dalam apoptosis hati yang
diberi etanol.® Paparan etanol juga membuat sel hati lebih sensitif terhadap stres
mitokondria yang menyebabkan pelepasan sitokrom c dari mitokondria ke dalam
sitosol. Pelepasan ini mengaktifkan caspase-9 yang kemudian mengaktifkan
caspase-3 yang lebih lanjut mempromosikan apoptosis.®’

Seiring dengan proses apoptosis yang terjadi, sel-sel hati yang mengalami
kematian melepaskan berbagai sinyal molekuler, termasuk Transforming Growth

Factor-beta (TGF-B). TGF-B merangsang transformasi sel stelata hati menjadi
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miofibroblas. Miofibroblas ini aktif memproduksi komponen matriks ekstraseluler
seperti kolagen. Akumulasi kolagen dan komponen matriks lainnya menyebabkan
penebalan jaringan hati dan pembentukan jaringan parut. Hal ini mempercepat
terbentuknya fibrosis dan dapat berujung pada kegagalan organ.®

Telah diketahui bahwa konsumsi alkohol meningkatkan produksi reactive
oxygen species (ROS) yang berperan penting dalam proses apoptosis di hati. Stres
oksidatif tinggi dapat menyebabkan disfungsi mitokondria yang pada gilirannya
meningkatkan aktivitas eksekutor apoptosis seperti caspase-3.° Mengubah gaya
hidup menjadi lebih seimbang diimbangi dengan menghentikan konsumsi alkohol
dapat mengurangi produksi ROS ini. Restriksi kalori (RK) adalah salah satu pola
makan yang telah diusulkan sebagai mekanisme untuk memperpanjang masa hidup
dengan mengurangi pengeluaran energi dan produksi ROS. %!

RK memengaruhi berbagai jalur metabolik serta proses apoptosis termasuk
dalam mengurangi stress oksidatif dan regulasi aktivitas caspase-3.'%!* Pada
individu sehat yang tidak mengalami obesitas, intervensi RK selama dua tahun
menunjukkan peningkatan dalam beberapa biomarker hati, yang mengindikasikan
potensi manfaat jangka panjang untuk kesehatan hati dan penurunan risiko penyakit
metabolik. RK memengaruhi glikolisis, glukoneogenesis, dan degradasi asam
lemak, yang sangat penting untuk mempertahankan fungsi hati optimal dan
keseimbangan energi tubuh.!*!>

RK juga dapat mengubah keseimbangan antara faktor pro-apoptotik dan anti-
apoptotik, seperti penurunan rasio Bcl-2/Bax serta peningkatan pelepasan sitokrom
¢ yang kemudian memodulasi aktivitas caspase-8 dan caspase-9 sebagai pengatur
awal dari caspase-3.!% RK terbukti mengurangi kejadian lesi preneoplastik di hati
dengan meningkatkan apoptosis pada sel-sel yang berpotensi menjadi kanker,
sehingga memberikan efek protektif terhadap perkembangan kanker hati.!” Tingkat
restriksi kalori yang moderat, berkisar antara 8,5-25%, dapat memiliki efek yang
menguntungkan termasuk penurunan modifikasi protein oksidatif dan sensitivitas
membran terhadap peroksidasi lipid, yang berhubungan dengan reprogramasi
kompleks rantai respirasi dan penurunan apoptosis inducing factors (AIF).'®

Selain restriksi kalori, menyelaraskan pola makan dengan aktivitas fisik atau

olahraga rutin telah terbukti mengatur jalur molekuler dan mengurangi stres
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oksidatif yang memengaruhi ekspresi caspase-3 dan apoptosis dalam hati. Seperti
halnya restriksi kalori, penurunan apoptosis selama olahraga disebabkan oleh
penurunan faktor-faktor jalur apoptotik yang bergantung pada Fas, seperti protein
Fas-ligand, reseptor kematian Fas, TNFR-1, FADD, caspase-8, dan caspase-3.!%%
Sebagai contoh jenis olahraga, latihan treadmill menurunkan tingkat ALT dan AST,
penanda kerusakan hati, dan mengurangi jumlah ekspresi caspase-3 pada tikus yang
terpapar etanol dikombinasikan dengan lipopolisakarida (LPS) dan tetraklorida
karbon (CCl4).?! Latihan aerobik dapat secara efektif mengurangi apoptosis
hepatosit dengan mengatur jalur AKT/GSK3p, yang pada gilirannya menurunkan
ckspresi caspase-3.> Berdasarkan rekomendasi WHO (World Health
Organization), olahraga yang dianjurkan bagi seseorang adalah latihan
kardiorespirasi intensitas sedang selama >30 menit setidaknya 5 hari dalam
seminggu, atau latihan kardiorespirasi intensitas tinggi selama >20 menit pada 3
hari dalam seminggu, atau kombinasi keduanya dengan tujuan meningkatkan
kesehatan, kebugaran, dan upaya pencegahan penyakit.*?

Restriksi kalori dan olahraga pada umumnya diteliti secara terpisah untuk
menilai manfaatnya terhadap kesehatan hati. Data mengenai pengaruh kombinasi
kedua faktor tersebut terhadap masalah kesehatan hati, termasuk dalam proses
apoptosis, terutama pada peminum alkohol, masih terbatas. Oleh karena itu,
menarik untuk mengeksplorasi lebih lanjut mengenai kombinasi ini. Penelitian ini
akan dilakukan pada hewan coba, yaitu tikus untuk mendapatkan hasil yang
objektif. Meskipun penelitian pada hewan coba memiliki berbagai keterbatasan,
hasilnya dapat memberikan wawasan yang relevan karena tikus memiliki kemiripan
filogenetik dengan manusia.?* Dengan memperhatikan potensi manfaat dari kedua
pendekatan ini sebagai upaya dalam mengurangi dampak negatif dari konsumsi
alkohol pada hati, peneliti tertarik untuk menyelidiki pengaruh restriksi kalori dan

olahraga terhadap ekspresi caspase-3 pada hati tikus yang mengonsumsi alkohol.
1.2 Rumusan Masalah

Belum diketahui pengaruh restriksi kalori dan olahraga terhadap ekspresi

caspase-3 pada hati tikus yang mengonsumsi alkohol.
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1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh restriksi kalori dan olahraga terhadap ekspresi

caspase-3 pada hati tikus yang mengonsumsi alkohol.

1.3.2 Tujuan Khusus

1.  Untuk mengetahui pengaruh alkohol terhadap ekspresi caspase-3 pada hati
tikus.

2. Untuk mengetahui pengaruh restriksi kalori terhadap ekspresi caspase-3 pada
hati tikus yang mengonsumsi alkohol.

3. Untuk mengetahui pengaruh olahraga terhadap ekspresi caspase-3 pada hati
tikus yang mengonsumsi alkohol.

4.  Untuk mengetahui apakah kombinasi restriksi kalori dan olahraga memiliki

pengaruh terhadap ekspresi caspase-3 pada hati tikus yang mengonsumsi alkohol.

1.4 Hipotesis
Hipotesis dari penelitian ini adalah terdapat pengaruh restriksi kalori dan

olahraga terhadap ekspresi caspase-3 pada hati tikus yang mengonsumsi alkohol.

1.5 Manfaat Penelitian
1.5.1 Manfaat Teoritis

Penelitian ini dapat menambah wawasan ilmiah serta literatur mengenai
pengaruh restriksi kalori dan olahraga terhadap ekspresi caspase-3 pada hati tikus

yang mengonsumsi alkohol.

1.5.2 Manfaat Praktis

Penelitian ini dapat menjadi landasan untuk mengembangkan terapi non-
farmakologis yang lebih efektif dalam mengelola pengaruh alkohol bagi organ hati.
Dengan mengevaluasi efek restriksi kalori dan olahraga, penelitian ini
memperdalam pemahaman tentang mekanisme apoptotik dalam hati. Temuan ini
membuka peluang untuk pengembangan strategi dalam meningkatkan kesehatan

hati berbasis gaya hidup.
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