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INTERVENSI MODEL PUASA RAMADAN, PUASA DAUD, DAN PUASA SENIN-
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INTISARI

Latar Belakang: Asupan high-fat-high-fructose (HFHF) menyebabkan dislipidemia
dan berkontribusi pada resistansi insulin dan kenaikan glukosa. Puasa intermiten
dalam Islam, seperti Puasa Ramadan (PR), Puasa Daud (PD), dan Puasa Senin-
Kamis (PS) yang berpotensi dapat memperbaiki hal tersebut namun belum dievaluasi.
Tujuan Penelitian: Penelitian bertujuan mengevaluasi efek intervensi model puasa
dalam Islam pada profil lipid dan glukosa tikus yang diinduksi HFHF.

Metode: Sebanyak dua puluh lima ekor tikus Wistar jantan berusia 8 pekan secara
acak dibagi menjadi lima kelompok. i) N, kontrol diet normal; ii) I, kontrol diet HFHF;
iii) MPR, berpuasa setiap hari; iv), MPD, pada hari pertama puasa (tidak makan dan
minum), hari ke-2 bebas makan dan minum, dan hari ke-3 puasa lagi lalu diulang
sampai seterusnya; v) MPS, berpuasa hanya pada hari Senin dan Kamis. Kelompok
MPR, MPD, dan MPS diintervensi berdasarkan model puasanya setelah 14 hari
diinduksi HFHF. Durasi puasa adalah 14 jam (17:00 — 07:00), dalam periode 29 hari.
Pengukuran profil lipid dan glukosa dilakukan setelah induksi HFHF (pre-test) dan
setelah intervensi puasa (post-test). Data dianalisis menggunakan uji One-Way
ANOVA dilanjutkan dengan post hoc Bonferroni atau menggunakan Kruskal-Wallis
dilanjutkan dengan Mann-Whitney.

Hasil: HFHF mengakibatkan dislipidemia yang signifikan pada semua kelompok yang
diinduksi HFHF lalu sedikit meningkatkan glukosa meskipun tidak signifikan dibanding
kelompok normal. Intervensi variasi model puasa memperbaiki profil lipid yang
tergantung intensitas pada kelompok MPR, MPD, dan MPS dibanding kelompok 1.
Kadar glukosa kelompok intervensi model puasa juga lebih rendah dibanding
kelompok induksi HFHF saja meskipun tidak signifikan.

Kesimpulan: Hasil ini menunjukkan wawasan baru, variasi model puasa dalam Islam
dapat menjadi alternatif untuk memperbaiki dislipidemia dan menurunkan kadar
glukosa yang disebabkan oleh HFHF.

Kata kunci: dislipidemia, glukosa, high-fat-high-fructose, puasa intermiten

Xi



INTERVENTION OF RAMADAN FASTING, DAWOOD FASTING, AND
MONDAY-THURSDAY FASTING MODEL ON LIPID PROFILE AND GLUCOSE
IN HIGH-FAT-HIGH-FRUCTOSE-INDUCED RATS

Naufal Arif Ismail!, Miranti Dewi Pramaningtyas?, Titis Nurmasitoh?
lUndergraduate Student in Medicine, Faculty of Medicine, Universitas Islam
Indonesia
2Department of Physiology, Faculty of Medicine, Universitas Islam Indonesia

ABSTRACT

Background: High-fat-high-fructose (HFHF) intake causes dyslipidaemia and
contributes to developing insulin resistance and glucose increase. Intermittent fasting
in Islam, such as Ramadan fasting, Dawood fasting, and Monday-Thursday fasting,
potentially improve these problems but has not been evaluated.

Objective: This study evaluates the effect of the intervention intermittent fasting
models in Islam on glucose in HFHF-induced rats.

Methods: Twenty-five 8-week-old male Wistar rats were randomly divided into five
groups. i) N, normal dietary control; i) I, HFHF dietary control; iii) MPR, fasting every
day; iv), MPD, on the first day of fasting (not eating and drinking), the second day free
to eat and drink, and the third day of fasting again and then repeated until so on; v)
MPS, fast only on Mondays and Thursdays. The MPR, MPD, and MPS groups
intervened based on their fasting model after 14 days of HFHF induced. The duration
of fasting was 14 hours (17:00 — 07:00), in a period of 29 days. Measurement of lipid
and glucose profiles was performed after HFHF induction (pre-test) and after fasting
intervention (post-test). Data were analysed using the One-Way ANOVA followed by
post hoc Bonferroni or nonparametric data using Kruskal-Wallis followed by Mann-
Whitney.

Results: HFHF resulted in significant dyslipidaemia in all HFHF-induced groups and
slightly increased glucose, although not significantly compared to the normal group.
Fasting model variation interventions improved the intensity-dependent lipid profiles
of the MPR, MPD, and MPS groups compared to the | group. The glucose levels in
fasting model intervention groups were lower than the HFHF induction group alone,
although not significant.

Conclusions: These results suggest new insights, variations in fasting models in
Islam may be an alternative to improving dyslipidaemia and lowering glucose levels
caused by HFHF.

Keywords: dyslipidaemia, glucose, high-fat-high-fructose, intermittent fasting
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BAB |. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit tidak menular (PTM) atau noncommunicable disease (NCD) adalah
masalah kesehatan utama secara global. Menurut data dari World Health
Organization (WHO), sebanyak 41 juta orang meninggal setiap tahunnya akibat PTM
dan ini setara dengan 71% dari total kematian secara global (WHO, 2018). Sedangkan
di Indonesia, menurut Kementrian Kesehatan Republik Indonesia (Kemenkes RI),
penyebab angka kematian tertinggi di Indonesia juga disebabkan oleh PTM
(Kementrian Kesehatan RI, 2017).

Penyakit tidak menular terdiri dari penyakit kardiovaskular (PKV) seperti serangan
jantung dan stroke dengan angka kematian tertinggi, kemudian disusul kanker,
penyakit pernapasan kronis seperti penyakit paru obstruktif kronik (PPOK) dan asma,
serta diabetes mellitus (Kementrian Kesehatan RI, 2017). Risiko utama yang
mendasari terjadinya PKV adalah dislipidemia, yaitu suatu serangkaian keadaan
terjadinya peningkatan kadar low density lipoprotein (LDL), trigliserida (TG), dan
kolesterol total (total cholesterol, TC), serta berkurangnya kadar high density
lipoprotein (HDL) sehingga terjadi deposit lemak di pembuluh darah yang
menyebabkan aterosklerosis (Oh et al., 2018; Redinger, 2007). Selain itu, melalui
mekanisme stres oksidatif, terganggunya persinyalan insulin, dan lipotoksisitas,
dislipidemia akan mengakibatkan resistansi insulin dan mendasari terjadinya
kegagalan sel B pankreas (Rehman & Akash, 2016; Yang et al., 2008). Apabila tidak
ditangani, hal tersebut akan berkontribusi terhadap perkembangan diabetes mellitus
tipe 2 (DMT2) (Oh et al., 2018).

Pola hidup yang kurang sehat, konsumsi diet tinggi kalori, dan konsumsi diet tinggi
lemak (high-fat diet, HFD) berlebihan adalah faktor risiko utama penyebab
dislipidemia. Oleh karena itu, pengendalian dislipidemia merupakan kunci utama
(Kolovou, 2005). Selain itu, efek yang ditimbulkan oleh HFD dapat diperparah oleh
asupan fruktosa (high-fat-high-fructose, HFHF) yang biasanya terkandung dalam
minuman kemasan dan softdrink, efeknya berupa dislipidemia dan resistansi insulin

yang dapat berkembang menjadi sindrom metabolik dan DMT2 (Huang et al., 2004).



Terapi farmakologi kasus dislipidemia biasanya ditangani dengan obat golongan
statin. Namun, penggunaan statin dapat menimbulkan efek samping yang merugikan
misalnya rhabdomiolisis, gangguan fungsi ginjal, gangguan fungsi hepar, dan
meningkatkan risiko terjadinya DMT2 (Ward et al., 2019). Di samping itu, salah satu
terapi non-farmakologis pengendalian dislipidemia adalah dengan modifikasi gaya
hidup misalnya dengan mengurangi asupan karbohidrat dan lemak, menghentikan
kebiasaan merokok, memperbanyak asupan makanan berserat, memperbanyak
aktivitas, dan berpuasa.

Salah satu perubahan diet berupa puasa terjadi selama bulan Ramadan. Umat
Muslim diperintahkan untuk menahan diri untuk makan dan minum dari terbitnya fajar
hingga terbenamnya matahari selama 28 — 30 hari di bulan Ramadan. Dalam dua
dekade terakhir, puasa telah menjadi topik yang menarik untuk diteliti sehingga
menghasilkan banyak penelitian tentang efek puasa khususnya puasa intermittent
atau time restricted fasting (TRF) yang salah satunya adalah Puasa Ramadan (Cho
et al., 2019; Trepanowski & Bloomer, 2010). Beberapa penelitian melaporkan baik
pada hewan coba maupun pada manusia, puasa terbukti memiliki beberapa efek
positif terhadap parameter metabolik (Mattson et al., 2017a). Berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Zare et al. (2011) di Singapura, Puasa Ramadan terbukti dapat
memperbaiki profil lipid dengan mengurangi LDL, TG, dan total kolesterol pada
manusia. Hal serupa juga dilaporkan penelitian observasional oleh Akaberi et al.
(2014) di Iran bahwa Puasa Ramadan dapat memperbaiki profil lipid pada manusia.

Selain itu, penelitian lain menyebutkan bahwa puasa intermiten pada tikus selama
12 jam per hari selama 2 bulan menunjukkan hasil penurunan kadar biomarker stres
oksidatif malondialdehyde (MDA) dan memperbaiki profil lipid tikus yang diberi
perlakuan puasa intermittent daripada kelompok kontrol (Nurmasitoh et al., 2018).
Penentuan durasi puasa pada model hewan coba bermacam-macam dan tidak ada
ketentuan khusus, namun penyesuaian waktu puasa pada hewan coba
menganalogikan durasi puasa pada manusia. Berdasarkan penelitian yang dilakukan
oleh Jeong et al. (2011) digunakan penyesuaian waktu puasa 24 jam atau 12 jam
menurut penelitian Farooq et al., (2006). Sedangkan, penentuan waktu puasa pada

penelitian ini adalah 14 jam karena menyesuaikan rentang durasi puasa di negara-



negara Asia Tenggara yaitu 13 jam 9 menit sampai 14 jam 41 menit (Hananto, 2020).
Tikus adalah hewan nokturnal yang memiliki fisiologi yang berbeda terhadap manusia.
Menurut beberapa penelitian, pemodelan puasa pada tikus sebaiknya dilakukan pada
malam hari (Bucaktepe et al., 2016; Salim et al., 2007).

Meskipun telah banyak penelitian mengenai puasa khususnya Puasa Ramadan
baik pada hewan maupun manusia, sampai saat ini belum ditemukan penelitian yang
membandingkan secara langsung antara efek Puasa Ramadan, Puasa Daud, dan
Puasa Senin-Kamis terutama pada profil lipid dan glukosa. Lalu, penulis juga tidak
menemukan literatur terkait pengaruh Puasa Daud dan Puasa Senin-Kamis terhadap
penyakit yang ditimbulkan oleh asupan HFHF secara jelas. Oleh karena itu, penulis
berinisiatif melakukan penelitian terkait perbandingan efek Puasa Ramadan, Puasa
Daud, dan Puasa Senin-Kamis terhadap tikus yang diinduksi HFHF.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh intervensi model Puasa Ramadan, Puasa Daud, dan

Puasa Senin-Kamis terhadap profil lipid dan glukosa tikus yang diinduksi HFHF?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh intervensi model Puasa
Ramadan, Puasa Daud, dan Puasa Senin-Kamis terhadap profil lipid dan glukosa
tikus yang diinduksi HFHF.

1.4 Keaslian Penelitian
Tabel 1. Penelitian Sejenis

Penulis Judul Metode Hasil Perbedaan
(Nurmasitoh Intermittent Eksperimen Puasa intermiten Penggunaan
et al., 2018) fasting hewan coba 12 jam menurun- durasi puasa
decreases kan stres oksidatif, 12 jam, hanya
oxidative ditunjukkan oleh Puasa
stress penurunan Ramadan
parameters konsentrasi MDA,
in Wistar rats kolesterol total,
(Rattus trigliserida, dan

norvegicus)

LDL.




Tabel 1. Lanjutan

Penulis Judul Metode Hasil Perbedaan

(Akaberi Does fasting  Prospektif Puasa Ramadhan Hanya

et al., in Ramadan  observational efektif untuk menggunakan

2014) ameliorate memperbaiki rasio Puasa
Lipid profile? HDL, dan LDL/HDL Ramadan
A dan TG/ HDL, serta  yang diujikan
prospective dapat menjadi pada subjek
observational pelindung penyakit manusia
study arteri koroner

(Rahbar Effects of Eksperimental Puasa Ramadhan Hanya

etal, Intermittent dengan pre- menurunkan kadar menggunakan

2019) Fasting post test IGF-1, IL-2, dan Puasa
during serum lipid. Ramadan
Ramadan on yang diujikan
Insulin-like pada subjek
Growth manusia,
Factor-1, mengukur
Interleukin 2, IGF-1, IL-2,
and Lipid dan serum
Profile in lipid
Healthy
Muslims

1.5 Manfaat Penelitian

1.5.1 Teoritis

a. Menambah khazanah keilmuan Islam dan medis mengenai perbandingan efek
Puasa Daud, Puasa Senin-Kamis, dan Puasa Ramadan secara in vivo.

b. Menjadi rujukan penelitian-penelitian berikutnya mengenai efek hipolipidemik
berbasis puasa dalam Islam.

c. Mengamalkan amalan Insan Ulil Albab dan merealisasikan Catur Dharma UlI.

1.5.2 Praktis

a. Memberikan inovasi baru mengenai tatalaksana non-farmakologis kasus
dislipidemia berbasis puasa dalam Islam.

b. Menggali lebih dalam terhadap hikmah dan khazanah puasa terhadap kesehatan
terutama kasus dislipidemia.

c. Membantu menurunkan insidensi dan prevalensi kasus dislipidemia



BAB II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Dislipidemia

Dislipidemia adalah faktor risiko penyakit kardiovaskular dan metabolisme. Pada
kondisi dislipidemia, terjadi abnormalitas profil lipid pada darah. Hal ini ditandai
dengan peningkatan LDL, TG, dan TC, serta rendahnya HDL. Dislipidemia dapat
diklasifikasikan menjadi dislipidemia primer akibat kelainan genetik dan dislipidemia
sekunder akibat penyakit lain seperti diabetes mellitus, konsumsi alkohol secara
kronis, penggunaan kortikosteroid, dan konsumsi HFD. Pada umumnya seseorang
yang mengalami dislipidemia tidak menunjukkan adanya keluhan dan gejala klinik.
Gejala klinik baru akan muncul saat terjadinya komplikasi akibat dislipidemia (PB
Perkeni, 2019).

2.2 Hubungan Dislipidemia Terhadap Pankreas dan Glukosa

Dislipidemia juga berperan dalam stres oksidatif. Kondisi dislipidemia mendorong
terjadinya modifikasi oksidatif LDL, glikasi protein, dan autooksidasi glukosa sehingga
menyebabkan produksi berlebihan produk peroksidasi lipid yang ditandai dengan
naiknya biomarker malondialdehyde (MDA) dan akibatnya menyebabkan stres
oksidatif (Yang et al., 2008). Dislipidemia akibat konsumsi diet tinggi lemak (HFD)
berlebihan menyebabkan produksi stres oksidatif melalui aktivasi spesies oksigen
reaktif (reactive oxygen species, ROS). Stres oksidatif akan mengaktivasi berbagai
jalur yang dimediasi transkripsi seperti p38, jun NH2-terminal kinase (JNK), dan
inhibitor kB kinase B (IKKB). Dengan berbagai jalur ini, selanjutnya stres oksidatif
mengaktifkan fosforilasi serin dan mengaktivasi nuclear factor kappa-B (NF-kB). Di
sisi lain, NF-kB juga mengaktifkan ekspresi iINOS yang juga menginduksi S-
nitrosylation dari insulin receptor substrate-1 (IRS-1). S-nitrosylation dan fosforilasi
serin selanjutnya menekan fosforilasi tirosin dari jalur pensinyalan insulin yang pada
akhirnya menghasilkan resistansi insulin di hati, adiposit, dan otot rangka (Rehman &
Akash, 2016).
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Mekanisme lain akibat dislipidemia yang mendasari kegagalan sel B pankreas
adalah melalui lipotoksisitas. Ketika terjadi resistansi insulin dan dislipidemia
akibat intake karbohidrat dan HFD yang tinggi, peningkatan asam lemak bebas
(free fatty acid, FFA) secara akut meningkatkan massa sel B dan sekresi insulin
untuk mengkompensasi ketidaksensitivan insulin. Sedangkan, peningkatan FFA
secara kronis justru mengakibatkan disfungsi dan apoptosis sel B pankreas akibat
lipotoksisitas, akibatnya menyebabkan DMT2 (Oh et al., 2018).
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Gambar 1. Mekanisme Kegagalan Sel B Pankreas Akibat
Lipotoksisitas (Oh et al., 2018)



2.3 Puasa dalam Islam

Puasa di dalam Islam didefinisikan sebagai tidak mengonsumsi makanan dan
minuman dari terbitnya fajar sampai terbenamnya matahari. Waktu puasa bergantung
terhadap daerah, sehingga perbedaan lokasi belahan bumi akan berpengaruh
terhadap perbedaan durasi puasa . Dalam Islam hukum puasa ada yang bersifat wajib
seperti Puasa Ramadan dan ada yang bersifat sunnah atau dianjurkan seperti Puasa
Daud dan Puasa Senin-Kamis. Perintah puasa terdapat dalam Al-Quran, di antara
dalilnya:

"Hai orang-orang yang beriman, diwajibkan atas kamu berpuasa sebagaimana
diwajibkan atas orang-orang sebelum kamu agar kamu bertakwa." (QS. Al-Bagarah:
183.

Terdapat beberapa jenis puasa di dalam Islam, misalnya Puasa Ramadan, Puasa
Daud, dan Puasa Senin-Kamis. Pada bulan Ramadan, umat Islam akan
melaksanakan puasa selama sebulan penuh. Lalu, Puasa Daud adalah puasa yang
dilakukan sehari puasa dan sehari tidak. Dalil Puasa Daud yaitu:

“Puasa yang paling disukai di sisi Allah adalah Puasa Daud, dan shalat yang paling
disukai Allah adalah Shalat Nabi Daud. Beliau biasa tidur di pertengahan malam dan
bangun pada sepertiga malam terakhir dan beliau tidur lagi pada seperenam malam
terakhir. Sedangkan beliau biasa berpuasa sehari dan buka sehari.” (HR. Bukhari
3420)

Kemudian, Puasa Senin-Kamis yaitu puasa yang dilakukan pada hari Senin dan
Kamis. Anjuran Puasa Senin-Kamis didasarkan oleh sabda Rasulullah Muhammad
shallalahu ‘alaihi wasallam:

“Berbagai amalan dihadapkan (pada Allah) pada hari Senin dan Kamis, maka aku
suka jika amalanku dihadapkan sedangkan aku sedang berpuasa.” (HR. Tirmidzi no.
747).

2.4 Pengaruh Puasa Terhadap Dislipidemia dan Glukosa
Saat seseorang berpuasa dengan benar, intake kalori dan lemak akan berkurang
sehingga akan memperbaiki profil lipid. Perbaikan profil lipid selama puasa

disebabkan oleh modulasi molekul di hati dengan terekspresinya peroxisome



proliferator-activated receptor a (PPARa) dan peroxisome proliferator-activated
receptor-gamma coactivator 1-a (PGC-1a). Kedua molekul ini menyebabkan
peningkatan oksidasi asam lemak dan produksi apoA, sedangkan apoB menurun.
Oksidasi asam lemak yang meningkat menyebabkan penurunan TG hati, sehingga
menurunkan produksi very low-density lipoprotein (VLDL), LDL dan small dense LDL
(sdLDL). Peningkatan kadar HDL disebabkan oleh produksi apoA yang meningkat.
Sebagai akibat dari penurunan kadar VLDL, LDL dan sdLDL, terjadi kehilangan
kolesterol dan TG yang diangkut di dalamnya, hal ini mencerminkan penurunan
kolesterol serum dan TG melalui puasa intermiten (Santos & Macedo, 2018).
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Gambar 3. Mekanisme Perbaikan Profil Lipid Akibat Puasa (Santos & Macedo, 2018)
Sebuah meta-analisis menyimpulkan bahwa terjadi penurunan signifikan terhadap
glukosa saat puasa dibandingkan dengan yang tidak berpuasa. Ini berlaku baik pada
laki-laki maupun perempuan. Mekanisme penurunan glukosa pada orang yang
berpuasa yaitu melalui perubahan pola tidur karena terbangun pada malam hari untuk

melaksanakan sahur. Perubahan ini akan berpengaruh terhadap perubahan kadar

leptin, neuropeptida-Y, dan insulin. Selain itu, adanya perubahan jam tidur membuat
beberapa hormon seperti melatonin, kortisol, testoteron, produk pituitari, dan produk



tiroid mengalami perubahan sehingga pengambilan dan penggunaan energi akan

lebih besar dan mengakibatkan penurunan kadar glukosa (Kul et al., 2014).

2.5 Kerangka Teori
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Gambar 4. Kerangka Teori

2.6 Kerangka Konsep
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' Dislipidemia
1Glukosa

Gambar 5. Kerangka Konsep

2.7 Hipotesis
Terdapat pengaruh intervensi variasi puasa terhadap profil lipid dan glukosa

pada tikus yang diinduksi HFHF.



BAB Ill. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian animal experimental dengan desain pre-test

dan post-test randomized control group.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Indonesia (FK Ull) dan Laboratorium Penelitian dan Pengujian
Terpadu Universitas Gadjah Mada (LPPT UGM) dengan durasi waktu 3 bulan.

3.3 Populasi dan Subyek Penelitian
3.3.1 Populasi
Populasi penelitian ini adalah tikus galur Wistar (Rattus norvegicus) jantan usia 8-
10 pekan dengan berat 150-230 gram.
3.3.2 Subyek Penelitian
Sampel diambil dari populasi menggunakan teknik simple random sampling
kemudian dibagi menjadi lima kelompok:
1. Kelompok normal (N): Diet normal dengan pakan normal 20 g/hari.
2. Kelompok induksi (1): Pakan normal + induksi HFHF
3. Kelompok model Puasa Ramadan (MPR): induksi HFHF + intervensi model
Puasa Ramadhan
4. Kelompok model Puasa Daud (MPD): induksi HFHF + intervensi model Puasa
Daud
5. Kelompok model Puasa Senin-Kamis (MPS): induksi HFHF + intervensi model
Puasa Senin-Kamis
Kriteria inklusi:
1. Jantan
2. Berat 150-230 gram
3. Sehat
4. Usia 8-10 pekan

10



11

Kriteria eksklusi:

1. Tikus mengalami sakit yang dinilai dari perubahan fisik dan perilaku

2. Tikus tidak mengalami dislipidemia setelah induksi HFHF yang dihitung

sebagai rerata tiap kelompok tikus yang diinduksi HFHF

3. Tikus mati saat penelitian berlangsung
3.3.3 Besar Sampel

Estimasi jumlah sampel pada penelitian ini mengacu pada rumus besar sampel
Federer (Federer, 1967). Perhitungan menurut rumus Federer adalah sebagai berikut:

(t=1) (n-1) =215 Keterangan:
(5-1) (n-1) =15 t = banyaknya kelompok pada penelitian

4n-4 215 n = banyaknya sampel tiap kelompok
4n >19
n 2475

Berdasarkan perhitungan tersebut, jumlah tikus yang digunakan untuk tiap
kelompok yaitu sebanyak 5 ekor dan terdapat 5 kelompok perlakuan. Dengan
mempertimbangkan risiko drop out, maka setiap kelompok ditambahkan tikus
cadangan sebanyak 10% atau sama dengan 1 ekor hewan coba di setiap kelompok.

Sehingga total sampel yang digunakan pada penelitian ini sebanyak 30 ekor tikus.

3.4 Variabel Penelitian

3.4.1 Variabel Bebas: Intervensi Model Puasa Ramadan, Puasa Daud, dan Puasa
Senin-Kamis

3.4.2 Variabel Terikat: Profil lipid (HDL, LDL, TG dan TC) dan glukosa darah puasa

3.5 Definisi Operasional

3.5.1 Model Puasa Ramadhan yang dimaksud dalam penelitian ini yaitu tikus
dikondisikan puasa selama 14 jam (pukul 17.00 — 07.00) di malam hari dalam
periode 29 hari berturut-turut. Tikus dikondisikan berpuasa di malam hari
karena tikus merupakan hewan nokturnal. Tidak ada durasi puasa spesifik
untuk tikus, penentuan durasi hanya penyesuaian durasi puasa pada manusia.
Berdasarkan jurnal yang dapatkan, penelitian yang dilakukan oleh Jeong et al.,
(2011) menggunakan waktu puasa 24 jam atau 12 jam menurut penelitian

Farooq et al., (2006). Penentuan waktu puasa pada penelitian ini adalah 14



3.5.2

3.5.3

3.54

3.55

3.5.6

3.5.7

12

jam karena menyesuaikan rentang durasi puasa di negara-negara Asia
Tenggara yaitu 13 jam 9 menit sampai 14 jam 41 menit (Hananto, 2020).
Model Puasa Daud yang dimaksud dalam penelitian ini yaitu tikus dikondisikan
sehari puasa dan sehari tidak puasa dengan lama waktu puasa selama 14 jam
(pukul 17.00 — 07.00) di malam hari dan dilakukan dalam periode 29 hari
berturut-turut.

Model Puasa Senin-Kamis yang dimaksud dalam penelitian ini yaitu tikus
dikondisikan puasa selama 14 jam (pukul 17.00 — 07.00) di malam hari pada
hari Senin dan Kamis dalam periode 29 hari berturut-turut.

Induksi pada penelitian ini adalah modifikasi metode Adam et al. (2008) dan
Gunawan, Sitorus dan Rosidah (2018) yaitu menggunakan high-fat high-
fructose (HFHF) yang dibuat dengan cara 40% kuning telur puyuh dan 60%
minyak goreng bekas pakai lalu diberikan sekali setiap pagi menggunakan
sonde oral sebanyak 2 mL selama periode induksi 14 hari pada kelompok I,
MPR, MPD, dan MPS. Kemudian tikus diberi akses bebas larutan fruktosa
dalam air minum 30%/900 mL/botol (J. S. Lee et al., 2015). Pada masa induksi
ini juga tikus tetap diberikan pakan normal.

Pengambilan darah melalui plexus retroorbitalis sebanyak 2-3 mL untuk
pengukuran profil lipid dan glukosa dilakukan setelah induksi HFHF (hari ke-
23) dan setelah intervensi model puasa (hari ke-54) yang sebelumnya tikus
dikondisikan puasa selama 12 jam di luar masa induksi (hari ke-23) atau
intervensi (hari ke-54). Serum diperoleh dari darah yang disentrifugasi pada
8000 rpm selama 10 menit.

Pengukuran profil lipid serum yang terdiri dari HDL, LDL, TG, dan TC diukur
dengan metode cholesterol oxidase-peroxsidase aminoantypirin (CHOD-PAP)
atau fotometrik enzimatik menggunakan Photometer Microlab 300 (DiaSys
Diagnostic Systems GmbH, Jerman) dan dinyatakan dalam satuan mg/dL.
Pengukuran glukosa berasal dari darah plexus retroorbitalis menggunakan alat
EasyTouch® GCU (Wuxi Xinda Medical Device Co. Ltd, Cina) yang dinyatakan
dalam satuan mg/dL (Dai et al., 2004).
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3.5.8 Tikus dianggap mengalami dislipidemia ketika rerata kadar LDL, TG, dan TC
kelompok yang diberi HFHF signifikan lebih tinggi daripada kelompok kontrol
normal, serta rerata kadar HDL signifikan lebih rendah dari rerata kadar HDL
pada kelompok kontrol normal. Sedangkan, kadar glukosa darah tidak
digunakan sebagai parameter keberhasilan induksi karena penelitian ini bukan

bertujuan untuk menginduksi DM.

3.6 Instrumen Penelitian
3.6.1 Alat

a. Photometer Microlab 300 (DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Jerman)
b. EasyTouch® GCU (Wuxi Xinda Medical Device Co. Ltd, Cina)

c. Masker

d. Sarung tangan

e. Gelas beaker

f. Kandang berukuran 40x20x20 cm

3.6.2 Bahan

a. Pakan AD2 (PT Japfa Comfeed Indonesia, Tbk, Indonesia) sebagai pakan
normal

b. Kuning telur puyuh

c. Minyak goreng bekas pakai

d. Zoletil® 50 berisi tiletamine dan zolazepam (Virbac S.A. Laboratories,
Prancis)

e. Sekam kayu

f.  Alkohol 70%

g. Kertas tisu

3.7 Alur Penelitian
3.7.1 Persiapan Hewan Coba
Pada hari ke-0 hingga ke-7, sebanyak 30 ekor tikus galur Wistar (Rattus

norvegicus) didapatkan dari laboratorium fisiologi FK Ull. Sebelum memulai
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perlakuan, hewan coba diaklimatisasi di dalam kandang secara individu selama

tujuh hari. Suhu diatur pada 20-26 °C, kelembaban udara 40-70 %, dengan

ventilasi yang cukup tetapi tidak boleh ada jendela terbuka. Pencahayaan diatur

12 jam terang dan 12 jam gelap. Kebersihan kandang dijaga dengan intensitas

pembersihan setidaknya 2 kali/pekan (National Research Council of The

National Academies, 2011). Setelah aklimatisasi selama tujuh hari, tikus

dirandomisasi menggunakan teknik simple random sampling untuk dibagi

menjadi 5 kelompok, yaitu: normal (N), induksi (I), model Puasa Ramadan

(MPR), model Puasa Daud (MPD), dan Puasa Senin-Kamis (MPS).

3.7.2 Protokol Induksi HFHF

1. Induksi HFHF dilakukan pada hari ke-8 setelah aklimatisasi hingga hari ke-
22. Lama induksi HFHF adalah 14 hari atau dua pekan.

2. Cara pembuatan HFHF yaitu dengan modifikasi metode Adam et al. (2008)
dan Gunawan, Sitorus dan Rosidah (2018) yaitu dengan cara 40% kuning
telur puyuh dan 60% minyak goreng bekas pakai lalu diberikan satu kali
menggunakan sonde oral sebanyak 2 mL setiap pagi. Kemudian tikus diberi
akses bebas larutan fruktosa dalam air minum 30%/900 mL/botol (J. S. Lee
et al., 2015).

3. Pada waktu induksi, kelompok tikus I, MPR, MPD, dan MPS tetap diberikan
pakan normal 20 g/hari.

4. Induksi HFHF mengakibatkan dislipidemia dianggap berhasil jika rerata
kadar HDL, LDL, TG, dan TC pada uji One-Way ANOVA signifikan dan pada
uji post-hoc Bonferroni kelompok tikus I, MPR, MPD, dan MPS memiliki rerata
yang berbeda signifikan dibandingkan kelompok N. Sedangkan, kadar
glukosa darah tidak digunakan sebagai parameter keberhasilan induksi
karena penelitian ini bukan bertujuan untuk menginduksi DM.

3.7.3 Protokol Intervensi Variasi Model Puasa

1. Setelah induksi, dilakukan variasi intervensi model Puasa Ramadan, model

Puasa Daud, dan model Puasa Senin-Kamis selama 29 hari pada hari ke-24

hingga ke-53.
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2. Intervensi model Puasa Ramadan dilakukan dengan cara tikus dikondisikan
tidak makan dan tidak minum selama 14 jam di malam hari yaitu pukul 07.00
—17.00 WIB dalam periode 29 hari berturut-turut.

3. Intervensi model Puasa Daud dilakukan dengan cara tikus dikondisikan tidak
makan dan tidak minum selama 14 jam di malam hari yaitu pukul 07.00 —
17.00 WIB dalam periode 29 hari, sehari puasa dan sehari tidak puasa.

4. Intervensi model Puasa Senin-Kamis dilakukan dengan cara tikus
dikondisikan tidak makan dan tidak minum selama 14 jam di malam hari yaitu
pukul 07.00 — 17.00 WIB dalam periode 29 hari pada hari Senin dan Kamis.

3.7.4 Pengambilan Darah untuk Mengukur Profil Lipid dan Glukosa

1. Pengambilan data pada tikus dilakukan setelah induksi HFHF (hari ke-23)
dan setelah intervensi puasa (hari ke-54).

2. Seluruh tikus dipuasakan selama 12 jam sebelum dilakukan pengambilan
darah.

3. Tiap tikus dianestesi menggunakan Zoletil® 50 sebanyak 0,1 — 0,2 cc secara
intraperitoneal (IP) dengan tetap menjaga tikus dari gangguan pada sistem
kardiovaskuler dan respirasinya sebelum dilakukan pengukuran. Untuk
memastikan tikus sudah teranestesi, diberi stimulasi motorik pada tubuh
tikus. Jika berhasil teranestesi, tikus tidak memberikan respon terhadap
stimulasi motorik tersebut.

4. Pengambilan sampel darah tikus dilakukan melalui plexus retroorbitalis
sebanyak 2 — 3 mL untuk pengecekan profil lipid dan glukosa. Satu tetes
darah diteteskan ke strip glukosa EasyTouch® GCU dan sisanya dipindahkan
ke microcentrifuge tube. Kemudian dilakukan sentrifugasi pada 8000 rpm
selama 10 menit dan dipindahkan ke microcentrifuge tube baru untuk
pengecekan profil lipid menggunakan Photometer Microlab 300. Pengukuran
profil lipid dilakukan di LPPT UGM.

5. Setelah intervensi variasi model puasa, tikus diberikan pakan normal dan
minum dalam rentang waktu pukul 07.00 — 17.00 WIB sebagai kondisi

berbuka puasa.
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3.8 Bagan Alur Penelitian
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Gambar 6. Bagan Alur Penelitian

3.9 Analisis Data

Setelah penelitian selesai, data yang diperoleh dilakukan analisis dengan
menggunakan perangkat lunak analisis statistik. Uji normalitas yang digunakan yaitu
Shapiro-Wilk untuk jumlah sampel < 50 untuk menilai apakah data terdistribusi normal.
Data dianggap berdistribusi normal jika p > 0,05. Jika data terdistribusi normal,
selanjutnya dilakukan analisis perbandingan antar kelompok untuk menentukan
apakah ada perubahan profil lipid dan glukosa yang adekuat atau tidak menggunakan
uji One-Way ANOVA, lalu dilanjutkan post hoc Bonferroni. Uji post hoc berfungsi untuk
mengetahui antar kelompok mana yang mempunyai perbedaan. Jika data tidak
terdistribusi normal, maka digunakan uji non-parametrik Kruskal-Wallis. Jika uiji
Kruskal-Wallis bermakna, dilanjutkan dengan Mann-Whitney sebagai post hoc. Data
ditampilkan dalam rerata (standar deviasi, SD). Hasil uji hipotesis dianggap bermakna
atau signifikan jika p < 0,05 (Dahlan, 2014).
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3.10 Etika Penelitian

Dalam rangka menghargai hewan coba yang dikorbankan dalam penelitian ini,
hewan coba diperlakukan dengan baik dan layak atas alasan pemanfaatan kepada
iimu pengetahuan. Oleh karena itu, penelitian ini dapat dilakukan setelah
mendapatkan ethical clearance (EC) dari Fakultas Kedokteran, Kesehatan
Masyarakat dan Keperawatan UGM (FKKMK UGM).



BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil
Protokol penelitian ini telah mendapat persetujuan EC dari Komisi Etik FKKMK
UGM (KE/FK/O089/EC/2020) dengan perpanjangan (KE/FK/0058/EC/2021).

Penelitian ini telah selesai dilakukan pada Februari 2021.

4.1.1 Pemberian HFHF Berhasil Mengakibatkan Dislipidemia
Tabel 2. Kadar profil lipid setelah induksi HFHF.

Kelompok

nilai p*/
Parameter N [ MPR MPD MPS o
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
HDL (mg/dl)
Pre-test 36.46 (3.71) 21.24 (5.74) 23.12 (6.31) 27.54 (3.78)? 21.36 (2.76)° 0.000*
LDL (mg/dl)
Pre-test 23.66 (3.75) 44.72 (6.20)° 49.92 (2.37)* 50.42 (6.46)? 48.78 (6.56)° 0.000*
TG (mg/dl)
Pre-test 41.02 (4.49) 93.24 (12.78)>  101.88 (13.47)*  99.88 (21.84) 95.18 (7.68)° 0.000*
TC (mg/dl)
Pre-test 66.02 (8.07) 97.80 (9.92) 95.00 (8.57)° 96.54 (8.31)° 96.30 (10.94)2  0.000*

Data ditampilkan dalam rerata (SD). HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; TG, trigliceride; TC,
total cholesterol. *Perbandingan antar kelompok menggunakan uji One-Way ANOVA, lalu dilanjutkan post hoc
Bonferroni. **Perbandingan antar kelompok menggunakan uji Kruskal-Wallis, lalu dilanjutkan uji Mann-Whitney
sebagai post hoc. ®Berbeda signifikan dibandingkan dengan kelompok N. "Berbeda signifikan dibandingkan dengan
kelompok I. Cetak tebal mengindikasikan signifikan secara statistik, p < 0.05.

Setelah dua pekan diberikan induksi HFHF, kadar HDL pada kelompok |, MPR,
MPD, dan MPS lebih rendah secara signifikan (p < 0,05) dibandingkan kelompok N.
Kadar HDL dari yang terendah terjadi pada kelompok I, MPS, MPR, dan MPD
dibandingkan kelompok N (p < 0,05).

Kadar LDL pada kelompok I, MPR, MPD, dan PS lebih tinggi secara signifikan (p
< 0,05) dibandingkan kelompok N setelah diberikan induksi HFHF. Rerata kadar LDL
signifikan lebih tinggi dibanding kelompok N (p < 0,05) jika diurutkan yaitu pada MPD,
MPR, MPS, dan I.

18
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Setelah induksi HFHF, kadar TG secara signifikan (p < 0,05) lebih tinggi pada
kelompok yang diberi HFHF dibandingkan dengan kelompok N. Peningkatan TG dari
terbesar yaitu pada MPR, MPD, MPS, dan | dibandingkan kelompok N (p < 0,05).

Dibandingkan dengan kelompok N, kadar TC secara signifikan (p < 0,05) lebih
tinggi pada kelompok induksi setelah diberikan HFHF. Adapun besarnya peningkatan
tersebut diurutkan pada kelompok MPR, MPD, MPS, dan | dibandingkan kelompok N
(p <0,05).

4.1.2 Pemberian HFHF Sedikit Meningkatkan Kadar Glukosa
Tabel 3. Kadar glukosa setelah induksi HFHF.

Kelompok

Parameter N | MPR MPD MPS nilai p#
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Glu (mg/dL)
Pre-test 106.60 (28.85)  128.00 (19.01)  124.40 (28.22)  125.80 (15.27)  140.20 (16.98)  0.257*

Data ditampilkan dalam rerata (SD). Glu, glukosa. *Perbandingan antar kelompok menggunakan uji One-Way ANOVA.

Setelah dua pekan diberi induksi HFHF, kadar glukosa yang lebih tinggi pada
kelompok MPS, |, MPR, dan MPD jika diurutkan. Namun, analisis statistik
menunjukkan bahwa tingginya kadar glukosa tersebut tidak berbeda secara signifikan
(p > 0,05) dibanding kelompok N.

4.1.3 Intervensi Model Puasa Memperbaiki Profil Lipid yang Sebelumnya
Diinduksi HFHF
Intervensi model puasa secara signifikan (p < 0,05) meningkatkan kadar HDL pada
kelompok MPR, MPD, dan MPS dibandingkan dengan kelompok |. Kadar HDL
tertinggi pada kelompok MPR, MPD, dan MPS jika diurutkan berdasarkan besarnya.
Kadar LDL menurun secara signifikan (p < 0,05) pada kelompok MPR, MPD, dan
MPS dibandingkan dengan kelompok | setelah intervensi model puasa. Adapun
urutan kadar terendahnya yaitu MPR, MPD, dan MPS.
Pada kelompok intervensi model puasa, secara signifikan (p < 0,05) kadar TG

mengalami penurunan setelah diintervensi model puasa dibandingkan dengan
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kelompok I. Urutan kadar TG setelah intervensi model puasa dari yang terendah yaitu

MPR, MPD, dan MPS.

Penurunan kadar TC signifikan (p < 0,05) pada kelompok intervensi puasa

dibandingkan dengan kelompok |I. Kadar TC dari yang terendah yaitu pada MPR,

MPD, dan MPS.

Tabel 4. Kadar profil lipid setelah intervensi model puasa.

Kelompok Hai n#/
nilai p
Parameter N [ MPR MPD MPS p
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
HDL (mg/dl)
Post-test 40.72 (6.38) 25.52 (4.36)? 43.36 (9.00)° 38.04 (7.61)° 36.18 (6.21)" 0.031#
LDL (mg/dl)
Post-test 21.88 (6.21) 45.66 (3.21) 25.18 (4.93) 30.46 (4.60)° 31.58 (5.84)° 0.000%
TG (mg/dl)
Post-test 37.60 (6.59) 87.10 (20.43) 36.84 (5.10) 38.14 (5.15)° 43.60 (14.78)° 0.000*
TC (mg/dl)
Post-test 63.9 (6.35) 93.58 (5.88)? 64.26 (8.17)° 70.36 (10.52)° 73.00 (16.79)°  0.001*

Data ditampilkan dalam rerata (SD). HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; TG, trigliceride; TC,
total cholesterol. *Perbandingan antar kelompok menggunakan uji One-Way ANOVA, lalu dilanjutkan post hoc
Bonferroni. #Perbandingan antar kelompok menggunakan uji Kruskal-Wallis, lalu dilanjutkan uji Mann-Whitney
sebagai post hoc. ®Berbeda signifikan dibandingkan dengan kelompok N. Berbeda signifikan dibandingkan dengan
kelompok I. Cetak tebal mengindikasikan signifikan secara statistik, p < 0.05.

4.1.4 Intervensi Model Puasa Sedikit Menurunkan Kadar Glukosa yang
Sebelumnya Diinduksi HFHF
Tabel 5. Kadar glukosa setelah intervensi model puasa.

Kelompok
Parameter N | MPR MPD MPS nilai p#
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Glu (mg/dL)
Post-test 105.60 (30.05)  122.40 (33.50)  92.60 (16.99) 107.20 (5.72) 96.40 (26.44)  0.384"

Data ditampilkan dalam rerata (SD). Glu, glukosa. *Perbandingan antar kelompok menggunakan uji One-Way ANOVA.

Intervensi model puasa memberikan efek penurunan kadar glukosa meskipun
secara statistik tidak signifikan (p > 0,05) pada kelompok MPR, MPD, dan MPS
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dibandingkan kelompok I. Kadar glukosa dari yang terendah yaitu MPR, MPS, dan
MPD.

4.2 Pembahasan

Sejauh pengetahuan penulis, penelitian ini merupakan penelitian pertama yang
mengungkapkan bahwa dua pekan pemberian HFHF yang diformulasikan dari
campuran minyak goreng teroksidasi dan kuning telur puyuh serta kandungan
fruktosa dalam air minum menyebabkan dislipidemia yang ditandai dengan naiknya
kadar LDL, TG, dan TC lalu disertai penurunan kadar HDL secara signifikan pada
kelompok intervensi dibandingkan kelompok kontrol normal. Lebih lanjut, kadar
glukosa ditemukan lebih tinggi pada kelompok intervensi setelah diberi induksi HFHF
dibandingkan kelompok normal meskipun secara statistik tidak signifikan.

Sebuah penelitian sebelumnya mendukung temuan penelitian ini, pada model
tikus Sprague Dawley (SD) yang diberi HFHF selama dua pekan dalam jumlah diet
yang disesuaikan dengan diet ala Barat, menunjukkan perburukan profil lipid dengan
peningkatan signifikan pada TG, asam lemak non-esterifikasi (non-esterified fatty
acids, NEFA), insulin, dan indeks resistansi insulin hepatik. Peningkatan kadar TG
pada tikus yang diberikan HFHF mencerminkan peningkatan sintesis lipid atau
lipogenesis di hepar akibat asupan tinggi fruktosa. Peningkatan lipogenesis ini juga
dapat disebabkan oleh kondisi hiperinsulinemia tikus HFHF karena insulin mampu
merangsang jalur lipogenesis de novo, bahkan pada kondisi resistansi insulin hepatik
(Crescenzo et al., 2014). Lipogenesis de novo meningkatkan suplai lipid intra-hepatik
secara langsung melalui sintesis asam lemak dan secara tidak langsung dengan
menghambat oksidasi asam lemak. Peningkatan kandungan lipid intra-hepatik
tersebut mendorong produksi dan sekresi VLDL yang menyebabkan peningkatan
kadar TG postprandial dan dislipidemia (Stanhope, 2016).

Pemberian HFD jangka pendek selama dua pekan pada penelitian sebelumnya
dikaitkan dengan peningkatan NEFA di sirkulasi. Peningkatan NEFA tersebut akan
berkontribusi pada perkembangan resistansi insulin hepatik selama pemberian HFD,
sementara itu konsumsi HFHF akan mempercepat perkembangan gangguan

metabolisme yang ditimbulkan oleh pemberian HFD (Crescenzo et al., 2014). Temuan
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pada penelitian ini juga didukung oleh penelitian Zhuhua et al. (2015) dengan
pemberian HFHF selama 12 pekan pada mencit menunjukkan peningkatan kadar
FFA, LDL, TG dan TC, sedangkan kadar HDL menurun secara signifikan.

Memburuknya profil lipid terutama TG akibat induksi HFHF dikaitkan dengan
resistansi insulin melalui jalur lipogenesis de novo dan pada akhirnya menyebabkan
peningkatan glukosa (Nieminen et al.,, 2016). Atas alasan tersebut, penulis juga
menganalisis glukosa dalam penelitian ini. Seiring terjadinya dislipidemia, pemberian
HFHF dalam jangka waktu pendek maupun panjang dapat mengakibatkan resistansi
insulin (Crescenzo et al., 2014; Zhuhua et al., 2015). Pada penelitian ini, induksi HFHF
selama dua pekan terbukti meningkatkan kadar glukosa meskipun peningkatan ini
tidak terlalu tinggi dibandingkan kelompok normal. Sejalan dengan temuan ini, sebuah
penelitian sebelumnya pada mencit dengan pemberian HFHF selama 12 pekan
membuktikan adanya peningkatan glukosa dan kadar insulin secara signifikan. Lebih
lanjut, tes toleransi glukosa dan toleransi insulin tikus yang diberi HFHF menunjukkan
adanya gangguan toleransi glukosa dan toleransi insulin yang signifikan dibandingkan
dengan tikus normal (Zhuhua et al., 2015). Lalu dalam penelitian lain, pada tikus yang
diberi HFHF selama dua pekan menunjukkan kadar insulin plasma, indeks
homeostatic model assessment insulin resistance (HOMA-IR), dan indeks resistansi
insulin hati secara signifikan lebih tinggi. Sensitivitas insulin hati yang dinilai dengan
tingkat fosforilasi protein kinase B (Akt) sebagai efektor distal dari sinyal insulin
ditemukan lebih rendah secara signifikan pada tikus yang diberi HFHF dibandingkan
dengan tikus yang diberi diet rendah lemak dan tinggi fruktosa saja (Crescenzo et al.,
2014). Dengan demikian, beberapa bukti penelitian yang ada sejalan dengan temuan
penelitian ini yaitu induksi HFHF secara akut dan kronis terbukti meningkatkan kadar
glukosa. Namun, hasil yang sedikit berbeda dalam penelitian ini mengenai
peningkatan glukosa yang tidak terlalu tinggi dibanding kelompok normal yang
mungkin didasari karena komponen HFHF yang berbeda dengan penelitian
sebelumnya dan waktu induksi selama dua pekan kurang adekuat untuk
mengembangkan kenaikan drastis pada glukosa yang mengarah kepada sindrom
metabolik dan DMT?2.
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Sebuah penelitian oleh Calvo-Ochoa et al. (2014) dengan memberikan HFHF pada
tikus SD selama tujuh hari menghasilkan hiperfagia, obesitas, dan resistansi
insulin. Tikus yang diberi makan HFHF mengonsumsi lebih banyak pakan normal dan
air secara signifikan daripada kontrol sehingga mendapat asupan kalori lebih
banyak. Sensitivitas insulin sistemik juga dikonfirmasi melalui evaluasi pengukuran
kadar glukosa puasa pada keadaan basal dan setelah 15 menit pemberian bolus
insulin intraperitoneal (5 U/kg). Hasilnya, kadar glukosa basal tidak berbeda pada
kelompok kontrol dan HFHF, namun setelah diberikan injeksi insulin, kadar glukosa
darah pada tikus kontrol berkurang sedangkan pada tikus yang diberi HFHF
tidak. Sesuai dengan ini, kadar insulin serum juga meningkat pada tikus yang diberi
HFHF. Tingginya kadar glukosa dan insulin menunjukkan keadaan ketidakpekaan
insulin yang diakibatkan oleh ketidakmampuan sel otot dan hati untuk mengambil
glukosa.

Konsumsi HFHF dapat memodulasi pensinyalan insulin hipokampus yang
dikonfirmasi melalui status fosforilasi reseptor insulin (insulin receptor, IR), substrat
reseptor insulin-1 (insulin receptor substrate-1, IRS-1), dan Akt. Hasilnya
menunjukkan ada penurunan nyata fosforilasi IRS-1 dan Akt pada tikus yang diberi
HFHF. Selain fosforilasi IRS-1 yang berkurang di hipokampus, aktivasi kinase S6K
diamati mengalami peningkatan. Fosforilasi IRS-1 dimediasi oleh kinase seperti S6K,
JNK dan PKC sehingga mencegah IRS-1 mengenali reseptor insulin terfosforilasi lalu
menimbulkan resistansi insulin. Temuan ini menunjukkan bahwa tujuh hari pemberian
HFHF cukup untuk memaodifikasi pensinyalan insulin hipokampus (Calvo-Ochoa et al.,
2014).

Mekanisme lain dalam patogenesis resistansi insulin yaitu dengan lipogenesis de
novo. Dalam penelitian sebelumnya, konsumsi minuman fruktosa selama 10 pekan
pada manusia menunjukkan peningkatan lipogenesis de novo, dislipidemia, dan asam
urat serta penurunan oksidasi asam lemak dan sensitivitas insulin. Hasil ini
membuktikan bahwa konsumsi fruktosa dapat memediasi atau berkontribusi terhadap
penyakit metabolik (Cox et al., 2012). Tidak seperti glukosa yang diatur metabolisme
dan penggunaannya oleh hati yang dibantu insulin, fosforilasi fruktosa sebagian besar

dikatalisis oleh fruktokinase yang tidak diatur oleh status energi hati. Hal ini
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menyebabkan pengambilan fruktosa tidak diatur oleh hati lalu sebagian besar fruktosa
dimetabolisme di hati dan sangat sedikit yang mencapai sirkulasi sistemik (Teff et al.,
2009). Kelebihan fruktosa di hati menghasilkan substrat berlebih yang mengarah pada
peningkatan lipogenesis de novo (Stanhope et al., 2009). Fruktosa mempromosikan
lipogenesis dengan meningkatkan aktivitas piruvat dehidrogenase (PDH) dengan
menghambat PDH-kinase (PDK) dan merangsang peningkatan transkripsi SREBP1c
yang dimediasi oleh PGC1B dan XBP1s. SREBP1c dapat meningkatkan
transkripsinya sendiri serta mengatur ekspresi enzim yang terlibat dalam lipogenesis
dan sekresi TG. Esterifikasi kolesterol oleh Stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD1)
merusak asil-KoA lemak untuk menghasilkan asam lemak tak jenuh tunggal seperti
oleil-KoA, yang mungkin juga bekerja untuk meningkatkan ekspresi SREBP1c.
Akumulasi diasilgliserol (DAG) mengaktifkan PKCe yang kemudian mengganggu
pensinyalan insulin sehingga menyebabkan resistansi (Samuel, 2011).

Meskipun HFD maupun HFHF menyebabkan dislipidemia, resistansi insulin, dan
komponen sindrom metabolik lainnya pada model hewan coba, diet tersebut tidak
sepenuhnya dapat mencerminkan diet pada manusia yang menyebabkan sindrom
metabolik. Hal ini disebabkan karena diet manusia jauh lebih kompleks daripada diet
tinggi lemak atau tinggi fruktosa saja. Namun, menariknya berdasarkan bukti-bukti
yang ada menunjukkan bahwa penggunaan HFD dan HFHF memiliki efek sinergis
dalam menginduksi sindrom metabolik pada hewan coba (Y. S. Lee et al., 2011).

Intervensi model puasa pada penelitian ini membuktikan bahwa model puasa
dalam Islam dapat memperbaiki profil lipid pada kelompok yang sebelumnya diberikan
induksi HFHF. Penurunan kadar LDL, TG, dan TC secara signifikan terjadi pada
semua kelompok perlakuan model puasa dan besarnya penurunan tersebut
bergantung intensitas, yaitu semakin intens maka menyebabkan kadar profil lipid yang
lebih rendah. Kadar HDL juga mengalami kenaikan secara signifikan pada kelompok
MPR, MPD, dan MPS. Perbaikan profil lipid ini mencerminkan penurunan lipogenesis
de novo akibat intervensi model puasa yang sebelumnya diperburuk oleh HFHF
(Nieminen et al., 2016). Temuan ini menunjukkan bahwa intensitas puasa yang lebih
sering yaitu pada model Puasa Ramadan berkontribusi pada perbaikan HDL, LDL,

TG, dan HDL yang lebih baik. Lebih lanjut, perbaikan profil lipid pada kelompok model
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Puasa Daud dan Senin-Kamis lebih rendah daripada kelompok model Puasa
Ramadan dikarenakan intensitas puasa ini tidak konsekutif setiap hari dan
menimbulkan jeda waktu yang lebih lama. Sedangkan, memperpanjang durasi puasa
intermiten tidak mempengaruhi perubahan pada TG dan FFA (Rakvaag et al., 2019).
Temuan hasil perbaikan profil lipid ini membuktikan bahwa Puasa Daud dan Puasa
Senin-Kamis dapat dipertimbangkan menjadi agen perbaikan dislipidemia seperti
halnya Puasa Ramadan yang telah banyak dievaluasi pada banyak penelitian
sebelumnya.

Perbaikan profil lipid tersebut juga disebabkan oleh modulasi ekspresi PPARa dan
PGC-1a di hati yang selanjutnya meningkatkan oksidasi asam lemak dan produksi
apoA, sedangkan apoB menurun. Peningkatan oksidasi asam lemak menyebabkan
penurunan TG di hati sehingga menurunkan produksi dan kadar VLDL, LDL dan
sdLDL di serum. Akibat penurunan kadar VLDL, LDL dan sdLDL, maka terjadi
kehilangan transportasi kolesterol dan TG di dalamnya yang direfleksikan oleh
menurunnya kadar kolesterol serum dan TG akibat puasa intermiten. Sedangkan,
peningkatan kadar HDL disebabkan oleh peningkatan produksi apoA (Santos &
Macedo, 2018).

Temuan ini juga didukung oleh sebuah penelitian in vivo yang mengungkapkan
bahwa puasa intermiten secara signifikan memperbaiki gangguan metabolisme lipid
pada mencit obesitas yang diinduksi HFD. Pemberian HFD pada mencit menunjukkan
kecenderungan untuk mengembangkan degenerasi hati berlemak yang ditandai
dengan peningkatan ekspresi beberapa gen yang terlibat dalam sintesis dan
transportasi lipid di hati. Akan tetapi, hal tersebut diperbaiki oleh puasa intermiten
melalui penurunan berat jaringan adiposa putih (white adipose tissue, WAT) di
selangkangan dan epididimis serta jaringan adiposa coklat (brown adipose tissue,
BAT) di antara skapula mencit (Deng et al., 2020).

Selain memperbaiki profil lipid, intervensi model puasa Islam dalam penelitian ini
membuktikan adanya penurunan kadar glukosa pada semua kelompok intervensi.
Namun, temuan ini tidak konsisten seperti perbaikan profil lipid yang membuktikan
bahwa intensitas puasa yang lebih sering akan lebih berkontribusi pada perbaikan

profil lipid. Urutan besarnya perbaikan glukosa justru dari yang terbesar pada
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kelompok MPR, MPS, dan MPD. Hasil ini tampaknya membuktikan bahwa intensitas
puasa yang lebih sering tidak mempengaruhi besarnya penurunan kadar glukosa.
Sedangkan, durasi puasa selama 14 jam efektif untuk menurunkan kadar glukosa
dengan tidak sampai menimbulkan hipoglikemi sehingga intervensi model puasa
Islam tetap dapat menjadi agen kontrol glukosa yang baik.

Hasil temuan ini didukung penelitian terbaru mengenai Puasa Ramadan. Puasa
Ramadan berpotensi meningkatkan kemungkinan hipoglikemia dan hiperglikemia,
penentu utamanya ditentukan oleh variabilitas glukosa yang secara koheren terkait
dengan fluktuasi glukosa yang ekstrem. Lonjakan kadar glukosa biasanya terjadi
setelah buka puasa, padahal pada akhir waktu puasa atau sebelum buka puasa kadar
glukosa mencapai titik terendah. Namun, penelitian ini mengungkapkan variabilitas
glukosa keseluruhan pada subjek dengan DMT2 yang menjalani Puasa Ramadan
tidak berbeda pada periode selama dan setelah Puasa Ramadan. Dengan demikian,
temuan ini mengkonfirmasi Puasa Ramadan aman dijalankan bagi penderita DMT2
(Harbuwono et al., 2020).

Selain itu, penelitian Rakvaag et al. (2019) pada tikus SD yang diinduksi HFD oleh
mentega dan minyak lobak mengungkapkan bahwa kadar insulin lebih tinggi pada
tikus yang dipuasakan selama 12 jam dan 18 jam dibandingkan dengan 6 jam. Tetapi,
konsentrasi glukosa lebih tinggi pada puasa 18 jam daripada puasa 12 jam, hal ini
menunjukkan adanya penurunan sensitivitas insulin pada tikus puasa 18 jam selama
fase awal oral glucose tolerance test (OGTT). Lalu, pada tikus puasa 18 jam
menunjukkan konsentrasi 3-hydroxybutyric (BHB) meningkat, hal ini menunjukkan
bahwa hewan tersebut dalam keadaan ketogenik. Dapat disimpulkan bahwa puasa
intermiten dapat mempengaruhi konsentrasi glukosa dan kadar insulin, namun
memperpanjang durasi puasa sampai 18 jam justru dapat menurunkan sensitivitas
insulin.

Dalam penelitian lain, pengaruh puasa intermiten setiap hari selama 15 jam (17.00
— 08.00) dalam 30 hari pada tikus pasir normal dan diabetes yang diberi diet
hiperkalori juga dievaluasi. Ketika tikus pasir diberi diet hiperkalori, tikus
mengembangkan resistensi insulin dan diabetes. Sedangkan, setelah diberikan

intervensi puasa intermiten, terjadi perbaikan toleransi glukosa. Temuan ini
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mengungkapkan bahwa puasa intermiten mencegah kerusakan progresif toleransi
glukosa yang terjadi ketika hewan-hewan ini diberi diet hiperkalori (Malaisse, 2010).

Puasa intermiten juga dapat memperbaiki defisit insulin dan intoleransi glukosa
pada model tikus DMT1 dengan mekanisme yang melibatkan pemeliharaan sel
pankreas (Belkacemi et al., 2012). Mekanisme seluler dan molekuler puasa intermiten
dalam mencegah dan membalikkan diabetes melibatkan peningkatan sensitivitas
pensinyalan reseptor insulin sehingga insulin lebih mudah merangsang pengambilan
glukosa oleh sel otot dan hati (Mattson, Longo dan Harvie, 2017).

Sebuah penelitian oleh Mindikoglu et al., (2020) di Amerika yang mempelajari
pengaruh puasa selama 15 jam di bulan Ramadhan juga turut mendukung hasil
temuan pada penelitian ini. Parameter yang diuji menggunakan sampel darah peserta
penelitian yang diambil sebelum memulai puasa, setelah 4 pekan puasa, dan 1 pekan
setelah puasa berakhir. Hasilnya mengungkapkan terdapat peningkatan pada protein
tropomiosin (TPM) 1, 3, dan 4 antara awal dan 1 pekan setelah puasa berakhir. Selain
meregulasi kontraksi otot rangka dan otot jantung, TPM juga memiliki peranan kunci
karena merupakan komponen sitoskeleton aktin dalam sel non-otot dan berperan
dalam stabilisasi, regulasi, dan remodeling sitoskeleton aktin. Sitoskeleton aktin
berfungsi mengatur pembelahan sel, proliferasi, gerakan, komunikasi intra dan antar
sel. Disfungsi sitoskeleton aktin telah terbukti mengakibatkan gangguan eksositosis
transporter glukosa (GLUT4) lalu menyebabkan resistansi insulin. Gen TPM3 yang
mengkodekan TPM 3.1 juga memainkan peran penting dalam remodeling sitoskeleton
aktin sehingga meningkatkan sensitivitas insulin dan melindungi terhadap efek buruk
HFD, akibatnya Puasa Ramadan memberikan efek kontrol glukosa darah menjadi
lebih baik.

Ringkasnya, temuan dari penelitian ini yaitu pemberian HFHF dapat menyebabkan
terjadinya dislipidemia dan kenaikan glukosa. Lalu, hal tersebut dapat diperbaiki oleh
intervensi model Puasa Ramadan, Puasa Daud dan Puasa Senin-Kamis. Temuan ini
membuka wawasan baru terhadap puasa dalam Islam khususnya Puasa Daud dan
Puasa Senin-Kamis yang ternyata juga memiliki efek memperbaiki kadar profil lipid
dan kadar glukosa seperti Puasa Ramadan meskipun dalam pelaksanaannya

terdapat perbedaan intensitas waktu. Penelitian ini adalah penelitian pertama yang
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mengungkap dan membandingkan ketiga efek variasi model puasa dalam Islam
secara langsung pada hewan coba.

Penelitian ini masih memiliki beberapa kekurangan. Misalnya seperti tidak
dilakukannya analisis kadar insulin, HOMA-IR, OGTT, dan Western blot untuk
mengevaluasi efek intervensi model puasa terhadap profil lipid dan glukosa, resistansi
dan persinyalan insulin. Selain itu, massa dan histopatologi pankreas untuk menilai
sel B juga tidak dilakukan. Parameter stres oksidatif yang berperan dalam destruksi
sel B pankreas tidak dievaluasi. Dalam penelitian ini hanya mengevaluasi efek jangka
pendek Puasa Daud dan Senin-Kamis, padahal dalam praktiknya, kedua puasa
tersebut dapat dilakukan sepanjang tahun di luar waktu yang dilarang berpuasa dalam
Islam. Efek jangka panjang Puasa Daud dan Senin-Kamis masih perlu dievaluasi lebih
lanjut dalam penelitian yang akan datang. Meskipun terdapat beberapa kekurangan,
penelitian ini telah berhasil mengevaluasi efek induksi HFHF menggunakan campuran
telur puyuh dan minyak goreng teroksidasi menimbulkan dislipidemia dan
meningkatkan glukosa. Kemudian, efek buruk HFHF tersebut diperbaiki oleh model

puasa dalam Islam.



BAB V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Kesimpulannya, pemberian HFHF akan menyebabkan terjadinya beberapa efek
buruk terhadap metabolisme seperti dislipidemia dan kenaikan kadar glukosa.
Intervensi MPR, MPD, dan MPS, model puasa dalam Islam, memberikan efek
perbaikan terhadap dislipidemia dan glukosa. Hal ini memberikan wawasan baru
tentang puasa dalam Islam, Puasa Daud dan Senin-Kamis dapat menjadi alternatif
dalam menurunkan tingginya kadar glukosa yang disebabkan oleh HFHF

sebagaimana halnya Puasa Ramadan.

5.2 Saran

Perlu dilakukan analisis kadar insulin, HOMA-IR, OGTT, dan Western blot agar
dapat mengevaluasi efek intervensi model puasa terhadap profil lipid dan glukosa,
resistansi dan persinyalan insulin secara paripurna. Selain itu, massa dan
histopatologi pankreas untuk menilai sel B, parameter stres oksidatif juga perlu
dievaluasi lebih lanjut. Terakhir, efek jangka panjang Puasa Daud dan Senin-Kamis
masih perlu dievaluasi lebih lanjut dalam penelitian yang akan datang.
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Lampiran 1. Hasil Analisis Data
High-Density Lipoprotein (HDL)

LAMPIRAN

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnoy® Shapiro-Wilk
Group  Statistic df Sig. Statistic f sig.
HDOL_pre M 251 5 200 803 5 426
| 332 5 075 852 5 2M
FR 261 ] 200 B33 5 60
FD 74 5 200 A2 5 B9
FS 223 4] 200 Relats 5 860
HOL_post M 194 g 200 473 ] Bog
I 38T ] 037 TET 5 042
PR 258 4] 200 858 5 220
PO 255 g 200 948 ] 725
PS 312 ] 25 B27 5 133
* This is a lower hound ofthe true significance.
a. Lilliefors Significance Caorrection
Oneway (HDL_pre)
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dft df2 Sig.
HDL_pre Based on Mean 624 4 20 651
Based on Median 355 4 20 837
Based on Median and 355 4 14.107 836
with adjusted df
Based on trimmed mean 545 4 20 704
ANOVA
HDL_pre
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1172.726 4 293.181 13.514 .000
Within Groups 433.896 20 21.695
Total 1606.622 24
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DependentVariahle: HDL_pre

36

Multiple Comparisons

Diﬁt:l%ir;e . 95% Confidence Interval

(1) Group  (J) Group J) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
Bonferroni - I | 18.22000" 2.94583 .ooa 8.93086 27.5094
PR 16.34000° 2.94583 .ooo 7.0506 25,6294

PD 11.92000" 2.94583 008 2.6308 21.2094

PS 18.10000" 2.94583 .000 8.8106 27.3894

| I -18.22000° 2.94583 .ooo -27.5094 -8.9306
PR -1.88000 2.94583 1.000 -11.1694 7.40594

FD -6.30000 2.94583 450 -16.58094 2.9354

[ -12000 2.94583 1.000 -8.4094 91694

PR I -16.34000 2.94583 .ooo -25.6294 -7.0506
| 1.88000 2.94583 1.000 -7.4094 11.1694

FD -4.42000 2.94583 1.000 -13.7094 486594

[ 1.76000 2.94583 1.000 -7.5204 11.0494

FD I -11.82000° 2.94583 006 -21.2004 -2.6306
| £.30000 2.94583 450 -2.9894 15.5894

PR 4.42000 2.94583 1.000 -4 8694 13.7094

PS 6.18000 2.94583 488 -3.1094 15.4694

PS I -18.10000° 2.94583 .ooo -27.3804 -B.B106
| 12000 2.94583 1.000 -8.1694 9.4094

PR -1.76000 2.94583 1.000 -11.0494 7.h254

FD -6.18000 2.94583 488 -16.4694 3.1054

Kruskal-Wallis Test (HDL_Post)

Ranks
Group N Mean Rank
HDL_post N 5 1610 Mann-Whitney Test
| 5 420
PR 5 18.00 Ranks
PD 5 14.50 Sum of
Group N Mean Rank Ranks
22
PS 5 12.20 HDL_post N 5 7.80 39.00
Total 25 1 5 3.20 16.00
Total 10
Test Statistics™” a
Test Statistics'
HDL__[:":'St HDL_post
Kruskal-Wallis H 10.614 LTS 1.000
Wilcoxon W 16.000
df 4 z -2.402
Asymp. Sig. 031 Asymp. Sig. (2-tailed) 016
Exact Sig. [2*(1-tailed 016®

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variahle:
Group

Sig)l
a. Grouping Variable: Group

b. Not corrected for ties



Mann-Whitney Test Mann-Whitney Test
Ranks Ranks
Sum of Sum of
Group N Mean Rank Ranks Group N Mean Rank Ranks
HDL_post N 5 4.80 24.00 HDL_post N 5 6.10 30.50
PR 5 6.20 31.00 PD 5 4.90 24.50
Total 10 Total 10
Test Statistics® Test Statistics®
HDL_post HDL_post
Mann-Whitney U 9.000 Mann-Whitney U 9.500
Wilcoxon W 24.000 Wilcoxon W 24.500
A -73 73 -.629
Asymp. Sig. (2-tailed) 465 Asymp. Sig. (2-tailed) 530
Exact Sig. [2*(1-tailed 548 Exact Sig. [2*(1-tailed 548
Sig)] Sig)]
a. Grouping Variable: Group a. Grouping Variable: Group
b. Not corrected for ties. b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test Mann-Whitney Test
Ranks Ranks
Sum of Sum of
Group N Mean Rank Ranks Group N Mean Rank Ranks
HDL_post N 5 6.40 32.00 HDL_post | 5 3.20 16.00
PS 5 4.60 23.00 PR 5 7.80 39.00
Total 10 Total 10
Test Statistics® Test Statistics”
HDL_post HDL_post
Mann-Whitney U 8.000 Mann-Whitney U 1.000
Wilcoxon W 23.000 Wilcoxon W 16.000
z -.940 = -2.402
Asymp. Sig. (2-tailed) 347 Asymp. Sig. (2-tailed) 016
Exact Sig. [2*(1-tailed 4210 Exact Sig. [2*(1-tailed 016"
Sig.)] Sig)]
a. Grouping Variable: Group a. Grouping Variable: Group
b. Not corrected for ties. b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test Mann-Whitney Test
Ranks Ranks
Sum of Sum of
Group N Mean Rank Ranks Group N Mean Rank Ranks
HDL_post | 5 3.20 16.00 HDL_post | 5 1.60 18.00
PD 5 7.80 39.00 PS 5 7.40 37.00
Total 10 Total 10
Test Statistics” Test Statistics®
HDL_post HDL_post
Mann-Whitney U 1.000 Mann-Whitney U 3.000
picoxoniy 16.000 Wilcoxon W 18.000
z -2.402 b4 .1.984
Asymp. Sig. (2-tailed) 016 Asymp. Sig. (2-tailed) 047
12 il L 016° Exact Sig. [2*(1-tailzd 056°
Sig)l Sig.)]

a. Grouping Variable: Group
b. Not corrected for ties.

a. Grouping Variable: Group
b. Not corrected for ties.
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Low-Density Lipoprotein (LDL)

Tests of Normality

Kolmogaorov-Smirnoy? Shapira-Wilk
Group  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
LOL pre I A75 5 200 867 5 856
| 81 g 200 946 ] Ja7
FR 87 5 200 838 5 G549
FD 74 g 200 .a849 ] arT
FS 1549 5 200 873 5 8495
LOL_post M .203 g 200 ars ] .08
I 2149 5 200 938 5 G50
PR 252 4] 2007 825 5 A27
FD 287 5 200 B3z 5 143
PE 264 4] 2007 B26 5 249
* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Oneway (LDL_Pre)
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dft df2 Sig.
LDL_pre Based on Mean 1.192 4 20 345
Based on Median .B68 4 20 500
Based on Median and .868 4 14814 506
with adjusted df
Based on trimmed mean 1.169 4 20 354
ANOVA
LDL_pre
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2560.476 4 640119 22.398 .000
Within Groups 571.584 20 28.579

Total 3132.060 24
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Multiple Comparisons

DependentVariahle: LDL_pre

Mean 95% Confidence Interval

Difference (-
(1) Group  (J) Group J) Std. Error Sia. Lower Bound  Upper Bound
Bonferroni - I | -21.06000 3.38108 .ooa -31.72118 -10.3981
PR -26.26000 338108 .ooo -36.9219 -15.5981
PD -26.76000° 338108 .ooo -37.4219 -16.0981
PS -25.12000 3.38108 .000 -36.7818 -14.4581
| I 21.06000 338108 .ooo 10,3981 31.7118
PR -5.20000 338108 1.000 -15.8619 54619
FD -A.70000 3.38108 1.000 -16.3619 49619
PS -4.06000 3.38108 1.000 -14.7218 6.6019
PR I 26.26000° 338108 .ooo 155881 36.9219
| 5.20000 338108 1.000 -5.4619 15.8619
FD -.50000 3.38108 1.000 -11.1618 101619
PS 1.14000 3.38108 1.000 -9.5218 11.8019
FD I 26.76000° 338108 .ooo 16.0881 3r4218
| 5.70000 338108 1.000 -4.9619 16.3619
PR A0000 3.38108 1.000 -10.1618 111619
PS 1.64000 3.38108 1.000 -9.0218 12,3019
PS I 2512000 3.38108 .000 14.4581 357819
| 4.06000 338108 1.000 -6.6019 147218
PR -1.14000 338108 1.000 -11.8019 9.5219
FD -1.64000 3.38108 1.000 -12.3018 9.0215




Oneway (LDL_Post)

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic df df2 Sig.
LDL_post Basedon Mean 1.030 4 20 416
Based on Median 325 4 20 858
Based on Median and 325 4 17.375 857
with adjusted df
Based on frimmed mean 998 4 20 432
ANOVA
LDL_post
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1662.894 4 415724 16179 .000
Within Groups 513.908 0 25,695
Total 2176.802 4

Multiple Comparisons

DependentVariahle: LDL_post

Diﬁre“lllime “ 95% Confidence Interval

i Group  (J) Group J) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
Bonferroni M | -23.78000° 3.20586 000 -33.8897 -13.6703
PR -3.30000 3.20596 1.000 -13.4097 6.8097

FD -8.58000 320586 145 -18.6897 1.6297

PE -9.70000 3.20686 uling -19.8097 4097

M 23.78000 3.20586 .ooo 13.6703 33.8887

PR 20.48000° 3.20586 .00o 10.3703 30.5887

FD 15.20000° 3.20596 .0m 5.0803 25,3087

PE 14.08000 3.20686 003 3.8703 241887

PR | 3.30000 3.20596 1.000 -6.8097 13.40097
| -20.48000° 3.20586 .00o -30.5897 -10.3703

PD -5.28000 3.20596 1.000 -16.3897 48297

PS -6.40000 320586 597 -16.5097 370497

FD I 8.68000 3.20586 145 -1.5287 18.6887
| -15.20000° 3.20586 .0m -26.3097 -5.0003

PR 5.28000 320586 1.000 -4.8297 15.3887

P& -1.12000 3.20586 1.000 -11.2297 8.98497

Ps I §.70000 3.20586 {067 -.4097 19.8087
| -14.08000° 3.20596 003 -24.1897 -3.9703

PR 6.40000 3.20686 597 -3.7097 16.5087

PD 1.12000 3.20586 1.000 -8.9897 11.2287




Trigliceride (TG)

Tests of Normality

Kolmogarov-Smirnoy? Shapiro-Willk
Group  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
TG_pre [ 202 ] 200 arg ] 829
I 239 5 200 951 5 742
B 196 g 200 469 g 872
FD 140 5 200 986 5 966
(= 309 ] 133 820 ] A7
TG_post N 223 5 200 815 5 497
I 223 g 200 963 g 829
PR 218 ] 200 BT ] 272
FD 275 5 200 B7a 5 300
[ 310 g 130 | g 054
* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Oneway (TG_Pre)
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic df df2 Sia.
TG_pre  Based on Mean 2.402 4 20 .084
Based on Median 1.683 4 20 193
Based on Median and 1.683 4 13.460 212
with adjusted df
Based on trimmed mean 2.336 4 20 091
ANOVA
TG_pre
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 13022.156 4 3255.539 18.070 .000
Within Groups 3603.184 20 180.159

Total 16625.340 24




Multiple Comparisons

DependentVariable: TG_pre
Mean 95% Confidence Interval
Difference (-

(0 Group () Group J) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
Bonferroni M I -52.22000° 5.48903 000 -78.9893 -25.4507
PR -60.86000" 8.48503 .000 -87.6253 -34.0907

FD -58.86000° 5.48903 000 -B5.6203 -32.0907

PS -54.16000" 8.48503 .000 -80.9253 -27.3907

I 52.22000" 5.48903 000 254507 78.9893

PR -B.64000 5.48903 1.000 -35.4093 18,1293

FD -6.64000 8.48503 1.000 -33.4083 201293

P8 -1.894000 5.48903 1.000 -28.7093 24,8293

PR I 60.56000" 5.48903 .000 34.0807 87.6293
| 8.64000 8.48503 1.000 -18.1283 354083

FD 2.00000 5.48903 1.000 -24.7693 28.7693

PS 6.70000 8.48903 1.000 -20.0693 33,4693

FD Il 53.86000 8.48503 .000 32.05807 B85.6293
I 6.64000 5.48903 1.000 -20.1293 33.4083

PR -2.00000 5.48903 1.000 -28.7693 24,7693

PS 4.70000 8.48503 1.000 -22.0653 31.4693

PS I+ 5416000 8.48503 .000 27.3907 80.9293
I 1.94000 5.48903 1.000 -24.8293 28.7093

PR -6.70000 8.48503 1.000 -33.4653 20.0693

FD -4.70000 8.48503 1.000 -31.4683 22.0693
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Oneway (TG_Post)

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic df1 df2 Sig.
TG_post Based on Mean 3.930 4 20 016
Based on Median 1.325 4 20 295
Based on Median and 1.325 4 9.428 329
with adjusted df
Based on trimmed mean 3.775 4 20 019
ANOVA
TG_post
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 9379.718 4 2344829 16.019 .000
Within Groups 2927.604 20 146.380
Total 12307.322 24
Multiple Comparisons
DependentVariable: TG_post
Diﬁrevllliirl]:e “ 95% Confidence Interval
(1) Group  (J) Group J) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
Bonferroni M I -49.500000  7.65193 000 -73.6206 -25.3704
PR 76000 7.65183 1.000 -23.3698 24 8396
PD -54000  7.65193 1.000 -24.6696 23.55496
PS -6.00000  7.65193 1.000 -30.1286 18.1296
I I 49500000  7.65193 000 253704 73.6296
PR 50260007  7.65183 000 26.1304 74.3896
FD 48960000  7.65183 000 24.8304 73.0896
PS 43500000 765193 .000 19.3704 67.6296
FR M - 76000 7.651493 1.000 -24.3896 23,3696
I -50.26000°  7.65193 .00 -74.3896 -26.1304
PD -1.30000  7.65193 1.000 -25.4296 22.8296
] -6.76000  7.65193 1.000 -30.8896 17.3696
FD M 54000 7.65193 1.000 -23.5896 24 BEYB
I -48.960000  7.65193 .00 -73.0896 -24.8304
PR 1.30000  7.65183 1.000 -22.8286 25,4296
] -5.46000  7.65193 1.000 -29.5896 18 6696
P5 I £.00000  7.65193 1.000 -18.1296 30.1296
I 43500000  7.65193 .00 -67.6206 -19.3704
PR 676000  7.65183 1.000 -17.3696 30.8896
FD 546000  7.65193 1.000 -18.6696 20,5596




Total Cholesterol (TC)

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirmoy? Shapiro-Wilk
Group  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
TC_pre I 273 5 2000 878 5 289
I 243 5 2000 873 5 2749
PR 285 5 A77 820 5 16
FD 184 5 2000 A7 5 8BS
[FH 234 5 2000 Aa04 5 430
TC_post N 207 5 2000 BBE 5 337
I 222 5 2000 926 5 A73
PR 200 5 2000 823 5 A52
FD 237 5 2000 A04 5 439
[FH 270 5 2000 B35 5 151
* This is a lower bound ofthe true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Oneway (TC_Pre)
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic df1 df2 Sig
TC_pre  Based on Mean 494 4 20 41
Based on Median 289 4 20 882
Based on Median and .289 4 18.388 882
with adjusted df
Based on timmed mean 507 4 20 731
ANOVA
TC_pre
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3713.954 4 928.489 10.901 .0oo
Within Groups 1703.480 20 85174

Total 5417.434
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DependentVariable: TC_pre
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Multiple Comparisons

Mean 95% Confidence Interval
Difference (-
(1) Group  (J) Group J) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
Bonferroni - I | -31.78000 A.83692 .ooa -60.1861 -13.3738
PR -28.98000° 5.83682 001 -47.3861 -10.5738
PD -30.52000° 5.83692 .ooo -48.9261 -12.1138
PS -30.28000° £.83692 .000 -48.6861 -11.8739
| I 31.78000 5.83692 .ooo 13.3739 50,1861
PR 2.80000 A.83692 1.000 -16.6061 21.2081
FD 1.26000 £.83692 1.000 -17.1461 19.6661
[ 1.50000 5.83682 1.000 -16.9061 19.9061
PR I 28.98000 5.83692 001 10.5739 47.3861
| -2.80000 A.83692 1.000 -21.2061 15.6061
FD -1.54000 £.83692 1.000 -19.9461 16.8661
[ -1.30000 5.83682 1.000 -19.7061 17.1061
FD I 3052000 5.83682 .ooo 121139 48.9261
| -1.26000 5.83692 1.000 -19.6661 171461
PR 1.54000 A.83692 1.000 -16.8661 19.9461
PS .24000 £.83692 1.000 -18.1661 18.6461
PS I 30.28000° 5.83682 .ooo 11.8739 48.6861
| -1.50000 5.83692 1.000 -19.9061 16.9061
PR 1.30000 A.83692 1.000 -17.1061 19.70861
FD -.24000 583692 1.000 -18.6461 18.1661

Oneway (TC_Post)

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dft df2 Sig.
TC_post Based on Mean 1.673 4 20 220
Based on Median 610 Bl 20 660
Based on Median and 610 4 7.458 668
with adjusted df
Based on trimmed mean 1.470 4 20 249
ANOVA
TC_post
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2948.508 4 737127 6.901 .001
Within Groups 2136.332 20 106.817
Total 5084.840 24




Dependent Variable: TC_post
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Multiple Comparisons

lean 95% Confidence Interval
Difference (-

() Group  (J) Group J) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound

Bonferroni M I -29.68000 6.53656 .00z -60.2924 -9.0676

PR -.36000 6.53656 1.000 -20.8724 20.2524

PD -6.46000 6.53656 1.000 -27.0724 14.1524

PS -8.10000 6.53656 1.000 -28.7124 11.5124

| I 29.68000° 6.53656 .00z 9.0676 50.2924

PR 29.32000° 6.53656 .00z 8.7076 49.9324

FD 23.22000° 6.53656 020 2.6076 43.8324

Ps 20.58000 6.53656 051 -.0324 41.1924

PR I 36000 6.53656 1.000 -20.2524 20,9724

I -29.32000° 6.53656 .00z -49.9324 -B.7076

PD -6.10000 6.53656 1.000 -26.7124 14.5124

Ps -8.74000 6.53656 1.000 -28.3524 11.8724

FD I 6.46000 6.53656 1.000 -14.1524 27.0724

I -23.22000° 6.53656 020 -43.8324 -2.6076

PR 6.10000 6.53656 1.000 -14.5124 26.7124

Ps -2.64000 6.53656 1.000 -23.2524 17.9724

PS I 9.10000 6.53656 1.000 -11.5124 29.7124

I -20.58000 6.53656 051 -41.1924 0324

PR 8.74000 6.53656 1.000 -11.8724 29.3524

PD 2.64000 6.53656 1.000 -17.9724 23.2524

Glukosa
Tests of Normality
Kolmagaorav-Smirnoy® Shapiro-Wilk

Group  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Glu_pre [ 193 ] 200 828 5 582
I 258 ] 200 836 5 B34
PR 1490 ] 200 828 5 583
PO 248 ] 200 879 5 304
Ps 211 ] 200 861 5 B16
Glu_post N 221 ] 200 825 5 562
I A1 5 128 830 5 140
PR 225 5 200 921 5 537
PO 114 ] 200 897 5 897
= 225 ] 200 832 5 BO7

* This is a lower hound of the true significance.

a. Lilliefars Significance Correction



Oneway (Glu_pre)

Test of Homogeneity of Variances
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Levene
Statistic dft df2 Sig.
Glu_pre  Based on Mean 859 20 505
Based on Median 629 20 648
Based on Median and 629 16.886 649
with adjusted df
Based on trimmed mean .858 20 .506
ANOVA
Glu_pre
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2898.000 4 724.500 1.442 257
Within Groups 10046.000 20 502.300
Total 12944000 24

Multiple Comparisons

DependentWariable: Glu_pre

Mean 95% Confidence Interval
Difference (-

0 Group () Group J) Stal. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
Bonferroni M | -21.40000 1417463 1.000 -G6.0983 23.2983
FR -17.80000 1417463 1.000 -62.4583 26.8583

FD -15.20000 1417463 1.000 -63.8583 254583

[3=3 -33.60000 1417463 2749 -78.2983 11.0983

I 21.40000 1417463 1.000 -23.2883 66.0983

PR 3.60000 1417463 1.000 -41.0983 48.2983

FD 220000 1417463 1.000 -42.4583 46.8583

PS -12.20000 1417463 1.000 -A6.8583 32.4583

FR M 17.80000 1417463 1.000 -26.8983 62,4983
| -3.60000 1417463 1.000 -48.2883 41.0983

PD -1.40000 1417463 1.000 -46.0983 43.2983

PS -15.80000 1417463 1.000 -60.4983 2B8.8983

FD I 15.20000 1417463 1.000 -25.4583 63.8583
| -2.20000 1417463 1.000 -46.8983 42,4983

PR 1.40000 1417463 1.000 -43.2883 46.0983

PS -14.40000 1417463 1.000 -55.0883 30.2583

PS M 33.60000 1417463 2749 -11.0983 78.2983
| 12.20000 1417463 1.000 -32.4583 66.8583

FR 1580000 1417463 1.000 -28.8983 60.4983

FD 14.40000 1417463 1.000 -30.2583 580883



Oneway (Glu_post)

Test of Homogeneity of Variances
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Levene
Statistic df1 df2 Sig.
Glu_post Based on Mean 4 857 4 20 007
Based on Median 1.137 4 20 368
Based on Median and 1137 4 11.678 386
with adjusted df
Based on trimmed mean 4602 4 20 008
ANOVA
Glu_post
Sum of
Squares df Mean Sguare F Sig.
Between Groups 2677.760 4 669.440 1.099 .384
Within Groups 12187.600 20 609.380
Total 14865.360 24
Multiple Comparisons
DependentVariable: Glu_post
Mean 55% Confidence Interval
Difference (-
(I Group  (J) Group J) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
Bonferroni M | -16.80000 15.61256 1.000 -66.0327 324327
PR 13.00000 1561256 1.000 -36.2327 62,2327
FD -1.60000 1561256 1.000 -50.8327 47 6327
PS 9.20000  15.61256 1.000 -40.0327 58,4327
| I+l 1680000 1561256 1.000 -32.4327 66.0327
PR 25980000 1561256 rog -19.4327 79.0327
FD 1520000 1561256 1.000 -34.0327 64 4327
PS 26.00000 1561256 1.000 -23.2327 752327
FR Il -13.00000 1561256 1.000 -62.2327 36.2327
| -29.80000  15.61256 708 -79.0327 19,4327
FD -14.60000 1561256 1.000 -63.8327 346327
[F=i -3.80000  15.61256 1.000 -h3.0327 454327
FD I 1.60000  15.61256 1.000 -47.6327 50.8327
| -165.20000  15.61256 1.000 -64.4327 340327
PR 1460000 1561256 1.000 -34.6327 63.8327
[F=i 1080000 1561256 1.000 -38.4327 60.0327
FS Il -9.20000  15.61256 1.000 -58.4327 40.0327
| -26.00000 15.61256 1.000 -76.2327 23.2327
PR 3.80000  15.61256 1.000 -45.4327 53.0327
FD -10.80000  15.61256 1.000 -60.0327 38.4327
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Lampiran 2. Ethical Clearance

MEDICAL AND HEALTH RESEARCH ETHICS COMMITTEE (MHREC)
FACULTY OF MEDICINE, PUBLIC HEALTH AND NURSING
UNIVERSITAS GADJAH MADA — DR. SARDJITO GENERAL HOSPITAL

ETHICS COMMITTEE APPROVAL
Ref. No. : KE/FK/0089 /EC/2020

Title of the Research Protocol : Perbandingan Efek Puasa Daud, Puasa Senin-Kamis, dan
Puasa Ramadan Terhadap Indeks Metabolik dan
Histopatologi Organ Tikus (Rattus Norvegicus) yang
Diinduksi Dislipidemia

Document(s) Approved and : Study Protocol version 02 2019

version

Principle Investigator : Naufal Arif Ismail

Participating Investigator(s) : 1. dr. Miranti Dewi Pramaningtyas, M.Sc.

2. Endah Sari Ratna Kumala
3. Alfian Novanda Yosanto

Date of Approval : {7 JAN 200
(Valid for one year beginning from the date of approval)
Institution(s)/place(s) of : Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran Universitas
research Islam Indonesia dan Pusat Antar Universitas (PAU)
Universitas Gadjah Mada

The Medical and Health Research Ethics Committee (MHREC) states that the document above meets
the ethical principle in the International and National Guidelines on ethical standards and procedures
for researches involving animal.

The Medical and Health Research Ethics Committee (MHREC) has the right to monitor the research
activities at any time.

The investigator(s) is/are obliged to submit:
0 Progress report as a continuing review (state its due time)
iﬁepon of any serious events

Final report upon the completion of the study
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Panel’s chairperson Panel’s secretary
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