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Salah satu tumbuhan di Indonesia yang telah diakui secara tradisional dapat mengobati
malaria adalah Cassia spectabilis Lamk dari familia Caesalpiniaceae. Peneliti telah
melakukan serangkaian penelitian mengenai aktivitas tanaman ini scbagai antimalaria dengan
hasil yang memuaskan. Saat ini telah didapatkan ekstrak dari tanaman C. spectabilisyang
potensial sebagai bahan baku obat antimalaria.

Permasalahannya, selama ini pemanfaatan daun C. spectabilis secara tradisional oleh
masyarakat dalam mengobati penyakit malaria tidak dapat menjamin keajegan khasiat,
xeamanau dan efektifitasnya. Sehingga sulit dipertangungjawabkan secara medis. Oleh karena
itu perlu dikembangkan pemanfaatan tanaman ini sebagai produk fitofarmaka .

Pada tahun I penelitian ini telah didapatkan dosis efektuf dari ekstrak etanol daun
C.spectabilis sebesar 150 mg/kgBB yang diberikan 3 kali sehari. Kemudian sesuai dengan
dengan rekomendasi WHO untuk mencegah terjadinya resistensi, maka juga telah dilakukan
terapi kombinasi esktrak etanol daun C. spectabilis dengan artesunat yang merupakan salah
satu turunan artemisinin dan didapatkan model terapi kombinasi yang terbaik dengan
penghambatan sebesar 99,6 % adalah kelompok dengan model kombinasi ekstrak etanol daun
C. spectabilis dosis 150 mg/kgBB yang diberikan tiga kali sehari selama tiga hari dengan
artesunat 36,4 mg/kgBB yang diberikan sekali sehari pada hari ke-3.

Selanjutnya pengembangan dan penemuan obat antimalaria diharapkan dapat
menyediakan obat baru dengan mekanisme obat yang potensial dan aman Dbagi
manusia.Penelitian yang berhubungan dengan proses biokimiawi parasit malaria berperan
penting untuk pengembangan obat antimalaria baru. Berdasar hal ini padatahun ke 11
penclitian telah pula didapat data kadar flavonoid total ckstrak ctanol daun C. spectabilis
terhadap pembanding rutin scbesar 24,26 = 1,91, aktivitas ckstrak ctanol daun C. spectabilis
sebagai profilaksis antimalaria dengan harga EDsesebesar 161,20 mg/kgBB, data
pertumbuhan dan penghambatan parasit P. falciparum yang diberi ekstrak etanol daun C.
spectabilis pada masa inkubasi 6, 12, 24, dan 48 jam dan mekanisme kerjanya dalam
penghambatan proses detoksifikasi heme yang lebih potensial dibandingkan klorokuin dengan
harga [Csp sebesar 0,375 mg/mL.

Kemudian pada tahun ke [T scbagai akhir dari penelitian ini, maka akan diuji keamanan
ckstrak ctano! daun C. spectabilis scbagai antimalaria yang meliputi uji toksisitas akut,
subakut, pengaruh ckstrak ctanol daun C. spectabilis pada hepar dan ginjal mencit terinfeksi
parasit, serta efek sedasi vang umum dilaporkan pada genus Cassia, sehingga pada akhir
penelitian akan didapatkan ekstrak etanol daun C. spectabilis yang siap dikembangkan
sebagai obat fitofarmaka antimalaria

Key word : C. spectabilis, antimalaria, detoksifikasi heme, P. berghei toksisitas
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PENDAHULUAN VMIVERSITAS AIRLANG
SURABAYA

Malaria sampai saat ini masih merupakan masalah keschatan masyarakat 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).Angka kesakitan malaria di Indonesia pun
dilaporkan juga meningkat dari tahun ke tahun.

Upaya penanggulangan terhadap penyakit ini memang telah banyak dilakukan, namun
angka kesakitan dan kematian malaria di beberapa negara masih tinggi. Tumbuh dan
menyebarnya resistensi terhadap semua obat antimalaria lapis pertama (front-line antimalarial
compound) yang dipakai pada pengobatan dan pencegahan malaria telah menimbulkan
banyak masalah pada program penanggulangan malaria. Seiring dengan belum berhasilnya
upaya untuk menemukan vaksin malaria yang ideal, maka aktivitas riset yang bertujuan untuk
penemuan obat baru dan mengidentifikasi target intervensi kemoterapi tetap menjadi tujuan
utama dalam upaya penanggulangan malaria. Obat baru yang terjangkau bagi masyarakat di
dacrah penularan malaria sangat mutlak diperlukan bila dampak malaria ingin dikurangi atau
bahkan diatasi (Burke, 2003: Sjafruddin, 2004).

Penelitian untuk mendapatkan obat antimalaria baru, baik obat sintesis maupun yang
berasal dari bahan alam, khususnya dari tumbuhan masih terus berlanjut. Penelitian terhadap
bahan alam dalam usaha menemukan senyawa baru antimalaria dilakukan secara intensif olch
para pencliti di dunia pada dasawarsa terakhir ini.

Berbagai hal tersebut di atas telah mendorong eksplorasi dan isolasi tanaman obat
lainnya begitu pula yang berasal dari Indonesia, yang diduga mengandung senyawa aktif
antimalaria. Sampai saat ini telah diketahui beberapa senyawa baru hasil isolasi tanaman obat
dari golongan alkaloid, terpenoid, flavonoid, kumarin, lignan, kalkon dan santon yang
memiliki aktivitas antimalaria secara in vitro dan in vivo (Saxena, 2003: Wright, 2005).

Salah satu tumbuhan di Indonesia yang telah diakui secara tradisional dapat mengobati
malaria adalah Cassia spectabilis Lamk dari familia Caesalpiniaceae. Peneliti telah
melakukan serangkaian penelitian mengenai aktivitas tanaman ini sebagai antimalaria dengan
hasil memuaskan.Telah pula didapatkan ekstrak etanol daun C spectabilisyang potensial

untuk dijadikan bahan baku obat antimalaria. Hasil uji aktivitas antimalaria secara in vitro
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terhadap P. falciparum diiy TRRFHTALIHAGAY VRBWERS A8 e feksi P. berghei dari ekstrak
etanol ini juga menunjukkan hasil yang sangat potensial (Wiwied , 2012).

Permasalahannya, selama ini pemanfaatan daun C. spectabilis secara tradisional oleh
masyarakat dalam mengobati penyakit malaria tidak dapat menjamin keajegan khasiat,
keamanan dan efektifitasnya. Sehingga sulit dipertangungjawabkan sccara medis. Oleh karena
itu perlu dikembangkan pemanfaatan tanaman ini scbagai produk fitofarmaka. Penelitian
esktrak etanol daun C. spectabilis sampai saat ini belum menemukan dosis efektif yang tepat
sebagai antimalaria. Mengingat potensinya sebagai obat antimalaria, maka perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut untuk mengembangkan daun tanaman ini ini sebagai produk obat
malaria  baru.Salah satu langkah untuk menuju obat fitofarmaka adalah
terjaminnyakualitas,efikasi dan keamanannya scbagai antimalaria.

Saat ini diketahui resistensi parasit terhadap beberapa obat antimalaria yang ada
menjadi permasalahan terbesar dalam penanggulangan penyakit ini terutama untuk wilayah-
wilayah endemik malaria (M.Ridzuan er al., 2007). Untuk itu terapi kombinasi dengan
turunan artemisinin atau biasa disebut dengan istilah ACT (Artemisinin-based Combination
Therapy) sangat disarankan oleh WHO sebagai terapi pilihan yangmampu mengendalikan
penycbaran resistensi dari P. falciparum (WHO, 2003; Nandakumar, 2006).

Pada penclitian tahun ke I telah didapatkan data parameter spesifik dan non spesifik dari
simplisia daun C. spectabilis, dosis optimal ekstrak etanol daun C spectabilis sebagai
antimalaria secara in vivo pada mencit terinfeksi P. bergheisebesar 150 mg/kgBB yang
diberikan tiga kali sehari dan model kombinasi terbaik dengan derivate artemisinin adalah
kombinasi ekstrak etanol daunC. spectabilis dosis 150 mg/kgBB yang dibenkan tiga kali
sehari sclama tiga hari dengan artesunat 36,4 mg/kgBB yang diberikan sekali schari pada hari
ke-3.

Selanjutnya pengembangan dan penemuan obat antimalaria diharapkan dapat
menyediakan obat baru dengan mekanisme obat yang potensial dan aman bagi manusia.
Penelitian yang berhubungan dengan proses biokimiawi parasit malaria berperan penting
untuk pengembangan obat antimalaria baru. Untuk itu padatahun ke I penelitian juga telah
didapatkan data hasil menngenai kadar flavonoid total ckstrak etanol daun C, spectabilis
terhadap pembanding rutin sebesar 24,26 + 1,91, aktivitas ckstrak etanol daun C. spectabilis
sebagai profilaksis antimalaria dengan harga EDspsebesar 161,20 mg/kgBB, data
pertumbuhan dan penghambatan parasit P. falciparum yang diberi ekstrak etanol daunC

spectabilis pada masa inkubasi 6, 12, 24, dan 48 jam dan mekanisme kerjanya dalam
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penghambatan proses detisksTHR4P HehNyAHETRBM HORHNS hibandingkan Klorokuin dengan
harga ICso sebesar 0,375 mg/mL.

Sebagai akhir dari penelitian ini, maka pada tahun ke Il akan diuji keamanan ekstrak
etanol daun C. spectabilis sebagai antimalaria yang meliputi uji toksisitas akut, subakut,
pengaruh ekstrak etanol daun C. spectabilis pada hepar dan ginjal mencit terinfeksi parasit,
serta efek sedasi yang umum dilaporkan pada genus Cassia, sehingga pada akhir penelitian
akan didapatkan ekstrak etanol daun C. spectabilis yang siap dikembangkan sebagai obat

fitofarmaka antimalania.

Tabel 1.1. Rencana target capaian tahunan

Indikator capaian
No. Jenis luaran
TS TS+1 TS+2
| |Publikasi Iimiah Intemfisional Submitted | Accepted | Published
Nasional Reviewed Published | Accepted
Internasional Sudah Sudah Sudah
2 Pemakalah dalam Temu dilaksanakan | dilaksanakan dilaksanakan
Ilmiah ) : . Sudah
Nasional Tidak ada Tidak ada | |.
dilaksanakan
3 Invited Speaker dalam Internasional | Tidak ada Tidak ada Draft
Temu [lmiah Nasional Tidak ada Ada Draft
4 | Visiting Lecture Tidak ada Tidak ada Tidak ada
5 [HKI PN | Tidakada | Tidakada |  Draf
sederhana
6 |Teknologi Tepat Guna Tidak ada Tidak ada Tidak ada
7 |Model/desain Tidak ada Tidak ada Tidak ada
8 |Buku Ajar Tidak ada Draft Sudah terbit
Tingkat Kesiapan
9 Teknologi ! 2 3

LAPORAN PENELITIAN
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BAB 2 —
NIl ——

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan tentang Tanaman C. spectabilis

C. spectabilis adalah tanaman asli dacrah Sumatra sekitar katulistiwa. Merupakan salah
satu jenis pohon yang banyak dibudidayakan di pulau Jawa dan banyak terdapat di sepanjang
Jalan sebagai pohon peneduh. Tanaman ini mampu tumbuh pada ketinggian 1000 m di atas
permukaan laut dan tidak memerlukan kondisi tanah yang terlalu baik (Heyne, 1987).
Kandungan dari tanaman ini diantaranya adalah pada daun telah ditemukan adanya senyawa
dari golongan alkaloid (Aji, 2008). Selain i juga terdapat triterpenoid, dan senyawa
golongan antrakinon (dioksifenalen, krisofanolantron). Sedang pada kayu/batang ditemukan
tanin, antrakinon, lignin dan pentosa hidrosianat. Pada bunga juga terdapat senyawa alkaloid
dengan inti kromom, yaitu Cassia denindihidroisokumarin, asam kumarat dan sterol

(Harboune, 1971; Biswas, 1986).

2.2. Studi pendahuluan yang telah dilakukan

Telah diteliti aktivitas antimalaria ckstrak metanol dari 9 macam daun genus Cassia,
yaitu C. spectabilis, Cjavanica, C. moschata, C. grandis, C. alata, C. multijuga, C.
garrettiana, C. fistula dan C. ftora. Pemilihan tanaman tersebut didasarkan atas
kekerabatannya dengan tanaman C. siamea serta pemakaiannya sebagai obat tradisional
antimalaria. Didapatkan hasi! bahwa C spectabilismempunyai aktivitas antimalaria yang
paling potensial dengan harga ICs sebesar 2,67 ng/mL (Adji,2009). Berdasar pustaka, ckstrak
yang memiliki harga ICso kurang dari 50 ng/mLdianggap potensial sebagai antimalaria
(Kohler, 2002).

Uji aktivitas antimalaria ekstrak dan fraksi alkaloid daun C. spectabilisLamk dilakul-an
secara in vitro pada P. falciparum menunjukkan bahwa dari ekstrak heksana daun C
spectabilis didapatkan harga ICsosebesar > 100 pg/mL. Sedang ekstrak metanol daun C
spectabilis sebesar 2,66 pg/mL, dari fraksi etil asetat daun C. spectabilis sebesar 1,18 pg/mL
dan dari fraksi kloroform daun C. spectabilis sebesar 0,64 pg/mL. Hasil diatas menunjukkan
bahwa fraksi kloroform mempunyai aktivitas antimalaria yang paling baik yaitu sebesar 0,64
ng/mL, dengan hasil profil KLT fraksi kloroform yang menunjukkan kandungan alkaloid

terbesar dibanding ckstrak dan fraksi lainnya (Ekasari et al.. 2012).
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2.3. Tinjauan Ekstraksi dan Isolasi Senyawa Bahan Alam

Kata “ekstraksi” berasal dari bahasa Latin “extractio atau extrahere™ yang berarti
menarik keluar. Yang ditarik keluar adalah senyawa-senyawa kimia dari tumbuhan dan atau
hewan. Cara menarik keluar senyawa-senyawa tersebut dapat dilakukan dengan cara
penyarian, diperas atau destilasi. Bahan baku alami berupa tumbuhan atau hewan biasanya
susunannya kompleks dan tidak tunggal. Bahan aktifnya sendiri ada yang larut dalam satu
atau lebih pelarut, schingga dalam pengerjaannya harus selalu dipertimbangkan pemilihan
pelarut yang tepat atau menstruum yang dapat melarutkan dan menarik keluar bahan aktif
tersebut.

Prosedur isolasi senyawa dari tumbuhan Juga sangat beragam sesuai dengan ragam zat
kandungan yang akan diisolasi. Salah satu hal yang harus diperhatikan adalah menghindari
kerusakan 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.

2.4. Tinjauan tentang Toksisitas

Toksikologi telah didefinisikan sebagai studi tentang efek zat kimia atas material
biologi dengan penekanan khusus pada efek yang membahayakan (Loomis, 1978). Sebagai
langkah awal untuk melindungi konsumen terhadap kemungkinan bahaya suatu obat, manfaat
vang dapat diperoleh dari studi toksisitas ini antara lain:
- Untuk mendapatkan gejala-gejala yang mungkin timbul akibat pemberian obat
- Untuk mengetahui batas keamanan suatu obat
- Untuk mengetahui derajat kematian hewan coba akibat pemberian obat

Dari hasil tersebut diatas, akan dapat dilakukan evaluasi terhadap suatu obat dalam
bidang medis. Selain itu penelitian dapat menunjukkan organ sasaran (misalnya hati dan

ginjal) yang membutuhkan penelitian lebih lanjut.

2.4.1. Toksisitas Akut

Uji ini dilakukan dengan memberikan zat kimia atau suatu senyawa yang sedang diuji
sebanyak satu kali atau beberapa kalidalam jangka waktu 24 jam. Sebagian besar penelitian
ini dirancang untuk menentukan dosis letal median (LDso) toksikan. LDsy didefinisikan
sebagai dosis tunggal suatu zat yang secara statistik diharapkan akan membunuh 50% hewan
coba. Pengujian ini juga menunjukkan organ sasaran yang mungkin akan dirusak dan efek
toksi spesifiknya, serta memberikan petunjuk tentang dosis yang sebaiknya digunakan dalam
pengujian lebih lama (Lu, 1995),
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Secara umum penentuan LDsy digunakan tikus dan mencit. Hewan ini dipilih karena
banyak toksikologi tentang jenis hewan ini. Selain itu hewan tersebut murah dan mudah
ditangani. Penentuan LDs sebaiknya dilakukan pada kedua Jjenis kelamin, juga pada hewan

dewasa yang masih muda, karena kerentanannya mungkin berbeda (Anderson Diana, 1988).

2.4.2.Uji Toksisitas Subakut dan Akut
Perbedaan uji toksisitas akut dan subakut adalah terletak pada lama waktu pemberian.

Untuk pemberian dengan jangka 4 minggu sampai 3 bulan disebut toksisitas subakut.

Sedangkan bila diberikan dengan jangk. waktu lebih dari 3 bulan sampai 24 bulan disebut

toksisitas akut. Uji toksisitas diatas bertujuan untuk mengevaluasi efek suatu senyawa apabila

senyawa itu diberikan kepada hewan uji secara berulang-ulang. Studi ini penting karena dapat
mengamati kemungkinan adanya gejala yang tidak atau belum terlihat pada uji toksisitas akut
dengan dosis tunggal.

Metode-metode yang digunakan dalam uji toksisitas akut dan subakut antara lain:

1. Uji analisis dan uji fungsional meliputi hematologi, misalnya pemerikasaan laju endap
darah, hemoglobin, jumlah eriirosis dan leukosit: analisis air seni, misalnya
pemeriksaan pH, glukosa, protein total dan bilirubin; analisis kimia darah, misalnya
kadar SGOT dan SGPT, BUN dan alkali fosfatase serum uji.

2. Pemeriksaan hispatologi, misalnya pemeriksaan organ hati, ginjal, usus dan lambung.
Pada metode ini bisa ditemukan gambaran-gambaran abnormal yang kemungkinan tidak
ditemukan pada metode lain. Selain itu dapat juga dilihat derajat reversibilitas akibat
efek patologisnya.

3. Pemeriksaan berat meliputi berat badan, tiroid, Jjantung, hati, limpa dan lain-lain.

Karena durasi pengamatan panjang maka uji toksisitas subakut memiliki dua
keterbatasan yakni pertama, rute pemakaiannya hanya secara peroral karena rute yang
digunakan harus aman sehingga pada pemberian obat yang berulang tidak akan menginduksi
terjadinya efek samping yang berbahaya pada hewan coba. Kedua, penggunaan dari spesies
hewan coba harus sesuai dimana dilakukan pengambilan sampel darah dan urin dengan
interval yang cukup sering tidak boleh menginduksi terjadinya efek samping yang signifikan
pada hewan coba (Loomis, 1978).

Hewan coba yang umumnya digunakan adalah tikus dan anjing. Dosis yang digunakan
terdiri dari tiga tingkat kelbmpok dosis. Tiap kelompok dosis terdiri dari 10-20 ekor tikus
jantan dan betina atau anjing dengan jumiah 3-4 ekor Jantan dan betina. Semua hewan coba
ditempatkan secara individu dan diperiksa serta ditimbang tiap minggu (Paget and Bamer,

1964; Ghosh, 1971;Loomis, 1978).
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2.5. Tinjauan Aktivitas Antimalaria secara in Vivo

Tes Peter (7he 4-day suppressive test of blood schizontocidal action).

Mencit jantan (misal Swiss albino) dengan berat 20 +2 g ditempatkan dalam ruang
bersuhu 22°C (+2°C) sebanyak 5 kelompok dan diberi makanan dengan menu standar. Darah
dari mencit donor dengan parasitemia yang sudah tinggi (sekitar 20% erirosit yang terinfeksi)
dilarutkan dalam medium kultur (TC199) sampai tiap 0,2 mL mengandung 107 erirosit yang
terinfeksi. Tiap mencit diberi 0,2 ml secara intravena diekor pada hari 0. Ekstrak tanaman bisa
dilarutkan atau dibuat suspensi dengan triturasi atau sonifikasi setelah penambahan 0,2%
larutan tween atau 0,5% larutan CMC atau DMSO. Larutan ekstrak dalam air diberikan
perhari dengan rentang dosis 1-100 mg/kg berat badan dimulai semenjak hari mulainya
penginfeksian selama 4 hari berturut-turut lewat rute subkutan atau oral. Pada hari kelima,
diambil sampel darah dari ekor dan dilakukan pewarnaan dengan pewarna yang sesuai (misal
Giemsa) dan diukur persentase jumlah eritrosit yang mengandung parasit dibandingkan
Jumlah total eritrosit. Harga EDs, (dalam hal inj berarti adanya penekanan parasit sebanyak
50% bila dibandingkan dengan kontrol) bisa dihitung dengan log dosis/aktivitas probit.

2.6. Tinjauan tentang Tes Rotarod untuk Menilai Koordinasi Motorik (Efek Sedasi)
Tes rotarod digunakan untuk menilai koodinasi motorik dan keseimbangan pada hewan
pengerat. Tikus harus menjaga keseimbangan pada batang berputar. Hal ini diukur wakty
(latency) dibutuhkan tikus Jatuh dari batang berputar pada kecepatan yang berbeda (misainya
dari 4 sampai 40rpm). Selain itu digunakan untuk menilai inoktifitas, sedatif, dan kekuatan
atau stamina.Tes ini berguna untuk mengetahui efek yang tidak menjadi tujuan utama.
Apabila nantinya hasil menunjukkan adanya efek sedasi, maka akan menjadi perhatian pada

pemakaian ekstrak etanol daun C, spectabilis, karena akan mempengaruhi koordinasi motorik.

19

i iwi kasari
LAPORAN PENELITIAN Efikasi Dan Keamanan Ekstrak Etanol Daun Cassia ... Wiwied Ekas



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

PETA JALAN PENELITIAN

Tanaman terpilih
(Cassia spectabilis)

- Uji antimalaria in vitro dan in vivo

4

Ekstrak terpilih
(Ekstrak Etanol)

- Uji antimalaria in vitro dan in vivo

Y

v

h 4

- Standarisasi ekstrak etanol

A

Kualitas (Th. 1) Efikasi (Th.! dan II) Keamanan (Th.111)
\ 4
Keajegan senyawa kandungan| | * Tahun | - Uji toksisitas akut

- Penentuan dosis optimal
- Penentuan kombinasi antara dosis

2 Tahun I
P. berghei

heme
- Uji perubahan morfologi parasit

efektifekstrak etanol dengan artesunat
- Uji ketahanan hidup mencit terinfeksi

- Uji mekanisme aksi pada detoksifikasi

Luaran : (Tahun 1)

- Didapatkan parameter standard
dari ekstrak etanol daun (.
spectabilis

- Didapatkan ekstrak etanol daun
C. spectabilis terstandard

- Uji toksisitas sub akut

- Uji efek sedasi

- Uji pengaruh pada hepar
dan ginjal mencit
terinfeksi . berghei

Y

Luaran :(Tahun IIT)

- Data keamanan ekstrak etanol
daun . spectabilis terstandard

- Publikasi

- Buku ajar

Luaran :

*Tahun I

- Dosis efektif ekstrak etanol daun C.specrabilis
terstandard

- Model kombinasi terbaik dari ekstrak etanol daun
C. spectabilisdengan artesunat

*Tahun I

- Mekanisme ekstrak etanol sebagai antimalaria

- Publikasi pada jurnal internasional atau nasional

¥

Pengembangan sediaan fitofarmaka dari ekstrak etanol daun C.specrabilis

LAPORAN PENELITIAN
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BAB 3
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Tujuan Penelitian

Secara umum penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan data keamanan ekstrak etanol

terstandard daun (. spectabilissebagai antimalaria untuk mencapai hal tersebut maka

dilakukan tahapan penelitian dengan tujuan khusus yaitu:

1.
2.

3

3.2.

Menguji toksisitas akut ekstrak etanol terstandard daun C. spectabilis.

Menguyji toksisitas subakut eksirak etanol terstandard daun C. spectabilis.

Menguji pengaruh ekstrak etanol terstandard daun C. specrabilis pada hepar dan ginjal
mencit terinfeksi parasit.

Menguji efek sedasi yang umum dilaporkan pada genus Cassia sebagai efek yang perlu

diperhatikan.

Manfaat Penelitian

Mendapatkan data parameter standard dari ekstrak etanol daun C. spectabilis.
Mendapatkan dosis efektif dari ekstrak etanol daun C.spectabilis terstandar sehingga
dapat digunakan sebagai bahan baku obat antimalaria.

Mendapatkan model kombinasi terbaik dari ekstrak etanol daun C.spectabilisdengan
artesunat sehingga dapat digunakan sebagai obat antimalaria.

Mengetahui mekanisme aksi ekstrak etanol daun C.spectabilissebagai obat antimalaria.
Mendapatkan data keamanan ekstrak etanol daun C.spectabilis terstandar sebagai obat
antimalaria.

Memberikan informasi ilmiah tentang obat antimalaria yang berasal dari
tanamansehingga memperkaya wacana tentang obat tradisional.

Untuk  memacu penelitian yang berasal dari sumber daya alam nabati

besertapengembangannya terutama yang berkhasiat sebagai antimalaria

MIiLix

!'I.&PUSTAKAM

BURABAY,
T i
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BAB 4 FERPUSTARLAN ‘
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METODE PENELITIAN SURABAY A&

Penelitian ini dirancang dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:

. Melakukan pembuatan ekstrak etanol daun C.spectabilis.

2. Menguji toksisitas akut ekstrak etanol terstandard daun C. spectabilis.

3. Menguji toksisitas subakut ekstrak etanol terstandard daun C. spectabilis.

4. Menguji pengaruh ekstrak etanol terstandard daun C. snectabilis pada hepar dan ginjal
mencit terinfeksi parasit.

5. Menguji efek sedasi yang umum dilaporkan pada genus Cussia sebagai efek yang perlu

diperhatikan.

4.1. Pembuatan Ekstrak Etanol Daun C. spectabilis
Ekstrak etanol daun C. spectabilis dibuat dari simplisia daun (. spectabilis yang telzh
diekstraksi dengan cara dimaserasi dengan etanol sebanyak 3 kali, kemudian maserat yang

diperoleh diuapkan dengan rotavapor sampai diperoleh ekstrak yang pekat.

4.2. Uji Toksisitas Akut

Hewan coba mencit dibagi menjadi 5 kelompok yang masing-masing terdiri dari 10
ekor. Kemudian dibagi dalam kelompok dosis 1,25 g/kgBB; 2,50 2/kgBB; 5g/kgBB;10
g/kgBB dan CMC-Na 0,5% (kelompok kontrol).Setiap hewan coba diberi sediaan sesuai
dengan dosis masing-masing per oral. Seteiah 24 jam diamati apakah ada hewan coba yang
mati,dan dihitung jumlah yang mati. Setelah 7 hari diamati apakah ada penurunan berat badan
dan perubahan perilaku hewan coba.
Cara analisis data:
Data jumlah hewan coba yang mati dari kelompok 1 sampai dengan 5 digunakan untuk
mencari harga LDso dengan metode analisis probit. Apabila sampai dengan dosis tertinggi
yang diberikan, vaitu 21 g/kgBB tidak ada hewan coba yang mati, berarti sampel termasuk

kategori relatif tidak berbahaya.

4.3. Uji Toksisitas Subkronik
Setiap hewan coba diberi sediaan uji sesuai dengan dosis masing-masing per oral(] kali,

5 kali dan 10 kali) dosis efektif, sehari sekali, selama 30 hari. Setelah 30 hari pemberian
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sediaan uji, dilakukan pembedahan hewan coba untuk mengambil hati dan ginjal, lalu dibuat
sediaan histologiknya.

Cara pembuatan preparat hispatologi hati dan ginjal tikus:

Fiksasi dalam larutan formalin dan pencucian dengan air.
Dehidrasi dengan alkohol dan xylol.

Impregnasi (penanaman organ) sediaan ke dalam parafin,
Pembuatan balok parafin.

Pengirisan tipis dengan alat.

Diletakkan pada gelas obyek dengan direndam pada air hangat.

Pewarnaan.

P NS Ww N -

Pemeriksaan mikroskopis.
Cara analisis data:
Untuk pemeriksaan histopatologik hati dan ginjal, dilakukan analisis statistik nonparametrik

menggunakan uji Kruskal-Wallis.

4.4. Pengujian Pengaruh Ekstrak Etanol Daun C. spectabilis pada Hati dan Ginjal

Mencit Terinfeksi P. berghei

Pada penelitian uji pengaruh pemberian ekstrak etanol daun C. speciabilis terhadap
hepar mencit yang terinfeksi P. berghei dengan pemberian terapi berbagai dosis ekstrak(.
spectabilisyang disuspensikan masing-masing dalam CMC-Na 0,5%.

Terapi dilakukan selama 4 hari terhitung saat jumlah persentase parasitemia dalam
mencit yang telah diinfeksi parasit P. berghei sekitar 1-1,5%. Pembedahan dilakukan setelah
tepat hari terakhir terapi kemudian darah diambil dari jantung untuk sampel pemeriksaan
SGOT dan SGPT, serta dilakukan pengambilan hepar mencit. Analisis data dari histopatologi
hepar serta hasil SGOT dan SGPT dapat menunjukkan adanya perubahan yang diakibatkan
oleh pemberian dosis ekstrak yang berbeda terhadap hepar yang terinfeksi oleh 2. berghei.

Jumlah hewan uji mencit berfjumlah 4 ekor tiap kelompok, hal ini ditinjau dani jumlah
kelompok yang akan diuji sehingga dapat diketahui jumlah minimal mencit yang diuji dari
rumus sample size (Lwanga and Lemeshow, 1991).

Pembuatan preparat histopatologi hati mencit (BALB/c) jantan dilaksanakan di
laboratorium patologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga melalui beberapa
tahap yaitu fiksasi dan pencucian, dehidrasi dan clearing, infiltrasi, pembuatan blok parafin,
pengirisan dengan mikrotom, pewarnaan dan mounting.

Data yang diperoleh dari pengukuran kadar enzim dalam serum, pengukuran spleen dan
23
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pengamatan histopatologi pada 5 lapang pandang dianalisis secara statistik menggunakan
analisis multivariat dan dilanjutkan dengan analisis univariat (ANOVA), bila terdapat
perbedaan diantara kelompok perlakuan dilanjutkan dengan uji LSD untuk data yang
homogen dan uji Tamhane untuk data yang tidak homogen.

4.5. Uji Efek Sedasi

Pada penelitian ini terdapat empat kelompok yaitu tiga kelompok diberi ekstrak dengan
dosis tertentu dan satu kelompok menggunakan obat sedatif Tiap kelompok meggunakan
lima ekor mencit Jantan Diterapi satu kali pemberian sesuai dosis. Setelah 1 menit diberi
ekstrak etanol daun C. spectabilisdan obat pembanding, mencit diputar pada rotarod semapai
dengan 30 rpm selama 5 menit.Catat waktu mencit mempertahankan posisi pada alat
rotarod. Percobaan diulangi 3 kali, selanjutnya dilakukan analisa data.
Cara analisis data;
Data yang diperoleh kemudian dianalisis mengunakan the analysis of variance method
(ANOVA) one way yang dilanjutkan dengan Post Hoc Test metode Ducan. Nilai presentase
kepercayaan scbesar 95% (P<0,05%) artinya jika nilai signifikansi kurang dari 0,05 atau
apabila F hitung> F tabel, maka Ho ditolak dan menerima Ha yang mengindikasikan adanya
perbedaan bermakna antar kelompok perlakuan Hipotesa yang diajukan adalah sebagai
berikut:

Ho: Tidak terdapat perbedaan bermakna antar satu pasang kelompok.

Ha: Ada perbedaan bermakna minimal satu pasang kelompok.
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BAB 5
HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

S.1. Pembuatan Ekstrak Etanol 90% Daun C. spectabilis
Hasil pembuatan ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis adalah sebagai berikut:
Berat simplisia daun C. spectabilis awal = 50,0 gram
Jumlah etanol 90% yang digunakan =250 ml
Berat ekstrak etanol kental yang diperoleh = 5,0980 gram
Dari data tersebut maka dapat dihitung rendemen sebagai berikut:

Berat ekstrak yang diperoleh 5,0980
—— x 100 = X 100 = 10,2%
Berat simplisia awal 50,0

5.2. Hasil Uji Toksisitas Akut Ekstrak Etanol 90% Daun C. spectabilis
Berikut hasil uji toksisitas akut dari ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis:

Tabel 5.1. Hasil pengamatan angka kematian hewan coba mencit setelah pemberian ckstrak
ctanol 90% daun C. spectabilis

| « Dosis | Jumlah ... | Periode pengamatan | Jumlah kematian mencit
No- (g/kgBB) | mencit Mortilivas (jam) dalam satu kelompok(r)
1| 125 5 0/5 24 0 ‘
: 2.5 5 0/5 24 0
3 5 5 0/5 24 0
4 10 5 s | 24 !
5 21 5 2/5 24 2

Berdasarkan jumlah kematian hewan coba dari lima tingkat dosis ekstrak, menghasilkan
nilai r yaitu 0, 0, 0, 1, 2 dengan asumsi bahwa semua hewan coba mengalami kematian pada
dosis Iebih besar dari 21 g/kgBB. Menurut tabel perhitungan LDs, Thomson dan Weil, nilai r
tersebut memiliki nilai f sebesar 0,25000 dan 8f sebesar 0,25000 yang kemudian digunakan
untuk menghitung nilai LDs, yaitu sebesar2,9730 g/kgBB. Didapakan nilai kisaran LDs, yaitu
2,4997-3,5359 g/kgBB.

HILIK
Nilai LDs, FERPUSTAKAAN
WEIVERSITAS AIRLANG@A |
Log LDs =Log D +d(f+1) SURABAYA

=log 1,25 + log 2 (0,25000 +1)
=0,0969 + 0,3763
LOg LDso - 0,4732

LDs =2.9730 g/keBB
25

LAPORAN PENELITIAN Efikasi Dan Keamanan Ekstrak Etanol Daun Cassia ... Wiwied Ekasari



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Kisaran LDs,
Log LDsg =Log LDso+ 2 d 6f
=0,4732+ log 2 (0,25000)
=0,3979 - 0,5485
LDs =2,4997 -3,5359 g/kgBB
Keterangan :
D = dosis terkecil yang digunakan
d = logaritma kelipatan
f = suatu faktor pada dafiar perhitungan LDs,
Berdasarkan klasifikasi toksisitas menurut Lu (1995), ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis
termasuk kategori praktis tidak toksik.

S5.3. Hasil Uji Toksisitas Subkronis Ekstrak Etanol Daun C. spectabilis
5.3.1. Data Kerusakan Hepar Uji Toksisitas Subkronik (28 hari)
Berikut hasil uji toksisitas subkronis dari ekstrak etanol 90% daun C
spectabilisterhadap hepar mencit:
Tabel 5.2. Data kerusakan hepar kelompok uji dosis 1 kali (150 mg/kgBB)

Kode | BB (g) Waraa hepar Berat hepar Nekrosis Degenerasi
) 11213]4|S5|Rerata|1(|2|3]4]|5]|Rerata
1.1 25 Merak 2.151 2031203 (2] 24 |2|2]2]2(2 20
1.2 26 Merah kecoklatan 2234 212120312] 22 (2]3]2]2]2 2,2
1.3 22 Merah kecoklatan 2.211 21212313 24 [2]3]3(2]2 24
1.4 22 Merah kecoklatan 2272 272130122 22 |2|3]|2(2]2 2,2
1.5 27 Merah 3.304 2121312(3) 24 [2]|2(2]2]2 20
1.6 30 Merah kecoklatan 2512 31213122 24 [2]{2]2]3]3 24
1.7 30 Merah 2.817 213(23(2] 24 [2]2]3]2]2 2,2

Tabel 5.3. Data kerusakan hepar kelompok uji dosis 5 kali (150 mg/kgBB)

Kode | BB (g) Warna hepar Berat hepar Nekrosis Degenerasi

(2) 1{2]3]4])5|Reratal1|2)|3{4|5]Rerata
5.1 25 Merah 2,163 3(21212)2| 22 J2(2]|2]3]2 2,2
52 24 Merah kecokiatan 2,017 2{213/1[2] 20 {2(3]|2|2(3]| 24
53 28 Merah kecoklatan 2,088 212121212 20 [3]3]3]2]3 28
54 25 Merah kecoklatan 2,123 1[31313|3] 26 [4]2]2(2]2 24
55 30 Merah kecoklatan 2,649 20212723 22 {3(3|3]2]2 2,6
5.6 28 Coklat 2,513 312)3[3(3] 28 |2(3(2]2](2 2,2
5.7 27 Merah kecoklatan 2,205 2131212(2| 22 |3]|2(3(2]2 24
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sis 10 kali (150 mg/kgBB)

—_—

Kode | BB (g) ' Warna Hepar [ Berat hepar Nekrosis Degenerasi
(2) 12 45| Rerata|1[2[3|4]|5]Rerata
10.1 28 Merah kecoklatan 2,171 3(2(3(2}2] 24 |2(2(2]3]3 2.4
10.2 25 Merah kecoklatan 2,443 3121213(3] 26 [(2|3]3([2]2] 24
10.3 25 Coklat 3,096 312(3(3]2) 26 |213|2(2]|2]| 22
104 | 24 Coklat 2,051 [3]3|2]2|2] 24 |2(2(3]3|3] 26 |
10.5 24,5 Merah kecoklatan 2,409 213(2(2]2] 22 {3(2]3(3]3]| 28
10.6 23,5 Coklat 2,540 010]0|0(0] 00 [4|4i4(4]|4 4,0
10.7 30 Merah kecoklatan 2,866 2(2(2(212| 20 [3(3]3]3]3 3.0
Tabel 5.5. Data kerusakan hepar kelompok kontrol sehat
Kode | BB (g) Warna hepar Berat hepar - Nekrosis Degenerasi
(g) 1/2(3|4|5|Rerata|1|2|3|4|5|Rerata
Hl 245 Cuklat 1,954 2|1211]2]2 1,8 [2(2(3(3]2 24
H2 25 Merah kecoklatan 2,113 3|3(3(3(2( 28 [2]2]|2(2]13 22
H3 30 Merah kecoklatan 3,412 3f2]3(2)2| 24 |2|3|2[3|3| 28
H4 25,5 Coklat 1,987 313|13(2]|2| 26 |2(2]|2]|3]|2 2,2
i HS 30 Merah tua 2,228 21213|212] 22 112(2(2]2 1,8
H6 30,5 Merah tua 2,324 2131212]2] 22 [2]2]2(2]3]| 22
H7 28 Merah tua _-.L__ 2,496 2(3(12]3]3 26 |3]2(3]2]2 2.4 N

Gambaian Histopatologi Hepar

Setelah diterapi selama 28 hari, dilakukan pengambilan organ hepar dan ginjal mencit

jantan dan diamati morfologinya. Hasil pengamatan terhadap gambaran histopatologi untuk

mengetahui tingkat keparahan hepar dan ginjal. Preparat histologi yang sudah dibuat

kemudian dicek pada mikroskop dengan perbesaran 100X dilanjutkan dengan perbesaran

400X. Parameter kerusakan ginjal yang diamati yaitu nekrosis dan degenerasi pada 5 iapang

pandang.
Tabel 5.6.Hasil pemeriksaan histopatologi hepar

KETERANGAN

GAMBAR

K1

> Nekrosis
—» Degenerasi
Keterangan :

hari

Kelompok mencit yang diberikan terapi suspensi
ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis dosis 150
mg/kgBB (1x) dalam CMC Na 0,5% selama 28
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K2

B Nekrosis
Degenerasi

Keterangan :

Kelompok mencit yang diberikan terapi suspensi
ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis dosis
150mg/kgBB (5x) dalam CMC Na 0,5% selama
28 hari

K3

_» Nekrosis

_wDegenerasi

Keterangan :
Kelompok mencit yang diberikan terapi suspensi
ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis dosis
I50mg/kgBB  (10x) dalam CMC Na 0,5%
selama 28 hari

KS —{

_» Nekrosis
_» Degenerasi
Keterangan :
Kelompok mencit yang tidak diinfeksikan P.
herghei dan dikondisikan pada lingkungan yang
sama dengan kelompok uji selama 28 hari
|

Analisis Data Histologi Hepar

Data yang diperoleh dari pengamatan mikroskopis diuji statistik menggunakan program
SPSS ver.16. Diiakukan uji statistik berupa uji statistik Kruskal-Wallis untuk mengetahui
adanya perbedaan pada seluruh kelompok populasi. Berdasarkan hasil uji Kruskal-Wallis dari
kerusakan nekrosis hepar, diketahui bahwa tidak terdapat perbedaan bermakna antar
kelompok hal ini dapat dilihat dari nilai a> 0,05. Kemudian dilakukan uji statistik Mann
Whitney untuk mengetahui letak perbedaan antar kelompok. Uji Mann Whitney dilakukan
dengan cara membandingkan masing-masing kelompok. Kelompok perlakuan I (dosis 1x)
dibandingkan dengan kelompok perlakuan II (dosis 5x), kelompok perlakuan I (dosis 1x)
dibandingkan dengan kelompok perlakuan I (dosis 10x), kelompok perlakuan I (dosis 1x)
dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat (KS), kelompok perlakuan I (dosis 5x)
dibandingkan dengan kelompok perlakuan II1 (dosis 10x), kelompok perlakuan II (dosis 5x)
dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat (KS), dan kelompok perlakuan III (dosis 10x)
dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat (KS). Berdasarkan hasil uji Mann Whitney
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pada tingkat kerusakan nekrosis hepar, diketahui tidak terdapat perbedaan bermakna antar

dilihat dari nilai a> 0,05. Begitu juga pada kerusakan degenerasi hepar. Hasil tersebut dapat
dilihat pada tabel berikut:

Tabel 5.7. Hasil uji Mann Whitney kerusakan nekrosis hepar

Kelompok Perlakuan Keterangan
K1 dan K2 Tidak berbeda bermakna
K1dan K3 Tidak berbeda bermakna
K1 dan KS Tidak berbeda bermakna
K2 dan K3 Tidak berbeda bermakna
K2 dan KS Tidak berbeda bermakna
K3 dan KS Tidak berbeda bermakna

Tabel 5.8. Nilai a pada uji Mann Whitney antar kelompok (kerusakan nekrosis hepar)

Kelompok K1 K2 K3 KS
K1 0,315 0,945 0,686
K2 0,315 0,896 0,51i
K3 0,945 0,896 0,557
KS 0,686 0,511 0,557
l-(eterangan:

Terdapat perbedaan bermakna (a <0,05)
: kelompok mencit yang diberikan terapi suspensi ekstrak etanol 90% daun C spectabilis

Kl

K2

K3

KS

dosis 150 mg/kgBB (1x) dalam CMC Na 0,5% selama 28 hari

: kelompok mencit yang diberikan terapi suspensi ekstrak etanol 90% daun C. spectabiiis

dosis 150 mg/kgBB (5x) dalam CMC Na 0,5% selama 28 hari

: kelompok mencit yang diberikan terapi suspensi ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis

dosis 150 mg/kgBB (10x) dalam CMC Na 0,5% selama 28 hari

:kelompok mencit yang tidak diinfeksikan P. berghei dan dikondisikan pada lingkungan
yang sama dengan kelompok selama 28 hari

Tabel 5.9. Hasil uji Mann Whitney degenerasi hepar

Kelompok Perlakuan Keterangan
K1 dan K2 Tidak berbeda bermakna
K1 dan K3 Tidak berbeda bermakna
K1 danKS Tidak berbeda bermakna
K2 dan K3 Tidak berbeda bermakna
K2 dan KS Tidak berbeda bermakna
K3 dan KS Tidak berbeda bermakna
29
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Tabel 5.10. Nilai a pada uji Mann Whitney antar kelompok (degenerasi hepar)

Kelompok K1 K2 K3 KS
K1 0,52 0,13 0,50
K2 0,52 0,21 0,22
K3 0,13 0,21
KS 0,50 0,22

Keterangan: idem.

Dari kedua tabel tersebut, maka dapat diketahui bahwa keempat kelompok perlakuan

tersebut menunjukkan tidak ada peredaan bermakna karena tidak ada perbedaan yang
signifikan (tidak toksik terhadap organ hepar).

5.3.2.Data Kerusakan Ginjal Uji Toksisitas Subkronik (28 hari)
Berikut hasil uji toksisitas subkronis dari ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis

terhadap ginjal mencit:

Tabel 5.11. Data kerusakan ginjal kelompok uji dosis 1 kali (150 mg/kgBB)

Kode | BB (g) Berat ginjal 1 | Berat ginjal 2 Nekrosis Degenerasi
() (2) 1)2{3(4]5{Rerata|1]2{3]|4|5]|Rerata

11 25 0,3156 0,3213 ol1|3f2)3] 1,8 |2|2(0j1{1] 1,2
1.2 26 0,2406 0,2511 3)12(2|2f3] 24 [1|1]|i]1]0] 08
1.3 22 0,2912 0,2568 2:2)2(2(2] 20 }2|1|o]o(o| 06
1.4 22 0,2295 0,2744 Lirfa2ftf2) 14 [t|3]1]2]2] 1,8
1.5 27 0,3541 0,3394 3j2)2{2f2) 22 jr|v|2|1{2| 14

16 30 0,3149 0,3025 3j2(2f2f1) 20 [2{1]1]1]3] 16

u.'l 30 0,3779 0.4120 212fvjz2{2| 1,8 fo|oj1]|1]1] o6

Tabel 5.12. Data kerusakan ginjal kelompok uii dosis 5 kali (150 mg/kgBB)

Kode | BB (g) Berat ginjal | | Berat ginjal 2 Nekrosis Degenerasi

(g) (8) 1[2]|3[4{5|Rerata|1|2|3{4(5|Rerata
5.1 25 0,3097 0,2788 0(2]2|2|o] 1,2 [1]2]|0|4]3] 2
52 24 0,2445 0,2861 ojor2(0i2| o8 [2]|2|1|1]|2] 16
53 28 0,3382 0.3302 ofr|2|1fo] o8 |3|1]|2|1]2]| 1.8
5.4 25 0,3765 0,3715 O/2)1(1(0f o8 [3]2/1]|1]|2] 1.8
55 30 0,2746 0.3050 212(3(3(2] 24 |2{2]|1}1]1] 14
5.6 28 0,2935 0,2805 1lrjofrfr{ o8 {2]1{2|2]2] 18
5.7 27 0,3007 03114 2j1o0joj1|1] o8 }j2]1]2]2]|2| 18
30
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Tabel §.13. Data kerusakan ginjal kelompok uji dosis 10 kali (150 mg/kgBB)

' Kode | BB (g | Derateiniall | Berat ginjal 2 Nekrosis Degenerasi
(2) (2) 1 3|4 |5 |Rerata|1|2|3[4/|5]|Rerata
10.1 28 0,3478 0,3082 2|0f2{2|2| 1,6 [1]a]2]2]3] 24
10.2 25 0,2923 0,3479 ol1|1|2fo| o8 [2[3|3]|2]1]| 25
10.3 25 0,3074 0,2759 2(olo|2]1| 1 [3]alal2]2] 3
104 | 24 0,3474 0,2933 210/o|2|1] 1 Jolz2][2]2fo] 12
10.5 | 245 0,2810 0,3386 al2(of1|2] 1.8 |ol3]o]2][1] 12
106 | 23,5 0,3832 0,3163 0(3(2(4|3] 24 l1|23[o]1]| 14
| 107 | 30 0,3363 0,3441 2(2(2(3|2] 22 [3{2[3[o[1] 18
Tabel 5.14. Data kerusakan ginjal kelompok kontrol sehat
Kode | BB (g) Berat ginjal 1 | Berat ginjal 2 Nekrosis Degenerasi
(2) (2) 1/2|3|4|/5|Rerata|1|2|3]|4]|5|Rerata
HI 245 0,2569 0,2834 tl2f2|1|o] 12 [2|2]2]|2]2] 2
H2 25 0,2796 0,4418 2|2|ofo|of o8 [3[2]o2]0] 14
H3 30 0,3831 0,3971 2|2|210]|2]| 16 |2]2]2]2]0] 16
Ha | 255 0,3003 0,2008 2|2 (3fo(3 2 [t]2|1|1|1] 12
H5 30 02221 0,2136 1{3(3]2]2] 22 |3]2]2]2]2] 22 |
H6 | 30,5 0,4171 0,3590 0|3 (2(2(2| 1,8 [4]|272|1]3] 24
| W7 28 0,2922 0,3332 2(of1]2] 16 [203]al1|[1] 22

Gambaran Histopatologi Ginjal

Pemotongan secara longitudinal memungkinknan evaluasi histologis dari dzerah yang
relatif besar jaringan yang mencakup kedua kutub ginjal. Hal ini menguntungkan untuk
evaluasi lesi fokal. Selain itu, daerah pelvis ginjal dekat dengan kutub yang menarik

schubungan dengan concretions dan perubahan urothelial (Bachmann dan Kriz, 1998).

Kidneys (P papila M medulla C corex Rp renal petvis)

Gambar 5.1. Anatomi dan histologi ginjal mencit penampang longitudinal (Bachmann dan
Kriz, 1998).
Preparat histologi ginjal yang sudah dibuat kemudian dicek pada mikroskop dengan
perbesaran 100X dilanjutkan dengan perbesaran 400X. Parameter kerusakan ginjal yang
diamati yaitu nekrosis dan degenerasi pada 5 lapang pandang seperti berikut:
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Tabel 5.15. Hasil pemeriksaan histopatologi ginjal

—

GAMBAR (Perbesaran 200x) KETERANGAN
DA AR A > SR Dosis 1X
' — Nekrosis
Degenerasi
Ceterangan :

Kelompok mencit yang diberikan terapi
suspensi ekstrak etanol 90% daun .
spectabilis  dosis 150mg/kgBB  (1x)
dalam CMC Na 0,5% selama 28 hari

Dosis 5X

¥ Nekrosis

_» Degenerasi

Keterangan :
Kelompok mencit yang diberikan terapi
suspensi ekstrak etanol 90% daun C.
spectabilis - dosis  150mg/kgBB  (5x)
dalam CMC Na 0,5% selama 28 hari

Dosis 10X

|_¥ Nekrosis
Degenerasi

{eterangan :
Kelompok mencit yang diberikan terapi
suspensi ekstrak etanol 90% daun (.

spectabilis dosis 150mg/kgBB (10x)
dalam CMC Na 0,5% selama 28 hari

Kontrol Sehat

—>Nekrosis

—»Degenerasi

Keterangan :

Kelompok mencit yang tidak
diinfeksikan P. berghe: dan dikondisikan
pada lingkungan yang sama dengan
kelompok selama 28 hari
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Analisis Data Histologi Ginjal

Data yang diperoleh dari pengamatan mikroskopis diuji statistik menggunakan program
SPSS ver.16. Dilakukan uji statistik berupa uji statistik Kruskal-Wallis untuk mengetahui
adanya perbedaan pada seluruh kelompok populasi. Berdasarkan hasil wji Kruskal-Wallis dari
kerusakan nekrosis ginjal, diketahui bahwa tidak terdapat perbedaan bermakna antar
kelompok hal ini dapat dilihat dari nilai a > 0,05. Kemudian dilakukan uji statistik Mann
Whitney untuk mengetahui letak perbedaan antar kelompok. Uji Mann Whitney dilakukan
dengan cara membandingkan masing-masing kelompok. Kelompok perlakuan I (dosis 1x)
dibandingkan dengan kelompok perlakuan II (dosis 5x), kelompok perlakuan I (dosis 1x)
dibandingkan dengan kelompok perlakuan III (dosis 10x), kelompok perlakuan I (dosis Ix)
dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat (KS), kelompok perlakuan II (dosis 5x)
dibandingkan dengan kelompok perlakuan II1 (dosis 10x), kelompok perlakuan II (dosis 5x)
dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat (KS), dan kelompok perlakuan 111 (dosis 10x)
dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat (KS). Berdasarkan hasil uji Mann Whitney
pada tingkat kerusakan nekrosis ginjal, diketahui tidak terdapat perbedaan bermakna antar
kelompok K1, K3, dan kelompok sehat. Namun, terdapat perbedaan bermakna pada K1 dan
K2 dilihat dari nilai a < 0,05. Begitu juga pada kerusakan degenerasi ginjal. Hasil tersebut
dapat dilihat pada tabel berikut:

Tabel 5.16. Hasil uji Mann Whitney kerusakan nekrosis ginjal

Kelompok Perlakuan Keterangan
K1 dan K2 Berbeda bermakna
K1 dan K3 Tidak berbeda bermakna
Kl dan KS Tidak berbeda bermakna
K2 dan K3 Tidak berbeda bermakna
K2 dan KS Tidak berbeda bermakna
K3 dan KS Tidak berbeda bermakna

Tabel 5.17. Nilai a pada uji Mann Whitney antar kelompok (kerusakan nekrosis ginjal)

Kelompok Ki K2 K3 KS
Ki 0,018+ 0,221 0,155
K2 0,018+ 0,096 0,072
K3 0,221 0,096 0,897
KS 0,155 0,072 0,897
Keterangan: idem.
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Tabel 5.18. Hasil uji Mann Whitney degenerasi ginjal

Kelompok Perlakuan Keterangan
K1 dan K2 Berbeda bermakna
K1 dan K3 Tidak berbeda bermakna
K1 dan KS Berbeda bermakna
K2 dan K3 Tidak berbeda bermakna
K2 dan KS Tidak berbeda bermakna
K3 dan KS Tidak berbeda bermakna

Tabel 5.19. Nilai a pada uji Mann Whitney antar kelompok (degenerasi ginjal)

Kelompok K1 K2 K3 KS
K1 0,015* 0,062 0,029+
K2 0,015*% 0,896 0,516
K3 0,062 0,896 0,847
KS 0,029* 0,516 0,847

Keterangan: idem

S.4. Hasil Uji Pengaruh Ekstrak Etanol Terstandard Daun C. spectabilis pada Hepar
dan Ginjal Mencit Terinfeksi P. berghei
5.4.1.Data Kerusakan Hepar Mencit
Berikut hasil uji pengaruh pemberian ekstrak etanol terstandard daun C. spectabilis pada
hepar mencit terinfeksi P. berghei:

Perhitungan Persen Parasitemia dan Persen Penghambatan

Tabel 5.20.Persen parasitemia hasil kelompok perlakuan

No. | Kelompok | Replikasi Dy (%) D, (%) DDy (%) % Penghambatan
1 0,95 18,89 17,94
2 4,63 19,30 14,67
! K6 3 0,80 16,17 15,37 -
4 2,34 18,95 16,61
Rata-rata 2,18 18,33 16,15 + 1,44
1 3,72 14,66 10,94
2 0,43 18,23 17,80
2 ki 3 0,72 12,86 12,14 13,01 £19,24
4 0,91 16,22 15,31
Rata-rata 1,45 15,49 14,05+ 3,11
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T ] s 2045 15.01 o
2 4,27 23,50 19,23
3 K2
3 2,38 11,74 9.36 24,57 + 38,43
I | 4 0,72 5,84 5,12
Rata-rata 3,20 15,38 12, 18 £ 6,21
1 4.01 0,56 -3.45
2 0,98 0,00 -0,98
4 K(+)
3 2,97 0,00 -2,97 100
4 1,24 0,00 -1,24
Rata-rata 2,30 0,14 2,16+ 1,23
Keterangan:

K1 :kelompok mencit yang diberikan terapi suspensi ekstrak etanol 90% daunC’ spectabilis
dosis 150mg/kgBB dalam CMC Na 0,5% selama 4 hari.

K2 : kelompok mencit yang diberikan terapi suspensi ekstrak etanol90% daunC.spectabilis
dosis 200mg/kgBB dalam CMC Na 0,5% selama 4 hari.

K(-) : kelompok mencit yang diberikan terapi suspensi CMC Na 0,5% selama 4 hari.

K(+) : kelompok mencit yang diberikan suspensi klorokuin dosis 100mg/kgBB dalam CMC
Na 0,5% selama 4 hari

Do-Dy adalah persenparasitemia mulai dari hari sebelum terapi (hari pertama) sampai hari ke

empat.

Gambaran Morfologi Hepar Mencit

Setelah ditcrapi selama 4 hari, dilakukan pengambilan organ hepar mencit perlakuan
dan diamati morfologinya. Hasil pengamatan terhadap gambaran morfologi hepar mencit pada
tabel 5.21 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan secara warna dan tekstur permukaan
hepar.

Tabel 5.21. Morfologi hepar mencit perlakuan

Kode Perlakuan Gambar Keterangan

Diberikan suspensi bahan uji ekstrak

etanol 90% daun C. spectabilis dosis Hepar berwarna coklat,

Kl | I50mgkgBB dalam CMC Na 0.5% permukaan halus
selama 4 hari
Diberikan  suspensi _'bahan wji _ekstra_k Hepar berwarns il
ko | ctanol 90% daun C. spectabilis dosis kecoklitan rmukaan
200mg/kgBB dalam CMC Na 0,5% 2
: halus
selama 4 hari
W ; Hepar berwarna hitam
- 2 0 El
K(-) Diberikan suspensi CMC Na 0,5% selama abnormal,  permukaan

4 hari

berbintik

Diberikan  suspensi  klorokuin  dosis , Hepar berwarna merah
K(+) | 100mgkgBB dalam CMC Na 0,5% )| kecoklatan, permukaan

selama 4 hari halus
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| [ Mencit tidak diinfeksikan 7. berghei dan
KS | dikondisikan pada lingkungan yang sama |
’ dengan kelompok perlakuan

!Hepar berwarna me.rah_‘
permukaan halus, tidak
berbintik

Keterangan: idem.

Berdasarkan tabel 5.21 menunjukkan bahwa secara fisik, hepar kelompok [ terjadi
perbaikan bila dibandingkan kelompok kontrol negatif, meskipun tidak sebaik pada kelompok
2. Kondisi hepar kelompok 2, hampir sama seperti kondisi hepar pada kelompok kontrol

positif dan kontrol sehat, yaitu berwarna merah kecoklatan dan tekstur permukaan halus.

Hasil Pemeriksaan Enzim SGPT dan SGOT

Selain dilakukan pengambilan organ hepar mencit, dilakukan uji enzimatik SGOT-
SGPT darah mencit perlakuan. Hasil SGOT-SGPT dapat dilihat pada tabel 5.22.
Tabel 5.22.Hasil pemeriksaan enzim SGPT dan SGOT

~ Kel. | Rep. | SGOT (U/L) | SGPT (U/L) | Rata-Rata SGOT | Rata-Rata SGPT
1 387 75
2 480 120
K1 384,75 + 73.98 75,75 + 35,52
3 300 75
4 372 33
1 159 48
2 252 51
K2 216,00 + 48,80 42,00+ 4.5
3 261 42
| 4 192 42
L 807 159
2 606 210
K (-) 658,75 + 99,52 167,75 + 32.37
3 625 170
4 597 132
I 123 45
; 153 42
K (+) 175,50 + 45.59 412556
3 204 45
4 222 33
I 225 159
2 115 101
KS 162,50 + 59,18 97,25 + 44,70
3 201 68
| 4 109 61

Rentang normal  : SGOT = 59-247 U/L; SGPT = 28-132 U/L (Chow et al., 2009)
Keterangan: idem.
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Nilai rata-rata SGOT pada kelompok mencit yang diterapi dengan ekstrak etanol 90%
daun €. spectabulis dosis 150 mg/kgBB berada di luar rentang normal, tetapi milat SGPTnya
masih dalam rentang normal. Bila dibandingkan dengan kontrol negatif, nilai SGOT-SGPT
mencit yang diterapi dengan ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis dosis 200 mg/kgBB dan
klorokuin 100 mg/kgBB masih dalam rentang normal. Dan hasilnya mendekati dengan nilai
SGOT-SGPT mencit kelompok schat. Adanya kenaikan yang sangat tajam pada nilai SGOT-

SGPT pada kelompok kontrol negatif ini, mengindikasikan adanya kerusakan hepar.

Hasil Pemeriksaan Patologi Hepar

Preparat histologi yang sudah dibuat dicek di mikroskop cahaya dengan perbesaran
100x baru lanjutkan dengan perbesaran 400x. Parameter kerusakan hepar yang perlu diamati

yaitu nekrosis dan degenerasi.

Sel hepatosit normai

I - e AT LT R

- . - .

i It

8 R T NS Y A
. __,:3"_.?.,"{‘,'*:"}..52\3,_.;3{;_;’["._ gl
Ly o N e

'D ™ Sel hepatosit nekrosis

sel hepatosit normal di sekitar vena sentralis (panah), slide B sel hepatosit degeneratif, slide C
infiltarasi sel radang (panah), slide D sel-sel hepatosit nekrotik (panah) (pewarnaan HI:.
Pembesaran 400x; mikroskop Nikon H600L; camera DS Fi2 300 megapixel)

Pemberian skoring kerusakan hepar dapat dilihat dari tabel 5.23 dan tabel 5.24 seperti
di bawah ini:
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Tabel 5.23. Hasil kerusakan nekrosis hepar

Lapang Pandang
2 (3|4

Kelompok Replikasi Rata-Rata

1,2
0,8
0,6
0,4
0,6
0,6
04
0,8
1,4
1,6
1,2
1,0
0,6
0,8
0,6
0,6
0,4
0,4
0,6
0,6

K1

K2

K(-)

K(+)

KS

O-—-—'OO-—'—-O—-—-—-—-OOOOO—NN'—‘

QOOOOO—O—O—'MN-—‘—-—-——OO—UR

1 1 I
0 1 1
] 1 0
010 1
0 1 1
1 I 0
0] 0 1
1 1 1
1 2 1
1 1 2
] 2 1
1 1 1
1 1 I
1 0 1
1 0 ]
| 1 1
0 1 1
0 1 0
0 1 1
I l 1

th——-hWN-—&wN-—ADJN—‘&wM—‘

Tabel 5.24. Hasil kerusakan degenerasi hepar

Lapang Pandang
2 (3] 4

Kelompok Replikasi Rata-Rata

1,6
1,6
1,2
1,4
1,0
1,6
0.8
1,0

K1

=~ O] = NN ]
Do [ | [N = OO |

|
2
2
1
1
1
]
|

Slwinv|—{alwlvw]—~
—_ =N o] - -]
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|
|
|
|

o‘-—tcﬂm-———-——w.&.w[m.

24
22
3,0
2.2
0,8
1,4
1,4
.2
0,8
0,6
0,6

0,6 N

|
ol
]

K(-)

oo o

el B == I S I I 06 I ROV G

K(+)

— D || —

KS -

| - »——-‘—ntu——-t\)aru‘m
|

- —

—loc|lo|loc|lo|w|te] =] w mlm|

— === =—= ]| —

_—0

Keterangan: idem.

Berdasarkan data tabel 5.23 dan tabel 5.24 tersebut, diketahui bahwa kelompok negatif
memiliki skoring yang paling tinggi yang artinya memiliki angka kerusakan paling parah di
antara kelompok lainnya. Sedangkan pada kelompok dosis 200mg/kgBB, kontrol positif, dan
kelompok sehat menunjukkan skoring angka yang cukup rendah yang menandakan bahwa

angka kerusakan dari kelompok tersebut tidak cukup parah.

Analisis Data SGOT dan SGPT

Berdasarkan berbagai perlakuan yang dilakukan terhadap 5 kelompok mencit, maka

kelompok dengan dosis 200mg/kgBB dapat memberikan pengaruh lebih baik pada hepar
mencit bila dibandingkan dengan kelompok dosis 150mg/kgBB dan kontrol negatif. Hal ini
dapat dilihat dari nilai SGOT dan SGPT dosis 200mg/kgBB yang tidak berbeda bermakna
dengan nilai SGOT dan SGPT kelompok sehat dan kelompok kontrol positif (klorokuin
100mg/kgBB).

Kelompok perlakuan
& 150mg/KgBa B 200mg,/KgB8
= CMC Na 0,5% (Kontrol negatd) = 100mg/KgBA klorokuin (kontrol )
« kelompok sehat

Gambar 5.3. Histogram rata-rata nilai SGOT hepar mencit
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250
200 T
2
3 150
Y
% 100 4 T e
9 S
50 g . ol
: ool
Kelompok perlakuan
B 150mg/KghB | 200mg/KgBB
= CMC Na 0,5% [Kontrol negatif) ® 100mg/KgBB klorokuin (kontrol +)
kelompok sehat

Gambar 5.4, Histogram rata-rata nilaiSGPT hepar mencit
SGOT

Sesual dengan analisis statistika Anova satu arah (one way Anova) terhadap enzimatik
SGOT menggunakan program SPSS 16, dapat diketahui bahwa nilai a < 0.05 sehingga dapat
disimpulkan bahwa terdapat perbedaan bermakna dalam setiap kelompok. Kemudian
dilanjuikan dengan uji Tukey HSD untuk menentukan urutan terbaik dari semua kelompok
perlakuan.

Dari tabel hasil uji Tukey HSD data SGOT (tabel 5.25), diketahui bahwa kelompok
dosis 200 mg/kgBB, klorokuin 100mg/kgBB, dan kelompok sehat tidak memiliki perbedaan
yang bermakna. Dari rangking kelima kelompok perlakuan, maka kelompok dosis
200mg/kgBB memberikan perbaikan terhadap fungsi hepar mencit bila ditinjau dari hasil
SGOT.

Tabel 5.25.Hasil uji Tukey HSD® SGOT hepar mencit

Subset for alpha = 0.05
Relompok N
1 2 3
Sehat 4 162.50
Klorokuin 4 175.50
200mg/KgBB | 4 | 216.00
150 mg/KgBB 4 384.75
CMC Na 4 658.75
Sig. .800 1.000 1.000 |

Keterangan: idem.
SGPT
Sesuai dengan analisis statistika Anova satu arah (one way Anova) terhadap enzimatik

SGPT menggunakan program SPSS 16, dapat diketahui bahwa nilai a > 0.05 yang
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan bermakna pada kelompok perlakuan. Setelah itu,
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dilanjutkan dengan uji Tukey HSD untuk menentukan urutan terbaik dari semua kelompok
perlakuan.

Dari hasil uji Tukey HSD data SGPT (tabel 5.26), diketahui bahwa kelompok
150mg/kgBB, 200mg/kgBB, kelompok kontrol positif, dan kelompok sehat tidak terdapat
perbedaan bermakna. Sedangkan kelompok kontrol negatif berbeda bermakna dengan semua
kelompok perlakuan yang menandakan bahwa pada kelompok kontrol negatif terjadi
kerusakan hepar.

Tabel 5.26. Hasil uji Tukey HSD? SGPT hepar mencit

Subset for alpha = 0.05
Kelompok N
1 2

Klorokuin 4 41.25
200mg/KgBB | 4 45.75
150mg/KgBB | 4 75.75
Sehat 4 97.25

CMC Na 4 167.75

Sig, 105 1.000

Keterangan: idem.

Anzlisis Data Histologi Hepar
Data yang diperoleh dari pengamatan secara mikroskopis diuji dengan uji statistik

menggunakan program SPSS ver.16. Terdapat 2 uji statistik yang digunakan, yaitu uji statistik
Kruskal-Wallis, untuk mengetahui adanya perbedaan dalam seluruh kelompok populasi.
Berdasarkan uji Kruskal-Wallis dari kerusakan nekrosis hepar, diketahui bahwa tidak terdapat
perbedaan yang bermakna antar kelompok dilihat dari nilai a > 0,05. Kemudian dilanjutkan
uji statistik MannWhitney untuk mengetahui letak perbedaan antar kelompok. Berdasarkan uji
Kruskal-Wallis pada tingkat kerusakan degenerasi hepar, diketahui bahwa terdapat perbedaan
secara bermakna antar kelompok dilihat dan nilai a < 0,05.

Uji Mann Whitney ini dilakukan untuk membandingkan antara kelompok perlakuan I
(K1) dengan kelompok perlakuan Il (K2), kelompok perlakuan I (K1) dengan kelompok
kontrol negatif (K-), kelompok perlakuan [ (K1) dengan kelompok kontrol positif (K+),
kelompok perlakuan I (K1) dengan kelompok sehat (KS), kelompok perlakuan II (K2) dengan
kelompok kontrol negatif (K-), kelompok perlakuan 1I (K2) dengan kelompok positif (K+)
dengan kelompok sehat (KS). Serta kelompok perlakuan III (K-) dengan kelompok positif
(K+), perlakuan III (K-) dengan dengan kelompok sehat (KS). Hasil yang diharapkan dalam

uji ini adalah diketahui antara kelompok mana yang mempunyai perbedaan bermaknauntuk
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mengetahui perbedaan bermakna antar kelompok dan didapatkan hasil seperti pada tabel 5.27

dan tabel5.28.
Tabel 5.27.Hasil uji Mann Whitney kerusakan nekrosis hepar

Kelompok Perlakuan Keterangan
K1 dan K2 Tidak berbeda bermakna
K1 dan K(-) Tidak berbeda bermakna
K1 dan K(+) Tidak berbeda bermakna
K1 dan KS Tidak berbeda bermakna
K2 dan K(-) Berbeda secara bermakna
K2 danK (+) Tidak berbeda bermakna
K2 dan KS Tidak berbeda bermakna
K(-) dan K(+) Berbeda secara bermakna
K(-) danKS Berbeda secara bermakna
K(+)dan KS Tidak berbeda bermakna

Keterangan: idem.

Tabel 5.28.Hasil uji Mann Whitney kerusakan degenerasi hepar

Kelompok Perlakuan Keterangan
K1 dan K2 Tidak berbeda bermakna
K1 dan K(-) Berbeda secara bermakna
K1 dan K(+) Tidak berbeda bermakna
K1 dan KS Berbeda secara bermakna
K2 dan K(-) Berbeda secara bermakna
K2 danK (+) Tidak berbeda bermakna
K2 dan KS Berbeda secara bermakna
K(-) dan K(+) Berbeda secara bermakna
K(-) danKS Berbeda secara bermakna
K(+) dan KS Tidak berbeda bermakna

Keterangan: idem.

Dari tabel kerusakan degenerasi hepar, dapat dilihat bahwa kelompok kontrol negatif
memberikan perbedaan yang bermakna dengan semua kelompok perlakuan. Dan
dosis150mg/kgBB, 200mg/kgBB, dan kontrol positif tidak menunjukkan perbedaan secara
bermakna. Perbedaan yang bermakna dengan kontrol negatif menunjukkan bahwa kelompok
dosis 150mg/kgBB dan 200mg/kgBB memberikan efek terapi terhadap perbaikan hepar pada
mencit yang terinfeksi P.berghei. Dengan tidak adanya perbedaan yang bermakna antara
kelompok dosis 150mg/kgBB, 200mg/kgBB, dan klorokuin 100mg/kgBB maka dapat

disimpulkan bahwa efek terapi yang diberikan pun tidak jauh berbeda dengan digunakan
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sebagai alternatif antimalaria yang dapat mengurangi kerusakan hepar. Dan jika dilihat dari
tabel kerusakan nekrosis dan degenerasi, maka dosis 200mg/kgBB menunjukkan aktivitas
perbaikan hepar lebih baik daripada dosis 150mg/kgBB.

5.4.2.Data Kerusakan Ginjal Mencit
Berikut hasil uji pengaruh pemberian ekstrak etanol terstandard daun C. spectabilis pada
ginjal mencit terinfeksi P. berghei:

Perhitungan Persen Parasitemia dan Persen Penghambatan
Tabel 5.29. Persen parasitemia hasil kelompok perlakuan

No. | Kelompok | Replikasi Do (%) D, (%) Dy-Dy (%) % Penghambatan
1 0,95 18,89 17,94
2 4,63 19,30 14,67
1 K() -
3 0,80 16,17 15,37
4 2,34 18,95 16,61
Rata-rata 2,18 18,33 16,15 + 1,44
| 3,72 14,66 10,94
2 0,43 18,23 17,80
2 Kl 3 0,72 12,86 12,14
. ‘ - 13,01 £19,24
4 0,91 16,22 15,31
Rata-rata 1,45 15,49 14,05+ 3,11
1 5,44 20,45 15,01
2 4,27 23,50 19,23
3 K2 3 2,38 11,74 9,36
— ’ - . 24,57 £ 38,43
4 0,72 5,84 5,12
Rata-rata 3,20 15,38 12, 18 £ 6,21
1 4,01 0,56 -345
2 0,98 0,00 -0,98
4 K(+)
3 2,97 0,00 -2,97 106
4 1,24 0,00 -1,24
Rata-rata 2,30 0,14 -2,16+1,23

Keterangan: idem.

Gambaran Morfologi dan HistologiGinjal Mencit
Setelah diterapi selama 4 hari, dilakukan pengambilan organ ginjal mencit perlakuan

dan diamati morfologinya. Hasil pengamatan terhadap gambaran histology untuk mengetahui
tingkat keparahan ginjal. Preparat histology yang sudah dibuat kemudian dicek pada
mikroskop dengan perbesaran 100X dilanjutkan dengan perbesaran 200X. parameter

kerusakan ginjal yang diamati yaitu nekrosis dan degenerasi pada 5 lapang pandang.
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Tabel 5.30.Gambaran histologi dan morfologi ginjalmencit perlakuan

N Mikroskopis | Morfologi

Kode Perlakuan

Diberikan suspensi
bahan uji ekstrak etanol
90% daunC. spectabilis
dosis 150
mg/kgBB dalam CMC
Na 0,5% selama 4 hari

K1

Diberikan suspensi
bahan uji ekstrak etanol
90% daun C.
spectabilis dosis 200
mg/kgBB dalam CMC
Na 0,5% selama 4 hari

K2

Diberikan suspensi
K(-) | CMC Na 0,5% selama
4 harni

Diberikan suspensi
klorokuin " dosis
K(+) [ 100 mgkgBB dalam
CMC Na 0,5% selama
4 hari

Mencit tidak
diinfeksikanP. berghei
dan dikondisikan pada
lingkungan yang ‘sama
dengan kelompok
perlakuan

KS

Pemberian skoring kerusakan ginjal dapat dilihat dari tabel 5.31 dan tabel 5.32 seperti
di bawah ini:
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Tabel 5.31. Hasil kerusakan nekrosis ginjal

Lapang Pandang

2 17314 Rata-Rata

Kelompok Replikasi

1,2
1,8
1,2
2,0
1,8
1,6
1,8
1,4
1,6
2.4
1,8
1,2
1,0
1,6
14
1,6
0.8
16
14
1,0

K1

K2

K(-)

K(+)

KS

SlwiN|=ladalwWN{l=[slw[lwl=]|lea|lwlw] —]lalw{io]| —
~l—l=|lo|v|v]l=|lolw| il —|w|l—]lw|lw]lolwltw]| -
OININ|—=|R|=|=l=|p||p|lol=lv]=lm]l=]vw|w]lv
— NN == RN === w]o] =] —=]vw]o]lwlo]o]o
=t = === =p]lw] oo =] =] =] —] o
NIo|N|=]=l~|M|n|[o|v|olm|v|m|iv]v|w]l=a—~lolw

Keterangan: idem.

Tabel 5.32. Hasil kerusakan degenerasi hepar

Lapang Pandang

2 3 Rata-rata

Kelompok Replikasi

1,4
1,0
1,8
0,6
1,4
1,0
1,2
1,2

Kl

K2

=IO | =] =1OIN NN w

0
1
1
1
2
2
1
1

Bl =|sa|lwlo]| -
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1 11 ]o 1] 0,8
2 o1 ]1[1]o 0,6
RO 3 123111 1,6
4 20211 2] a4 2.2
1 1o 1] 1] 0,8
2 2 21il17]o 1,2
K(+)
3 1210l 2]2 1,4
4 Lo 1] 1 ]2 1,0
1 o' 1o f2]1 0,8
ks 2 111 ]2]2 1,4
3 L1 {112 1,2
4 3321272 2,4

Keterangan: idem.

Hasil Pemeriksaan Enzim SGPT dan SGOT

Selain dilakukan pengambilan organ ginjal mencit, dilakukan uji enzimatik SGOT-
SGPT darah mencit perlakuan. Hasil SGOT-SGPT dapat dilihat pada tabel 5.33.
Tabel 5.33. Hasil pemeriksaan enzim SGPT dan SGOT

Kel. | Rep. | SGOT (U/L) | SGPT (U/L) | Rata-Rata SGOT | Rata-Rata SGPT
1 807 159
K(-) 2 006 210 €58.75 £ 99.52 167.75 + 32.37
3 625 170
4 597 132
1 387 75
Ki 2 b 120 384.75+ 73.98 75.75 £ 35.52
3 300 75
4 372 33
1 159 48
K2 2 292 °! 216.00 = 48.80 42.00+ 4.5
3 261 42
4 192 42
1 123 45
2 153 42
K(+) 175.50 £ 45.59 41.25+ 5.6
3 204 45
4 222 33

Rentang normal  : SGOT = 59-247 U/L; SGPT = 28-132 U/L (Chow et al., 2009)
Keterangan: idem.

46

LAPORAN PENELITIAN  Efikasi Dan Keamanan Ekstrak Etanol Daun Cassia ... Wiwied Ekasari



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Nilai rata-rata SGOT pada kelompok mencit yang diterapi dengan ekstrak etanol 90%
daun C. spectabilis dosis 150 mg/kgBB berada di luar rentang normal, tetapi nilai SGPTnya
masih dalam rentang normal. Bila dibandingkan dengan kontrol negatif, nilai SGOT-SGPT
mencit yang diterapi dengan ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis dosis 200 mg/kgBB dan
klorokuin 100 mg/kgBB masih dalam rentang normal. Adanya kenaikan yang sangat tajam
pada nilai SGOT-SGPT pada kelompok kontrol negatif ini, mengindikasikan adanya

kerusakan ginjal.

Analisis Data Histologi Hepar
Data yang diperoleh dari pengamatan secara mikroskopis diuji dengan uji statistik

menggunakan program SPSS ver. 16. Terdapat 2 uji statistik yang digunakan, yaitu uji statistik
Kruskal-Wallis, untuk mengetahui adanya perbedaan dalam seluruh kelompok populasi.
Berdasarkan uji Kruskal-Wallis dari kerusakan nekrosis ginjal, diketahui bahwa tidak terdapat
perbedaan yang bermakna antar kelompok dilihat dari nilai a > 0,05. Kemudian dilanjutkan
uji statistik Mann Whitney untuk mengetahui letak perbedaan antar kelompok. Berdasarkan
uji Kruskal-Wallis pada tingkat kerusakan degenerasi ginjal, diketahui bahwa terdapat
perbedaan secara bermakna antar kelompok dilihat dari nilai a < 0,05.

Uji Mann Whitney ini dilakukan untuk membandingkan antara kelompok perlakuan I
(K1) dengan kelompok perlakuan I (K2), kelompok perlakuan I (K1) dengan kelompok
kontrol negatif (K-), kelompok perlakuan I (K1) dengan kelompok kontrol positif (K+),
kelompok perlakuan I (K1) dengan kelompok sehat (KS), kelompok perlakuan 11 (K2) dengan
kelompok kontrol negatif (K-), kelompok perlakuan 11 (K2) dengan kelompok positif (K+)
dengan kelompok sehat (KS). Serta kelompok perlakuan IIl (K-) dengan kelompok positif
(K+), perlakuan III (K-) dengan dengan kelompok sehat (KS). Hasil yang diharapkan dalam
uji ini adalah diketahui antara kelompok mana yang mempunyai perbedaan bermakna untuk
mengetahui perbedaan bermakna antar kelompok dan didapatkan hasil seperti pada tabel 5.34
dan tabelS.35.
Tabel 5.34. Hasil uji Mann Whitney kerusakan nekrosis ginjal

Kelompok Perlakuan Keterangan
K1 dan K2 Tidak berbeda bermakna
K1 dan K(-) Tidak berbeda bermakna
K1 dan K(+) Tidak berbeda bermakna
K1 dan KS Berbeda secara bermakna
K2 dan K(-) Tidak berbeda bermakna
K2 dan K (+) Berbeda secara bermakna
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K2 dan KS Berbeda secara bermakna
K(-) dan K(+) Berbeda secara bermakna
K(-) dan KS Berbeda secara bermakna
K(+) dan KS Berbeda secara bermakna |

Keterangan: idem.

Tabel 5.35. Hasil uji Mann Whitney kerusakan degenerasi ginjal

Kelompok Perlakuan Keterangan
K1 dan K2 Tidak berbeda bermakna
K1 dan K(-) Tidak berbeda bermakna
K1 dan K(+) Tidak berbeda bermakna
K1dan KS Tidak berbeda bermakna
K2 dan K(-) Tidak berbeda bermakna
K2 danK (+) Tidak berbeda bermakna
K2 dan KS Tidak berbeda bermakna
K(-) dan K(+) Tidak berbeda bermakna
K(-) dan KS Tidak berbeda bermakna
K(+)dan KS Berbeda secara bermakna

Keterangan-' idem.

Dari tabel kerusakan nekrosis, terdapat perbedaan secara bermakna antara kelompok
dosis 150 mg/kgBB dengan kelompok sehat, kelomnpok dosis 200 mg/kgBB dengan kelompok
klorokuin 100 mg/kgBB, kelompok kelompok dosis 200 mg/kgBB dengan kelompok sehat,
kelompok kontrol negatif dengan kelompok klorokuin 100 mg/kgBB, kelompok kontrol
negatif dengan kelompok sehat, dan kelompok klorokuin 100 mg/kgBB dengan kelompok
sehat. Perbedaan yang bermakna dengan kontrol negatif menunjukkan bahwa kelompok yang
diobati klorokuin 100 mg/kgBB, memberikan efek terapi terhadap perbaikan ginjal pada
mencit yang terinfeksi P. berghei. Sedangkan perbedaan yang bermakna dengan kontrol sehat
menunjukkan bahwa dosis 150 mg/kgBB dan 200 mg/kgBB memberikan efek terapi terhadap
perbaikan ginjal pada mencit yang terinfeksi . berghei.

Dari tabel kerusakan degenerasi ginjal, dapat diketahui bahwa terjadi perbedaan secara
bermakna antara kelompok klorokuin 100 mg/kgBB dan kelompok sehat untuk kerusakan
degenerasi. Perbedaan yang bermakna tersebut menunjukkan bahwa kelompok klorokuin
100 mg/kgBB memberikan efek terapi terhadap perbaikan ginjal pada mencit yang terinfeksi
P. berghei.

Dengan tidak adanya perbedaan yang bermakna antara kelompok dosis 150 mg/kgBB,

200 mg/kgBB, dan klorokuin 100 mg/kgBB maka dapat disimpulkan bahwa efek terapi vang
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diberikan pun tidak jauh berbeda dengan digunakan sebagai alternatif antimalaria yang dapat
mengurangi kerusakan ginjal. Dan jika dilihat dari tabel kerusakan nekrosis dan degenerasi,
maka dosis 200 mg/kgBB menunjukkan aktivitas perbaikan hepar lebih baik daripada dosis
150 mg/kgBB.

5.5. Hasil Uji Efek Sedatif Ekstrak Etanol 90% Daun C. spectabilis

Berikut hasil uji efek sedatif dari ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis:
Tabel 5.36. Data waktu jatuh mencit sebelum dan sesudah perlakuan dengan menggunakan
alat rotarod pada kecepatan 30 rpm

Waktu Jatuh Mencit (Detik) (Sesudah
Kelompok Sebelum Sesudsh P;rel;:m / % % Penghambatan
Perlakuan Perlakuan Perlakuan Perlakuan) Penghambatan | Rata-rata+ SD
x 100%
6000 460 7,63 92,33
6000 3622 60,37 39,63
ntr 1012 416 41,11 58,89 )
il(’t;sitiofl 729 190 26,06 73.94 63,95+ 18,33
362 119 32,87 67,13
903 435 48,17 51,83
915 1260 137,70 0,00
537 4882 909,12 0,00
Kontrol 1957 6000 306,60 0,00 o
Negatif 6000 6000 100,00 0,00
525 535 101,90 0,00
924 1842 199,35 0,00
1842 432 23,45 76,55
1827 241 13,19 86,81
C 5996 1100 18,35 81,65
" 66,37+ 27,92
spectabilis 619 373 60,26 39,74
4495 438 9,74 90,26
1465 1125 76,79 23,21

Hasil penelitian tentang efek sedasi dari ekstrak etanol daun C. spectabilis
menunjukkan aktivitas sedasinya lebih tinggi daripada diazepam sebagai kontrol positif.
Untuk itu perlu kehati-hatian apabila menggunakan ekstrak etanol daun C. spectabilis sebagai

obat antimalaria karena akan dapat menimbulkan efek mengantuk.
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BAB 6
RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

1. Dilakukan penelitian lanjutan formulasi terbaik dari ekstrak etanol daun Cassic

spectabilis sebagai antimalarial untuk skala lab.

HMIiLIK
FERPUSTAR.LAN
NEIVERSITAS AlHLANGOL

SURABAYA

—
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FERPUSTAKAAN
BAB 7 | PEEVIRSITAS AIRLANGOS
SURABAYA
KESIMPULAN DAN SARAN S

Dari hasil penelitian, didapatkan kesimpulan sebagai berikut:

l.
2.

W

Harga LDsy dari ekstrak etanol daun C. spectabilis sekitar 2,4997-3 5359 g/kgBB.
Berdasar hasil uji toksisitas sub kronis selama 28 hari kelompok perlakuan (dosis 1 x
150 mg/kgBB, 5 x dan 10 x ) menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna yang
berarti tidak toksik terhadap organ hepar.

Berdasarkan hasil perhitungan kerusakan hepar dan  uji enzimatik SGOT-SGPT
diperoleh kesimpulan bahwa kelompok mencit yang diterapi dengan ekstrak etanol 90%
daun C. spectabilis dosis 200 mg/kgBB memberikan perbaikan fungsi hepar yang lebih
baik daripada ekstrak dosis 150mg/kgBB, secara enzimatis (SGOT dan SGPT) maupun
secara histopatologis.

Kelompok ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis dosis 200mg/kgBB memberikan hasil
yang tidak berbeda secara bermakna dengan kontrol positif (klorokuin dosis
100mg/kgBB) dan kontrol sehat.

Ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis mempunyai efek sedasi vang lebih baik

daripada diazepam sebagai kontrol positif.
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Abstract

Background: The preliminary study on antimalanal activity of the ethanol extract of Cassia apectabilis leaves against
Plasmodium berghei has been carned out by i vive experiment. It was demonstrated that ethanol extract of C.
spectabulis leaves could inhibit growth of rodent malana parasite ' berghei by 59.29 % (at a dose of 100 mg/kg
bodyweight). However, further investigation is required to determine an effective dose of the adminisered sxtract for a
higher inhibatory elfect and increasing effectiveness of the extract.

Material and Mecthods: To determine the effective dose of ethanal extract of C. spectabilis leaves. a “4.day
suppressive test”of Peter was performed with some modifications. The eatract was administered arally 10 P. berghei-
mfected mice in mulliple doses (Iwice and thace daily) and single dose (once daily) with dose ranging from 50 - 250
mg/kg body weight. Antimalarial activities were deicrmined by analyring suppression of parasitacmia of treated mice.
Results: The results showed that oral adrunistration of the ethanol axtract of C, spectabilis leaves at dose of 150mg/kg
bodyweight thnee daly possessed hgher inhibi (62.42%) compared to those twice daily (52.58%) and once daily
(46.25%).

Conclusloa: These results swggeded that cthenol extiact of € spectabilis 18 pronusing candidate for development ot
aotimalanal drugs. The effective dose of the cthanol extract is 130 mgAg bodyweight with thnce administration daily

Keywords: Cassia spectabilis, antimalanal, Plasmodium berphei. in vive

Introduction

Tradional medicines provide for about 8% of health care 1w world populations, vspevially in the developing
countries (Badeker and Xrunenber. 2002). In addition, plant-denved compounds have played an important key rule in
drug discovery. Several plants including their 1solated compounds have been teported 10 inhibit malaria parasite
(Oliverra, 2009).

Malana is currently a public health cuncern in many countnes due to factors such as the emerge of resstance,
poor hygiensc conditions, poorly managed vector control prograni and no available approved vaccines (Onguene et al.,
2013).

Malana is a discase that is ransmutied through the bite of a female Anopheles mosquito, which is infected by
protoroa of genus Plasmodium. 11 s sull endemic 1n most parts of Indoneua (WHO, 2015). Elyarzar et al.. 2011
summanzed the distnbuotion of P. Palciparum. Paivar, P malanoe. and I mvale among Indonesian population Juning
the year of 1900-2009 was SK. 49, 02 and 00US % respectively. Those data showed that falcipanem was the
hghest cause among the reporied fection cases,  |he mortadity and mortality on malana cases 1n Indoncsia arc
routinely under-reported. The WHO estimated that there were 2.5 mullion cases of malaria in Indonesia in 2006 and
over 3000 deaths had ovcurred in the year of 2006 (Elvazar et al., 2011),

Malaria eradication program has been camied oot 1o suppress the morbidity and mortality caused by malana,
including early diagnosis. prompt treatment. proper sunverllance and vector control. However. it also impacted on the
increaung of drug reastance cases, (WHO, 2016). A new antumalanal drug 1o overcome such resistance n absolutely
required.

Mediinal plants are potential resources for the search of antimalanal agents. Plants which are belonging 10
genus of Cacssa have been reported possess stroag inhibition againd malana paraste (Abdulrazak et 2l 2015, Ekasari
et al. 2009, Morita et al_2007)
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Cassia Linn. i» 3 major genus of Corsulpimiaceae (amily. It has 600 species and some of which are widely
distributed worldwide especially in tropical countries such as India (Dave and Ledwani, 2012 Viegas et al. 2004).
They are also widely distributed in tropical and subtropical cegions and have been used as traditional folk medicine.
panticularly for weatment of fever and malaria (Dave and Ledwani, 2012).

Other stndy reported on the chemical constituents of geaus Cassio, The secundary metabolites of C. spectabilis,
C. siamea, C. fistula, C. biflora and €. hirsute have been identified including alkaloids. annins, saponins, Navonoids,

carbohyd: protei penoids, candiac glycosides and phiobatannins (Usha and Bopaiah. 2011)
Out previows study has been repacted on ane of the plants (rom the geaus Cassia in Indonesia. i.c. C. siamea that
exhibited antimalarial activity. The isolated d. mamely Casiarin A revealad 10 effectively inhibit the grouth

of malaria parasites with ICwvalue of 0.005 pg / mL and EDso value of 12.17 mg/kg body weight {Morits et al. 2007;
Ekasari et al.. 2009).

Our previous wreening on antimalarial actisities of differear ninc plant species frum the genus of Cassia
showed that C. speciabifis produced the highest inhibition against malasia parasite (Ekasasi et al. 2015). fa viere

analysis revealed that methanal eatract of leaves frum C. spectabilis showed the strung imalanal activity against
P. fulciparum with ICovalue of 2,66 pg/ml.. Moreover, its ethanolic extract also ihibits the prowth of the P.berghei in
viro by 59. 29% (at dore uf 100 mg/kg bodyweight). Further in estigation on posibh §s which vontributed 10

its andimalarial activities, revealed that only leaves of C. spectubilis possess an alkaloid cuntpounds (Ekasari et af..
2009). However. other study also reported the isolsted compounds from C. specrabilis including betassitosteral,
betulinic acid. calfein. dihidroksi calamenen, | 8-dihydroksi-3-mety)-6-mectoksi antraquinon. fricdelin, oleanolic acid.
alkaloid piperidin., spectaline, stigmaterol: |.3.8-trihidrodsi-2-methylantraguinone and ursobic acid (Subeamanagion et
al.. 2012).

Determination of an effective dose that causing 3 higher inthibitery etfect is needed before the eatract can be
wsed as an antinaalarial drug. Fiest step is to define EDy value of the ethanolic extract of C. spectabilis leaves against P.
berghei in auce by giving the P. berghei-infected mice with the extract based on Munos et al { 2000). Furthes, based on
this value the extract uillbesiwainasiuglemdmdﬁpkmMmukipkdmumgimwaleﬂdw
therapeutic activity of the extract. Plasma level of the drug is maintained as therapeutic range to achieve its manimal
effectivity. thetefore. multiple doses are given in order to maintain its plasina devel relatively constant. The rules of
drug dosing is to give the ideal plasma level without any fluctustion and excesssive accumulation of the diug (Shargel
et al., 2005).

Materials and Methods
Plant Material

The leaves of C. spectabilis were collected from Purwodadi Botnical Garden, East Java, Indotesia and
specimen was deposited as the herbarium (Number : $25APH.3.0VHMAVA01S)

Rodent's parnsite

The chloroquine sensitive P. berghei ANKA strain was obained frum lastitute of Biomolecular Eijkmann,
Jakarta, Indoacsia. Mice were maintzined a1 Malsria Laboratorium. Faculty of Pharmacy, Airlangga Uaiversity,
Indoaesia. The percentage of pasasitaemia of mice doaor was exanined thsough gram staining of mice-infocted blood.
Blood was collected from the mice with high parasitaentia and depenited for the use of next infection.
1roculum of erytuocytes infectod with P.bergrei was prepared by delermining the percestage parasitaemia of mice
donoe and dilting the blood with aloeivers soluti with prodetermined proportion. The mice were infected
inteaperitonially with 200ul. of $% parasitc-containing blood frum frozen deposits. Once the peroent of parasitaemis
reached 20%. the mice bluod was taken istracardiatly and difuted with PBS up 1o 1% parasitzemia. The test mice were
furthes infected with200pL. of this puraite-containing bluod with 1% parasitacmia (Widyawaruyanti et al . 2014).

Animals

Adult male Baib-C micz wuh 20-30 g bodyweight were obtained from Pusat Veterinaria Farma
(PUSVETMA) Surabaya. The muce were fod with mice pellet diet and given free 3ucess 10 clean drinking water. The
aninals allowed to acclimatize for 1wo weeks before weated. The pennissiva and approval for animal stdics were
obtained from Facully of Vetennary Medicine. Airlangga Univenity.

Preparation of Extract

The leavex of C. speciabilis were cleancd. shade dned for four days and pulverized to produce powder. One
kilogram of the dried leaf powder was eatracted with S L of 90% ethanol using maceratioa method.
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Antimatarial Activity

Antinalarial activities were perffarmed by in vive experiment in miice. In onder to determine EDyo. animals
were divided info sevea groups of five mice. one was negative control group and sia were treated groups. The negative
control group was givea CMC Na 0.5% once a day onally. and treated groups were fed with suspensicn of 90% ethanol
extract of C. spectalilis leaves with the dose of $0. 75, 100, 150, 200 and 250 mg/lg body weight of mice once a day
onlly.

Fusther investigation tu determine the effective dose of extract was also performed. Two kind of expeniments
were conducted in paratlel. First, the ethanol extract of C.spectablis leaves was administeted in multiple doses {twice
and thrice daily). Sevond, it was administered in single dose {once daily) erally at a dose of 150 mg/lg of body weight,

Antimalarial activity of ethanol extract of C. spectubilia leaves were conducted bydeduy suppressve test of
Peten (Phillipson and Wright. 1991). Each mouse wan inoculated intrapetitonially on the first day (day (¥ DO) with 0.3
i of P. berghei-iafected blood (1% ). and foltowed by treaiment of the atlarial- infected mouse with ethanol eatract of
C. spectabilis in concentration of S, 75. 100, 150, 200 ve 250 mighig bodyweight. The exiract was administeced weally
foc four consecutive days.

On the founh day after ireatment (D3). the percentage of paratitaemia in P, herghei~infecled mouse was
evaluated by collecting bloud from the tail of mice. amd the parasitacmia was examined by gram staining. Parasitacmua
level was defermined by counting the number of parmite-infected erythrocytes per 3000 erythmcytes. and the EDy
was calvulated by probit analysis,

The EDy 1ep ting S0% supy of parasite when il 18 cumpared 10 untreated conteol.
Average perdentage of parasite’s inhibilion was cakulated as following :

100% - ()-(—x: x 100)

X, = % parasitaemia growth of the treated
X, = 9% parasitaemla growth of negatif control

Results

The sesults of in vive antimalsrial activity of ethanol extract of C. spectabalis leaves against P. berghei is
presented in Tahle l.Tahle!m.iT;ble!.Mpemmgvo(msimmobaawd[mdayﬂwdaylm
treatment (Table 1),

Table 1: The percentage parasitacaua value of mice infevt2d-P. berghei treated with ethano! exteact of C. spectabifis

keaves peronally

Average parasitemia (%)
Sample lMg

body weight) oo D D: D\ D,

Neg. control 122:0.74 $.2422 82 5$.59:3.56 16.5423.28 21.7724.83
s0 1372216 1282227 6.872123 11.1522.56 1S, 42304
7% 212147 IRI22.94 6022354 10.9324.08 15.8524.61
({} 1] 1.8821.57 4.3523 88 7.4926.32 10.4826.27 114712640
15 1.30:1.23 4.3422.60 5732260 T.1122.08 11.2923.21
200 1.2620.75 3.9821.39 4.692099 8.16231.83 9.4922.70
250 0.5120.30 2.51:0.99 4.64:0.96 5.92¢1.70 6.9021.67

Data were obtazned from sverage of § replications. Dy-D,: Obsens suon of perceniage parasitacmia from day 0 (DO)
until Day 4 (D4) post reatment.

The perventage parasitaersia of acgalive contl was dramativally increased after three day (D3) and four day
(D) post trestment with parasitacmua Jevel of 165424 28% and 21,774 83%. respectively. A significant reduction of
parasitacmia was obuerved by treatment at dosc of 150 mg/kg buady weight in D4 which shoned percentage inhibitory
(513821258 % (Table 2). The result indicated that the dose of |$0mp/kg bodyweight of eatract possess strong
inhibition against P. berghei.
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Tahel 2: The average perventage of growth and the inhibition of mice infected-P. Berghei treated with ethanol extract
of C. spectabitis leaves perocally.

EDyw

Sample Average percentage of Avi percenta;
(mg/kg body weight) growth mfhlhﬂloﬂ " {mg/hg bodyweight)
Negative cuatrol 20.55= 5.01 - 1315

50 14172 3.28 3105 = 15.82
15 13.74= 3.58 33.43:17.26
100 11.592 6.97 43.60 2 2956
150 9.99: 2,59 51.38= 1258
200 R.62=2.18 58.04 = 10.59
250 639+ 1.82 62,91 = 8.84

Data were obtained frum S replications.

Further analysis 1o determine the effective dose showed that multiple dose administration daily produced higher
inhibition with pescentage inhibitory of 52.582 7.18 and 62.4221.62 %, (wice and thrice daily respectively). Those
were higher than the single administration which was 46,2523 83% (Table 3).

Table 3: /1 vive intubition of mice infected-P. berghei Ureated with ethanol extract of Cassio spectabilis keaves at
single dove( 150 mp/hg body weight) and multiple dose (2 x150 mg/kg body weight and 3 2 150 mg/kg body weight)

during 4 Jays
Sample Rep DO D4 Perventage  Asverage  of percemtage  Average  of
mgfkg of growth percentage inhibition percentage
bodyweight growth inhibition
Negative [} 125 828 703 7032118 - .
control 2 0.55 10.07 9.52 -
3 248 8.84 6.36 -
4 .29 8.32 7.03 -
s 077 TN 6.24 .
6 1M 70 6w . -
150 ] 217 6.37 4.20 3.7820.27 40.26 46.25¢3.83
2 1.40 5.5 395 4381
3 1.32 517 385 45.23
4 228 5.68 343 51.21
H 1.78 5.53 3B 46.23
) 1.62 5.08 3.46 50.78
22 150 ] i 5.57 245 3332050 65.15 52582 7.18
2 154 481 3.27 5349
3 093 5.13 4.19 40.10
4 19 5.2 3.31 $2.92
s Lel 508 343 51.21
L] 1.83 3.15 3.33 hrX
31150 [} [K2] s.10 3.16 2632029 ss.05 62,421,662
2 1.66 450 2.66 62.16
3 .73 4.36 2.63 62.59
4 099 3.5% 259 63.16
L) 1.62 442 262 62.71
[] 1.89 4.08 2.19 68.85
Discussion

Medicinal plants are poteatial resources for antimslarial agent. Preliminary siudy of C. speciabilis reparied the
antimalarial activities of this plant and penved [0 be a promising candidate for antimalarial agent. Funther analysis was
conducted in this study to determine the eflectiveness of ethanol extract of C. specicdilis in the animal teat.

in vivo analynis o P. berghei-infected mice wos conducted by adopting method of Munoz et al. (3000) which
apphed some dose modification. The £, berghei-infected mice were treated with C, spectabilis extract in dose range of
50-250 mg/kg body weight The results showed dose dependent mode of inhibition and S0% inhibition was obtained by
the dos¢ of S130 mg/kg bodywesght (Table | 2nd 2). The dose of 250 mg/kg produced the highest inhibitory (68.91%).
while thase that reveived 200 and 150 mg/kg body weight exhibited inhibitory of $8.04 = 10.59% and $1.38 « 12.58%,
respecuvely (Table 2). These results suggested that ethanol esteact of C. speciabifis beaves can be categarized a good
antismalarial activity, with >50% inhibitory effect achicved at dosc of 250 mg/kg {Munoz et al.. 2000). Other study
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Cassia spectabilis is one of Indonesian medicinal plants, traditionally used to treat different diseases, including malaria. £thanolic extract of Cassia spectabiiis

leaves has proven to have antimalarial activity both in vitre against Plasmodium faiciparum and in vivo against P. berghei. This result showed that C.

spectabilis leaves can be potentially developed into antimalarial agents from natural source. Quality of drugs derived from plants is also influenced

by the quality of its raw material. A lot of factors can affect the quality of raw materials. Thus, in order to assure the quality of products which come

from plants, it is necessary to do standardization cf the raw materials. The aim of this study is to identify the specific and non-specific standard

parameters of the dried leaves and ethanolic extract of C. spectabilis leaves for antimalarial madicament. The research methods used was

experimental. Preparation of extract with imaceration method used ethanal solvent. Based on the result of this study, value of specific and non-

specific parameters standard was obtained and it can be conclude that the dried leaves and ethanolic extract of C. spectabilis leaves mainly meet

the quality requirement to be used as traditional medicine raw material, exc>pt the Cd content of ethanol extract of €. spectabilis leaves which still

did not meet the requirement.

Keywaords: Cossia spectabilis, Leaves, Standardization, raw material

One of the plants in Indonesia which has been recognized
traditionally can treat malaria is Cassia spectabilis species
of the family Caesalpiniaceae. Plants from this species

which has proven to be active as antimalaria are C. siamea

67

with Cassiarin A as the active compound [8, 5]. Researchers
have conducted a series of research on antimalarial activity
of C. spectabilis with a good result [6). C. spectabilis

showed an in vitro antimalarial activity against P.
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falciparum with 1Csy value of 2.66 pg/ml and in vivo
antimalarial activity against P. berghei-infected mice with
EDso values 131.5 mg/kg body weight (7]. Based on this
result, it is proved that C spectabilis leaves can be
potentially developed to the further research as an

antimalarial plants.

Medicinal plants play an important role in promoting health. They
are widely spread all over the world, but mostly grow in
tropical countries. Until now, it is reported that 25% of
modern medicines, directly or indirectly, are derived from

plants [9].

The quality of herbal drugs is highly affected by the quality of its
raw materials. And the quality of the raw material can be
influenced by some factors, including cultivation,
harvesting, and production. Quality assurance can not be
achieved unless meet the specified standard.
Standardization of raw material helds the main key in
obtaining a qualified drug because raw material with poor
quality can affect pharmacological activity of the product
[12]. Therefore, standardization is an essential step to
obtain a safe, effective, and qualified pharmaceutical

product [10]).

In this research, the specific and non-specific standard parameters
of C. spectabilis leaves was determined and the result can
be improved as one of Indonesian plant which can be used
as the material for traditional medicine, especially for
antimalarial medicament.

Determined specific standard parameters of C. spectabilis includes
marroscopic and microscopic observation, organoleptic
test, water soluble essence, ethanol soluble essence,
volatile oil, as well as total flavonoids level. Macroscopic

observation result was shown in Figure 1 and Table 1.
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Figure 1: C. specrabilis leaves and flowers

Table 1: Morphological observation of C. spectabilis leaves

No Characteristic Result
1 Leaf
Shape Orval-oblong
Leal tip Blunt with 3 shallow notch at the tip
Leal base Blunt or guite rounded
Surface Upper surface: glabrous, quite glossy
Lower surface- Pubescent
Edge Even
Leaf vein Pinnate
2 Sige
Length 3-75cm
Width 1-25em
3 Color Green to brownish-green
4 Stipule Long

Microscopic observation including fragments of mesophyll, crystal

fibers, mesophyll with calcium oxalate crystal, and

trichoma were shown in Figure 2, 3, 4, and 5 below.
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Figure 2: Fragments of mesophyll

Figure 5: Fragments of trichoma

Other results of the specific parameters are summarized in Table 2.

Figure 3: Fragment of crysul fibers (prism shape)

Table 2: Summary of the results of specific determination of crude drugs and ethanaolic

extract of C spectabilis leaves.

Result
No Parameter
Dried leaves powder Ethanol 90% extract
i Yield - 102%
2 Organoleptic
Appearance - Viscous liquid
Color Shghtly brownsh Dark brown
Taste Fresh Typical aromatic
Smell Weak Bitter
3 Water soluble essence 372t 0.11%b/b 30262 2.84 % b/b
4 Ethanol soluble essence 161 1 0.09 % b/b 76.951035%b/b
5 Volatile oil 017% v/b 029% v/
6 Total tlavonoid content 222t 0,20% b/ 2426+ 191%b/b
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In determination of micrabes, both the dried leaves and ethanolic
extract of C. spectabilis already met the requirements
regulated by WHO or 8POM Ri as shawn in Table 3, as well
as the determination of residue of pesticide (Table 4).
Pesticide is 3 chemical substance which still used in
agricuiture, whereas it can cause damages to health
because of its carcinogenic, mutagenic, and teratogenic

effect [4).

Table 3: Summary of the results of residue of pesticide

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
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Ssmple Group Result Infermating
Fulflited quality
Crganochlorine Negative .
requirements
Dried leaves powder Fulfited quatity
Carb Neg: requirements
Fulfilled quatity
Organochiorine Negative
Ethanol 90% extract requirements
Fulfilled quality
Carbamate  yi.o00
Negalive requirements
Table 4: Summary of the results of microbial contamination
Microbial + Requirements
conta *)
Result
Sample s Method aformation
minat (coloalenig)
lon
Fulfilled quatily
requir
Mould 60 Pour Agar < 10°col'g
ement
s
Fulfille
d
quatity
Yeast - 10 Pour Agar % 10°calig
fequir
ement
s
Dried
leaves Fuilled quatity
powdcr requir
APM Colifor W4 Double Tube < 10* col g
- ement
H
Fulfilled quakty
. requir
£ cofi tive Loltion & tive/
nesa Identification pepbvey ement
s
Isclaticn & Fulfilied quality
Salmonelia sp. Lot ide  negalivelg requir
ntif ement
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icat s
ion
Isolation &
Fulfilled quality
Ide
requir
5. oureus negative ntif wegative/g
ement
icat
s
tan
Isolation &
Fulfilled quality
ide
eaui
P. aeruginosa negative ntit  neyatively remir
ement
feat
R H
ion
Fulfilled quality
requir
Moutd <0 w Agu < 10 colfe
ement
[3
Fulif
led
quality
Yeast <1 A < 10 col,
o Agar 8 requir
ement
s
Fulfilted quality
Ethanc! requls
APM Coliform 3.0 ble Tube 10° col/g
ement
s
lsolation & Hilled
Ful qual
de lity
fequir
E col; negative ntif  negative/g
ement
teat
s
on
tsolatlon & Fulfil
uifilled qual
o qualty
requir
Sull I sp. gath ntif  negative/g e
ement
iat
s
ian
Isolation &
Fuifilled quality
tde
reguis
S aureus negative it negative/g
ement
icat
)
fon
Isolation &
Fulfiled quality
tde
requir
P. urruginoea negative ntif  negative/g
ement
i3t
. s
ion
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!*! Based on the Head of BPOM Ri no. 12 of 2014 on Traditional Medicinal Quality
Requirements

For the other determination, such as loss on drying,
water level, total ash, and acid-insoluble ash of either dried

leaves or ethanolic xtract of C. spectabilis meets the quality
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hydrate (heated) and stained with phloroglucinol-HCI

reagent.

Organoleptic
Organoleptic test of the powdered crude drug and extract was
undertaken by sensory observation including appearance,

color, smell, and taste of the extract.

Determination of water soluble essence

5 grams of air dried powder and extract were macerated in 100 m!
water-chloroform in a plugged flask for 24 hours while
occasionally shaken for the first 6 hours. Let it stand for 18
hours then filtered. 20 ml of the filtrate was evaporated to
dryness in a heated porcelain cup and the remained
filtered was heated in 105°C until it reach the constant
weight. Water soluble essence was obtained by calculation

of the air dried materials.

Determination of ethanol soluble essence

5 grams of air dried powder and extract were macerated in 100 ml
95% ethanol in a plugged flask for 24 hours while
occasionally shaken for the first 6 hours, Let it stand for 18
hours then filtered. 20 ml of the filtrate was evaporated to
dryness in a heated porcelain cup and the remained
filtered was heated in 105°C until it reach the constant
weight. Ethanol soluble essence was obtained by

calculation of the air dried materials.

Determination of volatile ol!

10-50 grams of powder and 1-5 grams of extract were put into 3
dried flask and added with boiling stones and 450 m! of
water. The flask was set in the distillation apparatus and
biuret was filled with water. 0.2 ml of xylol was added in
the biuret. Flask was heated in the waterbath, therefore
the distillation was streamed slowly yet systematically.
Distiltation was stopped about 1-6 hours. The volume of
volatile oil and xylof was achieved in this step.

3lank experiment of xylol was undertaken with the same methed

above without using extract. The aim of this blank

LAPORAN PENELITIAN
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experiment is to detect whether there is evaporation of

xylol or not. The result can be used as reduction factor.

Determination of total flavonoids level

In this method, rutin was used to make the standard calibration
curve. 25 mg of rutin was dissolved in ethanol P and then
diluted to 125, 250, 500, and 1000 ppm.

Stock solution of simpliciol powder and extract

1 gram of powder and 0.1 gram of extract were transfered to a
flask and added by 25 mtL ethanol P and centrifuged at 200
rpm for an haur (for simplicia powder) and 30 minutes {for
extract). Samples were then filtered to 25 mL volumetric
flask and the volume was made up with ethanol P.

Test solution

0.5 ml of simplicia and extract stock solutions and rutin solution
were separately added to 1.5 ml ethanol P, 0.1 mi
aluminium chlorida P 10%, 0.1 ml potassium acetate 1 M
and 2.8 ml distilled water. Each of the solutions were then
mixed well and allowed tc stand a while for 30 minutes in
room temperature. Sample blank was prepared in similar
way by replacing aluminium chloride with distiled water.

Their absorbance was then measured.

Oetermination of Non-Specific Parameter

Determination of loss on drying

1 gram of powder and extract were weighed and put into a
weighing bottle heated in 105°C for 30 minutes. The
powder and extract were put into the weighing bottle
evenly and dried to the constant welight in 105°C.

Determination of water level

A quantity of C. spectabilis leaves powder and extract expected to
give 1-4 ml water were weighed respectively, transfer to a
dried flask and then added with a few pieces of boiling
stones. 200 ml of water-saturated toluene was added into
the flask and the apparatus was assembled. Toluene was
filled through the condenser to the receiving tube,
following by heating the flask gently for 1S minutes. Once

the toluene began to boiling, the temperature was

Wiwied Ekasari
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adjusted to allow the distillation continued at a rate of 2
drops per second. After the water has been completely
distilled, the inside of the condenser was rinsed with
water-saturated toluene. The distillation was continued for
S minutes. The receiving tube was allowed to cool to room
temperature. The water and toluene were let to stand a
while until completely separated before the volume of

water was recorded.

Determination of total ash level

2 grams of grinded powder and extract were respectively weighed
and put evenly into preheated porcelain crucible. The
porcelain crucibles were heated slowly in 600°C for an
hour, then cooled and welghed to the constant weight. Ash

level was obtained by calculation of the air dried material.

Determination of acid-Insoluble ash level

2 grams of grinded powder and extract were respectively weighed
and put evenly into preheated porcelain crucible. The
porcelain crucibles were heated slowly in 600°C for an hour
and then cooled. The collected ash was boiled with 25 ml
chloride acid for S minutes. The acid-insoluble part was
filtered using ash-free filter paper, heated slowly in 600°C
for an hour, then caoled and weighed to the constant
weight. Ash level was obtained by calculation of the air

dried material.

Determination of residue of pesticide, contamination of heavy
metal, and contamination of microbes

Residue of pesticide, heavy metal contamination and microbial
contamination were undertaken using the standard
methodology in Indonesia and the extract common

standard parameters of herbal drug [3].
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ANTIMALARIAL ACTIVITY OF EXTRACT, FRACTIONS AND ISOLATE
COMPOUNDS FROM CASSIA SPECTABILIS DC LEAVES
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Abstract. The in vitro antimalarial activitics against Plasmodium falciparum strain 3D7 of
four extracts from Cassia spectabilis DC leaves; ie hexane, methanol, ethyl acetate and
chloroform fraction were studied. It was found that the hexane, methanol, etil acetate
and chloroform extract showed in vitro antimalarial activity with ICso of 0 ug/ml; 0.1-1
ug/mi; 0.041 pg/ml; and 0.055 pg/ml, repectively. The chloroform extract was further
fractionated using column chromatography, resulting in nine fractions. The fractions
C4; C.6; C.7; C.8 and C.9 showed in vitro antimalarial activity with ICso of 0.384
pg/ml; 0.060 pg/ml; 0.011 pig/ml; 0.002 pg/ml and 0.012 pg/ml, respectively. Fraction
C.8 was the most effective against P. falciparum 3D7 with ICsp of 0.02 pg/ml. The
further fractionation of these two active fractions could lead to promising candidates as
antimalarial agents,

INTRODUCTION
Malaria is still one of 10 deadly parasitic disease in the world, infecting people

in 106 country and there are 665 million people deaths®. Human malaria is caused by
five species of parasitic protozoa (i) Plasmodium Jalciparum, (ii) P. vivax, (iii) P. ovale,
(i) P. malariae and (v) P. knowlesi*. Species P. Jalciparum is responsible for the most
scvere and deadly malaria. However, there are only a few antimalarials, available for the
treatment of P. falciparum infection. In addition, the resistance of P. Jalciparum to the
classical antimalarials, such as quinine; chloroquine and mefloquine, has rapidly. These
have triggered off a massive screening of new compounds from either synthesis, or
natural products, for potential antimalarials. One of Genus Cassia (Caesalpiniaceae) has
been isolated cassiarin, an alkaloid compound from Cassia siamea leaves which have
antimalarial activities with ICso of 0.005 pg/ml and EDso of 0.15 mg/kg5”.

Taxonomy based system showed that plants at the same Genus have same
compounds and same activity. Previous study have compared qualitatively many genus
of Cassia metabolites secunder such as C.spectabilis, C.siamea, C fistula, C.biflora and
C.hirsuta, that identified as alkaloid, tanin, saponin, flavonoid, kharbohidrat, protein,
steroid, terpenoid, glicoside and plobatanis'S.

C.spectabilis DC is used in this study, have been reported used for medicinal
plant in Brazil as laksatif, prugatif'®, antifungi, antibacterial and antioxidant'’. The
phytochemistry of this species showed 2 piperidine alkaloid such as spectalin and iso-6-
spectaline'®. Extract metanol C.spectabilis leaves were showed have antimalarial
activity with IC50 value 2.67 pg/mi'. Therefore, C.spectabilis DC can be used for a new
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antimalarial drug compounds. e stucFy o reinvestigate the antimalarial activities of

C.spectabilis DC extract , fractions and isolate compounds. Here is, the results of
fractionation, isolation and in vitro antimalarial activity of the chloroform fraction from
C.spectabilis DC leavcs are reported.

MATERIALS AND METHODS

Plants Materials
Leaves of C.spectabilis DC was collected from Purwodadi Botanical Garden, Malang,

East Java, Indonesia in March 2012, and was identified at Purwodadi Botanical Garden,
Malang, East Java,
Preparation of crude extract from C.spectabilis DC leaves
About 1000 g of dried powdered C.spectabilis DC leaves were separatcly macerated in
10 litres Hexane for threc days. Then, they were filtered and evaporated to dryncss
under reduces presurre, wnich resulted in hexane crude extract of 118.34 g. The residue
plants materials were extracted again using 4.5 litres methanol, which resulted in
methanol extract of 141.68 g. The extract methanol diluted with 700 ml methanol and
extracted with 7.1 litres ethyl acetate and 6.4 litres 3% tartate acid, which resulted in
ethyl acetate exctract fraction of 100.21 g. The water phase diluted with Na;CO; to
obtained alkali solution (ph 9-10). Then, they were extracted again with 7.1 litres
chloroform, which resulted in chloreform fraction of 4.06 g.
Fractionation of chloroform fraction
4.06 g of chloroform fraction scparated using coloumn chromatography. It was
mixed with silica gel (25 g) and chromatographed on a silica gel 60 (230-400 mesh, 300
g) using eluents 100% chloroform 200 ml; chloroform-ethyl acetate (2:1) 200 ml;
chloroform-ethyl acetate-methanol (2:1:2) 200 ml and 100% methano!l 200 ml. Nine
fractions were collected, based on their chromatogram on silica gel 60 GF2s4 TLC using
chloroform : methanol (3:2) as the solvent system. These were designated as fraction
C.1;C2;C3;C4;..CH.
Preparation of Culture medium
Culture medium was prcpared by dissolving 10.43 g RPMI 1640 powder
(Gibco), 6 g of HEPES, 2 g of NaHCO; (Sigma Aldrich) in | liter of distilled-deionised
water. The medium was filtered using G.22 pm membrane filter and 6.5 ml gentamacin
(from 50 mg/ml stock) was added and stored at 4 °C in aliquots of 45ml. Before
cultivation, every aliquot was supplemented with 5 ml of 5 % serum’®.
In vitro cultivation of P. falciparum 3D7 and activity assay :
The antimalarial activities of the extract and fraction were determined by the procedure
described by Budimulja ef al. Stock solution of the samples were prepared in DMSO
and were diluted to the required concentration with complete medium (RPMI 1640
supplemented with 10% human plasma, 25 mM HEPES and 25 mM NaHCO3) until the
final concentration of samples at well culture plate were : 10; 1; 0.1; 0.01; 0.001 pg/mL.
The assay was performed in duplicate. The plates were incubated in CO; condition at
37°C in candle jar for 48 hours (Trager et al., 1976). After incubation, contents of the
wells were harvested and the red cells transferred to a clean microscopic slide to form a
series of thick films. The films were stained for 10 minutes in 10 % Giemsa solution
(pH 7.3).
The inhibitory precentage per concentration was calculated using the formula:

tested parasitemia

Inhibit t =100% — x10
1oitory precentage % (control parasitemia 0%)

ICsp value determined using probit analysis

76

LAPORAN PENELITIAN Efikasi Dan Keamanan Ekstrak Etanol Daun Cassia ... Wiwied Ekasari



RESULTS AND DISCUSSFEUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Extraction, isolation and in vitro antimalarial activity
The extractions of dried powdered of C.spectabilis DC lcaves provided 118.34 g of
hexane crude extracts,as shown in Table 1. This extract was not cffective against P.
Jalciparum 3D7. The extraction of residues from maceration with hexane, cxtracted
again with methanol, provided 141.68 g. This extract was effective againts P.falciparum
3D7 with IC50 of 0,1-1 pg/ml. Scale-up of the extraction provided about 100.21 g ethyl
acetate extract fraction and 4.06 g chloroform extract fraction, with IC50 of 0.041 ug/ml
and 0.055 pg/ml, respectively. The crude extracts and fractions were tested on
trophozoites, mainly ring forms. At each of the 5 concentrations of all the sample (Table
1), there was a significant reduction in the number of parasitized cells relative to control
(P 2 0.05). The basic measurcment of antimalarial activity used in this study was the
reduction in number of parasitized cells in the test cultures compared to control at 48
hours of incubation+ The in vitro antimalarial activity of the extracts and fractions
C.spectabilis DC leaves were based on the classification according to Gessler etal.,
(1994) where, extract with ICso less than 10 pg/ml is considered very good; 10 to 50
pg/ml considered moderate and over 50 pg/ml considered to have low activity. Further
isolation of 4.06 g of chloroform extract obtained nine fractions. The in vitro
antimalarial activity test of these fractions showed that fraction C.8 was the most active,
with IC50 of 0.02 pg/ml, as shown in Table 2. Purification of fraction C.8 (366.1 mg)
provided four sub-fractions and their antimalarial activitics are shown in Table 3. Sub-
fractions SF C.8.1 and SF.C.8.3 showcd antimalarial activitics against P.falciparum
3D7 with IC50 of 0.012 and 0.015 pg/ml, respectively. Purification of sub-fraction SF
C.8.3 provided two isolate and their antimalarial activity are shown in Table 4. Isolate
CS-1 and isolate CS-2 showed antimalarial activities against P falciparum 3D7 with
IC50 of 0.016 and 0.070 pg/ml, respectively.

Table 1.
Crude cxtracts obtained from C.spectabilis DC and their antimalarial activitics against P.
falciparum 3D7.
IC50 againts
Crude extract/fraction Weight (g) P falciparum 3D7
(ng/ml)
Hexane extract 118.34 0
Mecthanol extract 141.68 0.1-1.0
Ethyl acetate fraction 100.21 0.041
Chloroform fraction 4.06 0.055
Table 2.

Isolated fractions obtained from chiroform fraction of C.spectabilis DC leaves and their
antimalarial activitics against P. falciparum 3D7.

IC50 againts
Isolated fraction Weight (mg) P.falciparum 3D7
(ng/ml)
C.1 20.00 0
C.2 4.10 0
C3 13.90 >10
C4 17.90 0.384
C.S 7.70 >10
C.6 104.40 0.060
C.7 94.20 0.011
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C.9 36.50 0.012
Table 3.
Isolated fractions obtained from fraction C.8 and their antimalarial activities against P.
Jalciparum 3D7.
IC50 againts
Isolated sub-fraction Weight (mg) P.falciparum 3D7
(ug/ml)
SFC.8.1 8.65 0.012
SFC.8.2 11.25 0
SFC.8.3 32.50 0.015
SFC.84 20.50 1.347
Table 4.
Isolated fractions obtained from sub-fraction SF C.8.3 and their antimalarial activities against
P. falciparum 3D7.
IC50 againts
Isolated sub-fraction Weight (mg) P falciparum 3D7
(pg/ml)
Isolate SF C.8.3-1 4.30 0.016
Isolate SF C.8.3-2 2.60 0.070
OHy,

(o]

Picture 1. (-)-7-hydroxyspectaline

Identification isolate CS-1
The identification of the 1H-NMR and 13C-NMR spectra suggested that isolate
SFC.8.3-1 had structural pattemn identicly to other previously isolated, particularly with
the (-)-7-hydroxyspectaline (picture 1), a natural homologue previously isolated from
flowers and fruit C.spectabilis DC (Junior et al, 2013). 1H-NMR spectra, it was
possible to observe a broad singlet at § 3.60 ppm (1H,s);and § 3.69 ppm (1H,s) which
were the signals of hidroxil, two singlet at § 1.91 ppm (2H,s,C-4) and & 1.68 ppm
(2H,s,H-5) were the signals of ethyl of a benzene compound, and a few singlet at 5 1.38
ppm (2H,s,H-1); 8 1.22 ppm (2H,s,H-2-8"); § 1.51 ppm (2H,s,H-9), and onc triplet at
2.35 ppm (2H,,H-10"). The 13C-NMR spectrum showed the signals of 1 ketone at &
179.0 ppm, 5 carbon of benzene compound at § 56.96 ppm; § 67.13 ppm; § 29.23 ppm;
8 25.77 ppm; and & 48.29 ppm, 6 aliphatic carbon at 3 34.32 ppm; § 25.87 ppm; § 29.23
ppm; & 29.33 ppm; & 22.89 ppm; and & 38.87 ppm, 1 methil at § 30.23 ppm, and 1
hidroxil carbon at § 65.27 ppm.
CONCLUSION
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showed the highest level of in vitro antimalarial activity against P. falciparum 3D7. Further
fractionation provided fraction C.8, that still showed high level in vitro antimalarial activity
against P. fulciparum 3D7. Further isolation of fraction C.8 provided four sub-fractions, then
were isolated again provided 2 isolated compound (isolatc SFC.8.3-1 and isolate SFC.8.3-2),
that still showed in vitro activity againts P fulciparum 3D7. According to 1H- and 13 C-NMR
spectra, it could be concluded that the major compound in isolate SFC.8.3-1 was an alkaloid
which have similarity with (-)-7-hydroxycassine.
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Lampiran 7.
Draft HAKI

dibuat rangkap 4
KEMENTERIAN HUKUM DAN HAK ASASI MANUSIA R.|
DIREKTORAT JENDERAL HAK KEKAYAAN INTELEKTUAL

Formulir Permohonan Paten

Diisi oleh petugas

Tanggal Pengajuan :

Nomor permohonan :

Dengan ini saya/kami ) :

(71} Nama : LPI Universitas Airlangga
Alamat ?) : Kampus C Mulyorejo, Surabaya 60115
Mengajukan permohonan paten/paten-sedeshana [ ]

Yang merupakan permohonan paten
Internasional/PCT dengan nomor :

(74) melalui/tidak melalui *) Konsultan Paten [ ]
Nama Badan Hukum3) : ==
Alamat Badan Hukum?) : = =

Nama Konsultan Paten : =
Alamat ?)

Nomor Konsultan Paten :
Telepon / fax

(54) dengan judul invensi : [ ]
DAUN CASSIA SPECTABILIS SEBAGAI PROFILARSIS ANTIMALARIA
DARI BAHAN ALAM
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Permohonan Paten ini merupakan pecahan [ ]
dari permohonan paten nomor

(72} Nama dan kewarganegaraan para inventor : iisi oleh petugas
...... Dr. Wiwied Ekasari MSi., Apt...warga negara......Indonesia........ [ ]
........ Dra. Heny Arwaty, MSc., Ph.D..warga negara.....Indonesia .......

....... Tutik Sri Wahyuni SSI., MSi., Apt.. warga negara....Indonesia......

............................................................ Warga NeRara.......ocovvrveemreneenneins

(30) Permohonan paten ini diajukan dengan/tidak dengan *)
Hak prioritas ) [ ]

Negara : Tgl. Penerimaan permohonan Nomor prioritas

..................................................................................................
..................................................................................................

--------------------------------------------------------------------------------------------------

Bersama ini saya lampirkan 5) :
1 (satu) rangkap :

[ ] suratkuasa

[ X] surat pengalihan hak atas penemuan

[ ] bukti pemilikan hak atas penemuan

| bukti penunjukan negara tujuan (DO/EO)

| dokumen prioritas dan terjemahannya

) dokumen permohonan paten internasional/PCT

] sertifikat penyimpanan jasad renik dan terjemahannya
] dokumen lain (sebutkan) :

G e g e ey pe— p——
Tt Gt St St Goh Gt vt St

Dan 3 (tiga) rangkap invensi yang terdiri dari :

[X] uraian .....oeevecereecnenaen, halaman

[X] K@M e buah

[ X ] abstrak

[ ] gambar ......eveirierennn. buah

Saya/kami usulkan, gambar nomor ................cucu.... dapat [ ]

Menyertai abstrak pada saat dilakukan pengumuman atas
Permohonan paten (UU No. 14 Tahun 2001)
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Demikian permohonan paten ini saya/kami ajukan
Untuk dapat diproses lebih lanjut

Pemohon,
LPI Universitas Airlangga

(Prof. Hery Purnobasuki Drs., MSi., PhD®)

Keterangan :
1. lJika lebih dari satu orang maka cukup satu saja yang dicantumkan dalam formulir ini

sedangkan lainnya harap ditulis pada lampiran tambahan.
2. Adalah alamat kedinasan/surat-menyurat
3. iika konsultan Paten yang ditunjuk bekerja pada Badan Hukum tertentu yang bergerak
dibidang konsultan paten maka sebutkan nama Badan Hukum yang bersangkutan.
4. lika lebih dari ruang yang disediakan agar ditulis pada lampiran tambahan
5. Berilah tanda silang pada jenis dokumen yang saudara lampirkan
6. lika permohonan paten diajukan oleh :
- Lebih dari satu orang, maka setiap orang ditunjuk oleh kelompok /group
- Konsultan Paten maka berhak menandatangani adalah konsultan yang terdaftar di Kantor
Paten.

*) Coret yang tidak sesuai.

Form No. 001/P/HKI/2000
Tidak boleh diperbanyak dengan foto copy.
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Deskripsi

DAUN CASSIA SPECTABILIS SEBAGAI PROFILAKSIS ANTIMALARIA DARI
BAHAN ALAM

Bidang Teknik Invensi

Invensi ini berkaitan dengan pembuatan ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis dan
penentuan dosis efektif ckstrak etanol daun C. spectabilis sebagai profilaksis
antimalarial. Lebih khusus lagi invensi ini berhubungan dengan inovasi cara ckstraksi
cktrak ctanol 90% daun c. spectabilis serta model pemberian sebagai profilaksis
antimalarial.

Latar Belakang Invensi

Malaria adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh parasit malaria Plasmodium sp.
bentuk aseksual yang masuk ke dalam tubuh manusia yang ditularkan oleh nyamuk
betina Anopheles sp. yang dapat menyebabkan kematian terutama pada kelompok risiko
tinggi yaitu bayi, anak balita, ibu hamil, sclain itu malaria secara langsung
menyebabkan anemia dan dapat menurunkan produktivitas kerja (Departemen
Keschatan R1, 2008). World Malaria Report tahun 2011 menyebutkan bahwa malaria
terjadi di 106 Negara bahkan 3,3 milyar penduduk dunia tinggal di daerah beresiko
tertular malaria. Jumlah kasus malaria di dunia sebanyak 216 juta kasus, dimana 28 juta
kasus terjadi di ASEAN. Setiap tahunnya sebanyak 660 ribu orang meninggal dunia
karcna malaria terutama anak balita (86%), 320 ribu diantaranya berada di Asia
Tenggara termasuk Indonesia (Kementerian Keschatan RI, 2011). API dari tahun 2005-
2014 menurun dari 4,10 per 1000 penduduk menjadi 0,99 per 1000 penduduk. API
tahun 2012 adalah 1,69 per 1000 penduduk dan terjadi penurunan pada tahun 2014
menjadi 0.99 per 1000 penduduk. Hal ini menunjukkan bahwa Indonesia berada dalam
wilayah dengar tingkat endemis rendah (API <1 per 1000 populasi) {Kementerian
Kesehatan Ri, 2011)
Upaya penanggulangan terhadap penyakit ini memang telah banyak dilakukan, namun
angka kesakitan dan kematian malaria di beberapa negara masih tinggi. Tumbuh dan
menycbarnya resistensi terhadap semua obat antimalaria lapis pertama (front-line
antimalarial compound) yang dipakai pada pengobatan dan pencegahan malaria telah
mcnimbulkan banyak masalah pada program penanggulangan malaria. Seiring dengan
belum berhasilnya upaya untuk menemukan vaksin malaria yang ideal, maka aktivitas
riset yang bertujuan untuk penemuan obat baru dan mengidentifikasi target intervensi
kemoterapi tetap menjadi tujuan utama dalam upaya penanggulangan malaria. Obat
baru yang terjangkau bagi masyarakat di daerah penularan malaria sangat mutlak
diperlukan bila dampak malaria ingin dikurangi atau bahkan diatasi (Burke, 2003;
Sjafruddin, 2004).

Penelitian untuk mendapatkan obat antimalaria baru, baik obat sintesis maupun yang
berasal dari bahan alam, khususnya dari tumbuhan masih terus berlanjut. Penelitian terhadap
bahan alam dalam usaha menemukan senyawa baru antimalaria dilakukan secara intensif oleh
para peneliti di dunia pada dasawarsa terakhir ini.

Berbagai hal tersebut di atas telah mendorong eksplorasi dan isolasi tanaman obat
lainnya begitu pula yang berasal dari Indonesia, yang diduga mengandung senyawa
aktif antimalaria. Sampai saat ini telah diketahui beberapa senyawa baru hasil isolasi
tanaman obat dari golongan alkaloid, terpenoid, flavonoid, kumarin, lignan, kalkon dan
santon yang mcmiliki aktivitas antimalaria secara in vitro dan in vivo (Saxcna, 2003;
Wright, 2005).
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Salah satu %iﬁﬁﬁﬁ%ﬁ“&%“i%@%%ﬁ‘%'T§§x¢éRL;$‘8i‘éﬁéial dapat digunakan sebagai
antimalaria adalah C. spectabilis.  Peneliti telah melakukan serangkaian penelitian
mengenai aktivitas tanaman ini sebagai antimalaria. Uji aktivitas antimalaria ekstrak
dan fraksi alkaloid daun C. spectabilis Lamk dilakukan secara in vitro pada P.
Jalciparum menunjukkan bahwa dari ckstrak heksana daun C. spectabilis didapatkan
harga ICso sebesar > 100 pg/ml. Sedang ekstrak metanol daun C. spectabilis sebesar
2,66 ng/ml, dari fraksi etil asetat daun C. spectabilis sebesar 1,18 pg/ml dan dari fraksi
kloroform daun C. spectabilis sebesar 0,64 pg/ml. Hasil diatas menunjukkan bahwa
fraksi kloroform mempunyai aktivitas antimalaria yang paling baik yaitu sebesar 0,64
ng/ml,. dengan hasil profil KLT fraksi kloroform yang menunjukkan kandungan
alkaloid terbesar dibanding ekstrak dan fraksi lainnya (Ekasari ez al, 2012).

Seperti diketahui upaya pencegahan penularan penyakit malaria telah banyak dilakukan
seperti “gebrak malaria” sebagai gerakan nasional memberantas malaria di Indoncsia.
Gerakan ini belum mampu menanggulangi penyakt malaria, terutama di daerah endemis.
Kasus kesakitan juga masih selalu ada karena masalah pencegahan (preventif) penularan
belum cukup efektif mengeliminasi permasalahan secara tuntas (Cecilia, dkk., 2015).
Pengetahuan masyarakat yang terbatas merupakan determinan penting bagi munculnya
penyakit malaria, dan berpengaruh terhadap partisipasi masyarakat dalam program
pencegahan penyakit malaria (Arsin, 2012). Berdasar hal ini maka pemberian obat-obatan
scbagai terapi profilaksis malaria tclah dilakukan di dacrah-dacrah yang menjadi endemis
malaria, dengan tujuan dapat menekan angka penularan penyakit malaria (Novia, dkk., 2013).
Obat-obatan antimalarial scbagai profilaksis yang beredar saat ini masih mempunyai banyak
kelemahan, diantaranya adalah timbulnya efek samping yang tidak diinginkan. Berdasarkan
hal ini, maka akan dilakukan pengujian aktivitas antimalarial (profilaksis) dari fraksi etil
asetat daun C. spectabilis pada mencit terinfeksi P. berghei dengan harapan ditemukannya
obat profilaksis antimalarial baru yang berasal dari alam.

Ringkasan Invensi
Invensi yang diajukan ini mengemukakan tentang pembuatan ckstrak etanol 90% daun
C. spectabilis dan metode terbaik pemberian ekstrak etanol 90% C. spectabilis sebagai
profilaksis antimalaria.
Untuk pembuatan ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis dibuat dari simplisia daun C.
spectabilis diekstraksi dengan cara maserasi dengan etanol 90% sebanyak 3 kali dengan
volume pelarut sebanyak 5 x berat simplisia , kemudian mascrat yang diperoleh
diuapkan dengan rotavapor sampai diperoleh ekstrak yang pekat
Sedang pengujian ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis sebagai profilaksis

antimalarial dilakukan dengan metode berikut. Ada 6 macam dosis yang diberikan
yaitu :

- Pemberian ckstrak ctanol 90% C. spectabilis dengan dosis 100 mg/kg BB

- Pemberian ekstrak etanol 90% C. spectabilis dengan dosis 200 mg/kg BB

- Pemberian ekstrak etanol 90% C. spectabilis dengan dosis 400 mg/kg BB

- Pemberian ekstrak etanol 90% C. spectabilis dengan dosis 800 mg/kg BB

- Pemberian obat standard Doksisiklin sebagai kontrol positip

- Pemberian CMC Na sebagai kontrol negatip

Pemberian setiap kelompok diberikan bahan uji secara peroral sesuai dengan
dosis masing-masing sclama 4 hari. Pada hari ke empat masing-masing mencit diinfeksi
dengan P. berghei. Dilakukan pengamatan parasitemia dengan membuat preparat
hapusan darah setiap hari setelah hari penginfeksian. Kemudian dihitung EDso pada hari
ke-4 seteah infeksi.
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Dari  pemberianr dengann berbagairAdosicANGiatas, didapatkan hasil EDSO C.
spectabilis sebagai profilaksis antimalaria sebesar 161 ,20 mg/kgBB

Uraian Lengkap Invensi

Pemerintah telah melakukan berbagai macam usaha dalam mengendalikan penyakit
malaria, antara lain denganupaya pencegahan dan pengobatan penderita yang terserang
malaria. Salah satu usaha pencegahan penyakit malaria yang sudah cukup lama dilakukan
adalah dengan penggunaan kemoprofilaksis antimalaria, Penggunaan profilaksis antimalaria
dianjurkan untuk orang atau kelompok yang menetap atau tidak menetap didaerah endemis
tinngi, ibu hamil atau untuk kelompok atau orang yang menetap didaerah yang ditemukan
resistensi P. falciparum terhadap klorokuin. Obat-obat kemoprofilaksis yang sering digunakan
antara lain, atovaquone, proguanil, klorokuin, meflokuin dan doksisiklin. (laksono, 2011).
Akan tetapi obat-obat tersebut masih mempunyai beberapa kelemahan. Seperto doksisiklin
yang mempunyai efek samping diantaranya psoriasis, iritasi gastrointestinal. Selain it
penggunaan lama juga dapat mempengaruhi flora normal usus.

Untuk itu guna meningkatkan upaya pencegahan penyakit malaria perlu dicari obat
yang untuk mencegah penyakit malaria yang aman dan dapat dipakai oleh semua kalangan
baik dari sintesa maupun bahan alam.

Berdasar hal tersebut diatas , maka invensi ini mengemukakan tentang
pemberian ekstrak ctanol daun C. spectabilis pada berbagai dosis guna menentukan dosis
yang efektif sebagai profilkasis antimalaria.

Ada 6 macam larutan uji yang diberikan yaitu : kelompok I dengan Pemberian ekstrak ctanol
90% C. spectabilis dengan dosis 100 mg/kg BB, kelompok Il dengan Pemberian
ekstrak etanol 90% C. spectabilis dengan dosis 200 mg/kg BB, kelompok III dengan
Pemberian ekstrak etanol 90% C. spectabilis dengan dosis 400 mg/kg BB, kelompok
IV dengan Pemberian ekstrak etanol 90% C. spectabilis dengan dosis 800 mg/kg BB,
kelompok V dengan Pemberian obat standard Doksisiklin sebagai kontrol positip dan
terakhir kelompok VI dengan Pemberian CMC Na sebagai kontrol negatip

Pembecrian setiap kelompok dibcrikan bahan uji sccara peroral sesuai dengan

dosis masing-masing sclama 4 hari. Pada hari ke empat masing-masing mencit diinfeksi
dengan P. berghei. Dilakukan pengamatan parasitcmia dengan membuat prcparat
hapusan darah setiap hari setelah hari penginfeksian. Kemudian dihitung EDsp pada hari
ke-4 seteah infeksi.

Pengujian antimalaria dimulai dengan penginfeksian mencit donor menggunakan
simpanan beku yang telah terinfeksi P. berghei dalam medium alceiver (1:3). Simpanan
beku darah mula-mula diturunkan suhunya sesuai dengan suhu tubuh mencit dengan
cara dihangatkan dalam tclapak tangan sambil diputar-putar (dithawing). Sctelah
suhunya telah sesuai dengan suhu tubuh mencit, sediaan tersebut diinjeksikan pada
mencit sebanyak 200 pl. Kemudian ditunggu sampai tingakat parasitemia dalam mencit
terscbut mencapai 20%. Bila prosen parasitemia telah mencukupi kemudian dilakukan
pengambilan darah untuk penginfeksian pada mencit coba. Pada pengujian, masing-
masing kelompok akan mendapatkan larutan uji sesuai dengan dosis yang ditentukan.
Pemberian larutan uji secara peroral dilakukan pada hari ke-1 sampai hari ke-4. Lalu
kemudian dihentikan pemberian larutan uji dan mencit diinfeksi. Pada penelitian yang
dilakukan ileh Khan et al. (2015) dan Otegbade et al. (2017), aktivitas profilaksis
diamati dengan cara mengambil hapusan darah 72 jam setelah mencit diinfeksi dan
diamati persen parasitemia untuk seluruh kelompok uji.

Aktivitas antimalaria pada ckstrak etanol 90% daun c. spectabilis scbagai profilaksis
antimalaria ditampilkan pada Tabel 1.

Tabel 5.4 Hasil profilaksis ekstrak etanol daun C. spectabilis
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semakin kecil persén- perttiehbirkei PNBeRgAAS ARl tfiChenunjukkan bahwa semakin
besar pula persen penghambatan ekstrak etanol daun C. spectabilis terhadap
pertumbuhan P. berghei. Dosis uji 800 mg/kg memberikan efek penghambatan terbesar
(68,61%) dibandingkan dengan kelompok dosis uji lainnya. Schingga dapat dikatakan
bahwa ckstrak etanol daun C. spectabilis memiliki aktivitas antimalaria yang baik
karena pada dosis 250 mg/kg/hari menunjukkan persen penghambatan parasit lebih
besar dari 50% (Munoz er al, 2000). Pustaka lainnya (Bantie e al. 2014),
menyebutkan bahwa ekstrak yang menghasilkan persentase penghambatan > 50%
dengan uji in vivo pada dosis 500, 250 dan 100 mg/kgBB diklasifikasikan mempunyai
aktivitas antiplasmodium sedang, baik dan sangat baik. Berdasarkan klasifikasi Bantie
et al. (2014) maka aktivitas ckstrak etanol daun C. spectabilis secara in vivo dapat
digolongkan baik karena pada dosis 200 mg/kgBB sudah dapat menghambat
pertumbuhan P. berghei > 50%. Sedangkan dengan perhitungan analisis probit didapat
harga EDso dari ekstrak etanol daun C. spectabilis sebesar 161,20 mg/kg.

Klaim

1. Proses Ekstraksi daun C. spectabilis dengan cara simplisia daun C, spectabilis
dickstraksi menggunakan metode maserasi dengan etanol 90% sebanyak 3 kali
dengan volume pelarut scbanyak 5 x berat simplisia , kemudian maserat yang
dipcrolch diuapkan dengan rotavapor sampai diperoleh ckstrak yang pekat

2. Sesuai klaim 1, ekstrak yang didapat selanjutnya disebut ekstrak etanol 90% daun
C.spectabilis

3. Ekstrak seperti pada klaim 2 memiliki aktivitas sebagai profilaksis antimalaria secara
in vivo dengan hewan coba mencit terinfeksi P. berghei dengan ED50 sebesar sebesar
161,20 mg/kgBB.

4. Pemberian ekstrak ctanol 90% daun C.spectabilis pada dosis 800 mg/kg BB
mempunyai aktivitas scbagai profilaksis antimalarial tidak berbeda secara bermakna
dengan Doksisiklin dosis 100 mg/kg BB sebagai kontrol positip.
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Abstrak

DAUN CASSIA SPECTABILIS SEBAGAI PROFILAKSIS ANTIMALARIA DARI
BAHAN ALAM

Invensi ini mengemukakan tentang terapi menggunakan ekstrak etanol 90%
daun C. spectabilis sebagai profilaksis antimalaria. Penggunaan obat kemoprofilaksis
malaria umum digunakan untuk orang atau kelompok yang mentap di daerah endemis
tinggi. Akan tetapi obat kemoprofilaksis antimalaria saat ini masih mempunyai
beberapa kekurangan serta efek samping. Proses pembuatan ekstrak etanol 90% daun
C. spectabilis menggunakan cara maserasi dengan etanol 90% sebanyak 3 kali dengan
volume pelarut sebanyak 5 x berat simplisia , kemudian maserat yang diperoleh

diuapkan dengan rotavapor sampai diperoleh ekstrak yang pekat.

Pengujian profilaksis antimalaria ekstrak etanol 90% daun C. spectabilis secara
in vivo menggunakan empat macam dosis yaitu dosis 100 mg/kg BB, 200 mg/Kg BB,
400 mg/kgBB dan 800 mg/kg BB, didapatkan harga ED50 sebagai profilaksis

antimalarial sebesar 161, 20 mg/KgBB.

Pada pemberian ekstrak ctanol 90% daun C. spectabilis dosis 800 mg
mcmpunyai aktivitas sebagai profilaksis antimalarial tidak berbeda secara bermakna

dengan Doksisiklin dosis 100 mg/kg BB sebagai kontrol positip.
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