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ABSTRACT

Introduction: Neem leaf (Azadirachta indica) are empirically used as antimalarials, but several studies show
negative effects that are thought to be due to the toxicity of Neem leaf. In adult zebrafish toxic effects can be
detected from the gill organs and motor systems which observed through swimming speed. This study aims to
determine the effect of subchronic toxicity of neem leaf decoctation (DDN) on swimming speed and hyperplasia of
gill lamella in zebrafish (D anio rerio) adult.

M ethods: Adult zebrafish are divided into four groups, namely the control group that is not exposed to DDN,
therapeutic dose of DDN 50 mg/L, dose of M ATC 275 mg/L, and dose of LCso0o 1024 mg/L. Swimming speed is
analyzed by tracker software. Gill was stained using HE and analyzed histologically for hyperplasia. D ata were
analyzed according to needs with p value <0.05.

Results: Subchronic DDN exposure in M ATC and LCso dosage decrease adult zebrafish’s swimming speed by 36%
and 45% com pared to the control group. DDN in therapeutic dose, M ATC, and LCso significantly increase gill
hyperplasia in adult zebrafish at 52% ,78% , and 86% compared to the control group. Gill hyperplasia in adult
zebrafish increase at 70% in LCso dose compared to the therapy dose group and 35% compared to the M ACT dose
group (p<0,05).

Conclusion: Subchronic administration of neem leaf (Azadirachta indica) decocta at therapeutic dose only increase

gill hyperplasia, while at M ATC and LCso dosages to adult zebrafish decrease swimming speed and increase gill
hyperplasia.
Keywords: neem leaf, swimming speed, hyperplasia of gill, adult zebrafish.
PENDAHULUAN mg/KgBB selama 28 hari menimbulkan perubahan
histologis pada organ hepar dan ginjal. Salah satu
Salah satu tanaman yang digunakan sebagai parameter untuk menentukan derajat toksik pada
herbal adalah Nimba (Azadirachta indica) khususnya tanam an yaitu dosis Lethal Consentration 50 (LCso).
bagian daunnya. M asyarakat meminum rebusan daun D osis toksik tersebut apabila diberikan langsung pada
Nimba untuk mengatasi berbagai macam penyakit, hewan uji menyebabkan kem atian 50% dari seluruh
diantaranya sebagai antimalaria'. Pada penelitian populasi’. Selain itu untuk melihat efek toksik yang
sebelumnya secara in vitro menunjukkan bahwa daun ada dalam tubuh dengan melakukan pengamatan
Nimba memiliki efek penghambatan Plasmodium pada struktur organ.
falciparum pada fase aseksual’. Zat aktif pada daun lkan zebra (Danio rerio) adalah hewan coba
Nimba seperti azadirachtin, limunoid, dan gedunin yang banyak digunakan sebagai uji toksisitas. Ikan
terbukti dapat menurunkan kadar derajat parasitem ia zebra (Danio rerio) baik sebagai hewan coba karena
dan gedunin dengan mengham bat skizon dalam darah memiliki kesamaan DNA 70-80% dengan manusia
dan jaringans. dan dapat digunakan sebagai bioindikator polutanE
Penggunaan daun Nimba sebagai pengobatan karena memiliki sensitivitas yang tinggi terhadap

.9
perlu dilakukan uji toksisitas. Efek samping paparan bahan toksik .

daun Nimba diduga dapat menyebabkan kerusakan Efek toksik suatu herbal dapat mengganggu
struktur hepar dan ginjale. Pada penelitian yang fungsi organ, seperti pada sistem saraf dan sistem
dilakukan oleh Deng, et al (2013), pemberian respirasi. Pada ikan yang terpapar bahan toksik
minyak Nimba pada tikus dengan dosis 1.600 pengam atan paling sensitif dapat dilihat pada sistem
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saraflo. Gangguan sistem saraf dapat terlihat pada

perubahan kecepatan berenang pada ikan yang

diakibatkan gangguan sistem motorik. Perubahan

kecepatan berenang pada ikan merupakan indikator

yang mudah diamati pada ikan zebra dewasa11

Insang pada ikan zebra dewasa berperan sebagai

organ respirasi, osmoregulasi, dan ekskresi. Paparan

zat toksik pada ikan zebra dewasa akan masuk

didistribusikan ke
herbal

kemudian
toksik

melalui lamela primer

lam ela sekunder12 Efek suatu dapat

mengakibatkan perubahan struktur organ antara lain

hyperplasia pada lamela insang13

Penelitian mengenai uji toksisitas daun Nimba

pada ikan zebra belum pernah dilakukan. Oleh sebab

itu perlu dilakukan penelitian mengenai efek paparan

dekokta daun Nimba (Azadirachta indica) terhadap
kecepatan berenang dan hiperplasia lamela insang
pada ikan zebra (D anio rerio) dewasa.
METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan metode
eksperimental laboratorium secara in vivo dengan

control group post test only design menggunakan
ikan zebra dew asa. Penelitian dilaksanakan di
Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran

Universitas Islam M alang dan Laboratorium Patologi
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Penelitian dimulai dari bulan Desember 2017 sampai

dengan Juni 2018. Penelitian ini mendapatkan

kelayakan etik dari Komisi Etik Penelitian Institusi
Biosains Universitas Brawijaya dengan Nomor. 923-
KEP-UB tahun 2018.

Penentuan Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan dalam penelitian

ini adalah ikan zebra dewasa usia 4 bulan yang

didapatkan dari petani ikan Kabupaten Tulungagung
dan telah diidentifikasi dan disertifikasi oleh Fakultas
Perikanan

Kelautan dan Universitas M uham m adiyah

M alang dengan Nomor

02/Analisis/Lab.Perikanan/FPP-UM M /X 11/2017.
lkan zebra dewasa dibagi menjadi 4 kelompok
yaitu kontrol, dosis terapi (50 mg/L), dosis M ATC
(275 mg/L), dan dosis LCso (1024 mg/L). Penentuan
dosis tersebut didapatkan dari hasil kelompok pohon
penelitian. Setiap terdiri

kelom pok masing-masing

dari 6 ekor ikan zebra dewasa. Perhitungan jum lah

ikan yang digunakan setiap kelompok menggunakan

rumus Federer.

Pem buatan Dekokta Daun Nimba

Simplisia daun Nimba (Azadirachta indica)

didapatkan dari Balai M ateria M edika, Batu dan telah

dideterminasi dengan Nomor: 074/440/102.7/2017.

99

Simplisia ditimbang dalam

dekok

satuan mg, dimasukkan

ke dalam panci berisi air 1 L. Selanjutnya

dipanaskan diatas air yang suhunya 90°C selama 30

menit dan sesekali diaduk. Setelah 30 menit,
simplisia diangkat, didinginkan dan disaring
menggunakan kertas saring dan kasa14
Pengam atan Kecepatan Berenang

Pada pengam atan kecepatan berenang setiap

kelom pok dipapar dengan D DN sesuai dosis selama

30 menit kemudian kecepatan berenang di rekam

menggunakan kamera. Hasil perekaman selanjutnya

dimasukkan kedalam software tracker wversi 4.9.8.

Dipilih menu autotrack untuk mengikuti pergerakan
ikan zebra dewasa. Data yang diperoleh dalam satuan

sentimeter (cm), kemudian dibagi 60 detik. Hasil

akhir kecepatan berenang dalam satuan (cm/s)15'

Pem bedahan Hewan Coba dan Pengam bilan

Sampel
coba dilakukan setelah 15

Pem bedahan hewan

hari paparan DD N sesuai dosis. Setelah mem biarkan

ikan di lingkungan terbuka hingga tidak bergerak,
kemudian bagian operkulum ikan =zebra dipotong
menggunakan gunting bedah. Pengambilan insang
ikan zebra dewasa dilakukan dengan perlahan dan

difiksasi dengan formalin 10% . Pembuatan preparat

lamela insang dengan pewarnaan Haematoxylin and

eosin (HE).

Pengam atan Histologis Lamela Insang lkan Zebra

Dewasa
Preparat yang telah terwarnai dengan HE
diam ati dibaw ah mikroskop binokuler Olympus

dengan perbesaran 1000X . Hiperplasia lamela insang
diidentifikasi dengan adanya penambahan jumlah sel

pada lam ela sekunder sehingga terlihat seperti

pemukul bisbol atau clubbing distalls. Pengam atan
histologis hiperplasia lamela insang dilakukan pada 6
sampel disetiap diam ati

kelompok perlakuan dan

pada 5 lapang pandang oleh 3 orang pengam at.
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Gambar 1 Hiperplasia Lamela Insang lkan Zebra
. . 17
(Danio rerio) Dewasa
Keterangan: Gambar 1 menunjukkan gambaran mikroskopis
hiperplasia lamela insang yang ditunjukkan dengan anak panah

berwarna biru.



Selanjutnya dilakukan penghitungan presentasi

. . . 18
hiperplasia lamela insang dengan rumus:

Jumlah hiperplasia lamela sekunder

% Hiperplasia = x100%

Total lamela sekunder

Analisis Data

D ata kecepatan berenang dan hiperplasia lamela

insang dianalisis dengan menggunakan One Way
ANOVA untuk menguji hipotesis dilanjutkan Post
Hoc Test LSD wuntuk mengetahui perbedaan antar

kelom pok perlakuan. Dinyatakan berbeda signifikan

apabila (p<0.05). Uji korelasi antara

kecepatan berenang dengan hiperplasia lamela insang

perubahan

dilakukan menggunakan korelasi Pearson.

HASIL DAN ANALISIS DATA

Efek Dekokta Daun Nimba (Azadirachta indica)
Terhadap Kecepatan Berenang lkan Zebra
(Danio rerio) Dew asa
Efek DDN terhadap kecepatan berenang pada
ikan zebra dewasa dapat dilihat pada Gambar 2 di
bawah ini:
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Gambar 2 Histogram Rerata Kecepatan Berenang pada
lkan zebra (Danio rerio) Dewasa

Keterangan:

Gambar2 menunjukkan rerata kecepatan berenang pada ikan zebra
(Danio rerio) dewasa pada KO (8,74 +2,20), DDN dosis terapi 50
mg/L /P1 (7,38 + 0,85),DDN dosisMATC 275 mg/L /P2 (5,59 *
2,48), dan DDN dosis LCs, 1024mg/L / P3 (4,80 * 2,58). D ata
dalam mean * SD dan telah diuji statistik One Way ANOVA

dengan nilai signifikan (p<0,05). Notasi (a) signifikan terhadap

KoO.

Gambar 2 menunjukkan bahwa pemberian
DDN pada dosis terapi tidak signifikan menurunkan
kecepatan berenang dibandingkan kelompok kontrol.
Pada kelompok dosis M ATC dan LCso0 secara
berturut-turut mampu menurunkan kecepatan
berenang sebesar 36% dan 45% dibandingkan
kelompok kontrol (p<0,05).Pada kelompok dosis
LCso terjadi penurunan kecepatan berenang sebesar
14% dibandingkan dengan kelompok dosis M ATC
(p>0,05).



Efek Dekokta Daun Nimba Terhadap Struktur Lamela Insang lkan Zebra (Danio rerio) Dew asa

Gambar 3 Struktur Histologis Lamela Insang pada lkan zebra (Danio rerio) Dewasa

Keterangan:Gambar3 menunjukkan gambaran mikroskopis struktur histologis lamela insang pada ikanzebradewasapada
kelompok kontrol (A) ,kelompok DDN dosisterapi50mg/L (B), kelompok DDN dosis MATC 275mg/L (C),dan kelom pok
DDN dosisLCsp 1024mg/L (D)dengan perbesaran1000x.H iperplasialamelainsang pada ikan zebra (Danio rerio)dewasa

ditunjukkan olehanak panah yang ditandaidengan clubbing distalatau pemukulbisbol.
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Gambar 4 Histogram Rerata Jumlah Hiperplasia

Lamela Insang pada lkan zebra (Danio rerio) Dewasa
Keterangan:
Gambar 4 menunjukkan rerata jumlah hiperplasia lamela insang
pada ikan zebra (Danio rerio) dewasa pada KO (8,03 £+ 3,96), P1
(16,77 + 2,21), P2 (35,93 + 2,62), dan P3 (55,53 * 4,63). D ata
dalam mean * SD dan telah diuji statistik One Way ANOVA
dengan nilai signifikan (p<0,05). Notasi (a) signifikan terhadap
KO, (b) signifikan terhadap P1, (c) signifikan terhadap P2, (d)
signifikan terhadap P3.

Pemberian DDN pada kelompok dosis terapi,
M ATC, dan LCso signifikan meningkatkan jumlah
hiperplasia lamela insang ikan zebra dewasa sebesar

52% , 78% , dan 86% dibandingkan kelompok kontrol.

Terdapat peningkatan jum lah hiperplasia lamela
insang ikan zebra dewasa pada kelompok dosis LCso
sebesar 70% dibandingkan kelompok dosis terapi
dan 35% dibandingkan dengan kelompok dosis

MATC (p<0,05).

Hubungan antara Perubahan Kecepatan

Berenang dengan Hiperplasia Lamela Insang lkan

Zebra (Danio rerio) Dewasa

H asil korelasi Pearson antara kecepatan

berenang dengan hiperplasia lamela insang pada ikan

zebra dewasa dapat dilihat pada Tabel 1

Tabell Korelasiantara Perubahan Kecepatan
Berenang dengan Hiperplasia Lamela Insang lkan

zebra (Danio rerio) Dewasa

Kecepatan Hiperplasia

Berenang Lamela
Insang
Kecepatan Pearson 1 -.561”
Berenang Correlation
Sig (2-tailed) 004
N 24 24
Hiperplasia Pearson -.561” 1
Lamela Correlation
Insang
Sig (2-tailed) 004
N 24 24

Keterangan:

= nilai koefisien korelasi dengan arah korelasi bertanda negatif
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Analisis korelasi Pearson menunjukkan bahwa
antara kecepatan berenang dengan hiperplasia lamela
insang didapatkan korelasi yang signifikan dengan
nilai kofisien korelasi sebesar -0,561.
PEMBAHASAN
Efek Dekokta Daun Nimba (Azadirachta indica)
Terhadap Kecepatan Berenang lkan Zebra
(Danio rerio) Dew asa

Pada penelitian ini didapatkan hasil bahwa
pemberian secara subkronik dekokta daun Nimba
dosis M ATC dan LCso menurunkan kecepatan
berenang ikan zebra dewasa secara signifikan. Efek
penurunan kecepatan berenang ikan zebra dewasa
diduga berhubungan dengan dosis, zat aktif
(azadirachtin dan alkaloid) dan interaksi antar zat
aktif pada daun Nimba.

Azadirachtin yang term asuk golongan
terpenoid19 bekerja pada sistem saraf pusat dengan

cara menghambat aktivitas asetilkolinesterase yang

merupakan enzim pengkatalis degradasi asetilkolin 20,

Secara normal terjadinya transmisi neuromuskular

dipengaruhi oleh ikatan asetilkolin pada reseptor

nikotinik kolinergik di motor end plate yang terdapat
pada otot skelet’’. Jum lah asetilkolin yang berlebihan
yang

tanpa repolarisasi sehingga dapat terjadi paralisis otot

dapat menyebabkan depolarisasi terus menerus

yang dapat terlihat pada ikan zebra dewasa dengan

ditandai penurunan kecepatan berenang

Senyawa alkaloid pada dekokta daun Nimba
bekerja pada sistem saraf pusat sebagai agonis
gamma aminobutyric acid (GABA) r(-zseptor23
GABA berfungsi sebagai pengham bat
neurotransmiter pada sistem saraf pusat. Apabila
GABA teraktivasi maka akan terjadi pembukaan

kanal ion klorida (C1) sehingga terjadi hiperpolarisasi

pada membran post sinaps. Hiperpolarisasi akan

menghambat penghantaran impuls dari pre sinaps

menuju post sinaps sehingga asetilkolin di motor end

plate jumlahnya menurun. Penurunan asetilkolin ini

menyebabkan penghambatan pembukaan kanal ion

natrium (Na+) akibatnya terjadi penurunan dari
kontraksi otot 2.

Pada peningkatan dosis DDN diduga zat aktif
didapatkan dalam jumlah yang besar sehingga dapat

menyebabkan efek toksik dan menimbulkan interaksi

yang sinergis. Interaksi sinergis beberapa zat aktif

akan memberikan efek terapi lebih besar, namun jika

berlebihan dapat menimbulkan efek toksik dan
kerusakan pada organ dan jaringan Interaksi
sinergis yang terjadi antara zat aktif pada daun



Nimba yaitu azadirachtin dan alkaloid,
mengakibatkan penurunan kontraksi otot sehingga
kecepatan berenang pada ikan zebra dew asa
menurun.

Pada penelitian sebelumnya diduga
azadirachtin dapat mengham bat aktivitas enzim

asetilkolinesterase, sehingga menyebabkan

asetilkolin terakumulasi di celah sinaps. Hal tersebut

dapat mepengaruhi kontraksi otot yang ditandai

dengan adanya abnormalitas gerak pada ikan zebra.

Untuk memastikan adanya ham batan aktivitas enzim

asetilkolinesterase maka diperlukan penelitian lebih

lanjut mengenai aktivitas enzim asetilkolinesterase

pada otot ikan zebra dew asa

Efek Dekokta Daun Nimba terhadap Struktur

Lamela Insang

H asil penelitian menunjukkan bahwa pada

kelom pok kontrol didapatkan hiperplasia lamela

insang ikan zebra dewasa. Secara teori insang

berperan dalam proses respirasi, osmoregulasi, dan

ekskresi. Insang merupakan organ

difusi

respirasi utama

yang berfungsi sebagai tempat oksigen yang

ada di air dan karbondioksida yang berada di darah.

O ksigen yang terlarut dalam air akan berpindah

menuju ke kapiler insang selanjutnya akan difiksasi

oleh hemoglobin untuk dialirkan keseluruh tubuh.

Karbondioksida akan dikeluarkan dari sel dan

jaringan untuk dilepaskan ke air yang melewati

insang. Oleh karena itu, perubahan yang terjadi pada

maka akan
34

lingkungan ikan zebra berdampak pada

struktur dan fungsi dari insang

Paparan DDN pada ikan zebra dewasa masuk

melalui lamela primer kemudian akan didistribusikan

ke lamela sekunder Jika suatu zat toksik masuk,
maka lamela insang akan melakukan respon adaptif
untuk mengeluarkan toksikan. Respon yang terjadi
yaitu peningkatan produksi mukus pada lamela
sekunder insang. Penum pukan mukus yang

berlebihan menyebabkan kerja insang tidak optimal.

Hal ini menyebabkan insang melakukan kom pensasi

dengan cara penambahan jumlah sel pada lamela

27
sekunder

Hiperplasia yang terjadi pada kelom pok kontrol

diduga merupakan kondisi respon adaptif fisiologis

akibat adanya radikal bebas endogen pada saat proses

metabolisme aerobik maupun eksogen yang berasal

dari paparan polusi. Pada kelompok kontrol terjadi

hiperplasia lamela insang diduga radikal

kadar

adanya

bebas yang berlebihan, namun antioksidan

dalam tubuh tidak mencukupi sehingga menyebabkan
terjadinya stres oksidatif 28

103

Pada kelompok terapi didapatkan peningkatan
jum lah hiperplasia lam ela insang dibandingkan
dengan kelompok kontrol (p<0,05). Diduga pada
dosis terapi jum lah metabolit sekunder yaitu
flavonoid yang bersifat sebagai anti oksidan tidak
mampu menurunkan jumlah radikal bebas dalam
tubuh ikan zebra dewasa sehingga mengakibatkan

terjadinya stres oksidatif. Hal tersebut akan berakibat

menurunnya jumlah oksigen dan nutrisi dalam tubuh
sehingga menimbulkan kondisi iskem ik dan
kerusakan mikrovaskular 2e Tubuh ikan zebra

kemudian merespon kondisi iskemik tersebut dengan

menambah jumlah sel pada lamela sekunder sehingga
teram ati sebagai hiperplasia lamela insangN,

Pem berian DDN dosis MATC dan LCso

meningkatkan jum lah hiperplasia lamela insang

secara signifikan dibandingkan kontrol. Efek tersebut

diduga berhubungan kandungan flavonoid dan
saponin pada daun Nimba. Kedua =zat aktif ini
berfungsi sebagai antioksidan $0.31 , namun apabila
diberikan dengan dosis berlebihan maka akan
menjadi prooksidan. Flavonoid dan saponin akan
meningkatkan produksi reactive oxygen spesies
(ROS) dan stres oksidatif. Kondisi iskemik akibat
stress oksidatif pada ikan zebra memunculkan
mekanisme kompensasi berupa hiperplasia lamela

insang yang dimaksudkan untuk meningkatkan
oksigenasi jaringan.

Pembentukan ROS juga akan mengakibatkan
peroksidasi lipid dan kerusakan DNA, yang jika

terjadi terus menerus dapat mengakibatkan kerusakan

pada sel 32. Selain pada insang, efek toksik DDN

dapat diam ati pada hepar sebagai organ yang

berfungsi untuk metabolisme dan detoksifikasi zat

toksik yang masuk dalam tubuh. Akumulasi zat

toksik pada hepar akan menyebabkan kerusakan yang

pada pengam atan secara histologis tampak sebagai
nekrosis hepar. 83

Hubungan antara Perubahan Kecepatan
Berenang dengan Hiperplasia Lamela Insang lkan
Zebra (Danio rerio) Dewasa

Analisis korelasi pada penelitian ini
mendapatkan korelasi negatif antara perubahan
kecepatan berenang dengan hiperplasia lamela
insang. Hal tersebut berarti peningkatan jumlah
hiperplasia lam ela insang akan menurunkan
kecepatan berenang.

Hiperplasia pada lamela sekunder merupakan
salah satu mekanisme pertahanan tubuh ikan zebra
dewasa terhadap zat toksik. Hal ini menyebabkan
peningkatan jarak difusi untuk pertukaran oksigen
sehingga terjadi insufisiensi oksigen didalam darah



yang menyebabkan hipoksia dan kegagalan

pernafasan pada ikan zebra (D anio rerio) dew asa

Keadaan hipoksia akan menyebabkan ikan akan
bergerak lebih sering ke permukaan air untuk
mengambil oksigen, mempengaruhi osmoregulasi

pada ikan, mengakibatkan gangguan koordinasi

dan
36

gerakan kecepatan berenang pada akhirnya

menurunkan kecepatan berenang

SIMPULAN

D ari penelitian diatas dapat disim pulkan bahwa:

1. Pemberian dekokta daun Nimba (Azadirachta
indica) pada dosis M ATC (275mg/L) dan LCso
(1024mg/L) menurunkan kecepatan berenang

pada ikan zebra (D anio rerio) dew asa.

2. Pemberian dekokta daun Nimba (Azadirachta
indica) pada dosis M ATC (275mg/L) dan LCso
(1024mg/L) meningkatkan hiperplasia lamela
insang ikan zebra (D anio rerio) dew asa.

3. Peningkatan jumlah hiperplasia lamela insang
akan menurunkan kecepatan berenang ikan zebra

(Danio rerio) dew asa.

SARAN

Untuk pengembangan penelitian, peneliti

menyarankan

1. M elakukan penelitian efek dekokta daun Nimba

(Azadirachta indica) terhadap aktivitas enzim

asetilkolinesterase pada otot ikan zebra dew asa.

2. M elakukan penelitian efek pemberian dekokta

daun Nimba (Azadirachta indica) secara kronis

terhadap organ hepar pada ikan zebra dew asa.
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