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RINGKASAN

EFEK CASSIARIN A HASIL ISOLASI DAUN CASSIA SIAMEA PADA
AKTIVITAS ANTIMALARIA DAN PERUBAHAN MORFOLOGI DARI
PLASMODIUM FALCIPARUM

alaria sampai saat ini masih merupakan masalah kesehatan yang serius. Dilaporkan pada
tahun 2006 terdapat 247 juta kasus malaria dari 3,3 miliar penduduk dunia yang berisiko terkena
maldria serta mengakibatkan hampir 1 juta kematian. Data terbaru lainnya menyebutkan
sebapyak 109 negara dinyatakan sebagai wilayah endemik untuk penyakit malaria dalam tahun
200§. Penanggulangan terhadap penyakit malaria saat ini menghadapi beberapa kendala,
terutama oleh munculnya galur parasit yang resisten terhadap obat antimalaria yang ada dan
belum ditemukannya vaksin antimalaria yang ideal. Oleh karena itu upaya untuk menemukan
obatjantimalaria baru merupakan prioritas utama program penanggulangan malaria.

GLassia siamea Lamk atau yang dikenal dengan nama daerah Johar dari familia
Caesalpiniaceae telah lama digunakan secara tradisional untuk mengobati malaria. Penelitian
terdghulu dari tanaman ini menunjukkan bahwa cassiarin A hasil isolasi daun C. siamea sangat
aktiff sebagai antimalaria dibandingkan hasil isolat lainnya. Berdasarkan hal tersebut, pada
penellitian kali ini akan dilakukan uji aktivitas antimalaria dari cassiarin A secara lebih spesifik
dan juga efek dari cassiarin A ini pada perubahan morfologi parasit.

Analisis morfologi parasit setelah diinkubasi dengan senyawa cassiarin A menunjukkan
adanya perubahan morfologi parasit dalam bentuk cincin dari sitoplasma yang tidak sempurna,
tropgzoit yang terletak di luar eritrosit dan hemozoin yang berwama hitam. Di samping itu,
siklus pertumbuhan parasit ditemukan lebih lambat dibanding kelompok parasit yang tidak diberi
cassiarin A. Analisis ultrastruktur parasit menunjukkan adanya sedikit kristal hemozoin namun
dengan struktur yang tidak beraturan atau tidak ada sama sekali, adanya pembengkakan dari
akuola makanan, adanya peningkatan jumlah transport vesikel yang membawa hemoglobin
serta) juga adanya bentukan lamellar. Perubahan morfologi ini nampak makin jelas dengan
meningkatnya dosis pemberian bahan uji. .

Uji mekanisme aksi dari senyawa cassiarin A pada proses endositosis, menunjukkan
bahwa casiarin A menghambat proses endositosis dengan aktifitas yang lebih besar dibandingkan
dengan klorokuin difosfat.

asil-hasil penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa senyawa cassiarin A hasil
isolasi daun C. siamea Lamk menghambat pertumbuhan P. Jalciparum terutama pada fase tropik
(24 jam) dan hambatan terbesar dari Cassiarin A didapatkan pada stadium skizon. Pengamatan
dengan mikroskop cahaya menunjukan adanya kelainan morfologi berupa degradasi parasit pada
masg inkubasi 12-48 jam.Pengamatan secara ultra struktural membuktikan bahwa cassiarin A
bekefja pada penghambatan proses endositosis dengan meningkatnya jumlah transport vesikel,
degrgdasi hemoglobin dengan adanya pembengkakan vakuola makanan dan detoksifikasi heme
gan sedikit/tidak adanya kristal hemozoin. Penghambatan proses endositosis dari cassiarin A
lebily besar daripada klorokuin difosfat sebagai obat antimalaria standard dari golongan alkaloid
sehifjgea sangat potensial untuk dikembangkan menjadi obat antimalaria baru :

i




ABSTRACT

Isolation of the constituens of C. siamea Lamk leaves yielded cassiarin A and two
upidentified isolates. ,
In vitro assay of cassiarin A against P. falciparum led to morphological alterations of
ring form and trophozoites stages, as well as hemozoins. The growth of parasites was found
sfower than that untreated parasites. Ultrastructural analysis of parasites found only a small
ount of hemozoin with irregular shape, some parasites showed no hemozoin at all,
syelling of food vacuoles, increase in vesicle transport of hemoglobin, and lamellar
formations.
Identification of biochemical targets of cassiarin A by means of inhibition test of
endocytosis processes, showed a higher activity than that of chloroquine diphosphate.
The results indicated that an active antimalarial constituent of C. siamea Lamk leaves
as an active antimalarial in vitro against P. falciparum, as well as inhibiting endocytosis,
l‘:qence, cassiarin A has a high potential as candidate for novel antimalarials agent.

Key word: Cassia siamea Lamk, antimalarial activity, endocytosis, ultrasructural analysis
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PENDAHULUAN

Malaria sampai saat ini masih merupakan masalah kesehatan yang serius. Dilaporkan pada

tahun 2006 terdapat 247 juta kasus malaria dari 3,3 miliar penduduk dunia yang berisiko terkena

malaria yang menyebabkan hampir 1 juta kematian. Data terbaru lainnya menyebutkan sebanyak

109 | negara dinyatakan sebagai wilayah endemik untuk penyakit malaria dalam tahun 2008

(WHO, 2008).

Pada tahun 1998, Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) telah meluncurkan suatu kampanye

pengnggulangan malaria yang dimotori oleh PBB, yaitu Roll Back Malaria (RBM) yang

bertyjuan menurunkan angka kematian malaria sampai separuh dari yang ada pada saat itu, pada

tah

2010. Saat ini RBM telah bekerja separuh jalan, namun statistik WHO menunjukkan

bahwa angka kematian malaria cenderung meningkat (Attaran, 2004).

tah

per

gka kesakitan malaria di Indonesia dilaporkan juga meningkat dari tahun ke tahun. Pada

2000 dilaporkan 2,76 per 1000 penduduk sedang pada tahun 2005 meningkat menjadi 4,02

000 penduduk. Indonesia menduduki peringkat ke 26 di antara negara-negara di dunia yang

end¢mik malaria dengan prevalensi sekitar 919,8 per 100.000 penduduk (WHO, 2007).

Deertemen Kesehatan RI melaporkan bahwa terdapat lebih dari 15 (lima belas) juta penderita

malgria klinis tiap tahun dengan rata-rata kematian 30.000 orang, yang sebagian besar terjadi di

Indonesia bagian timur (Depkes R1, 2007).

Upaya penanggulangan terhadap penyakit ini memang telah banyak dilakukan, namun angka

kesakitan dan kematian malaria di beberapa negara masih tinggi. Hal ini disecbabkan oleh

bebgrapa faktor, misalnya konflik antar penduduk, migrasi manusia secara besar-besaran,
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perubahan iklim dan lingkungan, sistem pelayanan kesehatan yang kurang baik, serta timbulnya
galur| parasit malaria yang resisten terhadap obat antimalaria dan galur nyamuk Anopheles yang
resisten terhadap insektisida (Fahmi dan Khairunnisa, 2009; Martins et al., 2009).

Tumbuh dan menyebarnya resistensi terhadap semua obat antimalaria lapis pertama

-line antimalarial compound) yang dipakai pada pengobatan dan pencegahan malaria telah

imbulkan banyak masalah pada program penanggulangan malaria. Seiring dengan belum
ilnya upaya untuk menemukan vaksin malaria yang ideal, maka aktivitas riset yang
juan untuk penemuan obat baru dan mengidentifikasi target intervensi kemoterapi tetap
menjfdi tujuan utama dalam upaya penanggulangan malaria. Obat baru yang terjangkau bagi
masyarakat di dacrah penularan malaria sangat mutlak diperlukan bila dampak malaria ingin
dikufangi atau bahkan diatasi (Burke, 2003; Sjafruddin, 2004).

Berbagai hal tersebut di atas telah mendorong eksplorasi dan isolasi tanaman obat yang

diduka mengandung senyawa aktif antimalaria. Di Indonesia , salah satu tumbuhan yang telah

diakyi secara tradisional dapat mengobati malaria adalah Cassia siamea (johar). (Heyne, 1987) .
Peneliti telah menguji aktivitas daun C. siamea berdasar senyawa kandungan kimia yang diduga
ada pada daun C. siamea dengan hasil memuaskan (Wiwied, 2005 ; Wiwied , 2006). Dari hasil
terseput peneliti telah melanjutkan dengan mengisolasi senyawa aktif daun C. siamea ini dan
didapatkan senyawa cassiarin A dari golongan alkaloid mempunyai aktivitas anti malaria yang
paling potensial dibandingkan isolat lainnya ( Wiwied, 2009) . Untuk mendapatkan efek
pengobatan yang optimal diperlukan diperlukan data waktu dan stadium suatu senyawa bekerja
sebagai antimalaria. Hambatan suatu senyawa pada fase tropik dimana pertumbuhan parasit dari
trofazoit dan shizont tidak membentuk stadium cincin, sangat prospektif, karena dapat
dikeTxbangkan sebagai obat antimalaria yang berefek shizontosidal darah. Begitu pula efek kerja
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suatu/ senyawa perlu dikonfirmasikan pada perubahan morfologi dari parasit sehingga diketahui
deng?n tepat cara kerja perusakannya. Selanjutnya jalur penghambatan pada proses pengambilan
hemdglobin diawali pada proses endositosis yang kemudian dilanjutkan dengan pemecahan
hemdglobin dan detoksifikasi heme. Untuk mendapatkan data lengkap efek cassiarin A pada

jalur hemoglobin maka perlu pula diketahui efeknya pada penghambatan proses endositosis.




BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan tentang Tanaman C. siamea Lamk

2.1.1 Klasifikasi tanaman

Suku : Caesalpiniaceae
Marga : Cassia
Jenis : Cassia siamea Lamk (Backer and Backhzuizen, 1963)

Nama daerah : Johar, Juwar (Heyne, 1987)

(A) (©)

Gambar 2.1 Gambar pohon (A), bunga (B) dan daun C. siamea Lamk (C)




2.1.21 Kandungan C. siamea Lamk

Handungan senyawa kimia yang terdapat pada tanaman C. siamea Lamk antara lain

(Varghney, 1977, El-Sayyad et al., 1984; Depkes RI, 1989; Tripathi and Gupta, 1991;

Famngworth and Bunyapraphatsara, 1992; Padumanonda, 2006):
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Pada
Pada

Pada

daun

1

 barakol, anhydrobarakol, p-coumaric acid, siamin, siaminin A, siaminin B,

3-methyl-6-8-dihydroxyisoquinol-1-one, apigenin-7-O-galactoside,
isorhametin, kaemferol, rhein, physcion 5-acetonyl-7-hydroxy-2-methyl-
chromone, chrysopanic acid, chrysophanol, gluco-aloe emodin, rhein-8-
glucoside, 1,2-dimethyl-5-acetonyl-7-hydroxychromone, aloe-emodin,
kaempferin, cassiamine A, beta-sitosterol, apigenin, cassiachromone,

anthrone and chysophanic acid dianthrone

kayu/ batang : tannin, antrakuinon, lignin, pentosa hidrosianat

bunga

buah

: senyawa alkaloid inti kromon, yaitu cassia denindihidro-isokumarin, asam

kumarat, sterol, methyl-6-8-dihydroxyisoquinol-1-one, D-sukrose,
anhydrobarakol hydrochloride, 5-acetonyl-7-hydroxy-2-methylchromone,
beta-sitosterol, lupeol, arabinose, cholesterol, 24-methyl-cholesterol,

cycloartenol, fructose, glucose, (+)-pinitol, siamine dan stigmasterol

: antrakuinon, krisopanol



Berjkut adalah struktur kimia beberapa kandungan senyawa dari daun C. siamea Lamk:
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Gambar 2.2 AStruktur kimia beberapa kandungan senyawa dalam daun C. siamea Lamk




2.1.3

Bioaktivitas C. slamea Lamk sebagai antimalaria

Renelitian terhadap C. siamea Lamk yang berkaitan dengan aktivitasnya terhadap

pen%hambatan parasit malaria telah dilakukan oleh beberapa peneliti.

[0

Gbeassor et al. (1989) telah menguji efek antimalaria ekstrak air dari 8 tanaman di

/Afrika, di antaranya adalah C. siamea Lamk dan dinyatakan bahwa tanaman ini dapat

menghambat 100% pertumbuhan P. falciparum.

. Purwanto (1997) mengekstraksi daun C. siamea Lamk menggunakan tiga macam pelarut

yaitu n-heksana, kloroform dan metanol. Dari uji aktivitas antimalaria secara in vitro
diketahui harga ICso ekstrak n-heksana = 461,9553 pg/ml, ekstrak kioroform = 260,9156
pg/ml dan untuk ekstrak metanol = 1,8433 pg/ml.

Hadi (1997) meneliti aktivitas ekstrak n-heksana, kloroform dan metanol dari kulit batang
C. Siamea Lamk terhadap P. falciparum, didapatkan hasil yaitu untuk n-heksana ICsy =
1893,75 pg/ml, ekstrak kloroform ICso = 959,83 pg/ml dan ekstrak metanol = 36,14
pg/ml.

Ekasari ef al. (2001) telah melakukan uji antimalaria in vitro dari ekstrak etanol, ekstrak
kloroform, serta fraksi positif alkalod hasil fraksinasi ekstrak kloroform daun C. siamea
Lamk dan didapatkan hasil bahwa harga ICso dari ekstrak etanol adalah 7,06 pg/ml,
ekstrak kloroform = 2,41 pg/ml dan fraksi positif alkaloid adalah 1,70 pg/ml.

Ekasari et al. (2004) telah menguji daya hambat ekstrak etanol, ekstrak kloroform dan
fraksi alkaloid total daun C. siamea Lamk terhadap P. berghei secara in vivo. Didapatkan

hasil bahwa harga EDsy semakin menurun (semakin potensial) seiring dengan makin -
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mumninya bahan yaitu: EDso ekstrak etanol sebesar 34,69 mg/kgBB, ekstrak kloroform =
19,59 mg/kgBB dan fraksi alkaloid total sebesar 0,47 mg/kgBB.

. Ekasari et al. (2005) telah menguji antimalaria hasil fraksinasi ekstrak kloroform daun C.

siamea Lamk pada mencit terinfeksi P. berghei. Didapatkan hasil Fraksi I (positif
terpenoid) = 0,58798 mg/kgBB, Fraksi II = 8,43313 mg/kgBB, Fraksi Ill = 6,93726

'mg/kgBB, Fraksi IV = 16,5014 mg/kgBB dan Fraksi V (positif alkaloid) = 0,25288

mg/kgBB.

Ekasari ef al. (2006) telah menguji aktivitas fraksi etil asetat daun johar (C. siamea
Lamk ) secara in vitro pada P. falciparum dan in vivo pada mencit terinfeksi P. berghei.
Hasil yang didapat adalah aktivitas antimalaria secara in vitro = 1,93 pug/ml dan aktivitas

antimalaria secara in vivo: 3,803 mg/kgBB.

2.2 Senyawa Alkaloid dan Aktivitasnya sebagai Antimalaria

Dbat malaria yang paling tua yang berasal dari bahan alam adalah kinina. Alkaloid yang

pada tahun 1820 berhasil diisolasi dari kulit pohon Chinchona sp. yang semenjak abad ke 17

digynakan di Amerika Selatan sebagai obat tradisional terhadap penyakit malaria.

Telah pula berhasil diisolasi senyawa alkaloid dari tanaman Dichroea febrifuga

(Saxifragaceae) yang dikenal dengan nama febrifugina dan isofebrifugi yang setelah divji in

w'ter dapat menghambat pertumbuhan P. gallinaceum dan lophurae. Tanaman ini bahkan telah

dicgba secara klinik pada penderita malaria tertiana (Chang and Hay-But, 1986).

Berberina, senyawa alkaloid isokuinolina yang banyak terdapat di dalam beberapa suku

tanaman, juga telah lama digunakan sebagai antimalaria. Berberina, palmatina, jatrorrhizina dan

kolymbani telah diuji aktivitasnya secara in vitro terhadap P. falciparum yang diisolasi dari
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n dan didapatkan harga ICs) yang berkisar antara 0,14 — 1,61 ug/ml (Phillipson and Wright,

Kemudian dari upaya untuk mengetahui aktivitas 18 tanaman yang biasa digunakan di Siorra

Leone sebagai antimalaria didapatkan satu tanaman yang mempunyai aktivitas tertinggi yaitu

Triclisia patens (Menispermaceae) dan setelah diisolasi senyawa aktifnya didapat senyawa

bisbenzilisokuinolina alkaloid. Selanjutnya ternyata dari 25 senyawa bisbenzilisokuinolina

berbpgai tanaman yang diuji aktivitasnya secara in vifro, semuanya dapat menghambat

pertymbuhan P. falciparum dengan harga ICsy berkisar 0,1-45 pg/ml. Sementara pada kondisi

percpbaan yang sama untuk klorokuin difosfat didapatkan harga ICsy sebesar 0,14 pg/ml

(Phillipson and Wright, 1991). Hallock et al. (1994) berhasil mengisolasi alkaloid isokuinolina

yaity

korundamin A dari tumbuhan Ancistrocladus korupensis dan terbukti berhasil

menghambat pertumbuhan P. falciparum secara in vitro, begitu pula dengan Perez er al. (2004)

yang

berhasil mengisolasi senyawa alkaloid isokuinolina dari Duguetia vallicola juga

- memjpunyai aktivitas antiplasmodial.

2.3 Ekstraksi dan Isolasi Senyawa Bahan Alam

E[stmkxi suatu bahan tanaman tergantung pada tekstur dan kandungan air dari bahan tersebut
dan juga

yang

polar

senyawa yang akan diisolasi. Pada umumnya pelarut yang digunakan adalah pelarut
non polar sedikit demi sedikit meningkat sampai dengan yang paling polar. Pelarut non

yang sering digunakan misalnya petrolium eter dan heksana. Pelarut yang semi polar

misalnya eter, kloroform dan diklorometana. Sedangkan pelarut yang bersifat polar misalnya

etan

polar

air atau campuran keduanya. Zat-zat kimia yang dapat terekstraksi dengan pelarut non .
adalah minyak atsiri, lemak, steroid dan karotenoid. Zat-zat kimia yang terekstraksi dengan
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pelargt semi polar adalah senyawa-senyawa alkaloid bebas, asam fenolat, fenilpropanoid,
flavonoid, antrakinon, xanton dan stilben. Sedangkan zat-zat kimia yang dapat terekstraksi
dengdn pelarut polar adalah garam-garam alkaloid, glikosida, saponin dan tanin (Depkes RI,
1987). Ekstraksi yang didasarkan pada perbedaan kepolaran senyawa kandungan ini berguna
untuk| telaah profil fitokimia dari suatu tumbuhan sebelum dilakukan kromatografi atau
pemisa‘han selanjutnya (Harborne, 1996).

Kata “ckstraksi” berasal dari bahasa Latin “extractio” atau “extrahere” yang berarti
“menarik-keluar”. Yang ‘ditarik-keluar’ adalah senyawa-senyawa kimia (misalnya senyawa

aktif) dari jaringan tumbuhan atau hewan. Untuk ekstraksi alkaloid, biasanya apabila dalam

bentyk alkaloid basa dapat ditarik/larut dalam pelarut dengan polaritas yang sedang sampai
tingI((misal: aseton, ctilasetat, eter, kloroform), sedangkan garam alkaloid larut dalam air atau
alkofnol rendah (misal: metanol, etanol). Untuk pengekstraksian alkaloid, memakai maserasi atau
perkolasi adalah yang terbaik. Ekstraksi biasanya dibawa dalam air bersuasana asam dan
ekstrpksi kembali dengan eter atau kloroform setelah dibuat dalam larutan basa.

Prosedur isolasi senyawa dari tumbuhan juga sangat beragam sesuai dengan ragam zat
kandungan yang akan diisolasi. Salah satu hal yang harus diperhatikan adalah menghindari
kerushkan zat kandungan karena panas atau reaksi enzimatik. Untuk pemurnian senyawa, metode

kromatografi merupakan metode yang paling disukai (Robinson, 1983). Kromatografi yang

sering digunakan antara lain kromatografi lapis tipis dan kromatografi kolom.
2.3.1 Kromatografi

omatografi adalah cara pemisahan zat berkhasiat dan zat lain yang ada dalam sediaan
denggn jalan penyarian berfraksi, penyerapan atau penukaran ion pada zat berpori dengan

menggunakan calmn atau gas yang mengalir. Sekarang kromatografi mencakup berbagai proses
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yang|didasarkan pada perbedaan distribusi dari penyusun cuplikan antara dua fase. Satu fase
tetap|tinggal pada sistem dan dinamakan fase diam. Fase lainnya dinamakan fase gerak,
memperkolasi melalui celah-celah fase diam. Gerakan fase gerak akan menyebabkan perbedaan

migrthi dari penyusun cuplikan (Stahl, 1985).

2.3.1.1 Kromatografi lapisan tipis

. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adalah tehnik pemisahan campuran zat berdasarkan
atas perbedaan kecepatah migrasi dari masing-masing komponennya pada fase diam (berupa
bahan inert) di bawah suatu pelarut sebagai fase gerak. Campuran yang dipisahkan berupa
larutgn yang ditotolkan berbentuk bercak atau pita, kemudian dikembangkan dalam bejana

dengan larutan pengembang yang sesuai. Campuran senyawa kimia tersebut akan bergerak

meliTasi fase diam dengan kecepatan yang berbeda tergantung kelarutannya pada pelarutan
pengembang dan kecenderungan senyawa tersebut melekat pada fase diam (Stahl, 1985; Gritter,
1991).
Sebagai parameter untuk menentukan letak noda pada kromatogram adalah harga R¢
(Retardation factor), yaitu hasil bagi jarak noda dari titik awal dengan jarak yang ditempuh
pelarpt dari titik awal. Setiap zat akan memiliki harga R; yang spesifik dengan fase gerak dan
fase fiam tertentu (Skoog, 1981). KLT digunakan pada pemisahan zat secara cepat, dengan
menggunakan zat penyerap berupa serbuk halus yang dilapiskan serba rata pada lempeng kaca.
Pemisahan didasarkan pada penyerapan, pembagian atau gabungannya, tergantung dari zat
penyerap dan cara pembuatan lapisan zat penyerap dan jenis pelarut (Markham, 1988). Macam—
macam fase diam yang sering digunakan di KLT adalah silika gel, selulosa, aluminium oksida,
dan maghesium silikat. Pemilihan jenis fase diam dipengaruhi oleh prinsip pemisahan yang _
diingjnkan dan senyawa yang ingin dipisahkan. Misalnya untuk memisahkan alkaloid maka
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sebaiknya menggunakan jenis fase diam silika gel, aluminium oksida, atau magmesium silikat .
KLT |juga merupakan metode yang peka sehingga apabila diperlukan dapat dipakai untuk
memisahkan bahan yang jumlahnya kecil sampai ukuran mikrogram (Harborne, 1996).

2,3.12 Kromatografi kolom

Kromatografi kolom merupakan salah satu metode kromatografi yang dapat
digumlfan untuk memfraksinasi campuran senyawa dalam skala besar. Pada kromatografi
kolom, dibutuhkan kolom pemisah berupa suatu tabung yang diisi dengan bahan pengabsorpsi
dan pelarut pengembang yang berbeda. Sampel dilarutkan dalam pelarut sesedikit mungkin dan
pelaryt ini sama dengan pelarut yang digunakan untuk mengeluasi. Sampel yang berbentuk
kenta] juga dapat disiapkan, yaitu mencampur sampel dengan silika gel. Selanjutnya dilakukan
eluas] dengan pelarut yang sesuai. Pelarut yang digunakan untuk mengeluasi pada kromatografi
kolom umumnya merupakan pelarut atau campuran pelarut, dimulai dari yang paling kurang
polar(sampai ke yang paling polar. Perbandingan cuplikan dengan kolom yang baik berkisar
antarg 1 : 50 sampai 1 : 500 (Harborne, 1987; Roth and Blascke, 1988). Dengan menggunakan

cara |kromatografi kolom, skala pemisahan dapat ditingkatkan hampir ke skala industri

(Markham, 1981). Dengan kromatografi kolom, campuran zat-zat kandungan dapat dipisahkan
menjadi fraksi-fraksi yang cukup jumlahnya untuk dilakukan berbagai uji aktivitas (Robinson,
1995). Untuk isolasi, penggunaan cara ini dapat menghasilkan senyawa murni dalam skala gram
(Harblorne, 1996).

2.4 Tinjauan tentang Spektroskopi
- Teknik spektroskopik adalah salah satu teknik analisis fisiko-kimia yang mengamati

tentan)g interaksi atom atau molekul dengan radiasi elektromagnetik (REM). Pada prinsipnya
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i REM dengan molekul akan menghasilkan satu: Tracam-dari-tige-léejadian yang

in terjadi. Ketiga macam kejadian yang mungkin terjadi sebagai akibat interaksi atom

molgkul dengan REM adalah hamburan, absorbsi dan emisi REM oleh atom atau molekul yang

diamati (Mulja, 1995).

24.

| Spektroskopi infra merah

belu;

Iletode spektroskopi infra merah merupakan suatu metode yang meliputi teknik serapan,
emi

igi dan fuoresensi. Metode ini dapat digunakan untuk mengidentifikasi suatu senyawa yang

m diketahui, karena spektrum yang dihasilkan spesifik untuk senyawa tersebut. Metode ini

banyak digunakan karena cepat dan relatif murah, dapat digunakan untuk mengidentifikasi gugus

fun
itu

q

[V

miny

ional dalam molekul dan spektrum infra merah yang dihasilkan adalah khas dan oleh sebab
pat menyajikan sebuah finger print (sidik jari) untuk senyawa tersebut.
enyawa yang dianalisis dapat dilarutkan dalam kloroform atau CCly, berupa gerusan dalam

rak nujol atau zat dicampur homogen dengan kalium bromida (KBr) kemudian dikompresi

sam

pent|

cm’

tiap-

i terbentuk cakram tipis yang transparan (Harborne, 1987).
erapan infra merah dapat dipisahkan menjadi pita-pita serapan antara 4000 sampai 1300 cm™
g disebut wilayah serapan gugus fungsional. Pita-pita serapan dari gugus-gugus fungsional
ng seperti OH, NH dan CO terdapat di dalam wilayah ini. Wilayah antara 1300 sampai 900
biasanya disebut sebagai wilayah “sidik jari” karena serapan pada wilayah ini khas untuk

fiap molekul. Wilayah serapan antara 900 sampai 650 cm™ merupakan wilayah serapan

aromatik. Tidak adanya serapan yang kuat pada wilayah ini menunjukkan tidak adanya gugus

aromatik dalam molekul senyawa yang dianalisis (Silverstein and Webster, 1998).
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2.4.2 Spektroskopi resonansi magnetik inti (RMI)

Spektrometri resonansi magnetik inti (RMI) merupakan instrumen yang sangat
pentljng untuk memperoleh informasi senyawa kimia. Gambaran yang merupakan hasil
spkefroskopi RMI penting dalam pemantauan senyawa kimia baik itu struktur senyawa dari
bahap alam yang belum diketahui, konformasi hormon peptida, maupun olimer dinamis internal.
(Jenjf et al., 2005).

Prinsip dasar RMI didasarkan pada penemuan bahwa semua inti bermuatan akan
mengalami spin atau (perputaran) pada sumbu inti dan menghasilkan suatu dipol magnit
sepapjang sumbu dengan momentum magnetik u. Apabila inti tersebut diletakkan pada suatu
medan magnet kuat, akan mengalami rotasi atau spin pada sumbu inti dan energi inti unsur

terseput akan pecah menjadi dua tingkat energi terkuantisasi atau lebih sebagai akibat sifat

magtet inti tersebut. Transisi antara tingkat-tingkat energi yang terjadi karena diinduksi medan
majet dapat terjadi apabila mengabsorbi radiasi elektromagnet dengan frekuensi yang tepat
atau fama.

Di alam terdapat inti-inti atom yang mempunyai spin (misalnya ';H dan P;C) dan
yang] tidak mempunyai spin (misal %C dan '%0). Yang dimanfaatkan dalam RMI adalah inti-

inti yang mempunyai spin dan yang paling lazim dipelajari adalah '}H (proton). Suatu inti yang

mempunyai spin akan berputar dan menghasilkan medan magnet kecil yang disebut momen
maj;ﬁk inti (Jenis et al., 2005).

Apabila suatu molekul yang mengandung atom hidrogen diletakkan dalam suatu medan

magget luar (Hy), maka momen magnetik dari tiap proton akan berada pada salah satu orientasi,

yaitd pararel (searah) atau antipararel (berlawanan arah) terhadap medan luar tersebut. Suatu

keadhan pada orientasi pararel dikatakan berenergi lebih rendah dibandingkan dengan keadaan
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antimerel. Apabila dikenai gelombang radio yang frekuensinya sesuai, proton pararel akan

menygrap energi dan membalik menjadi keadaan antipararel. Proton tersebut dikatakan berada
dalam keadaan resonanasi. Besarnya energi yang diperlukan untuk beresonansi sebanding
denggn besarnya H, (Silverstein and Webster, 1998).

Pada Hy tertentu, proton-proton akan beresonansi pada radio frekuensi yang berbeda-beda
kare 'proton tidak hanya mengalami H; tetapi juga mengalami medan magnet molekul
imbIan, yakni medan magnet kecil yang terimbas oleh Hy. Besarnya medan magnet imbasan ini
tidak| sama karena proton-proton dalam suatu molekul mempunyai lingkungan kimia dan
magretik yang berlainan. Karena medan magnet yang sebenarnya dialami oleh setiap proton
adalah gabungan antara Hy dan medan magnet molekul imbasan, maka untuk beresonansi
diperjukan energi (radio frekuensi) yang berbeda-beda, sehingga dapat diperoleh suatu spektrum

(Silthstein and Webster, 1998).

25 ’l'iinjauan Uji Aktivitas Antimalaria secara In Vitro

Untuk pengujian antimalaria dari ekstrak tumbuhan atau isolat hasil kolom, digunakan cara
tes njikro yang didasarkan atas tehnik dari Rieckmann dkk yang kemudian disempurnakan oleh
WHQ tahun 1982 (WHO, 1985). Bahan Uji dilarutkan dalam DMSO, diencerkan sampai kadar
tertenitu dalam medium RPMI 1640 yang mengandung 10% serum manusia, 25 mM HEPES dan
25 mM NaHCO3. Larutan disterilkan dengan saringan diameter 0,45um dan diencerkan secara
seri. Masing-masing lempeng sumur mikro diisi dengan larutan bahan uji dan ditambahkan 180
uL s?spensi 10% eritrosit dengan parasitemia 1% sehingga masing-masing sumur berisi 200 pL
medihm yang mengandung serum dan bahan uji yang diteliti. Lempeng sumur mikro ;iiletakkan
dalamh desikator kaca yang diberi lilin yang berguna untuk menghilangkan oksigen. Lilin |
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dinyglakan, desikator ditutup, sementara kran udara pada tutup desikator dibuka. Setelah lilin
padath, kran udara dibuka, diinkubasikan dalam inkubator CO, pada suhu 37 °C selama 48 jam,
kemudian dilakukan evaluasi hasil.

Setelah diinkubasi selama 48 jam, lempeng sumur mikro dikeluarkan, sediaan uji dicampur
homdgen dan disentrifuse, filtratnya dibuang dan bagian yang pekat dibuat sediaan lapisan darah
tipis. S‘ediaan dikeringkan pada suhu kamar, difiksasi dengan metanol, kemudian setelah kering
diwamnai dengan larutan giemsa 3% dalam pH 6,9 — 7,2 selama 1 jam. Evaluasi dilakukan
dengdn cara menghitung persen penghambatan (parasitemia) terhadap pertumbuhan P.
falcigarum terhadap 5.000 eritrosit (Noster, 1990).

Kemudian ditentukan harga ICso yaitu kadar dimana persen penghambatan terhadap P.
Jalcigarum seb;:sar 50% menggunakan analisis probit dengan membuat kurva hubungan antara
probih persen penghambatan dengan logaritma kadar menggunakan persamaan garis regresi linier

(Ratsimanaga, 1991).

2.6 'ljcinjauan tentang Endositosis

Morbiditas dan mortilitas penyakit malaria adalah hasil dari replikasi aseksual Plasmodium
dalam aliran darah tubuh inang. Untuk perkembangan parasit dalam sel darah merah mulai dari
stadan cincin menuju stadium tropozoit dan kemudian bereplikasi dalam stadium skizon,
sejumlah besar hemoglobin dari sitosol sel darah merah dimasukkan. Endositosis adalah suatu

proses untuk memperoleh substrat dalam hal ini hemoglobin untuk masuk ke dalam sel tanpa

melajui membran sel. Seperti diketahui sewaktu parasit masuk dalam sel darah merah, parasit
malafia mengendositosis sejumlah besar dari sitoplasma sel darah merah melalui invaginasi dari

membran plasma parasit yang dikenal sebagai sitostoma. Setelah proses endositosis selesai, leher
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dari sitostoma “dicopot” untuk melepas membrane ganda vesikel endositik untuk diisi dengan

si

oplasma sel darah merah (Hong-chang ef al., 2009). Proses pencernaan sitoplama dimulai oleh

enzim pencernaan proteolitik dalam membran ganda dari transport vesikel. Membran terluar dari

d4

transport vesikel diperkirakan berasal dari invaginasi membran plasma parasit dan membran

lam berasal dari parasitophorus membran vakuola yang membungkus erat parasit dan

melindungi dari sitoplasma sel darah merah. Hasil dari endositosis sitoplasma inang akhirnya

di

pri

pri
Hg

kirim ke vakuola makanan, yang dicerna pada pH antara 5 dan 5,5 (Hoppe et al., 2004). Dari
pses endositosis sel darah merah yang hampir seluruhnya terdiri dari hemoglobin, pemecahan
pteolitik dalam vakuola makanan menghasilkan sejumlah besar bahan yang toksik yaitu heme.

’me ini oleh parasit selanjutnya didetoksifikasi dengan dipolimerisasi menjadi kristal hemozoin

yang tidak toksik bagi parasit. Hambatan senyawa alkaloid terhadap proses endositosis dapat

menyebabkan terhambatnya parasit untuk mendapatkan hemoglobin sebagai sumber nutrisinya,

yang kemudian akan dapat menyebabkan kematian dari parasit.

Gambar 2.3. Morfologi dari sitostoma, mulai dari cara membuka awal untuk invaginasi sampai

masuknya hemoglobin (Hoppe e al., 2004)
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Berikut ini adalah gambaran alur transport hemoglobin menuju vakuola makanan dari parasit.

Gambar 2.4. Alur transport hemoglobin menuju vakuola makanan (Lazarus et al., 2008)

Keterangan : Pembentukan sitostoma (1-3). (1) Membran parasitophorus vakuola (PVM)
mengivaginasi setelah (2) membran parasit plasma (PPM) menginvaginasi
terlebih dahulu. (3) Membran ganda electron-dense collar terbentuk
mengelilingi  sitostoma. (4-6) Pematangan sitostoma. (4) Sitostoma
melanjutkan untuk mengisi dengan sitosol sel darah merah dan
hemoglobin, dan (5) pemanjangan untuk berhadapan dengan vakuola
makanan (FV) (6-8) Deposisi dan degradasi hemoglobin dalam vakuola
makanan. (6) Terjadi penggabungan antara sitostoma matang dengan
vakuola makanan (panah putih), disamping itu secara bersamaan sitostoma
lepas dari Membran parasitophorus vakuola dan membran parasit plasma
(panah hitam), menghasilkan (7) vesikel yang berisi hemoglobin dengan
membran tunggal kedalam lumen vakuola makanan. (8) Membran vesikel
di degradasi oleh enzim lipase - vakuola makanan, sedangkan hemoglobin
didegradasi oleh enzim protease-vakuola makanan. Heme yang dihasilkan
kemudian dipolimerisasi menjadi hemozoin (Hz).




311

BABINI

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

'UJUAN PENELITIAN

3.1.% Tujuan Umum

3'1.2.

[F%]

[¥.1

Secara umum penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antimalaria dari senyawa
Cassiarin A dan efeknya pada perubahan morfologi dari parasit P. falciparum.

Tujuan Khusus

Untuk mencapai hal tersebut maka dilakukan tahapan penelitian dengan tujuan khusus
yaitu:

. Mengisolasi senyawa Cassiarin A dari daun. C. siamea.

. Menguji aktivitas antimalaria senyawa cassiarin A daun C. siamea terhadap P.

Jalciparum dengan masa inkubasi 12, 24 dan 48 jam

. Mengetahui hambatan tiap stadium parasit pada pemberian Cassiarin A dengan masa

inkubasi 12, 24 dan 48 jam
Mendapatkan data efek cassiarin A pada perubahan morfologi parasit menggunakan
mikroskop cahaya

. Mendapatkan data efek cassiarin A pada perubahan ultra struktur parasit menggunakan

mikroskop elektron

. Menguji efek senyawa aktif antimalaria hasil isolasi daun C. siamea pada proses

endositosis parasit malaria.
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3.2, MANFAAT PENELITIAN

3.2.1/Manfaat teoritis

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah tentang:

1} Isolasi dan identifikasi senyawa cassiarin A hasil isolasi daun C. siamea.

2| Aktivitas antimalaria senyawa cassiarin A pada masa inkubasi 12, 24 dan 48 jam

3 ’Hambatan stadium yang terbesar dari senyawa cassiarin A

4 Efek dari cassiarin A pada perubahan morfologi dari parasit .

St Efek cassiarin A pada proses endositosis parasit malaria

3.2.2{ Manfaat praktis

1l Mendapatkan waktu dan stadium cassiarin A bekerja , cara kerja perusakannya serta
mekanismenya sebagai antimalaria.

2 Memberikan informasi ilmiah tentang obat antimalaria yang berasal dari tanaman
sehingga memperkaya wacana tentang obat tradisional.

3 Untuk memacu penelitian yang berasal dari sumber daya alam nabati beserta

pengembangannya terutama yang berkhasiat sebagai antimalaria.




BABIV
METODE PENELITIAN

Penelitian ini dirancang selama satu tahun dengan tahapan — tahapan sebagai berikut:

1.

b

Isolasi senyawa Cassiarin A dari daun. C. siamea,

a. Pembuatan Ekstrak etanol dan Fraksi kloroform daun C. siamea

b. Pembuatan Fraksi alkaloid total daun C. siameq dengan kromatografi kolom vakum
¢. Pemisahan komponen alkaloid daun C. siamea dengan kromatografi kolom lambat
d. Pemisahan senyawa alkaloid daun C. siameq dengan kromatografi preparatif

e. Identifikasi senyawa cassiarin A

- Uji aktivitas antimalaria senyawa cassiarin A daun C. siamea terhadap P. falciparum

dengan masa inkubasi 12, 24 dan 48 jam

- Uji hambatan tiap stadium parasit pada pemberian Cassiarin A dengan masa inkubasi 12,

24 dan 48 jam
Mengamati efek cassiarin A pada perubahan morfologi parasit menggunakan mikroskop
cahaya

Mengamati efek cassiarin A pada perubahan ultra struktur parasit menggunakan
mikroskop elektron transmisi

Uji efek senyawa aktif antimalaria hasil isolasi daun C. siamea pada proses endositosis

parasit malaria.
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4.1 RBahan Penelitian

4.1.1(Bahan tanaman

DPun johar (C. Siamea Lamk) yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh di Kebun Raya
Purwpdadi. Daun dikeringkan dengan cara diangin-anginkan di udara terbuka. Setelah kering
kemutian digiling hingga menjadi serbuk.

4.2 IALkasi dan Waktu Penelitian

4.2,1 Lokasi penelitian

Prpses pelaksanaan ekstraksi dan isolasi senyawa daun C. siamea Lamk. dilakukan di
Departemen Farmakognosi dan Fitokimia, Fakultas Farmasi Universitas Airlangga, Surabaya.
Pembiakan parasit malaria dan pengujian aktivitas hambatan pertumbuhan parasit malaria P.
faIcipTrum strain 3D7 in vitro dilakukan di Laboratorium Malaria, Lembaga Biologi Molekuler,
Eijkmgn Jakarta dan di Laboratorium Hewan-Bagian Jimu Bahan Alam Fakultas Farmasi

Univefsitas Airlangga, Surabaya.

4.2.2 I’aktu penelitian
Pepelitian dilakukan mulai bulan Februari tahun 2010 sampai dengan bulan Oktober tahun

2010

4.3 Prosedur Pengambilan/Pengumpulan Data

4.3.1 Rersiapan sampel penelitian

4.3.1.1| Ekstraksi daun C, slamea Lamk

Serpuk daun C. Siamea Lamk dickstraksi dengan pelarut metanol kemudian hasil ekstrak
disaring dan dipekgtkam Ekstrak metanol kemudian diekstraksi lagi_dengan Etil asetat yang |
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mengandung 3% asam tartrat. Selanjutnya lapisan air yang didaﬁat ditambah dengan Na,CO;
sampai pH sekitar 9-10 dan diekstrasi lagi dengan kloroform. Hasil ekstrak kloroform kemudian
dikumpulkan dan diuapkan sampai pekat. Selanjutnya dilakukan pemisahan pada hasil sari
kloroform dengan kromatografi kolom vakum.

4.3.1.2 Fraksinasi daun C, siamea dengan kromatografi cair vakum

Fas‘e diam silika gel 60 (E.Merck) dimasukkan ke dalam sintered glass dalam keadaan
kering. Ekstrak kloroform kemudian dicampur dengan silika gel (E. Merck) dan ditaburkan
secafa merata diatas permukaan silika gel dalam sinfered glass yang telah dibasahi dengan
pelatut. Ditutup kembali dengan silika gel 60, kemudian dilakukan eluasi dengan fase gerak yang
merypakan campuran dari n-heksana-kloroform-etanol dengan berbagai perbandingan dengan
volume masing-masing sebanyak 30 ml. Hasil kolom yang mempunyai kandungan sama
kempdian digabung menjadi satu dan dilanjutkan pemisahannya dengan kromatografi kolom
lambat.

4.3.]1.3 Pemisahan komponen alkaloid

4.3.1.3.1 Kromatografi kolom lambat

isiapkan kolom, ditimbang 1 g hasil fraksi positip alkaloid dan dimasukkan ke dalam kolom
' kem[[dian bagian atasnya ditutup dengan silika gel lagi. Pemisahan dilakukan dengan
menggunakan fase gerak campuran CHCL; : etanol (9 : 1). Fraksi yang positip alkaloid
selanjjutnya dilakukan lagi pemisahannya dengan kromatografi preparatif.

4.3.1.3.2 Pemisahan komponen alkaloid dengan kromatografi preparatif

raksi positip alkaloid hasil kolom lambat selanjutnya dilakukan 'pemisahannya lagi dengan

Lo o |

menggunakan kromatografi peraparatif dengan eluen CHCI; : Etanol (9 : 1).
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4.3. Identifikasi isolat

Identifikasi isolat dilakukan dengan menggunakan metode KLT, spektrometri UV-Vis, FTIR,
RM] dan HRFAB-MS.

4.3.2.1 Identifikasi dengan kromatografi lapis tipis

Bahan dalam bentuk cairan jernih di totolkan pada lempeng tipis silika gel kemudian di
eluasi gengan menggunakan CHC; : Etanol (9 : 1). Identifikasi terhadap bercak yang muncul
dilakukan dengan penampak noda Dragendorff dan lampu UV pada A 254 dan 356 nm.

4.3.1.2 Identifikasi dengan spektrometri infra merah

Sejumlah kecil bahan digerus sampai homogen dengan kalium bromida bebas air, Kemudian

dikotmpresi sampai terbentuk pelet yang transparan. Pelet ini dimasukkan ke dalam sampel

holder dan direkam spektrumnya.

4.3.2.3 Identifikasi dengan spektrometri RMI

urang lebih 4 mg bahan dilarutkan dalam 0,5 ml CDCl; atau CD;0D dan dimasukkan ke
dalam tabung sampel. Kemudian dimasukkan alat di antara dua kutub magnet dan direkam

spekjfrumnya.

4.3.3 Uji aktivitas antimalaria in vitro

4.3.3.1 Sampel penelitian

Sampel penelitian adalah P. falciparum strain 3D7
4.3.32 Klasifikasi variabel penelitian

1L Variable bebas: konsentrasi senyawa hasil isolasi dari daun C. siamea Lamk.

(=)

Variabel tergantung: persentase parasitemia.
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4.3.1.3 Definisi operasional
1. Konsentrasi senyawa adalah 10; 1; 0,1; 0,01 dan 0,001 pg/ml.

| & ]

. Persentase parasitemia adalah jumlah eritrosit yang terinfeksi parasit dalam 1000 eritrosit
dalam persen (%).

4.3.3.4 Persiapan medium tak lengkap (incomplete medium)

Iﬂit?uat larutan steril yang terdiri dari 10,4 g RPMI-1640, 5,96 g HEPES, 2,1 g Natrium
Bikaybonat, 0,05 g Hypoxantin, 0,5 ml Gentamycin dan aquabides ad 1000 ml. Kemudian larutan
disterilisasi dengan filter berdiameter 0,22 pum, dimasukkan dalam botol dan disimpan pada suhu
4°C. [Ini disebut juga medium pencuci (washing medium) dan bila akan digunakan, dimasukkan
inkubator suhu 37 °C terlebih dahulu.

4.3.35 Persiapan serum

Diambil darah manusia golongan O dan diendapkan selama kira-kira 1 jam, kemudian
disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. Serum diambil dengan pipet pasteur
dan diinaktivasi pada suhu 56°C selama 30 menit. Penyimpanan pada suhu -20°C dan bila akan
digunakan, dihangatkan pada suhu 37°C.

4.3.3/6 Persiapan medium lengkap

Medium lengkap adalah medium yang mengandung 10% serum manusia. Medium ini dibuat
dengan mencampur medium tak lengkap sebanyak 90 mi dengan 10 ml serum manusia. Medium
ini dipunakan untuk membiakkan P. falciparum.

4.3.3(7 Persiapan eritrosit 50%

Darah manusia golongan O yang diberi antikoagulan, dimasukkan dalam tabung dan
disenfrifuse dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. Plasma dipisahkan dan leukosit

dibuahg. Eritrosit dicuci dengan medium pencuci 1-2 kali volume, disentrifus dengan kecepatan
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rpm selama 10 menit pada suhu 4 °C. Proses ini dilakukan sebanyak 2 kali. Eritrosit yang

dicuci (bebas dari leukosit) ditambah dengan medium lengkap dengan volume yang sama

untuk membuat eritrosit 50% dan disimpan pada suhu 4°C. Eritrosit yang telah dicuci dapat

disi

pan pada suhu 4°C dan digunakan tidak lebih dari 3 minggu.

4.3.3.8 Prosedur biakan

pa

rosedur biakan ini didasarkan pada metode Trager dan Jensen (1976). Biakan dilakukan

cawan petri dan dikerjakan secara aseptik. Parasit P. falciparum strain 3D7 yang sensitif

terhadap kloroquin, diperoleh dari simpanan beku yang di-thawing dengan cara berikut ini:

i

Tabung yang berisi parasit beku dicairkan pada suhu 37°C. Ditambahkan Iarutan NaCl
3,5% dengan volume yang sama dan dipindahkan ke tabung sentrifus menggunakan pipet
pasteur sambil dicampur perlahan. |

Kultur disentrifus dengan kecepatan 1500 rpm selama 5 menit pada suhu 4 °C.
Supernatan kemudian dibuang.

Endapan disuspensikan dengan 5 ml medium tak lengkap, dicampur perlahan-lahan
dengan pipet pasteur kemudian disentrifus dengan kecepatan 1500 rpm selama 5 menit
pada suhu 4 °C. Supematan kemudian dibuang. Prosedur ini dilakukan sebanyak dua kali
Setelah endapan dicuci, ditambahkan medium lengkap dan eritrosit 50% dicampur
perlahan menggunakan pipet (sampai diperoleh hematokrit 10%).

Kultur dipindahkan ke dalam cawan petri, dimasukkan dalam candle jar dan selanjutnya
disimpan di dalam inkubator yang bersuhu 37°C.

Selanjutnya dilakukan penggantian medium setiap hari. Bila tingkat parasitemianya lebih
dari 5% dapat dilakukan sub biakan.
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9 Penyiapan bahan uji

ecbagai bahan uji adalah senyawa yang dihasilkan dalam proses isolasi daun C. siamea.

Ditimbang isolat sebanyak 1 mg kemudian dilarutkan dalam 10 pl DMSO. Larutan ini

merypakan larutan stok bahan uji. Penyiapan bahan uji ini dikerjakan pada kondisi aseptis.

4.3.3.10 Prosedur pengujian

I

4.33.

S

Diambil 10 pl larutan stok bahan uji dan ditambahkan medium lengkap sampai dengan
500 pl .

Diisikan ke dalam sumur dari lempeng mikrotiter datar (24 lubang) sebanyak 1080 pl
medium lengkap, kecuali pada sumur untuk kontrol negatif Kemudian tambahkan (a)
sebanyak 120 pl, dan dibuat serial dilution sehingga konsentrasi akhir pada sumur
mikrotiter adalah 0,01; 0,1; 1; 10 dan 100 pg/ml untuk fraksi dan 0,001; 0,01; 0,1; 1 dan
10 pg/ml untuk isolat .

Sebanyak 100 pl suspensi parasit dengan kadar parasitemia 1% dan hematokrit 5%
ditambahkan kedalam tiap-tiap sumur mikrotiter tersebut. Kemudian diinkubasi di dalam
candle jar selama 48 jam pada suhu 37 °C.

11 Evaluasi hasil uji efek antimalaria

ptelah diinkubasi selama 48 jam, kultur dipanen dan dibuat sediaan lapisan darah tipis

dengan pewarnaan giemsa 20%. Kemudian setelah didiamkan selama 20 menit, dicuci dengan air

dan

pertus

dikeringkan. Selanjutnya dihitung persentase parsitemia dan persentase hambatan

mbuhan P. falciparum dengan menghitung jumlah eritrosit yang terinfeksi setiap 1000

eritrogit di bawah mikroskop.
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Rersentase parasitemia dihitung dengan rumus :
Z erifrosit yang terinfeksi
% Parasitemia = x 100%
5000 eritrosit

Persentase penghambatan dihitung dengan rumus :
Xp

% Penghambatan = 100% - x 100

Xk

Keterangan :
Xp = Parasitemia perlakuan
Xk = Parasitemia kontrol

4.3.8.12 Analisa data

Aktivitas antimalaria dari bahan uji ditentukan dari nilai ICso yaitu, kadar bahan uji dimana
persentase penghambatan terhadap pertumbuhan parasit sebesar 50%. Semakin kecil nilai ICso,
malia aktivitas antimalaria semakin tinggi. Untuk menentukan nilai ICsp digunakan analisis
probit dengan membuat kurva hubungan antara probit (probability unif) prosentase
penghambatan dengan logaritma kadar.

4.3.4 Uji efek senyawa aktif antimalaria terhadap kondisi morfologi parasit
. 4.3.1.1 Sampel penelitian

$ampel penelitian adalah P. falciparum strain 3D7.

4.3.4.2 Klasifikasi variabel penelitian

1. Variabel bebas : waktu inkubasi.

. Variabel tergantung  : perubahan morfologi.

bl
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4.3.4.3 Definisi operasional

1. Waktu inkubasi dengan pengamatan menggunakan mikroskop cahaya adalah 0, 12, 24 dan
48 jam, sedang waktu inkubasi dengan pengamatan menggunakan mikroskop transmisi
elektron adalah 12 dan 24 jam.

2. Perubahan morfologi yang diamati adalah dengan membandingkan morfologi parasit
l;control tanpa bahan uji dengan parasit yang telah diberi bahan uji menggunakan
mikroskop cahaya dan mikroskop transmisi elektron.

4.3.44 Prosedur pengamatan dengan mikroskop cahaya

I} Kultur P. falciparum stadium cincin diinkubasi dengan senyawa aktif dengan
parasitemia kurang lebih 1% dan 5% hematokrit pada lempeng multititer datar.

2| Kultur parasit dipanen pada jam 0, 12, 24 dan 48 jam pada masing-masing konsentrasi.

3] Selanjutnya dibuat hapusan tipis pada gelas objek dan difiksasi dengan metanol absolut,

4] Pewarnaan terhadap hapusan tipis parasit dilakukan menggunakan larutan giemsa 20%
selama 20 menit.

5] Kemudian diamati menggunakan mikroskop cahaya.

6. Hapusan tipis masing-masing zat uji juga dihitung persen parasitemia selama waktu
inkubasi yang dilakukan (0, 12, 24 dan 48 jam).

4.3.4.5 Prosedur pengamatan dengan mikroskop elektron transmisi (Aikawa, 1971; Bozzola
and Russell, 1999)

Pengujian efek isolat dan senyawa aktif terhadap biakan P. falciparum dilakukan dengan
prosedlur sebagai berikut:
L) Kultur P. falciparum stadium tropozoit awal diinkubasi dengan senyawa aktif

(konsentrasi akhir 0,1 pig/ml) dengan parasitemia kurang lebih 1% dan 5% hematokit.
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Kultur parasit dipanen 100 pl pada jam ke 12 dan 24 pada masing-masing konsentrasi
kemudian ditambahkan dengan dapar sodium cocodilat pH 7,4 sebanyak 500 pl
disentrifus pada 3000 rpm selama 3 menit, untuk memisahkan jaringan dengan medium
(dilakukan dalam keaadaan dingin).

Filtrat dibuang kemudian ditambahkan lagi dengan dapar sodium cocodilat pH 7,4
‘sebanyak 500 pl disentrifus pada 3000 rpm selama 3 menit dan filtrat dibuang.

Pellet yang didapat kemudian difiksasi dengan glutraldehida 5% yang mengandung dapar
cacodilat pH 7,4 dan sukrosa 3% selama 24 jam (disimpan pada suhu 4°C).

Setelah 24 jam, dibilas dengan dapar natrium cacodilat 0,1 M pH 7,4 selama 15 menit
sebanyak 3 kali pada suhu 4°C.

Selanjutnya difiksasi akhir menggunakan osmium tetraok;ida 2% dan kalium ferrisianida
K3Fe(CN)s dalam dapar cacodilat 0,1 M yang mengandung sukrosa 3% selama 2 jam
pada suhu 4°C, setelah itu dicuci kembali dengan dapar selama 15 menit sebanyak 3 kali.

| Jaringan yang telah melalui proses fiksasi kemudian didehidrasi dengan etanol
konsentrasi bertingkat yaitu 10%, 20%, 30% selama masing-masing 5 menit dan 40, 50,
60, 70, 80% selama masing-masing 10 menit, etanol 95% selama 10 menit sebanyak 2
kali dan terakhir dengan etanol absolut selama 20 menit sebanyak 2 kali pada suhu 4°C.

| Jaringan kemudian diinfiltrasi dengan propilenoksida dengan cara merendam dalam
campuran etanol absolute dengan propilenoksida dengan perbandingan (2:1; 1:1; 1:2) dan
selanjutnya dengan propilenoksida mumi pada suhu ruang selama 30 menit.

| Setelah itu jaringan direndam dalam campuran propilenoksida dan larutan Spurr (10 g
vymilcyclophene dioxide resiw’NCD resin, diglycidyl ether dalam 4,0 g polypropylene
glycol DER-736, 26 g nomemyl succinic anhydrate (NSA), 04 g |
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dimethylaminoethanol/((DMAE) dengan perbandingan 1:1- pada suhu ruang selama 30
menit.

10. Setengah volume campuran kemudian dibuang dan diganti oleh larutan Spurr dalam
volume yang sama dan jaringan direndam dalam larutan Spurr mumi dalam keadaan
vakum pada suhu ruang selama 24 jam.

1 1.'Setelah itu larutan perendam dibuang dan dibersihkan agar tidak ada larutan yang tersisa,
kemudian jaringan direndam kembali dengan larutan Spurr mumi yang dimasukkan
dalam inkubator vakum suhu 70°C selama semalam. Persiapan ini akan menghasilkan

blok jaringan dengan konsistensi bahan yang keras.

[y

2. Kemudian sebagian bahan plastik pada permukaan blok dibuang agar jaringan yang akan
diperiksa berada tepat di permukaan, selanjutnya pada permukaan blok dibuat bentuk

trapezium.

[an—y

3. Hasil potongan kasar diwarnai dengan toluidin biru (toluidine blue) untuk mencari bagian
yang paling banyak mengandung sel dan permukaan potongan diperhalus dengan
menggunakan alat w/trathin.

ey

#i. Jaringan dipotong dengan pisau diamond setebal 40-55 nm dan dilekatkan pada grid yang
telah dilapisi formvar 5% dalam kloroform dan terdiri dari 200 mesh.

—

p. Hasil potongan diwarnai dengan uranil asetat, dilanjutkan triple lead kemudian diperiksa
dengan menggunakan mikroskop elektron transmisi JEOL 1010.

16. Morfologi parasit P. falciparum dalam eritrosit yang telah diberi senyawa uji diamati dan
dibandingkan dengan morfologi P. falciparum kontrol negatif (tanpa pemberian senyawa

uji).
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4.3.16 Analisis data
ata yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan cara membandingkan bentuk

morfplogi dari parasit kontrol dengan parasit yang telah diberi isolat daun C. siamea Lamk.

4.3.§ Uji hambatan proses endositosis

43.j:‘fampel penelitian
pel penelitian adalah P. falciparum strain 3D7.

4.3.5.2 Klasifikasi variabel penelitian

1.| Variable bebas : jenis bahan uji.

2.| Variabel tergantung : persentase endositosis.
4.3.5{3 Definisi operasional
1§ Jenis bahan‘uj i adalah media uji sebagai kontrol negatif, isolat daun C. siamea Lamk dan
klorokuin difosfat sebagai kontrol positif.
2| Persentase endositosis adalah jumlah parasit yang berfluoresensi dibagi jumlah total
parasit dalam persen (%) dilihat dengan menggunakan miksroskop cahaya dan mikroskop
flouresensi.
4.3.5/4 Prosedur pengujian (Hong-Chang et a/, 2009)
1] Disiapkan 25 ml larutan hipotonik yang terdiri dari 5 mM Hepes, 11 mM glukosa dan 2
mM MgCl,. .
2| Satu volume “ éacked sel dicampur dengan 1,5 volume larutan hipotonik yang
mengandung FITC-Dextran 1 mg/ml diinkubasi selama 10 menit pada suhu 30°C.
3} 100 pl dari mature kultur parasit (stadium merozoit-ring) yang didapat dari ht;sil percoll
dicampur dengan 1 ml larutan FITC-dextran-sel darah merah. |
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. Selanjutnya dikultur kembali dengan penambahan media komplit sebanyak 12 ml dan

diinkubasi dengan gas yg terdiri dari 3% CO, - 4% O, - 93% N, atmosphere (Candle jar)

sampai parasit menjadi stadium cincin tua-trofozoit muda (4-8 jam).

. Kultur kemudian dipakai uji dengan didistribusikan pada lempeng sumuran sebanyak 1 ml
dengan penambahan bahan uji dan kembali diinkubasi selama 24 jam.

§etelah diinkubasi, kultur selanjutnya dipanen dan dilisis dengan PBS yang mengandung
0,1 % saponin selama 1 menit dan disentrifuse selama 3 menit pada 1500 rpm.
Supematan selanjutnya diambil dan dicuci dengan PBS sebanyak 2 kali.
Masing-masing bahan uji selanjutnya dibuat hapusan dan ditetesi dengan entelan dan
ditutup dengan cover glas, disimpan di suhu 4° C dalam wadah tertutup/gelap.

Hasil selanjutnya diamati menggunakan mikroskop cahaya dan mikroskop fluoresensi.

S Analisis data

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan cara membandingkan persentase

hambatan endositosis antara kontrol dengan isolat daun C, siamea Lamk.
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daun). Identifikasi secara KLT dengan menggunakan penampak noda Dragendorf menunjukkan
isolat 1, 2 dan 3 adalah golongan alkaloid. Skema hasil isolasi daun C. siamea Lamk dan
kromatogram hasil KLT dapat dilihat berikut ini.




Serbuk daun C. siamea Lamk
(2,3 kg)
+ n -heksana
2 [ ]
Ampas Ekstrak n-heksana
(1,8kg) (388 g)
+ etanol 90%
+ asam tartarat
v v
Ampas Ektrak etanol
+ kloroform
+ NH40H ad pH 8
Ekstrak kloroform
l Proses asam-basa
Fraksi kloroform
(161,8 mg)
Silica gel
CHCI3 : Metanol : 8,5 : 1,5
(6-19) (20-30) (31-55) (56-65) (66-79) (80-130)
(1L,5mg) (192mg) (77,1mg) (2,2mg) (3,5mg) (20,4 mg)
KLT preparatif KLT preparatif KLT preparatif
CHCI3 : MeOH CHCI3 : MeOH EA : MeOH
8:2) 8:2) (7:3)
Iolat 1 Isolat 2 Isolat 3
(4,7 mg) (11, 5 mg) (1,2 mg)
Gambar 5.1 Skema hasil isolasi daun C, siamea Lamk
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aksi-fraksi tersebut masing-masing kemudian dilakukan pemisahan dengan kromatografi

preparatif menggunakan fase gerak yang terpilih. Untuk fraksi A dan C menggunakan fase gerak

CHCl; : metanol = 8 : 2, sedang fraksi F menggunakan fase gerak etil asetat : metanol = 7 : 3.

Hasil [pemisahan dengan kromatografi preparatif dapat dilihat pada tabel 5.2.

Tabel

S5.1.2
5.1

Us
0,0001
identi

hasiln

5.2 Hasil pemisahan dengan kromatografi preparatif dari daun C. siamea Lamk

No Isolat JUMLAH (mg) |
£ 1 0,7
2. 2 115
3. | 3 12

Identifikasi isolat 1, isolat 2 dan isolat 3

| Hasil identifikasi isolat 1dan isolat 3

ntuk isolat 1 dan isolat 3 karena keterbatasan jumlah isolat yang didapat, isolat 1 sebesar
/% dari berat serbuk daun kering (0,7 mg) dan isolat 3 sebesar 0,0013% (1,2 mg) maka
ikasi isolat hanya dapat dilakukan dengan menggunakan kromatografi lapis tipis yang

ya dapat dilihat di bawah ini.

. 4— Isolatl
(Rf:0,83)

i o * .'_.',;.‘_ |So|at3
L_ |l (Rf : 0,14)

GamlTar 5.4 Kromatogram isolat 1 dan 3 dari pemisahan dengan kromatografi preparatif dari

daun C. siamea Lamk menggunakan fase gerak CHCl; : Metanol = 8 : 2 dengan
penampak noda Dragendorff
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5.1.2{2 Hasil identifikasi isolat 2

5.1.2.2.1 Hasil identifikasi dengan metode spektrofotometri RMI

bar Spektrum RMI-'H dan RMI-"C isolat 2 dalam CDCl,/CD30D dari daun C. siamea
menggunakan alat Bruker AV 400 spektometer dapat dilihat pada lampiran 1.1 dan
1.2, data spektrum dapat dilihat pada tabel 5.3 di bawah ini.

Tabel 5.3 Data spektrum RMI-'H dan RMI-"C isolat 2

Posisi Karbon SH 8C
2 - 161.5
3 6.03(1H,s) 103,7
4 - 150.6

4a - 111.5
5 - 138.8
6 6.46 (1H;s) 102.9
7 - 164.6
8 6.48 (1H,s) 100.7

8a - 156.4
9 2.20 (3H,s) 20.1
10 6.70 (1H,s) 113.7
11 - 149.5
12 2.34 (1H,s) 22.7

5.1.2{2.2 Hasil identifikasi dengan metode spektrometri massa

Berdasarkan analisis spektrometri massa ESMS menggunakan alat Micromass LCT
spektrometer diperoleh spektra massa seperti pada lampiran 1.3. Dari data spektra ESIMS 2
tersebut menunjukkan adanya puncak ion molekul m/z : 214 (M+H) dan berat molekul
diperhitungkan sebagai C;3HyNO, (M+H) * menggunakan HRESIMS (m/z 214.0890 (M+H)", A
+ 2.2)mmu).

5.1.212.3. Hasil identifikasi dengan menggunakan- spektrofotometri FT-IR

Gambar spektrum IR (KBr) dari isolat 2 dengan menggunakan alat Jasco FTIR-230
spektpmeter dapat dilihat pada lampiran 1.4. Pada gambar spektrum inframerah tersebut dapat
diamati adanya punéak-puncak serapan kuat yang menunjukkan adanya OH dan/atau NH pada
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bilangan gelombang 3420 cm™ serta gugus fungsional pada bilangan gelombang 1660 cm™ dan

1620 cm™.

Hasil analisis terhadap isolat 2, dengan metode KLT menunjukkan bercak tunggal pada Rf :

0,45 dengan menggunakan fase gerak kloroform : etanol = 8 : 2. Identifikasi menggunakan

pepampak noda Dragendorff menunjukkan positif untuk golongan alkaloid dengan adanya warna

jingga. Berdasar data spektrum inframerah dapat diamati adanya puncak-puncak serapan kuat

yahg menunjukkan adanya OH dan/atau NH pada bilangan gelombang 3420 cm™ serta gugus

fungsional pada bilangan gelombang 1660 cm™ dan 1620 cm™. Spektrum dari *C NMR

ménghasilkan 13 signal atom karbon yang terdiri dari tujuh karbon kuarterner, empat metin, dan

duh metil. Di antara atom karbon tersebut terdapat lima karbon kuarterner (6c 149.5, 150.6,

156.4, 161.5 dan 164.6) yang berhubungan dengan atom nitrogen atau oksigen.

Dua bagian struktur lainnya yaitu a (dari C-10 ke C-12) dan b (dari C-9 ke C-2 dan C-3)

disimpulkan dari analisis menggunakan 'H-'H COSY dengan menggunakan fase gerak CDCl;-

CD;0D (1:1). Adanya subtitusi cincin benzena dengan gugus hidroksil didapat dari data korelasi

HMBC. Korelasi data HMBC untuk H-10 ke C4a (d¢ 111.5) dan C-5 (5¢ 138.8) serta untuk H-3

ke [C-4 (d¢c 150.6) dan C-4a menunjukkan adanya hubungan/konektivitas struktur a dan b melalui

atom nitrogen dan C-4. Hubungan antara struktur a dan cincin benzena dapat diketahui dari

korelasi NOESY antara H-6 dan H-10, begitu juga dengan adanya pertalian eter antara C-2 (éc

16}

.5) dan C-8a (dc 156.4) yang membentuk cincin pyran. Jadi isolat 2 disimpulkan sebagai

sistem cincin trisiklik yang terdiri dari 3-metilisokuinolin-6-ol berpasangan dengan 2-metil-4H-

cintin pyran pada C-4, C-4a dan C-8.
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Hasil spektra ESI MS dari isolat 2 menunjukkan adanya puncak ion molekul m/z: 214

(MHH)" yang menunjukkan adanya atom N dan berat molekul diperhitungkan sebagai

CisHuNO, (M+H)* menggunakan HRESIMS (m/z 214.0890 (M+H)", A + 2.2 mmu).

den

Berdasarkan kajian pustaka, maka dapat dikatakan bahwa data spektra dari isolat 2 ini sama

gan senyawa cassiarin A (Morita ef al., 2007) dengan struktur sebagai berikut:

5.2 Aktivitas Antimalaria Senyawa Cassiarin A Daun C siamea Terhadap P. falciparum

Pada Masa Inkubasi 12, 24 dan 48 jam

Tabel 5.4 Persen penghambatan cassiarin A terhadap pertumbuhan P. falciparum dengan masa
ink?asi 12, 24 dan 48 jam '
Waktu | Bahan % % %
(jam) | (pg/ml) | parasitemia | pertumb | hambatan
¢ Do 0,79 - -
K- 1,45 0,66 0
12 CAO0,l 1,05 0,26 60,60
CA10 0,95 0,16 75,76
K- 1,72 0,93 0
24 | CAO,I 1,16 0,37 60,21
CA 10 0,78 0,01 100
K- 9,7 891 0
48 CA 0,1 4,27 3,48 60,94
CA10 - - 100
Keterangan:
Do | =parasit pada jam ke 0 CAQ,] = cassiarin A dosis 0,1 pg/ml

K-

= kontrol negatif CA 10 = cassiarin A dosis 10 pg/ml
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Tingkat parasitemia P. falciparum 3D7 yang diinkubasi dengan senyawa cassiarin A dosis
0,1 pp/ml dan dosis 10 pg/ml dari daun C. siamea pada 0, 12, 24 dan 48 jam, terlihat pada

gambar 5.13 di bawah ini.

12 v —_— — - === — e

10 +—

—g~-=kontrol negatif
={l=cassiarin A 0.1

% parasitemia

~\~cassiarin A 10

0jam 12 jam 24 jam 48 jam

waktu

Gambar 5.5 Grafik tingkat parasitemia P. falciparum 3D7 yang diinkubasi senyawa aktif
cassiarin A pada waktu pengamatan 0, 12, 24 dan 48 in vitro

Bgrdasarkan grafik di atas terlihat bahwa tingkat parasitemia pada kultur parasit yang tidak
diberi penyawa aktif (kontrol negatif) terus meningkat pada sampai pada 48 jam. Sedangkan
kultur parasit yang diberi senyawa aktif antimalaria menunjukkan penurunan persen parasitemia
mulai pada jam ke-24 sampai pada pengamatan ke 48 jam. Dari grafik tersebut dapat dijelaskan
juga bghwa biakan parasit yang diinkubasi dengan senyawa cassiarin A pada dosis 10 pug/ml
menyebabkan parasit tumbuh dengan tingkat parasitemia yang lebih rendah dibandingkan dengan
biakan parasit yang diinkubasi dengan dosis 0.1 pg/ml.

Gambaran penurunan parasitemia dengan menggunakan mikroskop cahaya dapat dilihat pada

gambar 5.6 di bawah ini. Tanda panah memperlihatkan adanya parasit dalam sel darah merah.
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parasit yang diberi cassiarin A dosis 10 pg/ml, parasit hampir tidak ditemukan dan kalau

da hanya berupa titik kromatin tanpa sitoplasma yang menunjukkan parasit mati

. 600um
. 600 m.

e 3

=
—
—> s
=3 —>
=i B
' i 600 pm

—®
aTYy
i
¥ 4 M
o

o *°0
4] ‘i;"'_“ Ty Ic

Gambar 5.6 Gambaran penurunan parasitemia dengan menggunakan mikroskop cahaya

parasit

(Olympus) dengan perbesaran 1000x. Pada kontrol (a) adanya sejumlah parasit
dalam sel darah merah dan (b) setelah diinkubasi 48 jam dengan cassiarin A dosis
0,1 pg/ml parasit jarang ditemukan sedang biakan dengan cassiarin A dosis 10
pg/ml (c) parasit mati. Panah hitam menunjukkan eritrosit yang terinfeksi oleh
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5.3 Hambatan Tiap Stadium Parasit Pada Pemberian Cassiarin A Pada Masa Inkubasi 12,
24 dan 48 jam
Tabe] 5.5 Persen stadium parasit pada pemberian Cassiarin A dengan masa inkubasi 12, 24 dan
48 jam
% stadium parasit dalam
“fal:t)u (Baha'; 1000 sel darah merah ara:ﬁ it
Qam) | (ng/ml) =& Gin | Trofozoit | Skizen | PRT25ItE
0 Do 5,91 1,97 - 0,79
K- 4,27 9.4 0,86 1,45
12 CA 0,1 6,13 35 0,88 1,05
CA 10 7,14 2,38 - 0,95
K- 3,83 5,74 7,65 1,72
24 CA 0,1 7,76 2.91 0,97 1,16
CA 10 4.9 2,94 - 0,78
K- 87,13 9,9 - 9.7
48 CAO0,1 | 31,82 9,09 1,82 4,27
CA 10 - - - -
Keterangan:
Do | = parasit pada jam ke 0 CA 0,1 = cassiarin A dosis 0,1 pg/ml
K- = kontrol negatif CA 10 = cassiarin A dosis 10 pg/ml
120 - —
100 -
”‘é 80 Ll e .
& 60 —
g
5 40 = m Skizon
8
® e = m Trofozoit
0 - # Cincin
CA [CA10
0.1
48 | 48 ‘
Gambar 5.7 Grafik persen parasitemia berdasarkan stadium pertumbuhan P. falciparum 3D7
yang diberikan cassiarin A pada waktu pengamatan 0, 12, 24 dan 48 jam secara in
vitro
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Berdasarkan grafik di atas terlihat bahwa persen parasit malaria yang diinkubasi dengan

senygwa aktif tumbuh dengan persentase stadium parasit yang berbeda dengan parasit tanpa

pemberian senyawa aktif (kontrol negatif). Kultur normal tanpa pemberian senyawa aktif pada 0
jam, persentase stadium cincin lebih besar dibanding stadium trofozoit. Selanjutnya sampai pada
inkubasi 12 jam, terjadi keadaan sebaliknya yang menunjukkan persentase stadium trofozoit
lebih| besar dari stadium cincin. Hal tersebut memberikan informasi bahwa parasit malaria
stadipm cincin pada 0 jam telah berkembang menjadi trofozoit. Namun hal berbeda terjadi kultur
yang|diinkubasi dengan senyawa cassiarin A. Pada masa inkubasi 12 jam persen parasitemia
pada|stadium cincin masih lebih banyak daripada stadium trofozoit. Hal ini mengindikasikan
bahwa hanya sebagian stadium cincin dari 0 jam yang berubah menjadi trofozoit pada inkubasi
12 jam. Begitu juga pada masa inkubasi 24 jam, pada kontrol negatif persen parasitemia stadium
skizon lebih banyak dibandingkan stadium lainnya. Sedangkan pada kultur yang diberi cassiarin
A baik dosis 0,1 pg/ml maupun 10 pg/ml, stadium cincin masih lebih besar dibandingkan bentuk
stadiym lainnya. Hal ini menandakan adanya hambatan dari stadium cincin untuk berkembang.
Dan etelah diinkubasi selama 48 jam, pada kontrol negatif proporsi stadium cincin jauh lebih
besar] dibanding stadium lainnya, begitu pula pada kultur yang diberi cassiarin A dosis 0,1 pg/ml
namyn dengan persentasi yang sangat rendah dibandingkan kontrol negatif. Sedang pada kultur
yang|diberi cassiarin A dosis 10 pg/ml, parasit hampir menghilang atau tidak ada pada semua
stadigm, kalaupun ada hanyalah parasit yang mati.

Untuk hambatan tiap stadium, dapat dilihat pada pemberian senyawa cassiarin A dosis
0.1 /ml dibandingkan dengan kontrol negatif. Hambatan terbesar didapatkan pada stadium skizon
dengan masa inkubasi selama 24 jam sebesar 87,3%. Sedangkan stadium trofozoit dihambat

sebesar 79.41% pada masa inkubasi 12 jam dan hambatan pada stadium cincin sebesar 68,1%
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setelah masa inkubasi selama 48 jam. Jadi dapat dilihat bahwa cassiarin A bekerja terutama pada

stadfum skizon. Hal ini seperti yang telah dilaporkan oleh Yayon et al. (1983), yang menyatakan

bahwa stadium trofozoit dan skizon lebih sensitif terhadap klorokuin dibandingkan dengan

stadjum cincin.

Tabel.5.6. Persentase hambatan tiap stadium dari parasit setelah pemberian senyawa cassiarin A
dosis 0.1 pg /ml dibandingkan dengan kontrol negative

Wdktu | Bahan % stadium parasit dalam 1000 sel darah merah
(jjm) (pg/ml) Cincin Trofozoit Skizon
[} Do 591 . 1,97 -
K- 4,27 9.4 0,86
12 CA0,1 6,13 3.5 0,88
% hambatan 0 62,77 0
K- 3,83 5,74 7,65
y,} CA 0,1 7,76 2,91 0,97
% hambatan 0 49,30 87.32
K- 87,13 9,90 -
48 CA 0,1 31,82 9,09 1,82
% hambatan 63,48 8,18 0
Keterangan:
Do | = parasit pada jam ke 0 CAO0,] = cassiarin A dosis 0,1 pg/ml
K- | =kontrol negatif CA 10 = cassiarin A dosis 10 pg/ml

S.4 Efek Senyawa Cassiarin A terhadap Morfologi Parasit Malaria Menggunakan
Mikroskop Cahaya

Bfek patologis dari senyawa cassiarin A hasil isolasi daun C. siamea Lamk yang telah
terbukti aktif sebagai antimalaria secara in vitro dan in vivo selanjutnya dianalisis secara khusus
pada| morfologi parasit setelah diinkubasi in vitro selama 0, 12, 24 dan 48 jam dengan
menggunakan mikroskop cahaya. Hasil pengamatan perubahan morfologi dari parasit setelah
pemberian cassiarin A dapat dilihat pada gambar di bawah ini:
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[ SURABAYA

e

e 1500 pm

Sl 1500 pm

15004, e ' 1500 ym ¢

Gamb

ar 5.8

Morfologi P. falciparum 3D7 setelah diinkubasi selama 12 jam menggunakan mikroskop
cahaya (Olympus) dengan perbesaran 2500x. Pada kontrol (a-b) sitoplasma berbentuk
ireguler berwarna biru dengan granula-granula berwarna merah jambu; dan pada biakan
parasit yang diinkubasi dengan senyawa cassiarin A dosis 0,1 pg/ml (c-d) mulai terjadi
degradasi parasit dengan inti kromatin berwarna lebih gelap (c) atau sitoplasma dengan
inti kromatin tidak terlihat jelas dan vakuola berwama gelap (d); pada dosis 10 pg/ml (e-
f) degradasi parasit lebih terlihat jelas, inti kromatin terletak di tengah-tengah sitoplasma,
berwarna lebih jernih (e) dan inti kromatin tidak berbentuk seperti titik (f)
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Pada pemeriksaan dengan mikroskop cahaya, parasit yang tidak diberi senyawa cassiarin A

padd masa inkubasi 12 jam nampak biakan P. falciparum stadium cincin mulai mengalami
p:lalan sitoplasma menjadi stadium trofozoit awal. Terdapat nukleus berbentuk ireguler,
granhler, terdiri dari kromatin berwarna merah berbentuk seperti filamen. Sitoplasma berbentuk
iregyler berwarna biru dengan granula-granul berwarna merah jambu (gambar 5.8, a-b). Sedang
padg kelompok parasit yang diberi senyawa cassiarin A, sampai dengan masa inkubasi 12 jam
sudsh mulai ditemukan adanya perubahan morfologi yang berbeda dengan kelompok kontrol.
Padg parasit yang diberi cassiarin A dosis 0,1 pg/ml ditemukan adanya kelainan morfologi
berupa inti kromatin yang berwamna lebih gelap (gambar 5.8, c) atau inti kromatin yang tidak
terliat jelas (gambar 5.8, d). Pada parasit yang diberi cassiarin A dosis 10 pg/ml, kelainan
morfplogi akibat terjadinya degradasi parasit tampak jelas dengan adanya inti kromatin yang
terletak di tengah-tengah sitoplasma yang berwarna lebih jernih dibandingkan pada parasit

normal (gambar 5.8, ¢) atau inti kromatin yang tidak berbentuk seperti titik.

elanjutnya pada pengamatan 24 jam inkubasi, pada parasit kontrol dapat diamati
perkembangan parasit menjadi bentuk trofozoit matur dengan pigmen berwarna kuning tengguli
yang| makin menonjol dan sitoplasma yang terlihat solid serta rapat (gambar 5.9, a-b). Pada
paragit yang diberi bahan uji cassiarin A dosis 0,1 pg/ml terdapat kelainan morfologi berupa
trofogoit dengan sitoplasma yang terlihat lebih jernih dan tipis dengan sedikit pigmen yang
berwana lebih gelap (gambar 5.9, c-d). Sedang parasit yang diberi bahan uji cassiarin A dosis 10
ug/m] kelainan berupa trofozoit yang terletak di luar eritrosit. Juga bentuk trofozoit dengan inti
kecil tanpa pigmen yang berbentuk bulat berwamna hitam (gambar 5.9, e-f). Untuk dosis 10 pg/ml
jelas ferlihat hambatan perkembangan dari bentuk cincin menuju bentuk trofozoit. |
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Gambar 5.9

Morfologi P. falciparum 3D7 setelah diinkubasi selama 24 jam menggunakan

mikroskop cahaya (Olympus) dengan perbesaran 2500x.

Pada kontrol (a-b)

trofozoit dengan pigmen berwarna kuning tengguli dan sitoplasma terlihat solid
serta rapat; pada biakan parasit yang diinkubasi dengan senyawa cassiarin A
dosis 0,1 pg/ml (c-d) trofozoit dengan sitoplasma terlihat lebih jernih dan tipis
dengan sedikit pigmen berwana lebih gelap; dan dosis 10 pg/ml (e) trofozoit
terletak di luar eritrosit dan (f) parasit terdegradasi atau mati
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Pada parasit yang diberi cassiarin A baik dosis 0,1 pg/ml maupun dosis 10 pg/ml hanya

t parasit yang mengandung hemozoin. Kalaupun ada parasit yang mengandung hemozoin

makal letak maupun warna tidak seperti pada parasit normal. Berikut adalah gambaran

perubahan morfologi hemozoin dari parasit kontrol yang berwana kuning tengguli dibandingkan

dengg

hemo|

in parasit yang telah diberi cassiarin A dosis 0,1 pg/ml dan dosis 10 pg/ml dengan

zoin yang berwarna lebih kehitaman.

":100 um

K negatif cassiarian A (0,1 pg/ml) cassiarin A (10 pg/ml)

Gambar 5.10 Perubahan morfologi stadium trofozoit P. falciparum (strain 3D7) setelah masa

P3

inkubasi 24 jam menggunakan mikroskop cahaya (Olympus) dengan perbesaran
4000x. Pada kontrol, hemozoin berwarna kuning tengguli dan pada parasit yang
diinkubasi dengan senyawa cassiarin A, hemozoin berwarna lebih kehitaman dan
parasit berada diluar sel darah merah

da pengamatan setelah 48 jam inkubasi, kelompok kontrol tanpa obat menunjukkan adanya

bentukan stadium cincin kembali dengan warna biru dari sitoplasma dan titik inti kromatin

berwarna merah gelap (gambar 5.11, a-b). Sedang pada kelompok parasit yang diberi bahan uji

semugnya menunjukkan terjadinya degradasi dari parasit yaitu pada pemberian cassiarin A dosis

0,1 pn

p/ml walaupun menunjukkan adanya bentukan stadium cincin, namun banyak parasit

dengan sitoplasma yang tidak berbentuk cincin dengan merozoit yang mati atau tidak

berkembang menjadi bentuk cincin (gambar 5.11, c-d) dan untuk parasit yang diberi cassiarin

dosis

parasi

10 pg/ml dapat diamati bahwa hampir tidak tampak adanya parasit kalaupun ada semua

| berada di luar sel darah merah atau mati (gambar 5.11, e-f).
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Gambar 5.11 Morfologi P. falciparum 3D7 setelah diinkubasi selama 48 jam menggunakan
mikroskop cahaya (Olympus) dengan perbesaran 2500x. Pada kontrol (a-b)
bentukan stadium cincin dengan warna biru dari sitoplasma dan titik inti
kromatin berwarna merah gelap; dan pada biakan parasit yang diinkubasi dengan
senyawa cassiarin A dosis 0,1 pg/ml (c-d) banyak parasit dengan sitoplasma
tidak berbentuk cincin dengan merozoit yasng mati atau tidak berkembang
menjadi cincin; dan dosis 10 pg/ml (e-f) hampir semua parasit mati.
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Efek pemberian cassiarin A terhadap perubahan morfologi P. falciparum setelah waktu
ubasi 12- 48 jam, dapat dijelaskan sebagai berikut:

Bentuk dari sitoplasma yang menebal tetapi menunjukkan bentuk yang tidak bulat seperti
trofozoit normal. Hal ini diduga karena adanya efek dari cassiarin A sehingga suplai
nutrisi yang diperlukan untuk pertumbuhan dan maturasi dari parasit menjadi terhambat.
‘Pemberian cassiarin A pada biakan parasit dapat menimbulkan lisis pada sel eritrosit
sehingga letak trofozoit berada di luar sel eritrosit yang berarti parasit dalam keadaan
mati. Perubahan morfologi seperti ini akan mempengaruhi proses pertumbuhan parasit.
Kondisi P. falciparum yang berada di luar eritrosit seperti ini telah pula dilaporkan oleh
Salmon et al. (2000). Pada kultur P. falciparum 3D7, W2 dan Dd2 middle stage skizon
yang diinkubasi selama 8 jam det;gan inhibitor protease yaitu E64 (L-transepoxy-
succinyl-leucylamido-(4-guanidino) butane), terlihat bahwa stadium skizon yang
diinkubasi dengan E64 sebagai inhibitor protease, berkembang menjadi merozoit yang
diselubungi membran intraselular dan berada di luar sel eritrosit. Hasil penelitian Salmon
et al. (2000) ini memperkuat dugaan bahwa parasit yang berada di luar eritrosit dengan
dilapisi membran intraselular merupakan salah satu perubahan morfologi parasit malaria
karena adanya hambatan dari senyawa aktif antimalaria. Keadaan ini tentunya dapat
mempengaruhi proses pertumbuhan dan perkembangan dari parasit sehingga dapat
menyebabkan terjadinya kematian parasit.

Pemberian cassiarin A pada biakan parasit menimbulkan efek terhambatnya
pembentukan hemozoin. Pada sedikit parasit yang terdapat hemozoin terjadi perubahan
warna hemozoin menjadi hitam dan pecah (aggregation), yang dapat terlihat jelas pada -
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masa inkubasi 24 jam berbeda dengan hemozoin p@it normal tanpa pemberian
senyawa aktif yang berwarna kuning tengguli.

. Pemberian cassiarin A pada biakan parasit, menyebabkan terjadinya hambatan pada
siklus hidup parasit. Biakan parasit malaria yang diinkubasi dengan cassiarin A dosis 0,1
pg/ml pada masa inkubasi 12-24 jam, tetap berada pada stadium cincin dengan persentasi

,yang dominan dan tidak berkembang menjadi stadium trofozoit. Hal yang sama terjadi
pada biakan parasit yang diberi cassiarin A dosis 10 pg/ml, bahkan pada dosis ini tidak
pernah terjadi pembentukan stadium skizon. Pada masa inkubasi 24 jam parasit sudah
banyak yang mati dan pada masa inkubasi 48 jam, hampir tidak ada parasit yang hidup,
hanya ada bentukan parasit berupa titik hitam dan berada di luar sel

Berdasar hasil diketahui bahwa tingkat parasitemia dari parasit uji menurun seiring

dengan perubahan dan kelainan morfologi dari parasit akibat pemberian cassiarin A pada masa

inkubasi 12-48 jam. Hal diatas juga menunjukkan bahwa senyawa cassiarin A dapat

menEambat pertumbuhan parasit malaria terutama pada fase tropik (24 jam). Ini terbukti pada

pemberian casiarin A dosis 10 pg/ml pada 12 jam setelah masa inkubasi, pertumbuhan parasit

telahl terhambat sebesar 75,76% dibandingkan parasit yang tidak diberi bahan uji. Dan setelah 24

jam

masa inkubasi parasit telah terhambat 100% dibandingkan dengan kontrol.

Hambatan senyawa cassiarin A pada pertumbuhan parasit yang ditunjukkan dengan

perubahan-perubahan morfologi dari parasit terutama pada fase tropik 24 jam sangatlah potensial

seb

pros

i antimalaria. Hal ini dikarenakan pada fase tersebut parasit malaria mulai melakukan

s metabolisme yang aktif. Pada periode tropik, parasit mulai bertambah besar dari trofozoit

awal| menjadi trofozoit dewasa. Pengambilan sumber nutrisi dari sitosol eritrosit dikomsumsi

denggn cepat di dalam vakuola makanannya yang mulai terbentuk. Proses degradasi hemoglobin
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menjadi oligopeptida dan heme secara proteolisis di dalam vakuola makanan mulai berlangsung
unfuk memenuhi kebutuhan nutrisi parasit (Gamboa and Rosenthal 1996; Rosenthal et al., 1991;
Wiser, 2004).

Berdasar uraian di atas maka apabila terdapat senyawa aktif antimalaria yang
menghambat pada periode ini, akan menyebabkan terjadinya gangguan metabolisme dari parasit
seltingga mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan parasit, yang dapat teramati dari

petbahan dan kelainan morfologinya.

5.5] Analisis Ultrastruktur Parasit Malaria Menggunakan Mikroskop Elektron Transmisi

[Pengamatan morfologi parasit malaria dengan menggunakan mikroskop elektron transmisi
mequnjukkan bahwa pada parasit kontrol (Gambar 5.12, a), parasit dan eritrosit dibatasi (yang
umymnya berhimpit dengan membran luar parasit) sehingga tidak kelihatan dengan jelas. Pada
membran luar parasit, kadang dapat ditemukan suatu lekukan, yang disebut sebagai sitostoma
(gambar 5.12, b), yang memiliki fungsi sebagai mulut untuk mengisap hemoglobin, melalui
proses endositosis, yang melibatkan lisosome sekunder. Setelah proses endositosis selesai,

hempglobin yang telah diperoleh akan diangkut oleh lisosom sekunder ke vakuola makanan

—

melglui proses fusi (penggabungan). Pada tahap selanjutnya, parasit akan mencerna hemoglobin
dan menghasilkan suatu hasil antara berupa keme, yang oleh parasit akan dipolimerasasi menjadi

bentiik hemozoin (gambar 5. 12, c).
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sitostoma

Gambar 5.12 Hasil ultra struktur parasit normal diamati dengan menggunakan mikroskop
elektron transmisi. (a) Bentukan parasit dalam eritrosit; pada membran luar
parasit (b) kadang ditemukan lekukan (sitostoma) Hz: hemozoin

Pada pengamatan jam ke 12, setelah diinkubasi dengan cassiarin A dosis 0,1 pg/ml mulai
ditemukan kelainan morfologi dibandingkan dengan parasit normal yaitu ditemukan sedikit
hemozoin namun dengan struktur yang tidak beraturan  (gambar 5.13, a-b), adanya
pembengkakan dari vakuola makanan (gambar 5.13, b), ditemukan juga adanya peningkatan
jumlah transport vesikel yang membawa hemoglobin (gambar 5.13, ¢), selain itu juga adanya

bentukan lamellar (gambar 5.13, c-d).
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do

Gambar 5.13 Hasil ultra struktur parasit yang telah diberi cassiarin A dosis 0,1 pg/ml dengan

masa inkubasi 12 jam diamati dengan menggunakan mikroskop elektron
transmisi. Pada (a) ditemukan sedikit hemozoin namun dengan struktur tidak
beraturan, (b) pembengkakan vakuola makanan, (c) peningkatan jumlah transport
vesikel dan (d) ada bentukan lamellar, Hz: Hemozoin, FV: Food Vacuole, TV:
transport vesikel dan N: inti

Sedang pengamatan pada jam ke 24 parasit yang diinkubasi dengan senyawa cassiarin A

5is 0,1 pg/ml mengalami kelainan morfologi yang hampir sama namun tampak lebih jelas

dibandingkan kelainan parasit dengan masa inkubasi 12 jam, pada umumnya tidak ditemukan

str

5.1

aktur hemozoin kalau pun ada hanya sedikit dengan struktur yang tidak beraturan (gambar

4, a-b), adanya pembengkakan dari vakuola makanan (gambar 5.14, a-b), ditemukan juga
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bih banyak parasit dengan peningkatan jumlah transport vesikel yang membawa hemoglobin

—_—
LD

(gambar 5.14, c-d), selain itu juga hampir semua parasit menunjukkan adanya bentukan lamellar

(gambar 5.14, a-d).

Lamelar

Gambar 5.14 Hasil ultra struktur parasit yang telah diberi cassiarin A dosis 0,1 pg/mi dengan
masa inkubasi 24 jam diamati dengan menggunakan mikroskop elektron
transmisi. Pada (a-b) terjadi pembengkakan vakuola makanan dan adanya sedikit
hemozoin, (c-d) peningkatan jumlah transport vesikel dan (a-d) hampir semua
parasit menunjukkan adanya bentukan lamellar, FV: Food Vacuole dan TV:
transport vesikel

Efek patologis dari senyawa cassiarin A pada P. falciparum menunjukkan bahwa pada sedikit
parasit yang masih ada pada kultur yang telah diberi cassiarin A dengan masa inkubasi 12 jam

masih terlihat adanya sedikit kristal hemozoin namun dengan struktur yang tidak beraturan.

Segdang pada kultur dengan masa inkubasi 24 jam, hampir tidak terdapat adanya kristal hemozoin
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pada vakuola makanan semua parasit. Hal sebaliknya terjadi pada kultur kontrol tanpa bahan uji,
di::]na pada semua vakuola makanan parasit terdapat bentukan kristal hemozoin dengan struktur
teratyr seperti anyaman. Tidak adanya kristal hemozoin pada kultur parasit akan dapat
menyebabkan kematian pada parasit karena heme yang tidak mengalami polimerisasi menjadi
hemgzoin akan bersifat toksik terhadap parasit itu sendiri. Hal ini juga sesuai dengan persen
penghambatan pada 12 jam hanya sebesar 75,76% menjadi 100% pada masa inkubasi 24 jam.

Herubahan morfologi lainnya yang dapat dilihat diantaranya adanya pembengkakan dari
vakuLla makanan. Pada parasit kontrol tanpa bahan uji, vakuola makanan tidak membengkak dan
banypk berisi kristal hemozoin. Sebaliknya pada kultur parasit yang diberi bahan uji, baik pada

pem?erian cassiarin A dosis 0,1 pg/ml dengan masa inkubasi 12 jam maupun dengan masa

inkubasi 24 jam, keduanya dapat diamati adanya pembengkakan dari vakuola makanan.
Pemjengkakan vakuola makanan ini disebabkan hemoglobin tidak terdegradasi dan terakumulasi
di dalam vakuola makanan parasit malaria. Pembengkakan vakuola makanan parasit malaria,
- merupakan salah satu ciri terhambatnya proses hidrolisis hemoglobin di dalam vakuola makanan.
Perufahan morfologi parasit malaria dengan membengkaknya vakuola makanan, juga telah

dilapprkan pada beberapa penelitian yang mana disebabkan pengaruh dari E64 sebagai inhibitor

protease (Gamboa and Rosenthal, 1996; Rosenthal, 2001, Sijwali et al, 2004) dan
benzyloxycarbonyl (Z)-Phe-Arg-CH,F terhadap P. falciparum (Rosenthal, 2001; Sijwali ef al.,
2004).

Adanya bentukan.lamellar pada kultur yang diberi bahan uji cassiarin A juga merupakan
kelainan morfologi yang dapat diamati dengan mikroskop elektron transmisi. Pada parasit
kontrnLl tanpa bahan uji, tidak nampak adanya bentukan lamellar, sedang pada kultur dengan

cassidrin A dosis 0,1 pg/ml baik dengan masa inkubasi 12 jam maupun 24 jam terdapat bentukan
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terseput. Namun bentukan ini lebih banyak terdapat pada kultur dengan pemberian cassiarin A
dengan masa inkubasi 24 jam. Hal ini juga dilaporkan oleh Maeno et al. (1993) yang meneliti
efek |artemisinin pada perubahan morfologi P. falciparum. Lamellar ini diduga berasal dari
membran plasma yang berarti telah terjadi kerusakan pada membran yang selanjutnya bisa
menimbulkan kematian pada parasit.

Konfirmasi ultrastruktur lain juga didapat untuk mengetahui efek cassiarin A pada jalur
penghambatan uptake hemoglobin. Pada parasit normal jumlah transport vesikel yang berisi
hemaglobin sangat sedikit dibandingkan dengan kultur yang diberi bahan vji. Pada gambar 5.20,
c dapat dilihat jumlah transport vesikel pada parasit yang telah diberi cassiarin A dosis 0,1 pg/ml
dengan masa inkubasi 24 jam jauh lebih banyak. Hal ini diduga pada parasit normal hemoglobin
yang|didapat langsung didegradasi dalam vakuola makanan, sedang pada parasit dengan bahan
uji mengalami hambatan pada proses pemasukan hemoglobin pada vakuola makanan sehingga
masily banyak transport vesikel yang berisi hemoglobin yang terdapat diluar vakuola makanan
parasjt. Fenomena ini juga telah dilaporkan oleh Hong-Chang et al. (2009) yang mengamati efek
dari dynamin pada jalur penghambatan uptake hemoglobin. Begitu pula yang dilaporkan oleh
Hope| et al. (2004), yang menyatakan adanya akumulasi dari transport vesikel dalam sitosol

paras|t, yang mungkin dikarenakan adanya hambatan dari penggabungan visikel-vakuola.

5.6 Efek Senyawa Cassiarin A hasil isolasi daun C. siamea pada proses endositosis parasit
malaria

Hasil juji penghambatan endositosis dengan memakai FITC-Dextran dapat dilihat pada tabel dan
gambr.r di bawah ini. Pengamatan dilakukan dengan melihat parasit baik pada mikroskop cahaya

mau:[: dengan mikroskop fluoresensi. Apabila ada hambatan endositosis, maka walau parasit |

nampgk dengan menggunakan mikroskop cahaya, parasit tidak berflouoresensi karena adanya
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hambatan pengambilan hemoglobin yang mengandung FITC-Dextran sehingga tidak nampak
denﬁan mikroskop fluoresensi. Sebaliknya apabila tidak ada hambatan pada proses endositosis,
maka parasit akan nampak baik pada mikroskop cahaya maupun dengan mikroskop fluoresensi
karena parasit dapat berflouresensi sebagai hasil terjadinya pengambilan hemoglobin yang

mengandung FITC-Dextran.

Tabel 8.7 Hasil uji hambatan pada proses endositosis dari senyawa cassiarin A dosis 0,1 pg/ml

terhadap P. falciparum 3D7
o % % Penghambatan | Rata-rata %
Bahan Uji Rep Endositosis endositosis pengham endo
. 1 92,0 0
Kontrol negatif 2 83,0 0 0
. 1 26,0 71,74
Cassiarin A 3 24.0 212 72,23+ 0,69
Klorokuin 1 44,0 52,17
difosfat 3 20,0 54,54 53,36 % 1,68

Berikut ini adalah gambar hasil penghambatan proses endositosis dari parasit yang diamati

denggan mikroskop cahaya dan mikroskop fluoresensi.
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Gambar 5.15 Penghambatan proses endositosis pada parasit P. falciparum 3D7. Pada
pengamatan parasit yang tidak diberi bahan uji dengan mikroskop cahaya (a)
akan memberikan fluoresensi (b). Sedang parasit yang diberi cassiarin A dosis
0,1 pg/ml (c) tidak memberikan fluresensi (d) sebagai akibat adanya
penghambatan pada proses endositosis

Pada spesies Plasmodium secara umum diketahui proses endositosis untuk mendapatkan

hemoglobin dari sitoplasma terjadi melalui sitostoma, yaitu suatu bentukan khusus yang terdiri

dari invaginasi membran plasma parasit dan membran parasitophorus vakuola. Apabila ada

hambTan pada proses endositosis sebagai bagian proses pengambilan hemoglobin maka hal ini

bisa mgmpengaruhi pertumbuhan parasit.

Berdasarkan data pengujian yang didapat, diketahui parasit yang diberi cassiarin A dosis

0,1/ml| menghambat proses endositosis sebesar 72,50% dibandingkan dengan kontrol negatif,
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sedang klorokuin difosfat sebagai obat malaria standard menghambat proses endositosis sebesar
55,56%. Hope et al. (2004) telah meneliti pula hambatan proses endositosis dari klorokuin
menggunakan biotin-dextran dan diperoleh hasil sebesar 44%. Disini dapat dilihat bahwa potensi
cassiarin A dalam menghambat proses endositosis lebih besar daripada klorokuin difosfat.
Hambpatan pada proses endositosis ini terkonfirmasi dengan pengamatan ultrastruktur P.
ﬂ:lc:;:arum yang diinkubasi dengan cassiarin A dosis 0,1 pg/ml pada waktu pengamatan 12 dan
24 jam. Pada parasit normal jumlah transport vesikel yang berisi hemoglobin sangat sedikit
dibagdingkan dengan kultur yang diberi bahan uji, dan jumlah transport vesikel pada parasit
yang|telah diberi cassiarin A dosis 0,1 pg/ml dengan masa inkubasi 24 jam jauh lebih banyak .
Hal ipi sesuai dengan hasil penelitian Hong-Chang (2009) yang menyatakan bahwa pada parasit
normal yang diamati dengan menggunakan mikroskop elektron transmisi, jumlah transport
vesikel hanya sekitar 1,5 per parasit, sedang jumlah transport vesikel dari parasit yang telah
diber) bahan uji (dynasore) yang terbukti menghambat proses endositosis meningkat sekitar 7,5
per parasit. Dari sini juga dapat disimpulkan pula bahwa hambatan endositosis dari senyawa

cassigrin A terjadi pada vakuola makanan
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

1. Kesimpulan

Dari hasil penelitian yang diperoleh didapatkan kesimpulan sebagai berikut :

Cassiarian A menghambat pertumbuhan P. falciparum terutama pada fase tropik (24 jam)
Hambatan terbesar dari Cassiarin A didapatkan pada stadium skizon

Pengamatan dengan mikroskop cahaya menunjukan adanya kelainan morfologi berupa
degradasi parasit pada masa inkubasi 12-48 jam.

Pengamatan secara ultra struktural membuktikan bahwa cassiarin A bekerja pada
penghambatan proses endositosis dengan meningkatnya jumlah transport vesikel,
degradasi hemoglobin dengan adanya pembengkakan vakuola makanan dan detoksifikasi
heme dengan sedikit/tidak adanya kristal hemozoin.

Penghambatan proses endositosis dari cassiarin A lebih besar daripada klorokuin difosfat
sebagai obat antimalaria standard dari golongan alkaloid sehingga sangat potensial untuk
dikembangkan menjadi obat antimalaria baru

L Saran

Senyawa Cassiarin A dari daun C. siamea sangat potensial untuk dijadikan obat malaria
dan dapat dikembangkan scbagai senyawa penanda (marker) bagi keperluan

pengembangan produk fitofarmaka.
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