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Abstrak

Ikan zebra banyak dipilih sebagai model hewan uji karena memiliki kemiripan fisiologis yang tinggi dengan manusia, siklus
hidup yang cepat, serta embrionya yang transparan membuat kemudahan dalam visualisasi langsung perkembangan organ
sehingga menjadikannya model hewan yang efektif untuk skrining efektivitas bahan alam dan pemahaman mekanisme
penyakit. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi efek antihiperlipidemia ekstrak akuosa daun sirsak (4nnona muricata
L.) terhadap hewan model ikan zebra (Danio rerio Hamilton, 1822) hiperlipidemia. Kondisi hiperlipidemia didapatkan
dengan induksi menggunakan suspensi kuning telur puyuh 0,1% selama 48 jam pada ikan zebra usia 5 hari setelah fertilisasi.
Konsentrasi ekstrak daun sirsak yang diberikan ditentukan berdasarkan metode MNLC (Maximum Non-Lethal
Concentration). Berdasarkan hasil uji MNLC, konsentrasi ekstrak daun sirsak yang diberikan yaitu 1/10 MNLC, 1/3 MNLC,
dan MNLC. Efek antihiperlipidemia dievaluasi berdasarkan pengukuran total trigliserida dan total kolesterol dengan metode
spektrofotometri serta hasil pewarnaan dengan Oil Red O (ORO). Hasil uji spektrofotometri menunjukkan bahwa konsentrasi
ekstrak daun sirsak yang paling efektif untuk menurunkan kadar trigliserida dan kolesterol pada larva ikan zebra adalah
konsentrasi MNLC. Pemberian ekstrak akuosa daun sirsak dengan konsentrasi MNLC secara signifikan (p<0,05)
menurunkan kadar trigliserida dan kolesterol pada ikan zebra secara berturut-turut sebesar 40,52 dan 71,54%. Pengukuran
spektrofotometri juga berkorelasi positif dengan hasil pewarnaan ORO yang menunjukkan adanya penurunan intensitas
warna merah. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak akuosa daun sirsak berpotensi memiliki sifat
antihiperlipidemia dan dapat dipelajari pada hewan model ikan zebra.

Kata kunci: Antihiperlipidemia, MNLC, pewarnaan Oil Red O, total kolesterol, trigliserida total.

Abstract

Zebrafish are often chosen as an animal model because of their high physiological similarity to humans, their rapid life
cycle, and their transparent embryos that facilitate direct visualization of organ development, making them an effective
animal model for screening the effectiveness of natural agents and understanding disease mechanisms. This study aimed to
evaluate the antihyperlipidemic effect of soursop leaf aqueous extract (Annona muricata L.) on hyperlipidemic animal model
zebrafish (Danio rerio Hamilton, 1822). Hyperlipidemic conditions were obtained by induction using a 0.1% quail egg yolk
suspension for 48 hours in zebrafish aged 5 days post fertilization. The concentration of extract was determined based on
the MNLC (Maximum Non-Lethal Concentration) method. Based on the results of the MNLC test, the determined extract
concentrations were 1/10 MNLC, 1/3 MNLC, and MNLC. The antihyperlipidemic effect was evaluated based on the
measurement of total triglycerides and total cholesterol using spectrophotometric method and the results of Oil Red O (ORO)
staining. The results of the spectrophotometric test showed that the most effective concentration of soursop leaf aqueous
extract to reduce triglyceride and cholesterol levels in zebrafish larvae was the MNLC concentration. Soursop leaf aqueous
extract with MNLC concentration significantly (p>0.05) reduced triglyceride and total cholesterol levels in zebrafish by
40.52 and 71.54%, respectively. Spectrophotometric measurements also positively correlated with the results of ORO
staining, which showed a decrease in red color intensity. The results of this study indicate that soursop leaf aqueous extract
has the potential to have antihyperlipidemic properties and can be studied in animal model zebrafish.

Keywords: Antihyperlipidemia, MNLC, Oil Red O staining, total cholesterol, total triglycerides.
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Pendahuluan

Hiperlipidemia merupakan suatu kondisi yang ditandai dengan peningkatan kadar lipid plasma dan
lipoprotein di dalam darah. Lipid plasma yaitu kolesterol, trigliserida (TG), fosfolipid, dan ester
kolesterol; sedangkan lipoprotein meliputi lipoprotein densitas sangat rendah (VLDL), lipoprotein
densitas rendah (LDL), dan menurunnya kadar lipoprotein densitas tinggi (HDL) [1, 2]. Hiperlipidemia
dapat dikategorikan menjadi dua berdasarkan penyebabnya yaitu hiperlipidemia primer dan sekunder.
Penyebab utama hiperlipidemia primer adalah formulasi genetik, sedangkan hiperlipidemia sekunder
disebabkan oleh faktor lain seperti obat-obatan, penyakit yang sudah ada atau gaya hidup [2]. Gaya
hidup, seperti kebiasaan merokok, konsumsi alkohol, kurang olah raga, obesitas, dan pola makan yang
buruk yaitu asupan lemak lebih dari 40% dari total kalori, asupan lemak jenuh lebih dari 10% dari total
kalori, dan asupan kolesterol lebih dari 300 miligram per hari [2, 3].

Hiperlipidemia telah terbukti menjadi faktor risiko utama terjadinya penyakit kardiovaskular
(PKV) pada orang dewasa, seperti penyakit jantung koroner (PJK), stroke, gagal jantung, hipertensi, dan
penyakit arteri perifer [2, 4]. Berdasarkan laporan terbaru dari The Global Burden of Disease (GBD)
Study, PKV secara konsisten menjadi penyebab utama kematian di seluruh dunia [5]. Pada tahun 2023
PKYV menjadi penyebab 19,2 juta kematian di seluruh dunia atau 1 dari 3 kematian global disebabkan
oleh PKV [5]. Studi klinis juga telah menunjukkan bahwa hiperlipidemia meningkatkan risiko gagal
jantung non-iskemik, sedangkan penurunan lipid plasma dapat memperbaiki disfungsi jantung [6]. Hal
ini karena hiperlipidemia tidak hanya memengaruhi fungsi jantung dengan memicu terjadinya
perkembangan aterosklerosis, melainkan juga memengaruhi fungsi sistolik dan respons elektrofisiologis
jantung yang terkait dengan akumulasi lipid jantung secara bertahap [6].

Pengobatan hiperlipidemia sebagian besar melibatkan penurunan kadar lipid menggunakan obat
sintetis seperti statin, fibrat, pengikat asam empedu, dan niasin [3, 7]. Namun demikian, penggunaan
obat sintetis seperti statin dapat menyebabkan berbagai efek samping seperti miopati, peningkatan kadar
enzim hati, peningkatan risiko gangguan atau kehilangan memori, dan dapat berakibat fatal berupa
rhabdomyolysis [3, 8]. Berdasarkan hal tersebut, optimalisasi pemanfaatan bahan alam menjadi
alternatif untuk mengurangi efek samping yang buruk. Bahan aktif dalam tumbuhan telah terbukti
memiliki manfaat yang besar dalam mengobati hiperlipidemia dan mencegah penyakit kardiovaskular
dengan sifat multi-komponen, multi-target, dan memiliki efek sitotoksik yang relatif kecil dibanding
obat sintetis [9].

Indonesia sebagai salah satu megabiodiversitas dunia memiliki habitat bagi 80% spesies tumbuhan
obat yang ada di dunia [10]. Terkait dengan hal tersebut, pemanfaatan tumbuhan herbal untuk kesehatan
telah sejak lama ada di Indonesia sejalan dengan perkembangan peradaban masyarakat. Tanaman sirsak
(Annona muricata L.) mengandung asetogenin, flavonoid, fenolik, alkaloid, minyak esensial, [11, 12],
terpenoid, coumarins, tannin, dan saponin [ 13], yang diketahui memiliki efek antihiperlipidemia dengan
menurunkan kadar trigliserida, kolesterol total dan LDL pada hewan model mencit [14-16].

Penggunaan ikan zebra (Danio rerio) sebagai model hewan sedang berkembang pesat di dunia saat
ini. Ikan zebra banyak digunakan sebagai model hewan biomedis terutama terkait dengan penyakit yang
disebabkan oleh gangguan metabolisme seperti obesitas, diabetes melitus, dislipidemia, aterosklerosis,
penyakit hati, dan penyakit intestinal [17]. Ikan zebra memiliki keunggulan dalam skrining skala besar
dibandingkan dengan hewan model lain, seperti kelinci, tikus dan mencit, karena ukuran tubuhnya yang
kecil sehingga perawatannya mudah, jumlah keturunan yang banyak, fertilisasi eksternal, perkembangan
yang cepat, transparansi embrionik yang memudahkan visualisasi langsung perkembangan organ, serta
proses metabolisme lipid yang terkonservasi [18]. Faktor lain yang mendukung adalah kemiripan besar
ikan zebra dengan manusia dalam hal metabolisme lipid. Ikan zebra memiliki kesamaan besar dengan
manusia dalam mekanisme molekuler yang terkait dengan hiperlipidemia dan aterosklerosis, termasuk
metabolisme lipid dan oksidasi lipoprotein [19]. Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini dilakukan untuk
optimalisasi metode induksi hiperlipidemia dan evaluasi potensi antihiperlipidemia daun sirsak pada
ikan zebra sebagai model hewan hiperlipidemia.
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Material dan Metode
Pemeliharaan dan Pemijahan Ikan Zebra

Ikan zebra (Danio rerio) wt/wild type diperoleh dari Laboratorium Struktur dan Perkembangan
Hewan Fakultas Biologi, Universitas Gadjah Mada. Ikan dewasa siap pijah dipelihara dalam akuarium
dengan kondisi pH 7,1 - 7.4, suhu 26,5 - 28°C, dan DO 5 - 7,5 mgL?. Pencahayaan diatur dalam
fotoperiode 14 jam terang dan 10 jam gelap. Pemijahan ikan zebra dilakukan dalam breeding chamber
dengan rasio jantan dan betina 1:2, ikan dibiarkan selama 14 jam dalam keadaan gelap. Keesokan
harinya setelah terjadi fertilisasi, ikan zebra dewasa dipindahkan untuk menghindari kanibalisme. Telur
ikan zebra dipelihara dalam akuarium hingga berusia 5 dpf (day post fertilization).

Pembuatan Ekstrak Akuosa Daun Sirsak

Daun sirsak yang telah dikoleksi dicuci dengan air bersih kemudian dikering anginkan sebelum
dijadikan simplisia. Sebanyak 50 gram simplisia daun sirsak ditambahkan akuades 500 ml (1:10 b/v)
dan dipanaskan dengan penangas hingga suhu 90°C selama 15 menit. Infusa kemudian disaring
menggunakan kertas saring dan filtrat diuapkan dalam oven pada suhu 70°C hingga kering.

Penentuan Maximum Non-lethal Concentration (MNLC)

Penentuan nilai MNLC menggunakan ekstrak akuosa daun sirsak dengan konsentrasi bertingkat
yaitu 250 hingga 3000 pg/ml. Masing-masing perlakuan menggunakan 15 larva ikan zebra 5 dpf dengan
3 kali pengulangan. Larva ikan zebra 5 dpf dimasukkan ke dalam 6 multiwell plate yang berisi ekstrak
akuosa daun sirsak selama 48 jam. Pada akhir pengujian mortalitas larva ikan zebra dihitung. Larva ikan
zebra yang telah mati, ditandai dengan tidak adanya detak jantung saat diamati dengan mikroskop. Nilai
MNLC ditentukan berdasarkan data mortalitas larva ikan zebra yang diperoleh [20, 21], untuk
digunakan sebagai acuan dalam penentuan konsentrasi.

Pembuatan Model Ikan Zebra Hiperlipidemia

Sebanyak 10 ekor larva ikan zebra 5 dpf dipelihara di dalam 1 mL larutan 0,1% rebusan kuning
telur puyuh selama 48 jam. Larutan kuning telur puyuh yang digunakan, sebelumnya disaring
menggunakan kertas saring. Selama inkubasi 48 jam, suspensi rebusan kuning telur 0,1% diganti setiap
4 jam [20, 22].

Perlakuan Ekstrak Akuosa Daun Sirsak pada Larva Ikan Zebra Hiperlipidemia

Larva ikan zebra hiperlipidemia dipelihara dalam larutan ekstrak akuosa daun sirsak selama 48
jam. Berdasarkan hasil MNLC digunakan 3 konsentrasi berbeda, yaitu 1/10, 1/3 dan MNLC. Pada
penelitian ini juga digunakan obat generik hipolipidemia sebagai pembanding yaitu Simvastatin.
Konsentrasi Simvastatin yang digunakan adalah 0,1uM [20].

Pengukuran Kadar Trigliserida

Sebanyak 10 ekor larva ikan zebra yang telah dicutanasi dihomogenisasi secara perlahan dalam
PBS dingin (1:10) dalam tabung mikro menggunakan pestle. Sampel homogenat larva ikan zebra,
larutan blangko (akuades) dan larutan standar 200 mg/dL disiapkan dalam tabung mikro terpisah,
masing-masing sampel yang digunakan sebanyak 2 uL, ditambahkan reagen TG (Dyasis) sebanyak 2000
uL. Semua campuran tersebut dihomogenkan lalu diinkubasi dalam suhu ruangan (20 - 25°C) selama
30 menit. Pembacaan dilakukan menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang (1) 490
nm. Perhitungan kadar trigliserida hasil dari pembacaan absorbansi dapat ditentukan dengan rumus
sebagai berikut:

Absorbansi sampel

Kadar trigliderida (mg/dL) = x konsentrasi standar

absorbansi standar

Pengukuran Kadar Kolesterol Total

Sebanyak 2 pL. sampel homogenat larva ikan zebra, larutan blangko (akuades) dan larutan
standar 200 mg/dL disiapkan dalam tabung mikro terpisah, masing-masing ditambahkan reagen
kolesterol (Dyasis) sebanyak 2000 puL. Semua campuran tersebut dihomogenkan lalu diinkubasi dalam
suhu ruangan (20 - 25°C) selama 30 menit. Pembacaan dilakukan menggunakan microplate reader
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dengan panjang gelombang (A) 490 nm. Kadar kolesterol total dapat diperoleh dengan menggunakan
rumus sebagai berikut:

Absorbansi sampel

Kadar kolesterol total (mg/dL) = x konsentrasi standar

absorbansi standar

Pewarnaan Lipid Oil Red O (ORO)

Larva ikan zebra difiksasi dengan paraformaldehid 4% selama 8 - 12 jam pada suhu ruang.
Setelah itu dicuci dengan PBS sebanyak 2 kali dan didehidrasi menggunakan metanol bertingkat dalam
PBT (25, 50, 75, dan 100%). Larva ikan zebra diberi pewarna ORO 0,5% selama 24 jam kemudian di-
dehidrasi kembali dengan PBT 100%, selanjutnya diamati di bawah mikroskop [20].

Analisis Statistik

Data kuantitatif untuk pengujian kadar lipid menggunakan spektrofotometer dengan 3 kali
pengulangan untuk masing-masing parameter. Data dianalisis dengan one-way ANOVA dengan tingkat
kepercayaan 95% dan tingkat signifikansi = 0,05. Apabila terdapat perbedaan yang signifikan analisis
data dilanjutkan dengan uji DMRT (Duncan's Multiple Range Test). Keseluruhan data diekspresikan
sebagai rerata + standar error. Data kualitatif yang diperoleh berupa data hasil pewarnaan ORO.

Hasil dan Diskusi

Maximum Non-Lethal Concentration (MNLC) Ekstrak Akuosa Daun Sirsak terhadap
Larva Ikan Zebra

Toksisitas ekstrak akuosa daun sirsak terhadap larva ikan zebra disajikan dalam persentase
mortalitas larva ikan sebagaimana disajikan pada Tabel 1. Perlakuan diberikan selama 48 jam dengan
penggantian ekstrak setiap 24 jam.

Tabel 1. Mortalitas larva ikan zebra dalam setiap ulangan, setelah 48 jam perlakuan ekstrak akuosa
daun sirsak

Konsentrasi ekstrak Mortalitas larva ikan zebra (Danio rerio)
(ng/ml) I 1 11 % Kematian
250 0 0 0 0,00
500 0 0 0 0,00
750 0 0 0 0,00
1000 0 0 0 0,00
1500 0 0 0 0,00
2000 0 0 0 0,00
2500 1 1 2 26,67
3000 2 2 1 33,33

Pada konsentrasi 250 hingga 2000 pg/mL tidak terdapat efek mortalitas yang teramati. Efek
mortalitas ekstrak akuosa daun sirsak mulai teramati pada konsentrasi 2500 pug/ml dengan persentase
kematian sebesar 26,67% dan pada konsentrasi 3000 pg/ml sebesar 33,33%. Hal tersebut menunjukkan
bahwa ekstrak akuosa daun sirsak tidak bersifat toksik hingga 2000 pg/ml. Pada Gambar 1, diperoleh
nilai R Square (R?) sebesar 0,8698 yang berarti 86,98% variabilitas tingkat toksisitas ditentukan oleh
konsentrasi ekstrak akuosa daun sirsak yang digunakan dalam perlakuan tersebut. MNLC merupakan
konsentrasi maksimal dimana tidak terjadi peningkatan kematian secara signifikan [23]. Berdasarkan
data kematian ikan zebra yang diinduksi ekstrak akuosa daun sirsak, dapat disimpulkan bahwa nilai
MNLC ekstrak akuosa daun sirsak yaitu 2000 ug/ml.
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Gambar 1. Persentase kematian ikan zebra setelah pemberian perlakuan ekstrak akuosa daun sirsak

Ikan zebra telah banyak digunakan sebagai model penelitian terutama dalam toksikologi dan
penemuan obat karena memiliki mekanisme fisiologis molekuler dan seluler yang sama dengan
mammalia. Selain itu ikan zebra juga memiliki embrio dan larva transparan sehingga dapat dilakukan
pengamatan organ dalam secara langsung dengan mikroskop. Selama organogenesis embrio ikan zebra
bersifat permeable terhadap molekul kecil dan obat-obatan. Hal tersebut memberikan akses yang mudah
saat melakukan induksi obat dan pewarnaan vital [24].

Induksi Hiperlipidemia

Keberhasilan induksi hiperlipidemia pada ikan zebra 5 dpf dengan suspensi kuning telur puyuh
0,1% selama 48 jam dapat dilihat pada Gambar 2. Ikan zebra 5 dpf merupakan usia yang optimal untuk
digunakan sebagai model penelitian khususnya hiperlipidemia. Saat embrio ikan zebra memiliki
kantung kuning telur yang merupakan satu-satunya sumber nutrisi untuk pertumbuhan dan
perkembangannya. Kantong telur tersebut akan habis sampai umur 5 dpf sehingga ikan zebra mulai
makan dengan bebas pada waktu tersebut. Larva ikan zebra pada umur 5 dpf sistem pencernaannya
mulai berfungsi termasuk usus, hati, dan kantong empedu [25].

400
350
300
250

200 175.32
150
100
50
0

350.97

Kadar trigliserida (mg/dL)

Normal  Hiperlipidemia
Kelompok

Gambar 2. Rerata kadar trigliserida pada larva ikan zebra yang diinduksi hiperlipidemia

Rerata kadar trigliserida (TG) pada larva ikan zebra yang diinduksi hiperlipidemia lebih tinggi
dibandingkan dengan kondisi normal. Pada larva ikan zebra hiperlipidemia, kadar TG yaitu 350,97
mg/dL, dua kali lebih tinggi dibandingkan pada larva ikan zebra normal sebesar 175,32 mg/dL. Hal
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tersebut disebabkan oleh lipid yang terdapat dalam pakan ikan zebra. Kadar lipid ikan ditentukan dari
banyak faktor fisiologi meliputi umur, spesies, strain, suhu, jenis pakan dan siklus reproduksi [26].

Kadar Trigliserida (TG) Larva Ikan Zebra Hiperlipidemia setelah pemberian Ekstrak
Akuosa Daun Sirsak

Kadar TG setelah perlakuan ekstrak akuosa daun sirsak selama 48 jam pada ikan zebra
hiperlipidemia dapat dilihat pada Gambar 3. Kadar TG tertinggi adalah kontrol hiperlipidemia yaitu
350,97 mg/dL, sedangkan kadar trigliserida paling rendah adalah kontrol normal yaitu 175,32 mg/dL.
Perlakuan ekstrak akuosa daun sirsak mampu menurunkan kadar trigliserida meski belum mencapai
kondisi terbaik sebagaimana kontrol normal. Namun, penurunkan kadar TG seiring dengan peningkatan
konsentrasi ekstrak akuosa daun sirsak yang diberikan, berturut-turut untuk konsentrasi rendah ke tinggi
yaitu kelompok perlakuan 1/10 MNLC, 1/3 MNLC dan MNLC dengan nilai TG 263,8; 235,99; dan
208,75 mg/dL. Dengan hasil ini tampak penurunan TG terjadi perlahan-lahan dan penambahan waktu
perlakuan dapat menjadi alternatif untuk mengembalikan kondisi TG pada kadar normal. Pada kontrol
positif yang menggunakan Simvastatin 0,1 uM memiliki kadar TG sebesar 185,87 mg/dL.

400

350.97
350

300
263.8

250 235.99
208.75
200 17532 183.87
15
10
5
0

Normal  Hiperlipidemia Simvastatin ~ 1/10 MNLC  1/3 MNLC MNLC

o

Kadar Trigliserida (mg/dL)
[w=]

[}

Perlakuan

Gambar 3. Kadar trigliserida dalam homogenat larva ikan zebra hiperlipidemia setelah perlakuan
ekstrak akuosa daun Sirsak selama 48 jam.

Tabel 2. Kadar trigliserida dalam homogenat larva ikan zebra setelah perlakuan ekstrak akuosa daun

Sirsak

Kelompok Kadar TG (mg/dL)
Normal 175,32+1,39*
Hiperlipidemia 350,97+9,41¢
Simvastatin 185,87+1,98*
1/10 MNLC 263,80+7,80¢
1/3 MNLC 235,99+2,53P
MNLC 208,75+1,31°

Keterangan: abed= notasi untuk membandingkan antar kelompok
perlakuan, notasi yang berbeda menunjukan perbedaan yang
signifikan pada tingkat signifikansi 5% (P<0,05%)
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Berdasarkan hasil analisis statistik yang ditunjukkan pada Tabel 2, diketahui bahwa kelompok
perlakuan 1/10 MNLC, 1/3 MNLC, MNLC, dan Simvastatin menunjukkan perbedaan yang nyata
dengan kontrol hiperlipidemia. Kelompok perlakuan 1/3 MNLC (~650 pg/mL) tidak berbeda nyata
dengan MNLC, hal ini menunjukkan konsentrasi yang lebih rendah dari MNLC memiliki kemampuan
penurunan kadar TG yang relatif sama dengan konsentrasi MNLC (2000 ug/mL).

Pemberian ekstrak akuosa daun sirsak pada ketiga variasi konsentrasi dapat menurunkan kadar
trigliserida. Penurunan kadar trigliserida tersebut disebabkan oleh senyawa kimia yang terdapat pada
tanaman sirsak. Potensi antihiperlipidemia tananam sirsak telah banyak dipelajari pada tikus sebagai
hewan coba. Berdasarkan beberapa penelitian sebelumnya ekstrak akuosa dan etanol daun sirsak mampu
menurunkan kadar trigliserida dan kolesterol pada tikus yang diberi pakan tinggi lemak [27-30].
Penelitian ini menunjukkan penggunaan ikan zebra juga mampu digunakan sebagai model hewan uji
hiperlipidemia.

Ekstrak daun sirsak memiliki metabolit sekunder seperti asetogenins, alkaloid, flavonoid,
triterpenoid, kumarin, saponin, tanin, dan fenol yang memiliki potensi sebagai hipoglikemik,
hipolipidemik, hipotensi, dan anti-inflamasi [31-33]. Flavonoid berperan dalam menurunkan kadar
trigliserida dengan cara meningkatkan aktivitas lipoprotein lipase sehingga berpengaruh terhadap
penurunan trigliserida [34, 35].

Saponin dapat menyebabkan penurunan hiperlipidemia dengan berperan dalam menurunkan
penyerapan lemak dalam usus yaitu menghambat kerja enzim lipase pada pankreas dan mengurangi
kilomikron dalam darah [36]. Senyawa fenol juga dapat menurunkan kadar kolesterol total dalam darah
melalui penghambatan proses esterifikasi kolesterol dan menurunkan sekresi lipoprotein pada hati dan
usus. Melalui mekanisme penghambatan proses esterifikasi kolesterol fenol dapat menurunkan kadar
trigliserida. Selain itu juga melalui mekanisme inhibisi Apo B-48 dan Apo B-100 yang terdapat dalam
enterosit dan hepar fenol dapat menurunkan produksi kilomikron, VLDL, IDL, LDL dan trigliserida
[37].

Pemberian Simvastatin sebagai pembanding terbukti dapat menurunkan kadar trigliserida pada
ikan zebra terlihat dari selisih kadar trigliserida dengan kontrol hiperlipidemia yang tinggi dan tidak
berbeda nyata dengan kontrol normal. Mekanisme kerja Simvastatin yaitu menghambat aktivitas HMG
Co-A reduktase (3-Hidroksi-3-metilglutarail koenzim A reduktase) yang merupakan enzim pengkatalis
HMG Ko-A menjadi asam mevalonat. Proses tersebut adalah langkah awal dari sintesa kolesterol.
Namun Simvastatin dapat memberikan pengaruh toksik terhadap ikan zebra jika diberikan secara
langsung dalam media air, sehingga penggunaan jangka panjang dapat diberikan dengan pencampuran
dalam pakannya [38].

Kadar Kolesterol Total Larva Ikan Zebra Hiperlipidemia setelah pemberian Ekstrak
Akuosa Daun Sirsak

Gambar 4 menunjukkan adanya perbedaan kadar kolesterol total pada kelompok kontrol
hiperlipidemia, kelompok perlakuan dengan ekstrak akuosa daun sirsak, dan kelompok kontrol positif
dengan pemberian Simvastatin. Uji statistik menunjukkan terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) kadar
kolesterol pada semua kelompok. Uji lanjut dengan uji DMRT (Tabel 3) menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan signifikan (p<0,05) antara kelompok perlakuan dengan ekstrak akuosa daun sirsak terhadap
kelompok kontrol hiperlipidemia. Begitupula pada kelompok kontrol positif dengan pemberian
Simvastatin terhadap kelompok kontrol hiperlipidemia yang menunjukkan perbedaan signifikan
(p<0,05).
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Gambar 4. Kadar kolesterol dalam homogenat larva ikan zebra hiperlipidemia setelah perlakuan
ekstrak akuosa daun sirsak selama 48 jam.

Rerata kadar kolesterol total terendah ditunjukkan oleh perlakuan dengan MNLC dibandingkan
dengan semua kelompok uji yakni sebesar 7,49 mg/dL. Kadar yang ditunjukkan oleh perlakuan dengan
MNLC bahkan lebih rendah dibandingkan kelompok dengan pemberian Simvastatin (9,12 mg/dL),
meskipun perbedaan tersebut tidak signifikan secara statistik. Kadar kolesterol dalam homogenat larva
ikan zebra dengan perlakuan 1/3 MNLC menunjukkan rata-rata sebesar 13,33 mg/dL lebih tinggi
dibanding perlakuan dengan MNLC, tetapi lebih rendah dibanding perlakuan dengan 1/10 MNLC (16,47
mg/dL). Namun, perbedaan tersebut tidak signifikan secara statistik. Perbedaan kadar kolesterol total
yang signifikan (p < 0,05) ditunjukkan oleh perlakuan MNLC dibanding perlakuan 1/10 MNLC.
Berdasarkan hasil penelitian, efektivitas hipolipidemik tertinggi ditunjukkan oleh perlakuan dengan
MNLC yang ditandai dengan kadar kolesterol total terendah dan berbeda signifikan dengan kelompok
kontrol hiperlipidemia (26,32 mg/dL).

Tabel 3. Kadar kolesterol dalam homogenat larva ikan zebra setelah perlakuan ekstrak akuosa daun

Sirsak
Kelompok Kadar Kolesterol (mg/dL)
Normal* ~10,97
Hiperlipidemia 26,32¢
Simvastatin 9,12%
1/10 MNLC 16,47
1/3 MNLC 13,33*
MNLC 7,49"

Keterangan: abe: notasi untuk membandingkan antar kelompok perlakuan,
notasi yang berbeda menunjukan perbedaan yang signifikan pada tingkat
signifikansi 5% (P<0,05%). *Sumber: Baek ef al., [38]

Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa ekstrak daun sirsak memiliki potensi terapeutik yang
nyata dalam mengelola hiperlipidemia. Efek penurunan kolesterol yang kuat ini menunjukkan adanya
aktivitas biologis dalam ekstrak yang mampu memengaruhi metabolisme lipid, sejalan dengan
penelitian sebelumnya yang melaporkan bahwa senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, tannin,
saponin dan asetogenin dalam daun sirsak berperan dalam modulasi profil lipid [39, 40]. Efek
hipolipidemik ekstrak daun sirsak juga telah ditunjukkan pada model hewan tikus dengan penurunan
signifikan kolesterol total [41].

Flavonoid diketahui dapat menghambat enzim 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA)
reduktase, yang merupakan enzim pembatas laju dalam jalur biosintesis kolesterol endogen [42].
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Mekanisme ini mirip dengan cara kerja obat golongan statin [43], sehingga berpotensi menjelaskan
efektivitas ekstrak daun sirsak dapat mirip atau melampaui efektivitas Simvastatin dalam beberapa
perlakuan.

Selain penghambatan sintesis, mekanisme lain melibatkan peningkatan ekskresi kolesterol dari
tubuh. Kandungan saponin dalam ekstrak memfasilitasi pengikatan asam empedu di saluran pencernaan.
Kompleks asam empedu-saponin ini kemudian dikeluarkan melalui feses, memaksa hati untuk
menggunakan lebih banyak kolesterol yang bersirkulasi dalam darah sebagai bahan baku untuk
memproduksi asam empedu baru, sehingga menurunkan kadar kolesterol total dalam serum [44]. Efek
antioksidan kuat dari flavonoid juga berperan dengan mengurangi stres oksidatif yang terkait dengan
hiperlipidemia, memberikan manfaat ganda dalam manajemen kesehatan kardiovaskular secara
keseluruhan [45].

Profil Whole Mount Ikan Zebra dengan Pewarnaan ORO

Pewarnaan Oil Red O (ORO) digunakan untuk mengonfirmasi hasil pengukuran parameter
biokimia kadar trigliserida dan total kolesterol pada larva ikan zebra hiperlipid setelah perlakuan ekstrak
akuosa daun sirsak. OQil Red O (ORO) digunakan untuk memvisualisasikan kandungan lipid diseluruh
tubuh, usus, dan pembuluh darah dilakukan diakhir penelitian. Pewarna ORO merupakan metode yang
sering digunakan untuk menganalisis dan mengamati lipid pada ikan zebra hiperlipidemia. Embrio dan
larva ikan zebra berukuran kecil, transparan, dan tembus cahaya sehingga memungkinkan untuk
visualisasi organ dan proses biologis dengan resolusi tinggi [46].Tinggi rendahnya kadar lipid pada ikan
zebra yang divisualisasikan dengan pewarnaan ORO dapat diketahui berdasarkan intensitas warna
merah [47]. Berdasarkan Gambar 5 dapat dilihat bahwa kadar lipid paling tinggi terdapat pada kelompok
kontrol hiperlipidemia kemudian kelompok perlakuan 1/10 MNLC, 1/3 MNLC, MNLC, Simvastatin,
dan paling rendah adalah kontrol normal. Hasil visualisasi kadar lipid dengan pewarnaan ORO tersebut
sesuai dengan kadar trigliserida yang diukur secara kuantitatif (Tabel 2).

Normal

Hiperlipidemia

P I

Simvastatin

.*‘?v—-—-—--—«~—~

1/10 MNLC

Gambar 5. Profil whole mount larva ikan zebra hiperlipidemia setelah perlakuan ekstrak akuosa daun
Sirsak dengan pewarnaan ORO
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Pada kontrol hiperlipidemia lipid teramati pada bagian usus dan pembuluh darah dengan warna
merah pekat yang berarti kandungan lipid pada bagian tersebut tinggi. Seperti penelitian yang dilakukan
oleh Zhou et al. [20] bahwa ikan zebra setelah diinduksi pakan tinggi lipid selama 24 dan 48 jam
kemudian diwarnai dengan ORO mengalami peningkatan lipid pada saluran pencernaan dan pembuluh
darah. Pada perlakuan konsentrasi 1/10 MNLC, lipid pada saluran pencernaan dan pembuluh darah
masih melimpah namun tidak sebanyak kontrol hiperlipidemia. Pada perlakuan 1/3 MNLC, lipid pada
saluran pencernaan masih melimpah namun pada pembuluh darah menurun. Pada perlakuan MNLC,
lipid pada saluran pencernaan dan pembuluh darah menurun. Lipid pada saluran pencernaan dan
pembuluh darah menurun drastis pada perlakuan Simvastatin. Pada kontrol normal hampir tidak
ditemukan lipid pada saluran pencernaan maupun pembuluh darah.

Efektivitas ekstrak akuosa daun Sirsak dibandingkan dengan Simvastatin sebagai
antihiperlipidemia merupakan hasil yang menarik. Data dosis respons juga memperkuat hasil tersebut,
konsentrasi yang lebih tinggi menunjukkan efektivitas yang lebih besar dibandingkan dosis yang lebih
rendah, dengan perbedaan signifikan antara konsentrasi MNLC dan 1/10 MNLC. Hasil ini konsisten
dengan prinsip farmakologi bahwa efek biologis seringkali bersifat dose-dependent [48]. Hasil ini
menunjukkan potensi daun sirsak sebagai agen hipolipidemik alami alternatif atau pelengkap untuk
manajemen hiperlipidemia, dan pengembangan ikan zebra hiperlipidemia sebagai alternatif hewan
model dapat dikembangkan untuk penelitian potensi bahan alam yang lain.

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak akuosa daun sirsak dapat menurunkan
kadar kolesterol pada ikan zebra hiperlipidemia dan tidak berbeda signifikan dengan simvastatin, tetapi
tidak dengan kadar trigliserida. Efektivitas antihiperlipidemia tertinggi yaitu pada konsentrasi tinggi
(MNLC).
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