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Abstract

Methanol extract of Cempedak (Artocarpus champeden) stem bark was screened for its antimalarial
activity against chloroquine-sensitive and chloroquine-resistant Plasmodium falciparum according to
an in-vitro testing procedure. The test was done in-vitro with non-synchronized cultures of 3D7
(chloroquine-sensitive) and G-2300 (chloroquine-resistant) strains of P. falciparum for 48 hours. The
ICs values found for the methanol extract were 4.230 pg/mL toward 3D7 strain, and 16.580 pug/mL
toward G-2300 strain. At the same test condition, chloroquine has the ICsy of 0.003 pg/mL toward
3D7 strain.

Key words: A. champeden, antimalarial activity, in-vitro, P. falciparum, chloroquine-sensitive and
resistant.

Abstrak

Ekstrak metanol cempedak (Artocarpus champeden) kulit batang diputar untuk aktivitas antimalaria
terhadap klorokuin sensitif dan chloroquine-resistant Plasmodium falciparum sesuai prosedur
pengujian in-vitro. Pengujian dilakukan secara in-vitro dengan dengan non-disinkronisasi 3D7
(chloroquine-sensitif) dan G-2300 (chloroquine-resistant) strain P. falciparum selama 48 jam. Nilai
IC50 ditemukan ekstrak metanol adalah 4,230 mg / mL terhadap strain 3D7, dan 16,580 mg/mL
terhadap strain G-2300. Pada kondisi pengujian yang sama, klorokuin memiliki IC50 0,003 mg/mL
terhadap strain 3D7.

Kata kunci: A. champeden, aktivitas antimalaria, in-vitro, P. falciparum, chloroquine-sensitif dan
resisten.

PENDAHULUAN

Malaria adalah salah satu contoh
penyakit klasik yang sangat mempengaruhi
produktivitas individu, keluarga dan
masyarakat. Penyakit ini sangat umum di
negara-negara  miskin  dan kurang
berkembang. Negara-negara di Afrika
adalah wilayah penyebaran malaria yang
paling tinggi, diikuti olen Asia Tenggara,
Cina dan India (Saxena, et al., 2003). Setiap
tahun, penyakit malaria menjangkiti 300-
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500 juta orang, dan menyebabkan kematian
15-2,7 juta orang di antaranya.
Diperkirakan sekitar 40-50% penduduk
dunia terpapar penyakit ini, dengan resiko
kematian terbesar terjadi pada anak-anak
yang berusia di bawah 5 tahun (Saxena, et
al., 2003; Murningsih, et al, 2005).

Malaria adalah penyakit infeksi yang
disebabkan oleh parasit sel tunggal yang
tergolong dalam protozoa dari marga
Plasmodium, yang mempunyai habitat di
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dalam sel darah merah dan sel hati. Parasit
malaria ditularkan ke manusia melalui
gigitan nyamuk Anopheles spp. betina. Ada
empat spesies Plasmodium yang
menyebabkan malaria pada manusia yaitu P.
malariae, P. vivax, P. falciparum dan P.
ovale. Di antara keempat spesies tersebut, P.
falciparum yang paling berbahaya karena
menyebabkan infeksi akut dan berat bahkan
berakibat fatal (Sherman, 1998) karena
kemampuannya menyerang eritrosit muda
dan tua, dan menyebabkan resiko kematian
yang tinggi pada individu non-imun
(Schlesinger, 1988).

Saat ini, P. falciparum telah menjadi
resisten terhadap klorokuin. Walaupun
sebagai gantinya  telah  ditemukan
artemisinin (dari Artemisia annua) dan
turunan-turunan  semi-sintesisnya, namun
karena harganya mahal dan masalah
resistensi ini masih belum dapat dituntaskan,
maka usaha untuk mencari Ssenyawa-
senyawa obat antimalaria dari tumbuhan
lain tetap gencar dilakukan. Banyak upaya
pencarian ini menggunakan pendekatan
etnofarmakologi dan isolasi yang dituntun
bioassay (Schwikkard and van Heerden,
2002; Saxena, et al., 2003).

Masyarakat tradisional Indonesia sejak
dahulu telah mengenal dan memanfaatkan
beberapa tumbuhan sebagai bahan obat
antimalaria. Salah satunya adalah cempedak.
Tumbuhan cempedak banyak ditemukan di
Indonesia dan digunakan oleh sebagian
masyarakat sebagai bahan pangan, bahan
bangunan dan bahan ramuan obat
tradisional. Dalam pengobatan tradisional,
kulit batang cempedak antara lain digunakan
sebagai obat antimalaria, disentri dan
penyakit kulit (Heyne, 1987; Iwasaki and
Ogata, 1995).

Penelitian terdahulu mengenai aktivitas
antimalaria dari tumbuhan cempedak yang
dilakukan oleh Utomo (2003) dan Hidayati
(2004), menunjukkan  bahwa ekstrak
metanol total (serbuk simplisia langsung
diekstraksi dengan metanol) dan fraksi
kloroform dari kulit batang cempedak secara
in-vivo dapat menghambat pertumbuhan
parasit malaria pada mencit yang terinfeksi

P. berghei. Ekstrak metanol total
menunjukkan  aktivitas  penghambatan
terhadap pertumbuhan parasit dengan EDsg
sebesar 6,95419 mg/kg berat badan mencit
(Utomo, 2003), dan fraksi kloroform dengan
EDs, sebesar 0,36479 mg/kg berat badan
mencit (Hidayati, 2004). Oleh karena itu
diduga bahwa tumbuhan cempedak juga
mengandung senyawa aktif antimalaria,
yang diharapkan dapat dikembangkan
menjadi obat antimalaria.

Dalam penelitian ini, telah dilakukan
pengujian aktivitas antimalaria dari ekstrak
metanol kulit batang cempedak yang
diperoleh melalui teknik ekstraksi suksesif.
Tujuan  penelitian ini  adalah  untuk
mengevaluasi kemampuan ekstrak metanol
dalam menghambat pertumbuhan parasit
malaria baik yang masih sensitif maupun
yang sudah resisten terhadap klorokuin
sebagai obat antimalaria rujukan utama.

MATERI DAN METODE
PENELITIAN

Simplisia: kulit batang cempedak diperoleh
dari Desa Makbalim, Kecamatan Salawati,
Kabupaten Sorong, Provinsi Irian Jaya
Barat; dan diidentifikasi di Balai Kebun
Raya Purwodadi, Pasuruan, Jawa Timur.

Plasmodium: P. falciparum strain 3D7
(sensitif klorokuin) dan strain  G-2300
(resisten klorokuin) diperoleh dari Lembaga

Biomolekuler  Eijkman, Jakarta, dan
Tropical Deseases Research  Center
Universitas Airlangga Surabaya.

Plasmodium dibiakkan di dalam microplates
menurut metode yang dikembangkan oleh
Trager dan Jensen (1976). Pembiakan
dilakukan menggunakan sel darah merah
manusia golongan O dengan hematokrit 5%
yang disuspensikan ke dalam medium RPMI
1640, dan ditambahkan serum darah
golongan O vyang diinaktivasi. Biakan
kemudian diinkubasi di dalam inkubator
CO, dengan suhu 37°C, dan setiap hari
medium diganti, sampai biakan
menunjukkan parasitemia mencapai 1-5%,
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yang diperiksa melalui pembuatan hapusan
darah tipis.

Bahan pembanding: sebagai kontrol positif
digunakan klorokuin difosfat, dan kontrol
negatif adalah dimetilsulfoksida (DMSO).

Ekstraksi kulit batang cempedak: serbuk
kering kulit batang cempedak dimaserasi
secara  suksesif  dengan n-heksan,
diklorometana dan metanol, masing-masing
selama 3 hari, di mana setiap hari disaring
dan di-remaserasi menggunakan pelarut
fresh. Ekstrak metanol lalu dikeringkan
dalam penguap putar dengan penurunan
tekanan sampai ekstrak menjadi kering.
Ekstrak metanol selanjutnya diuji aktivitas
antimalarianya secara in-vitro terhadap
kedua strain P. falciparum.

Uji aktivitas antimalaria: ekstrak metanol
dilarutkan dengan DMSO dan disaring
secara steril dengan membran filter 0,22 um.
Larutan ini kemudian dimasukkan ke dalam
microwell ~yang berisi  suspensi P.
falciparum dengan persen parasitemia 1%,
kemudian diencerkan secara seri dengan
medium sehingga diperoleh konsentrasi-
konsentrasi akhir bahan uji di dalam
microwell sebagai berikut: 100; 10; 1,0; 0,1

Jumlah eritrosit yang terinfeksi

dan 0,01 pg/mL. Dalam masing-masing
microwell ini mengandung hematokrit 4%.
Sebagai kontrol negatif digunakan DMSO
yang diencerkan dengan cara yang sama
sehingga diperoleh konsentrasi DMSO akhir
yang tidak lebih dari 0,5%. Kontrol positif
klorokuin difosfat juga dipersiapkan dengan
cara yang sama, dan dibuat dalam
konsentrasi-konsentrasi 10; 1,0; 0,1; 0,01
dan 0,001 pg/mL. Campuran bahan uji dan
suspensi parasit ini kemudian diinkubasi
dalam inkubator CO, pada suhu 37°C
selama 48 jam.

Setelah diinkubasi selama 48 jam,
dibuat hapusan darah tipis di atas object

glass. Hapusan darah ini kemudian
dikeringkan, difiksasi dengan metanol,
diwarnai dengan pewarna Giemsa, dan

dihitung jumlah eritrosit yang terinfeksi P.
falciparum per total eritrosit yang dihitung
di bawah mikroskop cahaya dengan
pembesaran 1000 kali. Penghitungan
dilakukan terhadap 5000-an eritrosit.

Dari data jumlah eritrosit yang
terinfeksi P. falciparum ini selanjutnya
dihitung persen parasitemia dan persen
penghambatan zat uji terhadap pertumbuhan
P. falciparum, dengan rumus-rumus sebagai
berikut:

0y Parasitemia =

* 100%

Jumlah eritrosit

XP
% Penghambatan = 100 — (E * 100%)

Dimana:

Xp = parasitemia perlakuan = %parasitemia perlakuan (48 jam — 0 jam),

Xk = parasitemia kontrol
[(Xp/XK) x 100 %]

Berdasarkan data penghambatan dari
setiap konsentrasi ekstrak, lalu dihitung
harga 1Csy (konsentrasi ekstrak yang
menghambat  pertumbuhan  Plasmodium

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengujian aktivitas antimalaria dari
ekstrak metanol dan klorokuin difosfat,
dilakukan secara in-vitro terhadap kultur P.

= Yparasitemia kontrol (48 jam — 0 jam),
= persen pertumbuhan Plasmodium.

sebesar 50%) dengan Analisis Probit
menggunakan program komputasi SPSS for
Windows versi 15.0.

falciparum strain 3D7 dan G-2300 yang
tidak  disinkronisasi  terlebih  dahulu.
Pengujian dilakukan secara duplo, dengan
lama inkubasi 48 jam. Setelah 48 jam, kultur
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diambil, dibuat hapusan darah tipis di atas
object glass, difiksasi dengan metanol dan
diwarnai dengan Giemsa, lalu dihitung
jumlah eritrosis yang terinfeksi
Plasmodium. Dari data yang diperoleh
selanjutnya dihitung persen parasitemia

persen penghambatan bahan uji (ekstrak
metanol berbagai konsentrasi).

Hasil  perhitungan berupa persen
penghambatan berbagai konsentrasi ekstrak
terhadap pertumbuhan P. falciparum strain
3D7 dan G-2300 seperti terlihat dalam Tabel
1.

Tabel 1. Persen Penghambatan Berbagai Konsentrasi Ekstrak Metanol dan Klorokuin
terhadap Pertumbuhan P. falciparum Selama Masa Inkubasi 48 jam.

Konsentrasi Persen Penghambatan Rata-rata terhadap
(ng/mL) setiap strain P. falciparum

Ekstrak Metanol Klorokuin
3D7 G-2300 3D7
100,000 100 69 -
10,000 41 36 100
1,000 39 29 83
0,100 3 21 70
0,010 0 0 55
0,001 - - 49

Keterangan: —(tidak dilakukan pengujian untuk konsentrasi tersebut)

Berdasarkan data persen penghambatan
dalam Tabel 1, kemudian dihitung nilai 1Cs
dari ekstrak metanol terhadap masing-
masing strain Plasmodium tersebut, dan
hasilnya seperti tercantum dalam Tabel 2.

Tabel 2. Nilai 1Csy Ekstrak Metanol dan
Klorokuin terhadap P.
falciparum selama Masa
Inkubasi 48 jam.

Bahan Uji 1Cs (ng/mL)
3D7 G-
2300
Ekstrak Metanol 4,230 16,580
Klorokuin 0,003 -

Menurut Rasanaivo, et al. (1992) dalam
Ouattara, et al. (2006), ekstrak yang
memiliki aktivitas antimalaria dengan nilai
ICso yang lebih kecil daripada 5 pg/mL
dikatakan sangat aktif; 5-50 pg/mL
termasuk aktif; 50-100 pg/mL termasuk
kurang aktif (aktivitas lemah); dan ICs
lebih besar daripada 100 pg/mL dikatakan
tidak aktif sebagai antimalaria. Merujuk
pada batasan yang diberikan ini, tampak

bahwa ekstrak metanol memiliki aktivitas
yang kuat (termasuk sangat aktif) sebagai
antimalaria terhadap P. falciparum sensitif
klorokuin (strain 3D7), dan aktif terhadap P.
falciparum yang sudah resisten terhadap
klorokuin strain G-2300).

Dibandingkan  dengan  klorokuin,
aktivitas ekstrak metanol ini masih jauh
lebih rendah, kira-kira 1/1.410 kali aktivitas
klorokuin terhadap P. falciparum sensitif
klorokuin. Namun, sebagaimana diketahui,
klorokuin saat ini sudah tidak efektif lagi
sebagai obat antimalaria, karena terjadinya
resistensi  Plasmodium  terhadap obat
tersebut. Oleh karena itu, sangatlah
memungkinkan bahwa senyawa-senyawa
lain yang aktif sebagai antimalaria lalu

memiliki prospek untuk dikembangkan
sebagai obat antimalaria  pengganti
klorokuin. Senyawa-senyawa  dengan

kerangka struktur molekul dan gugus-gugus
fungsional yang berbeda dari klorokuin,
kemungkinan besar memiliki mekanisme
aksi yang berbeda dengan mekanisme aksi
klorokuin dalam hal membunuh atau
menghambat pertumbuhan Plasmodium; dan
dengan demikian diharapkan  bahwa
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senyawa-senyawa tersebut dapat membunuh
atau menghambat pertumbuhan Plasmodium
yang sudah resisten terhadap klorokuin.
Maximus (2009) menunjukkan bahwa
ekstrak metanol kulit batang cempedak ini
mengandung senyawa-senyawa karbonil
fenolik, antara lain flavonoid. Senyawa-
senyawa fenolik  diketahui  memiliki
berbagai aktivitas biologis. Merujuk pada
hasil-hasil  penelitian yang dirangkum
kembali oleh Rowe, et al. (1989),
Schwikkard dan van Heerden (2002), dan
Saxena, et al. (2003), terlihat bahwa banyak
senyawa Yyang menunjukkan aktivitas
sebagai antimalaria memiliki satu atau lebih
gugus fenol di dalam struktur senyawanya.
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