UJITOKSISITAS SUBKRONIK DEKOKTA DAUN NIMBA (Azadirachta indica
A.Juss) PADA DOSISMATC DAN LCso TERHADAP JUMLAH HEPATOSIT
NEKROSISIKAN ZEBRA (Daniorerio) FASE JUVENIL

Baig Marthayani Hilmi*, Helmin Elyani**, Doti Wahyuningsih**, Noer Aini**
*M ahasiswa Fakultas Kedokteran Universitas Islam M alang
**Staff Pengajar Fakultas Kedokteran Universitas Islam M alang

Email : Martha.baig@ gmail.com

Abstract

Introduction : neem leaf has potential effect as an antidiabetic, antim alaria, and anticancer. However, some studies
prove the negative effects of neem leaf, than still need to done a toxicity test for the LCso value and the effect of
neem leaf on the liver as a detoxification organ. Toxicity tests were performed on juvenile zebra fish. The purpose
of this study was to know the LCso0o dose, effect of the M ATC and LCso dose of Neem Leaf Decoctation (DDN) on
the number of hepatocyte necrosis of juvenile zebra fish.

M ethods: In vivo experimental laboratory research with control group post test only design to determine
subchronic LCso dose at 9 doses of DDN and calculation of hepatocyte necrosis in 4 groups (control, therapy,
M ATC, LCso) after being explained 15 days of juvenile zebrafish. LCso data were analyzed using probit and
number of hepatocyte necrosis were analyzed by Kruskal W allis and M ann-W hitney, significant if p <0.05.
Correlation test using spearman's rho.

Result: Subchronic LCso value of DDN in juvenile zebrafish is 409,736m g / L. Therapy doses reduce hepatocyte
necrosis (p> 0.05) 19.53% compared to control. M ATC and LCso doses increased hepatocyte necrosis (p <0.05)
82.5% and 84.4% compared to the control group and 85.9% and 87.4% compared to the therapy dose group.
Conclusion: Subcronic LCso0o dose of the decocta of neem leaf isincluded in the category of alm ost toxic (409,736

mg/L). M ATC and LCso doses increases the number of hepatocyte necrosis of juvenile zebrafish.

Keywords: neem leaf, juvenile zebrafish, LCsovalue, necrosis, hepatocytes

PENDAHULUAN coba yang dapat digunakan dalam wuji toksisitas adalah

lkan Zebra (D anio rerio)a.

Nimba (Azadirachta indica) merupakan salah satu Ikan zebra (D anio rerio) memiliki 70% DNA yang

tanam an an dimanfaatkan masyarakat sebagai obat . .
yang y 9 homolog dengan manusia dan mampu memperlihatkan

1 . . . .
herbal”. Nimba (Azadirachta indica) merupakan salah efek paparan toksik yang sama pada manusia‘l. salah

tu t di faatk kat b i . . . .
satu tanmaman yang fmantaatkan masyarakat sebagal satu tahap kehidupan ikan zebra yang dapat diam ati

obat herbal, karena memiliki m anfaat sebagai
40

untuk melihat efek toksik adalah fase juvenile12

antim alaria, analgetik, antiinflam asi dan antioksidan . . . .
9 Kelebihan fase juvenile sebagai hewan coba adalah zat

Namun, beberapa penelitian mem buktikan daun nimba toksik

menyebabkan, peningkatan kadar SGOT dan SGPT

langsung memapar permukaan tubuh ikan

zebralz, ukuran tubuh ikan yang kecil meningkatkan

pada hepar dari ikan mrigala (Cirrhinus mrigala) fase kecepatan distribusi dan akumulasi dari zat toksik dan

juvenile , peningkataan radikal bebas yang disebabkan umur ikan dapat menjelaskan tingkat sensitivitas ikan

ivi i i .13 . .
penurunan aktivitas enzim katalase pada ikan mas terhadap suatu bahan toksik ~.Fase juvenil merupakan

(Cyprinus carpio) (W inkaler, 2006), dan penggunaan fase yang mewakili masa anak-anak yang sering

nimba secara em pirik dilaporkan menyebabkan mengalami penyakit infeksi. Berdasarkan penelitian

seorang anak mengalami keracunan (Boeke dkk,2004).
6,7

anak yang diinduksi oleh obat yang memiliki efek

. Berdasarkan penelitian tersebut perlu dilakukan uji hepatotoksik dapat menyebabkan abnorm alitas fungsi

toksisitas pada ekstrak daun nimba. . .
enzim hepar sehingga mengganggu proses

L. . . pertum buhan14
U ji toksisitas dapat dilakukan dengan menentukan

nilai Lethal Concentration 50% (LCso) daun nimba Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui nilai

8 . o . . toksik dari dekokta daun nimba yang dikonsum si dalam
dalam waktu sub kronik . Uji toksisitas juga dilakukan

untuk mengetahui efek daun nimba pada organ hewan waktu subkronik dan untuk mengetahui efek dekokta

9 i daun nimba terhadap hepatosit ikan zebra fase juvenile.
coba . Organ yang rentan terhadap zat toksik adalah

hepar karena merupakan organ yang berfungsi sebagai METODE PENELITIAN

detoksifikasi, Akumulasi toksik pada hepatosit dapat

menyebabkan kerusakan hepar hewan cobalo. Hewan
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M etode penelitian eksperimental laboratorium

secara in vivo menggunakan desain penelitian control

group post test only design. Penelitian berlangsung di

Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran
Universitas Islam M alang, bulan Desember 2017-Juni
2018. Mendapatkan kelayakan etik dari Komisi Etik

Penelitian Institusi Biosains Universitas Brawijaya

dengan No. 923-KEP-UB, 2018.

Tahap Penelitian

Aklim atisasi Hewan Coba
yang

fase juvenil usia 1-2 bulan, mendapatkan sertifikasi dari

Hewan coba digunakan adalah ikan zebra

Fakultas Kelautan dan Perikanan Universitas

M uham madiyah Nomor

02/Analisa/Lab.Perikanan/FPP-UM M /X 11/2017.

M alang dengan

7 dalam
yang

dan heater

hari
35cm

selama
30cm

diaklim atisai
60cm

Hewan coba

aquarium berukururan X X

dilengkapi dengan aerator set, termometer
dengan suhu 28-29 °C
Dosis Dekokta

Pem buatan dan

Nimba

Penentuan D aun

Simplisia daun nimba (Azadirachta
M ateria M edika,

indica A.Juss)

diperoleh dari Balai Batu. Simplisia

ditimbang dalam
1 L,

satuan mg, dimasukkan ke pelarut air
(ppm),
suhunya 90°C

satuannya menjadi mg/L selanjutnya

dipanaskan diatas air yang selama 30

menit. Hasil dekoktasi daun nimba (Azadirachta indica
kertas
yang
digunakan untuk menentukan nilai LCso yaitu 75mg/L,
100 mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L, 400 mg/L, 500 mg/L,

A Juss) didinginkan dan disaring menggunakan

saring dan kasa kemudian di vakum . Dosis

dan 600 mg/L, 700 mg/L, dan 800 mg/L berdasarkan

trial dose. Dosis yang digunakan untuk menentukan

M ATC yaitu 50 mg/L, 75 mg/L, 100 mg/L, 125 mg/L,

150 mg/L, dan 175 mg/L berdasarkan trial dose dari
kelipatan 25m g/LlS.
Penentuan Sam pel Penelitian

Sampel yang digunakan adalah ikan zebra fase
juvenile umur 1-2 bulan. Penentuan nilai LCso

menggunakan minimal 10 ekor ikan zebra fase juvenil

per kelompok perlakuans. Terdapat 9 kelompok dosis

dengan 3 kali pengulangan sehingga ikan yang
dibutuhkan 270 ekor ikan zebra fase juvenile. Sampel
yang digunakan pada pengamatan hepatosit nekrosis

adalah 5 ekor ikan pada setiap kelompok perlakuan,

penentuan sampel berdasarkan perhitungan

menggunakan software

16 4

“power sampel size G power”

Terdapat kelom pok perlakuan sehingga total

sampel yang digunakan adalah 20 ekor ikan zebra fase

juvenil.

Penentuan Nilai LCsodan MATC

Penentuan nilai LCso menggunakan 9 dosis dan

penentuan nilai M ATC menggunakan 6 dosis dekokta

daun nimba yang dipaparkan pada ikan zebra fase

juvenil dalam aquarium kecil dilengkapi aerator selam a
15 hari dan penggantian dekokta daun nimba setiap <24

jam . Nilai LCso didapatkan dari analisa probit dan nilai
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M ATC didapatkan dari rumus MATC = YVLOEC «x

NOEC.

Perlakuan Uji Hepatosit Nekrosis lkan Zebra Fase

Juvenile

Kelompok perlakuan dibagi menjadi 4

(50 mg/L), dosis

yaitu
kontrol (purified water), dosis terapi

MATC (132 mg/L), dan dosis LC50 (140 mg/L).

Dipaparkan pada ikan zebra fase juvenile dalam

dan

<24

aquarium kecil dilengkapi aerator selama 15 hari

penggantian dekokta daun nimba setiap

jam .Setelah 15 hari ikan dibedah untuk mengambil

organ hepar. Setelah pembedahan, organ dimasukkan

dalam formalin 10% . Selanjutnya adalah pembuatan

preparat dengan pewarnaan Hematoxylin Eosin.

Pem buatan Preparat Organ Hepar lkan Zebra Fase

Juvenil

Pem berian label sesuai kelom pok perlakuan,
dilakukan proses dehidrasi, tahap kedua dilakukan
penjernihan, tahap ketiga yaitu impregnasi,tahap ke
empat adalah pengeblokan. Setelah blok parafin
terbentuk dilakukan pemotongan dengan mikrotom.
Selanjutnya dilakukan deparafinasi. Kemudian tahap

pewarnaan jaringan dengan tahap hidrasi menggunakan

alkohol, kemudian dimasukkan kedalam air selama 10
menit, selanjutnya pengecetan dengan cat utama yaitu
harris hem atoksilin selama 10 menit selanjutnya dicuci
pada air mengalir kemudian dicelupakan pada alkohol
asam 1%

10

3-5, kemudian dicelupkan pada aminia air 5-

celup, selanjutnya dilakukan cat pembanding

dengan eosin 1% , kemudian dilakukan dehidrasi lagi

dengan alkohol, selnjutnya penjernihan dengan xylol,

tahap akhir mounting dengan etelen dan deckglass.

Selanjutnya dilakukan analisa preparat.

Pengam atan Histologi Hepatosit Ikan Zebra Fase

Juvenil

Pengam atan histologi hepatosit ikan zebra fase

juvenile dilakukan pada 5 sampel di setiap kelom pok

perlakuan, diam ati pada 5 lapang pandang oleh 3 orang

pengamat dengan mikroskop binokuler Olympus
perbesaran 1000X. Setiap lapang pandang, yang
diam ati adalah hepatosit yang mengalami nekrosis
dengan gam baran perubahan pada inti sel yaitu,

kariolisis (warna benang-benang kromatin memudar),
piknosis ( inti sel mengeci dan DNA menggum pal) dan

karioreksis (DN A terfragm entasi)”. Berdasarkan hasil

hitung 3 orang pengamat dilakukan penghitungan
persentase rerata hepatosit nekrosis untuk setiap
sampel.

% jumlah nekrosis = jummhhwuws“”“”lsx 100%

jum lah hepatosit total

Analisa Data

Nilai LCso didapatkan dari hasil rerata kem atian

ikan zebra fase juvenile dianalisa dengan uji Probit.

D ata persentase rata-rata hepatosit nekrosis ikan zebra

fase juvenile, uji norm alitas dan homogenitas
menggunakan Kolmogorov-Smirnov dan levene,
Analisa data menggunakan Kruskal W allis vyang

dilanjutkan dengan M ann-W hitney untuk menetukan



kelom pok yang signifikan. Hasil dikatakan signifikan
jika p<0,05. Uji korelasi antara kelompok perlakuan
dengan persentase rerata nekrosis menggunakan

korelasi spearman’s rho.

HASIL

D osis Lethal Concentration 50% (LCso) Sub Kronik
Dekokta Daun Nimba (Azadirachta indica A. Juss)

pada lkan Zebra (D anio rerio) Fase Juvenil

Tabel 1 Rerata Persentase Kem atian lkan
Zebra Fase Juvenil Yang dipaparkan

Dekokta Daun Nimba Secara Sub Kronik

D osis (mg/L) Rerata Kem atian #*
SD %

75 0% +0,00
100 10% + 1,73
200 23% +1,53
300 40% £2,00
400 53% +0,58
500 53% +2,31
600 97% +0,58
700 87% +2,31
800 83% +2,89

0.9 870.121

K eterangan analisa probit nilai LC so sub

kronik dekokta daun nim ba

B erdasarkan persentase rerata kem atian
pada tabel 1, kem atian 50% dari ikan zebra
fase juvenil terdapat pada dosis 400m g/L dan
500m g /L B erdasarkan A nalisa probit pada
table 2, didapatkan nilai L Cso sub kronik
dekokta daun nim ba adalah 409,736 m g/L
yang term asuk dalam kategori ham pir toksik
(>100-<1000m g /L) (G esam p,2002) D osis
M A TC yang diperoleh dari hitungan

persentase kem atian ikan zebra fase juvenile
moem ilikinilai 132 m g/L
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H asil Paparan Subkronik Dekokta Daun Nimba (Azadirachta indica A.Juss) Terhadap Jum lah Hepatosit

N ekrosis Ikan Zebra (D anio rerio) Fase Juvenil

Gambar 1 Gambaran Hepatosit Ikan Zebra Yang Diberi Paparan Dekokta Daun Nimba
Keterangan : Gambar 5.2 merupakan gambaran hepatosit ikan zebra dengan pewarnaan Hematoxilin Eosin yang
diamati pada mikroskop binokuler perbesaran 1000x. gambar A. Kontrol, B. Dosis Terpai (50 ppm), C. Dosis
MATC (132 ppm), D. Dosis LCsy (410 ppm). §f merupakan gambar hepatosit normal,ﬂhepatosit nekrosis
(kariolisis),§ hepatosit nekrosis (piknosis),| hepatosit nekrosis (karioreksis)
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Tabel 3 Rerata Persentase Hepatosit

N ekrosis Ikan Zebra

Kelom pok Rerata + SD (% )

Penelitian

Kontrol 13,46 + 1,05
Terapi 10,83 % 2,24°
MATC 77,11 % 1,37
LCso 86,32 = 2,2°

Kelom pok Perlakuan

nu

Gambar 2 Histogram Rerata Persentase

Hepatosit Nekrosis lkan Zebra Fase Juvenil

Keterangan: tabel 3 dan gambar 2 merupakan
hasil hitungan persentase rerata hepatosit
nekrosis ikan zebra yang yang dipaparkan

dekokta daun nimba dalam waktu sub kronik (15

hari). Notasi @ p<0,05 terhadap kelompok dosis

M ATC dan LCso, notasi p<0,05

kelom pok kontrol, dosis terapi, dan dosis

terhadap
LCso,

notasi p<0,05 terhadap kelompok kontrol, dosis

terapi dan dosis M ATC.

Pada kelompok dosis terapi tidak terjadi peningkatan

jumlah hepatosit nekrosis ikan zebra fase juvenile

dibandingkan kelom pok kontrol. Pada kelompok dosis

M ATC dan LCso terjadi peningkatan hepatosit nekrosis

ikan zebra fase juvenile (p<0,05) sebesar 82,5% dan
84.,4% dibandingkan kelompok kelompok kontrol.
Pada kelompok dosis MATC dan LCso terjadi

peningkatan hepatosit nekrosis ikan zebra fase juvenile

(p<0,05) sebesar 85,9% dan 87,4% dibandingkan

kelom pok dosis terapi, sedangkan pada kelompok dosis

LCso terjadi peningkatan hepatosit nekrosis ikan zebra

fase juvenil sebesar 10,7%

kelom pok dosis M ATC .

(p<0,05) dibandingkan
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Tabel 4 Hasil Korelasi Kelompok Perlakuan

dengan Jumlah Hepatosit Nekrosis

Kelompok Rerata

s
penelitian Hepatosit

nekrosis
Kelompok  Correlation 1.000 816
penelitian Coefficient
Sig. (2- !
.000 g3
tailed) ]
N 20 20 I
* * S
Rerata Correlation .816 1.000
Hepatosit Coefficient
nekrosis Sig. (2- 000
tailed)
N 20 20
Keterangan: tabel 4 hasil wuji korelasi antara
kelom pok kontrol, terapi, M ATC dan LCso dengan
rerata persentase hepatosit nekrosis. Didapatkan
koefisien korelasi 0,816  (p<0,05) dan arah
hubungan positif. .
daun nimba pada ikan zebra fase juvenil adalah
409,736 mg/L yang termasuk dalam tingkat hampir
toksik (>100- <1000)'°. Efek toksik dekokta daun
nimba dipengaruhi oleh zat aktif pada nimba yang
bersifat toksiklg, tingkat dosis dan waktu paparan daun
nimba”,ukuran tubuh dan umur dari ikan zebra’'
E kstrak air daun nimba dengan metode dekoktasi
menarik beberapa zat aktif seperti azadirachtinzz,
quercetin dan alkaloid“.
A zadirachtin merupakan golongan terpenoid,

memiliki sifat toksik yang dapat menginduksi kem atian

hewan coba’'. Berdasarkan teori azadirachtin dapat
mengham bat asetilkolinesterase pada neuromusular
junction24 A setilkolinesterase adalah enzim yang
mendegradasi asetilkolin menjadi kolin dan asetat’”.

Ham batan pada kerja asetilkolinesterase menyebabkan

tubuh tidak akan mampu menerima suatu impuls

baruzs, depolarisasi yang berlebihan’® dan kerusakan

25 .
sel neuron Kerusakan pada sistem saraf pusat dan

sistem saraf tepi pada ikan dapat dinilai dari perubahan

. 25 . 26
perilaku umum dan gerak ikan yang abnormal .

Selain itu gangguan pada sistem neuroumuscular

junction
gagal

. 24
oksigen

mempengaruhi gerak dari insang, sehingga

melakukan kompensasi dalam pengam bilan

Pengham batan Ache

Ach

pada menyebabkan

akumulasi dari yang akan meningkatkan kerja

saraf parasim patis pada jantung sehingga menyebabkan

penurunan frekuensi detak jantung, penurunan
frekuensi detak jantung diduga menjadi salah satu
faktor yang dapat menyebabkan terjadinya penurunan
oksigen kejaringan karena kerja jantung yang
menurun®®.

Kem atian pada hewan coba juga dipengaruhi oleh

21

tingkatan dosis dan lama paparan dari daun nimba

D osis nimba yang tinggi dan paparan yang lama akan

mengubah efek terapi dari zat aktif quercetin dan

alkaloid. Quercetin merupakan golongan polypenolic

flavonoid dengan efek hipoglikemi yang dimanfaatkan

sebagai obat antidiabetes27

Namun, pada dosis yang
lebih tinggi dari dosis terapi efek hipoglikem i
menyebabkan fungsi kognitif terganggu dan



menyebabkan penurunan kesadaran28 Hypoglikemi

disebabkan oleh penghambatan enzim o amilase dan «a
dan

glucosidase yang berfungsi memecah karbohidrat

pengham batan SGLT1 sebagai Na/Glukosa transport
pada sel epitel intestin29 A lkaloid pada dosis yang
tinggi menyebabkan peningkatan kerja dari

neutronsm iter asetilkolin sehingga menyebabkan

kejang hingga kelum puhan atau gagal nafas30
Selain itu penggunakan hewan coba ikan zebra fase

juvenil dengan ukuran tubuh ikan yang kecil diduga

mempengaruhi kecepatan distribusi dan akumulasi dari

zat toksik, perkem bangan fungsi insang dari ikan belum

sempurna sehingga menurunkan kem am puan
penyerapan oksigen dalam mengatasi efek dari zat
toksik dekokta daun nimba’’

Efek Paparan Subkronik Kelompok Kontrol Dan

Dosis Terapi Dekokta Daun Nimba (Azadirachta
Indica A .Juss) Terhadap Jum lah Hepatosit
Nekrosis lkan Zebra (Danio Rerio) Fase Juvenil

Berdasarkan analisa data, dosis terapi tidak
signifikan meningkatkan jum lah hepatosit nekrosis
ikan zebra fase juvenil dibandingkan kelom pok
kontrol. Namun persentase rerata hepatosit nekrosis
ikan zebra pada kelompok kontrol lebih tinggi
dibandingkan dengan kelom pok dosis terapi.
Berdasarkan teori jumlah nekrosis yang terjadi pada

kelom pok kontrol masuk dalam kategori ringan karena
kurang dari 30% 0
N ekrosis yang

fisologis dari

terjadi pada kelompok kontrol

diduga kondisi mekanisme detoksifikasi

hepar terhadap semua benda yang masuk dalam tubuh
dan proses kimia dalam pembentukan energi.

Fungsi fisiologis hepar akan menghasilkan suatu
Reactif Oxygen Species (ROS). M etabolism zat asing
pada hepar terjadi dalam 2 fase. fase | bahan asing
berikatan dengan sitokrom p450 pada ikan zebra

diekspresikan oleh gen CYP3A65 dan CYP3A4 yang

. 32 . .
homolog dengan manusia lkatan tersebut diberikan

elektron dari proses perubahan Fe3+ menjadi Feu oleh
NADPH sitokrom p450 reduktase kemudian benda
asing berikatan dengan molekul oksigen dan
menghasilkan superoksida (O2). Fase Il merupakan
tahap konjugasi senyawa asing dalam tubuh. Senyawa
yang berpotensi toksik dikonjugasikan oleh glutation
yang dikatalis oleh glutation S-transferase (GST).
Pada ikan zebra glutation yang diekspresikan oleh gen

GSTA1 dan GSTA 2%,

Secara fisiologis tubuh akan

radikal

tetap memproduksi

bebas dalam jumlah yang kecil dalam proses

oksidasi-reduksi selama proses respirasi mitokondria
.17
dan pembentukan energi
Pada kelom pok kontrol diduga antioksidan
endogen tidak seimbang dengan ROS yang terbentuk.

RO S yang tidak berikatan dengan antioksidan bereaksi

menyebabkan peroksidase lipid sehingga terjadi

. . 2
kerusakan membrane dan meningkatkan influx Ca " ke

intrasel, hal ini menyebabkan aktivasi beberapa enzim

seperti protease dan endonuklease yang dapat

. . . .17
menginduksi kem atian secara nekrosis
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Pada kelompok dosis terapi jumlah hepatosit

nekrosis mengalami penurunan diduga karena ROS

yang terbentuk dapat dinetralisir oleh antioksidan dari

daun nimba. Berdasarkan penelitian, jum lah

antioksidan pada ikan yang terpapar daun nimba lebih

tinggi dibandingkan kelom pok kontrol 36 Daun nimba

memiliki kandungan quercetin yang diketahui mem iliki
efek antioksidan. Sifat Antioksidan quercetin dibentuk
oleh gugus hidroksil fenolik yang melekat pada cincin

struktur. M ekanisme kerjanya sebagai pereduksi,

mendonorkan hidrogen, menetralkan radikal

superoksida dan mengendalikan logam . Flavonoid juga

mengaktifkan enzim antioksidan37 yang berdasarkan

penelitian kandungan flavonoid pada nimba signifikan

meningkatkan kadar gluthation peroksidase sebagai

suatu antioksidan untuk mengubah H202 menjadi

. . 38
oksigen dan molekul air

Ekstrak air daun nimba diketahui menurunkan

aktivitas detoksifikasi pada fase | dan menginduksi
peningkatan detoksifikasi fase 1. Penelitian
mem buktikan terjadinya penurunan aktivitas dari
kelom pok enzim monooksigenase salah satunya
cytokrom P450 yang berperan besar dalam ©proses
detoksifikasi fase |I. Penelitian sebelumnya juga
membuktikan peningkatan dari gluthation S -
transferase dan UDP-Glucuronosyltransferase yang
berkerja pada fase Il proses detoksifikasi ‘",
Tingginya aktivitas antioksidan dan detoksifikasi

fase Il diduga menjadi penyebab, penurunan kem atian
sel secara nekrosis.

H asil penelitian ini seseuai dengan hasil penelitian
(2017) yang

nekrosis

prihapsara menunjukkan adanya

penurunan hepatosit pada kelompok dosis

terapi dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Efek Paparan Subkronik Dekokta Daun Nimba

(Azadirachta indica A.Juss) Dosis M ATC dan LCso
Terhadap Jumlah Hepatosit Nekrosis Ilkan Zebra
(Danio rerio) Fase Juvenil

Berdasarkan Analisa data dosis M ATC dan LCso

signifikan meningkatan jum lah hepatosit nekrosis ikan

zebra fase juvenil dibandingkan dengan kelompok

kontrol dan dosis terapi (p<0,05). Hal ini didukung oleh

teori bahwa daun nimba mengandung zat aktif

azadirachtin dan nimbolide yang memiliki efek toksik

pada sellg‘24 Pada Analisa data, jumlah nekrosis pada

kelom pok dosis M ATC tinggi karena sifat sitotoksik

dari daun nimba yang diekstrak dengan air terdapat

pada dosis 187mg/L
A danya paparan berulang dari nimba selama 15 hari

menyebabkan mekanisme detoksifikasi dari hepatosit

meningkat sehingga produksi dari radikal bebas

nimbolide dan superoksida meningkat, hal ini didukung
oleh teori penelitian bahwa nimba memiliki kandungan
radikal

nimbolide yang signifikan meningkatkan bebas

22
fase |

H20:2

(Oz') yang terbentuk pada

diubah oleh SOD

Superoksida

metabolisme akan menjadi

bersifat toksik, sehingga ini

GST

yang pada

dibutuhkan peran

proses

katalase dan untuk mengubah
H202menjadi molekulair dan oksigen. Selain itunimba

memiliki kandungan quercetin yang mem iliki aktivitas



prooksidan pada dosis yang tinggi seperti dosis M ATC

dan LCso. Mekanisme terbentuknya prooksidan dari
quercetin adalah metabolisme dari quercetin dapat
memebentuk beberapa senyaw a yang bersifat
prooksidan seperti o-semiquinon, o-quinon, aryloxyl

dan DT-diaphorase yang bersifat cytotoksik sehingga

dapat merusak sel. Selain itu metabolisme quercetin
menghasilkan beberapa radikal bebas seperti
superoksida, radikal hidroksil dan H202. Radikal
tersebut dapat menyerang sel sehingga menyebabkan

kerusakan DN A, lipid dan organel lainnya .

Zat aktif azadirachtin yang terdapat pada nimba

memiliki efek pengham batan sintesis protein sehingga

menyebabkan penurunan produksi enzim katalase dan

glutation S-transferase (G ST)lgA Akumulasi ROS yang

tidak sebanding dengan antioksidan dalam hepatosit

menyebabkan permeabilitas membrane sel hepatosit

rusak sehingga kalsium masuk ke intrasel. Peningkatan

kalsium di intrasel akan menyebabkan peningkatan

permeabilitas mitokondria sehingga terjadi

pengeluaran enzim -enzim dari mitokondria. Salah satu
enzim yang keluar ke sitosol adalah endonuklease yang

akan menyebabkan kerusakan inti sel sehingga

. . . . .17
menginduksi kem atian sel jalur nekrosis

Berdasarkan hasil analisa didapatkan adanya

korelasi positif antara peningkatan dosis dari daun

nimba dengan jumlah hepatosit nekrosis. Penelitian

sebelumnya mem buktikan senyaw a nimbolide

menyebabkan induksi kem atian secara apoptosis pada

dosis yang lebih rendah, dosis

lebih tinggi
. 35

nekrosis

dekokta

sedangkan pada yang

menyebabkan kem atian sel secara
membuktikan
yang lebih

tinggi dari LCso secara signifikan menurunkan aktivitas

Penelitian sebelumnya juga

paparan daun nimba pada dosis

katalase sedangkan GST mengalami peningkatan pada

dosis LCso namun mengalami penurunan pada dosis
yang lebih tinggi dari LCso, sehingga diduga sintesis
GST yang menurun karena tingginya kadar toksikan
dalam daun nimba menginduksi kem atian secara

.7
nekrosis .

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan maka

dapat disim pulkan

1. Dosis Lethal Concentration 50% (LCso0) subkronik

dekokta daun nimba pada ikan zebra fase

adalah 409.736 mg/L dab

juvenil

termasuk dalam tingkat

hampir toksik.
Pem berian dekokta daun nimba dosis M ATC dan

LCso Subkronis signifikan meningkatan jumlah

hepatosit nekrosis pada ikan zebra fase juvenil.
dekokta daun nimba subkronis

Peningkatan dosis

signifikan berkorelasi dengan peningkatan jum lah

hepatosit nekrosis pada ikan zebra fase juvenil.

SARAN
dilakukan
(0 2%)

ikan

Perlu penelitian kadar radikal

superoxside dan Dismutase

(SOD) hepar

Superoxida

zebra fase juvenil pada semua

kelom pok penelitian.

2.

177

Perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui efek

dekokta daun nimba terhadap proses detoksifikasi

dengan mengukur kadar enzim cytokrom p450 dan

gluthation S-Transferase pada jaringan hepar ikan

zebra fase juvenil.
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