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ABSTRAK
Pendahuluan: Obesitas merupakan masalah kesehatan global dan salah satu faktor risiko utama terjadinya obesi-
tas adalah pola konsumsi diet tinggi lemak, sehingga banyak digunakan sebagai model eksperimental dalam
penelitian metabolik. Ikan zebra betina (Danio rerio) dipilih sebagai hewan model karena kemiripan jalur metab-
olisme lipid dengan mamalia dan peran estrogen dalam regulasi lipid. Insang, sebagai organ dengan struktur lamela
sekunder yang tipis dan sensitif, diduga rentan terhadap perubahan histopatologi akibat stres metabolik dari asupan
lemak berlebih.
Metode: Penelitian ini merupakan eksperimental in vivo dengan Posttest-Only Control Group Design pada ikan
Danio rerio dewasa betina yang dibagi dalam empat kelompok (n = 8) dan diberi variasi diet lemak selama 28
hari, yaitu P1: pelet standar; P2: campuran kuning telur + pelet; P3: Artemia salina; P4: campuran kolesterol murni
4% + pelet. Histopatologi derajat hiperplasia dan fusi lamela sekunder insang dievaluasi dan dianalisis
menggunakan uji One-Way ANOVA yang dilanjutkan dengan post hoc test Tukey HSD.
Hasil dan Pembahasan: Hiperplasia dan fusi lamela sekunder terjadi pada seluruh kelompok perlakuan. Ke-
lompok P2, P3, dan P4 signifikan meningkatkan derajat hiperplasia lamela sekunder insang Danio rerio dewasa
berturut-turut 12,07%, 13,52%, dan 15,59% dibandingkan kelompok P1. Pada parameter fusi lamela sekunder,
tidak ditemukan perbedaan yang signifikan antar kelompok.
Simpulan: Pemberian diet campuran kuning telur + pelet, Artemia, serta campuran kolesterol 4% + pelet terbukti
signifikan meningkatkan derajat hiperplasia lamela sekunder insang dibandingkan diet pelet, tetapi tidak berbeda
signifikan terhadap fusi lamela sekunder insang ikan zebra betina.
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ABSTRACT
Introduction: Obesity is a global health problem, and one of its primary risk factors is a high-fat dietary pattern,
which is widely used as an experimental model in metabolic research. Female zebrafish (Danio rerio) were se-
lected as the animal model due to their similarity in lipid metabolism pathways to mammals and the role of estrogen
in lipid regulation. The gills, as an organ with thin and sensitive secondary lamellae structures, are presumed to be
susceptible to histopathological changes resulting from metabolic stress induced by excessive fat intake.
Methods: This study was an in vivo experimental study with a Posttest-Only Control Group Design involving
adult female Danio rerio divided into four groups (n = 8) and given dietary fat variations for 28 days, namely P1:
standard pellets; P2: egg yolk + pellet mixture; P3: Artemia salina; P4: 4% pure cholesterol + pellet mixture. The
histopathological degree of secondary lamellae hyperplasia and fusion was evaluated and analyzed using One-
Way ANOVA followed by Tukey HSD post hoc test.
Results and Discussion: Secondary lamellae hyperplasia and fusion were observed in all treatment groups.
Groups P2, P3, and P4 significantly increased the degree of secondary lamellae hyperplasia in adult Danio rerio
gills by 12.07%, 13.52%, and 15.59%, respectively, compared to group P1. No significant difference was found
among groups for the secondary lamellae fusion parameter.
Conclusion: Administration of the egg yolk + pellet mixture diet, Artemia, and the 4% cholesterol + pellet mix-
ture diet was proven to significantly increase the degree of gill secondary lamellae hyperplasia compared to the
pellet diet, but did not differ significantly in terms of secondary lamellae fusion in female zebrafish gills.
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PENDAHULUAN

Obesitas merupakan masalah kesehatan global
yang terus meningkat, dengan lebih dari 890 juta ka-
sus pada tahun 2022 (43% populasi dewasa dunia),
naik dari 25% pada 1990. Di Indonesia, preva-
lensinya mencapai 23,4% pada 2023, meningkat
dari 21,8% pada 2018 (1). Diet tinggi lemak dan ka-
lori menjadi faktor risiko utama, menyebabkan
ketidakseimbangan energi, akumulasi lipid ektopik,
serta stres oksidatif dan inflamasi kronik sistemik
yang berdampak luas, termasuk pada organ respirasi
seperti insang. lkan zebra (Danio rerio) banyak
digunakan sebagai model diet tinggi lemak karena
kesamaan jalur metabolisme lipidnya dengan ma-
malia (2), sehingga perubahan histopatologis or-
gannya menjadi indikator gangguan metabolik yang
sensitif.

Hiperplasia lamela sekunder, berupa pening-
katan sel epitel akibat proliferasi kompensatorik ter-
hadap kerusakan, merupakan respons histopatologis
yang umum terjadi akibat akumulasi lipid sistemik,
produk peroksidasi lemak, dan inflamasi dari diet
tinggi lemak, selain dari kualitas air buruk, infeksi,
dan hipoksia (3,4). Bila persisten, proliferasi epitel
mengisi ruang interlamelar hingga lamela berdeka-
tan menyatu membentuk fusi (5), menurunkan luas
permukaan pertukaran gas dan efisiensi respirasi
hingga berdampak fatal (6). Karena itu, keduanya
dapat dijadikan penanda histopatologis yang sensitif
terhadap stres metabolik dan toksik pada ikan (7).

Diet tinggi lemak pada ikan meningkatkan
trigliserida dan kolesterol plasma, menginduksi
akumulasi lemak ektopik di insang, serta memicu in-
flamasi kronik via NF-xB (8). Kolesterol bersifat
toksik langsung terhadap membran dan endotel me-
lalui oksisterol/ox-LDL, sedangkan trigliserida dan
PUFA merusak lewat jalur tidak langsung yang
membutuhkan paparan lebih lama (8,9). Perbedaan
sumber dan komposisi diet, seperti pelet yang tinggi
karbohidrat, kuning telur kaya
trigliserida/fosfolipid, Artemia salina tinggi pro-
tein/PUFA, dan  kolesterol ~murni, dapat
menghasilkan respons metabolik berbeda. Pem-
berian kuning telur-pelet dapat menginduksi obesi-
tas dan hiperlipidemia, Artemia dosis tinggi memicu
hipertrigliseridemia dan hiperglikemia (10,11), Di
sisi lain, kolesterol murni 4% menginduksi hiperko-
lesterolemia lebih parah (12).

Namun demikian, penelitian yang membanding-
kan langsung pemberian pelet, kuning telur, Arte-
mia, dan kolesterol murni terhadap hiperplasia dan
fusi lamela sekunder insang dalam satu model, khu-
susnya pada ikan zebra betina, masih terbatas.
Penelitian ini bertujuan mengevaluasi perbedaan de-
rajat hiperplasia dan fusi lamela sekunder insang
ikan zebra betina (Danio rerio) akibat variasi diet
lemak selama 28 hari, sebagai kontribusi ilmiah
mengenai insang sebagai biomarker histopatologis
gangguan metabolik pada model obesitas ikan
zebra.

METODE

Desain Penelitian

Penelitian eksperimental in vivo dengan desain
Posttest-Only Control Group pada ikan zebra betina
(Danio rerio) dewasa. Izin etik diperoleh dari
Komite Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedok-
teran Universitas Islam Malang (No. 43/KEPK/RSI-
U/VI1/2025). Penelitian dilaksanakan di Laborato-
rium Riset Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Malang dan Laboratorium Fakultas Perikanan dan
Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya, Malang,
selama bulan November 2025 hingga Februari 2026.
Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan 32 ekor ikan zebra
betina (Danio rerio) berusia 5 bulan dengan ukuran
3-5 cm dan berat 0,3-0,5 gram. Sampel diperoleh
dari Laboratorium Fakultas Perikanan dan Ilmu
Kelautan Universitas Brawijaya, dan telah dideter-
minasi oleh Fakultas Perikanan dan Kelautan Uni-
versitas  Airlangga (No. sertifikat: 003/UP-
FISH/UA.FPK/07/2025). Jumlah sampel dihitung
menggunakan rumus Federer (1991) untuk empat
kelompok perlakuan, menghasilkan minimal enam
ekor per kelompok, ditambah 20% cadangan,
kemudian dibagi merata ke dalam empat kelompok
(n=8). Ikan diaklimatisasi selama satu minggu
dengan siklus cahaya 14 jam terang dan 10 jam
gelap, suhu air 25°C, dan pergantian air setiap dua
hari (13).
Prosedur Diet Perlakuan

Setelah aklimatisasi, berat badan setiap ikan
diukur sebagai dasar menentukan takaran diet. Se-
luruh kelompok diberi diet masing-masing tiga kali
sehari selama 28 hari. Kelompok P1 menerima pelet
standar komersial sebanyak 3,5% dari berat badan
(BB) per ekor per pemberian. Kelompok P2
menerima campuran kuning telur ayam dan pelet
(rasio 5:1) sebesar 5% BB per c¢kor. Proses pembu-
atannya melalui perebusan, penghalusan, dan pen-
geringan kuning telur dengan oven 40°C selama 24
jam, lalu dicampur pelet dan ditambahkan binder
Na-CMC 1%, dikeringkan kembali, kemudian
dibentuk menjadi granul menggunakan mesh 50
mikrometer (10). Kelompok P3 menerima Artemia
salina instan Polar Red sebanyak 20 mg per ekor
atau 5% BB per ekor (10). Kelompok P4 menerima
campuran pelet dan kolesterol murni 4% dengan do-
sis penyajian sebesar 5% BB per ekor. Proses pem-
buatan dilakukan dengan melarutkan kolesterol
murni 4% dalam etanol 96% lalu dicampurkan ke
pelet menggunakan rotavapor 40°C hingga etanol
menguap sepenuhnya, setelah itu dikeringkan
dengan oven 40°C selama 24 jam, kemudian diben-
tuk menjadi granul menggunakan mesh berukuran
50 mikrometer (12). Satu jam setelah pemberian diet
perlakuan, air  akuarium  dikuras = untuk
menghilangkan sisa pakan dan kotoran. Untuk men-
jaga kebersihan akuarium, air diganti setiap dua hari
sekali. Selain itu, kadar oksigen terlarut dipantau
menggunakan oksimeter setiap satu minggu sekali
(10).
Pembuatan Preparat Histologi

Setelah 28 hari perlakuan, insang ikan diambil
dan difiksasi dalam larutan formalin buffer fosfat



10% selama 24 jam. Jaringan kemudian melalui
tahapan dehidrasi dengan seri alkohol bertingkat
(70%, 80%, 96%), penjernihan dengan xylol, peren-
daman dalam parafin cair 56°C, dan pemblokiran.
Pemotongan jaringan dilakukan dengan mikrotom
setebal 4-5 pum. Pewarnaan dilakukan dengan
Hematoksilin-Eosin (HE) menggunakan protokol
standar  histologi  (14).  Preparat  diamati
menggunakan mikroskop cahaya Olympus CX23
dengan perbesaran 400%.
Pengamatan dan Penilaian Hiperplasia dan Fusi
Lamela Sekunder

Penilaian derajat hiperplasia dan fusi lamela
sekunder dilakukan pada lima lapang pandang acak
per preparat oleh tiga pengamat independen
menggunakan sistem semi-kuantitatif. Persentase
hiperplasia dan fusi dihitung sebagai rasio lamela
yang mengalami perubahan terhadap total lamela
dalam satu lapang pandang, dikalikan 100% (15).

Jumlah hiperplasia lamela sekunder

(%)Hiperplasia = x 100%

Jumlah total lamela sekunder insang

Jumlah fusi lamela sekunder insang

x 100%

(%)Fusi =

Jumlah total lamela sekunder insang

Table 1. Skoring Hiperplasia dan Fusi Lamela
Sekunder Insang Ikan Zebra (Danio rerio)

No.

Skor Kriteria Hiperplasia

Kriteria Fusi

i

5

w

0 (Normal) Tidak terdapat hiperplasia

1 (Ringan)  Terdapat hiperplasia berupa fokal
atau menyebar sebesar <10% area
jaringan

2 (Sedang) Terdapat hiperplasia berupa
multifokal atau menyebar sebesar
10—50% area jaringan

3 (Berat) Terdapat hiperplasia luas (difus)
sebesar >50% area jaringan

Tidak terdapat fusi

Terdapat fusi fokal atau
menyebar sebesar <10% area
jaringan

Terdapat fusi multifokal atau
menyebar sebesar 10—50% area
jaringan

Terdapat fusi luas (difus) sebesar
>50% area jaringan dan

hilangnya struktur normal lamela
sekunder

Keterangan: Sistem skoring semi-kuantitatif untuk menentukan
derajat kerusakan insang Danio rerio.

Nilai akhir tiap sampel diperoleh dari rata-rata
nilai persentase lima lapang pandang. Selanjutnya,
nilai akhir tersebut dimasukkan ke dalam sistem
skoring sesuai Tabel 1(15). Secara histologi, Hiper-
plasia lamela sekunder dicirikan sebagai penebalan
epitel akibat jumlah sel yang bertambah, menyebab-
kan penyempitan ruang interlamela (16), sedangkan
lesi fusi dicirikan dengan hilangnya batas antar lam-
ela, hilangnya ruang interlamela, serta pada lamela
yang berdekatan terbentuk penghubung berupa jem-
batan epitel yang mengakibatkan perubahan bentuk
insang (16).

Analisis Data

Data hiperplasia dan fusi lamela sekunder insang
ikan zebra betina (Danio rerio) dianalisis
menggunakan One Way ANOVA untuk menguji
hipotesis kemudian guna mengetahui perbedaan an-
tar kelompok perlakuan, uji dilanjutkan dengan post
hoc test Tukey HSD. Nilai p<0,05 dianggap signif-
ikan secara statistik.

HASIL DAN ANALISIS DATA
Karakteristik Sampel

Karakteristik sampel penelitian meliputi jenis in-
duksi, kandungan lemak, dosis diet, jenis kelamin,

usia, BMI awal dan akhir, kadar glukosa darah, pH
air, jumlah sampel, dan durasi induksi disajikan
pada Tabel 2.

Table 2. Karakteristik Sampel Penelitian

Keterangan P1 P2 P3 P4
Jenis Pelet Kuning Telur Artemia Kolesterol +
Induksi + Pelet Pelet
Kandungan 2—3% 50—60% 4—5% 6—8%
Lemak
Kasar
Dosis Diet 3.5% BB 5% BB ikan 20 mg/ekor 5% BB ikan

ikan (5% BB ikan)
Sampel ITkan zebra Ikan zebra Ikan zebra ITkan zebra
Populasi betina 3-5 betina 3-5 betina 3-5 betina 3-5
bulan bulan bulan bulan
Jumlah 8 Ekor 8 Ekor 8 Ekor 8 Ekor
Durasi 28 Hari 28 Hari 28 Hari 28 Hari
Induksi
BMI Awal

(g/em?), 0.044 £0.006 0,044 +0,006 0.045+0,002 0.046 £ 0,003
Mean + SD
BMI Akhir
(g/em?), 0.076 £0.006 0.070+0,008 0.067=0.008 0.069 + 0.004
Mean + SD

Glukosa

Darah 150,67+59,25 189,00+£82.27 215.00+105.53 153.67+23,03
(mg/dL),

Mean + SD

pH Air 8.4 8.3 8.4 8.3

Keterangan: Karakteristik pada sampel yang digunakan dalam
penelitian ini.

Hasil Pengamatan Histopatologi Insang
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Gambar 1. Lesi Histopatologi Insang Ikan
Zebra Betina (Danio rerio)
Keterangan: (P1) Kelompok diet Pelet, (P2) Kelompok perla-
kuan diet campuran Kuning Telur+Pelet, (P3) Kelompok perla-
kuan diet Artemia, (P4) Kelompok perlakuan diet campuran Ko-
lesterol murni 4%+Pelet. Lesi histopatologi yang ditunjukkan
pada gambar ini ialah Hiperplasia lamela sekunder (Lingkaran
biru) yang terlihat sebagai penebalan epitel lamela sekunder aki-
bat penambahan jumlah sel. Selanjutnya, Fusi lamela sekunder
(Lingkaran hijau) berupa penempelan beberapa lamela sekunder
yang saling berdekatan akibat sel epitel yang memenuhi ruang in-
terlemalar. Selain itu, terdapat Edema (Lingkaran kuning) dengan
ciri khas epithelial lifting (Panah coklat) akibat akumulasi cairan
di bawah lapisan epitel. Sedangkan lamela sekunder normal be-
rada dalam lingkaran warna hitam. Pewarnaan Hematoksilin-Eo-

sin (HE) dan diamati pada perbesaran 400x.

Gambaran mikroskopis insang ikan zebra betina
(Danio rerio) dapat dilihat pada Gambar 1. Hasil
Pengamatan histopatologi menunjukkan bahwa pe-
rubahan struktur histopatologi lamela sekunder in-
sang berupa hiperplasia dan fusi telah terjadi pada
semua kelompok perlakuan. Meskipun demikian,
kelompok P1 menunjukkan hiperplasia epitel lamela
sekunder yang bersifat lebih fokal dengan sebagian
lamela masih memperlihatkan celah interlamelar
yang jelas, sedangkan fusi hanya ditemukan pada se-
bagian kecil lamela. Kelompok P2, P3, dan P4



menunjukkan hiperplasia epitel yang lebih difus dis-
ertai penebalan epitel interlamelar yang meluas serta
fusi antar-lamela yang melibatkan lebih banyak lam-
ela sekunder dibandingkan kelompok P1.

Hasil skoring keempat kelompok berdasarkan
sistem skoring semi-kuantitatif (15) disajikan pada
Tabel 3, menunjukkan bahwa keempat kelompok
perlakuan tersebut termasuk dalam katagori derajat
hiperplasia dan fusi berat dengan skor 3 karena ter-
dapat lesi luas (difus) sebesar >50% area jaringan.
Hasil analisis persentase hiperplasia dan fusi
lamela sekunder insang

Berdasarkan hasil analisis menggunakan uji
One-Way ANOVA yang dilanjutkan dengan post
hoc test Tukey HSD sebagaimana disajikan pada
Tabel 3, kelompok P1 memiliki rerata persentase
hiperplasia lamela sekunder yang secara signifikan
lebih rendah dibandingkan kelompok P2, P3, dan
P4.

Table 3 Hasil Analisis Persentase Hiperplasia
dan Fusi Lamela Sekunder Insang Ikan Zebra
Betina (Danio rerio)

Kelompok Perlakuan n Mean = SE (%) Kriteria
Hiperplasia Fusi Skor
Pelet (P1) 8 79,71 £4,02° 57.13+4.66 3 (Berat)
Kuning telur+Pelet (P2) 8 91,78 £2,28° 69.55+434 3 (Berat)
Artemia (P3) 8 93,23+1,78" 68,69 +6,22 3 (Berat)
Kolesterol+Pelet (P4) 8 95.30 = 1.09° 71,12 +428 3 (Berat)
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Gambar 2. Rerata Histogram Hiperplasia
Lamela Sekunder Insang Ikan Zebra Betina
(Danio rerio)

Keterangan: Rerata hiperplasia lamela sekunder insang Danio
rerio, dipresentasikan dalam rata rata + SE. Data telah dianalisis
menggunakan uji One-Way ANOVA dengan signifikansi
(p<0,05). Notasi huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbe-
daan bermakna (p<0,05).
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Gambar 3. Rerata Histogram Fusi Lamela
Sekunder Insang Ikan Zebra Betina
(Danio rerio)

Keterangan: Rerata fusi lamela sekunder insang Danio rerio, di-
presentasikan dalam rata rata = SE. Data telah dianalisis
menggunakan uji One-Way ANOVA dengan signifikansi

(p<0,05). Tidak ditemukan perbedaan signifikan antar kelompok
perlakuan (p>0,05).

Namun, kelompok P2, P3, dan P4 tidak menun-
jukkan perbedaan yang bermakna antara satu sama
lain. Sedangkan, pada parameter fusi lamela
sekunder, hasil uji One-Way ANOVA tidak menun-
jukkan perbedaan yang signifikan di antara keempat
kelompok perlakuan.

PEMBAHASAN
Karakteristik Sampel Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk menilai perubahan
histopatologis insang ikan zebra betina (Danio re-
rio) yaitu hiperplasia dan fusi lamela sekunder
setelah pemberian variasi diet lemak berupa pelet
standar, diet campuran kuning telur dan pelet, Arte-
mia salina Polar Red, dan diet campuran kolesterol
murni 4% dan pelet selama 28 hari. Pemilihan ikan
zebra (Danio rerio) sebagai hewan coba yang
digunakan dalam penelitian ini didasarkan pada
kemiripan jalur metabolisme lipid yang mirip
dengan vertebrata tingkat tinggi dan kemudahan in-
duksi yang menyebabkan terjadinya gangguan
metabolik melalui modifikasi pakan tanpa manipu-
lasi genetik. Selain itu, ikan zebra (Danio rerio)
merupakan hewan model yang mudah dipelihara,
memiliki siklus reproduksi cepat, dan ketersedi-
aannya relatif mudah (17).

Penelitian ini hanya menggunakan ikan zebra
betina (Danio rerio) karena metabolisme lipid pada
ikan zebra dipengaruhi secara signifikan oleh jenis
kelamin. Ikan zebra betina (Danio rerio) memiliki
sistem regulasi metabolisme lipid yang dikendalikan
secara aktif oleh estrogen, khususnya 17f-estradiol
(E2), sehingga menghasilkan respons yang lebih
konsisten dan terukur terhadap paparan diet tinggi
lemak. E2 dapat mengaktifkan AMP-activated pro-
tein kinase (AMPK) yang menghambat sintesis
asam lemak sekaligus menekan jalur mechanistic
target of rapamycin (mTOR) yang mendorong lipo-
genesis sehingga ikan zebra betina secara alami
menunjukkan aktivitas lipogenesis dan kapasitas
akumulasi lipid yang lebih tinggi dibandingkan
jantan melalui jalur estrogen-AMPK/mTOR ini
(18). Selain itu, gen reseptor estrogen (ERa) di hati
meregulasi ekspresi enzim kunci sintesis kolesterol
(hmgcr), protein transpor lipoprotein, dan reseptor
pengambilan kolesterol, yang terbukti dimodulasi
oleh suplementasi E2 secara sex-specific pada ikan
zebra dewasa (18). Kapasitas lipogenik yang lebih
tinggi ini merupakan adaptasi fisiologis betina untuk
mendukung vitelogenesis dan perkembangan oosit,
yang sekaligus menjadikan ikan zebra betina lebih
sensitif terhadap perubahan asupan lipid diet dan
memberikan respons metabolik yang lebih konsisten
terhadap intervensi diet tinggi lemak dibandingkan
jantan (19).

Usia ikan zebra (Danio rerio) yang masuk krite-
ria inklusi penelitian ini yaitu usia 3—5 bulan ka-
rena ikan zebra dalam rentang usia tersebut sudah
mencapai tahap dewasa. Dibandingkan fase larva



atau juvenil yang masih mengalami perubahan mor-
fologis pesat, ikan zebra dewasa lebih konsisten
memberikan respon metabolik dan histopatologi ter-
hadap diet tinggi lemak (11,19).

BMI awal keempat kelompok homogen yaitu
berkisar antara 0,044—0,046 g/cm?. Setelah 28 hari,
seluruh kelompok mengalami peningkatan BMI
yang dapat diindikasikan sebagai kondisi obesitas
dan menggambarkan (20). Selain itu, ikan zebra
betina (Danio rerio) pada penelitian ini juga telah
mengalami kondisi hiperglikemia yang ditandai
oleh kadar glukosa darah puasa dari hasil penelitian
bersama telah berada diatas ambang normal sekitar
70-90 mg/dL (21). Hiperglikemia ini dapat men-
dorong kerusakan insang melalui aktivasi jalur po-
liol, pembentukan advanced glycation end products
(AGESs), aktivasi protein kinase C, dan jalur hek-
sosamin secara simultan, dengan efek akhir berupa
kerusakan protein struktural dan membran sel (22).

Kadar pH air akuarium seluruh kelompok perla-
kuan berada pada tingkatan yang sama yaitu 8,3—
8,4 yang mengindikasikan kondisi basa. Kondisi ini
dapat berpengaruh pada perubahan struktur insang
karena insang ikan air tawar, termasuk ikan zebra,
berperan sebagai organ esensial dalam regulasi ion
dan asam-basa tubuh melalui sel-sel khusus yang
disebut ionosit. Untuk mempertahankan homeosta-
sis, terjadi mekanisme pertukaran ion-ion seperti
Na*, H*, Cl", HCOs". Pada kondisi lingkungan yang
bersifat basa, gradien pertukaran Na'/H" menjadi
kurang menguntungkan bagi ikan untuk mengek-
skresikan H' ke lingkungan, sehingga meningkatkan
beban kerja sel ionosit. Apabila kondisi basa ini ber-
langsung lama, hal tersebut dapat menjadi stresor
yang meningkatkan kerentanan jaringan insang ter-
hadap perubahan struktural, termasuk hiperplasia
epitel dan fusi lamela sekunder (23).

Dengan demikian, kondisi BMI, kadar glukosa
darah, dan pH air berpotensi menjadi stresor yang
dapat memicu kerusakan epitel insang pada seluruh
kelompok perlakuan akibat induksi variasi diet le-
mak, tetapi tidak dapat menjelaskan perbedaan de-
rajat hiperplasia antarkelompok dalam penelitian
ini.

Pengaruh Variasi Diet Lemak terhadap Hiper-
plasia Lamela Sekunder Insang Ikan Zebra
Betina (Danio rerio)

Hasil penelitian menunjukkan bahwa seluruh ke-
lompok perlakuan, termasuk kelompok kontrol P1
(Pelet) dengan rerata 79,71 + 4,02%, mengalami pe-
rubahan histopatologi insang berupa hiperplasia
lamela sekunder yang termasuk dalam kategori skor
3 yaitu derajat hiperplasia berat dengan kriteria
hiperplasia luas (difus) yang melibatkan lebih dari
50% area jaringan (15). Rerata persentase hiper-
plasia meningkat secara bertahap pada kelompok P2
(91,78 £2,28%), P3 (93,23 £ 1,78%), dan P4 (95,30
+ 1,09%). Hiperplasia merupakan peningkatan
jumlah sel dalam suatu jaringan atau organ akibat
percepatan laju proliferasi sel, yang terjadi melalui
dua mekanisme utama, yaitu proliferasi sel matur
yang dipicu oleh faktor pertumbuhan (growth fac-
tor-driven  proliferation) dan/atau peningkatan

produksi sel baru dari sel punca jaringan (tissue stem
cells) (24). Secara molekuler, pengikatan faktor per-
tumbuhan  pada reseptor permukaan  sel
mengaktifkan jalur transduksi sinyal intraseluler
yang mendorong sel keluar dari fase dorman (GO)
dan masuk kembali ke siklus sel, sehingga terjadi
peningkatan sintesis cyclin dan aktivasi cyclin-de-
pendent kinase (CDK) yang mempercepat proses
mitosis (24).

Berdasarkan pemicunya, hiperplasia dapat
diklasifikasikan menjadi hiperplasia fisiologis, yang
terjadi sebagai respons terhadap stimulus normal,
dan hiperplasia patologis, yang timbul akibat stimu-
lus abnormal seperti cedera kronis, inflamasi persis-
ten, atau iritasi berkepanjangan (24). Pada insang
ikan, hiperplasia fisiologis dapat dipicu oleh dua
kondisi utama. Pertama, selama fase pertumbuhan
(juvenil), proliferasi epitel insang terjadi seiring
peningkatan kebutuhan luas permukaan respirasi
untuk mengimbangi pertambahan ukuran dan laju
metabolisme tubuh yang berkembang pesat, suatu
proses yang diatur oleh sumbu hormon pertumbuhan
insulin-like growth factor (GH-IGF1) (24). Kedua,
hiperplasia fisiologis juga dapat terjadi dalam ben-
tuk gill remodeling, yaitu pembentukan reversibel
interlamellar cell mass (ILCM) sebagai respons
adaptif terhadap perubahan kebutuhan oksigen, suhu
lingkungan, atau kebutuhan osmoregulasi, yang
akan kembali seperti bentuk semula begitu kondisi
lingkungan kembali normal (6). Pada penelitian ini,
ikan zebra (Danio rerio) yang digunakan merupakan
individu dewasa yang telah melewati fase pertum-
buhan aktif (juvenil), sehingga hiperplasia yang
teramati tidak dapat dikategorikan sebagai hiper-
plasia fisiologis yang berkaitan dengan pertum-
buhan, dan juga tidak didasari oleh kondisi ling-
kungan pemicu gill remodeling seperti hipoksia atau
perubahan suhu ekstrem, karena kondisi lingkungan
pemeliharaan pada penelitian ini relatif terkontrol
dan stabil. Dengan demikian, hiperplasia lamela
sekunder yang ditemukan pada seluruh kelompok
perlakuan lebih tepat dikategorikan sebagai hiper-
plasia patologis (3).

Hiperplasia patologis lamela sekunder insang
merupakan respons proliferatif defensif epitel ter-
hadap paparan kronis iritan. Kerusakan berulang
atau tekanan berkelanjutan pada sel epitel dapat
mengaktivasi jalur perbaikan jaringan yang beru-
jung pada peningkatan jumlah sel secara permanen
(25). Hiperplasia patologis umumnya berlanjut
selama stimulus iritan masih ada dan tidak dapat
pulih seutuhnya meskipun stimulus dihilangkan, ka-
rena merupakan akumulasi dari proses perbaikan
jaringan yang berulang (misrepair) (25). Insang
merupakan organ yang paling rentan mengalami
hiperplasia patologis karena posisi anatomisnya se-
bagai organ pertama yang menerima seluruh darah
dari jantung (sirkulasi tunggal ikan) sekaligus ber-
kontak langsung dengan medium air melalui
mekanisme buccal-opercular pumping, sehingga
memungkinkan epitel lamela sekunder terpapar iri-
tan secara simultan dari dua jalur (26,27). Iritasi kro-
nis yang berlangsung selama 28 hari pada seluruh



kelompok perlakuan dalam penelitian ini diduga te-
lah menginduksi aktivasi terus-menerus jalur prolif-
erasi sel epitel lamela, yang akhirnya bermanifestasi
sebagai hiperplasia berat (skor 3) pada seluruh ke-
lompok termasuk kelompok kontrol.

Jalur patofisiologis yang mendasari terjadinya
hiperplasia patologis lamela sekunder insang pada
penelitian ini diduga dipengaruhi oleh tiga jenis nu-
trien utama yang berbeda antar-kelompok perla-
kuan, yaitu karbohidrat/glukosa, lipid, dan protein,
yang masing-masing mengaktivasi jalur stres oksi-
datif dan inflamasi melalui mekanisme yang ber-
beda namun bermuara pada satu respons akhir yang
sama. Pertama, hiperglikemia yang dialami seluruh
kelompok mendorong pembentukan advanced gly-
cation end products (AGEs). Selanjutnya, AGEs
berikatan dengan reseptornya (RAGE) pada per-
mukaan sel endotel kapiler lamela (sel pilar) dan sel
epitel insang. Kondisi ini akan mendorong produksi
reactive oxygen species (ROS) berlebih, melalui ak-
tivasi NADPH oxidase, sehingga memicu pero-
ksidasi lipid membran dan mengaktitkan jalur in-
flamasi NF-kB yang pada akhirnya meningkatkan
sekresi sitokin proinflamasi (28). Kedua, kelebihan
lipid baik dalam bentuk trigliserida (P2) maupun ko-
lesterol murni (P4) dapat memicu akumulasi reac-
tive oxygen species (ROS) melalui peroksidasi lipid
dan disfungsi mitokondria, serta pembentukan oxi-
dized LDL (oxLDL) yang secara langsung
mengaktivasi jalur inflamasi NF-xB pada epitel lam-
ela (8). Ketiga, kandungan protein tinggi pada Arte-
mia (P3) menghasilkan kelebihan nitrogen yang
diekskresi melalui insang dalam bentuk amonia. Pa-
paran amonia yang meningkat menginduksi stres
oksidatif melalui peningkatan ROS di jaringan in-
sang dan mengaktivasi jalur pensinyalan IL-17 yang
memediasi inflamasi dan hiperplasia epitel (29). Se-
luruh jalur tersebut akhirnya mengaktivasi sinyal
proliferasi melalui MAPK dan PI3K-Akt yang men-
dorong sel epitel basal memasuki siklus sel dan ber-
proliferasi, bermanifestasi sebagai hiperplasia lam-
ela sekunder (22).

Perlu diperhatikan bahwa penelitian ini tidak
mengukur kadar ROS, malondialdehid (MDA),
maupun marker stres oksidatif lainnya secara lang-
sung, sehingga keterlibatan jalur-jalur tersebut
dilandaskan pada referensi literatur yang relevan
dan belum terkonfirmasi secara eksperimental da-
lam konteks penelitian ini. Selain itu, metode ana-
lisis nutrisi pakan yang digunakan hanya mencakup
uji lemak kasar (proximate fat analysis), yang men-
gukur seluruh fraksi lipid secara agregat tanpa dapat
membedakan  kandungan  kolesterol = murni,
trigliserida, fosfolipid, protein, maupun karbohidrat
secara spesifik. Keterbatasan ini menyebabkan
karakterisasi mekanistik berdasarkan komposisi nu-
trisi aktual masing-masing pakan tidak dapat dil-
akukan secara presisi dan perlu dikonfirmasi pada
penelitian selanjutnya dengan analisis nutrisi yang
lebih komprehensif.

Tidak ditemukannya perbedaan yang signifikan
di antara kelompok P2, P3, dan P4 diduga berkaitan
dengan fenomena ceiling effect, yaitu kondisi ketika

suatu variabel telah mendekati nilai maksimum yang
dapat terukur sehingga perbedaan pada variabel in-
dependen tidak lagi tercermin sebagai perbedaan
yang terdeteksi secara statistik (30). Pada konteks
penelitian ini, rerata persentase hiperplasia lamela
sekunder pada kelompok P2, P3, dan P4, secara ber-
turut-turut 91,78%, 93,23%, dan 95,30%, diduga te-
lah mendekati batas kerusakan histopatologi maksi-
mal yang dapat dicapai dalam durasi induksi 28 hari,
sehingga perbedaan komposisi lipid ketiga diet tidak
lagi menghasilkan perbedaan derajat hiperplasia
yang terdeteksi bermakna. Hal ini sejalan dengan
temuan Meguro et al. (2015), yang melaporkan
bahwa dua jenis diet tinggi lemak dengan sumber le-
mak berbeda pada Danio rerio menghasilkan
akumulasi lemak tubuh yang sama besar dan tidak
berbeda signifikan satu sama lain, meskipun
keduanya berbeda signifikan dibandingkan ke-
lompok diet rendah lemak (31). Pola serupa juga
ditemukan pada studi Smolinska et al. (2024), yang
melaporkan bahwa pemberian diet tinggi lemak
dengan konsentrasi berbeda pada kelompok-ke-
lompok Danio rerio dewasa tidak menghasilkan
perbedaan bermakna dalam derajat perubahan his-
topatologi hati dibandingkan satu sama lain (11).
Pengaruh Variasi Diet Lemak terhadap Fusi
Lamela Sekunder Insang Ikan Zebra Betina
(Danio rerio)

Fusi lamela sekunder telah terjadi pada seluruh
kelompok perlakuan, dengan rerata persentase fusi
sebesar 57,13% (P1), 69,55% (P2), 68,69% (P3),
dan 71,12% (P4), yang seluruhnya termasuk dalam
kategori skor 3 atau derajat fusi berat (15). Hasil an-
alisis statistik tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan pada fusi lamela sekunder di antara
keempat kelompok perlakuan.

Secara histopatologi, fusi lamela merupakan pe-
rubahan regresif yang umumnya diidentifikasi
dengan adanya kontak antar lamela sekunder yang
berdekatan hingga hilangnya ruang interlamelar dan
struktur lamela yang sulit dibedakan secara individ-
ual (6). Mekanisme utama yang mendorong ter-
jadinya fusi lamela sekunder ialah hiperplasia epitel.
Respons kompensatorik sel epitel berupa hiper-
plasia, apabila dipertahankan secara persisten dalam
jangka panjang, akan menyebabkan penambahan
jumlah sel epitel secara terus-menerus sehingga
lapisan epitel menjadi semakin tebal. Penebalan ini
mengisi ruang interlamelar dengan massa epitel
yang terus berproliferasi, hingga akhirnya lamela-
lamela yang berdekatan saling berkontak langsung
dan membentuk struktur gabungan yang batasnya
sulit dibedakan. Oleh karena itu, fusi lamela
sekunder kerap dipandang sebagai kelanjutan fase
lanjut dari hiperplasia yang berlangsung secara per-
sisten (5).

Selain hiperplasia epitel, terdapat mekanisme
lain yang dapat berkontribusi terhadap fusi lamela
sekunder secara independen. Edema dengan ciri ep-
ithelial lifting yang juga teramati pada seluruh ke-
lompok penelitian ini (Gambar 1) dapat menyebab-
kan pembengkakan lamela akibat akumulasi cairan



di bawah epitel, mendorong lamela-lamela berdeka-
tan saling menekan dan menyatu tanpa memerlukan
proliferasi sel yang signifikan. Peningkatan aktivitas
dan hipertrofi sel mukus (sel goblet) turut dilaporkan
berkontribusi terhadap fusi, di mana perubahan kon-
sistensi mukus yang lebih kental berfungsi sebagai
perekat yang menyatukan permukaan lamela
berdekatan, bahkan pada kondisi di mana derajat
proliferasi epitel murninya relatif rendah (32).
Selain itu, infiltrasi sel inflamasi seperti leukosit dan
neutrofil yang mengisi ruang interlamelar, disertai
pembentukan kontak abnormal antarepitel lamela
yang berdekatan, turut dilaporkan sebagai
mekanisme independen penyebab fusi pada paparan
iritan kronis (6). Namun penelitian ini memiliki
keterbatasan berupa tidak melakukan penilaian his-
topatologi secara sistematis terhadap parameter lain
seperti derajat edema, aneurisma, vakuolisasi, dan
infiltrasi sel radang, sehingga keterlibatan
mekanisme-mekanisme tersebut dalam berkontri-
busi terhadap fusi lamela pada penelitian ini dilan-
dasi pada referensi literatur yang relevan dan belum
dapat dikonfirmasi secara eksperimental.

Dalam  konteks  penelitian  ini,  tidak
ditemukannya perbedaan yang bermakna pada fusi
lamela sekunder di antara seluruh kelompok perla-
kuan dapat dijelaskan melalui data hiperplasia. Mes-
kipun terdapat gradasi persentase hiperplasia yang
bermakna secara statistik di antara kelompok perla-
kuan, namun seluruh kelompok telah berada dalam
kategori skor 3 atau derajat hiperplasia berat dengan
kriteria hiperplasia luas (difus) yang melibatkan
lebih dari 50% area jaringan. Kondisi ini konsisten
dengan pemahaman bahwa fusi merupakan perkem-
bangan lanjutan yang muncul setelah proliferasi epi-
tel lamela sekunder mencapai derajat yang cukup
luas untuk membentuk kontak antarlamela yang
berdekatan dan menghilangkan ruang interlamelar
(33). Selain itu, keterbatasan ukuran sampel (n=8
per kelompok) diduga turut berkontribusi terhadap
hasil ini. Ukuran sampel yang relatif kecil
menurunkan kekuatan statistik uji, sehingga perbe-
daan yang secara biologis mungkin bermakna ber-
potensi tidak terdeteksi sebagai signifikan secara
statistik

Implikasi temuan penelitian ini terhadap manu-
sia perlu dijelaskan secara hati-hati dengan memper-
timbangkan adanya perbedaan mendasar antara in-
sang ikan dan organ pada mamalia. Insang ikan
zebra menjalankan fungsi pengaturan keseimbangan
ion dan cairan tubuh (osmoregulasi) melalui sel ion-
osit yang mengatur transpor Na*, Cl~, dan Ca*', yang
pada manusia fungsi tersebut dilakukan oleh organ-
organ seperti ginjal, paru-paru, dan epitel saluran re-
produksi (34). Meskipun fungsinya serupa, insang
dan organ-organ tersebut memiliki struktur dan asal
pembentukan yang berbeda, sehingga perbandingan
di antara keduanya hanya dapat dilakukan pada ting-
kat fungsi dan mekanisme molekuler, bukan pada
tingkat morfologi atau struktur organ. Berdasarkan
kesamaan fungsi inilah, perubahan histopatologi in-
sang berupa hiperplasia dan fusi lamela sekunder
yang ditemukan pada penelitian ini dapat diartikan

sebagai gambaran kerusakan epitel akibat beban
metabolik dari diet tinggi lemak, yang secara konsep
sejalan dengan kerusakan epitel yang terjadi pada
organ metabolik manusia akibat kondisi serupa, se-
bagaimana ditunjukkan pada model ikan zebra un-
tuk perlemakan hati yang jalur metabolisme lipidnya
terbukti menyerupai jalur pada manusia (35).

Namun demikian, hasil penelitian ini tidak dapat
langsung digeneralisasikan ke manusia, mengingat
hanya sekitar 70% gen ikan zebra yang memiliki
pasangan gen pada manusia, dan angka tersebut
tidak menunjukkan bahwa fungsi, cara ekspresi,
maupun struktur organnya sama (36). Oleh karena
itu, temuan penelitian ini lebih tepat dipahami se-
bagai langkah awal yang memberikan penjelasan
bahwa diet tinggi lemak dapat mengganggu organ
yang berperan dalam osmoregulasi, termasuk
kemungkinannya pada ginjal manusia, melalui jalur
stres oksidatif dan inflamasi, namun tetap memer-
lukan penelitian lanjutan pada hewan yang lebih
dekat kekerabatannya dengan manusia untuk dapat
diterapkan secara klinis.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, pemberian diet
campuran kuning telur dan pelet, diet Artemia sa-
lina, dan diet campuran kolesterol murni 4% dan
pelet selama 28 hari terbukti meningkatkan derajat
hiperplasia lamela sekunder insang ikan zebra betina
(Danio rerio) secara signifikan dibandingkan diet
pelet standar. Sementara itu, tidak ditemukan perbe-
daan yang signifikan pada derajat fusi lamela
sekunder insang antar seluruh kelompok perlakuan.

SARAN

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan
ini, berikut beberapa saran yang dapat dilakukan un-
tuk penelitian selanjutnya:

1. Menambah jumlah sampel jika dilakukan
penelitian serupa, agar meningkatkan kekuatan
statistik.

2. Mengukur kadar oxysterol, penanda stres oksi-
datif (MDA/ROS), maupun ekspresi jalur in-
flamasi NF-kB, untuk memperkuat pembuktian
mekanisme molekuler yang mendasari hiper-
plasia dan fusi lamela sekunder secara lang-
sung.

3. Melakukan analisis kandungan keseluruhan
nutrisi pakan perlakuan yang digunakan dalam
penelitian, untuk memastikan akurasi kan-
dungan nutrisi aktual yang dikonsumsi oleh
ikan uji.

4. melakukan penilaian histopatologi yang lebih
komprehensif dengan memasukkan parameter
kerusakan insang tambahan seperti derajat
edema  (epithelial  lifting), aneurisma,
vakuolisasi, dan infiltrasi sel radang, sehingga
kontribusi relatif masing-masing mekanisme
terhadap terjadinya fusi lamela sekunder dapat
dikonfirmasi secara eksperimental, bukan
hanya didasarkan pada referensi literatur.
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