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ABSTRACT

Background : Sungkai (P. canescens) leaves is being empirically used to treat malaria in south
sumatra region. Ethanol extract of P. canescens leaves has been proven effective to infection
againts P. berghei in vivo. However, the mechanism of action of P. canescens leaves extracts
had not been known. Therefore, it is necessary to study the effectiveness of the extracts.
Objectives : To study the in vitro haem polymerization inhibition activity of acetone. ethanol
and aqueous extracts of P. canescens leaves.

Methods : Haem polymerization inhibition activity was done by reacting haematin with extracts
in various concentration at 24 hours incubation period. Glacial acetic acid was added for began
polumerization. Polymerized haematin were determined by measuring its absorbance at 405 nm
in Elisa Reader. ICs; values was determined by probit analysis.

Results : The acetone, ethanol and aqueous extracts of P. canescens leaves was shown haem
polymerization inhibition activity with the [C;, values of 0.40 + 0,17 mg/mL: 1,46 = 0,05
mg/mL: 53,89 + 29,47 mg/mL respectively.

Conclusion : Peronema canescens extract had the haem polymerization inhibition activity,
acetone extract had the highest haem polymerization inhibition activity.

Key words : Peronema canescens extracts, haem polymerization, in vitro.

1. PENDAHULUAN

Malaria merupakan penyakit infeksi yang disebabkan oleh Plasmodium sp. Parasit ini
bersifat intraseluler, yang ditularkan oleh gigitan nyamuk Anopheles betina. Ada empat
Plasmodium sp yang dapat menginfeksi manusia vaitu : Plasmodium falciparum, P. vivax, P.
malariae dan P. ovale (Faust ef al, 1977; Markell ef al, 1986; Garcia & Bruckner. 1997;
Natadisastra & Rusmartini, 1999; Heelan & Ingersoll, 1999: Anonymous, 2006a; Depkes RI,
2006). Spesies yvang banyak ditemui di Indonesia adalah P. falciparum & P. vivax (Depkes Rl
2006).

Malaria merupakan salah satu masalah kesehatan masyarakat yang dapat menyebabkan
kematian terutama pada kelompok resiko tinggi yaitu bayi, balita, dan ibu hamil. Di Indonesia
menurut SKRT Tahun 2001, terdapat 15 juta kasus malaria dengan 38.000 kematian setiap

tahunnya. Diperkirakan 35% penduduk Indonesia tinggal di daerah yang beresiko tertular
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malaria. Dari 293 kabupaten/kota yang ada di Indonesia, 167 kabupaten/kota merupakan daerah
endemis malaria (Depkes RI, 2006).

Penyakit ini memberikan gejala demam yang berfluktuasi dengan gambaran yang khas
vaitu demam tinggi vang diikuti dengan menggigil dan diakhiri dengan turunnya suhu tubuh
vang disertai dengan timbulnya keringal yvang banyak. Gejala ini dapat timbul setiap 36. 48 atau
72 jam, tergantung spesies yang menginfeksinya (Natadisastra & Rusmartini, 1999).

Pengobatan malaria di Indonesia saat ini di beberapa daerah masih menggunakan obat
standar kloroquin dengan dosis 600 mg hari pertama dan kedua serta 300 mg hari kefiga.
Efektivitas pemberian kloroquin saat ini sudah mulai diragukan karena telah banyak ditemukan
resistensi terhadap obat ini. Resistensi pertama sekali kloroquin terhadap P. falciparum di
Indonesia ditemukan di Kalimantan Timur pada tahun 1973 (Depkes RI, 2006). Resistensi ini
terus menyebar ke seluruh Indonesia termasuk di Propinsi Lampung dan pada Tahun 1990
dilaporkan telah terjadi resistensi terhadap P. falciparum diseluruh propinsi di Indonesia
(Depkes RI. 2006).

Selain penggunaan Kloroquin untuk pengobatan malaria, telah juga digunakan obat-
obatan lain seperti primakuin, sulfadoksin-pirimetamin. Namun obat-obatan ini pun telah
ditemukan adanya resistensi (Depkes RI, 2006). Resistensi timbul akibat penggunaan obat
malaria tidak adequat dan tidak sesuai dengan aturan cara pemakaiannya,

Timbulnya resistensi Plasmodium sp terhadap antimalaria mendorong para peneliti
mencari antimalaria baru untuk menggantikan antimalaria yang tidak efektif lagi. Salah satu
usaha menemukan antimalaria baru adalah melalui penelitian terhadap tanaman obat yang
digunakan secara tradisional oleh masyarakat untuk mengobati malaria. Keberhasilan
pengembangan tanaman obat untuk antimalaria terbukti dengan ditemukannya obat baru vaitu
artemisinin dan derivatnya. (Depkes RI, 2006).

Sebagian masyarakat di Sumatra Selatan dan Lampung menggunakan daun sungkai (P.
canescens Jack) sebagai antiplasmodium atau obat demam (Heyne, 1987). Tumbuhan ini
merupakan tumbuhan khas Indonesia yang terdapat di Sumatra bagian selatan dan Kalimantan
{(Heyne, 1987: Subeki, 2004). Pada penelitian terdahulu ekstrak etanol tumbuhan ini memiliki
penghambatan pertumbuhan P. berghei pada mencit jantan galur Swiss dengan EDy, 102
mg/kgBB (Suwandi, 2006). Ekstrak daun sungkai juga terbukti mempunyai sifat antiparasitik
lain yaitu pada kultur i vitro Babesia gibsoni (Subeki, 2004; Murningsih, 2005).

Meskipun daun sungkai telah dipakai oleh sebagian masyarakat untuk mengobati
malaria dan telah dibuktikan efeknya dengan menggunakan ckstrak etanol pada penclitian

dengan P. berghei akan tetapi bagaimana mekanisme aksinya terhadap parasit tersebut, belum
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malaria. Dari 293 kabupaten/kota yang ada di Indonesia, 167 kabupaten/kota merupakan daerah
endemis malaria (Depkes RI, 2006).

Penyakit ini memberikan gejala demam yang berfluktuasi dengan gambaran yang khas
vaitu demam tinggi vang diikuti dengan menggigil dan diakhiri dengan turunnya suhu tubuh
vang disertai dengan timbulnya keringat yang banyak. Gejala ini dapat timbul setiap 36. 48 atau
72 jam, tergantung spesies yang menginfeksinya (Natadisastra & Rusmartini, 1999).

Pengobatan malaria di Indonesia saat ini di beberapa daerah masih menggunakan obat
standar kloroquin dengan dosis 600 mg hari pertama dan kedua serta 300 mg hari kefiga.
Efektivitas pemberian kloroquin saat ini sudah mulai diragukan karena telah banyak ditemukan
resistensi terhadap obat ini. Resistensi pertama sekali kloroquin terhadap P. falciparum di
Indonesia ditemukan di Kalimantan Timur pada tahun 1973 (Depkes RI. 2006). Resistensi ini
terus menyebar ke seluruh Indonesia termasuk di Propinsi Lampung dan pada Tahun 1990
dilaporkan telah terjadi resistensi terhadap P. falciparwm diseluruh propinsi di Indonesia
(Depkes RI. 2006).

Selain penggunaan kloroquin untuk pengobatan malaria, telah juga digunakan obat-
obatan lain seperti primakuin, sulfadoksin-pirimetamin. Namun obat-obatan ini pun telah
ditemukan adanya resistensi (Depkes RI, 2006). Resistensi timbul akibat penggunaan obat
malaria tidak adequat dan tidak sesuai dengan aturan cara pemakaiannya.

Timbulnya resistensi Plasmodium sp terhadap antimalaria mendorong para peneliti
mencari antimalaria baru untuk menggantikan antimalaria yang tidak efektif lagi. Salah satu
usaha menemukan antimalaria baru adalah melalui penelitian terhadap tanaman obat yang
digunakan secara tradisional oleh masyarakat untuk mengobati malaria. Keberhasilan
pengembangan tanaman obat untuk antimalaria terbukti dengan ditemukannya obat baru vaitu
artemisinin dan derivatnya. (Depkes RI, 2006).

Sebagian masyarakat di Sumatra Selatan dan Lampung menggunakan daun sungkai (2.
canescens Jack) sebagai antiplasmodium atau obat demam (Heyne, 1987). Tumbuhan ini
merupakan tumbuhan khas Indonesia yang terdapat di Sumatra bagian selatan dan Kalimantan
{(Heyne, 1987: Subeki, 2004). Pada penelitian terdahulu ekstrak etanol tumbuhan ini memiliki
penghambatan pertumbuban P. berghei pada mencit jantan galur Swiss dengan EDs, 102
mg/kgBB (Suwandi, 2006). Ekstrak daun sungkai juga terbukti mempunyai sifat antiparasitik
lain yaitu pada kultur in vitro Babesia gibsoni (Subeki, 2004; Murningsih, 2005).

Meskipun daun sungkai telah dipakai oleh sebagian masyarakat untuk mengobati
malaria dan telah dibuktikan efeknya dengan menggunakan ckstrak ctanol pada penelitian

dengan P. berghei akan tetapi bagaimana mekanisme aksinya terhadap parasit tersebut, belum
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perbedaan konsentrasi, zat aktif akan terdesak keluar dari sel. Setelah itu larutan difiltrasi secara
perlahan dan pelarut dipertahankan tetap berada diatas serbuk sehingga serbuk tetap terendam.
Bila cairan penyari yang keluar sudah berubah warna maka filtrasi dihentikan dan serbuk
dikeringkan kembali untuk dilakukan maserasi dengan pelarut lainnya. Selanjutnya, cairan
filtrat dipekatkan dengan evaporator hingga pelarutnya habis. Ekstrak kemudian disimpan di
dalam botol gelap (Depkes RI. 1986). Maserasi ini dimulai dengan menggunakan
pelarut/penyari aseton. Residu yang didapatkan dimaserasi kembali dengan pelarut etanol 96%.
Residu yang didapat dari ekstrak etanol kemudian dimaserasi kembali dengan air, sehingga akan
didapatkan tiga jenis ekstrak.

Tahap II : Uji penghambatan polimerisassi hem.

Uji penghambatan polimerisasi hem dilakukan dengan metode Bassilico (1998) yang
dimodifikasi. Sebanyak 100 pL larutan hematin 1 mM dalam NaOH 0.2 M dimasukkan ke
dalam tabung effendorf. kemudian ditambahkan 50 pL bahan uji dengan berbagai tingkatan
dosis. Aquades digunakan sebagai kontol. Sebanyak 50 pL larutan asam asetat glasial (pH 2,6)
ditambahkan pada tabung effendorf untuk memulai reaksi polimerisasi hem, selanjutnya
diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24 jam. Tabung effendorf disentrifuse setelah inkubasi
berakhir dan endapan dicuci sebanyak 3 kali dengan 200 ul. DMSQ. Endapan yang diperoleh
ditambah 200 ul. NaOH 0,1 M. Setiap 100 uL larutan yang diperoleh di masukkan ke dalam
mikroplate 96 sumuran dan dibaca nilai OD dengan ELISA reader pada panjang gelombang 405
nm. Nilai penghambatan polimerisasi hem dinyatakan dalam [Cs, yaitu kadar yang mampu

menghambat polimerisasi hem hingga 50% yang dibandingkan dengan kurva standar.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

P. falciparum pada siklus hidupnya, akan bermultiplikasi dan menghancurkan
hemoglobin sel hospes di vakuola makanan untuk kebutuhan nutrisi. Proses penghancuran
hemoglobin ini menghasilkan molekul hem yang toksik yaitu ferriprotoporphyrin IX (FPIX).
Parasit malaria intraeritrositik mampu mendegradasi molekul hem menjadi sesuatu yang tidak
berbahaya yang disebut hemozoin. Suatu polimer yang identik dengan hemozoin adalah f-
hematin. f-hematin dapat dibentuk secara in vitro dari hematin dalam suasana asam, [i-hematin
yang terbentuk diukur absorbansinva menggunakan Elisa Reader. Penghambatan polimerisasi
hem didapat dengan membandingkan absorbansi pada kelompok perlakuan dengan kadar [3-
hematin pada kurva.

Hasil uji menunjukkan ekstrak aseton memberikan penghambatan paling tinggi
dibandingkan dengan kelompok ckstrak etanol dan air. Ekstrak aseton. etanol dan air pada

konsentrasi tertinggi masing-masing mampu menghambat sebesar 89.09 + 14,56%; 68.48 +
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20,39%: dan 47,10 + 7.72%. Kelompok kloroquin, pada dosis tertinggi mampu menghambat
sampai 100% + 0.00. Rerata kadar f-hematin, persentase penghambatan polimerisasi hem dan
ICsq untuk setiap bahan uji disajikan pada Tabel 1. Aktivitas penghambatan polimerisasi hem
ditunjukkan oleh nilai 1Csy. Hasil uji ini mendapatkan rerata nilai 1Cso untuk ekstrak aseton,
etanol, air dan kloroguin masing-masing adalah 0,40 + 0,17 mg/mL: 1.46 + 0,05 mg/mL: 53.89
+29.47 mg/mL dan 2,39 + 0,38 mg/mL.

Perbedaan rerata nilai IC¢; dari ketiga ekstrak tersebut ditentukan dengan menggunakan
uji Anova. Hasil uji Anova (p = 0,05) terdapat perbedaan yang bermakna antara ketiga bahan uji
tersebut (p = 0,01). Uji statistik ini dilanjutkan dengan post hoc test. Hasil post hoc test 1Cs,
ekstrak aseton dengan ekstrak etanol (p = 0,99) tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna,
sedangkan ekstrak air dengan ekstrak aseton (p = 0.02) dan ekstrak air dengan etanol (p = 0,02)
menunjukkan perbedaan bermakna.

Tabel 1. Pengaruh pemberian ekstrak daun P. canescens terhadap aktivitas penghambatan
polimerisasi hem

Konsen- Rerata Kadar Rerata Persen Rerata ICx,
Bahan Uji trasi p—Hematin (mM Penghambatan +SD
(mg/mL) + SD + SD (mg/mL) +
FEksirak Aseton 5.00 24,05 + 2201 84,09 + 14,56
2.50 21,33 + 23.56 85,88 15.59
1.25 23.85 + 31,34 8422 + 2074
(.63 53.59 + 51,26 64,54 33.92] 040 + 017
0.31 76.77 + 10,17 49.20 6.73
.16 106,51 + 12,91 29.52 + R.54
0.08 124,51 + 8.71 17.61 + 5.76
Ekstrak Etanol 5.00 47.64 + 3081 68 48 + 2039
2.50 57.74 + 25.62 61.79 - 16.95
1.25 77.18 + 20.52 48.93 + 13.57
0.63 102,82 + 828 31.96 548 146 =+ 005
0.31 106,77 + 7.73 29.35 + 5.12
0.16 127,90 + 13,21 15.37 + 8.74
0.08 143,59 1.24 4.99 0.82
Ekstrak Air 20.00 69.75 + 10,18 4710 .72
16,00 101,75 4 6,39 22.82 4.85
12,00 109,52 6,80 16,92 5.16
8,00 106,10 + 6,10 19,52 4 4.63 53.89 &+ 2047
4.00 112,15 4 3,95 14,93 | 2,99 -
2.00 121,79 4 3.61 7,62 4 2.74
1,00 126,15 4 1,09 4,32 4 0.83
0.50 131,66 + 1,34 0.13 + 1.02
Kloroquin 5.00 0,00 + 000 100,00 + 0,00
2.50 96.69 + 17,73 36,02 + 11.73
1.25 136,92 + 8,70 940 + 5.76
0.63 143,38 + 1044 5,12 + 6911 2,39 + 038
031 146,85 + 490 2.83 ¢ 3.24
.16 146,46 + 326 3.09 - 2.16
0.08 15031 +  1.09 .54 + 0.72
Kontrol Negatif untuk FEkstrak 151,13 + 3.56 0.00 + 0.00
Aseton, Ltanol dan Kloroguin
Kontrol Negatif untuk Ekstrak 131,84 + 2.04 0,00 + 0,00
Air
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Kemampuan suatu antiplasmodium dalam menghambat polimerisasi hem berhubungan
langsung dengan kemampuannya sebagai antimalaria, walaupun diketahui bahwa mekanisme
kerja antiplasmodium tidak hanya melalui penghambatan polimerisasi hem. Aktivitas
penghambatan polimerisasi hem sebenarnya merupakan Kerja satu atau dua mekanisme, yaitu
(1) terjadi interaksi antara senyawa terpenoid. fenol dan sterol dengan sistem elektronik hem,
(2) ekstrak-ekstrak ini terdiri dari senyawa-senyawa yang memiliki gugus hidroksil yang dapat
berikatan dengan ion besi hem (Bassilico. et al, 1998; Syarif, 2007). Menunut Kitagawa ef al.
(1994) senyawa yang memiliki aktivitas antiplasmodium dari daun P. canescens adalah
peronemins yang termasuk ke dalam golongan clerodane diterpenoid (golongan terpenoid).
Peronemins juga merupakan senyawa yang memiliki gugus hidroksil. Melihat hal tersebut,
mekanisme kerja ekstrak daun P. canescens dalam menghambat polirisasi hem adalah
berinteraksinya senyawa terpenoid dengan sistem elektronik hem dan gugus hidroksil yang
berikatan dengan ion besi hem.

Uji ini merupakan reaksi Kimiawi model dengan meniru suasana pada sel hidup
(eritrosit yang terinfeksi Plasmodium sp). Pada sel hidup banyak faktor lain yang
mempengaruhi aktivitas antiplasmodium, misalnya kelarutan obat dalam lemak yang akan
mempengaruhi absorbsi dan penetrasi obat ke dalam eritrosit dan parasit. Pada reaksi kimiawi
hal ini tidak terjadi.

Ada faktor lain yang juga berpengaruh pada uji dengan menggunakan metode ini.
Faktor tersebut adalah warna dan pH ekstrak. Pencucian yang tidak bersih akan mempengaruhi
absorbansi yang diukur pada Elisa Reader. Reaksi kimia terbentuknya kristal hematin
membutuhkan pH yang rendah, sedangkan pH ekstrak yang mungkin tinggi akan meningkatkan
pH sehingga kristal hematin tidak terbentuk. Kesemua faktor ini akan mempengaruhi hasil
pembacaan pada Elisa Reader.

Baelsman ef al. (2000) menycbutkan jika 1Cs, vang didapat dari uji penghambatan
polimerisasi pada kloroguinsulfat lebih dari 37,5 mM (12 mg/mL) maka dapat dikategorikan
tidak memiliki aktivitas penghambatan polimerisasi hem. Berdasarkan kriteria ini maka ekstrak
air dapat dikatakan tidak memiliki aktivitas penghambatan polimerisasi hem. Hal ini dapat saja
terjadi karena mekanisme kerja pada ekstrak air, mungkin bukan melalui penghambatan
polimerisasi hem tetapi ada mekanisme kerja lain yang mengakibatkan P. falciparwn terhambat
pertumbuhannya (Bassilico, ef al., 1998; Macreadie, ef al., 2000)

4. KESIMPULAN

Ekstrak aseton dan etanol daun P. canescens memiliki kemampuan menghambat

polimerisasi hem in vitro. Aktivitas penghambatan paling baik terdapat pada ekstrak aseton
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dengan nilai 1Cq 040 + 0,17 mg/mL. Ekstrak air memiliki kemampuan penghambatan

polimerisasi hem yang rendah dengan nilai 1Cs 53,89 + 29.47 mg/mL..
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