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Abstrak. Daun pepaya Jepang (Cnidoscolus aconitifolius) diduga memiliki senyawa bioaktif
berpotensi menurunkan kadar kolesterol dan memperbaiki kerusakan hepar. Tujuan penelitian
ini mengetahui efek pemberian ekstrak daun pepaya Jepang terhadap kadar kolesterol,
morfometri, dan struktur histologi hepar mencit hiperkolesterolemia. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan 6 perlakuan dan 4 ulangan. Dosis ekstrak
daun pepaya Jepang yang digunakan yakni 11,2; 16,8; 22,4; dan 28 mg/20 g BB. Data warna
dan permukaan hepar dianalisis deskriptif. Data kadar kolesterol, berat, dan diameter hepar
dianalisis menggunakan uji ANOVA. Data struktur histologi hepar dianalisis menggunaan uji
Kruskal Wallis. Hasil penelitian menunjukkan warna maupun permukaan hepar kelompok
perlakuan ekstrak daun pepaya Jepang adalah normal berwarna merah kecoklatan dan
permukaannya rata halus. Terdapat efek pemberian ekstrak daun pepaya Jepang terhadap
penurunan kadar kolesterol sangat signifikan (I’<0,005), berat hepar (P<0,001), diameter hepar
(P<0,000), dan penurunan tingkat kerusakan sel hepar mencit hiperkolesterolemia (P<0,041).
Simpulan penelitian ini pemberian ekstrak daun pepaya Jepang menurunkan kadar kolesterol
juga memperbaiki kerusakan hepar dan dosis terbaiknya adalah 28 mg/20 g BB.

Kata kunci: Hiperkolesterolemia; Cnidoscolus aconitifolius; Kadar Kolesterol; Morfometri Hepar;
Histologi Hepar

Abstract. Japanese papaya leaves (Cnidoscolus aconitifolius) are thought to have bioactive compounds
that potential to reduce cholesterol levels and repair liver damage. The purpose of this study was to
determine the effect of giving Japanese papaya leaf extract on cholesterol levels, morphometry, and liver
histological structure of hypercholesterolemic mice. This study used a completely randomized design with
6 treatments and 4 replications. The doses of Japanese papaya leaf extract used were 11.2; 16.8; 22.4; and
28 mg/20 g BW. The data of color and liver surface were analyzed descriptively. The data of cholesterol
levels, weight, and liver diameter were analyzed using the ANOVA test. The data of liver histological
structure was analyzed using the Kruskal Wallis test. The results showed that the color and liver surface
of the treatment group of Japanese papaya leaf extracts were normal brownish-red and flat smooth. There
was a very significant effect of giving Japanese papaya leaf extract on cholesterol levels (P<0.005), liver
weight (P<0.001), liver diameter (P<0.000), and reduced the level of damage to hypercholesterolemic
mice's liver cells (P<0.041). The conclusion of this study is Japanese papaya leaf extract reduces
cholesterol levels, repair liver damage, and the best dose is 28 mg/20 g BW.

Keywords: Hypercholesterolemia; Cnidoscolus aconitifolius; Cholesterol Levels; Liver Morphometry;
Liver Histology

PENDAHULUAN

Keberadaan restoran makanan cepat saji semakin semarak di kota-kota besar di Indonesia
sehingga lebih banyak disukai remaja seperti fried chicken, french fries, pizza, burger, donat, dan soft
drink (Rahmi, 2016) yang tinggi gula dan lemak, serta rendah serat dan vitamin (Bonita dan Fitranti,
2017). Pola makan tinggi lemak tersebut disebut juga dengan diet aterogenik (Ismiranda dan Dewi,
2017). Diet aterogenik secara terus menerus dapat menyebabkan kadar kolesterol total darah
meningkat dan memicu terjadinya hiperkolesterolemia yang dapat menimbulkan gangguan pada
hepar (Firmansyah dkk., 2017). Akibat kandungan lemak berlebih dalam darah dapat memicu
terjadinya peningkatan radikal bebas dan menurunkan aktivitas antioksidan sehingga menimbulkan
stres oksidatif. Hiperkolesterolemia menyebabkan terjadinya pelemakan di sel hepar berupa vakuola
lemak diikuti oleh adanya vakuola berisi air (Dede dkk., 2019) hingga terjadi nekrosis bahkan sirosis
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(Dewi dkk., 2018). Hal tersebut dapat mengganggu fungsi hepar sebagai tempat metabolisme
karbohidrat, lemak, dan protein (Chiu et al., 2020).

Kerusakan hepar dapat dilihat dari perubahan morfometrinya seperti bertambahnya berat
hepar (Csonka et al, 2017) dan perubahan struktur histologi hepar (Dewi dkk., 2018). Untuk
memperbaiki kerusakan yang ditimbulkan akibat hiperkolesterolemia baik secara morfometrik
maupun struktur histologi hepar perlu pemberian obat-obatan penurun kadar kolesterol. Namun,
tingginya harga obat sintetis dan adanya efek samping yang merugikan kesehatan memicu
masyarakat untuk memilih mengkosumsi bahan-bahan alami yang mengandung bioaktif bersumber
dari tanaman herbal. Banyak tanaman herbal yang dapat dijadikan alternatif dalam mengobati
penyakit karena dinilai relatif lebih aman, memiliki efek samping yang rendah, dan mudah
ditemukan di sekitar lingkungan (Ningsih, 2016).

Pada saat ini masyarakat banyak yang sadar akibat hiperkolesterolemia dapat mengakibatkan
kerusakan hepar. Untuk itu penderitanya beralih mengkonsumsi beberapa tanaman herbal seperti
belimbing wuluh, sirih merah, daun katu, daun sirsak, dan daun kelor yang dapat menurunkan kadar
kolesterol (Tjong dkk., 2021). Apabila kadar kolesterolnya dapat diturunkan, maka kerusakan hepar
dapat dikurangi dan mungkin hepar dapat kembali seperti semula. Salah satu tanaman herbal yang
juga dapat digunakan sebagai penurun kadar kolesterol adalah tanaman pepaya Jepang (Cnidoscolus
aconitifolius) (Olaniyan et al., 2017). Tanaman pepaya Jepang mengandung senyawa bioaktif daun
pepaya Jepang mengandung flavonoid (23,72%), alkaloid (17,45%), saponin (12,49%), tannin (5,72%)
(Obichi, et al., 2015) dan memiliki aktivitas sebagai antioksidan, hepatoprotektif (Kuri-Garcia et al.,
2017), antibakteri maupun antiinflamasi (Achi et al., 2015). Flavonoid dapat menurunkan kadar
kolesterol berlebih dalam darah (Naomiyah, 2019) juga dapat mencegah kerusakan sel dengan cara
inhibisi proses oksidasi (Ekawati dkk., 2017).

Beberapa penelitian kelompok hewan uji coba yang diberi diet aterogenik seperti kuning telur
burung puyuh memiliki kadar kolesterol lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok yang hanya
diberi pakan standard (Umami dkk., 2016). Penelitian Pratiwi dkk. (2015) menyatakan pemberian diet
aterogenik yang terdiri dari kolesterol 2% dari kuning telur, lemak kambing 5%, dan asam folat 0,2%
selama 5 minggu sebanyak 20 g/ekor/hari meningkatkan kadar kolesterol total dari tikus jantan
(Rattus novergicus) strain Wistar. Menurut Cantika dkk. (2019) pemberian telur puyuh dengan dosis 10
mg/kgBB selama 52 hari juga berpengaruh terhadap peningkatan kadar kolesterol pada tikus. Ekstrak
daun pepaya Jepang diduga berpotensi menurunkan kadar kolesterol akibat diet aterogenik. Hasil
penelitian Olaniyan ef al. (2017) menunjukkan ekstrak daun pepaya Jepang dengan dosis 400
mg/kgBB yang diberikan selama 7 hari pada kelinci terbukti dapat menurunkan kadar kolesterol 33
mg/dL (awal 122 mg/dL menjadi 89 mg/dL) dan mendekati normal. Adapun kadar kolesterol
normal tikus berkisar 47,03 mg/dL - 73,53 mg/dL (Castro et al., 2009; Imanningsih et al., 2014;
Ermayanti dkk., 2018). Osuocha et al. (2020) menyatakan bahwa ekstrak etanol daun pepaya Jepang
dosis 800 mg/kgBB yang diberikan selama 28 hari menghasilkan kadar kolesterol total tikus lebih
rendah (64,23 mg/dL) daripada kontrol positif (83,56 mg/dL) dan mendekati normal, karena kadar
kolesterol tikus yang normal berkisar 10-54 mg/dL (Ratnayanti, 2011; Saputri dkk., 2017). Namun
dalam penelitian keduanya masih belum banyak yang mengungkapkan efeknya dalam memperbaiki
morfometri dan tingkat kerusakan struktur histologi hepar akibat hiperkolesterolemia. Oleh sebab itu,
penelitian tentang pengaruh dosis ekstrak daun pepaya Jepang (Cnidoscolus aconitifolius) terhadap
kadar kolesterol, morfometri dan struktur histologi hepar mencit (Mus musculus L.) akibat pemberian
diet aterogenik perlu dilakukan. Efek pemberian ekstrak daun pepaya Jepang dengan dosis tertentu
terjadi penurunan kadar kolesterol dan perbaikan morfometri dan tingkat kerusakan struktur
histologi hepar yang banyak akibat hiperkolesterolemia merupakan kebaharuan dari penelitian ini.

BAHAN DAN METODE

Penelitian eksperimen ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap terdiri atas 6 perlakuan
yakni kontrol negatif (pakan pur) (kelompok A), kontrol positif (diet aterogenik + pakan pur)
(kelompok B), dan perlakuan ekstrak daun pepaya Jepang dosis 11,2 (kelompok C); 16,8 (kelompok
D); 22,4 (kelompok E); dan 28 mg/20 g BB (kelompok F) + diet aterogenik + pakan pur. Masing-
masing perlakuan diulang 4 kali.

Penelitian dilaksanakan selama 3 bulan pada bulan November 2020 hingga Januari 2021.
Penelitian perlakuan diet aterogenik, pemberian ekstrak daun pepaya Jepang, dan pemeriksaan kadar
kolesterol darah dilakukan di Laboratorium Fisiologi Jurusan Biologi, FMIPA, UNESA. Pembuatan
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preparat histologi hepar mencit dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi, Fakultas Kedokteran,
Universitas Airlangga. Pengamatan morfometri dan histologi hepar mencit dilaksanakan di
Laboratorium Struktur dan Perkembangan Jurusan Biologi, FMIPA, UNESA.

Daun pepaya Jepang yang digunakan nodus 5 sampai 15, berwarna hijau dalam keadaan
sehat. Daun pepaya Jepang dicuci bersih, ditiriskan dan dioven dengan suhu 60°C selama 1 x 24 jam ,
diblender untuk mendapatkan simplisia dan ditimbang. Simplisia dimaserasi menggunakan pelarut
etanol 96% dengan kurun waktu 3 hari. Perendaman pertama dilakukan selama 1 x 24 jam dengan
perbandingan serbuk dan pelarut 1:3, kemudian dilakukan penyaringan. Perendaman kedua dan
ketiga dengan perbandingan serbuk dan pelarut 1:2, masing-masing selama 1 x 24 jam, kemudian
dilakukan penyaringan dan diekstraksi menggunakan rotary vacuum evaporator heating bath B-491
dengan suhu 50°C hingga diperoleh ekstrak kental dan dilakukan penimbangan dosis ekstrak yang
akan dilarutkan yaitu 11,2 mg, 16,8 mg, 22,4 mg, dan 28 mg. Masing-masing dosis dilarutkan dengan
Natrium-Carboxymethyle Cellulose (Na-CMC) 1%sebanyak 0,5 ml. Setiap 3 hari sekali dilakukan
penimbangan dan pengenceran dosis ekstrak agar kandungan bioaktif dalam ekstrak tetap konstan
(Tjahjani, 2015).

Mencit yang digunakan yakni galur Swiss berjenis kelamin jantan dengan berat badan 25-30
gram dan berjumlah 24 ekor dalam satu populasi diaklimasi selama 7 hari. Kondisi mencit sehat yaitu
mata jernih, rambut normal berwarna putih bersih, bertingkah laku normal dan tidak ditemukan
cacat tubuh (Wulansari dkk., 2017). Mencit dikelompokkan menjadi enam kelompok, masing-masing
kelompok terdiri atas empat ekor dan ditempatkan di kandang bak plastik berukuran 38 x 31 x 13 cm
dengan penutup ram kawat. Mencit diberi pakan pur Hi-Pro-Vite 511 yang mengandung 21-23%
protein kasar sebanyak 3-4 g/hari dan air minum secara ad libitum.

Pemberian perlakuan diet aterogenik berupa kuning telur puyuh mentah sebanyak 0,5
ml/hari selama 44 hari pada semua kelompok perlakuan kecuali kelompok kontrol negatif secara per
oral menggunakan jarum sonde (Umami dkk., 2016). Semua kelompok perlakuan diberi pakan Hi-
Pro-Vite 511 yang mengandung 21-23% protein kasar sebanyak 3-4 g/hari dan air minum secara ad
libitum (Ifora dkk., 2017).

Berat badan mencit ditimbang pada hari ke- 0 dan 30 untuk semua kelompok penelitian.
Pemberian ekstrak daun pepaya dengan dosis 11,2; 16,8; 22,4; dan 28 mg/20 g BB dilakukan per oral
pada kelompok perlakuan selama 14 hari yaitu dari hari ke-30 sampai dengan hari ke-44 (Ezebuiro et
al., 2020).

Mencit pada semua kelompok penelitian hari ke-0, 30, dan 45 diambil darahnya dibagian ekor
dengan melukai bagian pembuluh vena di ekor menggunakan lanset dan darah yang ke luar
diteteskan pada striptest yang telah terpasang di alat Glucose, Cholesterol, Uric Acid (GCU) dan
ditunggu 150 detik hingga muncul angka kadar kolesterol darah. Hasil pengukuran kemudian
dicatat. Striptest yang telah digunakan dibuang untuk diganti dengan striptest baru dan dipasang ke
GCU untuk pemeriksaan mencit selanjutnya (Kusuma et al., 2015; Umami dkk., 2016).

Pengambilan organ hepar dilakukan pada hari ke-45 dengan melakukan nekropsi pada
semua kelompok penelitian. Nekropsi diawali dengan pembiusan mencit dalam toples kaca yang di
dalamnya terdapat kapas yang dibasahi dengan kloroform dan ditutup rapat. Mencit dibiarkan di
dalam toples sampai pingsan. Selanjutnya, mencit dibedah untuk diambil organ hepar dan diamati
warna maupun permukaannya. Setelah itu, dilakukan pengukuran diameter menggunakan kertas
millimeter blok dan ditimbang berat hepar menggunakan timbangan digital (Seurunie, 2018).

Organ hepar dibersihkan dengan NaCl fisiologis, kemudian difiksasi menggunakan Neutral
Buffer Formalin (NBF) 10% 1 x 24 jam. Pembuatan preparat dimulai dengan washing menggunakan
alkohol 70% dan proses dehidrasi dengan alkohol bertingkat (70%, 80%, 90%, Absolute 2x) masing-
masing selama 30 menit. Proses clearing dilakukan 3 tahap menggunakan campuran xilol dan parafin
dengan perbandingan yakni 1:3, 1:1, 3:1 masing-masing selama 30 menit. Proses infiltrasi dilakukan
menggunakan parafin cair. Proses embedding dilakukan menggunakan balok parafin. Proses
pemotongan dilakukan dengan menggunakan alat rotary microtome ketebalan 3-4 mikrometer,
kemudian hasil potongan ditempelkan pada kaca obyek dan diolesi albumin-gliserin (37-38)°C.
Setelah itu dilakukan pengeringan menggunakan hot plate pada suhu 35°C. Pewarnaan menggunakan
Hematoxyline-Eosin (HE). Preparat kemudian diberi entelan dan ditutup cover glass. Pengamatan
preparat menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x untuk mengamati sel hepar. Pengamatan
dilakukan pada 24 sampel preparat hepar dan diamati dalam 5 lapang pandang. Sel hepar yang
diamati sebanyak 20 sel untuk setiap lapang pandang (Rohmani dan Rakhmawatie, 2015) dan
diskoring menggunakan metode Manja Roenigk seperti pada Tabel 1 (Nugroho dan Armalina, 2019).
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Tabel 1. Skor penilaian tingkat kerusakan sel hepar dengan acuan Manja Roenigk (Nugroho dan Armalina, 2019)

Skor Keterangan

1 Normal (bentuk sel poligonal, sitoplasma berwarna merah merata, dan batas dinding sel dan
sitoplasma jelas)

’ Degenerasi Parenkimatosa (sel mengalami pembengkakan yang diikuti dengan keruhnya
sitoplasma)

3 Degenerasi Hidropik (tampak adanya akumulasi cairan sehingga ditemukan banyak vakuola)

4 Nekrosis (kerusakan sel yang tidak dapat pulih kembali)

Data kadar kolesterol total darah, berat, maupun diameter hepar mencit diuji normalitasnya
menggunakan uji Kolmogorov Smirnov, hasilnya berdistribusi normal dilanjutkan dengan uji Anova.
Tujuan uji Anova untuk mengetahui efek ekstrak daun pepaya Jepang terhadap kadar kolesterol
darah, berat, dan diameter hepar mencit hiperkolesterolemia. Apabila hasilnya signifikan dilanjutkan
dengan uji Duncan (Munawaroh, 2018). Data warna dan permukaan hepar mencit dianalisis secara
deskriptif. Data tingkat kerusakan struktur histologi sel hepar dianalisis menggunakan uji Kruskal
Wallis, dilanjutkan dengan Uji Mann Whitney (Istikhomah dan Lisdiana, 2016). Semua data diolah
menggunakan software SPSS 23.

HASIL
Hasil pengukuran kadar kolesterol darah mencit hari ke-0, 30, dan 45 pada kelompok kontrol
negatif, kelompok kontrol positif, dan kelompok perlakuan tertera pada Gambar 1.

250
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150 -

B HariKe-0
B HariKe-30

100 1 " HariKe-45

50

Rerata Kadar Kolesterol Total Darah (mg/dL)

A B C D E F

Perlakuan
Gambar 1. Efek dosis ekstrak daun pepaya Jepang (Cnidoscolus aconitifolius) terhadap perubahan kadar kolesterol
darah mencit akibat diet aterogenik Keterangan: Rata-rata perubahan kadar kolesterol kelompok (A)
4,75+ 4,272V, (B) 2,75 £ 15,755, (C) 7,5 + 2,645y, (D) 46,25 + 25,708y, (E) 23,5 + 7,7244, (F)35+ 18,45#
4 = peningkatan, = penurunan

Berdasarkan Gambar 1, pada hari ke-30 kelompok dengan pemberian dosis ekstrak daun
pepaya Jepang 28 mg/20 g BB menunjukkan peningkatan rata-rata kadar kolesterol total tertinggi
yakni 37,25 mg/dL (awal 138,5 £ 12,793 menjadi 175,75 £ 15,019) dan kelompok kontrol negatif
menunjukkan peningkatan kadar kolesterol total terendah sebesar 7 mg/dL (awal 121 * 16,552
menjadi 128 * 7,164). Pada hari ke-45 untuk kelompok perlakuan dengan pemberian ekstrak daun
pepaya Jepang selama 2 minggu dengan diet aterogenik mengalami penurunan rata-rata kadar
kolesterol total. Untuk dosis ekstrak daun pepaya Jepang 16,8 mg/20 g BB mengalami penurunan
rata-rata kadar kolesterol total tertinggi 46,25 mg/dL (awal 176,25 + 10,144 menjadi 130 + 22,494),
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sedangkan dosis ekstrak 11,2 mg/20 g BB memiliki penurunan kadar kolesterol total terendah yaitu
7,5 mg/dL (awal 156 + 11,916 menjadi 148,5 + 13,964).

Berdasarkan hasil uji ANOVA menunjukkan ada efek dosis ekstrak daun pepaya Jepang
terhadap penurunan kadar kolesterol yang sangat signifikan (P<0,005). Perlakuan dosis ekstrak daun
pepaya Jepang 16,8 mg/20 g BB (Kelompok D) adalah dosis terbaik dalam menurunkan kadar
kolesterol total darah sebesar 46,2 mg/dL dibandingkan perlakuan lainnya secara signifikan (P<0,05).
Pemberian ekstrak daun pepaya Jepang juga berpengaruh terhadap perubahan morfometri hepar
mencit hiperkolesterolemia meliputi berat, diameter, warna, dan permukaan hepar, seperti pada
Tabel 2 dan Gambar 2.

Tabel 2. Hasil pengukuran dan pengamatan morfometri hepar mencit setelah pemberian ekstrak daun pepaya
Jepang akibat diet aterogenik

Rata-rata Berat Rata-rata Diameter

i +
Perlakuan Hepar Néglut (g) = Hepar (cm) + SD Warna Permukaan
Kontrol Negatif 2,050 £ 0,057 1,962 0,110 Merah Rata dan halus
Kecoklatan
Terlihat adanya
Kontrol Positif 2,700 £ 0,294¢ 2,625 + 0,2064 Coklat Pucat timbunan lemak
dalam hepar
Ekstrak Daun Pepaya Jepang " b Merah
11,2 mg/20 g BB 2,225+ 0,095 2,300 + 0,081 Kecoklatan Rata dan halus
Ekstrak Daun Pepaya Jepang . o Merah
16,8 mg/20 g BB 2,625 + 0,263 2,537 £0,047 Kecoklatan Rata dan halus
Ekstrak Daun Pepaya Jepang . e Merah
22,4 mg/20 g BB 2,525 + 0,095 2,387 £ 0,131 Kecoklatan Rata dan halus
Ekstrak Daun Pepaya Jepang + e 4 b Merah
28 mg/20 g BB 2,425+ 0,170 2,325 + 0,064 Kecoklatan Rata dan halus
Keterangan: Perbedaan yang signifikan (P<0,05) ditunjukkan oleh notasi huruf yang berbeda dalam satu kolom
yang sama.

Kelompok kontrol negatif memiliki rata-rata berat hepar terendah yakni 2,050 + 0,057 g,
sedangkan kelompok kontrol positif memiliki rata-rata berat hepar tertinggi yakni 2,700 + 0,294 g.
Berat hepar kelompok kontrol negatif tidak lebih besar daripada kontrol positif. Pemberian ekstrak
daun pepaya Jepang juga mempengaruhi diameter hepar mencit hiperkolesterolemia. Berdasarkan
Tabel 2, kelompok kontrol negatif memiliki rata-rata diameter hepar terendah yakni 1,962 + 0,110 g,
sedangkan kelompok kontrol positif memiliki rata-rata berat hepar tertinggi yakni 2,625 + 0,206 g.
Seperti pada hasil morfometri berat hepar, diameter hepar mencit kelompok kontrol negatif tidak
lebih besar daripada kontrol positif.

Hasil uji ANOVA menunjukkan ada pengaruh pemberian ekstrak daun pepaya Jepang
terhadap berat hepar sangat signifikan (’<0,001). Kelompok dengan perlakuan ekstrak daun pepaya
Jepang dosis 11,2 mg/20 g BB adalah dosis paling baik yang menghasilkan penurunan berat hepar
paling tinggi dibandingkan perlakuan lainnya (P<0,05). Selain berat hepar, hasil uji ANOVA
menunjukkan ada pengaruh pemberian ekstrak daun pepaya Jepang terhadap diameter hepar sangat
signifikan (P<0,000). Perlakuan ekstrak daun pepaya Jepang dosis 11,2 mg/20 g BB adalah dosis
paling baik menghasilkan penurunan diameter hepar paling tinggi dibandingkan dengan perlakuan
lainnya (P<0,05).

Selain terjadi perubahan berat dan diameter hepar, warna dan permukaan hepar juga
mengalami perubahan. Pada Gambar 2 (a, ¢, d, e, f) dapat diketahui bahwa kelompok kontrol negatif
dan kelompok perlakuan pemberian ekstrak daun pepaya Jepang rata-rata warna heparnya merah
kecoklatan dengan permukaan rata dan halus. Kelompok kontrol positif berbeda dengan kelompok
kontrol negatif dan kelompok perlakuan karena warna heparnya coklat pucat dan terlihat adanya
timbunan lemak dalam hepar.

Perubahan morfometri hepar menunjukkan adanya kerusakan hepar secara mikroskopis.
Efek pemberian ekstrak daun papaya Jepang terhadap tingkat kerusakan sel hepar mencit
hiperkolesterolemia tertera pada Gambar 3 dan Tabel 3.
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Hepar kelompok kontrol negatif Hepar kelompok kontrol positif Hepar kelompok perlakuan ekstrak

dengan rata-rata berat 2,05 g, dengan rata-rata berat 2,7 g, diameter =~ daun pepaya Jepang 11,2 mg/20 g
diameter 1,96 cm, berwarna 2,6 cm, berwarna merah coklat pucat, BB . Rata-rata berat 2,2 g, diameter
merah kecoklatan, permukaan dan terlihat timbunan lemak dalam 2,3 cm, berwarna merah kecoklatan,

rata dan halus. hepar. permukaan rata dan halus.

©)

Hepar kelompok perlakuan Hepar kelompok perlakuan ekstrak ~ Hepar kelompok perlakuan ekstrak
ekstrak daun pepaya Jepang 16,8  daun pepaya Jepang 22,4 mg/20 g BB. daun pepaya Jepang 28 mg/20 g
mg/20 g BB. Rata-rata berat 2,6 g, Rata-rata berat 2,5 g, diameter 2,38 BB. Rata-rata berat 2,4 g, diameter

diameter 2,5 cm, berwarna merah cm, berwarna merah kecoklatan, 2,32 cm, berwarna merah
kecoklatan, permukaan rata dan permukaan rata dan halus. kecoklatan, permukaan rata dan
halus. halus.

@
Gambar 2. Efek pemberian ekstrak daun pepaya Jepang terhadap morfometri hepar mencit akibat diet
aterogenik, ket. merah kecoklatan (== panah merah), coklat pucat (= panah biru), terlihat adanya
timbunan lemak dalam hepar ( panah kuning)

(f)

Gambaran struktur histologi hepar mencit kelompok kontrol negatif (Gambar 3a)
menunjukkan sel hepar normal dengan inti bulat dan jelas, serta sitoplasma berwarna merah.
Kelompok kontrol positif terlihat adanya sel hepar mengalami degenerasi parenkimatosa dengan ciri
batas inti sel dan sitoplasma kurang jelas dan sitoplasma keruh, selain itu juga ditemukan sel hepar
mengalami degenerasi hidropik dengan ciri adanya vakuola-vakuola berisi air di sitoplasma (Gambar
3b). Begitu pula pada kelompok perlakuan ekstrak 11,2 mg/20 g BB, 16,8 mg/20 g BB, 22,4 mg/20 g
BB, dan 28 mg/20 g BB juga ditemukan sel hepar degenerasi parenkimatosa maupun degenerasi
hidropik (Gambar 3c, 3d, 3e, 3f). Namun pada kelompok dosis ekstrak 22,4 mg/20 g BB dan 28 mg/20
g BB sudah jarang ditemukan adanya sel yang mengalami kerusakan tidak seperti pada kelompok
kontrol positif. Kontrol positif kerusakan selnya lebih banyak dibandingkan kontrol negatif.

Tabel 3. Hasil Uji efek ekstrak daun pepaya Jepang terhadap tingkat kerusakan struktur histologi sel hepar
mencit dengan diet aterogenik

Rata-rata Skor

Perlakuan Kerusakan Histologi P
Sel Hepar £ SD
Kontrol Negatif 1,07 £0,1152
Kontrol Positif 1,93 +0,517b
Ekstrak Daun Pepaya Jepang 11,2 mg/20 g BB 1,39 £ 0,2332b <0.041
Ekstrak Daun Pepaya Jepang 16,8 mg/20 g BB 1,64 + 0,408ab !
Ekstrak Daun Pepaya Jepang 22,4 mg/20 g BB 1,28 + 0,446a
Ekstrak Daun Pepaya Jepang 28 mg/20 g BB 1,21 £0,231a
Keterangan: Perbedaan yang signifikan (P<0,05) ditunjukkan oleh notasi huruf yang berbeda dalam satu kolom
yang sama.
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Keterangan:
VS : Vena Sentralis
SN : Sinusoid

: Sel hepar normal

: Sel hepar degenerasi parenkimatosa
q : Sel hepar degenerasi hidrofik

Keterangan:

VS : Vena Sentralis
SN : Sinusoid

mm : Sel hepar normal

Keterangan:
VS : Vena Sentralis
SN : Sinusoid
: Sel hepar normal
: Sel hepar degenerasi parenkimatosa
q : Sel hepar degenerasi hidrofik

Keterangan:
VS : Vena Sentralis
SN : Sinusoid
: Sel hepar normal
: Sel hepar degenerasi parenkimatosa
q : Sel hepar degenerasi hidrofik

Keterangan: Keterangan:
VS :Vena Sentralis VS :Vena Sentralis
SN : Sinusoid SN : Sinusoid

mm : Sel hepar normal
: Sel hepar degenerasi parenkimatosa
ﬂ : Sel hepar degenerasi hidrofik

mm : Sel hepar normal
: Sel hepar degenerasi parenkimatosa
ﬂ: Sel hepar degenerasi hidrofik

Gambar 3. Gambaran struktur histologi hepar mencit hiperkolesterolemia yang diberi ekstrak daun pepaya
Jepang dengan pewarnaan HE, (a) kontrol negatif, (b) kontrol positif, (c) dosis ekstrak 11,2 mg/20 g
BB, (d) dosis ekstrak 16,8 mg/20 g BB, (e) dosis ekstrak 22,4 mg/20 g BB, dan (f) dosis ekstrak 28
mg/20 g BB (perbesaran 400x)
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Hasil pengamatan struktur histologi hepar mencit menunjukkan tingkat kerusakan sel hepar
mengalami penurunan akibat pemberian ekstrak daun pepaya Jepang seperti tertera pada Tabel 3.
Kelompok kontrol positif memiliki tingkat kerusakan sel hepar tertinggi yakni 1,93 + 0,517 karena
diberi diet aterogenik tanpa diberi ekstrak daun pepaya Jepang. Kelompok kontrol positif tingkat
kerusakan sel heparnya lebih tinggi jika dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Kelompok
kontrol negatif memiliki tingkat kerusakan sel hepar paling rendah yakni 1,07 + 0,115; sedangkan
kelompok perlakuan ekstrak daun pepaya Jepang dengan tingkat kerusakan mendekati kelompok
kontrol negatif yaitu dosis ekstrak daun pepaya Jepang 28 mg/20 g BB sebesar 1,21 + 0,231.

Berdasarkan uji Kruskall-Wallis, terdapat perbedaan yang signifikan (P<0,041) pemberian
ekstrak daun pepaya Jepang terhadap tingkat kerusakan struktur histologi sel hepar dengan diet
aterogenik. Kelompok perlakuan dengan tingkat kerusakan yang paling rendah atau mendekati
kelompok kontrol negatif adalah dosis ekstrak daun pepaya Jepang 28 mg/20 g BB sebesar 1,21.

PEMBAHASAN

Kadar kolesterol kelompok kontrol positif dan kelompok ekstrak daun pepaya Jepang dosis
11,2 mg/20 g BB, 16,8 mg/20 g BB, 22,4 mg/20 g BB, dan 28 mg/20 g BB yang diberi diet aterogenik
sampai hari ke-30 mengalami peningkatan. Hal tersebut disebabkan pemberian kuning telur puyuh
mentah sebanyak 0,5 ml sehari sekali selama 44 hari memiliki kandungan asam lemak jenuh cukup
tinggi. Asam lemak jenuh tersebut dapat menghasilkan prekursor kolesterol yaitu asetil-KoA.
Mekanisme asetil-KoA hingga menjadi kolesterol yakni diawali dengan membentuk 3-Hidroksi-3-
Metilglutaril-Koenzim A (HMG-KoA), kemudian direduksi menjadi mevalonat dan dibantu oleh enzim
HMG-KoA reduktase. Mevalonat kemudian akan membentuk farnesil difosfat, dimana jika ada dua
molekul farnesil difosfat bergabung akan terbentuk skualen. Skualen dioksidasi menjadi 2,3-
Epoxysqualene, setelah itu terbentuklah lanosterol, kemudian diubah menjadi menjadi kolesterol.
Apabila asetil-KoA yang dihasilkan semakin banyak, maka kolesterol yang terbentuk juga semakin
banyak, sehingga kadar kolesterol total terutama LDL sebagai pengangkut kolesterol juga
meningkatkan. Diet aterogenik penelitian ini didukung penelitian lain yang menyatakan kuning telur
puyuh mengandung lemak jenuh dengan kadar cukup tinggi dapat meningkatkan kadar LDL dalam
darah (Sentosa dkk., 2017).

Setelah 2 minggu, kelompok perlakuan yang diberi ekstrak daun pepaya Jepang juga diet
aterogenik mengalami penurunan kadar kolesterol, namun untuk kelompok kontrol positif kadar
kolesterolnya semakin meningkat. Perlakuan ekstrak daun pepaya Jepang dosis 16,8 mg/20 g BB
menurunkan kadar kolesterol paling tinggi yaitu sebesar 46,2 mg/dL (awal 176,25 + 10,144 menjadi
130 * 22,494). Potensi tersebut diduga diakibatkan oleh kandungan senyawa bioaktif dalam ekstrak
daun pepaya Jepang yakni flavonoid, alkaloid, saponin, dan tannin. Senyawa-senyawa bioaktif
tersebut memiliki mekanisme yang berbeda-beda dalam menurunkan kadar kolesterol. Ekstrak daun
pepaya Jepang diduga memiliki kandungan flavonoid paling tinggi. Flavonoid dapat menghambat
aktivitas Acyl-CoA cholesterol acyltransferase (ACAT) maupun enzim HMG-KoA reduktase. Enzim
HMG-KoA reduktase berfungsi untuk mengkatalis pembentukan mevalonat dalam biosintesis
kolesterol. Oleh karena itu, apabila kerjanya dihambat, maka terbentuknya kolesterol oleh hepar juga
terhambat akibatnya kadar kolesterol dalam darah mengalami penurunan. Apabila kadar kolesterol
menurun, maka kadar LDL sebagai pengangkut kolesterol berlebih dalam darah juga menurun. Hal
ini didukung oleh Bao et al. (2016) flavonoid mampu menurunkan kadar LDL yang tinggi dalam
darah juga menaikkan kadar HDL.

Selain flavonoid, alkaloid pada ekstrak daun pepaya Jepang diduga menjadi penyebab
menurunnya kadar kolesterol dalam darah mencit. Alkaloid dapat menghambat kerja enzim lipase
pankreas akibatnya terjadi peningkatan sekresi lemak melaui feses. Sejalan dengan penelitian Seo
dan Wuryandari (2017) bahwa alkaloid mampu mengurangi timbunan lemak dari usus halus
sehingga terjadi penurunan kadar kolesterol. Demikian pula oleh AR (2015), penyerapan kolesterol di
usus juga dapat dihambat oleh aktivitas senyawa tanin diduga terkandung dalam ekstrak daun
pepaya Jepang dengan cara mengendapkan mukosa protein pada permukaan usus.

Seperti halnya flavonoid, alkaloid, dan tanin, ekstrak daun pepaya Jepang mengandung
saponin diduga memiliki kemampuan dalam menghambat kerja enzim Lipoprotein Lipase (LPL) dan
menghambat absorbsi kolesterol. Aktivitas enzim LPL yang terhambat menyebabkan hidrolisis
trigliserida menjadi asam lemak bebas terhambat, sehingga LDL sebagai pengangkut kolesterol
berlebih dalam darah tidak banyak dibentuk. Ekananda (2015) menegaskan bahwa absorbsi kolesterol
berlebih dalam darah dapat dihambat oleh saponin dengan cara membentuk ikatan kompleks yang
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tidak larut dalam kolesterol, sehingga berikatan dengan asam empedu untuk membentuk misel yang
sulit diserap usus, juga meningkatkan pengikatan kolesterol oleh serat.

Hasil penelitian ini sejalan dengan beberapa penelitian sebelumnya. Penelitian sebelumnya
menyatakan bahwa ekstrak etanol daun pepaya Jepang dengan dosis 800 mg/kgBB selama 28 hari
menghasilkan kadar kolesterol total tikus lebih rendah (64,23 mg/dL) daripada kontrol positif (83,56
mg/dL) (Osuocha et al, 2020) dengan kadar kolesterol normal tikus berkisar 10-54 mg/dL
(Ratnayanti, 2011; Saputri dkk., 2017), pemberian 400 mg/kgBB ekstrak etanol daun pepaya Jepang
selama 7 hari pada kelinci terbukti dapat menurunkan kadar kolesterol 33 mg/dL (awal 122 mg/dL
menjadi 89 mg/dL) (Olaniyan et al, 2017) dengan kadar kolesterol normal berkisar 47,03-73,53
mg/dL (Castro et al., 2009; Imanningsih et al., 2014; Ermayanti dkk., 2018). Penelitian ini juga dapat
menurunkan kadar kolesterol mencit hiperkolesterolemia hingga mencapai 46,2 mg/dL yaitu 130 +
22,49 mg/dL pada kelompok perlakuan ekstrak daun pepaya Jepang dosis 16,8 mg/20 g BB. Kadar
kolesterol tersebut mendekati batas normal kadar kolesterol mencit yakni 128 mg/dL (Fox et al., 2006).
Penurunan kadar kolesterol yang hampir mendekati normal diduga karena kandungan bioaktif
ekstrak yang digunakan dalam penelitian ini lebih tinggi dikarenakan daun yang digunakan yakni
daun setengah tua dan daun tua dimana diduga banyak dihasilkan senyawa bioaktif. Hal tersebut
didukung oleh Bahriul dkk. (2014) yang menyatakan semakin tua umur daun semakin terakumulasi
senyawa bioaktif yang terkandung.

Kondisi hiperkolesterolemia dapat menyebabkan terjadinya kerusakan hepar ditandai dengan
adanya perubahan morfometri dan diikuti perubahan struktur histologinya. Dari segi morfometrinya,
kelompok kontrol negatif menunjukkan hepar normal berwarna merah kecoklatan dengan
permukaan rata dan halus, sedangkan kelompok kontrol positif menunjukkan adanya perubahan
warna hepar menjadi coklat pucat, terlihat adanya sedikit timbunan lemak dalam hepar, dan terjadi
peningkatan berat maupun diameter hepar. Perubahan warna hepar dari merah kecoklatan menjadi
coklat pucat tersebut disebabkan terganggunya aliran darah yang masuk ke hepar. Selain itu terlihat
juga timbunan lemak dalam hepar memicu terjadinya radikal bebas, sehingga dapat menghambat
aliran darah ke dalam hepar dan menjadi pucat (Lailatul dkk., 2015). Selain itu, Csonka et al. (2017)
juga menyatakan bahwa kondisi hiperkolesterolemia dapat meningkatkan berat hepar secara
signifikan.

Dari segi struktur histologinya, kelompok kontrol negatif banyak dijumpai sel hepar yang
normal dengan inti sel bulat dan sitoplasma berwarna merah merata. Berbeda dengan kelompok
kontrol positif dengan tingkat kerusakan sel tinggi yakni banyak dijumpai sel hepar mengalami
degenerasi parenkimatosa (batas antara inti dan sitoplasma kurang jelas, sel membengkak, sitoplasma
keruh) dan degenerasi hidropik (adanya vakuola air pada sitoplasma) dikarenakan pemberian diet
aterogenik tanpa diberikan ekstrak daun pepaya Jepang. Adanya sel yang mengalami degenerasi
parenkimatosa menjadi pertanda awal antioksidan dalam hepar yang menangkal radikal bebas
berkurang dan memicu stres oksidatif. Radikal bebas berasal dari diet aterogenik apabila bergabung
dengan radikal bebas hasil metabolisme tubuh, maka jumlahnya akan meningkat, sehingga
menyebabkan tingkat kerusakan sel hepar lebih berat. Radikal bebas termasuk senyawa atau molekul
tanpa pasangan sehingga sangat reaktif untuk mencari pasangan yakni dengan menyerang hingga
mengikat elektron molekul yang ada disekitarnya. Peningkatan radikal bebas akan merusak struktur
membran sel asam lemak tak jenuh ganda sehingga dapat masuk ke sitoplasma dan menyerang inti
sel. Selain itu, cairan ekstraseluler juga dapat masuk ke sel hepar sehingga hal tersebutlah yang
menyebabkan terjadinya degenerasi parenkimatosa dan degenerasi hidropik. Hal tersebut sejalan
penelitian sebelumnya yang menyatakan pemberian pakan aterogenik mempengaruhi struktur
mikroskopis organ hati (Dewi dkk., 2018). Mekipun begitu, kerusakan sel hepar yang tampak bersifat
reversible atau masih dapat pulih kembali jika pemberian diet aterogenik diberhentikan.

Kelompok perlakuan yang diberi ekstrak daun pepaya Jepang menunjukkan adanya
perbaikan morfometri dan diikuti penurunan tingkat kerusakan struktur histologi hepar. Perbaikan
morfometri yang terjadi yakni warna dan permukaan hepar kelompok perlakuan kembali normal
seperti kontrol negatif berwarna merah kecoklatan dengan permukaan rata dan halus, sedangkan
berat dan diameter heparnya mengalami penurunan dan penyusutan bila dibandingkan dengan
kontrol positif. Begitupula dengan tingkat kerusakan sel hepar, pemberian ekstrak daun pepaya
Jepang 28 mg/20 g BB memiliki tingkat kerusakan sel hepar terendah sebesar 1,21 + 0,231 yang
artinya jumlah sel normal lebih banyak dan jarang ditemukan sel hepar degenerasi parenkimatosa
maupun degenerasi hidropik.
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Perbaikan morfometri dan penurunan tingkat kerusakan sel hepar tersebut terjadi akibat
kadar kolesterol dalam darah menurun karena terjadi penurunan jumlah radikal bebas pada hepar,
sehingga berdampak dalam pengurangan kerusakan sel hepar. Sejalan dengan penelitian Csonka et
al. (2017) yang menyatakan jika kadar kolesterol dalam darah menurun, berat hepar juga mengalami
penurunan. Selain itu juga diduga karena adanya aktivitas antioksidan dari senyawa flavonoid. Kuri-
Garcia et al. (2017) juga menyatakan bahwa aktivitas antioksidan pada ekstrak daun pepaya Jepang
cukup tinggi sehingga meminimalisir terjadinya kerusakan sel. Flavonoid mampu menangkap dan
menetralisir sifat radikal bebas dari kuning telur puyuh yang diberikan dengan cara memutus reaksi
berantai radikal bebas dengan mendonorkan atom hidrogen sehingga terbentuk radikal antioksidan
dengan sifat lebih stabil. Dengan begitu, flavonoid dapat mencegah terjadinya kerusakan sel hepar
lebih parah. Selain flavonoid, diduga senyawa saponin pada ekstrak daun pepaya Jepang juga dapat
memperbaiki kerusakan yang terjadi pada sel hepar akibat radikal bebas. Hal tersebut didukung
penelitian yang menyatakan jika saponin berpotensi sebagai senyawa antioksidan dengan meredam
superoksida sehingga mencegah kerusakan biomolekuler (Syarif dkk., 2015).

Dosis ekstrak daun pepaya Jepang yang dapat menurunkan kadar kolesterol total dalam
darah dengan berat dan diameter hepar cenderung normal, hepar berwarna merah kecoklatan dengan
permukaannya rata dan halus serta tingkat kerusakan sel hepar terendah pada dosis 28 mg/20 g BB.
Hal tersebut adalah kebaharuan dari penelitian ini.

SIMPULAN

Pemberian ekstrak daun pepaya Jepang menurunkan kadar kolesterol total, memperbaiki
morfometri, dan mengurangi tingkat kerusakan sel hepar mencit. Dosis terbaiknya adalah dosis 28
mg/20 g BB. Konsumsi daun pepaya Jepang dapat menurunkan kadar kolesterol dan memperbaiki
kerusakan hepar.
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