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ABSTRAK
Pendahuluan : Diet tinggi lemak dan fruktosa (DTLF) dapat mengakibatkan dislipidemia, yaitu peningkatan profil lipid pada kolesterol, trigliserida dan LDL serta penurunan HDL. Daun sirsak (Annona muricata) mengandung zat aktif yang berpotensi memperbaiki profil lipid dalam darah. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh infusa daun sirsak (IDS) terhadap  kadar LDL dan HDL serum hewan coba tikus Wistar induksi diet tinggi lemak dan fruktosa (DTLF).
Metode : Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus Wistar jantan usia 8-10 minggu dengan berat badan awal 150-200 g. Tikus dikelompokkan menjadi 5 kelompok dengan masing-masing 5 ekor tikus, yaitu Kelompok Kontrol Negatif (KN), Kelompok Kontrol Positif (KP), Kelompok Perlakuan 1 (KP1), Kelompok Perlakuan 2 (KP2) dan Kelompok Perlakuan 3 (KP3). DTLF diberikan selama 10 minggu untuk menginduksi terjadinya dislipidemia, kecuali pada kontrol negatif diberikan diet normal. IDS diberikan pada kelompok KP1, KP2, dan KP3 masing-masing 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB, dan 400 mg/kgBB melalui sonde lambung. Pemberian infusa bersamaan dengan diet selama 10 minggu. Pada akhir penelitian dilakukan pengukuran kadar LDL dan HDL serum menggunakan prosedur ABX Pentra. Analisa data menggunakan Uji Mann Whitney dengan p<0,05.
Hasil : DTLF meningkatkan kadar LDL serum dan menurunkan kadar HDL serum secara signifikan (p<0,05). Pemberian IDS dosis 200 mg/kgBB dapat menurunkan LDL sebesar 45 % dibandingkan KP (p<0,05). Pemberian dosis 400 mg/kgBB dapat meningkatkan HDL sebesar 74% dibanding KP (p<0,05). 
Simpulan : IDS dosis 400 mg/kgBB dapat meningkatkan kadar HDL serum dan pada dosis 200 mg/kgBB dapat menurunkan kadar LDL serum tikus yang diinduksi DTLF.
Kata Kunci : Dislipidemia, Diet tinggi lemak dan fruktosa, Daun Sirsak, HDL, LDL
THE EFFECTS OF SOURSOP (Annona muricata) LEAF AQUEOUS EXTRACT ON LDL AND HDL SERUM LEVELS OF WISTAR RATS (Rattus norvegicus) INDUCED BY A HIGH-FAT AND FRUCTOSE DIET
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ABSTRACT
Introduction : High fat and fructose diet (HFFD) can lead to dyslipidemia due to the increasing of the level of the cholesterol, triglycerides, LDL and the decreasing level of HDL. Soursop leaves (Annona muricata) contain active compounds which can potentially improve the lipid profiles. This study investigated the effect of soursop leaves infusion in LDL and HDL serum levels of Wistar rats induced by HFFD.
Method : This study used Wistar rats aged 8-10 weeks as samples with initial body weight between 175-200g. The rats were placed into 5 groups called negative control group (N), positive control group (P), treatment 1 group (T1), treatment 2 group (T2) and treatment 3 group (T3) with 5 rats for each group. The HFFD was given for 10 weeks leading to dyslipidemia in group P, T1, T2, and T3. Soursop leaves infusion were given to T1 (100 mg/kg b.w.), T2 (200 mg/kg b.w.), and T3 (400 mg/kg b.w.) by using feeding tube, as an addition to HFFD in 10 weeks. At the end of the study, LDL and HDL serum levels were measured using the ABX Pentra procedure. Data will be analyzed by Mann Whitney test with a significance level p <0.05.
Results : HFFD can increase the LDL serum levels and can decrease HDL serum levels significantly (p<0.05). The addition of soursop leaves infusion at dose of 200 mg / kg b.w. decreased LDL serum levels about 45% compared with positive control (p <0.05). The addition of soursop leaves infusion at the dose of  400 mg / kg b.w. can increase HDL serum levels about 71% compared with positive control (p <0.05).
Conclusion : Soursop leaves infusion decreased LDL serum levels and increased HDL serum levels of Wistar rats induced by HFFD.
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PENDAHULUAN
[bookmark: _Hlk9257549]Dislipidemia merupakan kondisi peningkatan kadar kolesterol total, TG dan Low Density Lipoprotein (LDL) dan serta penurunan kadar High Density Lipoprotein (HDL), yang merupakan faktor risiko terjadinya ateroskelorosis, penyakit jantung koroner (PJK) dan stroke 1. Riskesdas (2013), menunjukkan penduduk di Indonesia yang memiliki kadar kolesterol total, LDL, TG tinggi, berturut-turut yaitu sebesar 35,9%, 15,9% dan 11,9% dan kadar HDL rendah sebesar 22,9% 2.
LDL merupakan produk metabolisme Very Low Density Protein (VLDL), yang mengandung kolesterol dan TG. LDL membawa kolesterol dan TG menuju jaringan. Sedangkan, HDL berperan dalam transport balik kolesterol, yaitu proses pengembalian kolesterol di jaringan perifer ke hepar untuk dieksresikan. Proses tersebut yang sering disebut sebagai mekanisme utama HDL untuk melindungi tubuh dari risiko aterosklerosis. Hal tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi HDL sangat penting dalam tubuh 3.
Diet tinggi lemak dan tinggi kalori, jumlah asupan makan berlebihan, jenis makanan cepat saji dan softdrink dengan kandungan gula tinggi  meningkatkan risiko gangguan metabolik seperti dislipidemia dan obesitas 4. Diet  tinggi lemak akan menyebabkan peningkatan jumlah lemak yang diserap di saluran cerna. Peningkatan jumlah lemak yang dikonsumsi meningkatkan penyimpanan lipid di jaringan adiposa dan hepar 3. Selain itu, diet tinggi lemak dapat menghambat faktor transkrip sintesis Apo-AI yang merupakan protein struktural HDL. Penurunan Apo-AI mengakibatkan HDL-nascent yang terbentuk menurun dan terjadilah penurunan kadar HDL 5. Sedangkan, diet tinggi fruktosa akan meningkatkan fruktosa yang diserap oleh usus.  Fruktosa di hepar difosforilasi menjadi fruktosa-1 fosfat dan kemudian dipecah membentuk gliseraldehida dan dihidroksiaseton fosfat. Gliseraldehida dan dihidroksiaseton fosfat diubah menjadi gliserol-3-fosfat atau gliseraldehida-3-fosfat. Gliserol-3-fosfat dan gliseraldehida-3-fosfat tersebut dapat dimetabolisme lebih lanjut menjadi fosfolipid dan TG 6.
Selain modifikasi gaya hidup, pengendalian dislipidemia saat ini menggunakan terapi farmakologis seperti golongan statin, fibrat, asam nikotinat dan bile acid sequestran. Penggunaan obat-obatan tersebut dapat menimbulkan efek samping seperti miopati, gangguan pencernaan, flushing, hiperglikemia, hiperurisemia dan lain-lain 1. Efek samping dan harga obat-obatan yang tinggi mendorong masyarakat menggunakan herbal sebagai alternatif 7. Pemanfaatan sumber daya alam sebagai metode alternatif pengobatan banyak ditemukan di masyarakat, seperti penggunaan daun sirsak (Annona muricata).
Sirsak (Annona muricata) tergolong dalam famili Annonaceae, mudah dijumpai dan telah digunakan di beberapa negara sebagai metode pengobatan tradisisonal, untuk terapi nyeri, demam, penyakit respirasi, penyakit kulit, infeksi, inflamasi, hipertensi, diabetes dan kanker seperti di Indonesia, Malaysia, Vietnam dan beberapa negara lainnya 8. 
Berdasarkan latar belakang di atas, maka peneliti tertarik untuk mengetahui efek IDS terhadap kadar LDL dan HDL serum tikus Wistar jantan induksi DTLF.


METODE
Penelitian ini dilaksanakan secara experimental laboratoric dengan desain penelitian post test group only secara in vivo yang bertujuan untuk mengetahui efek pemberian IDS terhadap penurunan kadar LDL dan peningkatan kadar HDL pada tikus Wistar jantan induksi DTLF. Penelitian dilakukan mulai  bulan Juli s.d. Oktober 2018. Proses pemeliharaan dan perlakuan tikus dilakukan di animal house Laboratorium Parasit Fakultas Kedokteran (FK) Universitas Brawijaya (UB). Pembuatan IDS dilakukan di Laboratorium Biokimia FK Universitas Islam Malang (UNISMA). Pemeriksaan kadar LDL dan HDL dilakukan di Laboratorium Patologi Klinik FK UB. Penelitian ini telah disetujui oleh Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya dengan nomor 202/EC/KEPK-S1/08/2018.

Prosedur Pembuatan Pakan DTLF
Pembuatan diet tinggi lemak mengacu pada hasil penelitian yang dilakukan oleh Murwani dkk.(2006) dan Bantle (2009) dengan cara mencampurkan PARS 20 g dengan tepung terigu 10 g, kolesterol 0,8 g, asam kolat 0,08 g dan minyak babi 1 cc dan ditambahkan fruktosa 10% dari total berat pakan yang ikut serta dicampurkan bersama pakan 9,10. Campuran diaduk merata, dibentuk bulat-bulat  dan dikeringkan. Pembuatan pakan normal atau pakan kelompok kontrol negatif dengan komposisi 22,5 gr PARS, 10 g tepung, 10 ml air untuk masing-masing tikus.

Pembuatan IDS
        Daun yang dipilih (daun bagian tengah, tidak rusak, permukaan mengkilap) dicuci dan dikeringkan dengan cara diangin-anginkan tidak kontak langsung sinar matahari hingga kadar air 10%. Daun yang sudah kering selanjutnya digiling sehingga terbentuk serbuk. Sampel serbuk tersebut diperoleh dari Balai Materia Medika, Kota Batu, Jawa Timur. Kemudian serbuk tersebut diekstraksi.  Serbuk daun kering dimasukkan dalam panci  dekok dengan bagian bawah diisi air dan telah dididihkan sampai 90-100 0C. Perbandingan serbuk dengan air, yaitu 1: 10. Panci yang berisi serbuk daun sirsak dan air direbus selama 15 menit sambil diaduk 11. Setelah dingin, ekstrak disaring menggunakan kertas Whattman no 1. Filtrat selanjutnya divacum  menggunakan evaporator  pada suhu 40-60 °C  sampai volume mencapai sekitar 1/3 bagian 12. Selanjutnya, ekstrak pekat dilakukan freez drying untuk menghasilkan ekstrak dalam bentuk serbuk kering. Pembentukan ekstrak serbuk kering bertujuan untuk menghilangkan kandungan air dan mencegah bekerjanya enzim dalam ekstrak yang dapat mengurangi efektifitas bahan aktif,  sehingga ekstrak tetap stabil dalam proses penyimpanan 13,14. 

Perawatan dan Perlakuan
		Tikus Wistar jantan, usia 8-10 minggu, berat badan 175-200 g, sebanyak 30 ekor dilakukan aklimatisasi di laboratorium selama 2 minggu. Selama pemeliharaan, tikus ditempatkan dalam kandang yang masing-masing berisi 1 ekor tikus. Pakan diberikan 45 g perhari, dan minum secara ad libitum. Pencahayaan diberikan selama 12 jam secara bergantian, dengan sirkulasi udara yang lancar. 
	Pada hari ke 14 dilakukan randomisasi secara acak dibagi dalam 5 kelompok yaitu kelompok normal, kelompok DTLF, kelompok DTLF + IDS dosis 100 mg/kgBB, kelompok DTLF + IDS dosis 200 mg/kgBB, kelompok DTLF + IDS dosis 400 mg/kgBB. Pemberian dosis didasarkan pada penelitian Wurdianing (2014) dan Yuniarti (2016) 15,16. IDS diberikan bersamaan dengan diet secara personde lambung selama 10 minggu. Kelompok normal dan kontrol positif diberikan sonde aquadest 1,5 mL. Pemberian minum secara ad libitum.

Pengambilan Sampel Darah
Pada hari ke 70 dilakukan pembedahan menggunakan anastesi injeksi ketamin 5 mg/kgBB secara intraperitoneal. Setelah tikus dipastikan teranastesi, yaitu tidak adanya respon, tikus difiksasi pada tempat operasi, selanjutnya bagian abdomen di semprot dengan alkohol 70%. Dengan menggunakan pisau diseksi dan forceps dibuat irisan bentuk V dari genital dilanjutkan ke arah atas sampai difragma untuk membuka abdomen secara komplet dan lanjut membuka thorak. Pengambilan sampel darah dilakukan melalui pungsi di ventrikel kiri sebanyak ± 3 cc, kemudian langsung dimasukkan ke dalam vacutainer.

Pengukuran Kadar HDL Dan LDL serum
Pemeriksaan profil lipid menggunakan alat ABX Pentra (Pentra C200 Analyzer), dengan menggunakan serum dari sampel darah yang telah disentrifus selama 20 menit dengan kecepatan 5000 rpm 17,18.

Analisa Data 
[bookmark: _Hlk521535968]Data yang diperoleh dikumpulkan dalam bentuk tabulasi dan diuji normalitas serta homogenitas, dan dianalisa statistik menggunakan Kruskal Wallis dengan nilai signifikansi p <0,05 dan  yang dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney untuk mengetahui adanya perbedaan antar kelompok perlakuan. Software yang digunakan untuk uji statistik, yaitu SPSS 16.0.


HASIL DAN ANALISA DATA
Hasil Pengukuran Kadar LDL serum Tikus
Kadar LDL serum pada kelompok kontrol dan perlakuan yang diberikan IDS ditunjukkan pada Gambar 1.

Gambar 1: Histogram Kadar LDL Serum Tikus 
Keterangan : Data dalam mean ± SD. a, b, c, dst. = huruf bebeda menunjukkan perbedaan signifikan (p<0,05)
Uji normalitas kadar LDL serum menunjukkan data tidak terdistribusi normal dan uji homogenitas menunjukkan variansi data homogen sehingga dilanjutkan dengan uji nonparametris, yaitu uji Kruskall Wallis dan uji Mann-Whitney untuk membandingkan antar kelompok. 
Berdasarkan uji Kruskall Wallis dan uji Mann-Whitney didapatkan kadar LDL serum KP berbeda signifikan dengan KN dan KP2. Antar kelompok perlakuan, KP2 berbeda signifikan dengan KP1 dan KP3, sedangan KP1 tidak berbeda signifikan dengan KP3. Dari hasil rata-rata kadar LDL serum, kadar LDL serum terendah adalah pada kelompok KN diikuti KP2, KP3, KP1 dan KP.

Hasil Pengukuran Kadar HDL serum Tikus
Kadar HDL serum pada kelompok kontrol dan perlakuan yang diberikan IDS ditunjukkan pada Gambar 2.


Gambar 2: Histogram Kadar HDL Serum Tikus 
[bookmark: _Hlk6352464]Keterangan : Data dalam rata-rata  ± SD. a, b, c, dst. = huruf bebeda menunjukkan perbedaan signifikan (p<0,05)
[bookmark: _Hlk12211539]Uji normalitas menunjukkan kadar HDL serum terdistribusi normal, namun uji homogenitas menunjukkan variansi data tidak homogen sehingga dilanjutkan dengan uji nonparametris, yaitu uji Kruskall Wallis dan uji Mann-Whitney untuk membandingkan antar kelompok.
Berdasarkan uji Kruskall Wallis dan uji Mann-Whitney menunjukkan HDL serum KP berbeda signifikan dengan KN dan KP3. Antar kelompok perlakuan KP1 tidak berbeda signifikan dengan KP2 dan KP3, tetapi KP2 berbeda signifikan dengan KP3. Dari hasil rata-rata kadar HDL serum, kadar HDL serum tertinggi adalah pada kelompok KN diikuti KP3, KP1, KP2 dan KP.

PEMBAHASAN
Karakteristik Sampel Penelitian 
	Penelitian ini menggunakan sampel hewan coba tikus Wistar jantan dengan berat badan awal 175-250 g. Tikus Wistar mudah diperoleh, diadaptasi dan dipelihara. Secara fisiologis tikus Wistar memiliki kemiripan dengan manusia dan sering digunakan dalam penelitian. Tikus Wistar sensitivitasnya tinggi terhadap obat dan tahan perlakuan dan lingkungan laboratorium 19,20.
	Proses adaptasi tikus dilakukan selama 2 minggu agar tikus beradaptasi dengan lingkungan laboratorium. Pemilihan tikus jantan bertujuan meminimalisir pengaruh hormonal. Tikus dipelihara dengan masing-masing satu kandang untuk satu ekor tikus. Penggunaan per ekor satu kandang bertujuan menurunkan tingkat stres, perkelahian antara tikus dan bias diet. Penggunaan kandang atau lingkungan tikus dibuat seragam mungkin untuk meminimalisir bias lingkungan.
	Beberapa metode yang digunakan untuk induksi dislipidemia yaitu dengan induksi ovariektomi, induksi jalur genetik, dan induksi diet. Pada penelitian ini menggunakan kombinasi DTLF. Diet tinggi lemak mengacu pada penelitian Murwani dkk. dan penambahan fruktosa mengacu pada penelitian Bantle. Pemilihan metode diet dikarenakan lebih mudah dan murah 9,10 .
	Hasil penelitian kelompok didapatkan bahwa pemberian  DTLF tidak menyebabkan perbedaan berat badan, BMI dan lemak viseral 21,22. Selain itu, hasil penelitian yang dilakukan oleh Indriyani (data belum dipublikasi) didapatkan bahwa DTLF menyebabkan peningkatan kadar kolesterol total namun tidak menyebabkan perbedaan kadar TG dibandingkan KN 23. Dari hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa DTLF telah mampu menyebabkan perubahan profil lipid tetapi belum mampu menyebabkan terjadinya obesitas.

Efek Pemberian DTLF terhadap Kadar HDL dan LDL Serum
Penelitian ini menunjukkan perbedaan signifikan antara kelompok KP terhadap KN (p<0,05). HDL mengalami penurunan 51% dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. LDL mengalami peningkatan 7 kali lipat  dibandingkan kelompok kontrol negatif. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Murwani et al., (2013) bahwa terjadi perubahan profil lipid tikus yang diinduksi diet tinggi lemak 10.
Komposisi diet tinggi lemak yang mengandung kolesterol, asam kolat dan minyak babi berperan dalam peningkatan LDL. Kandungan kolestrol minyak babi lebih tinggi dibandingkan dengan minyak hewani lainnya dan minyak nabati. Asam lemak jenuh minyak babi memungkinkan peningkatan LDL. Penghambatan reseptor LDL oleh lemak jenuh menyebabkan LDL ekstrahepatik tidak bisa kembali ke hepar, sehingga LDL meningkat 24. Induksi tanpa asam kolat hanya mengakibatkan peningkatan LDL dan HDL. Pemberian asam kolat  lebih meningkatkan LDL dan menurunkan kadar HDL, sehingga diduga penurunan HDL diperankan oleh asam kolat 10. Mekanisme penurunan HDL akibat pemberian asam kolat belum jelas, kemungkinan asam kolat memperantarai penurunan Apo-A1 yang merupakan komponen penyusun HDL 5. 
	Diet tinggi lemak meningkatkan FFA di sirkulasi dan selanjutnya disimpan di hepar dalam bentuk TG. Diet tinggi fruktosa mengakibatkan peningkatan pembentukan TG di hepar 25. TG di hepar dibawa oleh VLDL ke sirkulasi dan mengalami perubahan menjadi LDL. Peningkatan FFA dan peningkatan LDL juga menurunkan pembentukan Apo-A1. Penurunan ini mengganggu Lecithin Cholesterol Acyl Transferase (LCAT) dalam pembentukan HDL. Sehingga, pemberian DTLF dapat meningkatkan kadar LDL dan menurunkan kadar HDL 5.

Efek IDS terhadap Kadar LDL serum Tikus dengan DTLF
	Pemberian dosis IDS menurunkan kadar LDL serum. Pada dosis 200 mg/kgBB secara signifikan menurunkan LDL  sekitar 45% dibanding KP. Antar kelompok perlakuan Pemberian dosis 200 mg/kgBB berbeda signifikan dibandingkan pemberian dosis 100 mg/kgBB, dan 400 mg/kgBB. 
	Selain meningkatkan kadar HDL, IDS mampu menurunkan kadar LDL. LDL merupakan lipid yang berperan dalam aterogenesis. Oksidasi LDL merupakan proses yang memicu proses tersebut.  Konsentrasi LDL teroksidasi yang tinggi dalam sirkulasi dapat memicu terjadinya stres oksidatif 26. 
	Identifikasi zat aktif infusa daun sirsak didapatkan  adanya senyawa golongan flavonoid, fenol, alkaloid, dan terpenoid tetapi tidak mengandung saponin dan steroid (Damayanti, belum dipublikasi) 27. Senyawa aktif alkaloid, terpenoid dan polifenol menghambat kerja enzim lipase pankreas, sehingga penyerapan lemak di usus terhambat 28,29,30. Flavonoid menghambat sekresi ApoB  dan meningkatkan  transpor kolesterol dalam LDL serta membantu meningkatkan ekspresi reseptor LDL di jaringan sehingga kadar kolesterol dalam LDL di darah menurun 31,32,33. Flavonoid juga dapat menghambat transporter GLUT 5 sehingga penyerapan fruktosa di saluran cerna menurun 34. Flavonoid, alkaloid dan polifenol dapat menurunkan sintesis kolesterol di hepar dengan menghambat kerja   3-hidroksi-3-metilglutaril (HMG-CoA) reduktase, yaitu enzim yang berperan pada sintesis kolesterol 35,36.

Efek IDS terhadap Kadar HDL serum Tikus dengan DTLF 
	Penelitian ini menunjukkan rerata kadar HDL serum pada pemberian IDS meningkatkan kadar HDL serum. Pemberian dosis 400 mg/kgBB meningkatkan HDL  secara signifikan sekitar 71% dibanding KP. Antar kelompok perlakuan Pemberian dosis 400 mg/kgBB tidak berbeda signifikan dengan dosis 100 mg/kgBB tetapi berbeda signifikan dibandingkan dosis 200 mg/kgBB.
	HDL berperan penting dalam transpor kolesterol dari jaringan perifer ke hepar untuk diuraikan, sehingga HDL berperan sebagai anti-aterogenik. Pada kondisi dislipidemia, HDL dapat berperan sebagai antioksidan dengan menghambat akumulasi lipid hidroksiperoksida 37. 
	Flavonoid diduga sebagai senyawa utama yang mempengaruhi metabolisme HDL. Flavonoid meningkatkan HDL melalui biosintesis HDL dan peningkatan reverse transport cholesterol. Biosintesis HDL meningkat dikarenakan flavonoid meningkatkan produksi Apo-A1 38. Apo-A1 berperan sebagai enzim kofaktor untuk LCAT serta ligan untuk berikatan dengan reseptor HDL di jaringan 39. LCAT berperan mengubah kolesterol bebas menjadi ester kolesterol, sehingga berperan dalam pembentukan HDL. Ester kolesterol yang terkumpul di HDL tersebut menuju hepar. Proses peningkatan HDL pada penelitian ini diduga diperankan oleh senyawa flavonoid yang terkandung dalam daun sirsak.
	Penelitian Indriyani (belum dipublikasi) menunjukkan bahwa pemberian IDS dosis 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB maupun 400 mgkg/BB belum mampu menurunkan kadar TG secara signifikan. Pada dosis 100 mg/kgBB dan 400 mgkg/BB menunjukkan peningkatan kadar kolesterol total secara signifikan dibandingkan KP sedangkan dosis 200 mg/kgBB tidak berbeda signifikan dibandingkan KP 23.

SIMPULAN
Induksi DTLF selama 10 minggu dapat menurunkan kadar HDL dan  meningkatkan kadar LDL. Pemberian IDS dosis 200 mg/kgBB menurunkan kadar LDL serum tikus Wistar induksi DTLF. Pemberian IDS dosis 400 mg/kgBB meningkatkan kadar HDL serum tikus Wistar induksi DTLF.
         
SARAN
	Berdasarkan hasil penelitian yang didapat peneliti menyarankan bagi peneliti selanjutnya untuk melakukan penelitian lanjutan dengan memperlama proses pemberian diet sebagai induksi obesitas.
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