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Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun papaya jepang (Cnidoscolus
chayamansa) terhadap kerusakan histologis hepar pada tikus hiperlipidemia, dilihat dari kadar ALT, AST dan
gambaran struktur histologis hepar. Rancangan penelitian menggunakan Post Test Control Group Design.
Sebanyak 30 ekor tikus wistar, secara random dibagi menjadi 6 kelompok yaitu kelompok kontrol normal (KO0),
kelompok kontrol negatif (K-1)/tikus hiperlipidemia, kelompok kontrol positif (K-)/ tikus diinduksi kolesterol
dan diberi suplemen atorvastatin dan 3 kelompok perlakuan yaitu: K1 / tikus diinduksi kolesterol dan diberi
ekstrak daun pepaya jepang 100 mg/kgBB/hari, K2 / tikus diinduksi kolesterol dan diberi ekstrak daun pepaya
jepang 200 mg/kgBB/hari, dan K3 / tikus diinduksi kolesterol dan diberi ekstrak daun pepaya jepang 400
mg/kgBB/hari. Perlakuan dilakukan selama 30 hari. Hari ke-31 diambil darah, diukur kadar ALT, AST,
dibedah diambil organ hepar, dibuat preparat dan diamati tingkat kerusakan sel. Hasil penelitian menunjukkan
terjadi penurunan (1) kadar ALT, AST dan tingkat kerusakan stuktur pada kelompok yang diberi ekstrak daun
pepaya jepang dibanding kontrol negatif (K1); dan (2) tidak terjadi perbedaan yang signifikan antara KO, K+,
K1, K2, dan K3. Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan bahwa ekstrak daun papaya jepang berpengaruh
menurunkan kerusakan histologis hati tikus dan berpotensi mencegah kerusakan hati pada kondisi
hiperlipidemia.

Kata kunci: ALT, AST, Cnidoscolus chayamansa, hepar, hiperlipidemia

1. PENDAHULUAN

Hiperlipidemia adalah kelainan metabolisme lipid yang ditandai dengan peningkatan kolesterol
total (TC), trigliserida (TG), dan low density lipoprotein-cholesterol (LDL-C), dan penurunan high
density lipoprotein cholesterol (HDL-C) (Xiao et al., 2016). Kondisi hiperlipidemia meningkatkan
risiko timbulnya aterosklerosis, infark miokard, serangan jantung, dan penyakit serebrovaskular
(Shinde et al., 2013). Penyakit kardiovaskular adalah salah satu penyebab utama kematian baik di
negara industri maupun negara berkembang (Kumar et al., 2009).

Kondisi hiperlipidemia memicu terjadinya non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) yang
berujung pada sirosis dan karsinoma hepatoseluler (Loomba & Sanyal, 2013). Hal ini juga merupakan
penyebab terjadinya peningkatan kadar enzim hepar di dalam darah (Li et al., 2016). Mekanisme kerja
hiperlipidemia dapat meningkatkan resiko NAFLD salah satunya terkait dengan peningkatan massa
lipid dalam hepatosit. Sumber utama pengiriman asam lemak ke sel hepatosit termasuk lipolisis
splanknikus dari lemak viseral, lipogenesis, dan konsumsi makanan berlemak (Igbal et al., 2018).

Timbulnya NAFLD dan atau hiperlipidemia menyebabkan steatohepatisis atau steatosis hepar
sebagai akibat mekanisme penumpukan lemak (steatosis) di hepar, terutama pada kondisi resistensi
insulin (Dowman et al., 2009) dan stress oksidatif akibat peningkatan oksidasi asam lemak di hepar.
Radikal bebas kemudian memicu pelepasan sitokin pro-inflamasi, disfungsi mitokondria dan
kerusakan pengaturan metabolisme lipid dan gula. Selain itu, pelepasan sitokin pro-inflamasi
mengaktivasi sel stellata untuk menghasilkan fibroblast yang memicu fibrosis hepar (Duwaerts &
Mabher, 2014).

Salah satu indikator yang digunakan dalam mengamati kerusakan hepar diantaranya adalah
dengan mengamati kadar enzim aminotransaminase yang terdapat dalam hepar. Enzim transaminase
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’ 'dilepaskan ke darah dalam jumlah besar saat hepatosit mengalami kerusakan (Longo & Fauci, 2013).' |
Aminotransaminase merupakan indikator sensitif dalam mendeteksi kerusakan hepar dan penyakit
hepatoseluler akut misalnya hepatitis (Sokal et al., 2013) maupun steatosis (Pan & Stanley, 2020)
hingga sirosis hepar (Afzali et al., 2010). Aminotransaminase mencakup alanin transaminase (ALT)
dan aspartat transaminase (AST), kadar di dalam darah secara normal berada dalam kadar yang
rendah (Longo & Fauci, 2013).

Pemanfaatan tanaman sebagai obat tradisional sudah ada sejak lama dan dikenal luas oleh
masyarakat Indonesia. Beberapa ekstrak tanaman yang digunakan dalam pengobatan terkait
hiperlipidemia, di antaranya yaitu pepaya jepang (Cnidoscolus chayamansa). C. chayamansa secara
umum digunakan sebagai sayur, telah digunakan untuk terapi sejumlah penyakit seperti diabetes
(Loarca-Pifia et al., 2010), atherosklerosis (Ajiboye et al., 2019), batu empedu dan kolesterol tinggi
(Gonzalez-Laredo et al., 2003). Penelitian Iswari et al., (2020) menyebutkan bahwa ekstrak daun C.
chayamansa dosis 400 mg/kg efektif digunakan untuk menurunkan kolesterol total, LDL, dan
trigliserida serta meningkatkan HDL dalam darah.

Berdasarkan Olaniyan et al., (2017) menyebutkan bahwa daun pepaya jepang (Cnidoscolus
chayamansa) memiliki kandungan flavonoid, vitamin C dan vitamin E (o-tokoferol). Senyawa-
senyawa tersebut merupakaan senyawa antioksidan yang berperan untuk mencegah peroksidasi lipid
(Marianti et al., 2013). Namun, kandungan antioksidan dalam dosis yang lebih tinggi perlu
diwaspadai karena konsumsi antioksidan berlebih dalam jangka waktu yang lama dapat memicu
terjadinya reaksi balik yaitu menjadi senyawa pro-oksidan (Bartikova et al., 2014). Pro-oksidan
merupakan senyawa yang dapat mengoksidasi senyawa seperti lipid secara berlebih pada membran sel
(Cotelle, 2001).

Berdasarkan uraian di atas, maka perlu dilakukan penelitian tentang kondisi hepar tikus yang
mengalami hyperlipidemia tanpa atau dengan suplementasi ekstrak daun C. chayamansa. Hal tersebut
sebagai upaya untuk menganalisis kerusakan hepar akibat steatosis, serta melihat efek farmakologis
C. chayamansa dalam mencegah kerusakan hepar akibat hiperlipidemia.

2. METODOLOGI

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biologi, Fakultas Matematika dan Illmu
Pengetahuan Alam, Universitas Negeri Semarang. Penelitian eksperimen murni ini menggunakan
desain posttest only control group design. Tikus wistar sebanyak 30 ekor, umur 3 bulan dengan berat
badan 180-200 gr. Tikus dibagi menjadi 6 kelompok secara acak, kelompok kontrol normal (KO),
kelompok kontrol negatif atau tikus hiperlipidemia (K-), kelompok kontrol positif atau tikus yang
diinduksi hiperlipidemia yang diberi suplemen atorvastatin (K+), kemudian tikus hiperlipidemia.
diberi ekstrak alkohol daun C. Chayamansa dengan dosis 100 mg/kgBB/hari untuk K1, 200
mg/kgBB/hari untuk K2 dan 400 mg/KgBB/hari untuk K3.

3.1 Pembuatan Ekstrak Daun Pepaya Jepang (C. chayamansa)

Daun C. chayamansa kering diekstraksi dengan metode maserasi. Masukkan serbuk C.
chayamansa (50 gr) ke dalam wadah gelap kemudian tambahkan 500 mL etanol 96%. Simpan pada
suhu kamar (25 °C) dan hindari sinar matahari langsung selama dua hari sambil sesekali diaduk setiap
6 jam. Maserat diendapkan dengan evaporasi putar pada suhu 50°C, tekanan 20 Psi, dan putaran 120
rpm selama 24 jam. Keringkan larutan sampai diperoleh ekstrak serbuk, kemudian dilarutkan dengan
minyak zaitun sampai diperoleh dosis yang diinginkan.

3.2 Induksi Hiperlipidemia dan Pengobatan C. chayamansa

Induksi hiperlipidemia diberikan selama 14 hari menggunakan diet tinggi lemak (pakan
standar, kuning telur 2 ml, kristal kolesterol 2 mg) secara oral gavage. Hari ke-15 hingga ke-30
masing-masing kelompok diberi perlakuan, atorvastatin yang diubah menjadi 0,38 mg/tikus untuk K+
dan ekstrak C. chayamansa dengan dosis yang diperoleh untuk K1, K2, dan K3.
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3.3 Pengumpulan Sampel Darah

Pada hari ke-31, darah diambil menggunakan mikrohematokrit dari sinus orbital dan diinkubasi
selama 30 menit pada suhu kamar. Kemudian disentrifugasi pada 8000 rpm selama 15 menit untuk
menghasilkan serum yang akan digunakan untuk analisis kadar ureum dan kreatinin.

3.4 Pengukuran AST dan ALT

Serum darah yang diperoleh dari tikus diukur AST dan ALT menggunakan Diagnosis System
(DiaSys) GmbH untuk penanda sindrom metabolik, dengan teknik spektofometri, masing-masing
pengujian menggunakan 10-100 L. pengujian dilakukan sesuai dengan metode kerja dan protokol
pabrikan.

3.5 Persiapan Slide Histologi

Pembuatan preparat histopatologi dilakukan melalui beberapa tahap yakni pemilihan jaringan
yang perlu diamati, fiksasi jaringan, pemrosesan jaringan (dehidrasi, clearing, infiltrasi dan
embedding dengan parafin), pemotongan jaringan dan pewarnaan HE (Roslizawaty et al., 2016).
Adapun tahapan pembuatan preparat histopatologi hepar (Suastika, 2011) yaitu proses fiksasi dengan
formalin 10%, dehidrasi menggunakan alkohol dengan kadar bertingkat (70%, 90%, dan alkohol
absolute), clearing dengan menggunakan xylol, tahap embedding dan blocking menggunakan paraffin,
seksioning pemotongan block paraffin dengan ketebalan 5-6 milimikron, kemudian staining
menggunakan pewarnaan Haematoxillin Eosin (HE).

3.6 Pemeriksaan Histologis Hati

Pengamatan histologis dilakukan dengan membandingkan kelompok perlakuan dengan
kelompok plasebo. Slide diamati di bawah mikroskop dengan lima bidang pandang pada perbesaran
400x. Setiap lapang pandang menghitung 20 sel secara acak dan menilai skor untuk setiap sel dengan
kriteria penilaian: sel normal = 1; degenerasi = 2; nekrosis = 3.

3.7 Analisis data

Data pada masing-masing parameter dianalisis dengan Kruskal-Wallis dan dilanjutkan dengan
uji Mann-Whitney dengan tingkat kepercayaan 95%. Nilai signifikansi jika variabel yang dianalisis
memiliki P < 0,05. Analisis statistik dibantu dengan program IBM SPSS statistic 26.

3. Hasil dan Pembahasan
Hasil penelitian pengaruh ekstrak daun pepaya jepang terhadap kadar AST dan ALT darah serta
pengaruhnya terhadap struktur histologi hati tikus diperoleh data sebagai berikut.

Tabel 1. Rerata kadar AST dan ALT (IU/L) tikus setelah perlakuan

Group Mean levels of ALT (IU/L) Mean levels of AST (IU/L)
KO 32,08+3,952 84,30+1,30°
K- 46,36+3,64° 110.15+2,28°¢
K* 33,88+3,65? 86,13+1,692%
K1 35,11+3,472 87,80+0,93P
K2 35,53+3,172 88,93+0,66"
K3 35,730,642 88,57+0,78°

Note: The letter behind the numbers (a-c) indicates a significant difference between treatment groups (p <0.05)

Tabel 1 menunjukkan bahwa rata-rata konsentrasi AST dan ALT tertinggi yang terkandung
dalam hati tikus adalah yang tertinggi di K- menunjukkan bahwa kelompok ini memiliki efek tertinggi
terhadap kerusakan hati. Berdasarkan data di atas menunjukkan bahwa kelompok K- yang merupakan
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“kelompok tikus hiperlipidemia berbeda nyata. Hal ini menunjukkan bahwa fungsi hati terganggu”
karena pengobatan meningkatkan kadar kolesterol dalam darah.

Tabel 2. Persentase skor kerusakan sel hepatosit

Group Presentase Kerusakan Sel Hepatosit (%) Rerata Skor Total
No De Ne (per 5 lapang pandang)
KO 86.4 6.4 7.2 24.16 £ 0.38°
K- 48.8 23.2 28 35.84 + 0.62°
K+ 86.2 5.8 8 24.36 £ 1.35°
K1 84 7.8 8.2 24.84 £0.922
K2 84.6 7.6 7.8 24.64 +0.59?
K3 85.6 6.4 8 24.48 £ 0.69°

Note: The letter behind the numbers (a-b) indicates a significant difference between treatment groups (p <0.05)

Hasil skoring sel normal dan kerusakan hati menunjukkan perubahan histologis baik pada
kelompok diet kolesterol tinggi maupun pada kelompok perlakuan. Hal ini menunjukkan bahwa antar
kelompok perlakuan tidak terdapat perbedaan rerata yang bermakna atau memiliki rerata yang sama.
K- memiliki rerata kerusakan organ hepar paling tinggi dibandingkan kelompok perlakuan lainnya,
dibuktikan dengan notasi huruf yang berbeda dan nilai signifikan p<0,05. Hal ini menunjukkan bahwa
K- terdapat perbedaan derajat kerusakan struktur histologis yang signifikan dengan kelima kelompok
lainnya.

Kelompok tikus yang tidak diberi agen hipolipidemik mengalami perubahan struktur histologis
terbesar. Diasumsikan bahwa peningkatan lipid memicu peningkatan stres oksidatif yang
menyebabkan sel mengalami perubahan struktural (gambar 2). Sedangkan kelompok yang diberi
ekstrak daun pepaya jepang (Cnidoscolus chayamansa) dosis bertingkat, derajat kerusakan struktur
histologisnya tidak menurun secara signifikan.

Analisis analitik degenerasi dan nekrosis hepatosit antara kelompok K0 dan K+ dengan K1, K2,
K3 ditemukan perbedaan, namun tidak signifikan. Hal ini dikarenakan ketiga dosis ekstrak daun
pepaya jepang (Cnidoscolus chayamansa) mungkin sudah optimal dalam mencegah degenerasi dan
nekrosis sel hepatosit tikus akibat induksi lipid, sehingga tidak terdapat perbedaan yang signifikan
antara kelompok KO dan K+.

Berdasarkan data yang disajikan pada tabel 1 dan 2 menunjukkan bahwa kelompok yang diberi
pakan tinggi lemak mengalami peningkatan konsentrasi enzim ALT dan AST dan memiliki derajat
kerusakan struktur sel (K-) terbesar. Pemberian makanan berlemak tinggi menyebabkan peningkatan
konsentrasi enzim ALT dan AST serta memiliki derajat kerusakan terbesar pada struktur sel hepatosit
(K-). Kerusakan hepatosit yang ditemukan didominasi oleh degenerasi dan nekrosis pada hampir
semua kelompok perlakuan, termasuk kelompok normal.

Kerusakan hepatosit yang ditemukan adalah degenerasi dan nekrosis (gambar 1). Degenerasi
dan nekrosis ditemukan pada hampir semua kelompok perlakuan, termasuk kelompok normal, namun
dengan nilai yang berbeda. Dalam penelitian Kodariah & Wahid (2020), menunjukkan nekrosis sel
terjadi pada kelompok yang mengalami hiperlipidemia, hal ini diketahui dengan melakukan
pengamatan histologi, pernyataan ini didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Dwinanda et al.
(2019) yang menyatakan bahwa kelompok kontrol hiperlipidemia di sekitar sel hepatosit dekat vena
sentral mengalami pembengkakan akibat degenerasi lemak dan sinusoid tampak tidak teratur.
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Gambar 1. Fitur histologis hati. Kelompok Normal / KO (A), Kelompok Negatif / K- (B),
Kelompok Positif/K+ (C), Kelompok Perlakuan 1/K1 (D), Kelompok Perlakuan
2/K2 (E), Kelompok Perlakuan 3/K3 (F).

Deskripsi:  Kondisi sel normal (No), Nekrosis (Ne), dan Degenerasi (D). Pewarnaan menggunakan
Hematoxylin Eosin (HE) dengan perbesaran 400x.

Penggunaan obat golongan statin yang digunakan pada penelitian ini adalah atorvastatin
sebagai penurun kolesterol pada kelompok K+ terbukti tidak meningkatkan kadar ALT dan AST
(Tabel 4.1). Atorvastatin berikatan dengan reseptor inti seperti pregnane X retinoid (PXR) setelah
memasuki sel. PXR kemudian membentuk kompleks dengan retinoid X receptor (RXR) mengikat
DNA dari gen target, dan merekrut koaktivator yang berikatan dengan TATA box-binding protein
(TBP), dan mengaktifkan transkripsi (Brunton et al., 2006).

Atorvastatin sendiri merupakan obat golongan statin yang menargetkan sel hepatosit dan
menghambat enzim HMG-CoA Reduktase, enzim yang mengubah HMG-CoA menjadi asam
mevalonat (prekursor kolesterol) (Hoffart et al., 2012). Statin bekerja dengan meniru HMG-CoA yang
merupakan molekul substrat alami dan bersaing untuk mengikat HMG-CoA reduktase. Produksi
mevalonat yang melambat menyebabkan terjadi penurunan biosintesis kolesterol. Dikarenakan
sebagian besar sintesis kolesterol dalam tubuh terjadi pada hepatosit, penghambat HMG-CoA
reductase sebagian besar menargetkan hepar (Egom & Hafeez, 2016). Hal ini dapat diamati pada
gambaran histologi kelompok K+ meskipun ditemukan kerusakan seperti degenerasi dan nekrosis
tetapi jumlah kerusakan yang ditemukan lebih sedikit dari kelompok K-. Presentase kerusakan sel
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“hepar pada kelompok K+ mengalami penurunan (Tabel 4.2) disebabkan karena terjadi penurunan"
sintesis kolesterol oleh atorvastatin. Penurunan kolesterol internal mengakibatkan hepar mengabsorbsi
lebih banyak kolesterol di tubuh. Hepar juga cenderung memetabolisme acetyl-CoA untuk memenuhi
kebutuhan kolesterol daripada disimpan dalam bentuk asam lemak.

Ekstrak daun pepaya jepang menurut Obichi et al., (2015) memiliki kandungan tanin, fitat,
saponin, alkaloid, dan flavonoid. Vitamin yang terkandung ada vitamin A, B3, B6, B12, C, dan E. Hal
ini didukung oleh penelitian lwuji & Nwafor (2015) yang menyatakan bahwa Chaya atau daun pepaya
jepang memiliki kandungan flavonoid, saponin, anthraquinon, dan alkaloids. Flavonoid yang
merupakan hasil metabolit sekunder Pepaya Jepang memiliki fungsi sebagai antioksidan yang mampu
menghambat peroksidasi lipid, menekan kerusakan jaringan oleh radikal bebas dan menghambat
aktivitas beberapa enzim (Silva et al., 2002). Flavonoid mendonorkan elektronnya pada peroksil
radikal asam lemak dalam rangka untuk memutus reaksi berantai dan menghentikan tahap propagasi
(Repetto et al., 2012). Flavonoid juga mengubah asam lemak tidak jenuh peroxyl pobansaturated fatty
acid (PUFA-OO) menjadi hydroperoxy polyunsaturated fatty acld (PUFA-OOH) yang tidak lagi
bersifat radikal bebas, sehingga oksidasi lipid menurun (Wiryanthini et al., 2017).

Sifat antioksidan flavonoid berasal dari kemampuannya mentransfer elektron ke senyawa
radikal bebas dan juga membentuk kompleks dengan logam. Gugus yang diduga berperan dalam
menangkal radikal bebas adalah gugus hidroksil (OH) dan ikatan rangkap (C=C) (Silva et al. 2002).
Radikal bebas berperan dalam kerusakan sel. Tubuh merespon radikal bebas dengan memproduksi
antioksidan endogen. Jika jumlah radikal bebas yang terbentuk melebihi jumlah antioksidan endogen,
maka diperlukan antioksidan eksogen untuk mengimbanginya. Pemberian ekstrak daun pepaya jepang
(Cnidoscolus chayamansa) dapat menurunkan kadar lipid dan kolesterol secara signifikan (Iswari et
al. 2020).

Kandungan vitamin C (asam askorbat) dan vitamin E (a-tokoferol) pada daun pepaya jepang
(Cnidoscolus chayamansa) berperan sebagai antioksidan untuk menghentikan reaksi berantai radikal
bebas. Vitamin E (a-tocopherol) berperan sebagai penangkal radikal atau scavenger radikal bebas
yang masuk atau terbentuk di dalam tubuh. Vitamin E berubah menjadi vitamin E radikal setelah
mengais radikal bebas. Vitamin C akan menghambat reaksi oksidasi dengan cara mengikat radikal
vitamin E. Oleh karena itu vitamin C berperan dalam memulihkan sifat radikal vitamin E (Rusiani et
al. 2019; Niki, 2014).

Kandungan antioksidan seperti flavonoid, vitamin C, dan vitamin E pada daun pepaya jepang
(Cnidoscolus chayamansa), didapatkan penurunan jumlah kerusakan sel pada organ hepar diikuti
penurunan kadar ALT dan AST. Dari hasil penelitian ini, dapat diketahui jika dalam dosis 100 mg/kg
BB, 200 mg/kg BB, dan 400 mg/kg BB mampu menurunkan kadar ALT dan AST serta kerusakan sel
hepatosit, meskipun diantara ketiganya tidak menunjukan perbedaan yang bermakna. Oleh karena itu,
dapat disimpulkan bahwa ekstrak daun pepaya jepang (Cnidoscolus chayamansa) dapat digunakan
untuk meminimalkan disfungsi organ hepar pada tikus hiperlipidema.

4. KESIMPULAN

Pada penelitian ini, disimpulkan bahwa ekstrak daun papaya jepang berpengaruh menurunkan
kadar ALT, AST dan kerusakan struktur histologis tikus serta berpotensi mencegah kerusakan hati
pada kondisi hiperlipidemia.
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