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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk menguji pengaruh ekstrak etanol daun mimba  (Azadirachta indica)
terhadap kadar apoprotein A dan apoprotein B tikus putih (Rattus norvegicus L.) yang diberi pakan tinggi lemak. Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap, sebanyak 24 ekor tikus putih jantan dewasa digunakan sebagai hewan uji, dibagi 6 perlakuan dan 4 kali ulangan. Perlakuan meliputi P0 (control), P1 (pakan tinggi lemak), P2 (simvastatin 8 mg), P3; P4; dan P5 (uji dosis ekstrak etanol daun mimba 75; 100; dan 125 mg). Hari terakir perlakuan, hewan dikorbankan dan diambil darahnya untuk analisis  kadar apoprotein A dan apoprotein B. Kadar apoprotein A dan apoprotein B serum darah ditentukan dengan metode colorimetric enzymatic menggunakan cobas c reagents kits. Kadar apoprotein A dan apoprotein B serum darah diukur dengan menggunakan Roche/Hitachi cobas c systems automatically calculate. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pakan tinggi lemak berpengaruh meningkatkan kadar apoprotein B,  ekstrak etanol daun mimba berpengaruh meningkatkan kadar apoprotein A dan menurunkan kadar apoprotein B. 

Kata kunci : ekstrak etanol daun Mimba, ransum tinggi lemak, apoprotein A dan apoprotein B
ABSTRACT

This study aimed to examine the effect of the ethanol extract of neem leaves (Azadirachta indica)
on the levels of apoprotein A and apoprotein B of white rats (Rattus norvegicus L.) fed high-fat rations. The study used a completely randomized design, 24 adult male white rats were used as test animals, divided into 6 treatments and 4 replications. The treatments included P0 (control), P1 (high-fat ration), P2 (simvastatin 8 mg), P3; P4; and P5 (test dose of ethanol extract of mimba leaves 75; 100, and 125 mg). On the last day of treatment, the animals were sacrificed and their blood was collected for analysis of apoprotein A and apoprotein B levels. The levels of apoprotein A and apoprotein were determined by colorimetric enzymatic method using Cobas C reagents kits. Blood serum apoprotein A and apoprotein B levels were measured using Roche / Hitachi cobas c systems automatically calculate. The results showed that high-fat ration had an effect on increasing levels of apoprotein B, ethanol extract of neem leaves had an effect on increasing levels of apoprotein A and decreasing levels of apoprotein B.
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PENDAHULUAN

 Hiperlipidemia merupakan  kondisi dimana terjadi gangguan metabolisme yaitu kadar kolesterol plasma dan/atau trigliserida mengalami peningkatan. Kadar kolesterol plasma mewakili nilai kolesterol total dan  trigliserida mencerminkan  kadar kilomikron dan VLDL (Katzung, 2002).

 Level kolesterol meningkat akibat konsumsi pakan tinggi lemak dapat terjadi karena lemak yang masuk ke dalam tubuh  sebagian akan dikonversi menjadi kolesterol. Lemak yang berasal dari sintesis endogen dan ransum, akan ditransportasikan ke hepar. Lemak yang berasal dari sintesis endogen dibebaskan dan ditranportasikan ke hati dalam bentuk asam lemak bebas, sedangkan lemak dari ransum ditranportasikan dalam bentuk kilomikron (Mayes and Botham, 2003b). 
 Kolesterol di dalam darah tidak dalam keadaan bebas bersirkulasi, tetapi dalam partikel-bentuk partikel lipoprotein. Lipoprotein tersusun dari  lemak dan protein, di dalam serum darah, lipoprotein dibagi menjadi 4 jenis yaitu kilomikron, VLDL, LDL dan  HDL (Mayes and Botham, 2003a). 

  Apolipoprotein (protein dan polipeptida) ditemukan pada setiap lipoprotein. Di dalam tatanama ABC, apolipoprotein utama HDL (α-lipoprotein) dipakai simbol A. Apolipoprotein utama LDL (β-lipoprotein) adalah apolipoprotein B, yang juga ditemukan pada VLDL dan kilomikron. Apo B pada kilomikron (B-48) lebih kecil daripada apo B-100 pada LDL atau VLDL.  Peran apolipoprotein yaitu: (1) Membentuk bagian struktur dari struktur protein, contohnya apo B, (2) Merupakan kofaktor enzim, contohnya C-H dipakai lipoprotein lipase, A-I dipakai lesitin:kolesterol asiltransferase; dan (3) Bertindak sebagai ligand untuk interaksi dengan reseptor lipoprotein dalam jaringan, contohnya apo B-100 dipakai oleh  reseptor LDL,  dan apo A-I dipakai oleh reseptor HDL (Mayes and Botham, 2003b). Haksa (2010) menyatakan bahwa Apoprotein B adalah protein utama di dalam  partikel lipoprotein aterogenik dan terutama ada di dalam partikel LDL. Setiap partikel LDL mempunyai  satu molekul apo B, hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi apoprotein B berbanding lurus dengan  jumlah partikel LDL di dalam tubuh.

         Sherwood (2001) menyatakan kalainan  pada arteria dapat terjadi karena meningkatnya konsentrasi kolesterol LDL dan VLDL di dalam darah (hiperkolesterol). Meningkatnya  konsentrasi kolesterol tersebut  dapat terjadi apabila ada gangguan proses sintesis  kolesterol di dalam hati atau intestinm tenue. Libby and  Theroux (2005) menyebutkan  konsentrasi kolesterol LDL yang tinggi dapat  menyebabkan terjadinya penimbunan kolesterol di sel endotel, hal ini dapat menyebabkan terjadinya aterosklerosis dan di dinding pembuluh darah terbentuk plak. 

         Tembe-Fokunang et al. (2019) membuktikan  bahwa senyawa dalam daun mimba dapat menurunkan risiko terjadinya penyakit jantung dan pembuluh darah yang disebabkan  kadar kolesterol yang tinggi. Isdadiyanto et al. (2020)  menyatakan bahwa tikus putih yang diberi ransum tinggi lemak dan setelah paparan ekstrak etanol daun mimba selama 48 hari menyebabkan naiknya konsentrasi HDL serta turunnya  konsentrasi TG dan LDL. 

           Hasil analisis ekstrak daun Azadirachta indica mengandung 6 senyawa yaitu quercetin 3 o-b-d-glucoside, myricetin-3-0-rutinoside, quercetin-3-o-rutinoside, Kaempferol-3-o-rutinoside, Kaempferol-3-o-B-D-glukoside, quercetin-3-o-L-rhamnoside (Chattopadhyay,1999). Lebih lanjut dikatakan bahwa Azadirachta indica pada dosis 500mg/kgBB dapat menurunkan kadar kolesterol pada tikus yang diinduksi diabetik (Chattopadhyay and bandyopadhyay, 2005)

            Berdasarkan fakta tersebut maka perlu dilakukan penelitian mengenai konsentrasi apoprotein A dan apoprotein B serum darah tikus putih (Rattus norvegicus L.) yang diberi pakan tinggi lemak setelah diberi ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica).
Metode penelitian


Penelitian ini menggunakan Tikus putih (Rattus norvegicus L.) jantan yang diberi ransum tinggi lemak sebanyak 24 ekor umur 2 bulan, dengan perlakuan pemberian esktrak ethanol daun mimba (A. indica) per oral. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan 6 perlakuan (selama 45 hari) dan 4 ulangan, yaitu : P0 = Kontrol negatif diberikan ransum komersial, P1= kontrol positif diberi  ransum lemak tinggi dan kuning telur bebek per oral 2,5 ml / g BB, P2= diberi  ransum lemak tinggi dan kuning telur bebek per oral 2,5 ml/ 200 g BB + 8 mg / g  BB simvastatin dalam 1 ml air suling, P3= diberi lemak tinggi ransum dan kuning telur bebek  secara oral 2,5 ml / 200 g BB + 75 mg / g BW ekstrak etanol daun  nimba (A. indica) dalam 1 ml air suling, P4= diberi ransum lemak tinggi dan bebek  kuning telur per oral 2,5 ml / 200 g BB + 100 mg / g ekstrak etanol daun mimba (A. indica) dalam 1 ml air suling, dan P5=diberi ransum lemak tinggi dan telur bebek kuning telur per oral 2,5 ml / 200 g  BB + 125 mg / g BB ekstrak etanol daun mimba (A. indica) dalam 1 ml air suling. 
            Cara pembuatan ekstrak ethanol daun A. indica: Ekstrak daun A. indica yang diperoleh dengan cara memetik daun yang berasal dari satu pohon. Daun yang diperoleh, dicuci bersih dengan air mengalir. Daun dikeringkan dengan oven pada suhu 40 oC selama 10 hari. Daun yang telah kering, dibuat tepung dengan cara dihancurkan dengan blender, kemudian diayak. Tepung daun dilarutkan diekstraksi dengan menggunakan ethanol murni. Ekstrak ethanol daun A. indica dibuat sediaan bahan perlakuan dengan dosis 75, 100, 125 mg/200gBB/hari.
            Cara pembuatan Pakan Lemak Tinggi: Pakan tinggi lemak terdiri dari pakan komersial dan minyak jelantah (reused cooking oil). Minyak jelantah yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari minyak goreng kemasan satu liter yang digunakan untuk menggoreng tahu seberat 450 g selama 10 menit pada suhu 150-1650 C dengan teknik deep fat frying (Muhartono et al., 2018) sebanyak sembilan kali penggorengan (Hanung et al., 2019). 


Konsentrasi apoprotein A dan apoprotein B serum darah dianalisis dengan metode colorimetric enzymatic menggunakan cobas c reagents kits. Konsentrasi apoprotein A dan apoprotein B serum darah ditentukan dengan memakai alat  Roche/Hitachi cobas c systems automatically calculate. 
            Konsentrasi apoprotein A dan apoprotein B dianalisis menggunakan ANOVA yang dilanjutkan dengan Uji Duncan dengan taraf signifikansi 5% dengan menggunakan perangkat lunak SPSS 10,0.
hasil dan pembahasan
Data hasil pengukuran konsentrasi apoprotein A dan  apoprotein B pada tikus Rattus norvegicus L.) setelah perlakuan tersusun pada Tabel 1. Hasil perhitungan rerata konsentrasi apoprotein A pada tiap perlakuan menunjukkan bahwa konsentrasi apoprotein A kelompok tikus putih yang diberi pakan lemak normal dan pakan tinggi lemak, diberi pakan tinggi lemak + 75 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 100 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 125 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica  berbeda signifikan (P<0,05); konsentrasi apoprotein A kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak dan pakan lemak normal, diberi pakan tinggi lemak + 75 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 100 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 125 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica berbeda signifikan (P<0,05); konsentrasi apoprotein A kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak etanol daun A. indica dan pakan lemak normal, pakan tinggi lemak berbeda signifikan (P<0,05); konsentrasi apoprotein A kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak etanol daun A. indica dan pakan lemak normal, pakan lemak tinggi berbeda signifikan (P<0,05). Hal ini membuktikan bahwa pakan tinggi lemak dapat menurunkan kadar apoprotein A dan ekstrak etanol daun A. indica  dapat meningkatkan konsentrasi apoprotein A tikus putih setelah perlakuan dengan pakan tinggi lemak. 

Mayes dan Botham (2003b) menyatakan level kolesterol meningkat akibat konsumsi pakan tinggi lemak dapat terjadi karena lemak yang masuk ke dalam tubuh  sebagian akan dikonversi menjadi kolesterol. Lemak yang berasal dari sintesis endogen dan ransum, akan ditransportasikan ke hepar. Lemak yang berasal dari sintesis endogen dibebaskan dan ditranportasikan ke hati dalam bentuk asam lemak bebas, sedangkan lemak dari ransum ditranportasikan dalam bentuk kilomikron. 
Tabel 1. Data Konsentrasi apoprotein A, apoprotein B dan Kolesterol total (mg/dl) pada tikus semua   

               kelompok
	Kelompok Perlakuan
	                                      Variabel
	

	
	Apoprotein A
(mg/dl)

(Mean ± SD)
	Apoprotein B    

(mg/dl)

(Mean ± SD)
	Kolesterol total

(mg/dl)

(Mean ± SD)

	P0
	8,25 [image: image2.png]


 0,64a  
	3,93 [image: image4.png]


 0,55a               
	105,90±2,37a

	P1
	2,62 [image: image6.png]


 0,51b         
	6,92 [image: image8.png]


 0,46b                
	133,51±2,96c

	P2
	6,00 [image: image10.png]


 0,51c       
	2,96 [image: image12.png]


 0,20c            
	114,49±2,06b

	P3
	6,10 [image: image14.png]


 0,27c       
	3,00 [image: image16.png]


 0,16c            
	117,07±0,61b

	P4
	6,15 [image: image18.png]


 0,56c       
	3,16 [image: image20.png]


 0,32c            
	114,80±1,99b

	P5
	6,13 [image: image22.png]


 0,55c       
	3,15 [image: image24.png]


 0,29c            
	106,18±2,25a


	Keterangan:
	Angka yang diikuti huruf yang sama pada setiap kolom tidak berbeda nyata,  huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan (N=5, P<0,05). P0: Kontrol negatif, P1: Kontrol positif, diberi pakan tinggi lemak, P2: diberi pakan tinggi lemak + 8 mg/200gBB simvastatin, P3: diberi pakan tinggi lemak + 75 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, P4: diberi pakan tinggi lemak + 100 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, P5: diberi pakan tinggi lemak + 125 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica


Hasil perhitungan rerata konsentrasi apoprotein B pada perlakuan kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak etanol daun A. indica dan pakan lemak normal maupun pakan tinggi lemak memperlihatkan perbedaan yang signifikan (P<0,05). Hasil ini menunjukkan bahwa konsentrasi apoprotein B kelompok tikus putih yang diberi pakan lemak normal dan pakan tinggi lemak, diberi pakan tinggi lemak + 75 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 100 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 125 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica  berbeda signifikan (P<0,05); konsentrasi apoprotein B kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak dan pakan lemak normal, diberi pakan tinggi lemak + 75 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 100 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 125 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica berbeda signifikan (P<0,05); konsentrasi apoprotein B kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak etanol daun A. indica dan pakan lemak normal, pakan tinggi lemak berbeda signifikan (P<0,05); konsentrasi apoprotein B kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak etanol daun A. indica dan pakan lemak normal, pakan lemak tinggi berbeda signifikan (P<0,05). Hal ini membuktikan bahwa pakan lemak tinggi meningkatkan konsentrasi apoprotein B dan ekstrak etanol daun A. indica dapat menurunkan konsentrasi apoprotein B pada tikus putih setelah perlakuan dengan pakan tinggi lemak. 
Haksa (2010) menyatakan bahwa Apoprotein B adalah protein utama di dalam  partikel lipoprotein aterogenik dan terutama ada di dalam partikel LDL. Setiap partikel LDL mempunyai  satu molekul apo B, hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi apoprotein B berbanding lurus dengan  jumlah partikel LDL di dalam tubuh.

Prevalensi aterosklerosis dapat diakibatkan oleh banyak faktor yang berkaitan dengan pola hidup dan kebiasaan yang cenderung mengkonsumsi ransum tinggi lemak (Maryani dkk., 2016). Sherwood (2001) menyatakan kalainan  pada arteria dapat terjadi karena meningkatnya konsentrasi kolesterol LDL dan VLDL di dalam darah (hiperkolesterol). Meningkatnya  konsentrasi kolesterol tersebut  dapat terjadi apabila ada gangguan proses sintesis  kolesterol di dalam hati atau intestinm tenue. Libby and  Theroux (2005) menyebutkan  konsentrasi kolesterol LDL yang tinggi dapat  menyebabkan terjadinya penimbunan kolesterol di sel endotel, hal ini dapat menyebabkan terjadinya aterosklerosis dan di dinding pembuluh darah terbentuk plak.

Hasil perhitungan rerata konsentrasi kolesterol total pada perlakuan kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak etanol daun A. indica dan pakan lemak normal maupun pakan tinggi lemak memperlihatkan perbedaan yang signifikan (P<0,05). Hasil ini menunjukkan bahwa konsentrasi kolesterol total kelompok tikus putih yang diberi pakan lemak normal dan pakan tinggi lemak, diberi pakan tinggi lemak + 75 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 100 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 125 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica  berbeda signifikan (P<0,05); konsentrasi kolesterol total kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak dan pakan lemak normal, diberi pakan tinggi lemak + 75 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 100 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica, diberi pakan tinggi lemak + 125 mg/200gBB ekstrak etanol daun A. indica berbeda signifikan (P<0,05); konsentrasi kolesterol total kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak etanol daun A. indica dan pakan lemak normal, pakan tinggi lemak berbeda signifikan (P<0,05); konsentrasi kolesterol total kelompok tikus putih yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak etanol daun A. indica dan pakan lemak normal, pakan lemak tinggi berbeda signifikan (P<0,05). Ha ini sesuai dengan hasil penelitian  Setiawati dkk. (2016) asupan lemak ke dalam tubuh dengan jumlah yang banyak dapat meningkatkan kolesterol total darah. Hasil rerata Konsentrasi kolesterol total berbanding lurus dengan konsentrasi Apoprotein B (Tabel 1).
         Aterosklerosis terkait erat dengan peningkatan LDL. Kadar LDL yang tinggi menyebabkan tingginya kadar LDL pada tunika intima, selanjutnya LDL tunika intima mengalami oksidasi dan menarik monosit dari sirkulasi darah, kemudian terbentuk makrofag (Yanuartono, 2007). Terjadinya akumulasi lemak, makrofag serta trombosit pada lapisan intima dan lapisan media menyebabkan dinding pembuluh darah menebal yang mengakibatkan diameter lumen  semakin berkurang atau menyempit (Zhou et al., 2016). 

Berdasarkan rerata  konsentrasi apoprotein A dan apoprotein B pada perlakuan menunjukkan bahwa pakan tinggi lemak berpotensi terjadinya  risiko penyakit jantung koroner dan ekstrak etanol daun A. indica dapat menurunkan risiko penyakit jantung koroner pada tikus putih setelah perlakuan dengan pakan tinggi lemak. 

KESIMPULAN

      Berdasarkan hasil dan pembahasan yang telah dilakukan, maka pakan  tinggi lemak berpengaruh meningkatkan konsentrasi apoprotein B, ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica)  berpengaruh meningkatkan konsentrasi apoprotein  A dan menurunkan konsentrasi apoprotein  B.
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