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ABSTRAK

Daun kersen (Muntingia calabura L.) diketahui mengandung flavonoid, seperti kuersetin, yang
berpotensi antihiperglikemik. Penelitian ini bertujuan mengoptimasi pemodelan diabetes melitus
(DM) pada zebrafish dan mengevaluasi aktivitas hipoglikemik ekstrak etanol daun kersen. Ekstrak
distandardisasi melalui penetapan kadar air dan identifikasi KLT menggunakan pembanding
kuersetin. Dua pendekatan model DM dievaluasi, yakni perendaman dalam glukosa 4% serta
kombinasi glukosa 2% dengan pakan tinggi lemak. Uji hipoglikemik membandingkan kontrol
normal, kontrol negatif (glukosa 4%), kontrol positif (metformin 1,65 mg/dL), dan tiga dosis
ekstrak (50, 100, 150 mg/L) pada hari ke-0, 3, 5, 7, dan 14. Ekstrak memenuhi mutu awal (kadar
air 3,69%; bercak KLT dengan Rf 0,346 ko-migrasi dengan kuersetin). Perendaman dalam
glukosa 4% menghasilkan zebrafish hiperglikemia dengan kadar gula darah >1,5x dari nilai
baseline, responsif terhadap metformin, dan bermortalitas rendah, sedangkan induksi dengan
kombinasi pakan dan glukosa gagal karena mortalitas £30%/hari. Pada pengujian hipoglikemik,
kadar glukosa kontrol negatif meningkat hingga 227 + 5,37 mg/dL (H14), sementara metformin
menurunkannya menjadi 29,5 + 2,43 mg/dL (H14; —73,5%). Ekstrak menurunkan glukosa secara
bermakna pada seluruh dosis; dosis 150 mg/L mencapai 24,5 + 1,05 mg/dL (—78,0%) dan lebih
rendah daripada metformin, sedangkan dosis 50-100 mg/L berada pada 40,17-38,83 mg/dL
(—63,9% s.d. —65,1%). Analisis ANOVA satu arah/Welch menunjukkan perbedaan signifikan
antar-kelompok dan antar-waktu (p<0,001), dan uji lanjut Games—Howell mengonfirmasi bahwa
seluruh dosis ekstrak berbeda bermakna dari kontrol negatif, dengan dosis 150 mg/L lebih efektif
dibanding 50-100 mg/L pada H14. Temuan ini menegaskan bahwa model zebrafish glukosa 4%
optimal untuk skrining antidiabetes dan bahwa ekstrak daun kersen memiliki aktivitas
hipoglikemik signifikan yang mendukung pengembangannya sebagai kandidat obat antidiabetes
alami.

Kata kunci : Muntingia calabura; Zebrafish; Hiperglikemia; Metformin; Flavonoid.

ABSTRACT

Muntingia calabura L. leaves contain flavonoids, notably quercetin, with putative
antihyperglycaemic activity. This study aimed to optimise a zebrafish model of diabetes mellitus
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(DM) and to evaluate the hypoglycaemic activity of the ethanolic leaf extract. The extract was
standardised by determining moisture content and by thin-layer chromatography (TLC) using
quercetin as the reference standard. Two DM-induction approaches were assessed: immersion in
4% glucose and a combination of 2% glucose with a high-fat diet. The hypoglycaemic test
compared a normal control, a negative control (4% glucose), a positive control (metformin, 1.65
mg/dL), and three extract doses (50, 100, and 150 mg/L) on days 0, 3, 5, 7, and 14. The extract
met initial quality requirements (moisture 3.69%, a TLC band with Rf 0.346 co-migrated with
quercetin). Immersion in 4% glucose produced hyperglycaemic zebrafish with blood glucose
>1.5% baseline, responsive to metformin and associated with low mortality, whereas the diet—
glucose combination failed due to ~30% daily mortality. In the efficacy assessment, blood glucose
in the negative control rose to 227 + 5.37 mg/dL (Day 14), while metformin reduced it to 29.5 +
2.43 mg/dL (Day 14; —73.5%). The extract significantly reduced blood glucose at all tested doses;
the 150 mg/L dose achieved 24.5 + 1.05 mg/dL (—78.0%) and was lower than metformin, whereas
the 50—100 mg/L doses yielded 40.17—38.83 mg/dL (—63.9% to —65.1%). One-way ANOVA/Welch
analysis showed significant differences between groups and across time points (p < 0.001), and
Games—Howell post hoc testing confirmed that all extract doses differed significantly from the
negative control, with 150 mg/L being more effective than 50—100 mg/L at day 14. These findings
indicate that the 4% glucose zebrafish model is optimal for antidiabetic screening and that
Muntingia calabura leaf extract exhibits significant hypoglycemic activity, supporting its
development as a natural antidiabetic drug candidate.

Keywords: Muntingia calabura; Zebrafish; Hyperglycemia, Metformin,; Flavonoid.

PENDAHULUAN
Diabetes melitus (DM) adalah

Federation, 2021). Terapi konvensional
seperti insulin dan obat hipoglikemik oral

gangguan  metabolik  yang  ditandai seperti metformin dan acarbose masih

hiperglikemia kronis akibat defisiensi sekresi memiliki keterbatasan, diantaranya potensi

insulin, gangguan kerja insulin, atau ketergantungan dosis dan efek samping

keduanya;  kondisi ini  mengganggu seperti hipoglikemia, gangguan

metabolisme karbohidrat, lipid, dan protein gastrointestinal, dan risiko asidosis laktat

(Kharroubi & Darwish, 2015; American
Diabetes Association, 2010). Secara global,
10,5% orang dewasa berusia 20—79 tahun
hidup dengan DM dan lebih dari 90% di
antaranya adalah DM tipe 2. Jumlah kasus
DM diperkirakan meningkat dari 537 juta
pada 2021 menjadi 643 juta pada 2030 dan
783 juta pada 2045. Indonesia menempati
peringkat kelima dengan sekitar 19,5 juta

penyintas pada 2021 (International Diabetes
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(Liang et al., 2024). Keterbatasan tersebut
mendorong eksplorasi alternatif berbasis
tanaman obat yang secara luas digunakan
karena profil keamanan yang relatif lebih
baik, biaya rendah, dan penerimaan yang
cukup baik di kalangan masyarakat (Hussain
et al.,2020).

Indonesia memiliki lebih dari 500
spesies tanaman dengan potensi

hipoglikemik melalui kandungan
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polisakarida, protein, flavonoid, alkaloid,
steroid, dan terpenoid (Putrimarlin et al.,
2022). Salah satu kandidat yang potensial
adalah kersen (Muntingia calabura L.), yang
secara  tradisional  digunakan
antiinflamasi dan obat untuk DM
(Handayani, 2015; Khasanah et al., 2020;

Ilkafah, 2018). Daun M.

sebagai

calabura
mengandung flavonoid, senyawa fenolat, dan
saponin yang dilaporkan memiliki aktivitas
antioksidan yang berpotensi melindungi sel B
pankreas. Flavonoid, terutama kuersetin,
dilaporkan dapat menghambat transporter
glukosa usus (GLUT2), sementara saponin
berperan sebagai inhibitor o-glukosidase
(Muthmainah et al., 2022; Shafira et al.,
2021; Fiana & Oktaria, 2016).

Penelitian sebelumnya mendukung
potensi M. calabura sebagai antidiabetes.
Ekstrak  etanol 50% M.  calabura
menunjukkan penghambatan a-glukosidase
(IC50 0,46 + 0,05 pg/mL) dan a-amilase
(IC50 26,39 + 3,93 ug/mL) (Zolkeflee et al.,
2022). Infusa daun M. calabura menurunkan
glukosa darah pada mencit hiperglikemia
(Febrina & Sari, 2019. Selain itu, ekstrak
daun M. calabura dilaporkan memperbaiki
sel B pankreas pada tikus yang diinduksi
aloksan (Andalia et al., 2017). Meskipun
demikian, basis bukti in vivo terhadap

aktivitas antidiabetes M.calabura masih
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terbatas dan memerlukan validasi dengan
model hewan yang efisien dan terstandar.

Ikan zebra (zebrafish/Danio rerio)
merupakan model yang relevan untuk
penyakit metabolik karena kesetaraan
fisiologi dan regulasi endokrin dengan
manusia, tubuh transparan, dan kemudahan
pemeliharaan (Zang et al., 2017; Nishio et
al., 2012; Cao et al., 2023). Berbagai
protokol induksi DM terhadap zebrafish
misalnya perendaman glukosa, aloksan, dan
pakan tinggi lemak telah dilakukan dan
dilaporkan ~ memiliki  kelebihan  dan
kekurangan (Cao et al., 2023), sehingga
diperlukan optimasi untuk menghasilkan
model yang stabil, responsif terhadap kontrol
positif, dan bermortalitas rendah. Oleh
karena itu, diperlukan optimasi untuk
menghasilkan model DM pada zebrafish
yang stabil, responsif terhadap kontrol
positif, dan memiliki mortalitas rendah
sehingga layak digunakan sebagai platform
skrining in vivo.

Berdasarkan latar belakang tersebut,
penelitian ini bertujuan (i) mengoptimasi
pemodelan DM pada zebrafish melalui
evaluasi komparatif (head-to-head) protokol
induksi yang lazim digunakan, dan (i1)
mengevaluasi aktivitas hipoglikemik ekstrak
etanol daun M. calabura pada model terpilih
menggunakan desain dosis bertingkat dengan
pengukuran  kadar

glukosa  berulang.
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Kebaruan penelitian ini terletak pada
penggabungan dua aspek yang sebelumnya
belum dilaporkan secara terpadu, yaitu (1)
optimasi  sistematis beberapa protokol
induksi DM zebrafish dalam satu kerangka
eksperimental yang sama, dan (2) pengujian
langsung efikasi ekstrak M. calabura pada
model yang telah teroptimasi. Berbeda
dengan studi terdahulu yang umumnya
menggunakan satu jenis hewan pengerat
dengan satu protokol induksi dan titik akhir
tunggal, desain ini memungkinkan pemilihan
model yang paling stabil dan sensitif
terhadap kontrol positif sebelum uji ekstrak
dilakukan, sehingga meningkatkan validitas
translasi dan kekuatan inferensi efek
antidiabetes M. calabura. Secara praktis,
penelitian ini diharapkan dapat menyediakan
platform skrining in vivo yang cepat, hemat
biaya, dan mudah direplikasi sekaligus
memperkuat dasar ilmiah pengembangan
berbasis

fitofarmaka antidiabetes

biodiversitas Indonesia.

METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat khusus. Accu-Chek Instant®
meter dan Accu-Chek® test strip (Roche);
moisture analyzer (Yamata, tipe YMA 100);
akuarium kaca 4-5 L dengan aerator, dan

termometer air; plat KLT silika gel GF254.
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Bahan. Ekstrak etanol daun Muntingia
calabura L.; toluena p.a., etil asetat p.a.,
asam format p.a. (=98%), etanol 96%; reagen
sitroborat (campuran asam sitrat dan asam
borat); standar kuersetin (>98%); glukosa
anhidrat p.a.; pakan ikan Otohime B2
(Marubeni Nisshin);

Hewan uji. Zebrafish dewasa (Danio
rerio) galur wild-type, umur 5-6 bulan,
determinasi taksonomi dilakukan di Zoologi
ITB. Aklimatisasi 14 hari pada suhu 28 + 1
°C, pH 6,8-7,0, siklus cahaya 14 jam terang
: 10 jam gelap, aerasi kontinu, pakan standar
2-3x/hari. Penelitian disetujui oleh Komisi
Etik Penelitian Universitas Padjadjaran (No.
66/UN6.KEP/EC/2025).

Jalannya Penelitian
1. Pemeriksaan Kualitas Ekstrak
1.1 Kadar Air

Sebanyak 0,500 g ekstrak ditimbang
pada pan moisture analyzer yang telah ditara
dengan  aluminium  foil, selanjutnya
dilakukan pemanasan otomatis hingga suhu
mencapai 105 °C hingga diperoleh massa
konstan, hasil dinyatakan sebagai % b/b.

1.2 KLT Identitas Flavonoid

Plat silika gel GF254 dipanaskan 110
°C selama 15 menit. Chamber dijenuhkan 30
menit dengan fase gerak toluena : etil asetat :
asam format (7:2,5:0,5) dengan volume total
10 ml. Sampel (ekstrak dilarutkan etanol
96%) dan kuersetin 200 ppm ditotol pada
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garis awal (lebar spot +£5 mm), dielusi hingga
jarak rambat 7,5 cm. Plat dikeringkan,
diobservasi pada UV 254/366 nm, kemudian
disemprot  sitroborat.  Bercak  positif
flavonoid ditandai fluoresensi kuning-
kehijauan. Rf dihitung dan dibandingkan
dengan pembanding (Hidayah, A.A.P. &
Hidayatullah, M.H.).

1.3 Optimasi Model Diabetes Melitus
(DM)

Pengujian dilakukan dengan dua
pendekatan induksi untuk menentukan model
paling stabil dan aman:

1.3.1 Perendaman Glukosa 4% (w/v)

Larutan glukosa disiapkan segar
dengan air deklorinasi. Sebanyak 30 ekor
ikan dipelihara dalam 3 L media/akuarium,
media diganti 24-jam sekali. Pakan
dihentikan dan medium diganti dengan air
biasa 6-8 jam sebelum pengukuran glukosa
1.3.2 Kombinasi Pakan Tinggi Lemak +

Glukosa 2%

Sebanyak 30 ekor ikan dipelihara
dalam 2 L media glukosa 2% dan diberi
pakan Otohime B2 berlebih (£120
mg/ikan/hari, dibagi 6 kali) hingga 3 minggu.
Pakan dihentikan dan medim diganti dengan
air biasa 12 jam sebelum pengukuran glukosa

Kriteria keberhasilan model: (i)
glukosa 6- meningkat >1,5% dibanding
kelompok normal; (i) fenotipe bertahan

setelah wash-out singkat; (iil)) respons

..... Pharmacoscript Special Issue Desember 2025

terhadap kontrol positif (metformin); (iv)
mortalitas harian rendah. Model dengan
performa terbaik digunakan pada uji efikasi.
1.4 Verifikasi Persistensi Hiperglikemia

Ikan hiperglikemik dari model terpilih
dipindahkan ke media bebas glukosa 5 L
selama 7 hari (wash-out) dan diberi pakan
standar 3 kali/hari. Kadar glukosa puasa
dipantau secara berkala pada hari ke-0 wash-
out (HO0", segera sebelum pemindahan), hari
ke-3, ke-5, dan ke-7 setelah puasa 68 jam.
Fenotipe DM dianggap stabil dan persisten
apabila rata-rata kadar glukosa selama
periode wash-out tetap >1,5x kadar glukosa
kelompok normal dan tidak menunjukkan
penurunan >20% dari nilai HO". Ikan yang
memenuhi kriteria ini kemudian digunakan
dalam uji aktivitas hipoglikemik.
1.5 Rancangan Uji Aktivitas

Hipoglikemik

Desain posttest-only dengan simple
random sampling. Ukuran sampel mengikuti
aturan uji ANOVA satu arah p(n—1) > 15 (p
= jumlah kelompok), dengan 7 kelompok,
sehingga diperoleh n > 4 ekor/kelompok.
Pada  pengujian  ini  digunakan 6
ekor/kelompok untuk mengantisipasi atrisi.
Hewan wuji dibagi menjadi 6 kelompok
berikut: (1) kelompok normal (tanpa
induksi), (2) kelompok kontrol negatif (DM,
model terpilih), (3) kelompok kontrol positif
(metformin, 1,65 mg/dL atau 20 uM), (4-6)
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kelompok uji yang diberikan ekstrak daun
Muntingia calabura 50, 100, 150 mg/L.
1.6 Penyiapan dan Pemberian Larutan

Uji

Stok ekstrak disiapkan dalam etanol
96% (<0,1% v/v dalam media akhir),
dilindungi dari cahaya; metformin dilarutkan
dalam air. Pemberian ekstrak dan metformin
dilakukan melalui perendaman dalam media
(bath immersion), yaitu dengan melarutkan
senyawa uji pada air pemeliharaan sehingga
ikan terpapar secara kontinu. Metode
perendaman merupakan teknik pemberian
obat yang lazim pada zebrafish karena
senyawa terlarut dapat diserap ke dalam
sirkulasi sistemik terutama melalui insang
dan kulit, serta melalui saluran cerna akibat
tertelannya air selama respirasi dan makan
(Fries et al. 2023; Choul et al., 2023). Media
perlakuan diganti setiap hari (>80% volume)
untuk menjaga konsentrasi senyawa dan
kualitas air. Jadwal pengukuran glukosa
ditetapkan pada hari ke-0, 3, 5, 7, dan 14
setelah puasa 68 jam.
1.7 Pengambilan Darah dan Penetapan

Glukosa

Ikan  dianestesi  dingin  dengan
perendaman dalam campuran es—air (£4—10
°C) selama 1-2 detik hingga gerak minimal,
sesuai rekomendasi penggunaan cold
anesthesia yang aman untuk prosedur singkat

pada ikan kecil. Sayatan kecil dibuat pada
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regio oksipital/caudal peduncle
menggunakan jarum 30G untuk mengakses
pembuluh darah kaudal, kemudian 1-3 pL
darah kapiler dibiarkan menetes dan diambil
langsung dengan ujung test strip (Matthews
& Varga 2012). Sampel segera dibaca
menggunakan  glukometer  Accu-Chek
Instant®. Prosedur pengambilan darah dari
pedunkel kaudal dengan volume
mikrosampel dan pengukuran glukosa
menggunakan glukometer genggam telah
divalidasi pada zebrafish dewasa dan terbukti
memberikan hasil yang reliabel untuk
analisis glukosa darah. Hasil dinyatakan
dalam mg/dL.
1.8 Evaluasi Efektivitas dan Analisis

Data

Efek hipoglikemik dihitung sebagai
perubahan absolut dan persentase relatif
terhadap kontrol negatif pada tiap titik waktu.
Pola dose-response (50—150 mg/L) dan time-
dependent (HO-H14). Data diringkas sebagai
mean + SD dan diuji normalitas (Shapiro—
Wilk) dan homogenitas varians (Levene).
Jika asumsi terpenuhi maka analisis
dilanjutkan dengan ANOVA satu arah (o =
0,05) yang diikuti Tukey HSD. Bila varians
tidak homogen, analisis dilanjutkan dengan
Games—Howell. Bila normalitas tidak
terpenuhi, analisis  dilakukan  dengan

Kruskal-Wallis dan wuji lanjut Mann—
Whitney (koreksi Holm). Hasil analisisa
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disajikan dengan nilai 95% CI dan ukuran
efek (n? untuk ANOVA; r untuk uji non-
ketika Analisis

parametrik) relevan.

dilakukan menggunakan SPSS versi 29.

HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Pemeriksaan Kualitas Ekstrak Daun

M.calabura

Rf0,346 Rf 0,346

Rf 0,346

(=]

(@)

Gambar 1. Pengamatan hasil KLT identifikasi
senyawa flavonoid pada (a) sinar
tampak, (b) UV 254 nm, dan (c) UV

(b) (©)

366 nm
Keterangan :
Sampel 1 : Standar Kuersetin
Sampel 2 : Muntingia calabura L.

Pemeriksaan mutu menunjukkan kadar
air ekstrak sebesar 3,69% yang berada di
bawah ambang 10%. Analisis KLT pada
silika gel GF254 dengan fase gerak
toluena:etil asetat:asam format (7:2,5:0,5)
menampilkan  bercak yang ko-migrasi
dengan standar kuersetin dengan nilai Rf
0,346. Visualisasi menggunakan sitroborat di

bawah UV 366 nm menghasilkan fluoresensi

kuning—hijau kebiruan konsisten dengan
flavonol (Gambar 1). Hasil ini menegaskan
keberadaan flavonoid sebagai penanda mutu
ekstrak yang relevan dengan aktivitas
biologis.

2.  Aktivitas Hipoglikemik Ekstrak
Daun M.calabura

Tabel 1. Kadar glukosa darah kontrol normal
dan kontrol negatif (mg/dL)

Kelompok HO  H3 HS H7 HI14
Kontrol 33.8 465 456 48.6 535
Normal 3+ 0 £ 7 =7 £ 0 =+
445 1.64 398 250 243
Kontrol 33.8 111. 128. 183. 227.
negatifind 3 + 17 £ 00 £+ 17 + 00 +
uksi 445 6.11 253 531 537
glukosa
4%)

Dua pendekatan pemodelan dievaluasi
pada tahap optimasi. Induksi pakan tinggi
lemak + glukosa 2% tidak dapat dianalisis
karena mortalitas sangat tinggi (30%/hari).
Oleh sebab itu, data tidak ditampilkan dan
pendekatan ini tidak digunakan untuk uji
efikasi. Hanya hasil induksi glukosa 4% yang
dilaporkan. Hasil induksi diabetes terhadap
Tabel 1.

K)
menunjukkan peningkatan glukosa progresif
dari H3 hingga H14, mencapai 227 + 5,37
mg/dL. pada HI14. Sebaliknya, kelompok

zebrafish  ditampilkan pada

Kelompok  kontrol negatif

normal K(N) berada pada rentang fisiologis
dan cenderung stabil. Perbedaan lintas-

kelompok dan lintas-waktu bermakna secara
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statistik, menandakan model glukosa 4%
andal sebagai dasar pengujian efikasi.
Catatan statistik (Tabel 1): Data
disajikan sebagai mean + SD; n=6 per
kelompok per waktu. Peningkatan K(-)
melebihi 1,5% K(N) sejak  H3,
keberhasilan induksi
Shapiro—Wilk

mengonfirmasi
hiperglikemia. Uji
menunjukkan distribusi normal; beberapa
kombinasi tidak homogen (Levene),
sehingga analisis utama menggunakan
ANOVA satu arah (Welch bila perlu) dengan
uji lanjut Games—Howell (a=0,05).

Grafik pada Gambar 1 menunjukkan
bahwa kelompok kontrol normal (KN)

berada pada rentang fisiologis dan hanya
menunjukkan kenaikan ringan dari 33,8
mg/dL (HO) menjadi 53,5 mg/dL (H14) yang
dapat dikaitkan dengan variabilitas biologis,
asupan pakan, atau stres pengukuran, tanpa
indikasi hiperglikemia.
kelompok terinduksi glukosa 4% (K-)

Sebaliknya,

menunjukkan peningkatan glukosa yang
tajam dan berkelanjutan dari 33,8 mg/dL
(HO) menjadi 111,2 mg/dL (H3) yang
memenuhi kriteria keberhasilan model yaitu
kadar glukosa darah >1,5x nilai awal dan
tidak turun hingga H14 yang menegaskan

persistensi hiperglikemia.

Induksi Hiperglikemia: K(N) vs K(-)

225} K(N) Normal
K(—) Induksi Glukosa 4%

2001

Kadar glukosa (mg/dL)
= = - =
o N w ~l
o w o w

~
w
T

wu
o
T

25

HO H3

H7 H14

Hari Pengamatan

Gambar 2. Induksi hiperglikemia pada zebrafish. Perbandingan K(N) dan K(—) dari HO hingga H14.

Tabel 2 menunjukkan bahwa kontrol
positif metformin menurunkan glukosa
dengan cepat sejak H3, memvalidasi

sensitivitas model hewan uji. Ekstrak daun
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M. calabura menurunkan glukosa secara
signifikan pada seluruh dosis dan bersifat
time-dependent. Dosis 150 mg/L

memberikan penurunan paling besar hingga
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24,50 mg/dL pada HI14. Pola ini
mengindikasikan adanya komponen aktif

yang bekerja melalui kombinasi modulasi

..... Pharmacoscript Special Issue Desember 2025

ambilan glukosa perifer (peripheral glucose
uptake) dan penghambatan pencernaan

karbohidrat.

Tabel 2. Kadar glukosa darah K(+) vs kelompok uji (50—150 mg/L) dari baseline HO' (mg/dL)

Kelompok HO HO0' H3 H5 H7 H14
K(+) - 33.83 + 111.17 £ 4733 + 40.83 + 3983 + 29.50 +
Metformin 4.45 6.11 3.27 2.32 4.17 2.43
Ujil-50 33.83 + 111.17 £ 8733 + 69.67 + 49.33 + 40.17
mg/L 4.45 6.11 3.50 1.63 2.58 3.60
Uji2-100 33.83 + 111.17 £ 7633 + 64.17 + 44.00 = 38.83 +
mg/L 4.45 6.11 4.46 1.17 1.41 1.72
Uji3 -150 33.83 & 111.17 £ 61.50 + 58.83 + 39.50 + 24.50 =
mg/L 4.45 6.11 3.51 1.83 2.74 1.05
Analisis  ANOVA satu  arah terhadap obat rujukan. Ekstrak memicu

menunjukkan perbedaan bermakna antar-
kelompok pada setiap titik waktu dan antar-
waktu dalam tiap kelompok (p<0,001). Uji
Games—Howell = mengonfirmasi  bahwa
seluruh dosis ekstrak berbeda bermakna
terhadap K(—) pada H3-H14. Dosis 150
mg/L. berbeda bermakna terhadap 50-100
mg/L pada H14, sedangkan 50 vs 100 mg/L
tidak berbeda bermakna (0=0,05).

Grafik pada Gambar 3 menampilkan
dinamika penurunan glukosa darah zebrafish
pasca-induksi glukosa 4% (baseline HO" 11,2
mg/dL. seragam untuk semua kelompok)
hingga hari ke-14 pada empat kelompok uji
yaitu metformin (K+), serta ekstrak daun
kersen dosis 50, 100, dan 150 mg/L. Pada
fase awal (HO'-H3), metformin menunjukkan

penurunan tercepat (47,3 mg/dL pada H3),

menandakan validitas model dan sensitivitas

penurunan bertingkat sesuai dosis yang Ini
memperlihatkan onset efek yang nyata
namun lebih lambat dibanding metformin.
Pada  hari ke-7 semua  kelompok
menunjukkan penurunan gula darah yang
konsisten, dengan kelompok uji dosis 150
mg/L terus mendekati metformin. Tren ini
konsisten dengan efek bergantung-waktu dan
tendensi dose—response. Pada hari ke-14,
penurunan kumulatif dosis 150 mg/L sebesar
78,0%), lebih rendah daripada metformin.
Konvergensi kurva dosis 50 dan 100 mg/L
mengindikasikan kemungkinan ambang
efektivitas pada rentang dosis tersebut atau
keterbatasan  resolusi  statistik  untuk
membedakan keduanya, sedangkan dosis
150 mg/L menunjukkan efek superior yang

berkelanjutan hingga H14.
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Respons Terapi: Metformin vs Ekstrak Daun Kersen
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H5 H7 H14

Hari Pengamatan (dari HO")

Gambar 3. Respons metformin dan ekstrak daun kersen terhadap hiperglikemia dari baseline HO' hingga

H14.

Ekstrak etanol daun M. calabura
menunjukkan efikasi hipoglikemik yang kuat
dan konsisten, dengan kecenderungan dose—
response. Hasil ini selaras dengan bukti in
vitro penghambatan enzim pencernaan
karbohidrat dan laporan in vivo mengenai
proteksi/pemulihan  sel B pankreas.
Variabilitas yang rendah memperkuat
reliabilitas prosedur, sementara performa
dosis 150 mg/L mengindikasikan potensi
untuk ditindaklanjuti pada studi fraksinasi,
penetapan  penanda  kimia, toksisitas
subkronik, dan validasi pada model mamalia.

Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa perendaman zebrafish pada glukosa
4% menghasilkan hiperglikemia persisten
dan responsif terhadap metformin, sehingga

valid sebagai platform uji  efikasi
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antihiperglikemik. Pada model ini, ekstrak
etanol daun M.calabura menurunkan
glukosa darah secara bermakna pada seluruh
dosis, dengan pola menurun yang jelas dari
hari  ke-3 hingga hari ke-14 dan
kecenderungan dose—response dimana dosis
150 mg/L memberikan penurunan terbesar
dan pada hari ke-14 bahkan lebih rendah
daripada metformin. Temuan ini konsisten
dengan bukti in vitro bahwa ekstrak daun M.
calabura secara poten menghambat o-
glukosidase dan a-amilase, serta memiliki
profil  polifenol/flavonoid yang kaya
berdasarkan  hasil UHPLC-ESI-MS/MS
(Zolkeflee dkk., 2022), dan sejalan dengan
uji in vivo pada mencit diabetik aloksan yang
melaporkan  penurunan  glukosa  serta

perbaikan bobot tubuh (Solikhah dkk., 2021).
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Dari sisi fitokimia, daun M. calabura
diketahui mengandung flavonoid (turunan
kuersetin/kaempferol), fenolat, dan
komponen lain yang relevan dengan aktivitas
antioksidan dan antihiperglikemik (Zolkeflee
dkk., 2022). Sementara itu, buah M. calabura
juga dilaporkan kaya fenolat (galat sebagai
salah satu  komponen utama) dan
menunjukkan kapasitas antioksidan tinggi,
memperkuat landasan kimia-farmakologi
spesies ini sebagai kandidat antidiabetes
alami (Pereira dkk., 2018).

Secara mekanistik, kuersetin, flavonol
yang lazim terdeteksi pada ekstrak M.
calabura, bekerja melalui beberapa target
yang saling melengkapi. Pertama, inhibisi
enzim  pencernaan  karbohidrat  (o-
glukosidase/a-amilase) yang menurunkan
beban glukosa pasca-prandial (Giinal-
Koroglu dkk., 2021; Barber dkk., 2021).
Kedua, aktivasi jalur AMPK yang
meningkatkan pengambilan glukosa perifer
(GLUT4), menekan glukoneogenesis hepatik
(PEPCK, G6Pase), dan memperbaiki
sensitivitas insulin (Dhanya dkk., 2017,
Dhanya dkk., 2022; Ansari dkk., 2022).
Ketiga, proteksi sel [ melalui efek
antioksidan dan antiinflamasi sehingga
mempertahankan kapasitas sekresi insulin
(Ansari dkk., 2022). Pola penurunan yang
relatif lebih lambat pada awal pemberian

ekstrak  dibanding metformin  namun
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berlanjut hingga hari ke-14, khususnya pada
dosis 150 mg/L, selaras dengan gabungan
mekanisme tersebut.

Perbandingan  dengan  penelitian
sebelumnya memperlihatkan konsistensi
lintas-model. Pada mencit yang diinduksi
streptozotocin atau aloksan, ekstrak daun M.
calabura menurunkan glukosa dan memberi
indikasi proteksi pankreas (Solikhah dkk.,
2021), sementara kajian metabolomik pada
model STZ-NA mengindikasikan modulasi
lintasan metabolik yang sejalan dengan
perbaikan glikemia (Zolkeflee dkk., 2023).
Berbeda dari model diabetogenik sitotoksik,
platform zebrafish imersi glukosa yang
digunakan di sini menonjol karena laju
induksi cepat, mortalitas rendah, dan
sensitivitas yang baik terhadap obat kontrol,
sehingga efektif untuk primary screening
kandidat antidiabetes sebelum konfirmasi
pada mamalia.

Dari perspektif pengembangan produk
herbal antidiabetes, data ini menegaskan
beberapa prioritas translasional diantaranya
standardisasi ekstrak berbasis penanda kimia
(misalnya kadar kuersetin atau sidik jari

flavonoid dengan

(fingerprint)
HPTLC/UPLC) yang berkorelasi dengan
aktivitas enzimatik dan in vivo, konfirmasi
dosis-respon dan efektivitas pada model
mamalia diet-induced/insulin-resistant, uji

toksisitas bertahap sesuai pedoman OECD,
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termasuk potensi interaksi dengan obat
hipoglikemik, danverifikasi mekanisme di
jaringan sasaran (aktivasi AMPK, translokasi
GLUT4, penekanan glukoneogenesis, dan
inhibisi enzim pencernaan karbohidrat)
sebagai dasar kualitas, keamanan, dan
khasiat menuju fitofarmaka.

Pendekatan kombinasi pakan tinggi
lemak dan glukosa 2% tidak dianalisis lebih
lanjut karena menyebabkan mortalitas ikan
yang sangat tinggi (data tidak ditampilkan).
Oleh karena itu, hasil penelitian ini
difokuskan pada model perendaman glukosa
4% yang terbukti stabil. Keterbatasan
tersebut tidak mengubah kesimpulan utama
mengenai efektivitas ekstrak daun M.
calabura, tetapi menunjukkan bahwa kondisi
media dan pemeliharaan perlu dioptimalkan
terlebih dahulu jika hendak mengembangkan
model sindrom metabolik berbasis diet pada
zebrafish.

Secara praktis, temuan ini menegaskan
bahwa model perendaman glukosa 4% pada
zebrafish layak digunakan sebagai platform
skrining in vivo yang relatif sederhana,
stabil, dan hemat hewan untuk mengevaluasi
kandidat antidiabetes berbasis bahan alam,
termasuk pengembangan fitofarmaka dari
daun M. calabura. Di sisi lain, kegagalan
model pakan tinggi lemak + glukosa 2%
karena mortalitas tinggi mengindikasikan

perlunya optimasi lebih lanjut terhadap
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komposisi diet, konsentrasi glukosa, dan
kondisi pemeliharaan bila ingin memodelkan
sindrom metabolik terkait diet. Studi lanjutan
diperlukan untuk mengarahkan fraksinasi
dan identifikasi senyawa aktif, penetapan
penanda kimia, evaluasi toksisitas subkronik,
serta konfirmasi mekanisme dan efikasi pada
model mamalia sebelum ekstrak atau fraksi
M. calabura dapat dipertimbangkan menuju

pengembangan klinis.

KESIMPULAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa
pemodelan diabetes pada zebrafish melalui
perendaman  glukosa 4%  merupakan
pendekatan yang paling optimal, ditandai
dengan pembentukan hiperglikemia yang
cepat (>1,5x nilai awal sejak H3), bersifat
persisten hingga hari ke-14, responsif
terhadap metformin, serta disertai mortalitas
rendah. Sebaliknya, pendekatan kombinasi
pakan tinggi lemak dan glukosa 2% tidak
dapat dianalisis lebih lanjut karena mortalitas
ikan yang sangat tinggi. Ekstrak etanol daun
Muntingia  calabura yang  digunakan
memenuhi kriteria mutu awal (kadar air
3,69% dan identitas KLT dengan Rf 0,346
yang ko-migrasi dengan kuersetin) dan
menunjukkan aktivitas hipoglikemik
bermakna pada seluruh dosis yang diuji (50—

150 mg/L) dengan pola bergantung waktu.
Dosis 150 mg/L menghasilkan kadar glukosa
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24,5 + 1,05 mg/dL pada H14 (—78,0% dari
HO0'), yang lebih rendah dibanding metformin
(29,5 £ 2,43 mg/dL). Analisis statistik
(ANOVA/Welch  dilanjutkan ~ Games—
Howell, a = 0,05) mengonfirmasi perbedaan
signifikan antar-kelompok dan antar-waktu;
seluruh dosis berbeda bermakna terhadap
kontrol negatif, dan dosis 150 mg/L lebih
efektif dibanding 50—100 mg/L pada hari ke-

14.
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