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ABSTRAK
Pendahuluan: Malathion memiliki efek menghambat enzim asetilkolinesterase dan menghasilkan radikal bebas
yang dapat mempengaruhi struktur dan fungsi organ respirasi. Daun Urena lobata memiliki efek antioksidan, anti-
inflamasi, dan antikolinergik. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh dekokta daun Urena lobata
(DUL) terhadap frekuensi pernapasan dan gambaran histologi lamela insang Danio rerio yang dipapar malathion
kronik.
Metode: Danio rerio dewasa berusia lebih dari 4 bulan dibagi menjadi 2 kelompok kontrol dan 3 kelompok
perlakuan (n=10). Malathion 5 mg/L diberikan selama 40 hari pada semua kelompok kecuali kelompok kontrol
negatif. DUL diberikan pada kelompok perlakuan dengan dosis 125 mg/L, 250 mg/L, dan 500 mg/L. Frekuensi
pernapasan dianalisis menggunakan software GOM Player. Lamela insang diwarnai menggunakan Hematoxylin-
Eosin (HE) dan diamati di bawah mikroskop binokuler dengan perbesaran 1000x. Data dianalisis menggunakan
metode ANOV A dan dilanjutkan dengan LSD (p<0,05).
Hasil: Paparan malathion dapat meningkatkan frekuensi pernapasan dan hiperplasia pada kelompok kontrol positif
berturut-turut kurang lebih 2 kali dan 4 kali lipat dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (p<0,05).
Pemberian DUL dosis 125 mg/L dan 250 mg/L menghambat peningkatan frekuensi pernapasan masing-masing
sekitar 20%, sedangkan dosis 125 mg/L, 250 mg/L, dan 500 mg/L menghambat hiperplasia lamela insang berturut-
turut sekitar 30%, 50%, dan 20% dibandingkan dengan kontrol positif (p<0,05).
Kesimpulan: DUL dosis 250 mg/L merupakan dosis yang paling efektif dalam menghambat peningkatan
frekuensi pernapasan dan hiperplasia lamela sekunder insang Danio rerio.
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EFFECT OF PULUTAN LEAVES DECOCTION (Urena lobata) ON RESPIRATORY
FREQUENCY AND HISTOLOGICAL FEATURES OF GILLS OF ADULT ZEBRA

FISH (Danio rerio) LAMELLAE EXPOSED BY MALATHION CHRONIC
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Faculty of Medicine, Islamic University of Malang

ABSTRACT
Introduction: Malathion has inhibiting effect to the acetylcholinesterase enzyme. It is producing free radicals that
can affect the structure and function of respiratory organs. Urena lobata leaves have antioxidant, anti-
inflammatory, and anticholinergic effects. This study aims to prove the influence of Urena lobata (DUL) leaves
decoction on respiratory frequency and histological features of Danio rerio's gill lamellae, which chronically
exposed to malathion.
Methods: Adult Danio rerio aged over four months were divided into two control groups and three treatment
groups (n=10). Malathion 5 mg/L was given for 40 days in all groups except to the negative control group. DUL
was given to the treatment group at dose of 125 mg/L, 250 mg/L, and 500 mg/L. Respiratory rate was analyzed
using GOM Player software. Lamellae gills were stained using Hematoxylin-Eosin (HE) and observed under a
binocular microscope at 1000x magnification. Data were analyzed using ANOVA test followed by LSD test
(p<0,05).
Results: Exposure to malathion can increase the frequency of breathing and hyperplasia in the positive control
group approximately two times and four times compared to the negative control group (p<0.05). The
administration of DUL of 125 mg/L and 250 mg/L inhibits an increase in respiratory frequency of about 20%,
while doses of 125 mg/L, 250 mg/L, and 500 mg/L inhibit the gill lamellae hyperplasia of 30%, 50%, and 20%,
respectively, compared to the positive controls (p<0.05).
Conclusion: DUL dose 250 mg/L is the most effective dose in inhibiting the increase in respiratory frequency and
secondary lamellae hyperplasia to gills of Danio rerio.
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PENDAHULUAN

Malathion merupakan salah satu pestisida yang
penggunaannya banyak direkomendasikan di sektor
pertanian. Malathion termasuk pestisida golongan
organofosfat yang berupa cairan bening, berbau
seperti bawang putih, bersifat korosif, memiliki
rantai karbon pendek, dan sulit larut di dalam air.!
Malathion memiliki nilai Lethal Dose 50 (LDso)
1375 mg/kg dan termasuk dalam kategori toksisitas
sedang sehingga banyak direkomendasikan di
bidang pertanian.? Selain itu, malathion mudah
mengalami degradasi di alam tetapi bahaya
residunya harus tetap diwaspadai.® Malathion masuk
ke dalam tubuh melalui jalur inhalasi, digesti, dan
permukaan kulit yang tidak terlindungi.* Mekanisme
utama dari malathion adalah menghambat aktivitas
enzim asetilkolinesterase, sehingga  terjadi
penumpukan kadar asetilkolin pada post sinaps yang
dapat menimbulkan berbagai gejala seperti dipsnea,
bradikardi, kejang, kekakuan, dan kelemahan otot.%
Senyawa malathion dapat mempengaruhi struktur
dan fungsi organ respirasi. Malathion mengalami
metabolisme di hepar menjadi malaoxone dan
senyawa radikal bebas. Peningkatan radikal bebas
akan menimbulkan kondisi dan kerusakan oksidatif
pada sel tubuh. Radikal bebas yang berlebihan akan
menginaktifkan asetilkolinesterase sehingga terjadi
akumulasi dan overstimulasi dari asetilkolin.®
Jaringan dan organ respirasi merupakan target
kerusakan oksidatif dari malathion yang masuk per
inhalasi sehingga dapat mengganggu struktur dan
fungsinya.’

Daun Pulutan (Urena lobata) merupakan salah
satu herbal yang memiliki efek terapeutik.
Masyarakat Indonesia sering menggunakan tanaman
ini untuk berbagai pengobatan seperti rematik, diare,
dan diabetes.® Penelitian yang dilakukan oleh Lissy
et al., tahun 2006 melaporkan bahwa tanaman Urena
lobata dapat menghambat peroksidasi lipid melalui
aktivitasnya sebagai scavenger Reactive Oxygen
Species (ROS).°® Pada uji preklinik lainnya
menunjukkan bahwa pada daun Urena lobata
memiliki  potensi  sebagai  antiradang dan
antikolinergik yang dikendalikan oleh senyawa
flavonoid.!®!! Hingga saat ini belum ada riset
mengenai potensi daun Urena lobata dalam
menghambat kerusakan struktur dan fungsi organ
respirasi akibat paparan pestisida malathion.

Ikan zebra (Danio rerio) banyak digunakan
sebagai hewan coba dalam penelitian di bidang
kedokteran.'> Danio rerio memiliki kesamaan
genetik sekitar 70% dengan manusia. Beberapa
penelitian menggunakan Danio rerio sebagai
organisme model untuk pengembangan genetik,
toksikologi, dan gangguan metabolisme.*2 Selain itu,
Danio rerio memiliki beberapa keunggulan antara
lain murah, mudah dalam perawatan, kemampuan
reproduksi yang tinggi, dan sensitif terhadap
senyawa xenobiotik.1?14 Insang pada Danio rerio
merupakan organ vital yang berperan pada proses
respirasi, osmoregulasi, dan ekskresi. Paparan
malathion sebagai senyawa xenobiotik dapat
mempengaruhi struktur dan fungsi lamela insang

sebagai organ respirasi.t>% Berdasarkan uraian
tersebut, maka perlu dilakukan penelitian untuk
mengetahui efek DUL terhadap frekuensi
pernapasan dan gambaran histologi lamela insang
Danio rerio fase dewasa yang dipapar pestisida
malathion secara kronik.

METODE

Penelitian dilaksanakan secara studi
eksperimental laboratorium in vivo dengan desain
penelitian control group post test only. Penelitian ini
dilaksanakan di Laboratorium Zebra Fish Fakultas
Kedokteran Universitas Islam Malang dan
Laboratorium Perikanan Divisi Reproduksi Fakultas
Perikanan dan llmu Kelautan Universitas Brawijaya
pada bulan Februari-April 2019. Penelitian ini telah
mendapatkan persetujuan dari  Komisi  Etik
Penelitian Universitas Brawijaya dengan nomor
1074-KEP-UB/2019.

Penentuan Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan pada penelitian
ini adalah Danio rerio dewasa berusia lebih dari 4
bulan yang diperoleh dari biakan lokal di Kecamatan
Campurdarat, Kabupaten Tulungagung, Jawa Timur.
Danio rerio yang digunakan telah diidentifikasi dan
mendapatkan sertifikasi dari Fakultas Perikanan dan
Kelautan Universitas Airlangga dengan nomor
005/ULMKILP/UA.FPK/03/2019. Danio rerio
dibagi menjadi 2 kelompok kontrol dan 3 kelompok
perlakuan. Jumlah Danio rerio untuk setiap
kelompok berjumlah 10 ekor yang dihitung
menggunakan rumus Federer. Danio rerio diberikan
pencahayaan 14 jam terang dan 10 jam gelap dengan
suhu air sekitar 26°C dan dipasang aerator.
Pemberian pakan dilakukan sekali dalam sehari
dengan dosis pakan 4%/gBB/hari.

Pemberian Malathion

Malathion 500 g/L diencerkan sehingga
didapatkan konsentrasi 5 mg/L. Malathion diberikan
selama 40 hari pada kelompok kontrol positif dan
kelompok perlakuan. Penentuan dosis malathion
didapatkan dari penelitian Cook et. al.,, (2005)
dengan modifikasi.’

Pemberian Dekokta Daun Urena lobata

Simplisia daun Urena lobata didapatkan dari
UPT Balai Materia Medika, Kota Batu, Jawa Timur
dan telah disertifikasi dengan nomor
074/096A/102.7/2019. Simplisia daun Urena lobata
diekstraksi menggunakan metode dekoktasi.
Simplisia daun Urena lobata ditimbang 5 g dan
dilarutkan pada 500 mL air yang sudah dipanaskan
hingga suhu 90°C selama 30 menit. Hasil dekoktasi
didinginkan dan disaring menggunakan Kkasa
kemudian dibuat dosis P1 (DUL-125 mg/L), P2
(DUL-250 mg/L), dan P3 (DUL-500 mg/L).
Penentuan dosis Urena lobata didapatkan dari
penelitian Purnomo et al., (2015) dengan
modifikasi.!®



Pengukuran Frekuensi Pernapasan Danio rerio
Pengukuran frekuensi pernapasan dilakukan
sehari sebelum proses pengorbanan Danio rerio.
Danio rerio dipindahkan ke dalam wadah berukuran
100 mL dan direkam menggunakan kamera selama
1 menit. Kemudian frekuensi pernapasan dihitung
berdasarkan jumlah gerakan buka tutup operkulum
menggunakan software GOM Player.*®

Pengorbanan dan Pengambilan Insang Danio
rerio

Pengorbanan hewan coba dilakukan dengan
metode hypothermal shock karena species Danio
rerio mempunyai mekanisme fisiologi adaptasi yang
minimal untuk menyesuaikan pada air dingin
(4°C).2% Langkah pertama dalam pengorbanan
hewan coba, yaitu menyiapkan wadah yang berisi es.
Kemudian Danio rerio diambil dan diletakkan pada
wadah es sekitar 2 menit. Setelah Danio rerio tidak
sadar, dilakukan pembedahan dan pengambilan
insang Danio rerio.

Pembuatan dan Pengamatan Preparat Histologi
Lamela Insang Danio rerio

Preparat histologi insang dibuat dengan cara
fiksasi menggunakan formalin 10%. Insang
kemudian didehidrasi dengan etanol dan dibersihkan
dengan larutan xylene. Selanjutnya dilakukan
embedding menggunakan lilin/waxes dan resin
untuk membentuk blok paraffin. Setelah itu,
dilakukan pemotongan menggunakan mikrotom dan
dilakukan pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE).?*

Pengamatan dan penghitungan jumlah sel
lamela sekunder insang yang mengalami hiperplasia
dilakukan menggunakan mikroskop binokuler
dengan perbesaran 1000x. Sel lamela yang
mengalami hiperplasia berbentuk seperti pemukul
bisbol (clubbing distal) akibat penebalan jaringan
epitel pada ujung lamela dan dasar lamela (basal
hiperplasia).??6® Penghitungan dilakukan pada 5
lapang pandang dan diambil rata-rata jumlah dalam
1 lapang pandang yang dilakukan oleh tiga orang
pengamat untuk menghindari  subjektivitas.?4
Kemudian data dihitung kembali dengan metode
proporsi (%) dan dilakukan skoring.2® Penghitungan
persentase sel lamela sekunder insang yang
mengalami hiperplasia menggunakan rumus sebagai
berikut:?®

p:§x 100

Keterangan:

p = Persentase hiperplasia (%)

a = Jumlah sel lamela hiperplasia
b = Total jumlah sel lamela

Teknik Analisa Data

Data yang dinyatakan normal dan homogen
diuji menggunakan metode One Way Analysis of
Variance (ANOVA) dan dilanjutkan dengan Post
Hoc Test Least Significance Different (LSD) untuk
melihat perbedaan antara masing-masing kelompok
perlakuan. Untuk melihat hubungan antar variabel
data diuji menggunakan Korelasi Bivariate Pearson.
Uji statistik tersebut dilakukan dengan program
SPSS versi 16.0 dan hasil dikatakan bermakna
apabila p<0,05.

HASIL DAN ANALISA DATA

Frekuensi Pernapasan Danio rerio yang Dipapar
Urena lobata
Hasil pengamatan frekuensi pernapasan dapat
dilihat pada gambar 1 dibawah ini.
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Gambar 1. Histogram Rerata Frekuensi
Pernapasan

Keterangan: Histogram menunjukkan rerata + SD
frekuensi pernapasan pada kelompok KN (126 *
9,73), KP (251 £ 19,05), P1 (194 + 9,75), P2 (204 +
12,19), dan P3 (270 + 14,28). Notasi berbeda
menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05).
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Gambar 1 menunjukkan pemberian DUL dosis
125 mg/L dan 250 mg/L menghambat peningkatan
frekuensi pernapasan masing-masing sekitar 20%
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif
(p<0,05). Pemberian DUL dosis 125 mg/L dan 250
mg/L tidak berbeda signifikan dalam menghambat
peningkatan frekuensi pernapasan, sedangkan dosis
500 mg/L justru meningkatkan frekuensi pernapasan
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif
(p<0,05). Paparan malathion pada kelompok kontrol
positif meningkatkan frekuensi pernapasan kurang
lebih 2 kali lipat dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif (p<0,05).

Persentase Hiperplasia Lamela Insang Danio
rerio yang Dipapar Urena lobata

Hasil pengamatan persentase hiperplasia
lamela sekunder insang Danio rerio dapat dilihat
pada gambar 2 dan 3 dibawabh ini.
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Gambar 3. Histogram Rerata Persentase
Hiperplasia Lamela Sekunder Insang Danio rerio
Keterangan: Histogram menunjukkan rerata + SD
persentase hiperplasia lamela sekunder insang Danio
rerio dewasa pada kelompok KN (4,56 + 1,91), KP
(16,45 + 1,08), P1 (11,68 £ 0,95), P2 (7,78 + 1,09),
dan P3 (12,94 + 0,39). Notasi berbeda menunjukkan
perbedaan bermakna (p<0,05).
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Tabel 1. Skoring Hiperplasia Lamela Sekunder
Insang Danio rerio yang Dipapar Urena lobata

Kelompok  Persentase Skor Keterangan
KN 5% 1 Ringan
KP 16% 1 Ringan
P1 12% 1 Ringan
P2 8% 1 Ringan
P3 13% 1 Ringan
Keterangan:

Skor 0 : 0% (Normal)
Skor 1 :<30% (Ringan)
Skor 2 :30-70% (Sedang)
Skor 3 :>70% (Berat)

Pada  kontrol positif ~ (Gambar  2B)
menunjukkan gambaran seperti pemukul bisbol
(clubbing distal) dalam jumlah yang banyak,
sedangkan pada kelompok kontrol negatif (Gambar
2A) tidak didapatkan gambaran clubbing distal.
Pada kelompok perlakuan dosis 125 mg/L, 250

Gambar 2. Lamela Sekunder
Insang dengan Pewarnaan
Hematoxylin-Eosin (HE) dan
Diamati di Bawah Mikroskop
dengan Perbesaran 1000x
Keterangan:

(A) KN, (B) KP, (C) P1 125 mg/L,
(D) P2 250 mg/L, (E) P3 500
mg/L. (i) Sel lamela normal, (ii)
Sel lamela hiperplasia.

mg/L, dan 500 mg/L (Gambar 2C-E) menunjukkan
gambaran clubbing distal lebih sedikit dibandingkan
dengan kontrol positif (Gambar 2B).

Gambar 3 menunjukkan pemberian DUL dosis
125 mg/L, 250 mg/L, dan 500 mg/L menghambat
peningkatan hiperplasia lamela sekunder insang
berturut-turut sekitar 30%, 50%, dan 20%
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif
(p<0,05). Pemberian DUL dosis 250 mg/L
menghambat hiperplasia lebih kuat dibandingkan
dosis 125 mg/L (p<0,05), sedangkan dosis 500 mg/L
memiliki efek lebih rendah dibandingkan dengan
dosis 250 mg/L (p<0,05). Paparan malathion pada
kelompok kontrol positif meningkatan hiperplasia
lamela sekunder insang kurang lebih 4 Kkali lipat
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif
(p<0,05).

Tabel 1 menunjukkan skoring hiperplasia
lamela sekunder insang pada semua kelompok
termasuk dalam kategori ringan. Meskipun
persentase kelompok kontrol positif lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok lain.

Korelasi Frekuensi Pernapasan dengan
Hiperplasia Lamela Insang Danio rerio yang
Dipapar Urena lobata

Terdapat korelasi yang positif dan signifikan
antara frekuensi pernapasan dengan hiperplasia
lamela sekunder insang seperti ditunjukkan pada
tabel 2.



Tabel 2. Korelasi Frekuensi Pernapasan dengan
Hiperplasia Lamela Sekunder Insang Danio rerio
yang Dipapar Urena lobata

Frekuensi Hiperplasia
Pernapasan Lamela

Frekuensi Pearson

Pernapasan Correlation ! 652
Sig. (2-tailed) .002
n 25 20

Hiperplasia Pearson o

LaFr)neFa Correlation 652 !
Sig. (2-tailed) .002
n 20 25

Keterangan:
** Korelasi signifikan antar variabel (p<0,01)

PEMBAHASAN

Efek Paparan Malathion secara Kronik terhadap
Frekuensi Pernapasan dan Hiperplasia Lamela
Insang Danio rerio

Paparan malathion secara kronik dapat
meningkatkan frekuensi pernapasan dan hiperplasia
lamela sekunder insang pada Danio rerio dewasa.
Hal ini dikarenakan malathion memiliki efek
menghambat aktivitas enzim asetilkolinesterase dan
menghasilkan radikal bebas saat mengalami
metabolisme.?”

Malathion didalam tubuh akan dimetabolisme
di hepar oleh enzim sitokrom P-450 menjadi
malaoxone. Malaoxone merupakan senyawa
metabolit aktif yang memiliki efek lebih kuat
dibandingkan dengan senyawa aslinya. Malaoxone
akan menghambat berbagai enzim serine hidrolase
salah  satunya  adalah asetilkolinesterase.3!
Asetilkolinesterase merupakan enzim yang berperan
untuk memecah asetilkolin menjadi kolin dan asetat.
Ketika terjadi hambatan pada enzim
asetilkolinesterase maka akan terjadi stimulasi terus-
menerus asetilkolin pada reseptor muskarinik.
Stimulasi asetilkolin yang berlebihan pada reseptor
muskarinik otot polos pernapasan dapat menurunkan
input oksigen (O;) dan output karbondioksida (CO5).
Efek tersebut menimbulkan kompensasi berupa
peningkatkan frekuensi pernapasan.323% Selain itu,
stimulasi yang berlebihan pada reseptor muskarinik
dapat menimbulkan hipersekresi mukus pada lamela
insang. Peningkatan sekresi mukus dalam jangka
waktu yang lama menimbulkan hipertrofi sel mukus
dan hiperplasia sel epitel lamela sekunder insang
sehingga mengganggu fungsinya sebagai organ
respirasi.3*

Peningkatan produksi radikal bebas dari proses
metabolisme malathion dapat menimbulkan kondisi
stres oksidatif sehingga terjadi kerusakan oksidatif
pada jaringan saraf dan lamela sekunder
insang.30:6261 Kerusakan jaringan akan menimbulkan
proses inflamasi sehingga makrofag teraktivasi.
Makrofag merupakan salah satu sistem pertahanan
tubuh yang melepaskan berbagai mediator inflamasi,
seperti IL-1B, TNF-a, IL-8, dan LTB-4. Mediator

inflamasi tersebut dapat menimbulkan aksonopati,
demielinasi, dan neuropati pada sistem saraf. Efek
tersebut menimbulkan gangguan transmisi sinyal
dan rusaknya sel saraf. 35 Selain itu, paparan
malthion secara kronis dapat langsung mengiritasi
insang yang akan direspon dengan peningkatan
sekresi mukus sebagai respon pertahanan. Efek
tersebut menyebabkan insang melakukan
kompensasi berupa hipertrofi sel mukus dan
hiperplasia sel epitel lamela sekunder insang sebagai
mekanisme adaptasi fisik untuk membuat barier
perlindungan terhadap agen toksik.3436

Rerata frekuensi pernapasan pada kelompok
kontrol negatif penelitian ini 126 kali per menit dan
tergolong  kategori  hipoksia. Penentuan itu
berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Vulesevic et al., (2006) yang melaporkan bahwa
frekuensi pernapasan Danio rerio normal dan
hipoksia berturut-turut sekitar 191 dan 165 kali per
menit.#! Salah satu faktor yang diduga menjadi
penyebab kondisi hipoksia pada kelompok kontrol
negatif, yaitu rendahnya kadar oksigen yang ada di
lingkungan akibat banyaknya jumlah Danio rerio
dalam satu bejana.*>* Selain itu, pengukuran
frekuensi pernapasan dengan waktu aklimatisasi
yang telalu singkat, yaitu sekitar 1 menit dapat pula
mempengaruhi hasil frekuensi pernapasan ini.
Pengukuran  frekuensi  pernapasan sebaiknya
dilakukan dengan waktu aklimatisasi minimal 5
menit dan menggunakan wadah yang berisi air
minimal 200 mL serta 1 ekor Danio rerio dalam
setiap wadahnya agar mendapatkan hasil yang
akurat.3

Efek Dekokta Daun Urena lobata terhadap
Frekuensi Pernapasan Danio rerio

Pemberian DUL dapat menghambat
peningkatan frekuensi pernapasan akibat paparan
malathion secara kronik. Hal ini dikarenakan adanya
kandungan zat aktif pada daun Urena lobata yang
berperan sebagai antioksidan dan
antikolinergik.®10:11

Daun Urena lobata mengandung zat aktif
quercetin dan kaempferol yang termasuk golongan
senyawa flavonoid.® Flavonoid berperan sebagai
antioksidan melalui berbagai mekanisme. Pertama,
menghambat kerja enzim yang terlibat dalam
produksi anion superoksida, seperti xantin oksidase
dan protein kinase. Kedua, mengikat logam kelumit
yang akan memproduksi radikal bebas. Ketiga,
mereduksi  berbagai radikal bebas, seperti
superoksida, peroksil, dan hidroksil melalui
mekanisme donor atom H dengan tujuan
menstabilkan senyawa tersebut.3”%! Efek tersebut
membantu melindungi sel-sel saraf pada sistem
respirasi dari kerusakan yang lebih parah sehingga
peningkatan frekuensi pernapasan dapat dihambat.

Selain sebagai antioksidan, quercetin memiliki
efek antikolinergik melalui mekanisme
peningkatkan aktivitas enzim asetilkolinesterase dan
menghambat pelepasan asetilkolin pada otot
polos.t13® Efek tersebut mencegah peningkatan
frekuensi pernapasan akibat overstimulasi



asetilkolin pada reseptor muskarinik otot polos
sistem respirasi.

Pemberian DUL pada dosis 125 mg/L dan 250
mg/L memiliki kemampuan yang sama dalam
menghambat peningkatan frekuensi pernapasan. Hal
ini diduga pada dosis 250 mg/L terjadi mekanisme
down regulation dan desensitisasi. Down regulation
merupakan kondisi menurunnya jumlah reseptor
akibat peningkatan dosis zat aktif, sedangkan
desensitisasi merupakan penurunan kepekaan
reseptor akbibat stimulasi zat aktif dosis tinggi
dalam jangka waktu yang lama. Akibatnya, efek
biologis zat aktif tersebut menurun. Selain itu,
diduga zat aktif yang terkandung dalam Urena
lobata bekerja lebih dari satu reseptor sehingga
peningkatan dosis yang diberikan tidak selalu
diiringi dengan aktivitas biologisnya.5” ¢

Pemberian dekokta Urena lobata pada dosis
500 mg/L justru meningkatkan frekuensi pernapasan
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif. Hal
ini diduga senyawa flavonoid yang terkandung
dalam DUL yang berfungsi sebagai antioksidan
berubah menjadi pro-oksidan melalui mekanisme
auto-oksidasi yang menghasilkan radikal bebas,
seperti radikal hidroksil (OH) dan peroksil.*® Hal ini
sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Satria
tahun 2019 (Unpublished data) pada Danio rerio
dewasa yang dipapar malathion secara kronik bahwa
pemberian DUL dosis 500 mg/L memiliki efek yang
lebih rendah dalam menghambat peningkatkan kadar
malondialdehyde (MDA) otak dibandingkan dengan
dosis 250 mg/L.%® Penggunaan antioksidan dalam
jumlah yang besar dapat menyebabkan efek toksik
sehingga penggunaannya harus dibatasi.®® Lama
paparan dekokta Urena lobata juga turut berperan
dalam meningkatkan derajat toksisitasnya.*® Selain
itu, diduga zat aktif alkaloid Urena lobata memiliki
efek agonis kolinergik yang berikatan langsung
dengan reseptor asetilkolin muskarinik (mAChRs)
sehingga meningkatkan frekuensi pernapasan.® Hal
ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Imami tahun 2019 (Unpublished data) pada Danio
rerio juvenile yang dipapar malathion secara kronik
bahwa pemberian DUL dosis 500 mg/L cenderung
meningkatan frekuensi pernapasan mendekati
kelompok kontrol positif.*

Efek terapi yang tidak sesuai dengan
peningkatan dosis obat yang diberikan disebut
sebagai nonmonotomic dose-response relationship
(NMDR). Kurva yang terbentuk antara peningkatan
dosis dan respon farmakologis ada beberapa macam,
yaitu berbentuk huruf U bila respons pada dosis
terendah dan tertinggi, huruf U terbalik bila respons
pada dosis intermediet, dan bifasik.>® Pada penelitian
ini membuktikan bahwa hubungan antara dosis
Urena lobata dan respons frekuensi pernapasan
berbentuk seperti huruf U terbalik. Namun, pada
penelitian ini belum bisa dijelaskan secara pasti
mekanisme mana yang membuat hubungan antara
dosis dan respons tidak linier.5°

Pertukaran gas pada Danio rerio berawal dari
masuknya air melalui insang dan keluar melalui
opercula. Proses ini biasanya disebut sebagai
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ventilasi insang dan dapat dianalogikan sebagai
fungsi organ pernapasan pada manusia.’”® Secara
fungsional tidak terdapat perbedaan penting antara
air dan udara karena keduanya merupakan media
cair. Bebagai penelitian telah banyak menggunakan
organ insang untuk mengembangkan teori terkait
pertukaran gas.”*72 Perubahan pada fungsi
pernapasan dapat berupa hiperventilasi,
hipoventilasi, dan hipoksia. Hiperventilasi adalah
upaya tubuh dalam meningkatkan kadar O, tubuh
dengan meningkatkan frekuensi pernapasan dan
biasanya disebabkan oleh beberapa faktor, seperti
kecemasan, infeksi, keracunan obat-obatan, dan
ketidakseimbangan asam basa. Hipoventilasi
merupakan kondisi ketika tubuh tidak dapat
memenuhi penggunaan O atau mengeluarkan CO;
dan biasanya disebabkan oleh kelainan pada
kelainan pada struktur organ respirasi. Hipoksia
merupakan kondisi tidak terpenuhinya kebutuhan O,
tingkat seluler akibat berkurangnya kadar O, yang
diinspirasi dan biasanya sebabkan oleh beberapa
faktor, seperti rendahnya kadar hemoglobin,
berkurangnya konsentrasi O, lingkungan, dan
menurunnya perfusi jaringan pada kondisi syok.5”
Oleh sebab itu, frekuensi pernafasan menjadi salah
satu komponen tanda vital yang bisa dijadikan
indikator bagi kesehatan.5556

Efek Dekokta Daun Pulutan Urena lobata
terhadap Hiperplasia Lamela Insang Danio rerio

Pemberian DUL dapat menghambat
peningkatan hiperplasia lamela sekunder insang
akibat paparan malathion secara kronik. Hal ini
berhubungan dengan zat aktif yang terkandung
dalam daun Urena lobata yang berfungsi sebagai
antioksidan dan anti-inflamasi.®°

Quercetin dan kaempferol merupakan zat aktif
yang memiliki efek antioksidan. Zat aktif tersebut
dapat menghambat peningkatan radikal bebas yang
ditimbulkan dari proses metabolisme malathion
seperti pada penjelasan sebelumnya dengan tujuan
menstabilkan senyawa radikal bebas di dalam
tubuh.375% Efek tersebut membantu melindungi sel
lamela insang dari kerusakan oksidatif yang dapat
menimbulkan hiperplasia ~ lamela  sekunder
insang.37 5!

Selain sebagai antioksidan, quercetin memiliki
efek anti-inflamasi. Zat aktif tersebut bekerja
melalui mekanisme menghambat akumulasi leukosit
dan pelepasan mediator inflamasi.3®> Efek tersebut
melindungi sel lamela dari kerusakan akibat
mediator inflamasi sehingga mencegah hiperplasia
lamela sekunder insang.

Pemberian DUL pada dosis 250 mg/L
menghambat hiperplasia lebih kuat dibandingkan
dosis 125 mg/L. Hal ini sesuai dengan teori
farmakologi bahwa peningkatan dosis dapat
meningkatkan efek farmakologi.** Namun, pada
dosis 500 mg/L memiliki efek lebih rendah
dibandingkan dengan dosis 250 mg/L. Hal ini diduga
pemberian dekokta Urena lobata yang memiliki efek
antioksidan berubah menjadi pro-oksidan karena
peningkatan dosis  seperti pada penjelasan



sebelumnya.*®%3 Hal ini sejalan dengan penelitian
yang dilakukan oleh Munawwaroh tahun 2019
(Unpublished data) pada Danio rerio dewasa yang
dipapar malathion secara kronik bahwa pemberian
DUL dosis 500 mg/L memiliki efek yang lebih
rendah dalam menghambat peningkatkan kadar
MDA dan penurunan kadar superoksida dismutase
(SOD) hepar dibandingkan dosis 250 mg/L.%° Selain
itu, kondisi tersebut sejalan dengan penelitian yang
dilakukan Imami tahun 2019 (Unpublished data)
pada Danio rerio juvenile yang dipapar malathion
secara kronik bahwa pemberian DUL pada dosis 500
mg/L memiliki efek yang lebih rendah dalam
menghambat  peningkatan hiperplasia lamela
sekunder insang dibandingkan dengan dosis 250
mg/L .4

Perubahan histologi pada lamela insang dapat
dibagi menjadi dua tahapan. Pada tahap pertama,
terjadi hipertrofi, hiperplasia, dan disorganisasi
epitel lamela. Pada tahap kedua, terjadi aneurisma
dan ruptur pada epitel lamela.*” Pada penelitian ini
menunjukkan bahwa pada semua kelompok terjadi
perubahan histologi lamela insang tahap pertama
yang termasuk perubahan ringan dan bersifat
reversible.?® Hal ini sejalan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Lupi et al., tahun 2007 pada Danio
rerio dewasa yang menunjukkan bahwa adanya
perbaikan lesi struktur insang dalam jangka waktu
30 hari.*®

Insang Danio rerio merupakan organ vital yang
berperan dalam proses respirasi, osmoregulasi,
ekskresi produk sisa, dan menjaga keseimbangan
asam basa. Insang memiliki respon inflamasi yang
sama dengan paru-paru manusia.*®®® Insang terdiri
atas filamen-filamen lamela yang terhubung
langsung dengan air dan didesain agar air dapat terus
masuk dan mengalirkan udara. Filamen lamela
memiliki permukaan luas yang berfungsi untuk
menyerap oksigen. Proses respirasi pada Danio rerio
diawali dari masuknya air melalui buccal menuju
insang dan keluar melalui opercula yang
dikendalikan oleh sistem saraf kranial. Aliran darah
yang kaya CO, akan mengalir melalui arteri aferen
dari lamela primer menuju ke lamela sekunder untuk
proses pertukaran O,. Setelah itu, darah yang kaya
akan O, akan dialirkan melalui arteri eferen menuju
aorta dorsalis dan akan didistribusikan ke seluruh
jaringan tubuh. Paparan senyawa xenobiotik di
lingkungan dapat menyebabkan perubahan struktur
lamela yang dapat mempengaruhi fungsinya sebagai
organ respirasi.*53

Hubungan Frekuensi Pernapasan dengan
Hiperplasia Lamela Insang Danio rerio

Hasil uji korelasi pearson menunjukkan adanya
korelasi yang positif dan signifikan. Hal ini sejalan
dengan penelitian yang dilakukan oleh Scown tahun
2001 dan Wang tahun 2007 yang melaporkan bahwa
peningkatan hiperplasia menyebabkan peningkatan
jarak difusi pertukaran gas yang berakibat terjadinya
insufisiensi oksigen sehingga tubuh melakukan
kompensasi  dengan meningkatkan frekuensi
pernapasan.’®74

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil dan pembahasan pada
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa DUL dosis
250 mg/L merupakan dosis yang paling efektif
dalam menghambat  peningkatan  frekuensi
pernapasan dan hiperplasia lamela sekunder insang
Danio rerio.

SARAN
Dari pembahasan penelitian ini, peneliti

menyarankan untuk:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut efek
DUL terhadap gambaran histologi organ lainnya
seperti otak, hati, dan ginjal Danio rerio yang
dipapar malathion secara kronik.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut efek
DUL terhadap kadar enzim asetilkolinesterase
Danio rerio yang dipapar malathion secara
kronik.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada
hewan coba dengan tingkat yang lebih tinggi
seperti tikus.

UCAPAN TERIMAKASIH

Peneliti mengucapkan terimakasih kepada
Ikatan Orang Tua Mahasiswa (IOM) yang telah
memberikan dana penelitian dan kelompok ikan
zebra yang telah membantu dalam berjalannya
penelitian.
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