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RINGKASAN

EFEK ANTIMALARIA SENYAWA FLAVONOID KULIT BATANG
CEMPEDAK (ARTOCARPUS CHAMPEDEN SPRENG) PADA MORFOLOGI
DAN AKTIVITAS BIOKIMIAWI
PARASIT MALARIA

Matlaria merupakan penyakit parasitik dengan prevalensi yang tertinggi di
dunia. WHQO melaporkan, 300—500 juta kasus kiinis dan 1,5 juta kematian
setiap tahunnya. Hampir setengah dari penduduk dunia berisiko terkena
penyakit malaria, dimana mortalitas risiko tertingi dialami oleh anak-anak di
bawah 5 tahun dan wanita hamil. Penanggulangan terhadap penyakit malaria
saat ini menghadapi beberapa kendala, terutama oleh munculnya galur
parasit yang resisten terhadap obat antimalaria yang ada dan belum
ditemukannya vaksin antimalaria yang ideal. Oleh karena itu upaya untuk
menemukan obat antimalaria baru yang memiliki target yang berbeda dengan
obat malaria yang telah resisten saat ini merupakan prioritas utama program
penanggulangan malaria.

Artocarpus champeden Spreng. [sinonim A. integer (Thun) Merr],
termasuk ke dalam suku Moraceae, banyak tumbuh baik di daerah tropis
maupun subtropis di Asia Tenggara. Di Indonesia, tanaman ini umumnya
dikenal dengan nama “Cempedak”, buahnya banyak dikonsumsi masyarakat
dan kulit batangnya telah digunakan secara tradisional untuk mengobati
demam, diare dan malaria. Tanaman ini mengandung senyawa golongan
ftavonoid yang memiliki khasiat antikanker, antiinflamasi dan imunomodulator.

Penelitian pendahuluan terhadap kulit batang A. champeden telah
dilakukan, dan ekstrak diklorometana dan metanclnya telah dibuktikan
memiliki aktivitas antimalaria yang poten terhadap Plasmodium falciparum in
vitro dan P. berghei ANKA in vivo .

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek antimalaria senyawa
flavonoid yang diisolasi dari kulit batang A. champeden, khususnya pada
morfologi dan aktivitas biokimiawi di vakuola makanan parasit malaria.

Pemisahan ekstrak metanol dilakukan dengan kromatograft kolom
vakum pada fase diam silika gel menggunakan pelarut kloroform-etil asetat,
menghasilkan § fraksi utama. Isolasi senyawa hasil fraksinasi dengan
kromatografi kolom, dan Kromatografi lapis tipis (KLT) preparatif
menggunakan fase normal dan fase terbalik (reverse phase} menghasitkan 1
senyawa, selanjutnya disebut ME1 dan 1 isolat yang mengandung ftavonoid
(ME2). Elusidasi struktur dengan analisis spektroskopi menunjukkan bahwa
senyawa ME1 tersebut merupakan senvawa yang sudah ditemukan
sebelumnya, yaitu morakhalkon A, sedangkan isolat ME2 mengandung
senyawa flavonoid dari golongan khalkon.
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Uji aktivitas antimalaria terhadap senyawa Norakhalkon A dan ME2
dan 3 senyawa flavonoid lainnya, yang diisolasi dari ekstrak diklorometana
Sikloheterofilin, Artoindonesianin A2 dan R, pada biakan P. falciparum 3D7 in
vitro menunjukkan bahwa senyawa-senyawa tersebut menghambat

- pertumbuhan parasit secara bermakna, dengan !Csy masing- masing 0,28,
0,35; 0,08; 0,49 dan 0,53 pg/mi.

Analisis morfologi parasit setelah diinkubasi dengan senyawa-senyawa
Morakhalkon A, ME2, dan 3 senyawa dari eksfrak diklorometana
A.champeden yaitu Sikloheterofilin, Artoindonesianin A-2 dan R menunjukkan
adanya perubahan morfologi parasit dalam bentuk tropozoit yang terletak di
luar eritrosit, pembengkakan vakuocla makanan dan hemozoin yang berwarna
hitam. Disamping itu, sikius pertumbuhan parasit ditemukan lebih lambat
dibanding kelompok parasit yang tidak diobati. Anzlisis ultrastruktur parasit
menunjukkan tidak ditemukannya hemozoin pada kelompok parasit yang
diinkubasi dengan senyawa Morakhalkon A dan ME2. Sedangkan kelompok
parasit yang diinkubasi dengan Sikloheterofilin, Artoindonesianin A-2 dan R
tidak memiliki perbedaan dengan kelompok kontrol

Analisis aktivitas biokimiawi parasit di vakuola makanan dengan
menggunakan uji hambatan degradasi hemoglobin dan uji hambatan
pembentukan BS-hemafin in vitro (S-hematin inhibition assay) menunjukkan
bahwa semua senyawa menghambat proses degradasi hemoglobin. Namun,
senyawa morakhalkon A dan ME2 juga dapat menghambat pembentukan g-
hematin /n vitro, seperti inhibitor spesifik, klorokuin.

Masil-hasil penelitian ini menunjukkan bahwa senyawa flavonoid yang
diuji memiliki aktivitas antimalaria yang poten, melalui hambatan degradasi
hemoglobin dan detoksifikasi heme serta mekanisme lain yang belum
diketahui. :

Oleh karena itu, senyawa-senyawa tersebut sangat potensial untuk
dikembangkan sebagai obat antimalaria baru .
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PENDAHULUAN ey T

1.1.Latar Belakang

Malaria merupakan salah satu penyakit infeksi yang tersebar di
seluruh dunia mulai dari daerah tropik, sub tropik sampai ke daerah beriklim
dingiri. Penyakit malaria pada saat ini menjadi masalah  kesehatan
masyarakat (public health problem) di lebih dari 90 negara, yang dihuni oleh

| 24 milyar penduduk atau 40% popuiasi penduduk dunia. WHO
memperkirakan sekitar 300-500 juta orang terinfeksi setiap tahun dan 1,5 -2,7
juta orang meninggal karena malaria (Burke ef af, 2003; Saxena ef af, 2003).
Di Indonesia, menurut hasil Survei Kesehatan Rumah Tangga (SKRT) tahun
2001, terdapat 70 juta penduduk tinggal di daerah endemik malaria dan 56,3
]uta penduduk diantaranya tinggal di daerah endermik malaria sedang sampai
tinggi. Meskipun insiden malaria sejak tahun 2000 cenderung menurun, tetapi
masih terjadi kejadian luar biasa (KLB) malaria pada 7 Propinsi yang
menyerang 35 desa dan menyebabkan kematian sebesar 211 orang
penduduk (DepKes, 2004), | |
Upaya penanggulangan terhadap penyakit ini telah banyak dilakukan,
namun angka kesakitan dan kematian malaria di beberapa negara masih
tetap tinggi. Hal ini disebabkan oleh beberapa fakfor, misalnya migrasi

manusia secara besar-besaran, perubahan iklim dan lingkungan, sistem
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pelayanan kesehatan yang kurang baik, serta timbuinya galur parasit mafaria
yang resisten terhadap obat antimalaria dan galur nyamuk Anopheles yang
- resisten terhadap insektisida.

Tumbtih dan menyebarnya resistensi terhadap obat antimalaria lapis
pertama (first-line antimalarial drugs) vyaitu kiorokuin dan pirimetamin-
sulfadoksin yang dipakai pada pengobatan dan pencegahan malaria telah
menimbulkan banyak masalah pada program penanggulangan malaria.
Kendala lainnya yaitu belum berhasilnya upaya untuk menemukan vaksin
malaria yang ideal. Oleh karena itu aktivitas riset yang bertujuan untuk -
mengidentifikasi target intervensi kemoterapi dan penemuan- obat antimalaria
baru menjadi sarana utama dalam upaya penanggulangan malaria.

Obat antimalaria baru dengan target yang efektif (rapid efficacy),
toksisitas rendah (minimal toxicify ) dan terjangkau bagi masyarakat (Low
cost) sangat mutlak diperlukan bila dampak malaria ingin dikurangi atau
bahkan diatasi. Oleh karena itu pengembangan obat antimalaria baru
dengan target obat yang potensial sangat dibutuhkan dalam mengatasi
penyakit ini (Shenai et al/, 2000; Singh et al, 2001; Burke ef a/, 2003
Syafruddin et a/, 2004).

Penggunaan tumbuhan afau bagian tumbuhan untuk obat malaria
sudah dikenal sejak ribuan tahun yang lalu. Obat malaria yang tértua adalah
kinina (alkaloid yang ditemukan pada tahun 1632), diambil dari kulit batang
kina (Cinchona, sp} dan karena efek samping yang besar (tinnitus, vertigo,

gangguan fungsi mata) dan kemajuan di bidang kimia, kina diganti dengan
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obat malaria sintetik seperti amodiakuin, kiorokuin dan sebagainya (Philiipson
and Wright, 1991). Obat malaria yang saat ini telah dikembangkan dan

- menjadi obat pilihan adalah artemisinin (suatu senyawa seskuiterpen lakton)
beserta turunannya juga berasal dari tumbuhan.

Artocarpus champeden Spreng (famili Moraceae) atau dikenal dengan
nama daerah cempedak, banyak ditemukan di indonesia dan digunakan
antara lain sebagai bahan pangan, bahan bangunan dan bahan ramuan obat
tradisional, antara lain sebagai obat malaria, disentri dan penyakit kulit
(Heyne,1987; Hakim,2006). Di Papua, secara empiris, kulit batang tumbuhan
ini digunakan untuk mengobati penyakit malaria (Utomo, 2003).

Penelitian untuk mengetahui aktivitas antimalaria dari kulit batang
Artocarpus champeden telah dilakukan. Ekstrak diklorometana kulit batang
A. champeden  dilaporkan dapat menghambat pertumbuhan parasit
Plasmodium falciparum pada Kkultur in vitro ( ICso = 0,9953 pg/ml) dan secara
in vivo (EDso=0,0078 mg/kg BB) pada mencit terinfeksi Plasmodium berghei
(Zaini dkk, 2005). Selanjutnya isolasi terhadap ekstrak diklorometana untuk
mendapatkan senyawa aktif yang berpengaruh pada akfivitas antimalaria
juga telah dilakukan. Dari penelitian tersebut diketahui bahwa senyawa
flavonoid yang diisolasi dari ekstrak dikiorometana kulit batang A.champeden
yaitu  heteroflavanon C,  sikloheterofilin,  artoindonesianin  A-2,
artoindonesianin R, heterofilin, artonin A dan senyawa baru artocarpon A dan
B memiliki aktivitas antimalaria yang poten (Zaini dkk, 2005; Widyawaruyanti

. et al, 2007).
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Beberapa laporan penelitian sebelumnya juga menjelaskan bahwa

senyawa flavonoid mempunyai  aktivitas farmakologik antara lain sebagai

©  antimalaria. Senyawa stilbene terprenilasi dari A. infeger dilaporkan
mempunyai aktivitas antimalaria in vifro pada P.falciparum (Boonlaksiri ef af,
2000). Senyawa metiltetrahidroamentoflavon yaitu golongan flavonoid dari
famili Moraceae dan beberapa flavonoid yang diisolasi dari tanaman Rhus
retinorrhoe juga memiliki aktivitas antimalaria terhadap P. falciparum (Ahmed

et al, 2001). Selanjutnya penelitian Oliveira ef al (2004}, menjelaskan bahwa
senyawa flavonoid dari ekstrak etanol tanaman Biden pifosa memiliKi

akfivitas antimalaria secara in vitro terhadap P. faiciparum.

Di lain sisi ekstrak metanol dari kulit batang A.champeden telah
dilaporkan juga memiliki aktivitas antimalaria secara in vitro dengan
ICs0=4,5717 pg/ml dan in vivo dengan EDse=0,0376 mg/kg BB (Dhani dkk,
2003; Agriana dkk, 2003; Zaini dkk, 2005; Maximus,2006) dan aktivitas

tersebut diduga karena senyawa flavonoid (Maximus,2006).

Menurut Kohler ef af (2002), suatu ekstrak yang memiliki nilai 1Cs
kurang dari 50 pg/m! dan fraksi yang memiliki nilai 1C5p kurang dari 25 ug/mi
pada uji in vitro dapat dikatakan prospektif untuk dikembangkan sebagai obat
antimalaria. Dari hasii-hasi! penelitian tersebut, terlihat bahwa nilai ICso
ekstrak metanol jauh di bawah 50 ug/ml sehingga potensial untuk diisolasi
kandungan senyawa aktifnya serta dikembangkan sebagai ohat antimalaria.

Oleh karena itu, isolasi lebih lanjut untuk mengetahui jenis senyawa flavonoid
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aktif antimalaria yang terkandung dalam ekstrak metanol tanaman ini

prospektif untuk dilakukan.

Proses isolasi yang dituntun aktivitas (bicactivity guided isolation) untuk
menapis bahan alam sebagai obat antimalaria diharapkan dapat
menyediakan obat baru dengan mekanisme dan target obat yang potensial

(Rosenthal , 1997; Biagini ef a/,2003; Fidock ef a/,2004}.

Beberapa mekanisme dan target obat antimalaria potensial yang
dikembangkan berhubungan dengan hambatan pada struktur organel parasit
antara lain : pemecahan sel protein host (fargeting the cleavage of host cell
protein), transporter parasit (largeting parasite transporters), organel piastida
(targeting plastida organeile), biosintesis isoprenoid (fargeting isoprenoid
biosynthesis), kontrol siklus sel (fargefing cell cycle control), fungsi
mitokendria (fargeting mitochondrial function) dan biosintesis membran
(targeting membrane biosynthesis) (Ridley,2002; Biagini ef a/,2003; Fidock et
al, 2004).

Berdasarkan target obat antimalaria potensial yang dikembangkan
sampai saat ini, mekanisme aksi senyawa flavonoid telah  ditaporkan
memiliki dua target utama yaifu ; 1). membran yang dibenfuk parasit malaria
intraeritrositik yaitu jalur permeasi baru (New PFermeation Pathway=NPP)
(Sherman, 1998; Kirck, 2001) dan 2). vakuola makanan parasit malaria yaitu
hambatan pada proses degradasi hemoglobin dan detoksifikasi heme (Biagini

et al, 2003; Frolich et a/2C05; Bilia et al, 2006). Perbedaan target potensial
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senyawa flavonoid yang berbeda ini diduga berhubungan dengan gugus aktif
senyawa flavonoid yang berbeda.
- Berkaitan dengan target senyawa flavonoid pada jalur permeasi baru
(NPP), Kutner et al/ (1987) melaporkan bahwa senyawa phlorizin, suatu
glikosida bioflavonoid diketakiui memiliki aktivitas antiplasmodial dengan
mekanisme hambatan pada NPP. Go et af (2004) juga melaporkan adanya
mekanisme hambatan NPP oleh senyawa khalkon suatu flavonoid minor
pada tanaman. Selanjutnya penelitian Widyawaruyanti et a/ (2007) diketahui
bahwa 2 {dua) senyawa flavonoid terprenilasi antimalaria yang diisolasi dari
ekstrak dikiorometana Kkuiit batang cempedak (A.champeden), vyaitu
artoindonesianin  A-2 dan artoindonesianin R memiliki potensi sebagai
inhibitor jalur permeasi baru pada erifrosit yang terinfeksi  P. falciparum.
Namun senyawa flavonoid terprenilasi fain yang diujikan yaitu senyawa
sikloheterofilin, sebagai salah satu senyawa antimalaria potensial dilaporkan
tidak memiliki mekanisme pada NPP tersebut dan diduga memiliki
mekanisme lain yang belum diketahui. Berdasarkan hasil penelitian awal,
diduga bahwa senyawa sikloheterofilin tersebut berpotensi menghambat
proses degradasi hemoglobin parasit malaria. Oleh karena itu ketiga senyawa
flavonoid dari ekstrak dikiorometana ini, menarik untuk diteliti lebih lanjut
mengenai efek dan mekanisme aksi lainnya sebagai obat antimaiaria.
Selanjutnya terkait dengan target flavonoid pada vakuola makanan
parasit malaria, beberapa pustaka telah melaporkan mekanisme aksi

senyawa flavonoid pada proses degradasi hemoglobin dan hambatan
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detoksifikasi heme parasit malaria. Biagini ef a/ (2003), melaporkan bahwa
khalkon, suatu senyawa flavonoid minor yang terdapat dalam jumlah terbatas
pada tumbuhan mempunyai aktivitas menghambat pertumbuhan parasit
melalui mekanisme penghambatan enzim sistein protease. Hambatan
terhadap enzim ini dapat menyebabkan terhambatnya proses hidrolisis
hemoglobin menjadi globin dan selanjutnya mengtambat pembentukan oligo
peptida dan asam amino sebagai nutrient esensial pembentukan protein bagi
pertumbuhan parasit malaria. Go ef al (2004), juga melaporkan bahwa
khalkon dapat menghambat proses degradasi hemoglobin secara in vitro,
tetapi tidak menghambat enzim sistein protease.

Peneiitian {zin terhadap aktivitas senyawa xanthohumol dan 7 derivat
khaiken terprenilasi dari Humulus lupulus telah dilaporkan memiliki aktivitas
antiplasmodial dan menghambat proses degradasi hemin (Frolich ef af,
2005). Selanjutnya Bilia et a/ (2006), melaporkan tentang mekanisme
beberapa senyawa flavonoid dari Arfemisia annua L. sebagai antimalaria
yang simultan dalam meningkatkan reaksi artemisinin dengan hemin. Namun
sampai saat ini penelitian tentang mekanisme aksi dan target spesifik
senyawa flavonoid yang diisolasi dari kulit batang A.champeden pada
vakuola makanan parasit malaria belum pernah dilakukan.

Oleh karéna itu, berhubungan dengan farget obat antimalaria yang
dikembangkan dewasa ini, maka kajian tentang efek senyawa flavonoid dari
A.champeden pada vakuola makanan parasit malaria sangat menarik untuk

diteliti. Hal ini terkait dengan peran vakuola makanan sebagai tempat
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hemoglobin, maka inhibitor akan menghambat proses yang terkait dengan
pembentukan asam amino sebagai kebutuhan esensial bagi pertumbuhan
parasit malaria. Begitu juga hambatan proses detoksifikasi heme,
menyebabkan terjadinya penumpukan heme bebas pada vakuola makanan
dan akan bersifat toksik sehingga melisis membran, mengakibatkan
hemolisis dan menghambat akiivitas beberapa enzim. Hal ini berpengaruh
pada metabolisme parasit dan menyebabkan kematian parasit (Sherman,
1998; Pandey ef af, 1999, Wiser, 2004).

Gilles (1993) mengemukakan bahwa penelitian yang berhubungan
dengan proses biokimiawi parasit malaria berperan penting untuk
pengembangan obat antimalaria baru. Oleh karena itu, kajian morfologi dan
aktivitas biokimiawi pada vakuola makanan parasit malaria sangat prospektif
untuk diteliti terkait dengan penentuan mekanisme dan target potensial dari
senyawa flavonoid pada vakuola makanan parasit malaria.

Penelitian ini telah diiakukan dalam beberapa tahap : 1). Ekstraksi,
fraksinasi dan isolasi senyawa flavonoid dari ekstrak metanol kulit batang
A. champeden, uji aktivitas antimalaria fraksi dan isolat, penentuan struktur
senyawa aktif antimalaria dari ekstrak metanol 2). Pengujian efek pemberian
senyawa flavonoid dari ekstrak metanol serta senyawa sikioheterofilin,
artoindonesianin A-2, dan R aklif antimaiaria dari ekstrak diklorometana
pada morfologi parasit malaria 3). Pengujian efek senyawa aktif antimalaria

pada aktivitas bickimiawi di dalam vakuola makanan parasit malaria,meliputi
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penentuan potensi senyawa pada hambatan degradasi hemogobin dan

detoksifikasi heme parasit malaria.

1.2.Rumusan masalah

1. Jenis senyawa flavonoid apa saja yang dapat diisolasi dari kulit  batang
A. champeden?

2. Apakah isolat dan senyawa flavonoid tersebut mempunyai aktivitas
sebagai antimalaria dengan menghambat pertumbuhan parasit ?

3. Bagaimana efek isolat dan senyawa flavonoid kulit batang A. champeden
pada morfologi parasit malaria ?

4. Bagaimana efek isolat dan senyawa flavonoid aktif antimalaria dari
A. champeden pada aktivitas biokimiawi vakuola makanan parasit
malaria?

a. Bagaimana efek isolat dan senyawa flavonoid aktif antimalaria dari
A. champeden pada proses degradasi hemoglobin parasit malaria?
b.Bagaimana efek isoiat dan senyawa flavoneid aktif antimalaria dari

A. champeden pada proses detoksifikasi heme parasit malaria?

1.3.Tujuan Penelitian
1.3.1.Tujuan umum

Mengetahui efek antimalaria isolat dan senyawa flavonoid yang diisolasi
dari kulit batang A. champeden pada morfoiogi dan aktivitas bickimiawi

parasit malaria terkait dengan penentuan target senyawa yang potensial.
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1.3.2 Tujuan khusus

1. Mengisolasi dan menentukan struktur senyawa flavonoid kulit batang

A. champeden yang aklif sebagai antimalaria.

2. Menguji aktivitas antimalaria isolat dan senyawa flavonoid dari kulit batang

A. champeden .

3. Menguji efek isolat dan senyawa flavonoid kulit batang A. champeden
pada morfologi parasit malaria.

4. Menguji efek isolat dan senyawa flavonoid aktif antimalaria dari  kuiit
batang A. champeden pada aktivitas biokimiawi parasit malaria.

a. Menguji efek isolat dan senyawa flavonoid aktif antimalaria dari
kulit batang A. champeden pada degradasi hemoglobin parasit
malaria.

b. Menguji efek isolat dan senyawa flavonoid aktif anfimalaria dari
kulit batang A. champeden pada proses detoksifikasi heme parasit
mailaria . |

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat teoritis
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi iimiah tentang :

1. Struktur senyawa aktif antimalaria dari ekstrak metanol kulit batang
A. champeden.

2. Efek senyawa aktif antimalaria kulit batang A. champeden pada

morfologi parasit malaria.
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3. Target senyawa dan aktivitas biokimiawi senyawa aktif kulit batang

A. champeden pada vakuola makanan parasit malaria.
1.4.2. Manfaat praktis

1. Mendapatkan bahan dasar obat antimalaria dengan target obat baru
dan mekanisme aksi yang potensial. |

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

3. Untuk memacu penelitian yang berasal dari sumber daya alam nabati
beserta pengembangannya terutama yang berkhasiat sebagai obat

antimalaria.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Malaria

2.1.1 Malaria secara global

Malaria termasuk penyakit yang ditularkan melalui insekta (insect born
diseases). Penyakit ini berada pada prevalensi tinggi tiap tahun yang dapat
menyebabkan kematian penduduk sekitar 1-2 juta orang dengan 300- 500 juta
orang yang terinfeksi. Penyakit ini lebih banyak terjadi pada negara miskin dan
‘negara berkembang. Di Afrika prevalensi penyakit lebih tinggi di bandingkan di
negara lain. Kasus-kasus yang tinggi juga terjadi di Asia Timur, China dan
India. Di India diperkirakan 40% kasus mataria disebabkan karena P. falciparum
(Ziegler, 2002; Saxena, 2003 ). |

Malaria hampir ditemukan di semua negara tropis. Penyakit malaria
disebabkan oleh protozoa yang diperkirakan sekitar 150 spesies Plasmodium
yang dapat ditransmisi melalui nyamuk sebagai vektor pada manusia, rodent,
burung dan reptil. Lebih dari 90% kasus-kasus malaria ditemukan di sub
Saharan Afrika yang menyebabkan lebih dari 2 juté orang meninggal tiap tahun
dengan tingkat mortalitas yang tinggi pada anak-anak 'dan merupakan penyakit
yang hiperendemik. Selain itu india dan Brasil juga merupakan daerah endemik
malaria yang tinggi. Malaria juga endemik di Asia Tengah, Amerika Tengah dan
Selatan ( Krettli et a/, 2001; Banerjee et a/, 2002; Burke ef a/, 2003).

Situasi malaria di Asia Tenggara (South Last Asia Regifon) dilaporkan

bahwa sejak tahun 2000, jumlah kasus bervariasi dan diperkirakan antara 2- 3
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juta kasus setiap tahun. Kasus-kasus kematian karena malaria tiap tahun
diketahui bahwa sekitar 70 % kasus dilaporkan dan India dan lebih dari 50 %
pada kasus malaria di Myanmar (Bjorge, 2004).
2.1.2 Malaria di Indoneslia
Malaria masih merupakan penyakit masyarakat di Indonesia terutama
di daerah yang masih belum berkembang. Diperkirakan 60 % penduduk
Indonesia tinggal di daerah endemis malaria yang tingkat edemisitasnya
beragam. Di Jawa-Bali, insiden malaria (annual parasite incidence/APl} pada
tahun 1997 adalah 12 per 100.0000 penduduk dan kemudian meningkat tajam
(tujuh kali) pada masa krisis ekonomi yaitu menjadi 81 per 100.000 penduduk
pada tahun 2000. Peningkatan ini terutama karena terjadinya epidemi atau *
kejadian luar biasa *(KLB) di daerah Bukit Menoreh yang meliputi daerah
wilayah kerja dari dua kabupaten di provinsi Jawa Tengah yaitu kabupaten
Purworejo dan Magelang dan satu kabupaten di provinsi Yogyakarta yaitu
. kabupaten Kulonprogo. Setelah dilakukan multi-intervensi  diantaranya
menggunakan obat kombinasi artemisinin (Coartem ®)} untuk pengobatan
malaria, API tersebut menurun menjadi 22 per 100.000 penduduk pada akhir
tahun 2003. Di luar Jawa - Bali, insiden malaria klinis (Annual Malaria
Insidence/AM) jauh lebih tinggi dilaporkan dibandingkan Jawa-Bali yaitu 16 per
1000 pnduduk pada tahun 1997 dan cenderung terus meningkat, Pada masa
krisis ekonomi AMI meningkat hampir dua kali lipat yaitu menjadi 31 per 1000
benduduk dan meningkat lagi menjadi 46,5 per 1000 penduduk pada tahun 2003

(DepKes, 2004).
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‘ Hal ini karena, selain di fuar Jawa-Bali merupaifan daerah yang relatif

belum berkembang, penggunaan obat yang tidak tepat karena keterbatasan
kemampuan pemeriksaan hapusan darah malaria  mengakibatkan
berkembangnya parasit resisten terhadap obat standar yang dipakai dan
kemungkinan terjadinya KLB. Selama tahun 2003, telah terjadi KLB di beberapa
daerah dan dilaporkan 265 dari 3.089 penderita malaria meninggal dengan
angka kematian 6,7 % ( Sub Direkforat Malaria, 2004).

Di Indonesia, menurut hasil Survei Kesehatan Rumah Tangga (SKRT)
fahun 2001, terdapat 70 juta penduduk tinggal di daerah endemik malaria dan
56,3 juta penduduk diantaranya tinggal di daerah endemik malaria sedang
sampai tinggi dengan 15 juta kasus maiaria klinis (DepKes, 2004).

Penyakit ini lebih banyak terjadi pada negara miskin dan negara

| berkembang. Di Afrika prevalensi penyakit iebih tinggi di bandingkan di negara
fain. Di India diperkirakan 40% kasus malaria disebabkan karena A. falciparum
(Ziegler, 2002; Saxena et al, 2003 ).

Malaria hampir ditemukan di semua negara tropis. Penyakit malaria
disebabkan oleh protozoa yang diperkirakan sekitar 150 spesies Plasmodium
yang dapat ditransmisi melaiui nyamuk sebagai vektor pada manusia, rodent,
bururig dan reptil. Lebin darn 80% kasus-kasus malaria ditemukan di sub
Sahara Afrika yang menyebabkan lebih dari 2 juta orang meninggal tiap tahun
dengan tingkat mortalitas yang tinggi pada anak-anak dan merupakan penyakit

yang hiperendemik. Selain itu India dan Brasil juga merupakan daerah endemik
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malaria yang tinggi. Malaria juga endemik di Asia Tengah, Amerika Tengah dan
Selatan (Kretfli ef a/, 2001; Banerjee et al , 2002; Burke et af, 2003).

Situasi malaria di Asia Tenggara (South East Asia Region) dilaporkan

bahwa sejak tahun 2000, jumlah kasus bervariasi dan diperkirakan antara 2- 3

| juta kasus setiap tahun. Kasus-kasus kematian karena malaria tiap tahun
diketahui bahwa sekitar 70 % kasus dilaporkan dari India dan lebih dari 50 %
pada kasus-kasus maizaria di Myanmar (Bjorge, 2004).

Kasus-kasus malaria menyebabkan beban penyakit juga sangat tinggi.
Malaria dapat mengakibatkan anemia, aborsi, kematian janin, prematuritas,
berat badan lahir rendah dan kerugian ekonomi (economic loss) yang cukup
tinggi di daerah endemis. Oleh sebab itu kasus-kasus malaria harus segera
ditangani dengan cepat dan diberi pengobatan yang tepat untuk menurunkan
angka kesakitan, mencegah terjadinya malaria berat dan komplikasi, mencegah
penularan serta meminimalkan dampak terhadap penyakit bagi kesehatan
masyarakat (Tjitra, 2004).

P.falciparum merupakan parasit malaria yang menyebabkan sebagian
besar malaria berat. Beberapa menit setelah parasit malaria menginfeksi host
karena gigitan nyamuk Anopheles, parasit masuk ke hati dan mulai menyerang
.hepatosit dan selanjutnya mengalami multiplikasi dengan cepat. Ribuan merozoit
yang keluar dari hati menyerang sel-sel darah merah. Malaria berat terjadi
‘sesudah proliferasi parasit di dalam eritrosit. Parasit yang menginfeksi host
dalam tingkat parasitemia yang tinggi dapat menyebabkan akumulasi sel-sel

‘parasit pada ujung kapiler mikrovaskular sehingga memblok aliran darah dan
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mengurangi suplai oksigen lokal dalam tubuh daﬁ menimbulkan berbagai kasus
berat pada manusia {Qijun, 2000).
2.2 Parasit Resistensi Obat Malaria
2.2.1 Obat antimalaria
Obat antimalaria yang tersedia di dunia umumnya dapat dikelompokkan
‘- sebagai berikut : (1) cbat malaria kelompok kuinolin yaitu : klorokuin, kina,
primakuin, amodiakuin, meflokuin dan halofantrin. (2) Obat malaria kelompok
antifolat yaitu : sulfadoksin, pirimetamin, proguanil, kioroproguanil dan dapson.
(3) Kelompok obat antimalaria baru yaitu ; artemisinin, jumefrantrin, atovakuon,
tafenokuin,pironaridin, piperakuin, artemison, WR 89210 dan antibiotik (WHO,
2000 dalam Tjitra, 2001). | |
| Mekanisme kerja klorokuin umumnya menaikkan pH vakuola makanan
parasit sehingga pH vakuola makanan menjadi basa. Dalam pH tersebut
klorokuin menghambat pembentukan hemozoin dari heme bebas yang
diproduksi parasit dengan mencerna hemoglobin host. Heme bebas yang
terakumulasi di dalam vakuola makanan menyebabkan lisis membran dan
menghambat berbagai proses metabolisme sehingga menyebabkan kematian
parasit malaria (Wiser, 2001, Wiser, 2003 ).
Klorokuin dan  obat antimalaria kelormpok kuinolin lainnya telah
digunakan untuk kemoterapi lebih dari 40 tahun yang lalu. Keberhasilannya
didasarkan pada toksisitashya yang terbatas, kemudahan penggunaan darn

keefektifan biaya. Namun kasus-kasus resistensi parasit akhir-akhir ini

DISERTASI
EFEK ANTIMALARIA SENYAWA FLAVONOID MARIA NINDATU



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

18

menyebabkan kurang mempannya penggunaan kelompok kuinolin dalam
kemoterapi malaria { Biagini ef al, 2003).
Begitu juga penggunaan artemisinin yang digunakan untuk terapi
multidrug resisten AP. falciparum terbatas karena daya larutnya yang rendah
" dalam air maupun minyak, sehingga dibuat senyawa-senyawa derivatnya
secara semi sintesis yang tetap membutuhkan artemisinin sebagai bahan dasar.
Analog-analog peroxide sintetis juga telah dibuat seperti 1,2,4-trioxane, fenozan
BO-7, dispiro tetraoxane dan arteflene (Biagini et af/, 2003; Olliaro and Tailor,
2004).
2.2.2.TinJauan tentang antimalaria dari bahan atam
Penelitian terhadap bahan alam dalam usaha menemukan senyawa baru
antimalaria dilakukan secara intensif oleh beberapa peneliti di dunia pada
‘dasawarsa terakhir ini. Banyak molekul baru hasil isolasi dari bahan alam yang
telah dikaji aktivitas antiplasmodialnya. Sebagian besar molekul baru ini
merupakan metabolit sekunder dalam tanaman yang termasuk dalam golongan
alkaloid, terpenoid, flavonoid, xanton, naftoquinon dan lainnya.
a. Golongan alkaloid
Alkaioid merupakan senyawa basa nitrogen organik yang terdapat dalam
tumbuhan telah lama dikenal mempunyai berbagai aktivitas farmakologi
termasuk antimalaria kuinin. Kuinin merupakan antima_laria alami yang sudah
lama dikenal. Beberapa alkaloid baru yang mempunyai aktivitas sebagai
antimalaria telah berhasii diisolasi dari beberapa tanaman misalnya

bisbenzilisoquinolin dan naftiisoquinolin.
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Beberapa senyawa bisbenzilisokuinolin yang telah diteliti diantaranya
tetrandrin, isotetrandrin, barbamin, funiferin, obamegin, piknamin, talisopidin dan
dapnolin mempunyai iCs di bawah 1 pM terhadap strain P. falciparum
multiresisten.

Alkaloid golongan naftiisoquinolin juga terbukti mempunyai khasiat sebagai
antimalaria. Dionkopolin 8 dan dionkopolin A yang berasal dari Tryphophylium
peltatum mampunyai aktivitas antimalaria dengan nilai 1Cs berkisar antara 0,02
0,33 g/ml. Lebih lanjut diilaporkan juga bahwa dionkopolin C mempunyai
aktivitas antiplasmodial in vitro pada P. falciparum (ICsq = 0,01 pg/mi).

b. Golongan terpenold

Beberapa senyawa yang termasuk golongan terpenoid seperti quasinoid
dan sesquiterpen lakton hasil isolasi dari berbagai tanaman teiah banyak
dibuktikan mempunya aktivitas antiplasmodial.

Beberapa quasinoid antara lain ailantinon, brusatol, bruseantin,
bruseantinol, brusein A, brusein 8, brusein C dan brusein C memiiiki aktivitas
yang sangat kuat dengan nilai ICs¢ dalam skala ng/ml.

Sesquiterpen lakton, salah satu golongan terpenoid yang berhasil diisolasi
dari beberapa spesies tanaman, juga telah dibuktikan mempunyai aklivitas
antiptasmodial terhadap strain P. falciparum yang resisten terhadap klorokuin.
-Bahkan salah satu diantaranya yaitu artemisinin telah digunakan dalam Klinik

. sebagai antimalaria pilihan untuk melawan P. falciparum yang multiresisten.
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¢.Golongan xanton dan flavonoid

Senyawa turunan xanton yang diisolasi dari ekstrak etanol tanaman
Garcinia duicis terbukti memiliki aktivitas sebagai antiplasmodial. Dua diantara
turunan xanton tersebut adalah 1-O-metilsimfoxanton dan garciniaxanton yang
‘mempunyai aktivitas lebih baik dari pirimetamin, tetapi lebih rendah dibandingkan
klorokuin, Garciniaxanton memiliki nilai 1Cso 0,96 pa/ml terhadap pertumbuhan
P. falciparum.

Senyawa flavonoid yang diisolasi dari tanaman Artemisia annua
didapatkan memiliki aktivitas terhadap P. falciparum, tetapi menunjukkan efek
potensiasi dengan artemisinin. Beberapa {aporan terbaru mengenai aktivitas |
flavonoid sebagai antimaiaria diantaranya exiguaflavon A dan exiguaflavon B
dari tanaman Artemisia indica (Mustofa, 2003; Saxena e! al/, 2003). Tiga
senyawa flavanon yang diisolasi dari akar tanaman Sophora flavescens, yaitu 2'-
metoksikurarinon, SOphoraﬂavanon dan kuraninon memiliki aktivitas antimalaria
moderat terhadap P. falciparum FCR-3 dengan ICso masing-masing 2,4 uM, 2,6
UM dan 2,1 pM (Kim, 2004). Senyawa likokalkon A yang diisolasi dari akar dan
rimpang berbagai spesies Glycyrhiza L. memiliki aktivitas antimalaria terhadap
P, falciparum 3D7 dengan ICsp 2,1 pg/mi (Ziegler, 2004).

2.2.3. Kasus resistens! obat antimalaria
Perkembangan problem malaria secara global menjadi semakin besar
disebabkan karena resistensi parasit, sehingga mengurangi aktivitas dan

kemampuan obat-obat antimalaria (limited armamentarium of antimalaria drugs)

(Biagini et al, 2003).
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Parasit telah mengembangkan banyak cara untuk mengatasi toksisitas obat
yaitu dengan mutasi pada gen target, berkurangnya akumulasi obat dan
inaktivasi obat. Rendahnya akumulasi obat misalnya, menyebabkan lebih sedikit
obat yang dapat mencapai target . |

Perkembangan resistensi pada obat-obat malaria lapis pertama (first line
antimalaria compound) yang digunakan dalam pencegahan dan pengobatan
malaria di dasawarsa terakhir ini merupakan oproblem utama  dalam
penanggulangan malaria. P. falciparum yang resisten terhadap klorokuin telah
ditemukan di seluruh bagian negara tropis di dunia, yéitu Afrika Timur, Pasifik
Barat, Asia Barat, Asia Tenggara dan sekitarnya, termasuk Bangladesh, Butan,
India, Myanmar dan Thailand {Krettli ef a/, 2001; WHO, 2003 ).

Di lima dekade terakhir ini resistensi obat terhadap #. falciparum menjadi
suatu issue vyang sangat penting. WHO, (1973) dalam Noed! (2003)
mendefinisikan resistensi obat { drug resistance} sebagai kemampuan dari
suatu strain parasit untuk survive dan tetap mengalami muitiplikasi meskipun
diberikan obat dan mengabsorbsi dalam dosis yang lebih besar dari dosis yang
biasanya diberikan tanpa adanya toleransi dari parasit.

Di Indonesia sendiri, P. falciparum resisten klorokuin telah ditemukan di
12 propinsi pada 14 kabupaten yaitu Propinsi Nangrauh Aceh Darusalam,
‘Lampung, Jawa Tengah, Daerah Istimewa Yogyakarta, Kalimalntan
Timur,Sulawesi Utara, Kalimantan Barat, Nusa Tenggara Timur, Papua, Maluku,
Maluku Utara dan DKI Jakarta, P. falciparum vyang resisten klorokuin pertama

kali ditemukan pada tahun 1974 di Kalimantan Timur dan terus meluas ke
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beberapa wilayah. Hal ini karena mobilitas penduduk antar wilayah yang
semakin meningkat sehingga malaria tidak dapat segera diberantas di suatu
wilayah. Faktor lain yang juga berpengaruh vaitu tidak dipatuhinya minum obat
sesuai aturan. Resistensi parasit terhadap‘ obat-obat antimalaria ini

. menyebabkan kesulitan dalam program kontrol malaria di Indonesia (DepKes,
2004).

Penelitian awal menunjukkan bahwa resistensi terjadi melaiui beberapa
mekanisme yang berbeda, termasuk adanya perubahan pada transpor obat atau
target enzim yang mengakibatkan penurunan afinitas ikatan obat dengan
inhibitor. Sejak " dipelajarinya parasitologi molekule_r pada tahun 1980, telah
diperoleh kemajuan untuk memahami mekanisme resistensi dari obat antimalaria
yang paling banyak digunakan yaitu kuinolon analog dan antifolat. Target obat
tersebut, tidak mempan lagi untuk membunuh parasit malaria dan cenderung
menimbulkan resistensi parasit.

Resistens! parasit terhadap klorokuin pertama ka}i dilaporkan di Dakar
tahun 1988. Resistensi parasit terhadap klorokuin misalnya,  diketahui
disebabkan oleh adanya mutasi pada gen pfmdr? yang mengkode P- glikoprotein
homolog (Pgh1). Diduga terjadi juga mutasi pada gen-gen yang tidak

: terindentifikasi yang melengkapi terjadinya resistensi ini (Rosenthai ef af, 2001,
Daily et af,, 2003; Burke et al,, 2003). Resistensi fansidar (kelompok antifolat)
dihubungkan dengan mutasi pada enzim yang ditargetkan oleh sulfadoxin dan
pitimetamin. Sedangkan resistensi klorokuin dihubungkan dengan mutasi pada

suatu transporter yang ditemukan dalam vakuola makanan parasit (chioroquin
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resistance transporter=CRT), transporter lain dalam vakuola makanan yaitu
mulfi-drug resistance gene 1 (MDR1), pfcrt gen dan mekanisme yang belum
diketahui (Wiser, 2003, Daily, 2003).
2.3 Parasit Malaria
2.3.1 Siklus hidup parasit malaria
Malaria adalah penyakit akut dan kronis yang disebabkan oleh parasit

berse! tunggal yang tergolong dalam protozoa obligat intraseluler dari genus
Plasmodium. Dikenal ada 4 spesies yang menyebabkan malaria pada manusia
yaitu P. malariae, P. vivax, P. falciparum dan P. ovale. Parasit ditularkan ke
manusia melalui gigitan nyamuk betina dari jenis Anopheles. Diantara keempat
spesies tersebut P. falciparum yang paling berbahaya sebagai penyebab infeksi ‘
akut dan berat bahkan berakibat fatal.
| Siklus hidup Plasmodium terdiri dua fase, yaitu fase seksuai (sporogony)

~ yang berkembang dan memperbanyak airi dalam tubuh nyamuk Anopheles
betina dan fase aseksual (skizogoni) mengalami perbanyakan pada hospes
manusia yang terdiri dari dua bagian yaitu skizogoni pada sel hati {pre-
erythrocytyc schzogony=iiver stage ) atau fase jaringan dan skizogoni dalam sel
~darah merah (erythrocytyc schizogony= blood stage) atau fase eritrositik

{(Gambar 2.1.)
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dengan enzim proteolisis, selanjutnya membentuk shizont (9). Merozoit tumbuh
dari shizont dewasa yang juga disebut segmenter (10) kemudian merozoit-
merozoit menginfeksi eritrosit (11); merozoit menginvasi  eritrosit dan
helakukan replikasi kembali fagi dari awal (6-11); trofozoit dan shizont pada
eritrosit terinfeksi dapat ditemukan masuk ke sirkufasi peripheral pada infeksi
P. falciparum. Eritrosit yang terinfeksi dapat terjadi pada organ-organ vital
seperti otak, jantung dan paru-paru. Bila terjadi di otak menyebabkan malaria
serebral. Sebagai alternatif pada siklus replikasi aseksual, parasit dapat
berdeferensiasi ke dalam bentuk seksual sebagai makro atau mikrogametosit
(12). Gametosit- gametosit akan masuk ke dalam tubuh nyamuk saat nyamuk
mengisap darah host dan terjadi proses gametogenesis. Bentuk mikrogamet
mengalami proses exflagelasi (13}, dan menghasilkan bentuk makrogamet {14)
kemudian terbentuk zigot (15). Zigot berkembang menjadi ockinet yang motil
(16) Kemudian mengadakan penetrasi pada lambung nyamuk menjadi oocyst
(17). Oocyt mengalami replikasi aseksual (18) memproduksi sporozoit-sporozoit
(19). Sporozoit masuk ke dalam hemocoel (body caviy} nyamuk (20).
Selanjutnya sporozoit bermigrasi ke kelenjar ludah (safivary gfands) dan

terjadinya suatu siklus yang lengkap (Wiser, 2001).
2.3.2 Parasit Malaria Intraeritrosit

Invasi Plasmodium ke dalam host umumnya melalui mekanisme yang
sama yaitu adanya reseptor parasit yang terikat pada eritrosit (receptor-ligand

interaction) dan selanjutnya melalui tahap-tahap reorientation apical, juction
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terjadinya reinvasi ke eritrosis baru dengan mengadakan replikasi membentuk
sekitar 32 merozoit baru.

Parasit malaria pada fase eritrositik terletak di dalam lingkungan
intraseluler yang melindungi mereka dari serangan imunologik. Tetapi kondisi
ini juga memisahkan mereka dari suplai nutrisi yang terdapat dalam sirkulasi
darah. Oleh karena itu parasit mengembangkan mekanisme baru untuk
membawa dan mendapatkan nutrisi dari sitosol eritrosit. Pada fase
intraeritrosit ini Plasmodium menggunakan eritrosit sebagai sumber nutrient
yang dapat dikomsumsi dengan cepat dalam wakitu singkat. FHlemoglobin dari
sitosol eritrosit dibawa ke dalam vakuola makanan dan akan didegradasi
secara proteolitik. Degradasi henriogiobin merupakan suaty proses
metabolisme sebagai sentral pertumbuhan dan maturasi parasit malaria
(Banerjee, 2002). Sejak fase tropik, kandungan RNA parasit meningkat dan
sejak proses tersebut replikasi DNA menjadi 8-32 Kali lipat. Pertumbuhan
parasit secara cepat ini juga, meningkatkan kebutuhan asan}i amino yang akan
digunakan dalam proses sintesis protein ( Wiser, 2001).

Sumber-sumber asam amino untuk kebutuhan parasit diperoleh dengan
proses mencernakan hemogiobin host dan up fake asam amino bebas.
Eritrosit dari sitosol dibawa masuk ke dalam vakuola makanan yang bersifat
asam (acidic food vacuola) dan selanjutnya akan dipecah menjadi globin dan
heme.Globin akan dihidrolisis menjadi asam-asam amino bebas (free amino
acid) yang digunakan untuk proses sintesis protein parasit. Hemogiobin

menyediakan sebagian besar dari asam amino yang dibutuhkan parasit untuk
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melangsungkan proses sintesis protein. Hemoglobin juga menyediakan

kebutuhan besi (Fe) untuk parasit. Proses pemecahan hemoglobin dalam
jumiah besar menimbulkan konsekuensi bagi parasit karena akan
menghasilkan heme bebas yang bersifat toksik dalam konsentrasi yang
signifikan. Karena itu parasit harus mengubahnya menjadi pigmen hemozoin
yang tidak toksik. Tahap-tahap awal degradasi hemogiobin ofeh pérasit
malaria belum diketahui secara jelas ( Gamboa and Rosenthal 1996;
“Sherman, 1998, Wiser, 2001).

Sel darah merah yang terinfeksi parasit menunjukkan metabolisme
yang berbeda dengan adanya perubahan-perubahan drastis secara fisiologi.
Pada parasit yang dewasa utitisasi glukosa dan produksi asam laktat oleh sel
parasit lebin 100 kali dibandingkan eritrosit normal yang tidak terinfeksi
parasit. Menurut Ziegler, (2001) sejak fase intraeritrositik, parasit malaria
akan mendegradasi lebih dari 75% hemoglobin dari sel eritrosit yang

terinfeksi.

2.3.3. Degradasi hemoglobin dalam vakuota makanan

Sejak 48 jam invasi Plasmodium ke dalam eritrosit, terjadi degradasi hemoglobin
sekitar 80% dari sel induk diuraikan menjadi asam amino, sebagian digunakan
untuk sintesa protein parasit. Proses biogenesis degradasi hemoglobin diawali
‘dengan pembentukan formasi double-membran pada transport vesikel {transport
vesicle) oleh sitostom sel host secara pinositosis yaitu bagian dalam (inner)

merupakan membran plasma parasit (parasite plasma membrane) dan bagian
luar {outher) dari vesikel transport adalah parasitophorous vacuolar membrane

LAY
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(PVM). Selanjutnya hemogiobin diangkut transport vesikel ke vakuola makanan
sebagai suatu "organel seperti lisosom® (lysosome-like organelle) yang kaya
oksigen dan mengalami fusi dalam vakuola makanan parasit malaria. Di dalam
vakuola makanan beberapa enzim protease berperan pada hidrolisis
hemoglobin menjadi fragmen peptida kecil, dan ini meupakan target obat-obat
antimataria (Hempelmann ef a/, 2003; Rathore et al, 2006).

Vakuola makanan Plasmodium memiliki kurang lebih tiga jenis enzim
protease vyaitu aspartik protease (Plasmepsin), sistein protease (falcipain) dan
metallo protease (falsilysin). Ketiga enzim ini terlibat dalam proses hidrolisis
hemoglobin menjadi globin yang selanjutnya menjadi peptida (oligo peptidase)
dan heme. Proses inisiasi pemecahan hemoglobin oleh plasmepsin | dan diduga
juga peran falsipain-2 menjadi hemoglobin tetramer, Selanjutnya faicipain yang
dikode oleh 4 genom yang berbeda akan melanjutkan pemecahan pada bagian
yang lain dari protein. Falcipain-2 dan falsipain-3, 66,6-93% teridentifikasi pada
daerah kataliknya di vakuola makanan P, falciparum pada stadium parasit yang
berbeda dan akiif pada pH asam. Falcipain-2 terekspresi pada tropozoit awal
se_dangkan falcipain-3 terekspresi pada tropozoit akhir {fase yang lebih dewasa).
Falsilysin mengubah oligo peptida menjadi pe'ptida kecil tersebut yang
.selar_i_jutnya menjadi 20 asam amino oleh aminopeptidase. Proses proteolitik
maksimal terjadi pada fase tropozoit diikuti dengan shizont dan cincin {Sherman,
1998; Banerjee et a/, 2002; Ridley, 2002; Wiser, 2003, Sijwali ef af, 2004). Bagan

proses degradasi hemogtobin dalam vakuola makanan parasit malaria sebagai

berikut:
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Beberapa inhibitor .pada proses degradasi hemoglobin  dapat
menyebabkan proses tersebut menjadi terganggu. Secara morfologi hambatan
_inhibitor pada proses degradasi hemoglobin menyebabkan pembengkakan pada
vakuola makanan dan vakuola makanan berwarna gelap, Hasil elektroforesis
dengan SDS-PAGE terhadap akumulasi globin dapat ditunjukkan dengan
adanya pita yang berwarna hitam pada posisi 16 kDa {(Rosenthal et a/ 1991,
Sherman et al, 1998). |
2.3.4. Detoksifikasi heme parasit malaria
Proses pengambilan dan penguraian hemoglobin dari eritrosit yang
terinfeksi parasit menimbulkan konsekuensi yang merugikan bagi parasit.
Hemoglobin yang mengalami proteolisis akan menghasilkan asam
amino dan juga heme bebas (Fe(lll}PPIX). Dalam kaitan ini terjadilah
keseimbangan pembentukan asam amino dan mencegah efek heme bebas.
Heme bebas bersifak toksik bagi parasit dan mempunyai kemampuan untuk
melisis membran parasit malaria serta dapat menghambat aktivitas beberapa
enzim, Oleh karena itu parasit malaria mengembangkan mekanisme detoksifikasi
heme. Mekanisme detoksifikasi heme yang telah teridentifikasi yaitu : 1).
mengubah heme bebas menjadi hemozoin atau pigment malaria, secara
spontan (biokristalisasi) 2). Degradasi yang difasilitasi oleh hidrogen peroxida di
dalam vakuola makanan, 3).Degradasi glutathione-dependent yang terjadi dalam -
sitoplama parasit, 4). Kemungkinan terjadi oksigenasi heme ditemukan pada
P. berghei (parasit rodent} dan P. knowlesi (parasit simian) tetapi tidak terjadi

pada P. falciparum. Detoksifikasi heme menjadi hemozoin sebagai suatu proses
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biokristalisasi merupakan mekanisme utama (major mechanisme) yang terjadi
pada parasit malaria (Sherman,1998; Ziegler, 2001; Auparakkitanon, 2003;
Tekwani, 2005). Proses ini merupakan larget penting pengembangan obat
_antimalaria (Goidie, 1990; Hempelmann,1584; Birago, 1998; Francis, 1.997;
Kurosawa, 2000, Fidock, 2004).

Analisis dengan spektroskopik dan kristalografi X-ray mengindikasikan
bahwa struklur hemozoin sama dengan B-hematin. B-hematin merupakan
bentuk dimer dari heme dengan ikatan kovalen reciprocal antara kelompok
asam karbosilik pada cincin protoporphyrin-IX dan 'atom-atom Fe (Wiser, 2004;

" Rathore, 2006). Bentuk-bentuk dimer tersebut berinteraksi secara langsung
'dengan ikatan hidrogen membentuk kristal hemozoin sehingga formasi pigmen
dideskripsikan sebagai suatu proses biokristatisasi atau biomineralisasi
(Hempelmann, 2002; Hempelmann, 2003, Wiser, 2004). Mekanisme
pembentukan formasi hemozoin belum banyak diketéhui, tetapi histine-rich
protein 2 (PfHRF2) parasit malaria dan lipid-lipid diduga ikut terlibat sebagai
inisiator dalam proses polimerisasi heme tersebut. Histine-rich protein 2
(PIHRP2) P. falciparum merupakan inisiator pada proses polimerisasi heme dan
produk degradasi hemoglobin dan promotor pada degradasi heme yang

;.' menghasilkan HyO, pada vakuola makanan parasit malaria (Wiser, 2004;
Rathore, 2006).

Selanjutnya bentuk ferro (Fez‘-PPIX) dalam vakuola makanan dengan
pelepasan elektron berubah menjadi bentuk ferri (Fe¥*-PPIX) menghasilkan

anion superoksida yang akan diprotek oleh enzim-enzim antioksidan sepert
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superoksida dimustase dan glutathion reduktase pada sitosol parasit malaria
(Wiser, 2003).

Proses detoksifikasi heme ini dapat terjadi juga di sitosol parasit melalui
peran hidrogen peroksida dan degradasi yang dimediasi oleh glutathion.
Berhubungan dengan Glutathion-dependent, diketahui bahwa dalam eritrosit
lintasan pentosa posfat berperan untuk menyediakan NADPH untuk mereduksi
glutathion teroksidasi (GSSG) menjadi glutathion tereduksi (GSH) yang dikatalis
oleh enzim glutathion reduktase Glutathion tereduksi (GSH) inilah yang
berperan mengoksidasi hidrogen peroksida (H,O2) menjadi H.O yang dikatalis
oleh enzim glutathion peroksidase suatu enzim yang mengandung selenium
(Platel, 1999; Auparakkitanon, 2003).

Egan (2002) melaporkan hasil analisis kimiawi dengan elekiron
mikroskop dan dilaporkan bahwa tropozoit P.falciparum terdiri dari 61+ 2% Fe,
dalam eritrosit yang mana 92+ 6% berlokasi pada vakuola makanan, 88+9%
ada dalam bentuk hemozoin. Menurut Wiger, (2004) proses sintesis hemozoin
dan proses degradasi hemogiobin berlangsung secara simultan dengan
mengkonversi 25-50% heme bebas menjadi hemozoin. Selanjutnya dijelaskan
juga bahwa lebih dari 85% besi (Fe) bebas dihasilkan sejak pengarmbilan

| hemdglobin ditemukan dalam hemozoin. Menurut Rathore et a/, (2008) proses
detoksifikasi heme dilakukan dengan pengambilan hemoglobin melalui invaginasi
sitostomal secara pinositosis dari sitosol host. Transpor vesikel kemudian
mentransfer hemogiobin ke vakuola makanan. Skema proses detoksifikasi heme

secara umum terihat Gambar 2.4. di bawah ini.
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Gambar 2.4. Skema pengambiian hemoglobin dan proses detoksifikasi
heme pada parasit maiaria (Rathore ef a/, 2006).

2.4 Tanaman Cempedak (Artocarpus champeden Spreng)
2.4.1 Klasifikasi tanaman

Divisi . Spermatophyta

Sub Divisi - Angiospermae

Kelas : Dicotyiedonae

Sub Kelas - Monocolhamydeae

Bangsa : Urticales

Suku : Moraceae

Marga : Artocarpus

Jenis . Artocarpus champeden Spreng (Backer & Van Den

Brink, 1965; Van Steenis, 1978).

Sinonim : Artocarpus polyphema Pers. (Heyne, 1987)
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2.4.2 Deskripsi tanaman
Habitus  : Pohon berumah satu, linggi 10-20 m, liar atau ditanam, berbuah
pada Juli sampai September.
Batang » Membulat dengan banyak getah yang rekat.
Daun : Helaian daun eliptis sampai memanjang atau bulat telur terbalik 10-

25 x 5-10 cm dengan tangkai 1-3 cm, terdapat banyak trikoma
pada bagian tulang daun, pangkal pendek yang menyempit, tepi
rata, serupa kuli, cari atas méngkilat. hijau tua. Daun penumpu
bulat telur memanjang.

Bunga : Karangan bunga jantan atau betina. Bulir betina berbentuk gada
memanjang, bunga tenggelam pada poros, bagian yang bebas
panjangnya £ 3 mm, pada ujung yang berpori muncul kepala putik
yang tunggal serupa cacing. Bulir jantan silindris hijau pucat afau
kekuningan, bunga sangat kecil dengan tenda bunga pendek
bertajuk dua yang pipih pada ujungnya dan satu benang sari.

Buah : Buah semu kerapkali pada cabang, silindris memanjang, bau
menusuk, bertonjolan ringan, tonjolan piramidal, segi 4-7, daging
sekeliling biji, serupa puding lendir.

Biji : Biji panjangnya 2-3 cm, diliputi oleh semacam lapisan daging biji
berwarna kuning tua, lembut, tipis, mengandung banyak air dan

terasa manis (Van Steenis, 1978; Morton, 1987).
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merupakan senyawa fenol terbesar yang terdapat dalam tumbuhan ini dan telah
diketahui memiliki berbagai aktivitas biclogis dan farmakologis.

Tanaman ini mengandung senyawa flavonoid yang diberi nama
artokarpin, heteroflavanon-A dan siklocampedol bersama-sama dengan empat
senyawa triterpen, yaitu sikloeukalenol, glutino!, sikloartenon, dan 24-
metilensikloartanon, serta suatu sterol, sitostero! (Hakim, 1998 ).

Isolasi dan determinasi siruktur beberapa  senyawa baru flavon
terisoprenilasi dari A, champeden Spreng juga telah dilaporkan  yaitu
artoindonesianin A dan B (Syah, 2002) dan artoindonesianin M (Syah, 2002).

Kandungan senyawa lain yang telah dilaporkan juga vyaitu dua senyawa
flavon terisoprenilasi, artoindonesianin U (1) dan V (2) yang diisolasi dari kayu
tanaman A.champeden, bersama dengan tiga senyawa yang telah diketahui
yaitu 5'-hydroxycudraflavone A, cyclocommunin dan artonin 8. Senyawa 1 dan 2
menunjukkan aktivitas toksik yang kuat terhadap P-388.ceff fines (Syah, 2004).

Menurut Achmad (2004}, bahwa A. champeden Spreng mengandung
suatu campuran yang kompleks dari beberapa jenis flavonoid yang dapat
disusun menjadi 7 jenis berdasarkan kerangka karbon yang berlainan yaitu jenis

Flavonon, flavon, 3-prenilflavon, piranoflavon, oksepinoflavon,
dihidrobenzosanton dan furanodihidrobenzosanton. Jenis-jenis senyawa ini
adalah homogen dan mempunyai ciri khas dalam arti mengandung satu unit
isoprenil yang terikat pada atom C-3 dan teroksigenasi pada posisi 2 4' atau
posisi-2'4'6’ pada cincin B dari kerangka flavon. Secara biogenesis kerangka-

kerangka karbon ini berasal dari 3- penilffavon yang berturut-turut mengalami
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siklisasi yang melibatkan subsituen isoprenil yang terikat pada C-3 dan cincin B
(Achmad, 2004).

Menurut Achmad (2004), tanaman cempedak (A. champeden Spreng.)
mengandung beberapa jenis flavonoid yang dapat dikelompokkan menjadi tujuh
macam (Gambar 2.1), yaitu :

Flavanon : Artokarpanon, Artoindonesianin E dan
Heteroflavanon A

Flavon - Norartocarpetin

3-prenilflavon - Artokarpin, Kudraflavon C, Artoindonesianin Q,

Artoindonesianin @ R, Arloindonesianin U  dan

Heterofilin
Oksepinoflavon . Artoindonesianin B, Artonin A, Chaplashin
Piranoflavon » Siklokomunol, Siklokomunin, Sikioartokarpin,

Siklocampedol atau Artoindonesianin
Dihidrobenzosanton  : Artoindonesianin T, Artoindonesianin S,
Artoindonesianin V
* Furanodihidrobenzosanton : Artoindonesianin A, Artoindonesianin M.
Menurut Hakim (2006 ), senyawa-senyawa feno! dari Arfocarpus
Artocarpus terdiri dari flavonoid terisoprenilasi, stilbene dan 2-
arylbenzofuran. (dentifikasi selanjutnya berdasarkan kerangka dasar flavonoid
diklasifikasikan yaitu khalkon, flavanon, flavon, flavan-3-ol, dan 3-isoprenilflavon
(Gambar 2.6). Kelas-kefas lain yang termasuk dalam struktur flavon yang

mengalami modifikasi dimana bentuknya berupa derivat siklik seperi 3-
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prenylflavon yang memiliki bentuk 2'.4’.dioksigenasi atau 2',4'5’-
trioksigenasi pada cincin B yaitu oxepinofiavon, pirancflavon,

dihydrobenzoxanthon, furancdihydrobenzoxanthon

CH HO\O/OH
HO. | O HO_ A O o HO
G s
OH ¢

OH O

Chalcone Ravanone Flavone

OH

OH CcH O

Flavan-3-¢! 3-Pronyfflavone

Gambar 2.6. Kelompok flavonoid pada A. champeden Spreng.
(Hakim, 2006).

Jenis-jenis senyawa ini adalah homogen dan mempunyai ciri khas dalam
arti mengandung satu unit isoprenii yang terikat pada atom Cj dan teroksigenasi
pada posisi 2'4' atau posisi 2'4'5' pada cincin B dari kerangka flavon. Secara
biogenesis, kerangka-kerangka karbon ini berasal dari 3-prenilflavon yang
berturut-turut mengalami siklisasi yang melibatkan substituen isoprenil yang

terikat pada C; dan cincin B. Struktur molekul yang demikian merupakan ciri
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khas senyawa-senyawa 3-prenilflavon dan merupakan indikator kemotaksonomi
dari famili Moraceae {Achmad, 2004).
2.5 Senyawa Flavonold dan Aktivitas antimalaria
2.5.1 Senyawa flavonoid
Fiavonoid adalah suatu kelompok senyawa fenol yang ditemukan di
*alam dalam jumlah besar, terutama pada tanaman tingkat tinggi dan banyak
ditemukan dalam buah-buahan, sayuran, teh, anggur dan bir (Rodriquez-
Proteau, 2006). Flavonoid terutama berupa senyawa yang larut dalam air.
Senyawa ini dapat diekstraksi dengan etanol 70% dan tetap ada dalam lapisan
air setelah ekstrak ini dikock dengan eter minyak bumi. Flavonoid berupa
senyawa fenol oieh karena itu warﬁanya berubah bila ditambah basa dan
amonia, jadi lebih mudah dideteksi pada kromatogram atau dalam farutan.
Flavonoid mengandung sistem aromatik yang terkonyugasi dan karena itu
menunjukkan pita serapan kuat pada daerah spektrum UV dan spektrum
tampak antara lain panjang gelombang maksimum utama antosianin pada 475-
560 nm dan panjang gelombang maksimum tambahan pada 275 nm. Khalkon
.pada panjang gelombang maksimum 365- 390 nm dan panjang gelombang
maksimum tambahan pada 240-260 nm. Filavanon dan flavanonol pada
panjang gelombang maksimum 27-279 nm dan panjang gelombang maksimum
tambahan pada 310-330 nm (Harborne, 1998).
Senyawa-senyawa golongan flavonoid mempunyai kerangka dasar
karbon Cis dengan susunan Cg-Ci-Cg dimana g.uguslaril (Cs) terikat pada

suatu rantai propan C; yang digambarkan sebagai berikut:
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Gambar 2.7. Struktur dasar Flavonoid. Cincin A dan cincln B
dihubungkan dengan 3 atom karbon { "three-

carbon bridge” } (Ganora, 2002).
Menurut Robinson {1995), kerangka senyawa flavonoid terdiri atas
dua gugus Cs (cincin benzena tersubsitusi) disambungkan oleh rantai alifatik
tfga-karbon. Kelas-kelas yang berfainan dalam kelompok ini dibedakan
berdasarkan cincin heterosiklik-oksigen tambahan dan gugus hidroksil yang
tersebar menurut pola yang berlainan. Golongan terbesar flavonoid umumnya
mempunyai c¢incin piran yang menghubungkan rantai tiga-karbon dengan salah

satu dari cincin benzena.

Flavonoid memiliki sejumlah gugus hidroksil yang tak tersulih atau
suétu gula sehingga flavonoid merupakan senyawa polar dan umumnya iarut
dalam pelarut polar seperti etanc! (EtOH), metanol (MeOH), butanol (BuOH),

aseton, dimetil sulfoksida {(OMSQ), dimetilformamida (DFM), air dan lain-lain.

Adanya gula yang terikat pada flavonoid cenderung menyebabkan flavonoid
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lebih mudah larut dalam air dan dengan demikian campuran pelarut di atas
dengan air merupakan pelarut yang lebih baik untuk glikosida (Markham, 1981).
2.5. 2, Aktivitas antimalaria senyawa flavonoid

Aktivitas farmakologik dari senyawa flavonoid {elah banyak dipelajari,
dan diketahui bahwa senyawa ini menunjukkan aktivitas biologi yang luas
aktivitas seperti efek hipotensif, efek sitotoksisitas, anti tumor, antikanker,
antioksidan, antimalaria. Penelitian Durgo (2007) menggunakan sel karsinoma
laringeal pada manusia dilaporkan bahwa flavon (kuersetin, fisetin, dan
myricetin), flavonol (luteolin) dan flavanone glikositase (naringin), memiliki
kemampuan antara fain . menghambat dehidrogenase mitokondria sebagai
indikator efek sitotoksik, berpengaruh  pada level glutatione, mempunyai efek
antioksidant, dan mempengaruhi permeabilitas membran.

Penelitian terhadap senyawa flavonoid tanaman Arfemisia annua
terutama dari ekstrak kloroform yaitu metoksilaéi artemilin, chrysoplenetin,
chrysosplenol-D dan cirsilineol memiliki a2ktivitas antimalaria in vitro dengan ICso
sebesar 2,4-6,5 x 10° M. Hasil ini terlihat bahwa aktivitas flavonoid pada
A.annua juga potensial sebagai antimalaria bila dibandingkan dengan iCsp
artemisinin (sesquiterben lacton dari ekstrak heksana) yaitu 3 x10 M terhadap
P. falciparum (Chen Liu , 1992).

Brandao {1897), melaporkan adanya aktivitas antimalaria in vitro tanaman
Bidens pifosa dan spesies Bidens {Asteraceae) yang lain. Aktivitas ini berkaitan
dengan adanya kandungan senyawa acetylen dan flavonoid. Ekstrak etano!

(daun dan akar) dan fraksi kioroform dan butanol dengan konsentrasi 50 pg/mi
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dapat menghambat 90% P, falciparum. Percoban secara in vivo paada mencit
menyebabkan hambatan terhadap pertumbuhan P. berghei.

Selanjutnya Boonlaksiri (2000), melaporkan bahwa senyawa flavonoid
(stilbene terprenilasi) dari A. integer mempunyai aktivitas antimalaria in vitro
pada P. falciparum.

Senyawa-senyawa flavonoid seperti 7,3'-O-dimethylquercetin, dan 7-O-
methylluteolin yang diisolasi dari daun Rhus refunorrhoea Steud diketahui
mempunyai aktivitas antimalaria terhadap P. falciparum (W2 Clone) dengan IC so
0,98 pg/ml dan I1Cse 2,8 pg/ml terhadap P.falciparum (W6 Clon) (Ahmed , 2001).

Penelitian terhadap tanaman Bidens pilosa yang digunakan di Brasil
untuk pengobatan mailaria, diketahui bahwa ekstrak 80% etanol dan fraksinya
aktif secara menghambat pertumbuhan P.falciparum secara in vitro. Aktivitas

 tersebut disebabkan adanya senyawa golongan flovonoid (Oliveira, 2004).

Penelitian terhadap tanaman  hop {(Humulus Jupulus L.) famili
Cannabinaceae diketahui bahwa tanaman ini mengandung senyawa-senyawa
polifenol seperti flavonoid terutama kalkon terprenilasi. Pengujian in wvitro
terhadap tujuh derivat khalkon diketahui memiliki efek terhadap proses
degradasi hemin (Frolich, 2005), antimutagenik, antioksidasi, aktivitas
kemopreventif pada kanker (Miranda, 2000).

Aktivitas flavonoid juga dilaporkan pada penelitian yang dilakukan terhadap
tanaman A.annua. Tanaman ini dikenal sebagai bahan dasar obat malaria
artemisinin dengan kandungan sesquiterpen lakton yang aktif terhadap obat-obat

resisten terhadap  P. falciparumn. Hasil penelitian terhadap beberapa senyawa
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flavonoid tanaman ini diketahui bahwa flavonoid dapat meningkatkan reaksi
artemisinin terhadap hemin, dan memiliki aktivitas antimalaria secara in vitro
yang potensial (Bilia , 2006).

Selanjutnya untuk suatu isolat yang poten sebagai obat antimalaria yaitu
apabila nilat ICse nya < 1-6 pM untuk uji in vitro, dan < 5-25 mg/kg BB pada in
vivo ( Fidock, 2004).
2.6.Tinjauan Tentang Ekstrakst dan Isolast Senyawa Bahan Alam

Kata "ekstraksi® berasal dari bahasa Latin “extractic” atau “extrahere”
yang berarti “menark-kelvar’. Yanq 'ditarik-keluar’ adalah senyawa-senyawa
kimia (misalnya senyawa aktif)y dari Jaringan tumbuhan atau hewan. Untuk
menarik keluar senyawa-senyawa tersebut dapat dilakukan dengan cara
penyarian, pemerasan, 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, sehingga dalam pengerjaannya
harus selalu dipettimbangkan pemilihan pelarut yang tepat, sehingga dapat
melarutkan dan menarik keluar bahan aktif tersebut (Iskandar, 2000).

Dalam bahan baku tumbuhan atau hewan terkandung berbagai zat atau
senyawa lain yang dapat mengganggu dalam mendapatkan suatu bahan aktif
yang diinginkan. Bahan-bahan seperti guta, pati, gom, lendir, peklin, lemak dan
selulosa mungkin ada yang tidak diperlukan, tetapi tidak jarang justru hahan-
bahan tersebut yang terekstraksi. Dengan demikian tujuan ekstraksi adalah

menarik keluar bahan yang diperlukan saja, atau apabila bahan-bahan yang
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tidak diperlukan ikut terekstraksi, maka harus dilakukan tahapan berikutnya, yaitu
isolasi bahan yang dikehendaki saja.

Ekstraksi suatu bahan tanaman tergantung pada tekstur dan kandungan

air dan bahan tersebut dan juga pada jenis senyawa yang akan diisolasi.
- Biasanya sebelum melakukan ekstraksi, diperlukan suatu perlakuan awal
terhadap bahan tersebut untuk mencegah terjadinya reaksi oksidasi enzimatis
atau hidrolisis yang dapat merusak atau mengubah senyawa-senyawa yang
térkandung dalam bahan tersebut. Hal ini bisa dilakukan dengan cara merendam
bahan segar dalam alkohol mendidih, atau dapat juga dikeringkan secepat-
cepatnya dengan bantuan aliran udara, tanpa menggunakan suhu tinggi
(Harborne, 1987).

Untuk memperoleh kandungan senyawa organik dari jaringan tumbuhan
kering biasanya dilakukan ekstraksi-sinambung serbuk bahan menggunakan
sederetan pelarut secara berganti-ganti, umumnya menggunakan pelarut-pelarut
dari yang Kurang polar sedikit demi sedikit meningkat sampai yang paling polar. |
Ekstraksi yang berdasarkan pada perbedaan kepolaran senyawa kandungan ini
berguna untuk telaah profil fitokimia dari suatu tumbuhan sebelum dilakukan
kromatografi atau pemisahan selanjutnya. Pemisahan dan pemurmian senyawa
(isolasi) lebih lanjut dilakukan dengan menggunakan berbagai metode
kromatografi yang cocok, antara lain kromatografi kolom dan kromatografi lapis

tipis (Harborne, 1987).
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sephadex, polivinil pirolidon, dan campuran dua atau [ebih bahan di atas.
Kecepatan KLT disebabkan oleh sifat adsorben yang lebih padat bila disaputkan
.pada pelat penyangga. Kecepatan KLT ini sangat menguntungkan dalam
penelaahan senyawa-senyawa yang sifatnya fabil. KLT juga merupakan metode
yang peka sehingga bila diperiukan dapat dipakai untuk memisahkan bahan
yang jumiahnya Kecil sampai ukuran mikregram (Harborne, 1996},
2.6.2. Kromatografi kolom
Pada kromatografi kolom dibutuhkan kolom pemisah berupa suatu tabung
yang diisi dengan bahan pengadsorpsi (silika gel, selulosa, poliamida, gel
_ sephadex) dan pelarut pengembang. Sampel dilarutkan dalam sesedikit mungkin
pelarut, ditempatkan di bagian atas kemasan kolom, dan kemudian dieluasi.
Pelarut untuk melarutkan sampel sama dengan pelarut yang perfama kali akan
digunakan untuk mengeluasi. Sampel yang kurang larut atau berbentuk kental
dapat disiapkan dengan melapiskannya terlebih dahulu pada sejumlah kecil
adsorben. Selanjutnya dilakukan eluasi dengan pelarut yang sesuai. Pelarut
yang digunakan untuk mengeluasi pada kromatografi kolom umumnya
merupakan pelarut atau campuran pelarut yang dimulai dari yang kepolarannya
rendah dan meningkat ke pelarut atau campuran pelarut yang kepolarannya
tinggi (Roth and Blascke, 1988; Markham, 1981).
Dengan menggunakan cara kromatografi kolom, skala pemiszhan dapat
di_tingkatkan hampir ke skala industri (Markham, 1981). Dengan kromatografi
kolom, campuran zat-zat kandungan dapat dipisahkan menjadi fraksi-fraksi yang

" cukup jumlahnya untuk dilakukan berbagai uji aktivitas (Robinson, 1995). Untuk
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isolasi, penggunaan cara ini dapat menghasilkan senyawa murni dalam skala
gram (Harborne, 1996).
.2.7. Tinjauan Spektroskopi
2.7.1. Spektroskopi infra merah
Spektrometri inframerah merupakan salah satu alat yang penting dalam
penentuan struktur senyawa organik. Spektrum inframerah memberikan
gambaran mengenai gugus-gugus fungsi yang terdapat dalam suatu molekul.
Inti-inti atom yang terikat oleh ikatan kovalen mengalami getaran aiau
vibrasi. Jika molekul menyerap radiasi inframerah, energi yang diserap
menyebabkan kenaikan amplitudo vibrasi atom-atom yang terikat itu. Jadi
molekul tersebut berada dalam keadaan vibrasi tereksitasi. Ikatan antara dua
atom dapat mengalami vibrasi ufur atau vibrasi tekuk. Setiap ikatan memertukan
energi tertentu agar berpindah ke keadaan vibrasi tekuk tereksitasi dan sejumiah
energi tertentu untuk berpindah ke keadaan vibrasi ulur tereksitasi. Dengan kata
fain suatu ikatan akan menyerap energi dengan panjang gelombang tertentu,
Senyawa yang dianalisis dapat dilarutkan dalam kloroform atau CCly,
berupa gerusan dalam minyak nujoi atau zat dicampur homogen dengan kalium
bromida (KBr) kemudian dikompresi sampai terbentuk cakram tipis yang

transparan (Harborne, 1987).
Menurut Silverstein (1991), gugus C=0 terdapat pada daerah serapan

1820-1600 cm™, C=C aromatik pada 1650 cm™, O-H pada 3400-2400 cm™, dan

C-H aromatik pada daerah 3000 -2700 cm™ .
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proton-proton dalam suatu molekul mempunyai lingkungan kimia dan magnetik
yang berlainan. Karena medan magnet yang sebenarnya dialami oleh setiap
- .proton adalah gabungan antara Hy dan medan magnet molekul imbasan, maka
untuk beresonansi diperlukan energi (radio frekuensi) yang berbeda-beda,
sehingga dapat diperoleh suatu spektrum (Rudyanto, 2004).
2.8. Tinjauan Densitometri

Densitometri adalah analisis instrumental berdasarkan interaksi
elektromagnetik dengan analit yang merupakan noda pada KLT. Walalupun
‘dapat digunakan untuk analisis kualitatif dan kuantitatif densitometri lebih
ditittkberatkan pada analisis kuantitatif analit-analit dengan kadar yang sangat
kecil, yang periu dilakukan pemisahan terlebih dahuluy dengan menggunakan
KLT (Mulja, 1995). Untuk analisis kualitatif, kromatogram yang dihasilkan adalah
spektrum gelombang. Apabila panjang gelombang maksimum pembanding sama
dengan panjang gelombang maksimum sarnpel-, kemungkinan zat tersebut
adalah sama.
2.9. Studi ultrastruktur parasit malaria dan skrining obat baru

Studi ultrastruktur dengan menggunakan mikroskop elektron merupakan
salah metode untuk mengamati secara detail proses biokimiawi pada mahluk
hidup dan problem biclogi. Menurut Bozzola and Ruséeli (1998), pengamatan
dengan elektron mikroskop dapat menunjukkan pengaruh yang terjadi pada
organisasi jaringan khususnya pada sel. Penggunaan mikroskop elektron juga
mampu mengvisualisasikan pembentukan atom dén molekul misalnya bentuk-

bentuk molekul DNA. Penggunaan mikroskop elektron telah dimulai pada tahun
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1932-an oleh Knoll dan Ruska, pada studi- studi biologi. Pada tahun 1942
- Emmel, Jakob, dan Golz menggunakan mikroskop elekiron pertama kali pada
-studi malariologi khususnya pada pengamatan sporozoit dari Plasmodium vivax

(Aikawa, 1971). Sampai tahun 1970-an maju dengan pesat dalam

mendiskripsikan masalah-masalah biologi terutama Penemuan struktur dan

komponen sel. Ernst Ruska dan Max Knoll mendapatkan penghargaan pertama
dalam pengembangan metode dengan mikroskop elektron. Ruska mendapatkan

hadiah nobel di bidang Fisika pada tahun, 1986.

Preparasi jaringan untuk pengamatan pada mikroskop elektron transmisi
merupakan proses yang penting. Setiap tahapan pada proses prosedur yang
dilakukan sangat berpengaruh pada kualitas akhir dari gambaran mikroskopis
yang akan diamati. Secara umum preparasi sampel untuk mikroskop elektron
transmisi terdiri dari 8 (delapan) tahapan utama yaitu: fiksasi awal, pencucian,
fiksasi kedua, proses dehidrasi, infiltrasi dengan pelarut transitional, infiltrasi
dengan resin (damar), pembuatan blok (embedding) dan curing.

Berdasarkan “Guidefines for antimalarial drug screening”, tahap peﬁama
dalam proses skrining obat baru adaiah evaluasi aktivitas /n vifro calon obat
baru. Skrining obat merupakan penerapan paling penting dari pengujian yang
dilakukan secara in vitro. Dibandingkan dengan model malaria rodenf (mamalia
Rodentia) in vivo, pengujian in vitro mempunyai beberapa keuntungan sebagai
berikut, yaitu penggunaan spesies parasit ma!arié yang sama dengan spesies |
yang menginfeksi manusia, adanya kemungkinan untuk menguji beberapa

senyawa secara bersamaan dan dengan konsentrasi yang tinggi, hanya
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memeriukan obat dalam jumlah kecil (terutama untuk isolat dari tanaman
maupun obat yang sukar disintesis) serta mekanisme kerja obat yang dapat
.dipéntau. Skrining pengujian in vifro juga mempunyai kerugian, antara lain
kurangnya informasi mengenai metabolisme obat, farmakokinetik dan toksisitas
obat (Trager and Jensen 1976 ; Fidock ef af , 2004).

2.10. Sodium dodesil sulfat - poliakrifamid gel elektroforesis (SDS-PAGE)

Protein dapat dipisahkan dan dimurnikan berdasarkan komponen, ukuran
dan kelarutannya vyang berbeda-beda. Protein juga dapat dipisahkan
berdasarkan ikatan proteinnya yaitu ikatan peptida.

Metode yang paling sering digunakan untuk pemisahan protein adalah
metode elektroforesis. Elektroforesis berasal dari kata ‘“electro” yang
menunjukkan energi elektrik yang digunakan. Sedangkan kata “phoresis” berasal
dari bahasa Yunani yang artinya membawa (fo carry across). Elektroforesis
adalah suatu gerakan partikel koloid yang bermuatan listrik melzalui suatu gel
| karena pengaruh medan listrik (Aulanni'am, 2004).

Metode elektroforesis yang paling sering digunakan adalah Sodium
dodesil sulfat- poliakrilamid gel elektroforesis (SDS-PAGE). Sodium Dodesil
Sulfat (SDS) berfungsi sebagai detergen anionik yang akan melindungi protein
dari denaturasi pada saat pemanasan. Denaturasi disebabkan oleh pecahnya _
ikatan disulfida yang akan tereduksi menjadi gugus-gugus sulfhidril.

Gel poliakrilamid dapat dibentuk melaiui ikatan silang rantai poliakrilamid.
Rantai poliakrilamid terbentuk dari polimerisasi monomer-monomer akrilamid

“(CH=CH-CO-NH,) menjadi rantai poliakrilamid yang panjang. Proses
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BAB 3
KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian

Penemuan Obat antimalaria baru

¥
4 4
Target potensial Tanaman: sumber obat
malaria
\ 2 [ 4
Transport Fungsi mitokondria .
membran Kulit batang cempedak (Artocarpus
(NPP} champeden Spreng).
X - Etnofarmakologi :demam/ malaria
-Ekstrak Metanot , fraksi Kloroform,dan
Pemecahan protein host ekstrak DCM : Antiplasmodial secara
in vitro dan in vivo.
-Mengandung flavonoid: stilbene
terprenitasi : Antiplasmodial /n vitro
4
Sitosol Plasmodium - Khalkon {suatu flavonoid) :

hambatan degradasi
hemoglobin (Biagini, 2003).

- Xanthohumol dan prenilasi
khalkon:hambatan
detoksifikasi heme (Frolich,
2005)

Vakusla puabanan dan aldivitas S
hinkimimw f
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Senyawa flavonoid diduga
memiliki hambatan  pada
degradasi hemoglobin dan
detoksifikasi heme parasit

Kematian parasit
malaria
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(Hemozoln)

I

-
2 Sintess protein
3

A

r
Ekstrak metanol dan diklorometana kulit batang
A.champeden mengandung senyawa flavonoid

—— : yang diteliti antimataria yang memiliki efek pada morfologi dan

weee - tidak diteliti aktivitas biokimiawi dengan menghambat

Bl : target degradasi hemoglobin dan detoksifikasi heme
senyawa aktif parasit malaria

Gambar 3.1. Skema Kerangka Konseptual Penelitian

DISERTASI

EFEK ANTIMALARIA SENYAWA FLAVONOID MARIA NINDATU



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga 55

Berdasarkan kerangka konseptual diatas dapat dijelaskan sebagai
berikut :

1. Resistensi dari obat-obatan antimalaria yang ada sekarang ini
terhadap P. falciparum sangat mengkhawatirkan, karena resistensi
parasit menyebabkan berkurangnya aktivitas obat antimalaria
(Biagini, 2003).

2. Belum berhasilnya upaya untuk menemukan vaksin malaria yang
ideal, maka aktivitas riset yang bertujuan untuk mengidentifikasi
target intervensi kemoterapi dan penemuan obat baru menjadi
sarana utama dalam upaya penanggulangan malaria.

3. Tanaman A. champeden Spreng (suku Moraceae) telah digunakan
sebagai malaria, disentri dan penyakit kulit (Heyne.1987; lwasaki
and Ogata,1995).

4. Ekstrak diklorometana, metanol dan fraksi kloroform kulit batang
A.champeden memiliki senyawa aktif yang bersifat = antiplasmodial
secara in vitro maupun in vivo.

5. Penelitian yang teiah dilakukan Hakim ef a/ (1998), menunjukkan
bahwa kulit batang cempedak mengandung senyawa utama
golongan flavonoid dan terpenoid. Senyawa stilbene terprenilasi
suatu flavonoid dari famili Moraceae telah dilaporkan mempunyai
aktivitas antimalaria in vitro pada P.falciparum (Boonlaksiri- ef al,
2000). Senyawa flavonoid yang diisolasi dari A.champeden juga

memiliki akiivitas antimalaria (Widyawaruyanti et a/, 2007).
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BAB 4
METODE PENELITIAN
4.1. Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dan
untuk mencapai tujuan penelitian ini, maka telah dilakukan tahapan
penelitian sebagai berikut :
4.1.1. Ekstraksi dan dan fraksinasi kulit batang A. champeden
Ekstraksi serbuk kulit batang A. champeden dilakukan dengan cara
maserasi berturut-turut menggunakan pelarut n-heksana, diklorometana
dan dilanjutkan dengan pelarut metanol.
4.1. 2. Uji aktivitas antimalaria in vifro hasil fraksinasi ekstrak metanol
a. Persiapan kultur parasit
Parasit P. falciparum yang digunakan dalam penelitian ini dikultivasi
dengan metode Trager and Jensen (1976).

b. Persiapan bahan ujfi

Bahan uji berupa fraksi dari ekstrak metanol kulit batang
A. champeden dilarutkan dalam DMSO. Kemudian dilakukan serial
pengenceran dengan medium sampai diperoleh 5 konsentrasi bahan uji :
100; 10; 1; 0,1; 0,01pug/ml
¢. Uji aktivitas antimalaria
Uji aktivitas antimalaria in vitro dilakukan pada lempeng multi titer
datar dengan 24 lubang. Pengujian dilakukan pada kultur parasit dengan
tingkat parasitemia 1% dan hematokrit 5% menggunakan duplikasi

percobaan.
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4.1.3. Isolasi senyawa flavonoid dari ekstrak metanol A. champeden

a. [solasi dilakukan dengan menggunakan metode kromatografi kolom
dan kromatografi lapis tipis preparatif

b. Identifikasi isolat dengan Kromatografi lapis Tipis

c. Identifikasi isolal dengan Spektrometer RMi~ 'H = 1°C (Resonansi
Magnetik Inti) : Spektra ProtonSpekira Karbon, Spektra
COSY Spektra HMBC,Spektra HMQC

d. Identifikasi isolat dengan spektromster HRFAB-MS

e. Identifikasi isolat dengan spektrometer FTIR

4.1.4. Uji aktivitas antimalaria in vitro dari isolat hasil isolasi ekstrak
metanol.

a, Persiapan kultur parasit
barasit P. falciparum yang digunakan dalam penelitian ini
dikultivasi dengan metoda Trager & Jensen (1876).

b. Persiapan bahan uji
Bahan uji berupa isolat dari ekstrak metano! kulit batang
A. champeden dilarutkan dalam DMSO. Kemudian ditakukan serial
pengenceran dengan medium sampai diperoleh 5§ konsentrasi bahan
uji : 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 pg/ml

¢. Uji aktivitas antimalaria
Uji aktivitas antimalaria in vitro dilakukan pada lempeng multi titer
datar dengan 24 lubang. Pengujian dilakukan pada kultur parasit
dengan tingkat parasitemia 1% dan hematokrit 5% dengan duplikasi

percobaan. Rancangan penelitian pada uji antimalana in vitro baik
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terhadap ekstrak, fraksi maupun isolat dapat digambarkan pada

Gambar 4.1. sebagai berikut:
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Gambar 4.1. Rancangan penelitian uji antimalaria in vitro

4.1.5. Uji efek isolat dan senyawa aktif antimalaria pada morfologi
parasit malaria '

a. Pengamatan dengan mikroskop cahaya
Uji efek isolat dan senyawa sktif antimalaria pada morfologi parasit

malaria, yang diémati dengan mikroskop cahaya, dilakukan secara in vitro.

Pengujian ditakukan menggunakan P.falciparum strain 3D7 pada lempeng

multititer datar dengan 6 lubang (well} menggunakan kultur parasit dengan

tingkat parasitemia 1% dan hematokrit 5%. Pengamatan kondisi morfologi

dilakukan pada masa inkubasi 0, 6, 12, 24, 36 dan 48 jam. Rancangan .
penelitian pada pengujian terhadap isolat dan senyawa aktif dapat

digambarkan pada Gambar 4.2. sebagai berikut:
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Konsentrasi akhir
Kelompok B . 050 {ug/mi}

perlakuan isolatdan | ]
LSNP senyawa
Pengamalan
Isolat/senyawa . Waktu morfologi
flavonoid aktif % pengamatan dangan
antimalaria | 0.6,12,24.36 mikroskop
dan 48 jam cahaya
Kelompok s Tanpa bahan
kontrol akdtif

Gambar 4.2. Rancangan penelitian uji efek isolat dan senyawa aktif
antimalaria terhadap pada morfologi parasit malaria
menggunakan mikroskop cahaya

a. Pengamatan dengan mikroskop elektron transmisi

Uji efek isolat dan senyawa aklif antimalaria pada morfologt vakuola
makanan parasit malaria, yang diamati dengan mikroskop elekfron
fransmisi, dilakukan secara in vitro. Pengujian dilakukan menggunakan

P. felciparum strain 3D7 pada lempeng muiti titer datar dengan 6 lubang

(well) menggunakan kultur parasit dengan tingkat parasitemia 1% dan

hematokrit 5%. Pengamatan ultrastrukiur parasit dilakukan pada masa

inkubasi 6 dan 24 jam. Rancangan penelitian pada pengujian terhadap

isolat dan senyawa aktif dapat digambarkan pada Gambar 4.3 sebagai

berikut:

DISERTASI
EFEK ANTIMALARIA SENYAWA FLAVONOID MARIA NINDATU



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

UL

Kelompok
perlakuan

-9

L N—

isolat/senyawa
flavonoid aktif
antimalaris

—

Konsentrasi akhir

senyawal0 pg/ml

isolat dan

Kelompok
kontrol

-t

Tanpa bahan

=i

Waklu
pengamatan 6
dan 24 jam

a

aklif

Pangamatan
meosfofogl
dengan
mikroskop
alekiron
transmisi

Gambar 4.3. Rancangan penelitian uji efek isolat dan senyawa aktif
antimalaria pada morfologi vakuola makanan parasit
menggunakan mikroskop elektron transmisi .

4.1.6. Uji efek isolat flavonold aktif antimalaria terhadap aktivitas
biokimiawi pada vakuola makanan parasit malaria

a. Ujt hambatan degradasi hemoglobin (Pandey et &/, 1999).

Pengujian dilakukan secara in vitro dengan menggunakan suspensi

P. berghei yang berasal dari mencit dengan parasitemia kurang lebih 20%

dan hematokrit 4%. Eksperimen dilakukan dengan duplikasi percobaan.

Rancangan penelitian terlihat pada Gambar 4.4 di bawah ini :
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Gambar 4.4. Rancangan penelitian uji degradasi hemoglobin secara
in vitro

4.1.7. Uji hambatan detoksifikasi heme sintetis {(8-Hematin Inhibition
Assay=BHIA) (Tekwani el al, 2005).

Hambatan proses detoksifikasi heme dilakukan dengan penguijian
hambatan B-hematin secara sintetis (in vitro). Senyawa flavonoid  aktif
antimalaria dari kulit batang A. champedan (konsentrasi akhir 10 pg/mil)
diinkubasi dalam bufer asetat dengan [arutan a-chlorohemin (Sigma)
selama 24 jam, dengan duplikasi percobaan. Rancangan penelitian terlihat

pada Gambar 4.5. di bawah ini :
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Gambar 4.5. Rancangan penelitian uji hambatan 3-hematin sintetis.

Dari data persen hambatan B-hematin untuk masing-masing

senyawa aktif kemudian dilakukan analisis statistik menggunakan Anava

satu arah (one way Anave) dan dilanjutkan dengan uji Tukey apabila

terdapat perbedaan bermakna antara kelompok perlakuan dan kontrol

negatif,

4.1.8. Uji hambatan detoksifikasi heme secara ultrastruktur.

Pengujian hambatan detoksifikasi heme pada P. falcipsrum 307 yang

diberikan senyawa aktif antimalaria dari kulit batang A. champeden dengan

konsentrasi 10 pg/ml dilakukan secara in vitro menggunakan lempeng

mikrotiter datar dengan 24 sumur. Inkubasi parasit dilakukan selama 6 dan

24 jam, dengan dupfikasi percobaan. Rancangan penelitian seperti terlihat

pada Gambar 4.3.

4, 2 Sampel Penelitian

Sampel penelitian yaitu :

fraksi, isolat dan senyawa aktif dari

ekstrak metanol dan ekstrak diklorometana kulit batang cempedak
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(A. champeden Spreng). Secara umum sKema rancangan penelitian

sabagai berikut (Gambar 4.8):

Kullt batang cempedak
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L
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dan aktivitas biokimizwi parasit malaria

Gambar 4.6. Skema rancangan penelitian
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4.3. Variabel penelitian

a. Variabel bebas

Variabel bebas yaitu : Konsentrasi dari fraksi, isolat dan senyawa aktif dari
kulit batang cempedak (A. champeden)

b. Variabel tergantung

Variabel tergantung, yaitu :

1. Persentase parasitemia (pada uji aklivitas antimalaria in viiro)

2. Persen pembentukan B-hematin (pada uji hambatan p-hematin)

4.4, Definisi Operasional

1. Persen parasitemia : jumlah eritrosit yang terinfeksi parasit délam
5000 eritrosit dalam persen (%)

2. Hambatan pertumbuhan parasit . bila {erjadi penurunan tingkat
parasitemia pada pembenan bahan uji dibandingkan dengan kontrol
negatif (tanpa pemberian bahan uji)

3. Persentase (B -hematin : 8 -hematin yang terbentuk pada pemberian
bahan uji dibandingkan dengan kontrol negatif (tanpa pemberian
bahan uji}.

4.5, Bahan Penelitian
4.5.1. Bahan tanaman
Kulit batang cempedak (A. champeden) yang diperoleh dari desa

Makbalim, distrik Salawati, Kabupaten Sorong, Irian Jaya, pada bulan
Agustus 2004 dan telah dideterminasi di Herbarium Bogoriense, Bogor,
Jawa Barat. Kuiit batang cempedak dikeringkan dengan cara diangin-

anginkan di udara terbuka. Setelah kering kemudian dihaluskan sampai

menjadi serbuk.
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4.5.2, Bahan untuk ekstraksl, fraksinasi dan isolasi senyawa aktif
Larutan n-heksana p.a. (Merck), diklormetana (DCM) p.a. (Merck),
metanol p.a. (Merbk). asetonitril (Merck), etil asetat p.a. (Merck), kioroform
p.a. (Merck), silica gel-60 (mesh 60-230 ASTM) {Merck), larutan penampak
noda CeSQO, dan uap amonia, lempeng KLT silika gel GFzs¢ (Merck, 0.25
dan 0.5 mm), lempeng KLT RP-18 F,5( (Merck, 0,5mm)
4.5.3. Suspensi parasit
a. Suspensi parasit P. falciparum strain 307 yang diperoleh dari
Laboratorium Malaria, Lembaga Biologi Molekuler Eijkman, Jakarta.
b. Suspensi parasit P. berghei strain ANKA diperoléh dari Laboratorium
hewan Fakultas Farmasi Universitas Airlaﬁgga Surabaya.
4.5.4, Bahan untuk pemblakan parasit
NaCl (Merck), antikoagulan CPD (Citrate Phosphate Dextrose)
dengan adenin, RPM! 1640, HEPES buffer, NaHCOQ;, hypoxanthine
(Merck), gentamisin sulfat (Sigma), serum dan sel darah manusia tipe O,
aquadaest steril for imgation {Otsuka), larutan pewarna Giemsa (Merc;k) ,
minyak imersi.
4.5.5. Bahan untuk uji antimalaria in vitro
a. Isolat beku P.falciparum strain 3D7
b. Medium kultur malaria lengkap {MCM) yaitu : RPMIi 1640, HEPES buffer,
NaHCOs, hypoxanthine (Merck), gentamisin sulfat (Sigma), serum dan
sel darah manusia tipe O, aquadest steni for frﬁgation (Otsuka).

¢. Fraksidan isolat senyawa aktif A. champeden, DMSO (Sigma)
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4.5.6. Bahan uji hambatan degradasi hemoglobin (SDS-PAGE)
isolat P.berghei strain ANKA, DMSO ( dimethy! sulfoxide) PBS
(Phosphat-buffered saline), saponin 0,1 %, SDS-polyacrilamide gel
electrophoresis sample buffer, 15 % acrylamide/bis acrylamide, sample
buffer (SDS-PAGE), running buffer (SDS-PAGE), low marker pfotein
(Biorad), larutan perak nitrat, isolat aktif A. champeden Spreng.

4.5.7. Bahan uji pengamatan pada mikroskop elektron transmisi
(TEM)

Isolat beku P.falciparum strain 3D7, glutaraldehid 5%, natrium cacodilat
0,1M, sukrosa 3%, osmium tetraoksida 2% dan Ks;Fe(CN)s 2,5% dalam
dapar Natrium cacodilat + sukrosa 3%, propilenoksida, spurr’s mixture,
uranil asetat 0,8%, triple lead ciltrate, isolat dan senyawa aktif
A. champeden .

4.5.8. Bahan uji hambatan detoksifikasi heme (metode BHIA= 8
Haematin Inhibitory Activity)

Natrium asetat 8M, bufifer asam asetat (pH 5) ,DMSO, a-chlorohemin
(Sigma), NaOH 0,2 M, isolat dan senyawa aktif A. champeden .
4.6, Instrumen Penelitian
4.6.1. lnstrumeﬁ untuk ekstraksi dan isolasi

Labu erlenmeyer, rotavapor (Buchi R-114 dan Buchi R-153),

sentrifuse, timbangan analitik (Denver Instrumen M-220 dan Ohaus 2140),
pipet- ukur, pipet pasteur, bejana kromatografi (Camag), kolom
kromatograft, vial-vial, penyemprot noda, pipa kapiler, lemari asam, lampu

UV 254 dan 365 nm, hair dryer, densitometer *Camag” TLC Scanner 3
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(Cats version 4.06), spektrometer RMI (JEOL JNM-LA400), spektrometer
HR-FABMS (JEOL JMS-700T), spektrometer UV-Vis (Perkin-Elmer).
4.6.2. Instrumen untuk pembiakan parasit malaria

Pipet pasteur, blue tip, ysliow tip, cuiture tube, autociaf, oven, botol-
laborat (Scott-duran), tabung sentrifuse bertutup (faicon), pipet mikro
(socorex dan ependorf), pinset, lampu spiritus, Laminar Air Flow (LAF [
clean bench), mikroskop (Olympus CH-20), gelas obyek, disposible
syringe, lemari pendingin, inkubator, desikator, lilin, penyaring membran
ukuran 0,22 pm, sentrifuse dingin, cawan petri, pompa hisap, stirer, water
bath.

4.6.3. Instrumen untuk uji aktivitas biokimiawi vakuola makanan
parasit malaria.

SDS-PAGE, inkubator, mikroskop, densitometer “Camag’ TLC Scanner
3 (Cats version 4.06), Spektrofotometer, mikroskop elektron transmisi JEOL
1010.
4.7. Lokasi dan Waktu Peneiitian

a. Isolasi dan analisis senyawa aktif tanaman dilakukan di
laboratorium Iimu  Bahan Alam Fakultas Farmasi Universitas
Airlangga Surabaya dan Hoshi University Jepang.

b. Uji aktivitas antimalaria dan uji aktivitas biokimiawi dilakukan di
laboratorium lmu  Bahan Alam Fakultas Farmasi  Unair
Laboratorium malaria, TDC Universitas Aidangga Surabaya dan
Lembaga Biologi Molekuler Eijkman, Jakarta.

c. Uji in vitro dan kajian ultrastruktur P.falciparumn dilakukan  di

Lembaga Biologi Molekuler Eijkman, Jakarta.
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4.8. Prosedur Penelitian

4.8.1. Isolasi, frakslnasi dan permurnian senyawa aktif kulit batang
A.champeden (Mabry et al, 1970; Hakim et af ,2006).

1. Ekstraksi kulit batang cempedak

a. Serbuk kulit batang.cempedak ditimbang 1 kg, kemudian dimaserasi
dengan 5 liter n-heksana selama 24 jam dan diulangt 3 kali.

b. Maserat disaring hingga didapatkan ekstrak cair n-heksana. Pelarut
n-heksana divapkan dengan menggunakan vakum evaporator.

¢. Residu diekstraksi kembali dengan menggunakan cara yang sama
memakai pelarut diklorometana.

d. Pelarut diklorometana diuapkan dengan wvakum rotavavor untuk
mendapat ekstrak diklorometana (DE).

e. Residu diekstraksi kembali dengan menggunakan cara yang sama
memakai pelarut metanol.

f.  Setelah diperoieh ekstrak metanol, pelarut divaokan menggunakan
vakum evaporator hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental
dikeringkan dalam lemari asam, didapatkan ekstrak kering metanol
(ME).

g. Terhadap 'ekstrak HE, DE dan ME dilakukan uji antimalana. Ekstrak
yang mempunyai aktivitas antimalaria yang paling poten dilakukan

fraksinasi dan isolasi senyawa aktifnya.
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2. Fraksinasi ekstrak aktif
a. Terhadap ekstrak metanol (ME) dilakukan fraksinasi dengan metode
kromatografi kolom cepat (VLC) secara gradien, menggunakan fase
gerak kloroform : etilasetat (1:9), kloroform : metano! (3:1) dan
metanol (100%) dan fase diam silika gel for TLC .
b. Selanjutnya terhadap setiap fraksi dilakukan identifikasi dengan
kromatografi lapis tipis (KLT).
¢. Fraksi yang mempunyai profil kromatogram yang sama kemudian
. dikumpulkan dan diuji aktivitas antimalarianya.
3. solast senyawa aktif

a  Terhadap fraksi dari ekstrak metanol (ME) yang mengandung
flavonoid dan  aktif sebagai antimalaria, kemudian dilakukan
pemisahan dengan metode kromatografi kolom terbuka dengan
kloroform : metanol (15:1) secara isokratik dan fase diam silika gel
for column GF 254,

b. Kemudian terhadap sub fraksi dilakukan pemisahan dengan
preparatif kromatografi lapis tipis (PTLC) menggunakan fase diam
silika gel fase normal dan fase gerak kloroform: metano! 10%.

¢. Selanjutnya terhadap sub fraksi yang mengandung flavonoid,
dipisabkan kembali menggunakan kromatografi lapis tipis preparatif
(PTLC) RP 18, menggunakan fase diam asetonitril : metanol : air

(4:1:3). Isolat aktif kemudian dimurnikan dan diidentifikasi

DISERTASI
EFEK ANTIMALARIA SENYAWA FLAVONOID MARIA NINDATU



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga (<

4.8.2. Penentuan struktur dan identifikasi senyawa flavonoid
1. Identifikasi dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT).
Identifikasi dengan KLT dilakukan terhadap ekstrak, fraksi dan isolat

murni dengan menggunakan :

- fase diam . plate KLT preparatif Rp 18
- fase gerak | . asetonitril- metanol ~Air (1:1:1)) -
- Penampak noda . pereaksi warna serri- sulfat 1 %.

Adanya flavonoid ditunjukkan dengan timbulnya noda berwarna

orange.

2. Identifikasi dengan metode KCKT {HPLC)

a. Dilakukan pemilihan komposisi pelarut (asetonitril-metanol-air (3:3:4)
yang dapat memberikan pemisahan yang paling baik dengan puncak
yang tajam

b. Cuplikan (hasii fraksinasi maupun isolat murni} dilarutkan datam
pelarut yang sesuai, diulirasonik selama 2 menit, disaring dengan
filter milipore 0,2 mikron,

c. ldentifikasi dengan KCKT dilakukan dengan kolom Licrosorb RP Cyg
(10 u4m) dengan Prekolom, pada panjang gelombang maksimum
254 nm, rata-rata aliran 1,0 mUmenit, dan detektor (UV-vis
Detector Varian 9050).

3. ldentifikasi Spektrometri UV-Vis
a. ldentifikasi dengan spektrometri UV-Vis dilakukan terhadap isolat

yang sudah dimurmnikan.
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b. Cuplikan dilarutkan dalam etanol 85 %. Ditambah 2-4 tetes NaOH
2M. Masukkan ke delam kuvet, lalu diukur serapan maksimumnya.
c. Spektrum UV-Vis dari senyawa flavonoid akan memberikan dua
sampai tiga pita serapan dengan dari A maks berkisar antara 250-
400 nm (Pita t : 250-270 nm, Pita Il : 270-360 nm, Pita il : 360-400
nmyj.
4. |dentifikasi dengan spektrometri inframerah (Silverstein ef a/,1986)
a. Sejumlah kecil bahan digerus sampai homogen dengan kalium
bromida bebas air.
b. Kemudian dikompresi sampai terbentuk pelet yang transparan.
c. Pelet ini dimasukkan ke dalam sampel holder dan direkam
spektrumnya.
5. identifikasi dengan spektrometri RMt (Silverstein et a/,1986)
a. Kurang lebih 1 mg bahan dilarutkan dalam 0,5 mi CDCly dan
dimasukkan ke dalam tabung sampel.
b. Kedalam larutan tersebut ditambahkan tetrammetilsilan (TMS)
sebagai acuan internal.
¢. Kemudian dimasukkan alat di antara dua kutub magnet dan
direkam spektrumnya.
4,8.3. Uji aktivitas antimalaria in vitro
1. Persiapan medium tak lengkap {incomplete medium)
a. Dibuat larutan steril yang terdiri dari 10,4 g RPMI-1640, 5,96 g
HEPES, 2.1 g natrium bikarbonat, 0,05 g hypoxantin, 0.5 mi

gentamycin dan aquabides 960 mi.
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b. Kemudian larutan disterilisasi dengar_l filter berdiameter 0,22 pm,
dimasukkan dalam botol scot dan disimpan pada suhu 4°C. Ini
disebut juga medium pencuci {(washing medium) dan bila akan
digunakan, dimasukkan inkubator suhu 37 °C terlebih dahulu.

2. Pergiapan serum
a. Diambil darah manusia golongan O dan diendapkan selama kira-kira
1 jam.
b. kemudian disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit.
Serum diambil dengan pipet pastéur dan diinaktivasi pada suhu
56°C selama 30 menit.
¢. Penyimpanan pada suhu -20 °C dan bila akan digunakan,
dihangatkan pada suhu 37 °C.
3. Persiapan medium lengkap

Medium iengkap adalah medium yang mengandung 10% serum
manusia, Medium ini dibuat dengan mencampur medium tak lengkap
sebanyak 90 ml dengan 10 mf serum manusia (misainya pada pembuatan
100 ml medium lengkap). Medium ini digunakan untuk membiakkan
P, falciparum.
4. Persiapan eritrosit 50%

a. Darah manusia golongan O yang diberi antikoagulan, dimasukkan
dalam tabung dan disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama

15 menit.
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b. Plasma dipisahkan dan leukosit dibuang. Eritrosit dicuci dengan
medium pencuci 1-2 kali volume, disentrifus dengan kecepatan 3000
rpm selama 10 menit pada suhu 4°C.
c. Proses ini dilakukan sebanyak 2 kali. Eritrosit yang telah dicuci
(bebas dari leukosit) ditambah dengan medium lengkap volume
yang sama untuk membuat eritrosit 50% dan disimpan pada suhu
4°C.
d. Eritrosit yang telah dicuci dapat disimpan pada suhu  4°C dan’
digunakan tidak lebih dar 3 minggu.
§. Prosedur biakan

Prosedur biakan ini didasarkan pada metode Trager and Jensen
(1976). Biakan dilakukan pada cawan petri dan dikerjakan secara aseptik.
Parasit P. falciparum strain 3D7 yang sensitif terhadap kloroquin, diperoleh
~dari simpanan beku yang di-thawing dengan cara berikut ini :

a. Tabung yang berisi parasit beku dicairkan pada suhu 37 °C.
Ditambahkan dengan wvolume yang sama NaCl 3,5% dan
dipindahkan ke tabung sentrifus menggunakan mikropipet sambil -
dicampur periahan, |

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

c. Endapan disuspensikan dengan 5 ml medium tak lengkap, dicampur
perlahan-tahan kemudian disentrifus dengan kecepatan 1500 rpm
selama 5 menit pada suhu 4°C. Supernatan kemudian dibuang.

Prosedur ini dilakukan sebanyak dua kali
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d. Setelah endapan dicuci, ditambahkan medium lengkap dan eritrosit
50% dicampur periahan (hematokrit 5%).

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

f. Selanjutnya dilakukan penggantian medium setiap har. Bila tingkat
parasitemianya lebih dari 5% dapat dilakukan sub biakan.

6. Prosedur pengujian

a. Sebanyak 1 mg dilarutkan dalam 100 ul DMSO (sebagai stok).
Kemudian diambil 5 ul zat uji {isolat) dari stok dan ditambahkan
medium komplit sampai 250 ul .

b. Kemudian diambil 120 pi larutan isolat, ditambahkan kiadalam tiap-
tiap sumur (well} dari lempeng mikrotiter datar yang telah diberi
1080 ul medium komplit, (kecuali pada kontrol negatif).

¢. Kemudian dibuat se_ria! dilution sehingga konsentrasi akhir pada
sumur mikrotiter adalah 1; 0,1; 0,01 ; 0,001 dan 0,0001 pug/mi (kultur
dibuat duplo).

d. Sebanyak 100 pl suspensi parasit dengan kadar parasitemia 1% dan
hematokrit 5%, ditambahkan ke dalam tiap-ftap sumur (well)
mikrotiter datar. Inkubasi dilakukan selamé "48 jam. Uji ini dilakukan
dengan dua kali replikasi.

7. Penyiapan suspensi sel parasit
Kadar parasitemia suspensi sel untuk uji antiplasmodial in vitro

adalah 1%. Suspensi sel parasit tersebut dibuat dari biakan P. falciparum.
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Xp
% Penghambatan = 100% - Xk x 100

Keterangan :
Xp = Parasitemia perlakuan

Xk = Parasitemia kontrol negatif

Analisis data hasil percobaan uji antimalaria sel dari tiap-tiap
perlakuan diolah dengan menggunakan analisis ICso ditentukan dengan
mengekstrapolasikan % penghambatan rata-rata dengan log dosis
menggqnakan analisa Probit.

4.84. Prosedur uji efek isolat dan senyawa aktif terhadap kondisi
morfologi parasit

1. Pengamatan dengan mikroskop cahaya

a. Kultur P. falciparum stadium cincin  diinkubasi dengan senyawa
aktif (konsentrasi- akhir adalah nilai ICso isolat dan senyawa aktif)
dengan parasitemia kurang lebih 1% dan 5§ % hematokrit.

b. Kultur parasit dipanen pada jam 0,6,12,24,36 dan 48 jam pada
masing-masing konsentrasi. |

¢. Selanjutnya dibuat hapusan tipis pada gelas objek dan difiksasi
dengan metanc! absolut.

d. Pewarnaan terhadap hapusan tipis parasit dilakukan menggunakan

larutan giemsa 10% selama 20 menit.

e. kemudian diamati menggunakan mikroskop cahaya .
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80% selama masing-masing 10 menit, etanol 95% selama 10 menit
sebanyak 2 kali dan terakhir dengaﬁ etanol absolut setama 20 menit
sebanyak 2 kali.

g. Jaringan kemudian diinfiltrasi dengan propilenoksida dengan cara
merendam dalam campuran etanol absolute dengan propilenoksida
dengan perbandingan bertingkat dan selanjutnya dengan
propilenoksida murni pada suhu ruang selama 30 menit.

h. Setelah itu jaringan direndam dalam campuran propilencksida dan

' larutan Spurr (10 g vynilcyclophene dioxide resin/VCD  resin, -
diglycidy! ether dalam 4,0 g polypropylene giycol DER-736, 26 g
nonenyl succinic anhydrate (NSA), 04 g dimethylaminosthanoll
(DMAE) dengan perbandingan 1:1 pada suhu ruang selama 30
menit.

i.  Setengah volume campuran kemudian dibuang dan diganti cleh
larutan Spurr dalam volume yang sama dan jaringan direndam
dafam larutan Spurr murni datam keadaan vakum pada suhu ruang
selama 24 jam,

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

menghasilkan blok jaringan dengan konsistensi'bahan yang keras.
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k. Setelah itu, sebagian bahan plastik pada permukaan blok dibuang
agar jaringan yang ekan dipenksa berada tepat di permukaan,
kemudian pada permukaan blok dibuat bentuk trapezium.

. Hasil potongan kasar diwarnai dengan toluidgin biru ({oluidine blue)
untuk mencari bagian yang paling banyak mengandung sel dan
permukaan potongan diperhalus dengan menggunakan alat
ultrathin.

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

n. Hasil potongan diwarnai dengan uranil asetat dan ditanjutkan triple
lead kemudian diperiksa dengan menggunakan mikroskop elektron
transmisi JEQL 1010.

0. Morfologi vakuola meakanan parasit P. falciparum dalam eritrosit
yang telah diberi senyawa uji diamati dan dibandingkan dengan
morfologi vakuola makanan P. falciparum kontrol negatif (tanpa
pemberian senyawa ujt).

4.8.5, Prosedur uji degradasi hemoglobin (Pandey ef al, 1999).

a. Hewan uji terifeksi P. berghei strain ANKA dengan parasitemia !ébih
dari 20% dikumpulkan darahnya dalam tabung berisi antikoagulan ACD
steril (1:1) dan disentrifus selama 2 menit pada 2000 rpm.

b. Cuci dengan medium tak lengkap (incomplete medium) dan sentrifuse

pada 2000 rpm selama 2 menit {(dua kali pencucian).
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¢. Tambahkan medium komplit yang mengandung Foetal Bovine Serum
(FBS) sebanyak volume yang didapatkan (equal volums).

d. Sel darah merah terinfeksi parasit (IRBC) ditambahkan pada muittititer
plate yang mengandung senyawa uji sesuai dosis yang dibutuhkan
(10 yg/mi ).

e. Selanjutnya untuk pengamatan 0 jam, kultur parasit langsung dipanen.

f. Inkubasi dilakukan selama 0- 6 jam pada cawan mikrotiter datar yang
berisi 24 sumur (well) pada suhu 37°C.

g. Setelah inkubasi kultur dikumpulkan dan  disentrifus untuk
memisahkannya dengan medium pada 2000 rpm selama 2 menit.

h. Selanjutnya dilakukan pencucian dengan PBS 1 ml pada 2000 rpm, .
selama 2 menit dan supernatan dibuang.

i. Tambahkan saponin 0.5 % dalam PBS sebanyak 1 ml (tetap di dalam
@s) dan disimpan di dalam es selama 5 menit. Sentrifus pada 12.000
rpm selama $ menit dan supernatant dibuang.

j. Pelet yang didapatkan ditambahkan protease inhibitor kombinasi
(protease cock lail) atau 15 yl PMSF (Phenylmethylsufoniflounds).
Inkubasi dilakukan selama 10 -20 menit dalam es.

k. Sentrifuse pada 10.000 rpm, selama 10 menit. Supematan diambil
untuk di lakukan pengukuran konsentrasi protein dengan Bradford.

I, Kultur kemudian disentrifus 10 menit, 1200 rpm (Sorvall MC 12V
Dupont). Pelet kemudian ditambahkan dapar sampé'l' éDS-PAGE dan

dididihkan selama 3 menit.

m. Kemudian disimpan pada suhu -20 °C sebelum pengujian selanjutnya.
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HASIL PENELITIAN

5.1. Hasil Ekstraksi dan Isclasi
5.1.1. Ekstraksi Simplisia

Simplisia berupa kulit batang A.champeden Spreng. dikeringkan
dengan cara diangin-anginkan, digiling sampai menjadi serbuk kemudian
die_kstraksi secara  beriurutan menggunakan  pelarul  n-heksana,
dikiorometana dan metanol pada temnperatur ruang.Tehnik ekstraksi yang
digunakan adalah maserasi atau perendaman. Setiap 1 hari (24 jam)
rendaman disaring, diambil filtratnya dan ampasnya direndam lagi dengan
pelarut baru yang sama. Pada hari ke-3 rendaman disaring, filtratnya diambit,
ampasnya dikering-anginkan dan kemudian dimaserasi dengan pelarut
berikutnya. Filtrat dari masing-masing pelarut dikumpuikan dan diuapkan
sampai kering menggunakan penguap putar dengan penurunan tekanan
(rotavapor). Hasil ekstraksi yang telah dilakukan terlihat dalam tabel

5.1.sebagai berikut.

Tabel 5.1. Berat dari masing-masing eksirak hasi! maserasi serbuk kulit
batang A. champeden Spreng.

B Jenis ekstrak Berat Warna
Ekstrak Heksana 5,90 gram ~ Kuning-coklat
Ekstrak Diklormetana 6,60 gram Coklat kemerahan
Ekstrak metanol 5,85 gram Coklat kemerahan
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- Ekstrak metanol kemudian dianalisis dengan KLT menggunakan plate
silika gel yang dieluasi dengan pelarut CHCl- EtOAc (9:1). Pada
pengamatan di bawah lampu UV 385 nm, terdapat beberapa spot yang
berwarna merah, ungu, kuning dan kuning-coklat. Di bawah lampu UV 254
nm, beberapa dari spot-spot tersebut meredam sinar UV dan menjadi
berwarna gelap, sementara beberapa spot yang lain menjadi tidak nampak.

5.1.2. Fraksinasl ekstrak metano! dengan kromatografi kolom
vakum(Vacuum Liquid Chromatografi =YLC)

Ekstrak metanol sebanyak 585 gram, dilakukan pemisahan
menggunakan kromatografi kolom vakum menggunékan fase diam silika gel.
Eiuasi dilakukan dengan peningkatan kepolaran menggunakan fase gerak i
campuran CHCI3-EtOAC (1 : 9) ; fase gerak Il : CHCl-MeOH (9:1) dan fase
gerak Il : MeOH 100%. Eluat ditampung setiap 50 ml secara tetap kecuali
jika terdapat pita (band) yang cukup terpisah, maka eluat yang mengandung
band seperti itu ditampung secara tersendiri. Fraksi-fraksi yang terkumpul
dari proses kromatografi ini adalah sebanyak § fraksi utama, dengan skema

pemisahan terlihat pada gambar 5.1. sebagai berikut:
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ME
(5,85 gr)
-Krometografi Kolom vakum
-Eluen: CHCl, : EA=1:9;
CHCI:MeOH=9,1; McOl{ 100%
ME 1 ME II ME 111 ME 1V ME V
0,8 mg 1102,9 154,6 52,4 2456,5

Gambar 5§.1. Skema fraksinasi ekstrak metanol kulit batang cempedak

{A.champeden Spreng)
vakum.

dengan kromatografl kolom

Profit KLT dari 5 fraksi hasit pemisahan ekstrak metanol kulit batang

A.champeden Spreng yang ditarutkan dengan pelarut metanol, menggunakan

fase diam lempeng KLT silika gel GF2s4, fase gerak CHCIl3 : MeOH (8 : 1} dan

penampak noda serri sulfat 1% datam larutan asam sulfat 10%, terlihat pada

gambar 5.2 di bawah ini.
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Rata-rata Laju Pertumbuhan Parasit
Pada Pemberian Fraksi MEII
Ekstrak Metanol /n Vitro

Laju Pertumbuhan Parayit (%)

oet o1 1 10 i6a

Konsentrasi (ug/ml)

Gambar 5.3. Grafik rata-rata laju pertumbuhan P.falciparum pada
pemberian fraksi ME Il ekstrax metanol secara in vitro.
Berdasarkan data laju pertumbuhan dan persen hambatan terhadap
parasit malaria, dilakukan perhitungan I1Cse dari fraksi MEI dengan
menggunakan analisa Probit, dan diketahui bahwa [Cs, fraksi MEIl sebesar
1,6497 + 0,8487. Menurut Kohler (2002), suatu fraksi dikatakan aktif sebagai
antimalaria apabila secara /n vifro memiliki niltai 1Csy <25 ug/ml. Berdasarkan
kriteria tersebut maka fraksi ME 1l ekstrak metanol aktif sebagai antimalaria.
Pengujian antimalaria secara in vivo juga telah dilakukan terhadap ke iima
fraksi hasil pemisahan dari ekstrak metanol tersebut dan dilaporkan bahwa
fraksi MEIl memiliki potensial antimalaria lebih tinggi dari fraksi lainnya

dengan EDsy= 0,014 mg/kgBB mencit (Siska,2007). Berdasarkan hal tersebut
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fraksi MEll dapat diisolasi lebih lanjut untuk mendapatkan senyawa aktif
antimélaria yang terkandung di dalamnya.

Selanjutnya terhadap fraksi ME Il (1 gr) dilakukan pemisahan dengan
kolom lambat menggunakan fase diam silika gel for column diameter 0,063-
0,200 mm dan fase gerak CHCl3-MeOH 5% secara isokratik. Dari hasil

pemisahan tersebut dihasitkan 7 sub fraksi utama. Skema pemisahannya

terlihat pada Gambar 5.4,

ME
(5,85 gr)
-Kromatograti Kolom vakum
-Eluen : CHCH : EA=1:9;
CHCI3:MeOH=9:1; MeQH
ME | ME I | mEm | [ MEN | [ MEV
0.8 mg 1102,9 | 164.6 62,4 24686.5

-Kromatografl Kolom ilambat: 1
ar
-Sitica gel for column: 50 g

r

i 7 sub fraksi
- ME IL1 ME II.2 ME 1i.3 ME I1.4 ME IL5. ME Il.6 ME 1.7
ar.omg 66,1 47,3 57.8 47.3 248 69,6

Gambar §. 4. Skema pemlisahan fraksi ME !l okstrak metanol dengan
menggunakan kromatografi kolom lambat.

Hasil identifikasi dengan KLT fase gerak CHCly;: MeOH 10% dan fase

diam silika gel GFas4, dengan penampak noda serri sulfat 1% terfihat bahwa
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sub fraksi MEIi.3 dan )l.4 menunjukkan spot berwarna kuning kemerahan

yang diduga mengandung senyawa flavonoid (Gambar $.5.)

Soey,
& o
s H7

MEIL1 .2 aL3 1L4 5
Gambar 5.5. Kromatogram hasil KLT 7 fraksi hasil pemisahan fraksi ME

il, fase gerak CHCI; : MeOH 10 % fase diam silika gel GF
254 dan penampak noda serri-sulfat 1 %.

5.1.4. Pemisahan fraksi ME 1.3 menggunakan KLT preparatif

Selanjutnya dilakukan pemisahan terhadap fraksi MEIL3 dengan
menggunakan KLT preparatif dengan fase gerak ACN : MeOH : Hx0 (1:1:1)
dan fase diam reverse phase RP 18. Pemisahan ini diperoleh 2 sub fraksi
yaitu sub fraksi ME 11.3.1 dan ME 11.3.2. Sub fraksi ME I1.3.1, berbentuk
amorf kekuningan dan dengan penampak noda serri sulfat 1%, diduga
mengandung senyawa flavonoid. Selanjutnya terhadap sub fraksi MEI.3.1
dilakukan identifikasi dengan kromotografi cair bertekanan tinggi (HPLC)

menggunakan fase gerak ACN : MeOH : H,0= 3 : 3 : 4 dan fase diam kolom
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RP18 ODS. Profit sub frakst menunjukkan masih terdapat 7 puncak dengan

puncak utamanya pada Rt 32,38 menit (Gambar 5.6.)

1

._,.__;._;____)\_..Jk/-‘*” “p\kr;:ﬁ-ﬁ

AT L AT TETE IV I TN LARNATR L LTT AT TE A SR TTTaT 80

~

._.-_'.__._ a——Ty e ——
i o i s = A

Gambar 5.6. Profil HPLC sub fraksi ME 1 3.1, fase gerak ACN: MeOH:
H.0 (3:3:4), fase diam: kolom RP-18 (ODS}).

Selanjutnya terhadap sub fraksi ME 11.3.1(9,9 mg) ditakukan pemisahan
kembali dengan KLT preparatif menggunakan fase gerax ACN : MeOH:H,0
(4 :1 :3) dan fase diam lempeng KLT reverse phase-18 Fasqs, dan diperoleh §
isolat (M£11.3.1.1-3.1.5). Dalam proses pengeringannya lIsolat ME 11.3.1.3

merupakan serbuk amorf berwarna kuning kemerahan yang disebut isolat

ME{ sebanyak 6,2 mg. Isolat hasil pemisahan sub fraksi ME (.3 ekstrak
metanol ini kemudian diidentifikasi dengan KLT menggunakan fase gerak
CHCla : MeQOH= 10% dan fase diam sifika gel GF.s4 terlihat di bawah ini
(Gambar 5.7.). ‘
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- Fase gerak : ACN: MeOH: H:0=1:111

FI

;J

95

ME i.3.1 ME I13.2 |
9.6 mad {1 dma) |
- Fase dlam :PTLCRP 18
- Fase gerak : ACN: MeOH: H20( 4:1: 3}
MEN3.1.1 1.3.1.2 1343 1314 1315
(24mg) (27 mg) {1,2 mg) (6,2 mg) {1,3 mg)
IS ME 1
(3 mg)
Kromatograft kolom

Y

Fase diam :RP QDS

Fase gerak :MeOH: H20 (60% MeOH-

Senyawa ME1{
{0,5 mg)

80% MeOH)

Gambar §.8. Skema pemisahan sub fraksi ME .3 ekstrak metanol
kulit batang cempedak (A.champeden Spreng) dengan
menggunakan lempeng KLT preparatif dan kromatografi
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6.1.5. Pemisahan fraksi ME I1.4 menggunakan KLT preparatlf
Selanjutnya subfraksi ME 1.4 sebanyak 40 mg dilakukan pemisahan
menggunakan lempeng preparatif dengan fase diam silika gel normal phase
(20x20 cm) dan fase gerak CHCl;: MeOH 10%. Hasil pemisahan diperoleh 3
sub fraksi utama (ME 11.4.1-ME 11.4.3). Selanjutnya fraksi ME 11.4.2 yang dari
hasil identifikasi dengan KLT dominan mengandung senyawa flavonoid
{(Gambar 5.10-a) dilakukan kembali pemisahan dengan lempeng KLT
preparatif ( fase gerak : ACN : MeOH: H,0 = 4:1:3 dan fase diam reverse

phase-18 Fasss) (Gambar 5.9.).

ME 1.4
40 mg

J PTLC Normal phase
Eluen : CHCly : MeOH 10%

ME i1.4.1 ME 11.4.2 ME 1143
(6,0 mg) {25,7 mg} (7,4 mq)

PTLCRP 18
Etuen = ACN:MaOH: H,0= 4:1:3

ME ME ME ME ME
i.4.2..1 n4.22 1.4.2.3 424 1.4.2.56
ISME 2

53 mg

Gambar 5.9. Skema fraksinasi fraksi ME 1.4, ekstrak metanol
kulit batang cempedak ( A.champeden Spreng)
dengan menggunakan KLY preparatif .
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Hasil pemisahan sub fraksi ME 1.4, dipercleh 5 sub fraksi utama. Sub
fraksi ME 11.4.2.5 (isolat ME 2) berbentuk amorf berwarna kuning kemerahan

sebanyak 5,3 mg (Gambar 5.10-b ).

© i b

ME 2

apif i

4

ME
N | 421 422 423 424 425
H4.1 4.2 4.3

(a) (b)

Gambar 5.10. Kromatogram hasil KLT 3 fraksi hasil pemisahan MEl.4
dan KLT & sub fraksi utama pemisahan ME 11.4.2 dengan
fase gerak CHCI; : MeOH =10% fase diam silika gel GF 254
dan penampak noda cerri-suifat 1 %.

Secara ringkas, langkah-langkah ekstraksi dan isolasi seperti yang
telah dijelaskan di atas dapat ditunjukkan dengan skema sebagai berikut

(Gambar 5.11.).
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. ME - Kolom vakum
(5,85 ar) -Eluen : CHCly : EA=T1:9;
CHCIly:MeOH=9:1; MeCH 100%
ME I MEN ME Il ME IV ME V
0.8 mg 1102,9 154,6 52,4 2456.5
-Kolom lambat: 1 gram
N -Silica gel for column: 50 g
7subfraksi | _gy\0n" CHCI, - MeOH = 5%
I
ME i1.3 PTLC Reverse phase (RP1 8) ME il.4 PTLC Normat phase
H Eluen = ACN : MeOH: H,0 = 1:1:1 Il Etuen : CHCly: MeOH 10%
I0.3.1 a2
9,9 mg 14mg
ME I1.4.1 L MEN.42 | | MEI.4.3
Pl @RETS 6,0 mg 25,7 7.4
Elusn = ACN:MeOH: 4,0=
r 4:1:3
PTLC RP 18
5 sub fraksi l I“ ACN:MeOH: H,0= 4:1:3
I; 5 sub fraksi
Isolat ME1 L+
6,2 mg
isolat ME2
Kromatografl kolom 5,3 mg
Fase diam :RPODS
Fase gerah :MeQOH: HO{80% MeOH-80%
MeOH)
Senyawa ME1
(0.5 mg)
Gambar 5.11. Skema ekstraksi dan isolasi ekstrak metanol kulit batang
A. champeden Spreng.
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5.2. Hasll Identifikasi Senyawa ME1
5.2.1, ldentifikasi dengan penampak noda dan pereaksi warna.
Identifikasi untuk mengetahui senyawa atau golongan senyawa yang

terkandung dalam senyawa ME1 dilakukan dengan berbagai metode yaitu
KLT dengan penampak noda, spektroskopi UV, spektroskopi inframerah (IR)
dan Identifikasi secara KLT ditujukan terutama untuk memeriksa
kemungkinan terkandungnya flavonoid, terpencid dan senyawa fenolik di
dalam masing-masing isolat tersebut. Interpretasi hasit identifikasi terhadap
senyawa ME1 dengan metode KLT menggunakan penampak noda terlihat
pada Lampiran 1.
5.2.2. Identifikasi dengan densitometer

Identifikasi senyawa ME1 menggunakan fase diam silika gel GFasq
dengan fase gerak CHCl;:MeOH 10% dengan densitometer dilakukan pada
UV 254 dan 365 nm. Pada profil kromatogram, senyawa ME1 menunjukkan
puncak dominan pada R; 0,36 Profil krornatogram densitometer senyawa
ME1 dan gabungan fraksi lainnya ditampitkan dalam gambar di bawah ini

(Gambar 5.12).

= L
':J "“TYH"/&

L]
200

(L]
P! S o L
A 2030408040000y

Gavelangtht JE§ nn TRI
Frka remat CPONRT Irack § 1o &

Gambar 5.12. Profil densitormeter senyawa ME1, ekstrak metanol  kulit
hatang cempedak { A. champeden ) pada UV. 365 nm
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5.2.3. ldentifikasi profil dengan spektra UV

Identifikasi senyawa ME1 dengan spektra UV, dilakukan dengan
menggunakan fase diam silika gel GFs4 dengan fase gerak CHCls: MeOH
10% pada panjang gelombang 365 nm. Hasil identifikasi dengan
menggunakan spektroskopi UV (terintegrasi dengan densitometer)
menunjukkan bahwa senyawa tersebut mempunyai panjang gelombang
maksimum sebesar 320 dan 380 nm. Spektra UV dari senyawa ME1 terlihat

pada gambar 5.13. di bawah ini.

Gambar 5.13. Spektra UV dari senyawa ME1 pada panjang
gefombang 365 nm menggunakan densitometer
“Camag” TLC Scanner 3 (Cats version 4.06).
5.2.4. Identifikasi dengan spektrometri infra merah
Pada spektrum inframerah senyawa ME1, dapat diamati puncak
serapan pada bilangan gelombang 3412 cm™, 2819 cm™, 1616 cm™ 1384

em™ dan 1109 cm™. Spektrum infra merah senyawa ME1 terlihat pada

Gambar 5.14. di bawah ini .
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Gambar 5.14. Spektrum infra merah dari senyawa ME1 yang dibuat
pellet dengan KBr dan dianaiisis menggunakan

spektrometer infra merah Perkin Elmer.
5.2.5. Hasil identifikasi dengan metode spektrofotometri RMI
Berdasarkan data spektra 'H-RMI, C-RMI, COSY-RMI, HMBC-RMI
HSQC-RMI, dari senyawa ME1 (Lampiran1), kemudian dilakukan koriﬁrmasi
struktur senyawa tersebut dengan spekira senyawa  morakhalkon A
(2,4,2' 4'-tetrahidro-3'(3-metil-2  butenil)-khalkon  (Monache,1995). Data
geseran kimia spektra 'H dan *C RMI dari senyawa ME1 dan morakhalkon A

terlihat pada tabel 5.2 di bawah ini.
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Tabel 5.2. Data geseran kimia Spektra 'H dan °C RMi dari senyawa
morakhalkon A dan senyawa ME1 di dalam aseton d-6

Karbon | "“C Morakalkon A YC senyawa "H morakalkon A "H senyawa ME1
ME1

a 145,3 140,9 7,78 (1H,0,4=15.5 7.80 (1H.,d)
Hz)

8 117,68 17,5 8,19 (1Hd,=15,5 8.21 (1H,d)
Hz)

CO 193,2 193,4 - -

1’ 114 1 115 - -

2 162,7 160 - -

3 1159 115 - -

8 164,65 160 - -

5 107.8 107.9 6,51 (1H,d,J=9 Hz) 6,53 (1H,d)

Me’ 131,7 e 7,86 (1H,d,J=9 Hz) 7,88 (1H,d)

1 115,86 115 p -

2 1697 160 -

3 103,6 103,7 6,50 (1H,d,J=2,5 | 8,54 (1H,d)
Hz)

4 162,65 160 ; -

5 109,1 109,1 6,43 6,46

{1H,dd,J=8,5+25 6,47 {1 H,dd)

Hz),

6 132,8 131.,8 7.66 (1H,d,/=8.5 7,67 (1H, d)
H2)

CH: 22,3 22,3 3,35 (2H,d,/=7 Hz) 3,38 (2 H,dd)

CH= 123.4 123,5 5,25 (1H.,br t,J=7 530 (1H,
Hz)

C= 131,8 130,4 - -

E-Me 25,8 25,9 1,62 (3H, s) 1.66 (1H,s)

Z-Me 17,9 17,9 1,76 {3H, s) 1.79 (1H,8)
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5.3. identifikasi isolat ME2
5.3.1.ldentifikasi dengan penampak noda dan pereaksi warna

Identifikasi terhadap isolat ME2 dengan penampak noda dan pereaksi

warna menghasilkan profil yang sama dengan morakhaikon A (Lampiran 1).

5.3.2. ldentifikasi isolat ME2 dengan densitometer
Identifikasi |solat ME2 dengan densitometer, UV 365 nm terdapat
puncak dominan pada Rf 0,36. Profit kromatogram densitometer isolat ME2

dan gabungan fraksi lainnya ditampilkan pada gambar di bawah ini (Gambar

5.15.)

t /L ME2

S 1I02A IR AN LOE0 70 A0 A

puefenmth: LT An Thra
+ nana! CrOKQS tesck 1 ta B

V4. 0€ S-H:panFadh: TAMAS SOFTINRL 1ep bRk FLAMMER 3o pERINGN

Gambar 5.15. Profil densitometer isolat ME 2, pada UV. 365 nm

5.3.3. Identifikasi profil dengan spektra UV

Hasil identifikasi isolat ME 2 dengan spektra ultra violet, menggunakan
fase diam silika gel GFas4 dengan fase gerak CHCly: MeOH 10% pada
panjang gelombang 365 nm menunjukkan bahwa isolat MEZ2 mempunyai

panjang gelombang maksimum sebesar 382 nm.
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Gambar 5.16. Spektra UV dari isolat ME2 pada panjang gelombang 365
nm menggunakan densitometer "Camag” TLC Scanner 3

(Cats version 4.06)
5.3.4. ldentifikasi dengan Spektrometri Infra Merah
Pada spektrum inframerah isolat ME2, dapat diamati puncak serapan
pada bilangan gelombang 3433 cm™, 2920 ecm™, 1616 cm™ 1241 cm™ dan

1109 cm™. Spektrum inframerah isolat ME2 terlihat pada gambar 5.17. di

bawah ini.
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Gambar 5.17.Spektrum Infra merah dari isolat ME2 yang dibuat peilet
dengan KBr dan dianalisis menggunakan spektrometer
infra merah Perkin Eimer.

5.4. Uji aktivitas antimalaria Isolat dan senyawa aktif antimalaria
A. champeden.

Uji aktivitas antimalaria dilakukan pada senyawa morakhalken A dan

ME?2 dari ekstrak metanol serta 3 (tiga) senyawa dari ekstrak diklorometana

yaitu sikloheterofiiin,artoindonesianin A-2 dan artoindonesianin R (Zaini,

2006; Widyawaruyanti 2007, linat fampiran 2). Berdasarkan data persen

parasitemia dari setiap konsentrasi senyawa yang digunakan, maka dapat

digambarkan grafik laju pertumbuhan rata- rata parasit seperti terlihat pada

gambar 5.18. di bawah ini.
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Senyawa Morakhalkon A

Laju pertumbuhan parasit, P. falciparum pada setiap dosis yang digunakan
(0, 0.001, 0.01, 01, 1, 10 pg/ml) diperlihatkan pada Gambar 5.18a. Laju
pertumbuhan tampak menurun pada dosis yang lebih besar dan kurva laju
pertumbuhan berbentuk sigmoidal (dose-agependenf). Pada pemberian
dosis 10 mg/m! senyawa Morakhalkon A, pertumbuhan parasit dihambat
seluruhnya.

Isolat ME2

Laju pertumbuhan parasit, P. faiciparum pada setiap dosis yang digunakan
(0, 0.001, 0.01, 01, 1, 10 ug/ml) diperlihatkan pada Gambar 5.18b. Pada
dosis terrendah 0.001 mg/m!, laju pertumbuhan parasit terhambat sampai
20%, sedangkan pada dosis 0.01 dan 0.1 ug/ml, petumbuhan parasit relatif
sama. Pada dosis tertinggi (10 mg/ml) yang digunakan, masih ditemukan
pertumbuhan parasit sekitar 20%.

Senyawa sikloheterofilin

Laju pertumbuhan parasit, P. falciparum pada setiap dosis yang digunakan
(0, 0.001, 0.01, 01, 1, 10 ng/ml) diperlihatkan pada Gambar §.18¢. Pada
dosis terendah (0.01 pg/ml} laju pertumbuhan parasit hanya mencapai
sekitar 60% dibanding kelompok tanpa pemberian senyawa (Gambar
5.1.8¢). Laju pertumbuhan tampak menurun pada dosis yang lebih besar

dan kurva laju pertumbuhan berbentuk sigmoidal {dose-dependent). Pada
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dosis tertinggi (10 mg/ml), pertumbuhan parasit telah dapat dihambat

seluruhnya.
Senyawa Artoindonesianin R

Laju pertumbuhan parasit, P. falciparum pada setiap dosis yang
digunakan (0, 0.001, 0.01, 01, 1, 10 pg/mh diperlinatkan pada Gambar
5.18d. Pada dosis terkecil yang digunakan, laju pertumbuhan parasit
mencapai 80% dari kelompok kontrof tanpa senyawa. Pada dosis tertinggi
yang digunakan, laju pertumbuhan parasit sekitar 20% masih ditemukan.
Senyawa Artoindonesianin A-2
Laju pertumbuhan parasit, P. falciparum pada setiap dosis yang digunakan
(0, 0.001, 0.01, 01, 1, 10 ug/ml) diperlihatkan pada Gambar 5.18¢. Pada
dosis terendah yang digunakan, laju pertumbuban parasit mencapai 93%
dibanding kelompok kontrol tanpa pemberian senyawa. Pada dosis 0.1 dan
1 mg/mi laju pertumbuhan parasit relatif sama. Pada dosis tertinggi yang
digunakan, laju pertumbuhan parasit sekitar 20% masih ditemukan.
Selanjutnya hambatan pertumbuhan parasit 50% (ICso) dari semua
senyawa dan isolat yang diuji ditentukan dengan menggunakan analisis
probit berdasarkan data konsentrasi versus persen penghambatan (Lampiran
3). Dari kelima senyawa yang diuji, nilai 1Cse terendah diperoleh pada
senyawa sikloheterofilin (Tabel §.3). Senyawa rnorakhalkon A dan isolat ME2
memiliki ICso masing masing sebesar 0,283 £0,113 ug /mi dan 0,353 £ 0,007

ug/ml.
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Tabel 5.3. Nilal ICs, dari- senyawa hasii isolasl ekstrak metano! dan
diklorometana kulit batang A. champeden pada uji
antimalaria /n vitro.

lsolat senyawa Rata-rata % hambatan ICo | 1Cso
A K1 K2 K3 K4 K5 wgiml) | (4M)
Sikloheterofillin 99,82 8582 72,91 44,55 40,00 0,08 0,02
Artoindonesianin A-2 82,71 | 43,48 41,10 17,29 7.02 0,49 1,31
Artoindonesianin R 78,01 50,96 5,78 18,32 8,580 0,63 1,32
"t Morakhalkon A 100,00 62,40 37,79 6,30 1.62 0.28 0,83
! .
Isolat ME 2 71,26 59,35 3540 3274 0,00 0,353

Keterangan Tabel:

K1 = konsentrasi 10 pg/ml ; K2 = konsentrasi 1 pg/ml ; X3 = konsentrasi
0,1 pg/ml, K4 = konsentras! 0,01 pg/mi, K5 = konsentrasi 0,001 pg/ml.

5.5. Efek senyawa aktif terhadap morfologi paralsit malaria.

Efek patologis dari semua senyawa flavonoid yang memiliki aktivitas
antimalaria dianalisis secara khusus pada morfologi parasit setelah inkubasi
in vitro selama 6, 12, 24, 36 dan 48 jam, dengan menggunakan mikroskop
cahaya dan mikroskop elektron transmisi.

5.5.1. Pengamatan morfologi parasit malaria dengan mikroskop cahaya.

Pada pemeriksaan dengan mikroskop cahaya. parasit yang tidak diberi

. senyawa flavonoid tampak mengalami perubahan morfologi yang nyata,
mulai dari bentuk cincin pada saat pembiakan parasit, kemudian bentuk
cincin yang menebal pada jam ke 6 serta mulai ditemukannya pigmen yang

berwarna kuning tengguli setelah 12 jam. Setelah 24 jam, stadium trofozoit
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mulai membesar dengan pigmen yang makin menonjol (5.19-4). Setelah
inkubasi 36 jam, pada kelompok kontrol tanpa obat, telah banyak ditemukan
‘bentuk skizon (Gambar 5.19-5) dan pada inkubasi 48 jarn, stadium cincin dan
trofozit muda mulai tampak lagi (Gambar 5,19-6).

Pada kelompok parasit yang diberi senyawa flavonoid, sampai dengan
‘ inkubasi 12 jam, tidak ditemukan adanya pekubahan morfologi yang berbeda
dengan kelompok kontrol, yang tidak diberikan senyawa flavonoid. Setelah
inkubasi dengan senyawa flavonoid selama 24 jam, kelainan morfologi.
berupa trofozoit yang terletak di luar eritrosit (Gambar 5.19-10), bentuk
trofozoit dengan inti kecil tanpa pigmen (Gambar 5.18-17), pigmen yang
berbentuk bulat berwarna hitam (Gambar 5.19-18) dapat ditemukan pada
semua senyawa flavonoid yang diuji. Setelah inkubasi 36 jam, pada
kelompok yang diobati dengan ke 5§ senyawa flavonoid, bentuk utama yang
banyak ditemukan adalah trofozoit yang kecil tanpa pigmen atau dengan
pigmen berwarna gelap (Gambar 5.19-17), sedangkan stadium skizon sangat

jarang ditemukan.
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Gambar 5§.19. Morfologi P.falciparum 3D7 pada biakan parasit yang
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diinkubasi dengan senyawa A.champeden selama 0- 48
jam.
Kontrol negatif (1-6), senyawa sikioheterofilin (7-12),
artoindonesianin R (13-18), menggunakan mikroskop
cahaya (Olympus) dengan perbesaran 10x100. Skala 600
pm.
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Gambar 5.20. Morfologi P.falciparum 3D7 pada kultur parasit yang
diinkubasi dengan senyawa A.champeden selama 0- 48
jam,

Artoindonesianin A-2, (19-24), morakhalkon A (25-30)
dan ME2 (31-36), menggunakan mikroskop cahaya
{Olympus) dengan perbesaran 10x100.
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Selanjutnya perubahan morfologi parasit malaria yang terlihat pada
stadium trofozoit selama diinkubasi 36 dan 48 Jam karena pemberian
Senyawa aktif antimalaria A.champeden, terlihat pada Gambar 5.21 di bawah

ini.

Waktu/ 36 jam 48 jam
senyawa uji

K(-)

Sikloheterofilin

Artoindonesianin
A-2
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Waktu 36 jam 48 jam

Artoindonesianin

R

6000

Morakhalkon A

lsolat ME2

Ik)
Gambar 5.21. Perubahan morfologi stadium trofozoit P. falciparum
(strain 3D7) yang diinkubasi dengan senyawa aktif
antimalaria A.champeden pada jam 36-48.
Keterangan Gambar :
(a-b} kontrol negatif, (c-d) sikloheterofilin, {e-f)
artoindonesianin A-2, (g-h) artoindonesianin R, (i-J}
morakhalkon A dan (k-l) ME2, menggunakan mikroskop
cahaya (Olympus) dengan perbesaran 10x100. FV = vakuola
makanan parasit dan HZ = Hemozoin, Nk= inti kecil. Skala
6000 pm.

DISERTASI
EFEK ANTIMALARIA SENYAWA FLAVONOID MARIA NINDATU



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

117

5.5.2, Analisis ultrastruktur parasit malaria dengan mikroskop elektron

transmisi

Pengamatan morfologi parasit malaria dengan menggunakan
mikroskop elektron fransmisi menunjukkan adanya perubahan morfologi
parasit pada pengamatan € dan 24 jam. Bentuk parasit yang bulat dengan
inti yang jelas dan diliputi oleh membran ganda banyak ditemukan pada
pengamatan 6 jam pertama (Gambar 5.22.a). Parasit dan eritrosit dibatasi,
yang umumnya berhimpit dengan membran luar parasit, sehingga tidak
kelihatan dengan jelas. Pada membran luar parasit, kadang dapat ditemukan
suatu lekukan, yang disebut sebagai sitostoma, yang memiiiki fungsi sebagai
muiut untuk mengisap hemoglobin, melalui proses endocytosis, yang
melibatkan lisosome sekunder.  Setelah proses endocytosis selesai,
hemoglobin yang telah diperoleh akan diangkut cleh lisosom sekunder ke
vakuola makanan melalui proses fusi (penggabungan). Pada tahap
selanjutnya, parasit akan mencerna hemoglobin dan menghasiikan suatu
hasil antara berupa heme, yang oleh parasit akan dipolimerisasi menjadi
bentuk hemozoin . Sitoplama parasit dipenuhi oleh struktur-struktur seperti
vakuola makanan dengan hemozoin yang berbentuk anyaman seperti tikar,
organel yang memiliki membran ganda (bilaminar walf). Pada pengamatan
di jam ke 24, parasit yang ditemukan umumnya dalam bentuk trofozoit tua,
dengan struktur yang telah berkembang misalnya inti yang berlobus,

sitoplasma yang diliputi oleh berbagai organel, seperti vesikel transpor
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(lisosom mediated) yang mengangkut protein dari luar dan ke dalam sel
eritrosit, vakuola makanan yang berisi hemozoin, serta sitostoma (Gambar 5.
22. b).

Mikrograf morfologi P.falciparum yang diinkubasi dengan senyawa aktif

antimalaria pada 6 dan 24 jam, terfihat pada Gambar 5.22. di bawah ini.
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{a) B0 nm .

“Th00 K

Gambar 5.22. Gambaran ultrastruktur stadium trofozoit P.falciparum
yang berada di dalam sel eritrosit.

(a-b} Trofozoit normal P falciparum (kontrol negatif). P,
falciparum yang diinkubasi 6 dan 24 jam dengan senyawa :
sikloheterofilin (c-d), artoindonesianin A-2 {e-f},
artoindonesianin R (g-h), morakhalkon A (i-j) dan isolat ME2,
k-I). Pengamatan dengan mikroskop elektron transmisi
pembesaran 15.000x. Skala dalam bar : 800-1000 nm.
Hb=hemoglobin; FV= vakuola makanan; N =pukleus; Hz
=hemozoin; TV= transfer vesikel; Ery =eritrosit; Kn =Knop;
Cys = sitostoma.
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Pada stadium trofozoit normal terlihat adanya hemozoin di vakuola
makanan parasit malaria dan inti sel di dalam sitoplasma (Gambar 5.22-a
dan b). Adanya hemozoin pada vakuola makanan mengindikasikan bahwa
telah terjadi pengambilan hemoglobin sebagai sumber nutrisi dari sitosol
eritrosit ke dalam vakuola makanan dan secara hidrolisis diubah menjadi
heme dan globin. Selanjutnya heme yang bersifat toksik bagi parasit telah
didetoksifikasi menjadi hemozoin sebagai produk yang tidak toksik bagi
parasit.

Di sisi lain pada kuitur P.falciparum yang diinkubasi dengan senyawa
sikloheterofilin selama diinkubasi 6 dan 24 jam (Gambar 5.22.c-d),
artoindonesianin A-2 (Gambar 5.22.e-f} dan artoindonesianin R selama
selama inkubasi 24 jam (Gambar 5.22.g-h) juga terlihat adanya vakuola
makanan yang berisi hemozoin, sama dengan yang teramati pada kontrol
negatif. Hal ini berarti bahwa proses detoksifikasi heme berlangsung normal.

Hal yang berbeda teramati pada ultrastruktur P. falciparum yang
dinkubasi dengan senyawa morakhalkon A pada pengamatan 6 dan 24 jam
(Gambar 5.22-i-}. Pada vakuola makanan parasit malaria yang diberikan
isolat tersebut, terihat kosong, tidak adanya hemozoin. Hal ini
mengindikasikan bahwa senyawa morakhalkon A memiliki potensi
menghambat pembentukan hemozoin. Selanjutnya parasit malaria yang
diinkubasi dengan isolat ME2, pada pengamatan 6 jam terfihat bahwa pada
vakuola makanan terdapat hemoglobin yang tidak didegradasi, dan pada

pengamatan 24 jam vakuola makanan tidak terdapat hemozoin (Gambar
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5.22 k-I}. Gambaran ultrastruktur yang berbeda ini diduga disebabkan 2 hal :
(1) pada 6 jam inkupasi efek senyawa aktif menyebabkan hemoglobin tidak
dapat didegradasi sehingga tidak terbentuk heme dan globin, dan sampai 24
jam vakuola makanan terlihat kosong (2) gambaran ini merupakan awal
masuknya hemoglobin ke dalam vakuola makanan parasit (6 jam inkubasi).
Selanjutnya proses degradasi hemoglobin telah berlangsung dimana
hemoglobin diubah menjadi heme dan globin, dan efek senyawa aktif ME2
berpengaruh menghambat detoksifikasi heme parasit malaria, sehingga pada
vakuola makanan terlihat kosong, tidak terbentuk hemozoin setelah 24 jam.
Berdasarkan analisis morfologi dirﬁana P.falciparum 3D7 yang
diinkubasi dengan senyawa flavonoid akfif antimalaria dari A.champeden
mengalami beberapa perubahan morfologi, dan juga mempengaruhi
persentase parasitemianya selama masa inkubasi 0-48 jam dibandingkan
dengan kelompok kontrol negatif. Grafik tingkat parasitemia £.faiciparum 3D7
yang diinkubasi dengan senyawa flavonoid aktif antimalaria dari

A.champeden pada 0,6, 12, 24, 36 dan 48 jam, teriihat pada Gambar 5.23. di

bawah ini .
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Gambar 5.23. Grafik tingkat parasitemia P.falciparum 3D7 yang diinkubasi
senyawa aktif A.champeden pada waktu pengamatan 0, 6,12,
24, 36 dan 48 in vitro.

Berdasarkan grafik di atas teriihat bahwa tingkat parasitemia pada kultur
parasit yang tidak diberikan senyawa aktif (kontrol negatif} terus meningkat
pada sampai pada 48 jam. Sedangkan kultur parasit yang diberikan senyawa
aktif antimalaria persen parasitemianya menurun mulai pada jam ke-24
sampai pada pengamatan ke 48 jam. Dari grafik tersebut dapat dijelaskan
juga bahwa biakan parasit yang diinkubasi dengan senyawa sikloheterofilin,
menyebabkan parasit tumbuh dengan tingkat parasitemia yang lebih rendah
dibandingkan dengan biakan parasit yang diinkubasi dengan isolat dan
senyawa aktif lainnya. Selanjutnya persen parasitemia berdasarkan stadium

parasit malaria disajikan pada gambar 5.24. di bawah ini.
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masa inkubasi 48 jam, proporsi stadium cincin sangat rendah dibandingkan
kontrol negalif yang seharusnya, persen parasitemia pada stadium cincin
lebih besar dari proporst trofozoit seperti pada kontrol negatif.

5.6. Uji efek senyawa aktif antimalaria terhadap aktivitas biokimiawi
parasit malaria

56.1. Uji efek senyawa aktif antimalaria terhadap degradasi
hemogiobin.

Pengujian efek senyawa aktif anitimalaria dari A.champeden
terhadap aktivitas biokimiawi pada vakuola makanan parasit khususnya
degradasi hemoglobin, ditakukan dengan menginkubasi isolat dan senyawa
aktif (konsentrasi akhir 10 pg/ml) pada eritrosit yang terinfeksi P. berghei
selama 0-6 jam. Preparasi cell-free parasit yéng diinkubasi dengan senyawa
sikloheterofilin, artoindonesianin A-2, artoindonesianin R, morakhalkon A dan
ME?2, dideteksi dengan elektroforesis menggunakan SDS polyacrilamide gel
{SDS-PAGE). Sebelum elektroforesis dilakukan pengukuran masing-masing
protein sampel menggunaxan metode Bradfort, sehingga dapat ditentukan
kadar protein yang seragam saat elektroforesis. Dari hasil perhitungan kadar
protein sampel dan volume yang dibutuhkan untuk elektroforesis maka kadar
protein yang digapatkan untuk masing-masing sampel sebesar 5,025 ug
(Lampiran 7). Pengamatan hasil elektroforesis didasarkan ada tidaknya pita
globin pada 16 kDa sesuai dengan low marker protein yang digunakan

dibandingkan dengan kontrol negatif. Efek senyawa aktif terhadap proses
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hidrolisis hemoglobin pada parasit malaria, diharapkan telah terjadi selama

masa inkubasi 0-6 jam.

Hasil elektroforesis dengan menggunakan pewarnaan perak nitrat

disajikan pada gambar 5.25. di bawah ini.

1 92 3 Vimbs 6.7 14 13 12 11 10 9 8

Gambar 5.25. Hasil Elektroforesis P.falciparum pada pemberian senyawa aktif
dibandingkan dengan marker.
Keterangan Gambar :
Hemoglobin standart (line 1), Morakalkhon, 0-jam ({line 2),
Morakhalkon A 6-jam (line 3), ME2, 0-jam (line 4), ME2 8-jam
(line 5), kontrol negatif O-jam (line 6}, Low marker protein
{Biorad) (line 7), Sikloheterofilin 0-jam (line 8), Sikloheterofilin
6-jam (line 9), Artoindonesianin R, O-jam (line 10},
Artoindonesianin R 6-jam (line 11), Artoindonesianin A-2 0-jam
(line 12), Artoindonesianin A-2 6-jam (line 13), kontrol negatif 6-
jam (line 14).

Berdasarkan Gambar 5.25. terlihat bahwa hasil SDS-PAGE parasit

malaria yang diinkubasi selama 6 jam dengan senyawa morakalkhon A (line
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3), ME2 (iine 5), sikloheterofilin (line 9), artoindonesianin R (line 11) dan
artoindonesianin A-2 (line 13) nampak adanya band globin yang tebal pada
16 kDa. Hal ini sesuai dengan yang ditunjukkan juga oleh marker protein (line
7) dan hemoglobin standart (line1) dan bérbeda dengan kontrol negatif
dimana hanya terlihat band giobin yang tipis (line 14). Selanjutnya hasil SDS-
PAGE, pada pengamatan 0 jam, terlihat adanya band globin yang sangat tipis
baik pada kuitur parasit yang diberikan senyawa sikioheterofilin (line 8),
artoindonesianin R (line10),artoindonesianin A-2 (line12) dan sama dengan
kontrol negatif tanpa pemberian senyawa akltif 0 jam (line 6). Pada biakan
parasit yang diberikan senyawa morakhalkon A (line 2) dan isolat ME2 (line
4) pengamatan 0 jam, dari hasil elektroforesis terlihat juga adanya band
globin yang tipis.

5.6.2. Uji efek isolat dan senyawa aktif terhadap hambatan - hematin
secara in vitro (BHIA=B-Haematin Inhibition Assay ).

Uji efek isolat dan senyawa aktif terhadap hambatan B-hematin secara
in vitro dilakukan untuk memprediksi efek senyawa aktif pada proses
detoksifikasi parasit malaria. Pengujian dilakukan tanpa menggunakan
biakan parasit malaria tetapi dengan larutan o-clorohemin (Sigma) dan bufer
asetat (pH §) yang dikondisikan sesuai kondisi vakuola makanan parasit
malaria.

Senyawa aktif dari A.champeden (konsentrasi akhir 10 pg/ml) yaitu
senyawa sikloheterofilin, artoindonesianin A-2 dan R, morakhalkon A dan

ME2, diinkubasi selama 24 jam hersama larutan «-clorchemin dan bufer
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asetat (pH 5). Dalam proses uji hambatan pembentukan B-hematin, bufer
asetat dengan pH 5, merupakan kondisi yang dioptimasi sesuai dengan pH
vakuola makanan parasit yaitu kondisi asam (acidic food vacuole). Kondisi ini
merupakan kondisi optimal dimana proses dimerisasi heme (detoksifikasi
heme) menjadi B-hematin (struktur dimer dari hemozoin) dapat berlangsung.

Pada pengujian ini a-clorohemin akan bereaksi dengan bufer asetat
setelah inkubasi selama 24 jam pada suhu 35°C sehingga akan terbentuk B-
hematin. Pemberian larutan NaQOH pada pelet B-hematin yang terbentuk
akan mengubzahnya menjadi alkalin hematin yang dapat diukur dengan
spekirofotometer.

Pengamatan terhadap persen hambatan pembentukan B-hematin
didasarkan pada pengukuran absorbansi masing-masing zat uji yang
diberikan dibandingkan dengan kontrol negatif. Perhitungan hambatan
pembentukan (-hematin dari senyawa morakhalkon A sebesar 61 ,05£1 ,82%
dan ME2 sebesar 61,111 0,24%. Sedangkan pada klorokuin (kontrol positif)
persen hambatan pembentukan B-hematin mencapai sekitar 71,74+3,25%.
Selanjutnya  senyawa  sikloheterofilin,  arfoindonesianin  A-2  dan
artoindonesianin R memiliki persen hambatan pembentukan B-hematin
berturut-turut sebesar 33,42+ 6,0, 8,10 + 2,28 dan 28,69+ 7,18 %. Has.il
perhitungan rata-rata persen hambatan dan histogram hambatan senyawa uji
terhadap pembentukan B-hematin terlihat pada Tabel 5.4 dan Gambar 5.26.

di bawah ini :
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Tabel §.4. Persen hambatan pembentukan f8-hematin oleh senyawa
aktif A.champeden (-hematin Inhibition Assay).

No. Isolat/senyawa % % %
pembentukan | Hambatan § - | Hambatan § -
B-Hematin hematin hematin
1. Sikloheterofilin 62,34 37,66
70,83 29,17 33,421 6,00
2. Artoindonesianin A-2 93,51 6,49
90,28 9,72 8,10+ 2,28
3. Artoindonesianin R 66,23 33,77
76,39 23,61 28,69 +7,18
4, Morakhalkon A 37,66 62,34
40,26 59,76 61, 05+1,82
5. ME2 35,06 64,94
34,72 65,28 61,11£0,24
6. K + (Klorokuin) 25,97 74,03
30,56 69,44 71,7413,25
7. K- 100,0 0,00
100,0 0,00 0,00£0,00

Hambatan pembentukan hematin

gg— @ Sikio
60- m Arto A-2
%, 50 OAroR
Hambatan gg o z ME1
| 20 - IS Me2
10- B CQ
o m K-

Isolat dan senyawa aktif A.champeden

Gambar 5.26. Grafik hambatan pembentukan B-h:matin oleh senyawa
aktif A. champeden (B-hematin Inhibition Assay).
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Analisis statistik menggunakan One way Anava (Lampiran 5) tedihat
bahwa terdapat pengaruh senyawa uji yang berbeda terhadap pembentukan
B-hematin (p=0,00< 6=0,05). Selanjutnya uji beda dengan menggunakan uji
Tukey dapat dijelaskan bahwa klorokuin (kontroi positif) berpengaruh paling
besar terhadap hambatan pembentukan B-hematin dan tidak berbeda
pengaruhnya dengan senyawa morakhatkon A dan ME2, tetapi berbeda
dengan sikloheterofilin, antoindonesianin A-2, artoindonasianin R dan kontrol
negatif.

Menurut Frolich (2005) senyawa yang memiliki hambatan pembentukan
B-hematin lebih besar dari 60% dikatakan memiliki potensi yang tinggi
sebagai inhibitor f-hematin. dan apabila presentase hambatannya lebih keci!

dari 40%, merupakan inhibitor yang rendah terhadap pembentukan p-

" “hematin.

Berdasarkan hal tersebut maka senyawa morakhalkon A dan ME2 dari
ekstrak metanol kulit batang A.champeden, berpotensi sebagai inhibitor
terhadap pembentukan P-hematin sedangkan senyawa lainnya tidak
berpotensi pada pembentukan (-hematin.

i’engujian ini merupakan uji cepat (rapid tést) mekanisme aksi isolat
dan senyawa akfif terhadap hambatan pembentukan fB-hematin, dan akan
dikonfirmasikan dengan uji biokimiawi fainnya serta ultrastruktur vakuola

makanan parasit- malaria.
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artoindonesianin A-2 dan R, tidak berpotensi untuk menghambat proses
pembentukan hemozoin dari parasit malaria tersebut.

Hal yang berbeda teramati pada ultrastruktur P. falciparum yang
diberikan senyawa morakhalkon A pada pengamatan 6 dan 24 jam
(Gambar 5.22-i-j). Pada vakuola makanan parasit malaria vang diberikan
senyawa tersebut tidak terlihat adanya hemozoin. Hal ini mengindikasikan
bahwa senyawa morakhalkon A memiliki potensi menghambat
pembentukan hemozoin. Begitu juga pada stadium trofozoit parasit malaria
yang diinkubasi dengan isolat ME2, pada pengamatan 6 jam terlihat bahwa
pada vakuola makanan terdapat hemoglobin yang tidak didegradasi, dan
pada pengamatan 24 jam, utrastruktur vakuola makanan parasit tidak
terdapat hemozoin (Gambar 5.22.k-). Gambaran ultrastrukfur yang berbeda
ini diduga disebabkan 2 hal : {1) pada 6 jam inkubasi, diduga efek isolat aktif
ME2 menyebabkan hemoglobin tidak dapat didegradasi menjadi heme dan
globin, sehingga sampai 24 jam inkubasi vakuola makanan terlihat kosong
(2). Adanya hemoglobin pada 6 jam inkubasi, merupakan awal masuknya
hemoglobin ke dalam vakuola makanan parasit. Selanjutnya parasit malaria
mengubah hemoglobin menjadi heme dan globin, dan efek senyawa aktif
ME2 menghambat pengubahan heme bebas yang terbentuk menjadi
hemozoin sehingga vakuoia makanan terlihat kosong (tidak terbentuk

hemozoin) setelah 24 jam.
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Berdasarkan kajian ultrastruktur di atas maka, dapat diinterpretasikan
bahwa senyawa morakhalkon A dan ME2 memiliki potensi untuk
‘menghambat proses pembentukan hemozoin parasit malaria.

Berdasarkan  hasil analisis efek senyawa aktif antimalaria dar
A.champeden terhadap morfologi parasit malaria_secara miskroskopik dan
analisis aktivitas biokimiawi, dapat dibuat ringkasan fenomena hasil pengujian
sebagai berikut :

Tabel 6.5. Fenomena efek senyawa aktif A.champeden terhadap

morfologi dan aktivitas bilokimiawl pada vakuola
makanan terhadap parasit malaria.

Perubahan morfologi Aktlvitas blokimiawi
No. | lsolatdan Senyawa aktif M TEM DH BH | HZ
1. Sikloheterofilin + i + L i
2. Artoindonesianin A-2 + . + L .
3 Artoindoneslanin R + 3 + a -
4, Morakhalkon A + + + + +
5. [ME2 Al 1 g + + | o+

Keterangan :

LM : pengamatan dengan mikroskop cahaya

TEM : pengamatan dengan mikroskop elektron transmisi

DH . hambatan pada degradasi Hemoglobin

BH . hambatan pembentukan detoksifikasi heme sintetis (B-hematin)

HZ : hambatan pembentukan hemozoin berdasarkan pengamatan dengan
mikroskop elektron transmisi. '
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BAB 6
PEMBAHASAN

6.1. Elusidasi dan Identifikasi Struktur Senyawa Hasil Isolasi dari
Ekstrak Metanol Kulit Batang Arfocarpus champeden Spreng.

Fraksinasi dan lsolasi senyawa dari ekstrak metanol kulit batang
A. champeden Spreng, menghasilkkan 2 isolat  flavonoid yaitu isolat
ME1 dan ME2, yang diketahui berdasarkan profil kromatogram dengan
adanya spot berwarna kuning sampai oranye dengan penampak noda
serri-sulfat 1%. Elusidasi dan identifikasi struktur elusidasi dijelaskan
sebagai berikut;
6.1.1. Elusidasi dan identifikasi Senyawa ME1

Hasil analisis terhadap senyawa ME1, dengan metode KLT
menunjukkan bercak (spof) tunggal pada Rf 0,40. Identifikasi
menggunakan penampak noda serri sulfat menunjukkan adanya warna
orange dan dengan sinar UV (365 dan 254 nm) terlihat warna cokiat
pudar sampai coklat getap. Hasil ini didukung oleh data kromatogram
hasil analisis dengan densitometer, yang menunjukkan bahwa terdapat
puncak utama pada Rf 0,40 dengan luas area 97,99% dan puncak lain
yang tidak dominan dengan Rf yang berbeda (Rf 0,08) pada panjang
gelombang 365 nm dan 254 nm. identifikasi dengan metode KLT
menggunakan penampak noda menyiratkan bahwa isolat ME1

mengandung senyawa fenolik, oleh karena itu senyawa ME1
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merupakan senyawa flavonoid yang memiliki gugus fenot dan bukan
berasa! dari golongan terpencid (Wagner et a/, 1984; Gibbons et aJ,
1998).

Hasil-hasil ini kemudian diidentifikasi lebih lanjut dengan
berbagai metode seperti spekiroskopi UV, sﬁektroskopi Inframerah (IR),
spektroskopi massa (MS) dan RMI. Identifkasi secara KLT dan
penampak noda ditujukan terutama untuk memeriksa kemungkinan
terkandungnya flavonoid, terpszxenocid dan senyawa fenolik lainnya di
dalam senyawa tersebut.

Identifikasi dengan  menggunakan  spektrofotomefri UV
menunjukkan bahwa isolat ME1 memiliki dua panjang gelombang. Dari
profil spekirum UV tersebut terlihat bahwa senyawa yang terkandung
pada isolat ME1 menyerap sinar UV dan menunjukkan satu atau lebih
puncak dalam rentang panjang gelombang (Ama) 320 - 380 nm. Senyawa
yang menyerap sinar UV dalam rentang panjang gelombang 200-400 nm
menunjukkan bahwa struktur molekulnya mengandung ikatan tidak jenuh,
seperti diena atau poliena terkonjugasi, gugus karkonil, gugus karbonil
berikatan q,B-tidak jenuh, atau suatu cincin aromatik (Markam, 1985;
Fessenden et al, 1983). Adanya puncak spektrum pada panjang
gelombang 370-410 nm juga merupakan ciri khas golongan khalkon,
sedangkan puncak spektrum pada panjang gelombang antara 350-386
nm merupakan ciri khas golongan flavono! (Harborne,1996). Oleh karena

isofat ME1 yang memiliki puncak spektrum pada panjang gelombang
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320 dan 380 nm, dapat diinterpretasikan bahwa isolat ME1 mengandung

senyawa golongan khalkon.

Identifikasi dengan menggunakan spektrofotometer inframerah
menunjukkan bahwa senyawa ME1 memiliki profil IR dengan pita
serapan (Vmax ) pada 3412 cm™, 2850 cm”, 2919 cm™, 1659 ecm™ |
1616 dan 1384 cm™. Menurut Silverstein (1991), gugus C=0 terdapat
pada daerah serapan 1820-1600 cm™*, C=C aromatik pada 1650 cm™, O-
H pada 3400-2400 cm™, dan C-H aromatik pada daerah 3000 -2700 ¢
! Berdasarkan pendapat tersebut, dapat diintrepetasikan bahwa jenis dan
tipe ikatan yang terdapat pada isolat ME1 yaitu adanya ikatan-ikatan C=0
(1616 cm™), C=C aromatik (1659 sampai 1384 cm™), O-H (3412 cm™),
dan C-H aromatik {2919 cm ‘dan 2850 cm™).

Selanjutnya senyawa ME1 yang diperoleh sebagai serbuk
berwarna kuning, dilakukan identifikasi dengan spektra RMI -'H,
menunjukkan adanya sinyal untuk gugus isoprenil (6 1.66 dan 1.79,
masing-masing singlet (3H, 2x Me). Anaiisis data korelasi HMBC
menunjukkan bahwa gugus isoprenil terdapat pada posisi C-3'.
Berdasarkan kajian pustaka maka dapat dinytakan bahwa spektra RMI
dari senyawa ME1 ini identik dengan senyawa morakhalkon A

(Monache ef al ,11995; Han et al, 2006) dengan struktur sebagai berikut
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Gambar 6.1. Struktur kimia senyawa Morakhalkon A
{(Monache ef a/, 1985, Han ef al, 2006}

6.1.2. Elusidasi dan identifikasi isolat ME2

Hasil analisis terhadap isolat ME2 dengan metode KLT
menunjukkan adanya bercak tunggal pada Rf 0,36, Identifikasi
menggunakan penampak noda serri sulfat menunjukkan adanya warna
orange dan dengan sinar UV (365 dan 254 nm) terlihat warna coklat
pudar sampai coklat gelap. Hasil ini diperkuat oleh data analisis
menggunakan densitometer yang menunjukkan bahwa terdapat puncak
utama pada Rf 0,36 dengan luas area 96,42% dan 2 puncak lain yang
tidak dominan dengan Rf yang berbeda pada kromatogram yang
diperoleh pada panjang gelombang 365 nm dan 254 nm.

Identifikasi dengan metode KLT menggunakan penampak noda
memperlihatkan bahwa profil isolat merupakan senyawa flavonoid yang
memiliki gugus fenol dan bukan berasal dari golongan terpencid

(Wagner et al, 1984, Gibbons et al, 1998).
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Identifikasi dengan  menggunakan  spektrofotometri UV
menunjukkan bahwa isolat ME2 berbeda dengan senyawa ME1. Dari
profil UV terlihat bahwa isolat ME2 hanya memiliki satu panjang
gelombang maksimum (Amax) Yaitu 380 nm. Senyawa yang menyerap
sinar UV dalam rentang panjang gelombang 200-400 nm menunjukkan
bahwa struktur molekulnya mengandung ikatan tidak jenuh, seperti diena
atau poliena terkonjugasi, gugus karbonil, gugus karbonil berikatan a,B-
tidak jenuh, atau suatu cincin aromatik (Wagner ef a/, 1978, Fessenden

et al, 1983).

Menurut Brown ef af (1978) dan Fessenden et af (1983), senyawa
yang menyerap sinar UV dalam rentang panjang gelombang 200-400 nm
mengindikasikan bahwa di dalam struktur molekulnya mengandung
ikatan tidak jenuh, seperti diena atau poliena terkonjugasi, gugus karbonil,
gugus karbonil berikatan a,B-tidak jenuh, atau suatu cincin aromatik.
Selanjutnya Harborne (1996) mengemukakan adanya maksima spektrum
pada 370-410 nm merupakan ciri khas golongan khaikon. Oleh karena
isolat ME2 memiliki puncak spektrum pada panjang gelombang 380 nm,
maka dapat diinterpretasikan bahwa isolat ME2 mengandung senyawa

golongan khalkon.

Identifikasi dengan menggunakan spektrofotometer inframerah
menunjukkan bahwa isolai ME2 memiliki profil iR dengan pita serapan

(Vmax ) pada 3433 cm-', 2920 cm-', 2850 cm-', 1658 cm™ ,1383 cm”
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1616 cm™. Berdasarkan kajian pustaka tentang profii spektrum iR
tersebut, dapat diinterpretasikan jenis dan tipe ikatan yang terdapat pada
isolat ME2 adalah ikatan-ikatan C=0 (1616 cm™), C=C aromatik (1658

sampai 1383 cm™), O-H (3433 cm."), dan ikatan C-H aromatik

(2920 cm™).

Secara umum dari hasil identifikasi isolat ME2 dengan KLT
penampak noda, spektrum UV dan IR, dapat dinyatakan bahwa isolat

ME2 merupakan senyawa golongan khalkon.
6.2. Efek antimalaria fraksi MEIl ekstrak metanol A.champeden

Uji aktivitas antimalaria secara in vifro menunjukkan bahwa nilai
ICsq fraksi ME Il adalah sebesar 1,649 + 0,848 pg/ml. Hasil ini jauh lebih
kecil dari batas ideal untuk menentukan apakah suatu fraksi merniliki efek
antimalaria. Suatu fraksi dikatakan memiliki efek antimalaria bila secara
in vitro memiliki nilai iCso fraksi lebih kacil dari 26 pg/mlt (Kohler, 2002).
Berdasarkan acuan tersebut, maka fraksi MEN dari ekstrak metanol kulit
batang A.champeden memiliki aktivitas antimalaria yang poten. Efek
antimalaria tersebut jauh lebih besar dibanding dengan hasil uji efek
antimalaria pada tingkat ekstrak dan peningkatan ini diduga disebabkan
oleh semakin tingginya kadar senyawa flavoncid pada ekstrak metanol.
Penelitian lain yang dilakukan juga menjelaskan bahwa adanya
kandungan senyawa flavonoid dalam suatu tanaman dapat menghambat

pertumbuhan parasit malaria. Beberapa laporan penelitian mengenai
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suatu isolat memiliki efek antimalaria yang poten secara in vitro . Menurut
Fidock {2004), bahwa suatu senyawa yang potensial sebagai antimalaria
secara in vitro apabila nilai ICso iebih kecil dari 1 yM. Aktivitas antimalaria
tertinggi diperoleh pada senyawa sikloheterofilin (ICsq= 0,08uM ) dan
morakhatkon A (iCso= 0,28uM).

Aktivitas antimalana yang poten dari senyawa sikloheterofilin,
diduga karena adanya rantai samping isopren pada posisi C-8 yang
berbeda dengan pada 4 senyawa lainnya. Hal ini sesuai dengan yang
dilaporkan sebelumnya bahwa aktivitas antimalaria senyawa
sikloheterofilin diduga karena letak rantai samping isoprenil pada posisi
C-8 dari struktur flavon senyawa tersebut. Begitu juga dengan senyawa
heteroflavanon (ICse= 0,001 uM) yang diisolasi dari ekstrak diklorometana,
memiliki rantai samping isoprenil yang menyebabkan aktivitasnya lebih
kuat enam kali lipat dibandingkan dengan klorokuin difosfat (iCso= 5,8 X
10¥ M), sedangkan senyawa artonin A yang tidak memiliki gugus
isoprenil memiliki aktivitas antimalaria yang kurang poten (Zaini et al,
2006; Widyawaruyanti et al, 2007).

Hal ini diperkuat dengan penelitian Cerquira et a/, (2003) bahwa
beberapa senyawa isoprenilfiavon dari Arfocarpus elasticus menunjukkan
aktivitas hambatan proliferatif limposit dan hambatan tertinggi dimiliki oleh
senyawa isoprenilflavon dengan rantai isopren yang terikat pada atom C-
8. Hal yang sama juga dilaporkan Wei et al, (2005) bahwa senyawa

prenilflavon dari jenis Arfocarpus dengan rantai isopren yang terikat pada
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Oleh karena itu hasil pengujian efek senyawa aktif antimalaria dari
A.champeden pada morfologi dan aktivitas biokimiawi pada vakuota
makanan parasit malaria, merupakan acuan ilmiah  untuk
mengungkapkan mekanisme aksi dan target spesifik senyawa flavonoid
tersebut yang menimbuikan efek antimalaria seperti yang tetah dijelaskan

di atas.

6.4. Efek Flavonoid Pada Aktivitas Biokimia dalam Vakuola
Makanan Parasit Malaria.

6.4.1. Efek flavonoid pada proses degradasi hemoglobin
Efek senyawa sikloheterofilin, artoindonesianin A-2,
arfoindonesianin R, morakhalkon A dan isolat ME2 dengan mekanisme
aksi pada proses degradasi hemoglobin parasit, tervisualisasi pada
perubahan morfologi dan analisis aktivitas biokimiawi parasit malaria.
Berdasarkan analisis morfologi ?.fa!c:;oarum yang diinkubasi
dengan ke lima senvawa flavonoid tersebut menunjukkan bahwa selama
inkubasi 0-12 jam, semua senyawa aktif belum memberikan efek pada
morfologi  parasit malaria. Hal ini terlihat pada morfologi yang sama,
antara biakan parasit malaria yang diinkubasi dengan senyawa aktif
dibandingkan dengan morfologi biakan pafasit yang tidak diberikan
senyawa aktf (kontrol negatif) pada inkubasi 0-12 jam. Pada masa
inkubasi ke-12 jam, biakan P.faiciparum stadiurn cincin yang diinkubasi
dengan senyawa flavonoid aktif antimalaria mulai mengalami penebalan

sitoplasma menjadi stadium trofozoit awal, sama dengan morfologi
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Hempelmann et al (2003), Plasmodium faiciparum intraeritrositik,
dikelilingi oleh parasifophorous vacuolar membrane (PVM) yang
berperan penting bagi parasit untuk mendapatkan nutrient dan
eksport protein ke membran sel host.

Oleh karena itu keberadaan parasit di luar sel eritrosit
(eksoeritrositik)y akan memperburuk proses maturasi dan
pertumbuhannya dan mengarah pada kematian parasit.

Kondisi P.falciparum yang bérada di luar eritrosit seperti ini
juga telah dilaporkan Salmon ef af (2000). Pada kultur P.falciparum
3D7, W2 dan Dd2 middle stage shizont yang diinkubasi dengan
inhibitor protease yaitu E64 (L.-transepoxy-succinyl-leucylamido- (4-
guanidino) butane), selama 8 jam. Pada pengamatan dengan
mikroskop cahaya, terlihat bahwa stadiurﬁ shizont yang diinkubasi
dengan E64 sebagai inhibitor protease, berkembang menjadi merozoit
yang diselubungi membran intraselular, dan berada di luar sel eritrosit.
Hasil penelitian Salmon ef a/ (2000) memperkuat dugaan bzhwa
parasit yang berada di |uar eritrosit dengan dilapisi membran
intraselular merupakan salah satu perubahan morfologi parasit
malaria karena adanya hambatan dari senyawa akiif antimataria.

(3) Semua senyawa aktif antimalaria (sikloheterofilin, artoindonsianin A-2,
artoindonesian R, morakhalkon A dan isolat ME2) memberikan efek
terjadinya perubahan warna hemozoin menjadi berwarna hitam dan

pecah (aggregation}, pada inkubasi 36-48 jam berbeda dengan
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dimana pada inkubasi 48 jam P.faiciparum sudah mengalami satu
siklus pertumbuhan kembali ke stadiuﬁ'l cincin.

Perubahan dan kelainan morfologi mulai fase tropik 24- 48 jam
juga menyebabkan tingkat parasitemia menurun, yang berarti bahwa
senyawa aktif menghambat pertumbuhan parasit malaria mulai dari
fase tropik (24 jam) sampai pada fase akhir siklus hidup parasit malaria
(48 jam). Siklus hidup parasit yang tertunda pada fase akhir
pertumbuhan juga telah dilaporkan (Rosenthal et a/,1991; Gunawan et
al, 2006; Malhorta, 2007).

Perubahan-perubahan morfologi yang tervisualisasi karena
adanya efek senyawa flavanoid yaitu sikloheterofilin, artoindonesianin A,
artoindonesianin R, morakhalkon A dan isolat ME2 yang berlangsung
mulai pada periode tropik sampai akhir sikius pertumbuhan parasit
disebabkan pada fase tersebut parasit malaria mulai melakukan proses
metabolisme yang akiif. Pada periode tropik, parasit mulai bertambah
besar dari trofozoit awal (early trophozoite) menjadi trofozoit dewasa
(late trophozoit). Pengambilan sumber nutrien dari sitosol eritrosit
dikomsumsi dengan cepat di dalam vakuola makanannya yang mulai
terbentuk. Proses degradasi hemoglobin menjadi oligo peptida (smalf
peptida} dan heme secara proteolisis di dalam vakuola makanan mulai
berlangsung (Rosenthal, 1995; Gamboa et al/,1996; Rosenthal, 1997:

Wiser, 2004).
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Oleh karena itu, apabila terdapat senyawa aktif antimalaria yang
bersifat inhibitor pada periode ini, maka akan terjadi gangguan
metabolisme parasit malaria yang tervisualisasi pada perubahan kondisi
morfologinya. Hal ini diperkuat dengan pengujian biokimia yang telah
dilakukan untuk mengkonfirmasi efek senyawa aktif pada morfologi
parasit terkait dengan aktivitas biokimiawi pada proses degradasi globin
menggunakan SDS-PAGE.

Analisis hambatan degradasi globin parasit malaria, dilakukan
menggunakan F.bergheai yang diinkubasi secara in vitro selama 0 -6 jam.
Pada proses preparasi untuk mengisolasi protein parasit, digunakan
saponin untuk melisiskan membran eritrosit yang terinfeksi parasit tetapi
tidak melisiskan membran parasit (Gamboa et a/1996). Selanjutnya
kadar protein parasit ditentukan dengan menggunakan metode Bradford.
Keuntungan metode ini adalah waktu yang dibutuhkan relatif cepat dan
sensitif (Deutscher,1990; Aulanni'am, 2004). Penentuan kadar ini sangat
penting untuk menjaga supaya sampel yang masuk ke dalam sumur
SDS-PAGE seragam sehingga akumulasi globin yang tidak terdegradaéi
dapat diketahui secara valid. Kemudian sejumlah konsentrasi yang sama
dari protein parasit yang telah diukur, dilarutkan dalam sampel buffer
SDS-PAGE dan dielektroforesis dengan menggunakan 15% gel akrilamid.
Hasil SDS-PAGE terhadap akumulasi globin dapat ditunjukkan dengan
adanya pita (band) yang berwarna hitam pada posisi 16 kDa

(Rosenthai,1991).
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Sifat lipofilitas tinggi karena adanya gugus isoprenil menyebabkan
senyawa aktif A.champeden tersebut lebih mudah melewati membran
eritrosit maupun membran parasit, masuk ke vakuola makanan
dibandingkan senyawa yang tidak memiliki gugus isoprenil. Daerah non
polar senyawa aktif yang tidak larut dalam air (qugus hidrokarbon dan
prenil) dengan molekul air di sekelilingnya akan bergabung dengan ikatan
hidrogen (icebergs). Dalam kondisi vakuola makanan yang basa dengan
konsentrasi ion OH yang tinggi, molekul air (ikatan H) di sekeliling
molekul non polar akan terdesak dan pecah, sehingga terjadilah reaksi
penggabungan senyawa aktif yang non polar dengan permukaan non
polar dari substrat yaitu globin melalui interaksi hidrofobik. Interaksi
hidrofobik cenderung sfabil sehingga dapat menghambat mekanisme
biokimiawi dalam vakuola makanan parasit.

Aktivitas biokimiawi ini juga ditunjang dengan adanya gugus
hidroksil yang dimiliki ke 5 senyawa aktif, yang menyebabkan senyawa
flavonoid iebih mudah bereaksi dengan senyawa lain, namun
mekanisme ini belum diketahui. Hal ini diasumsikan berdasarkan
penelitian Messori (2006), bahwa artemisinin  dalam bentuk
dihidroartemisinin (memiliki 2 gugus hidroksil), gugus hidroksiinya juga
herperan berikatan dengan ferrous hemoglobin. Selanjutnya penelitian
Arung (2006) terhadap aktivitas senyawa flavonoid yang diisolasi dari A.

heterophyllus memperkuat dugaan ini, yang menyatakan bahwa adanya
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gugus hidroksil, meningkatkan aktivitas senyawa ftavonoid sebagai
antioksidan.

Aktivitas biokimiawi senyawa éktif antimalaria A.champeden
diduga tidak secara langsung menghambat enzim protease yang
berperan pada proses degradasi hemoglobin, tetapi diduga terjadi karena
proses biokimiawi lain di dalam vakuola makanan parasit. Seperti yang
telah dijelaskan yaitu sifat lipofilitas senyawa aktif dan adanya ikatan
gugus hidroksil pada molekul amin menyébabkan proses degradasi
globin di vakuola makanan parasit malaria menjadi terganggu. Hal ini
dapat diinterpretasikan bahwa penelitian ini searah dengan pendapat Go
(2004) yang menyatakan bahwa khalkon suatu flavonoid, yang aktif
antimalaria menghambat degradasi hemogiobin, ternyata tidak memiliki
mekanisme hambatan terhadap enzim sistein protease secara in vitro.
Hal ini berbeda dengan beberapa penelitian terdahulu bahwa khalkon
dapat menghambat degradasi globin melalui mekanisme hambatan
enzim sistein protease secara komputatif (Li, 1991; Li, 1996;
Biagini,2003).

Hambatan pada proses degradasi hemdgiobin maupun globin juga
sudah diketahui merupakan target obat antimalaria seperti klorokuin,
artemisinin dan turunannya. Hal ini berarti bahwa senyawa flavonoid dari
A.champeden dengan struktur kimia yang berbeda dengan kloroquin
(alkaloid) dan artemisinin {seskuiterpen lakton), dapat menunjukkan efek

yang sama terhadap parasit malaria. Namun struktur kimia yang berbeda
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metmyoglobin. Hal ini berbeda dengan Messori (2008), yang meilaporkan
bahwa artemisinin dalam bentuk dihidroartemisinin dapat mengikat
ferrous hemoglobin tetapi tidak dengan methemoglobin.
6.4.2. Efek flavonoid A.champeden pada proses detoksifikasi
heme parasit malaria.

Efek senyawa flavonoid A.champeden terhadap proses
detoksifikasi heme parasit malaria dikaji sesuai dengan hasil uji
hambatan B- hematin secara in vitro dan konfirmasi ultrastuktur ada
tidaknya hemozoin pada vakuola makanan P.faiciparum. Pengujian suatu
isolat dan senyawa secara in vitro tanpa menggunakan parasit malaria,
merupakan {fangkah awal yang cepat dan efisien (rapid fesf} untuk
menentukan target spesifik dan mekanisme aksi senyawa aktif dari
bahan alam. Menurut Fidock {2004), pangujian dengan cara sintetis ini
selanjutnya dapat dikonfirmasi dengan uiji biokimiawi baik secara in vitro
maupun in vivo dengan menggunakan parasit.

Pada pengujian hambatan p-hematin secara /n vifro, buffer asetat
dan suhu penyimpanan berpengaruh pada pembentukan B-hematin dari
heme klorida sebagai bentuk monomerik hematin. Menurut Tekwani
(2005), Pada suhu penyimpanan tinggi yaitu sekitar 60°C dan konsentrasi
buffer 4,6 M pembentukan B-hematin akan lebih cepat dibandingkan
apabila disimpan pada suhu 37°C dengan konsentrasi yang sama,
pembentukkan B-hematin dapat terjadi dalam 2 hari. Pada eksperimen

ini digunakan modifikasi metode oleh Egan (2005) yaitu konsentrasi
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bufer asetat dinaikkan menjadi 8 M sehingga inkubasi dilakukan pada
suhu yang tidak terlalu tinggi (35°C).

Berdasarkan data pengujian hambatan p-hematin secara in vitro
dan analisis statistik (One way Anava) terlihat bahwa terdapat pengaruh
senyawa uji yang berbeda terhadap pembentukan B-hematin (p=0,00<
0=0,05). Selanjutnya uji beda dengan menggunakan uji Tukey dapat
dijelaskan bahwa klorokuin (kontrol positify berpengaruh paling besar
terhadap hambatan pembentukan (-hematin dan tidak berbeda
pengaruhnya dengan senyawa morakhalkon A dan ME2, tetapi berbeda
dengan sikloheterofilin, artoindonesian'in A-2, artoindonesianin R.
Analisis ini sesuai juga dengan pendapat Frolich (2005) bahwa senyawa
yang memiliki hambatan pembentukan B-hematin lebih besar dari 60%
dikatakan memiliki potensi yang tinggi sebagai inhibitor $-hematin (good
inhibitor} dan sebaliknya presentase hambatan kurang dari 40%,
merupakan inhibitor yang rendah terhadap pembentukan B-hematin.

Berdasarkan pendapat tersebut dapat dinyatakan bahwa
morakhalkon A dan isolat ME2 dari ekstrak metano! memiliki potensi
yang tinggi sebagai inhibitor pembentukan p-hematin, sedangkan
senyawa sikloheterofilin, artoindonesianin A-2 dan R (< 40%) diduga
merupakan inhibitor yang rendah terhadap pembentukan B-hematin.

Hal ini diperkuat dengan konfirmasi lanjut fenomena di atas, dengan

pengamatan ultrastruktur P. falciparum yang diinkubasi dengan isolat
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menjadi menjadi hemin (B-hematin). Selanjutnya terjadi proses
biokristalisasi hemin (f-hematin) dengan ikatan hidrogen membentuk
kristal hemozoin. Heme bebas yang tidak mengalami biokristalisasi
ditransport ke sitosol parasit untuk didetoksifikasi melalui jalur GSH
dependent (Ginsburg,1998; Ziegler, 2001; Auparakkitanon, 2003;
Tekwani, 2005). Proses ini terjadi nomal, karena senyawa aktif
sikloheterofilin, artoindonesianin A-2 dan R tidak memiliki mekanisme
hambatan pada proses detoksifikasi heme pada parasit malaria tersebut.
Temuan ini semakin diperkuat oieh kajian ultrastruktur mengenai
organei sel yang terdapat pada stadium trofozoit parasit malaria yang
diinkubasi dengan senyawa aktif sikloheterofilin, artoindonesianin A-2
dan R yang sama dengan ulirastruktur stadium trofozoit tanpa pemberian
senyawa aktif (kontrol negatif) dibandingkan dengan kajian ultrastruktur
trofozoit normal dari beberapa pustaka (Aikawa,1971; Paperna, 2002).
Komperasi gambaran ulfrastrukiur ini menunjukkan adanya
kesamaan beberapa organel sel pada stadium trofozoit yang diinkubasi
dengan senyawa aktif sikloheterofilin, artoindonesianin A-2 dan R dari A.
champeden dengan ultrastruktur trofozoit normal, seperti adanya
nukieus, vakuola makanan yang berisi pigmen hemozoin dan sel parasit
yang diselimuti membran luar (outer} dan membran dalam (inner). Hal ini
mirip dengan uitrastruktur trofozoit normal seperti yang dikemukakan
Paperna (2002), bahwa ultrastruktiur trofozoit yang normal terlihat

diselimuti oleh dua membran yaitu membran luar yang tebat (outer) dan
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senyawa morakhalkon dan ME2 dari kulit batang A. champeden
berpotensi sebagai inhibitor proses detoksifikasi heme melalui
mekanisme hambatan pembentukan B-hematin, sedangkan ketiga
senyawa lainnya yaitu sikloheterofilin, artoindonesianin A-2 dan R kurang
potensial sebagai inhibitor proses detoksifikasi heme (Nindatu et al,
2007).

Potensi senyawa morakhalkon A sebagai -inhibitor pada proses
detoksifikasi heme, diduga karena struktur khalkon terprenilasi dari
senyawa tersebut yang tidak dimiliki oleh dengan 3 senyawa lainnya yaitu
sikloheterofilin, artoindonesianin A-2 dan R, dengan struktur flavon
terprenilasi.

Struktur senyawa morakhalkon A dengan cincin C terbuka dan
mengandung ikatan tidak jenuh menyebabkan senyawa tersebut
cenderung lebih mudah bereaksi dengan subtrat lain di sekelilingnya.
Hal ini berbeda dengan struktur senyawa sikloheterofilin,
artoindonesianin A-2 dan R vyang memiliki cincin flavon yang tertutup
sehingga cenderung bersifat stabil.

Potensi senyawa khalkon terprenilasi pada hambatan proses
detoksifikasi heme, juga diperkuat dengan laporan penelitian tentang
xanthohumol suatu senyawa khalkon terprenilasi dari tanaman hop
(Humulus lupulus L.} family cannabinaceae yang dilaporkan lebih reaktif
berikatan dengan ion metal dibandingkan senyawa flavanon terprenitasi

dan khalkon non-prenilasi (Miranda, 2000). Selanjutnya Frolich (2005)
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juga melaporkan bahwa senyawa Khalkon terprenilasi, pbtensial
menghambat proses pembentukan hemin pada parasit malaria secara in
vitro. Menurut beberapa pustaka diketahui bahwa khalkon terprenilasi
(dengan cincin C-terbuka) memiliki kemampuan berikatan dengan ion-ion
logam, singlet oksigen, radikal superoksida, radikal peroxyl dan
peroksinitrit (Briviba, 1994, Bors,1997; Mi'randa, 2000).

Selain itu senyawa morakhalkon A dengan subsitusi gugus
isoprenil, menyebabkan senyawa tersebut memiliki lipofilitas yang tinggi
sehingga memudahkannya melewati membran eritrosit (parasitophorous
vacuola membrane) dan membran parasit (parasitophorous membrane)
ke vakuola makanan sehingga mempengaruhi aktivitas biokimiawi dalam
proses detoksifikasi heme .

Dari kajian ini dikemukakan bahwa senyawa tersebut akan
berikatan dengan heme bebas, hasil hidrolisis hemoglobin oleh parasit
malaria. Menurut Goldstein (1996), heme terdiri dari besi (Fe Ii) dan
protoporfirin [X. Porfirin mengandung cincin datar dengan 4 atom
Nitrogen yang dapat mengikat elekiron bebasnya (ligan tetradentat)
dengan ion Fe** . Atom Fe dengan nomor koordinasi 6, apabila
berikatan dengan porfirin masih memiliki 2 eiektron yang bebas. Posisi
koordinasi ke-5 diisi oleh gugus polipeptida histidin {atom N), dan posisi
koordinasi 6 dibiarkan terbuka untuk mengikat oksigen. Fe?* pada

koordinat struktur planar heme, bersifat tidak stabil dan memiliki afinitas
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yang tinggi sehingga dapat berikatan dengan kation ataupun molekul
yang ada disekitarnya.

Oleh karena itu, pada kondisi heme bebas (Fe**-PPIX) akan
melakukan oksidasi membentuk hemin (Fe**-PPIX), di duga gugus
karbonil (C=0) pada cincin C struktur khalkon dengan elektron bebas
(anion O=) dan struktur senyawa yang terbuka cenderung lebih reaktif
membentuk kompleks dengan heme bebas (Fe?"-PPIX) tersebut
sehingga tidak terjadi pengikatan oksigen oleh Fe’". Pembentukan
kompleks ini akan menghambat proses oksidasi heme bebas (Fe**-PPIX)
untuk membentuk hemin (Fe*'-PPIX) sebagai dasar pembentukan B-
hematin (bentuk dimer Fe**-PPIX dengan ikatan hidrogen). Kompleks ini
akan menyebabkan sel parasit kekurangan oksigen karena tidak terjadi
proses oksidasi oleh heme bebas (Fe?"-PPIX). Hambatan pada proses ini
menyebabkan hemozoin tidak terbentuk (inhibition of hemozoin
formation). Hal ini sesuai dengan hasil analisis ultrastruktur senyawa
morakhakon A dan ME2, yang mana tidak terdapat hemozoin di dalam
vakuola makanan trofozoit P. falciparum sebagai indikasi adanya
hambatan proses detoksifikasi heme.

Senyawa morakhalkon A dengan struktur khalkon yang terbuka
dan adanya subsitusi gugus karbonil pada cincin C, lebih reaktif
dibandingkan dengan struktur  flavon yang dimiliki senyawa

sikloheterofilin, artoindonesianin A-2 dan R yang cenderung lebih stabil,
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sehingga ketiga senyawa ini, termasuk pada inhibitor &-hematin yang
rendah.

Temuan yang menarik bahwa, berdasarkan hasil penguijian
biokimiawi terhadap hambatan pembentukan -hematin dapat dinyatakan
bahwa senyawa morakhalkon A dan isolat ME2 dari kulit batang
A.champeden ini memiliki potensi yang hampir sama dengan inhibitor
spesifik klorokuin. Hal ini sangat prospektif sebagai antimalaria, karena
walaupun memiliki struktur senyawa yang berbeda, namun potensi
hambatannya hampir sama dan memiliki mekanisme aksi yang berbeda
dengan klorokuin yang telah resisten.

Begitu juga potensi hambatan proses detoksifikasi heme yang
dimiliki senyawa aktif A.champeden, dimiliki juga oleh artemisinin sebagai
obat antimalaria yang diunggulkan menggantikan klorokuin. Namun
struktur flavonoid pada A.champeden yang berbeda dengan klorokuin
dan artemisinin memungkinkan akan terjadi mekanisme berbeda dalam
proses hambatan detoksifikasi heme tersebut.

Berdasarkan kajian beberapa pustaka, mekanisme hambatan
proses detoksifikasi heme dari senyawa morakhalkon A dan ME2 pada
A.champeden, berbeda dengan yang teriadi pada klorokuin dan
artemisinin.

Klorokuin dapat membentukan kompleks dengan hemin (Fe'-
PPIX) yang menghambat formasi {-hematin (Constantinidis,1988;

Egan,1999), dan memiliki kemampuan berikatan dengan heme bebas
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(Fez*'PPIX) (Vennerstrom, 2004, Kannan, 2005). Mekanisme aksi
tersebut disebabkan oleh atom klorin pada posisi 7 (7-kloro) pada rantai
kuinolin dengan hemin Fe*-PPIX. Pengikatan dengan Fe®-PPIX
dilaporkan memiliki daya assosiasi yang kecil (Egan,1996;
Krogstad,1998;Egan,1999; Egan,2000). Sedangkan gugus samping
amino alkil dilaporkan dapat berikatan kuat dengan Fe(*)-PPIX pada
beberapa kasus tetapi efeknya ftidak terlihat jelas pada aktivitasnya
(Egan,2000; Famin, 2003). Mekanisme ini hambatan pembentukan
formasi B-hematin oleh kiorokuin ini, cenderung pada target hemin (Fes"—
PPIX) sedangkan yang terjadi pada senyawa Morakhalkon A diduga
pada target berbeda yaitu heme bebas (Fe”*-PPiX).

Selanjutnya pada artemisinin, mekanisme hambatannya
disebabkan, salah satu gugus metii (CHy) dari dihidroartemisinin
berikatan dengan rantai samping metil dari hemin (Fe*-PPIX) atau juga
(Fe~"-PPIX) menghasitkan radikal bebas yang toksik bagi parasit malaria.
Ikatan ini akan membentuk jembatan endoperoksida dan menghasilkan
radikal bebas oksigen, yang mematikan parasit malaria (Messori, 2006;
Kaiser, 2007). Mekanisme artemisinin ini berbeda dengan yang terjadi
pada senyawa morakhalkon A.

Di lain sisi, artemisinin sebagai obat antimalaria yang diunggulkan
menggantikan klorokuin yang telah resisten dilaporkan juga memiliki
mekanime biokimiawi di fuar vakuola makanan yaitu pada membran sel

eritrosit terinfeksi parasit. Mekanisme aksi yang prospektif ini, telah
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dilaporkan juga dimiliki oleh senyawa artoindonesianin A-2 dan R dari
A.champeden. Hambatan pada NPP oleh senyawa artoindonesianin A-2
dan R disebabkan karena sifatnya yang lebih polar dibandingkan dengan
senyawa  sikloheterofilin (Widyawaruyanti, 20077). Oleh karena itu
senyawa aktif artoindonesianin A-2 dan R, diduga memiliki target spesifik
pada hambatan degradasi hemoglobin di vakuola makanan dan juga
hambatan pada membran eritrosit terinfeksi parasit (NPP).

Adanya potensi senyawa morakhalkon A dan isolat ME2 dari
A.champeden terhadap hambatan pembentukan hemozoin menyebabkan
gangguan morfologi dan pertumbuhan parasit malaria. Hal ini sesuai
dengan kajian beberapa pustaka bahwa hambatan detoksifikasi heme
menyebabkan gangguan pertumbuhan dan kematian parasit malaria
karena lisisnya membran dan terganggunya aktivitas beberapa enzim
(Sherman,1998; Ziegler,2001; Auparakkitanon, 2003; Tekwani, 2005).

Secara umum, kajian tentang hubungan struktur senyawa dan
yang menunjang terjadinya aktivitas biokimiawi pada hambatan
degradasi hemoglobin dan detoksifikasi heme dari senyawa flavonoid
A.champeden dibandingkan dengan obat antimalaria klorokuin dan

artemisinin terlihat pada Tabel 6.1. di bawah ini:
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Tabel 6.1. Hubungan struktur senyawa pada hambatan degradasi
hemoglobin dan detoksifikasi heme senyawa flavonoid
A.champeden dibandingkan klorokuin dan artemisinin.

Aktivitas biokimiawi pada hambatan di vakuola makanan parasit malaria
- Senyawa aktif Klorokuin Artemisinin
Karakteristik Achampeden
Struktur Flavon terprenilasi alkaloid Seskuiterpen
kimia fakton
Hambatan | © Sifat lipofilitas | o Rantai samping | c masih
) gugus isoprenit aminoalkil  N- diperdebatkan dan-
degradasi menyebab  dapat (CH3);] sebagai | kontroversial
hemoglobin melewati membran basa lemah - sampal saat ini
: : mengubah  pH (Mesnick, 1996
eritrosit masuk ke
vakuola Pandey ,1999 )
vakuola makanan e
berikatan dengan menjadi  alkalis | o hambatan
permukaan no% dan hemogiobin  (Hb
polar globin menghambat tetramer) belum
dengan ikatan hidrolisis banyak diketahui.
hidrofobik. hemoglobin (Kannan,2005).
{Sheman, 1998).
o Jembatan
peroksida
Gugus hidroksil berpengaruh
diduga berikatan mengikat .
dengan salah satu rbnithemogfobm dan
; : dengan
uung asam amino j o Menghambat san ;
(struktur  dasar | aktivitas enzim | Trmyogiobin
globin) yaitu gugus sistein protease, 4 .
amin (NH™) | tetapi offgpspr  (2006).
sehingga mekanisme ferrous hemoglobin
mengganggu proses spesifik  belum tetapi tidak dgngan
biokimiawi . diketahui methemoglobin.
{Rosenthal 199
5; Sherman,
1998).
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Aktivitas bickimiawi pada hambatan di vakuota makanan parasit malaria
- Senyawa Klorokuin Artemisinin
Karakteristik A.champeden
Hambatan | © gugus karbonil | o Atom Klorin (CI) pada | o Salah satu gugus
. {C=0) pada posisi 7 (7-cloro) rantai metil (CH3)
detoksifikasi | cincin B| kuinolin-menghambat senyawa
Heme struktur formasi B-hematin dengan dihidroartemisinin
khalkon yang| mengikat  hemin(Fe*-| berikatan dengan
rmemiliki PPIX) dan memiliki daya rantai  samping
elektron bebas assosiasinya kecil dengan meti{ dari hemin
o dapat |  hemin (Fe**-PPIX) | (Fe*PPIX) atauy
membentuk (Egan, 199&; juga dengan
kompieks Krogstad, 1998,Egan, 1999 heme bebas
dengan heme | ; Egan,2000). (Fe”-PPIX)
bebas  (Fe®- (Messori,2008;
PPIX)dan Kaiser 2007).
menghambat o gugus samping amino
pembentukan alkil dapat berikatan kuat
B-hematin dengan hemin { Fe*-
PPIX) pada beberapa
kasus tetapi efeknya tidak
terihat jelas pada
aktivitasnya
(Egan,200G;Famin, 2003).

Mekanisme aksi dan target spesifik senyawa flavon terprenilasi dari

sikloheterofilin,

kulit batang A.champeden khususnya

senyawa
artoindonesianin A-2 dan R, senyawa morakhalkon A dan isolat ME2
pada vakuola makanan yaitu hambatan pada hidrolisis globin dan
detoksifikasi heme pada parasit malaria, baru pertama kali dilaporkan
pada penelitian ini.

Selanjutnya berdasarkan strukiur senyawa dari kulit batang
A.champeden, pengujian aktivitas antimalaria dan pengujian biokimiawi

yang dilakukan, serta kajian beberapa pustaka dapat dibuat rancangan
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hubungan struktur dan aktivitas senyawa seperti pada Gambar 6.2.

sebagai berikut :

v
HO.
ISS. Artoindonesianin R
sikiohetaerofilin
ICs; =1,32 M
IC5, = 0,02 yM
¥
OH
t LI
\ l Ik -
o Y
— TH C‘\\ HZ
Morakhalkon A
Artoindonesianin A-2
IC 5o = 0,83 UM
ICs=1,31 pM

Gambar 6.2. Hubungan struktur dan aktivitas senyawa
A.champeden pada proses biokimiawi di vakuola
makanan parasit malaria.

Keterangan gambar :

Subtitusi rantai isoprenil dimiliki senyawa flavonoid A.champeden diduga berperan
menghambat proses degradasi hemoglobin parasit malaria (DH  Struktur khalkon
terprenilasi senyawa morakhalkon A dari ekstrak metanol selain memiliki gugus isoprenil
yang berpengaruh menghambat degradasi globin {DH} juga menghasilkan anion O°
pada cincin C yang terbuka pada struktur khalkon menyebabkan senyawa ini lebih poten
berikatan menghambat pembentukan §-hematin (HZ). Gugus OH yang dimiliki semua
senyawa diduga berikatan pada struktur giobin (. ).

Berdasarkan Gambar 6.2. terlihat bahwa  pada senyawa

sikloheterofilin, subtitusi rantai isoprenil pada posisi C-8 berperan pada
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mekanisme hambatan degradasi hemoglobin, dan efek antimataria yang
ditimbulkannya. Sedangkan senyawa artoindonesianin A-2 dan R yang
memiliki subsitusi gugus isoprenil pada posisi C-3, yang berperan pada
mekanisme hambatan degradasi globin, dengan aktivitas antimalaria
kedua senyawa ini hampir sama, namun lebih kecil dibandingkan
sikloheterofilin. Hal ini berarti gugus isoprenii pada posisi C-3 tersebut
kurang berperan terhadap aktivitas antimalarianya. Berdasarkan sifat
kelarutannya (log P) struktur kedua senyawa ini bersifat lebih polar dari
senyawa sikloheterofilin sehingga dilaporkan juga memiliki mekanisme
fain pada membran eritrosit  terinfeksi  parasit  malaria
(Widyawaruyanti, 2008).

Sifat biokimiawi yang sama juga dimiliki senyawa morakhalkon A
dari ekstrak metanol dengan struktur kaikhon terprenifasi pada atom C-3’
dari cincin A yang meningkatkan sifat lipofilitasnya sehingga dapat
sampai ke vakuola makanan dengan konsentrasi yang maksimal, dan
mengganggu proses biokimiawi di dalam vakuola makanan parasit. Hal
spesifik dari struktur senyawa morakhalkon A yaitu gugus karboksil (C=0)
yang terikat pada cincin C dari struktur khalkon yang bersifat iebih
mudah bereaksi dibandingkan gugus karbonii pada struktur flavon yang
cenderung stabil. Gugus karbonil akan menghasilkan elektron bebas
(anion O° ) yang dapat membentuk kompleks dengan heme bebas (Fe?*-
PPiX). Mekanisme ini juga berpengaruh pada aktivitas antimalaria yang

poten dari senyawa ini.
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Mengacu pada kajian hubungan struktur aktivitas suatu senyawa
aktif terlihat bahwa adanya persamaan ataupun perbedaan aktivitas
biologis senyawa aktif, baik yang mempunyai hubungan struktur kimia
sama ataupun tidak, ternyata dipengaruhi oleh sifat kimia fisika dan
sistem biologis tubuh yang kompleks.

Menurut Siswandono dkk, (1998) bahwa, sifat-sifat kimia fisika
memegang peran penting dalam pengangkutan obat untuk mencapai
reseptor. Hanya obat-obat yang mempunyai struktur dengan kespesifikan
tinggi saja yang dapat berinteraksi dengan reseptor biologis. Sifat-sifat
lipofilik,elektronik dan sterik suatu gugus atau senyawa merupakan hal
penting dalam menentukan aktivitas biclogis tersebut.

6.5. Prospek senyawa flavonoid aktif antimalaria dari A.champeden
terhadap patogenesis penyakit malaria.

Efek senyawa aktif flavonoid sebagai antimalaria baru, dengan
mekanisme aksi pada hambatan proses degradasi hemoglobin dan
detoksifikasi heme, merupakan temuan vyang prospektif dalam
meminimalkan patogenis penyakit malaria.

Hambatan ke lima senyawa flavonoid dari A.champeden ini pada
pertumbuban P.falciparum berdampak pada terjadinya penurunan tingkat
parasitemia. Tingkat parasitemia parasit malaria terkait dengan
persentase infeksi parasit pada sel eritrosit. Menurunnya tingkat
parasitemia menyebabkan makin kecil jumlah parasit malaria yang

menginfeksi sel eritrosit host pada fase eritrositik. Hal ini akan
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mengurangi terjadinya reinfeksi yaitu pecahnya shizort menghasilkan
stadium cincin baru. Pada saat reinfeksi, akan muncul gejala umum
penderita malaria yaitu panas dan demam yang tinggi. Selain itu akan
terjadi anemia. Anemia terjadi karena pada pertumbuhan dan maturasi
parasit sekitar 60-80% hemoglobin host dihidrolisis untuk memenuhi
nutrisinya. Dalam keitan dengan hal tersebut, senyawa sikloheterofilin,
artoindonesianin A-2, artoindonesianin R, morakhalkon A dan isolat yang
dapat menghambat pertumbuhan parasit malaria pada dosis yang efektif,
jelas berdampak juga mengurangi gejala penyakit yang ditimbulkan
parasit tersebut, sehingga gejala penyakit dapat diminimalkan
Berdasarkan analisis morfologi, diketahui bahwa senyawa aktif
flavonoid dapat menyebabkan lambatnya pertumbuhan parasit malaria
mulai pada 24 jam sebagai stadium awal pembentukan trofozoit.
Hambatan senyawa aktif flavonoid pada fase fropik dimana pertumbuhan
parasit dari trofozoit dan shizont tidak membentuk stadium  cincin,
sangat prospektif, karena dapat dikembangkan sebagai obat antimaiaria
yang berefek shizontosidal darah (blood schizontocidal effect). Efek ini
lebinh diperkuat karena  senyawa flavonoid  A.champeden dapat
menghambat proses degradasi hemoglobin dan detoksifikasi heme
dimana mekanisme ini terjadi pada fase tropozoit, yang secara langsung
menghambat pembentukan shizont. Hal ini sesuai dengan pendapat
Tripathi et a/, (2001} bahwa obat antimalaria yang berefek shizontosidai

darah (blood schizontocidal effect) bekerja menghambat proses
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degradasi hemoglobin dan detoksifikasi heme Obat. antimalaria yang
bersifat shizontosidal umumnya lebih efektif meminimalkan gejala malaria
dibandingkan obat antimalaria dengan efek gametosidal. Obat
antimalaria dengan efek schizontosidal akan menghambat pembentukan
stadium trofozoit dan shizont sehingga meminimalkan terbentuk stadium
cincin yang dapat menimbulkan reinfeksi. Dengan demikian akan
menyebabkan tingkat parasiternia menurun dan meminimalkan
timbulnya demam pada penderita malaria karena pecahnya eritrosit dan
terjadinya reinfeksi.

Hai ini diperkuat dengan aktivitas biokimiawi ke lima senyawa
flavonoid tersebut yaitu mekanisme aksinya pada proses degradasi
globin yang menyebabkan asam amino tidak terbentuk, proses sintesa
protein terganggu dan mengakibatkan terhambatnya suplai energi bagi
kelangsungan hidup parasit dan pertahanan imunologiknya.

Pada proses hidrolisis globin, asam amino yang dihasilkan parasit
kemudian ditranspor ke sitosol untuk proses sintesa protein. Hasil sintesa
protein merupakan sumber energi bagi pertumbuhan dan maturasinya,
dan sebagian akan diekspor ke permukaan eritrosit terinfeksi untuk
membentuk antigen permukaan (PEMP1= P.falciparum erythrosite
membrane protein1) dimana berperan juga Knob-associated histidine-rich
protein (KAHRP). Protein tersebut merupakan antigen transporter
permukaan membran parasit yang berasosiasi di bawah knob (Sherman,

1998, Wickham et al, 2001) merupakan cara parasit untiuk menghindar
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dari serangan imunologik host (Senczuk ef al, 2001; Wiser, 2004). Selain
itu terjadi juga sequestration dan rosetting pada permukaan eritrosit yang
tidak terinfeksi dan menyebabkan terjadinya variasi antigen. Terbentuknya
sistern ini merupakan faktor utama virulens yang signifikan dengan
terbentuknya respons antibodi parasit (Shermén,1998; Rowe et al, 1997;
Kyes ef al, 199). Keadaan ini pada penderita malaria menyebhabkan
polimorfisme parasit {inggi, dapat memproteksi imunitas host dan
menimbulkan kesulitan dalam pengobatan maiaria.

Selain berperan membentuk antigen permukaan membran eritrosit
PfEMP1 juga berkonstribusi pada pembentukan knob yang meningkatkan
patogenik parasit. Parasit yang memiliki knob menyebabkan terjadinya
cytoadherence yaitu menempelnya parasit pada se!-sel endotel, dan bila
terjadi pada organ vital seperti otak, jantung dan paru-paru, dapat
menyebabkan obstruksi pada aliran darah vaskular dan kerusakan
jaringan sel. Hal ini merupakan penyebab utama kematian karena
malaria (Kyes et al1999; Wiser, 2000). Oleh karena itu hambatan
senyawa aktif A.champeden yaitu sikloheterofilin, artoindonesianin A-2,
artoindonsianin R, morakhatkon A dan ME2 pada proses degradasi
hemogiobin merupakan target potensial obat antimalaria. Hambatan ini
menyebabkan asam amino yang dibutuhkan untuk suplai energi dan
penyusunan PfEMP1 akan terganggu, sehingga dapat meminimalkan

akibat patogenik yang dapat ditimbulkan parasit malaria.
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Selanjutnya hambatan senyawa aktif morakhatkon A dan isolat
ME2 pada proses detcksifikasi heme juga merupakan target obat yang
potensial. Hal ini sesuai dengan kajian beberapa pustaka bahwa
hambatan detoksifikasi heme menyebabkan gangguan pertumbuhan dan
kematian parasit malaria karena lisisnya membran dan terganggunya
aktivitas beberapa enzim (Sherman,1998; Ziegler ef al, 2001;
Auparakkitanon ef af, 2003; Tekwani and Walker, 2005).

Mekanisme ini  berpengaruh positif yaitu menurunkan tingkat
parasitemia sehingga meminimalkan patogenitas malaria. Disamping itu
terhambatnya proses pembentukan hemozoin karena hambatan senyawa
aktif, akan mengurangi penumpukan hemozoin di limpa dan hati
penderita, sebagai penyebab terjadinya hepatomegaii.

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat dikemukakan bahwa ke 5
senyawa flavonoid dari A.champeden memiliki aktivitas antimalaria
dengan target spesifik pada hambatan dégradasi globin dan detoksiﬂkaéi
heme serta mekanisme lain yang belum diketahui (Tabel 6.2 dan Gambar

6.3).
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Tabel 6.2, Target spesifik isolat dan senyawa kulit batang

A.champeden pada vakuola makanan parasit
malaria.
Target apesifik pada
Isolat/ vakuola makanan Mekanlsme
) - . Hasnbaian | Hambatan tain
senyawa Struktur kimia Gugus aktif degradast | detoksifik
hemaglobin asiherne
morakhalkon A -khatkon
Terprenilasi
+ +
-gugus C=0
-gugus OH
ME2
{golongan Gugus
karboni dmgan hldrgks"
gugus  hidroksi 2 + +
dan arcmalik)
Sikloheterotilin ~flavon
terprenilasi
+ A
- gugus OH
Artoindonesianin flavon + - NPP
A2 terprenilasi W:!'";;;;!'“
- gugus OH
OH
Artoindonesianin o -flavon + . NPP
R terprenilasi {Widyiwarsyant,
OCH,
) - gugus OH 20m
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hubungan struktur dan aktivitas senyawa seperti pada Gambar §.2.

sebagai berikut

OCH;

»OH O H

ISS. Artoindonesianin R
IC5 = 1,32 M

sikloheterofllin
ICsy = 0,02 uyM

Morakhalkon A
IC 5= 0,83 uM

Artoindonesianin A.2

ICs=1,31 M

Gambar 6.2. Hubungan struktur dan aktivitas senyawa
A.champeden pada proses biokimiawi di vakuola
makanan parasit malaria.

Keterangan gambar :

Subtitusi rantai isoprenil dimiliki senyawa flavonoid A.champeden diduga berperan
menghambat proses degradasi hemoglobin parasit malaria {DH  Struktur khalkon
terprenilasi senyawa morakhalkon A dari ekstrak metanol selain memiliki gugus isoprenil
yang berpengaruh menghambat degradasi globin {CH) juga menghasilkan anion O°
pada cincin C yang terbuka pada struktur khalkon menyebabkan senyawa ini febih poten
berikatan menghambat pembentukan B-hematin (HZ). Gugus OH yang dimiliki semua
senyawa diduga berikatan pada struktur globin (e ).

Berdasarkan Gambar 6.2. terlinat bahwa pada senyawa

sikioheterofilin, subtitusi rantai isoprenii pada posisi C-8 berperan pada
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Menurut Siswandono (1998) bahwa, sifat-sifat kimia fisika
memegang peran penting dalam pengangkutan obat untuk mencapai
reseptor. Hanya obat-obat yang mempunyai struktur dengan kespesifikan
tinggi saja yang dapat berinteraksi dengan reseptor biologis. Sifat-sifat
lipofilik, elektronik dan sterik suatu gugus atau senyawa merupakan hal
penting dalam menentukan aktivitas biologis tehrsebut‘

Berdasarkan konsep ini dapat diinterpretasikan bahwa senyawa
sikloheterofilin memiliki struktur kimia dengan kespesifikan tinggi,
sehingga dapat berinteraksi dengan reseptor pada dosis yang maksimal
sehingga menimbulkan efek antimalaria yang lebih tinggi dibandingkan
isolat dan senyawa lainnya. Begitu juga senyawa morakhalkon A memiliki
kespesifikan tinggi sehingga dapat berinteraksi dengan parasit malaria
dan menimbulkan hambatan baik pada proses degradasi hemoglobin
maupun detoksifikasi heme. Oleh karena itu senyawa flavonoid dari kulit
batang A.champeden yang memiliki efek antimalaria poten dan aktivitas
biokimiawi yang spesifik sangat prospektif dikembangkan sebagai obat

antimalaria bary.
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BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN
7.1. Kesimpulan
1. Isolasi senyawa flavonoid dari kulit batang cempedak (Arfocarpus
champeden Spreng) menghasilkan 2 senyawa flavonoid dari ekstrak
metanol yaitu senyawa morakhatkon A yang baru pertama kali
dilaporkan pada A. champeden Spreng dan isolat ME2 sebagai

golongan khalkon yang keduanya aktif sebagai antimalaria.

Morakhaikon A

2. Pemberian senyawa sikioheterofilin, artoindonesianin  A-2

artoindonesianin R, morakhalkon A dan ME2 dari A.champeden
berpengaruh pada stadium tropozoit awal dan menyebabkan
perubahan morfologi parasit malaria yang teramati pada inkubasi 24-
48 jam dimana terhambatnya stadium tropozoit dan shizont .

3. Senyawa sikioheterofilin, artoindonesianin A-2, artoindonesianin R
dari kuiit batang A.champeden, merupakan inhibitor pada proses
degradasi hemoglobin parasit malaria, _yang potensinya diduga

dimediasi oleh subsitusi gugus isoprenil dan gugus hidroksil.
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LAMPIRAN 1

IDENTIFIKASI DAN SPEKTRA RMI SENYAWA ME1 EKSTRAK METANOL

1. Interpretasi hasil identifikasi senyawa ME1 menggunakan

ARTOCARPUS CHAMPEDEN SPRENG

dengan penampak noda.
senyawa Cara Hasil Dugaan
Identifikasi | Pengamatan
Senyawa ME1 Sinar Merah -Pigmen
tampak coklat, tidak | warna/antosianin,
' stabit/cepat | flavonoid, flavonoid-
pudar glikosida (Harborne,
1987)
UV 254 nm | Coklat Flavonoid. kumarin,
tua/geiap terpenoid
{meredam (Wagner, 1984)
sinar UV)
UV 365 nm | Coklat, Flavonoid, kumarin,
pudar (Wagner,1984)
Serisulfat | orange Flavonoid
Anisaldehi | Tidak Bukan terpenoid
d-asam berwarna {(Wagner,1984)
sulfat
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LAMPIRAN 2
PERSEN PERTUMBUHAN DAN HAMBATAN PLASMODIUM FALCIPARUM
(STRAIN 3D7) OLEH ISOLAT DAN SENYAWA ARTOCARPUS CHAMPEDEN
SPRENG /N VITRO

202

Rata-rata
% Parasiternia
Konsentrasi [ : % %
No. Isolat/ Senyawa {jrg/mh Ojam | 48 jam Pertumbuhan | Hambatan
Fraksi ME Il K {-) 0,86 5,93 100,00 0,00
100 0,18 0,00 100,00
10 2,62 34,7 65,29
1 2,66 35,50 64,50
0,1 3,27 47,54 52,46
0,001 472 76,13 23,87
1. Morakalkhon A K{-} 0,97 6,38
10 0,55 0,00 100,00
1 3,72 52,92 52,93
0,1 4,81 57,06 42,94
0,0M 6,84 100,00 15,50
0,0001 717 100,00 13,00
2 isolat ME2 K {-} 0,97 6,38
10 2,40 25,85 74,15
1 3,91 49,23 50,77
0.1 444 - 57,43 42,57
8,001 1443 45,38 54,02
2,0001 8,15 100 0,00 |
3 Artoindonesianin R K{) 0,65 6,38 . .
10 1,91 21,98 78,01
1 346 4304 50,96
0,1 4,33 64,22 35,78
0,001 5,33 81,68 18,32
0,0001 5,87 91,10 8,90
4 Artoindonesianin A-2 K (-} 1,74 6,58
10 1,75 17,29 82,11
1 4,04 56,50 43,49
0,1 418 58,90 41,10
0,001 5,57 82,71 17,29
5 Sikloheterofilin K{) 0,59 6,09 - -
10 0,60 0,18 99,52
1 1,37 0,14 85,82
0.1 2,08 27,09 72,91
0,01 364 55,45 44 55
0,001 3,89 60,00 40,00 |
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LAMPIRAN 3

HASIL ANALISIS PROBIT
SENYAWA FLAVONOID DARI ARTOCARPUS CHAMPEDEN SPRENG

1. Hasit Analisis Probit Morakhalkon A (Ulangant)

paATA Information

5 unweighted cases accepted.
0 cases rejected because of missing data.

0 cases are in the control group.
O cases reijected because LOG-transform can't be done,

MODEL Information
ONLY Normal Sigmoid is requested.

Parameter estimates converged after 13 iteratioms.
Opt.imal solution found.

Parameter Estimates (PROBIT model: {(PROBIT(p}) = Intercept + BX):
Regression Coeff., Standard Error Cocyl®  S4F |
DOSIS .94522 06812 13.87682

Intercept Standard Error Intercept/S5.E,

. 65349 L0827 7.09754
Pearson Goodness-of-Fit Chil Sgquare = 21.233,DF = 3 P = 000
Since Goadness-of-Fit Chi square is significant, a heterogeneity
factor is used in the calculation of confidence limits.

Cbserved and Ezpected Fredquencies

Number of Cbhserved Expected

DOs1Is Subjects Responses Responses Residuzal Prob

1.00 100.0 100.0 94.506 5.499 . 94508

.00 106.0 71.2 74,328 -3.088 .74328

-1.00 100.0 29.6 38.525% -8.965 L3E525

-2.00 100.0 9.5 10.805 -1.275 .10805

-3.00 100.0 5.5 1.455 4.03% -01455%5
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Confidence Limits for Effective DOSIS

95% Confidence Limits

Prob DOSIs Lower Upper
.01 L00070 . 00000 00764
02 .00137 . 00000 L01206
.03 .00208 . 00000 L01622
.04 L0286 . 000060 L.02034
.05 LO0370 L0000 02454
.06 .00461 . 00001 . 02887
.07 .00559 00002 L,0333¢6
.08 L.00664 .00003 .03805
.02 00777 L Ca004 L04296
.10 .00887 L. 00006 04813
.15 L01636 L00023 07880
.20 02620 .0006¢% L12079
.25 .03936 .001€9 .18062
.30 LO5673 .00362 .26936
.35 .07961 L0007 L40656°
.40 .10980 L01275 L62799
.45 .14358%6 .02154 1.00145
.50 L.20353 .03445 1.66016
.55 27643 SO 2FTL Z2.87783
. B0 .37728 .07788 5.24601
.65 .52034 Nl22s 10.134646
.70 L7301 .15955 20.98811
.15 1.05248 22606 47.48304
.80 1.%8136 . 32384 121.27180
.85 2.541786 .47TBEE 371.96330
.80 4.61805 76041 1569.8559¢
.91 5.3344¢9 .B84710 2231.11834
.92 6.23932 .95124 3273.04763
.93 7.41233 1.07901 4995 ,55492
.94 B,98493 1.24008 BO%E. i 38
.95 11.18962 1.45064 13800.22053
.96 14.48043 1.74027 26154.35000
.97 19.8805¢ 2.170860 57559.4¢510
.98 30.298759 2.89997 164915.62713
.99 58.85799 4.54438 872958.0311¢6

Probit Transformed Responses

a
g -2.0

-3.5 =30 B3 -2.0 s =10 -5 oo 5

Log of OOSIS
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2. Hasil Analisis Probit Morakhallkon A (Ulangan 2).
DATA Information
5 unweighted cases accepted.
0 cases rejected bzcause of missing data.
0 cases are in the control group.
0 cases rejected because LOG-transform can't be done.
MODEL Information
ONLY MNormal Siumoid is reguested.
Parameter estimates converged after 14 iterations.
Optimal solution found.
Parameter Estimates (PROBIT modei: (PROBIT(p)} = Intercept + BX):
Regression Coeff. Standard Error Coeff./5.E.
DOSIS 1.12778 .08880 1 OS5
Intercept Standard Error Intercept/S.E.
.43539 .02117 5.44014
Pearson Goodness-of-Fit Chi Square = 21.4654 B 3 r = .000
Since Goodness-of-Fit Chil square is significant, a hetercogeneity
factor is used in the calculation of confidence limits.
Cbserved and Exzpected Freguencies
Number of Observed Expected
DOSIS Subjects Responses Resporses Residual Prob
1.00 100.0 100.0 94.779 5.221 .94779
.00 100.0 53.7 69.005 -15.35% . 69005
-1.00 100.0 36.0 26,376 9,654 L26376
-2.00 10G.0 3.2 3.924 -.694 .03924
-3.00 100.0 .0 .194 -.194 .00194

Confidence Limits for Effective DOSIS
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85% Confidence Limits

Prob DOSIS Lower Upper
.01 .00314 L 00000 02700
.02 .00548 00000 .03915%
.03 L0078l . 00000 .04984
.04 .01018 . 00001 .05997
.05 .01264 .00001 .06992
.06 .01519 . 00002 .07986
.07 .01785 000032 .08991
.08 .02082 . 00005 L10017
L 09 L0235z L.00007 .11069
.10 .02654 .00010 .12156
.15 .04377 . 00041 .18283
.20 .06515 .00122 L26132
.25 .08165 .00301 .36742
.30 .12451 L.00655 g I 2
.35 .16540 . GLZSE .74361
.40 .21655 .02341 1.09827
.45 LZ28105 L 03957 1.68575
.50 .29325 L06292 2,70983
.55 .46948 L0947 4.28921
.60 . 60932 . 13746 8.23080
.65 .79775 TR 15.73343
.10 1.05971 .26438 32.38221
.15 1.43%870 N 73.04561
.80 2.02520 .48070 186.44140
.85 3.01444 . 68461 572.45875
.90 4.97225 1,0092Z¢ 2421 ,95684
.91 5.61111 1.10425 3444.40839
.92 6.39850 1.21596 5056.5%000
.93 7.359240 1,34991 7723.85260
.94 8.68599 1985 TS G 12416.71203
.95 10.435982 1.7238% 21376.8B9C13
.96 12.95750 2.00266 40559.11685
.97 16.900546 2.40125 89378.16545
.98 24.05806 3.04456 256497.97332
.99 41,97338 4.39446 1360859.37805

Probit Transformed Responses

-1
oo
-
=10

-1.5

§ o
-20

-2.5 -2.0 -1.5 -10 -5 0.0

-]

Log of DOSIS
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2. Hasil Analisis Probit isolat ME Il (Ulangan1)
DATA Information
5 unweighted cases accepted.
0 cases rejected because of missing data.
0 cases are in the contrel group.
0 cases rejected because LOG-transform can't be done.
MODEL Information
ONLY Normal Sigmoid is requested.
Parameter estimates converged after 10 iterations. .
Optimal scolution found.
Parameter Estimates (PROBIT model: (PROBIT(p))} = Intercept + BX):
Regression Coeff. Standard Error Coeff./S.E.
DOSIs . 67390 .05441 12.38578
Intercept Standard Error Intercept/S.E.
.30016 .07569 3.96561
Fearson Goodness-of-Fit Chl Square = 14.520 DF = 3 P
= .002
Since Goodness-of-Fit Chi square is significant, a heterogeneity
factor is used in the calculation of confidence limits,
Observed and Expected Freguencies
Number of Observed Expected
DOSIS Subijects Responses Responses Residual Prob
1.060 100,0 79,7 83,499 -3.819 .83499
.00 100.0 68.2 61.797 6.433 .61797
~1.00 100.0 29.5 35.430 ~5.9810 . 35430
-2.00 100.0 23.2 14.740 8,490 .14740
-3.00 100.0 .0 4,253 -4.258 .04258

Confidence Limits for Effective DOSIS
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.01

.03
.04
.05
.06
.07
.08
.09
.10
.15
.20
.25
.30
.35
.40
.45
.50
.55
.60
.65
.70
.75
.80
.85
.90
.91
.92
.93
.94
.95
.96
.97
.98

DOSIS

.00013
.00032
.00058
.00091
.00130
00177
00232
.00295
.00367
.00450
.01039
.02022

.03579

.05976
.09612
150886
.23341

. 35858

. 535088
85217
1.33771
2.15152
3.59304
6.36018
12.37518
28.59452
35.00540
43.60883
55.52841
72.73068
98.94358
142.04718
221.56415
400.08132

.99 1015, 44992
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95% Confidence Limits

Lower

€.253665E-09
. Q0000
. 00000
. 00000
. 00000
. 00000
. 00000
.00001
. 00001
.00002
.00011
.00045
. 00141
. 00379
.00891
.01883
.03633
06491
10912
.17543
.27403
.42240
. 65284
1.03122
1.71245
3.1569¢
3.6477¢
4.26290
5.05338
6.10233
7.55508
9.69157

Upper

.00z45
.00463
.0069¢6
.00850
.01228
.01531
.01863
02224
.02619
L03050
.05871
.10286
.17389
.292¢56
.50304
.8905%
1.673e7
3.30892%
6.95297

JLEY NI ERS]
37.56239
98,42491
287.69573
975.71442
4156.37716
26431.92668
41455.58625
6762 03
116138.60130
212588.53893
424300,52011
957412.78380

13.13203 260%850.70885
19,60035 9931513.68969
36.62242 82120633.,1424

Probit Transformed Responses

Log of DOSIS
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4. Hasil Analisis Probit isolat ME 1l (Ulangan 2)
DATA Information
5 unweighted cases accepted.
0 cases rejected because of missing data.
0 cases are in the control group.
0 cases rejected because LOG-transform can't be done.
MODEL Information
ONLY Normal Sigmoid is requested.
Parameter estimates converged after 8§ iterations.
Optimal solution found.
Parameter Estimates (PROBIT model: {PROBIT(p)) = Intercept + BX}:
Regression Coeff. Standard Error Coeff./S.E.
DOSIS .46654 .04693 9.24012
Intercept Standard Error Intercept/S.E.
.21364 07198 2.96811
Pearson Goodness-of-Fit Chi Square = B _ [ DE = 3 P
= 000
Since Goodness-of-Fit Chi sguare is significant, a heterogeneity
factor is used in the calculation of confidence limits.
Observed and Expected Frequencies
Number of Observed Expected
DOSTIS Subjects Fesponses Responses Regidual Frob
1.00 100.0 75.0 75.180 -.180 .15180
.00 100.,0 50.7 58.45¢ ~7.808 .58458
-1.00 10G.0 4z .3 40.017 2.243 LA0017
-2.00 100.0 42,1 23.583 18.547 .23593
-3.00 180.0 .0 11.782 -11.952 11782

Confidence Limits for Effective DOSIS
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95% Confidence Limits

Prob DOSIS Lower Upper

.01 .00000 .

.02 L00001

.03 L00003

.04 .00006

.05 .00010

.06 L0006

.07 .00024 . .
.08 .00034 . .
.09 L00047

.10 .0g0e2 . .
.15 .0Qz209 . .
.20 .00547 . .
.25 .01z248 . .
.30 L.02619 . .
.35 .05202 .

.40 .09978 .

.45 .18738 2

.50 .34840 4

.55 . 64779

.60 1.21652

.65 2.33344 . .
T0 4.63562 3 3
i 9.72335 A b
.BQ 22.18465 : s
.85 38.02605 » ?
.90 194.54537 . .
.91 260.56760 . .
.92 357.91467 .

.93 507.41460

.94 74%9.30380

.95 1168.79877 o

.96 1870.54348 3 g
.97 3745.11087 . b
.98 8793.87584 o 3
.99 33766.55860 . 3

FProbit Transformed Responses

Log of DOSIS
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5. Ringkasan Hasil Analisis Probit

A. champeden

211

isolat dan senyawa flavonoid

Isolat/senyawa K;i:zifin Standart eror P
FME il 0,83599 0,6390 0,000
Morakhaikhon A 0,73010 0,09172 0,000
Isolat ME2 0,55979 0,04988 0,000
Sikloheterofilin®} 0,29074 0,04590 0,090
Artoindoneslanin A-2*) 0,55210 0,04968 0,012
Artoindonesianin R *) 0,51906 0,04822 0,642

Keterangan : *) Sikloheterofitin, Artonidonesianin A-2 dan R

(Widyawaruyanti et al, 2006)
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PENGUKURAN KADAR PROTEIN PARASIT MALARIA YANG DIBERIKAN
SENYAWA AKTIF ARTOCARPUS CHAMPEDEN DENGAN METODE

BRADFORT
Sampel Ahsorbansi | Konsentrasi (ug/ml)
Kontrol (-) 0 jam 0,174 1,716
Kontrol (-) 6 jam 0,203 2,002
Morakhalkon A 0 jam 0,159 1,569
Morakhaikon A 6 jam 0,064 0,631
Isolat ME 2 0 jam 0,204 2,012
Sikloheterofilin 0 jam 0,225 1,940
Sikloheterofilin 6 jam 0,294 2,535
Artoindonesianin A-2 0jam 0,067 0,661
Artoindonesianin A-2 6 jam 0,108 1,065
Artoindonesianin R 0 jam 0,150 1,479
Artoindonesianin_ R 6 jam 0,070 0,691
W6 0,034 0,335

Sampel yang memiliki kadar paling kecil, dijadikan patokan dalam

penentuan volume sampel yang akan dimasukkan. Kadar protein sampe! yang

dimasukkan adaltah 0,335 x 15 yl =5,025 pg. Kapasitas masing-masing sumur

SDS-PAGE adalah 20 ul, vang mengandung sampel protein parasit 15 pl dan

sampel buffer SDS-PAGE, sebagai berikut :
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Sampel Volume | PBS yang Sampel buffer
sampel | ditambahka (ul)
{ul) n (ul)
Kontrol (-) 0 jam 2,93 12,07 )
Kontrol (-) 6 jam 3,54 12,49 >
Morkhalkon A 0 jam 3,20 11,80 °
Morkhalkon A 6 jam 7,96 7,04 :
Isolat ME 2 0 jam 2,50 12,50 s
Sikloheterofilin 0 jam 413 10,87 °
Sikloheterofilin 6 jam 3,16 11,84 s
Artoindonesianin A-2 0 jam 7,60 7.40 :
Artoindonesianin A-2 6 jam 4,72 10,28 °
Artoindonesianin R 0 jam 3,40 11,60 °
Artoindonesianin R 6 jam 2T 773 :
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PERSEN HAMBATAN PEMBENTUKAN B-HEMATIN OLEH SENYAWA
AKTIF ANTIMALARIA ARTOCARPUS CHAMPEDEN DAN DATA UJI ANAVA

No. | isolat/senyawa | Absorban % Yo %
{414nm) | pembentukan | Hambatan | Hambatan
f-Hematin | B-hematin 8-
hematin
1. Sikloheterofilin 048 62,34 37,66
I e 33,42+ 6,00
0,51 70,83 29,17
2 Artoindonsianin A-2 0,72 93,51 6,49
8,10+ 2,28
0,65 90,28 9,72
3. Artoindonesianin R 0,51 66,23 33,77
28,69+ 7,18
0,55 76,38 23,61
4. Mokhalkon A 0,29 37,66 62,34
(MET) 61, 05+1,82
0,31 40,26 59,76
i
5. | Isolat ME2 .27 35,06 64,94
61,11£0,24
0,25 34,72 65,28
6. |K+{CQ) 0,20 25,97 74,03
!. 74,74%3,25
0,22 ! 30,56 69,44
7- K' 03?7 100;0 0)00
0,00:£0,00
8,72 160,0 6,00
DISERTASI
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