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INTISARI

Daun sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.) banyak digunakan sebagai
obat tradisional. Beberapa aktivitas farmakologis ekstrak dari daun sirih merah
telah dilaporkan. Secara in vivo, ekstrak daun sirih merah meningkatkan aktivitas
fagositosis makrofag tetapi tidak berpengaruh terhadap proliferasi limfosit maupun
titer imunoglobulin G. Uji in vitro senyawa hasil isolasi (1 dan 2) dari daun sirih
merah menunjukkan bahwa 1 dan 2 pada dosis 5pg/ml dapat meningkatkan
aktivitas fagositosis makrofag. [solat 1 dan 2 diidentifikasi sebagai neolignan yakni
senyawa 2-allyl-4-(1'-hydroxy-1'-(3 ", 4", 5 "-trimethoxyphenyl) propan-2'-yl) -3,5-
dimethoxycyclohexa-3, S-dienone dan senyawa 2-allyl-4-(1"-acetyl-1'(3 ", 4", 5 "-
trimethoxyphenyl) propan-2"-yl) -3,5-dimethoxycyclohexa- 3,5-dienone). Penelitian
ini bertujuan menetapkan efek imunomodulator dan efek terhadap gambaran
histopatologis dari perlakuan dengan 1 dan 2 secara in vivo pada mencit.

Isolat 1 dan 2 (2,5; 5; dan 10 mg/kgBB) diuji efek imunomodulatornya
terhadap respon imun mencit BALB/c yang diinduksi dengan Listeria
monocytogenes. Efek 1 dan 2 terhadap respon imun seluler ditetapkan melalui uji
aktivitas fagositosis makrofag, produksi nitrit oksid, dan proliferasi limfosit;
sedangkan efek terhadap respon imun humoral ditetapkan melalui pengukuran titer
imunoglobulin G. Lebih lanjut ditetapkan efek 1 dan 2 terhadap produksi
interleukin 12 dan interleukin 10. Efek perlakuan 1 dan 2 terhadap gambaran
histopatologis hati dan ginjal mencit diperiksa secara mikroskopis dengan
pengecatan hematoksilin-eosin. Analisis statistik data efek imunomodulator
menggunakan one-way ANOVA dilanjutkan uji Tukey, sedangkan analisis
gambaran histopatologis hati dan ginjal secara deskriptif.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa secara in vivo, 1 dan 2 (5 dan 10 mg/kg
berat badan) meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag. Pada dosis 2,5; 5; dan
10 mg/kg berat badan, 1 dan 2 meningkatkan produksi nitrit oksid dan interleukin
12, tetapi pengaruh terhadap proliferasi limfosit, titer imunoglobulin G dan
produksi interleukin 10 tidak berbeda bermakna dengan kontrol. Perlakuan dengan
1 (2,5; 5; dan 10 mg/kg berat badan) tidak berpengaruh terhadap gambaran
histopatologis hati dan ginjal, sedangkan 2 pada dosis 2,5 mg/kg berat badan
menyebabkan degenerasi hidropis dan dosis 5 mg/kg berat badan menyebabkan
nekrosis hati.

Kata kunci : Piper crocatum Ruiz & Pav., isolasi, imunomodulator, in vivo,
gambaran histopatologis
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ABSTRACT

Red betel (Piper crocatum) leaf is widely used as a traditional medicine in
Indonesia. Some of the pharmacological activities of red betel leaf extract have been
reported. The in vivo study reported that red betel leaf extract had macrophage
phagocytic activity but had no significantly effect on lymphocyte proliferation and
immunoglobulin G titre. /n vitro study of two isolated compounds (1 and 2) from
red betel leaf extract showed that at the dose of 5 pg/ml increased macrophage
phagocytic activity. The 1 dan 2 were identified as neolignans, i.e., 2-allyl-4-(1'-
hydroxy-1'-(3 ", 4", 5 "-trimethoxyphenyl) propan-2"-yl) -3,5-dimethoxycyclohexa-
3, 5-dienone and 2-allyl-4-(1"-acetyl-1'-(3 ", 4", 5 "-trimethoxyphenyl) propan-2'-
vi) -3,5-dimethoxycyclohexa- 3,5-dienone. This study aim to determine the in vive
immunomodulatory and histopathological features effect of 1 dan 2 on mice.

Isolate 1 and 2 were tested on BALB/c mice immune response induced by
Listeria monocytogenes. The 1 and 2 cellular immune response determined through
macrophage phagocytic activity test, nitric oxide production, and lymphocyte
proliferation, whereas the compounds effect on the humoral immune response
determined by measuring imunoglobulin G titre. Furthermore, 1 and 2 effect on the
IL-12 and IL-10 productions were also determined. Histopathological features
effects of 1 and 2 were observed from the liver and kidney which made by
hematoxyllin-eosin staining, and observed microscopiccally. The data of
immunomodulatory effects were analysed using one-way ANOVA followed by
Tukey test, while the liver and kidney histopathological features were analysed
descriptively.

This in vivo study show that 1 and 2 (5 mg/kg body weight) increase the
phagocytic activity of macrophages. At the doses of 2.5, 5, and 10 mg/kg body
weight, 1 and 2 increase the production of nitric oxide and interleukin 12 but the
mice lymphocyte proliferation, immunoglobulin G titre, and interleukin 10
production have no significantly differences compare to control. The treatment with
1(2.5, 5, and 10 mg/kg body weight) has no histopathological features effect on
both liver and kidney, but at the dose of 2.5 and 5 mg/kg body weight 2 induce
liver hidropic degeneration and necrosis respectively.

Key words : Piper crocatum, Ruiz & Pav., isolation, immunomodulatory, in vivo,
histopathological features

xviii






BAB1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Senyawa-senyawa yang dapat memodulasi sistem imun dapat diperoleh dari
tanaman (Wagner et al., 1999). Pengobatan alami seharusnya menjadi sumber penting
untuk mendapatkan senyawa baru yang mampu menjadi target reseptor yang spesifik.
Tanaman yang memiliki aktivitas imunomodulator pada umumnya memiliki aktivitas
memicu imunitas spesifik dan non spesifik (Wagner and Proksh, 1985). Beberapa
diantara tanaman tersebut memicu imunitas humoral maupun seluler, sedang yang
lainnya hanya mengaktifkan komponen seluler dari sistem imun, misalnya fungsi
fagositosis tanpa berpengaruh pada imunitas humoral maupun seluler (Bafna dan
Misrha, 2004). Pada penelitian tentang imunostimulator dari tanaman obat, pemilihan
tanaman yang akan diteliti dapat berupa tanaman yang faktanya digunakan
masyarakat, meskipun tidak disebut pada dokumentasi maupun publikas: vang telah
ada (Mukherjee, 2008). Banyak tanaman yang bersifat imunostimulator dan hanya
beberapa tanaman yang telah diskrining aktivitas imunostimulannya, sehingga tidak
cukup bukti untuk kemudian dapat digunakan dalam praktik klinis (Kumar et al,
2011).

Daun sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.) banyak digunakan sebagai
obat tradisional. Piper betle dan Pipe longum merupakan tanaman dalam marga Piper
yang digunakan sebagai obat tradisional. Ekstrak metanol yang diperoleh dengan
metode maserasi dari kedua tanaman tersebut dilaporkan memiliki aktivitas

imunomodulator (Kanjwani ef al., 2008; Sunila and Kuttan, 2004 ). Penelitian tentang



aktivitas imunomodulator daun Piper crocatum (DPc) secara in vivo menunjukkan
bahwa ekstrak etanol maupun ekstrak n-heksana DPc mampu meningkatkan aktivitas
fagositosis makrofag akan tetapi tidak berpengaruh terhadap proliferasi limfosit
(Apriyanto, 2011; Indriyani, 2011; Ardianto, 2013). Uji titer immunoglobulin G (IgG)
dari ekstrak n-heksana DPc pada tikus yang diinduksi vaksin hepatitis B menunjukkan
adanya efek imunosupresan pada dosis 10 mg/kgBB, tetapi pada dosis 100 mg/kg BB
menunjukkan efek imunostimulan (Wahyudi, 2010), sedangkan ekstrak etanol DPc
pada dosis 10, 100, dan 300 mg/kgBB tidak berpengaruh terhadap titer IgG (Wiweko,
2010). Secara in vitro, senyawa hasil isolasi dari ekstrak etanol DPc¢ (1 dan 2) pada
dosis 5 pg/ml dapat meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag. Isolat 1 dan 2 yang
diidentifikasi sebagat neolignan tersebut mempunyai struktur kimia yang mirip, 1
memiliki gugus asetil, berbeda dari isolat 2 yang memiliki gugus hidroksil
(Kustiawan, 2012).

Sirih merah, sebagai obat tradisional harus memenuhi kriteria kemanfaatan
(efficacy) dan keamanan (safety) (World MHealth Organization, 2000). Dalam
penelitian ini kemanfaatan DPc¢ diukur melalui pengujian aktivitas terapetik senyawa
hasil isolasi dari DPc, yakni aktivitas memodulasi sitem imun. Penelitian ini juga
memeriksa pengaruh perlakuan dengan senyawa tersebut terhadap gambaran
histopatologis hati dan ginjal hewan uji.

Obat-obatan maupun ekstrak yang secara in vitro menunjukkan aktivitas,
dapat menunjukkan non aktif ketika diuji secara in vive (Wagner e al, 1999;
Kanjwani et al., 2008). Penelitian yang sudah dilakukan berupa pengukuran respon

imun non spesifik secara in vitro yakni uji aktivitas fagositosis makrofag ekstrak DPc



maupun 1 dan 2 pada dosis 5 pg/ml (Kustiawan, 2012). Penelitian ini bertujuan
mengukur efek imunomodulator isolat 1 dan 2 dengan variasi dosis dan dilakukan
secara in vivo. Respon imun dikelompokkan menjadi respon imun bawaan yang
bersifat non spesifik dan respon imun adaptif atau spesifik (Abbas ez al.,, 2007).
Respon imun spesifik terdiri dari respon imun seluler dan humoral. Respon imun non
spesifik yang diukur pada penelitian ini berupa aktivitas fagositosis makrofag dan
produk dari aktivitas makrofag yakni nitrit oksid (NO). Respon imun seluler
ditetapkan melalui pengukuran proliferasi limfosit, sedangkan respon imun humoral
ditetapkan dengan pengukuran titer IgG. Respon imun juga dipengaruhi oleh sitokin,
misalnya interleukin 12 (IL-12), dan interleukin 10 (IL-10). Sitokin memerantarai dan
mengatur fungsi dari sel-sel imunitas bawaan dan adaptif. Lebih lanjut dalam
penelitian ini ditetapkan pengaruh perlakuan dengan isolat 1 dan 2 terhadap produksi
IL-12 dan IL-10.

Respon imun hewan uji dapat diinvduksi dengan infeksi bakteri. Induksi respon
imun mencit pada penelitian ini dilakukan dengan Listeria monocytogenes. Listeria
monocytogenes merupakan bakteri intraseluler fakultatif, akan menginduksi respon
imun bawaan dan adaptif Respon imun bawaan terhadap bakteri intraseluler
dilaksanakan oleh fagosit dan sel-sel NK, interaksi antara sel-sel tersebut diperantarai
oleh sitokin. Respon imun adaptif terhadap bakteri tersebut merupakan imunitas yang
diperantarai sel, dimana sel T mengaktivasi fagosit untuk mengeliminasi bakteri
(Abbas et al., 2007; Unanue, 1997). Listeria monocytogenes telah banyak digunakan
sebagai model untuk mempelajari respon imun bawaan dan adaptif, terutama aktivasi

makrofag (Farr et al.,1977; Godfrey ef al., 1983). Makrofag melaksanakan sebagian



besar fungsi efektornya setelah sel tersebut diaktivasi oleh mikroba, sitokin dan
stimulus lain. Fungsi efektor dari makrofag yang teraktivasi termasuk diantaranya
adalah membunuh mikroba yang terfagositosis, terutama dengan produksi reactive
oxygen species, NO, dan ensim lisosomal. Makrofag yang teraktivasi merupakan
sumber utama produksi IL-12, sitokin imunoregulator kunci pada infeksi bakteri dan
virus, sebaliknya IL-10 menghentikan respon makrofag yang teraktivasi sehingga
menghambat produksi 1L-12 (Abbas et al., 2007, Hamza e al_, 2010).

Hati dan ginjal merupakan organ untuk metabolisme dan ekskresi obat,
potensial untuk dipengaruhi oleh bahan-bahan toksik. Ekstrak etanol DPc
menyebabkan perubahan patologis pada organ hati dan ginjal ayam yakni berupa
kongesti, degenerasi, dan nekrosis, meskipun mampu menghambat kematian hewan
yang diuji tantang virus Avian influenza HSN1 tersebut (Nugraha, 2010). Hal tersebut
berbeda dengan efek pada hati dan ginjal tikus yang diinduksi vaksin hepatitis B, pada
dosi; 300 mg/kgBB ekstrak n-heksana maupun ekstrak etanol DPc tidak
menyebabkan kerusakan pada kedua organ tersebut (Wahyudi, 2010; Wiweko, 2010).
Dalam penelitian ini pengaruh perlakuan dengan isolat 1 dan 2 diperiksa melalui
gambaran histopatologis hati dan ginjal mencit.

1. Perumusan masalah

Perumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

a. Apakah senyawa yang diisolasi dari daun sirih merah (1 dan 2) bermanfaat
untuk memodulasi sistem imun ?
b. Bagaimana pengarnh perlakuan dengan senyawa yang diisolasi dari daun sirih

merah (1 dan 2) terhadap gambaran histopatologis hati dan ginjal hewan uji ?



2. Keaslian penelitian

Penelitian tentang efek imunomodulator secara in vivo dan pemeriksaan
gambaran histopatologis pada hati dan ginjal mencit yang diinduksi dengan L.
monocytogenes, karena perlakuan dengan senyawa hasil isolasi dari daun sirih
merah (1 dan 2), belum pernah dilakukan. Penelitian lain yang relevan dengan
penelitian ini dilakukan oleh beberapa peneliti. Rachmawaty dkk. (2013) dan
Wicaksono ez al. (2009), masing-masing mempublikasikan hasil penelitiannya,
yakni tentang aktivitas antimikobakterium ekstrak etanol dan aktivitas
antiproliferatif ekstrak metanol dari daun sirih merah. Uji antiinflamasi ekstrak
metanol daun sirih merah pada tikus putih dilaporkan oleh Fitriyani (2011).
Penelitian yang belum dipublikasikan yakni tentang: aktivitas antioksidan dan
antikanker ekstrak daun sirih merah (Suratmo, 2008), efek sitotoksik dan induksi
apoptosis ekstrak etanol daun sirih merah (Tirta, 2010). Penelitian menggunakan
tikus yang diinduksi vaksin hepatitis B dilakukan oleh Aprianto (2011), Indriyani
(2011), Wiweko (2010), dan Wahyudi (2010). Berturut-turut penelitian tersebut
adalah uji aktivitas imunomodulator ekstrak etanol daun sirih merah terhadap
peningkatan titer 1gG dan histopatologis tikus; uji aktivitas imunomodulator
ckstrak n-heksana daun sirih merah terhadap peningkatan titer IgG dan
histopatologis tikus; uji aktivitas imunomodulator ekstrak n-heksana daun sirth
merah terhadap peningkatan titer IgG dan histopatologis tikus; serta uji aktivitas
imunomodulator ekstrak etanolik daun sirih merah terhadap proliferasi limfosit dan
fagositosis makrofag. Fraksi dari ekstrak daun sirih merah diteliti secara in vitro

oleh Kurniawan (2011), Yuristriyani (2012), dan Ardianto (2013). Berturut-turut



penelitian tersebut adalah uji efek sitotoksik dan induksi apoptosis fraksi larnt dan
tidak larut kloroform ekstrak etanolik daun sirih merah terhadap sel T47D dan
myeloma; uji potensi fraksi tak larut n-heksana ekstrak etanol daun sirih merah
terhadap fagositosis makrofag dan proliferasi limfosit; dan wuji aktivitas
imunomodulator fraksi n-heksana ekstrak etanolik daun sirih merah terhadap
fagositosis makrofag dan proliferasi limfosit. Uji aktivitas fraksi dari ekstrak daun
sirih merah secara in vivo terhadap fagositosis makrofag, proliferasi sel TCD4" dan
TCD8" serta titer antibodi dilakukan oleh Werdani (2012). Yuristriyani (2012) dan
Werdani (2012) menggunakan phytohemagglutinin untuk menginduksi tikus.
Secara in vitro, uji aktivitas senyawa hasil isolasi dari ekstrak etanol daun sirih
merah terhadap aktivitas fagositosis makrofag dilakukan oleh Kustiawan (2012).
Penelitian yang dilakukan ini berbeda dengan penelitian tersebut di atas.
Kustiawan (2012) melakukan uji /n vitro 1 dan 2 dengan satu dosis, respon imun
hewan uji tidak diinduksi dan hanya diukur satu parameter saja yakni aktivitas
fagositosis makrofag. Peneliti yang lain melakukan uji pada ekstrak dan fraksi dari
ekstrak DPc, belum melakukan uji untuk isolat senyawa dari DPc. Penelitian ini
menguji efek imunomodulator isolat 1 dan 2 dengan 3 seri dosis, secara in vivo
terhadap mencit yang respon imunnya diinduksi dengan Listeria monocytogenes.
Parameter yang diukur tidak hanya aktivitas fagositosis makrofag saja, tetapi juga
aktivitas preduksi NO, proliferasi limfosit, titer IgG, produksi 1L-12 dan IL-10,
maupun pemeriksaan gambaran histopatologis hati dan ginjal mencit karena
perlakuan dengan isolat 1 dan 2. Skema tentang keaslian penelitian dapat dilihat

pada Gambar 1.



3. Urgensi (kepentingan) penelitian

Penelitian tentang efek imunomodulator senyawa dari daun sirih merah secara
in vivo merupakan hal baru. Saat ini belum ditemukan publikasi baik di jurnal nasional
maupun internasional tentang isolat senyawa baik senyawa imunomodulator maupun
senyawa dengan aktivitas farmakologis lainnya yang berasal dari DPc. Hasil
penelitian ini dapat memberi bukti ilmiah efek imunomodulator isolat senyawa dari
DPc, serta pengaruh perlakuan isolat senyawa dari DPc terhadap gambaran
histopatologis hati dan ginjal mencit. Sampai saat ini belum ada laporan tentang
senyawa aktif dari DPc, padahal idealnya standarisasi obat didasarkan pada komponen
unik yang berkontribusi terhadap efek terapetiknya. Ditetapkannya isolat senyawa
imunomodulator sebagai senyawa aktif dari DPc Pemeriksaan pengaruh senyawa aktif
dari DPc terhadap gambaran histopatologis hati dan ginjal mencit, akan mendukung

proses standarisasi DPc.

B.  Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini yakni:

a. Mengetahui pengaruh perlakuan dengan senyawa yang diisolasi dari DP¢ (1 dan 2)
terhadap respon imun mencit yang diinfeksi dengan L. monocytogenes, secara in
vivo,

b. Mengetahui pengaruh perlakuan dengan senyawa yang diisolasi dari DPc (1 dan 2)
terhadap gambaran histopatologis hati dan ginjal mencit yang diinfeksi dengan L.

monocyltogenes, secara in vivo.
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BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

A. Isolasi Senyawa dari Tanaman

Pengobatan alami merupakan bahan kajian dan sumber penting untuk
mendapatkan senyawa obat baru (Alamgir and Uddin, 2010). Alam telah
menyediakan banyak sumber obat sejak dahulu kala, dan berbagai senyawa
sintetikpun dibuat berdasar model senyawa dari bahan alam (Vlietinck and Apers,
2001; Heinrich et al., 2004). Produk alam (natural product) dapat berupa keseluruhan
organisme yakni tanaman, hewan, atau mikroorganisme yang belum diproses kecuali
proses pengawetan sederhana seperti pengeringan. Istilah crude extract digunakan
untuk produk alam seperti tanaman, bagian dari tanaman, ekstrak, dan eksudat yang
bukan senyawa murni (Samuellson, 1999).

1. Ekstraksi

Tanaman terdiri dari banyak senyawa kimia, senyawa yang bertanggung
jawab terhadap efek terapetik tanaman disebut senyawa aktif (active constituents),
yang lain disebut senyawa inert. Seringkali keberadaan senyawa inert dapat
mengubah ataupun mencegah absorbtivitas atau potensi dari senyawa aktif. Untuk
meniadakan efek tak diinginkan dari senyawa inert, dilakukan ekstraksi terhadap
senyawa aktif. Senyawa aktif farmakologis bertanggung jawab terhadap efek
terapetik obat/tanaman, dapat berupa senyawa tunggal ataupun campuran dari
senyawa (Robbers et al., 1996).

Ekstrak/sari dari tanaman merupakan campuran dari banyak senyawa dan

senyawa tertentu seringkali hanya merupakan bagian yang sangat kecil. Ekstrak



merupakan sediaan berasal dari semua senyawa yang dapat larut ke dalam pelarut
yang digunakan untuk ekstraksi. Ekstraksi dapat dilakukan dengan berbagai cara
diantaranya maserasi, perkolasi, infundasi, ekstraksi pelarut, maupun destilasi.
Maserasi merupakan prosedur ekstraksi paling sederhana dan sesuai baik untuk
jumlah sedikit maupun skala produksi industrial (Samuelsson, 1999). Penyarian zat
aktif dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari yang
sesuai beberapa hari pada temperatur kamar dan terlindung dari cahaya (List and
Schmidt, 1989; Voight, 1984). Pengulangan proses perendaman merupakan upaya
untuk mendapatkan sebanyak mungkin senyawa yang terekstraksi. Jenis pelarut
yang digunakan pada proses ekstraksi sangat menentukan jenis dan jumlah
senyawa yang terekstraksi. Senyawa dalam tanaman biasanya berada di dalam sel,
pelarut harus dapat berdifusi ke dalam sel untuk melarutkan molekul senyawa yang
diinginkan kemudian dengan arah berlawanan melewati dinding sel dan bercampur
dengan cairan di sekelilingnya (Samuelsson, 1999). Cairan penyari akan masuk ke
dalam sel melewati dinding sel. Isi sel akan larut karena adanya perbedaan
konsentrasi antara larutan penyari di luar sel dengan cairan penyari di dalam sel.
Kesetimbangan akan terjadi antara senyawa terlarut di dalam sel dengan pelarut di
sekitar jaringan tanaman, dimana kecepatan kesetimbangan tersebut dipengaruhi
oleh suhu, pH, ukuran partikel, dan gerakan dari pelarut. Maserasi dilakukan pada
suhu kamar, karena diharapkan senyawa yang tidak tahan pemanasan tidak rusak
oleh adanya pemanasan, efektivitas ekstraksi dioptimalkan dengan pengadukan

(Voight, 1984; Samuelsson, 1999).
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Senyawa bioaktif dapat merupakan kelas kimiawi yang berbeda dan dapat
diperoleh dari metode ekstraksi yang berbeda (Meireles, 2009; Reverchon and
Marrone, 2001). Beberapa hal perlu diperhatikan ketika memilih metode untuk
mendapatkan suatu molekul senyawa bioaktif seperti toksisitas dari pelarut yang
digunakan, stabilitas senyawa dan selektivitas dari proses (Brunner, 1994; McHugh
and Krukonis, 1994). Lemos ef al. (2012) telah membandingkan metode ekstraksi
dengan cara superkritikal dengan metode sokhletasi, dan menemukan bahwa
metode yang berbeda menghasilkan jumlah ekstrak yang berbeda dan perbedaan
tingkat aktivitas antibakteri dari ekstrak pula.

. Fraksinasi

Fraksinasi berfungsi untuk memisahkan suatu zat yang diinginkan dari
sistem campuran. Uji aktivitas fraksi-fraksi hasil pemisahan dari campuran
senyawa produk alam akan menuntun untuk isolasi dan identifikasi struktur kimia
senyawa yang bertanggung jawab terhadap aktivitas tersebut. Senyawa aktif yang
telah diketahui struktur kimianya ini kemudian dapat digunakan sebagai obat
ataupun sebagai model atau sebagai prekusor untuk penemuan obat baru
(Samuelsson, 1999). Komponen dalam ekstrak dari suatu organisme dapat
dipisahkan menjadi kelompok-kelompok senyawa berdasarkan kemiripan
karakteriskik fisikokimianya. Proses ini disebut fraksinasi dan dapat dilakukan
dengan berbagai cara, antara lain presipitasi, ekstraksi pelarut-pelarut, cracking
emulsions, ekstraksi bertingkat, salting out, dialisis, elektroforesis, dan

kromatografi (Houghton and Raman, 1998).
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Kromatografi merupakan suatu metode untuk pemisahan campuran,
menggunakan dua fase yakni fase diam (stationary phase) dan fase gerak (mobile
phase). Fase diam sering disebut adsorben atau penyerap, sedangkan bahan tempat
melekatnya fase diam disebut penyangga. Pengembangan adalah proses ketika fase
gerak digerakkan melalui fase diam untuk menghasilkan pemisahan kromatografi.
Setelah senyawa-senyawa dipisahkan dengan pengembangan, hasilnya dideteksi
atau divisualisasikan. Senyawa yang dipisahkan biasanya disebut linarut, atau
secara kelompok disebut cuplikan. Hasil keseluruhan disebut kromatogram. Titik
tempat campuran ditotolkan pada ujung pelat atau lembaran disebut titik awal.
Garis depan pelarut ialah bagian atas fase gerak atau pelarut ketika ia bergerak
melalui lapisan, dan setelah pengembangan selesai, merupakan tinggi maksimum
yang dicapai oleh pelarut. Perilaku senyawa tersebut di dalam sistem kromatografi
tertentu dinyatakan dengan harga Rf, yakni angka yang diperoleh dezngan membagi
jarak yang ditempuh oleh bercak linarut dengan jarak yang ditempuh oleh garis
depan pelarut. Jarak tersebut diukur dari titik awal, dan harga Rf beragam mulai
dari O sampai 1 (Gritter ef al., 1985).

Beberapa metode kromatografi melibatkan fase diam padat (cair-padat)
yang sering disebut kromatografi serap dan beberapa metode lainnya melibatkan
fase diam zat cair (cair-cair) disebut kromatografi partisi. Metode kromatografi cair
dapat menggunakan fase diam berupa lapisan tipis pada sejenis penyangga seperti
pada kromatografi lapis tipis, atau berupa lembaran seperti pada kromatografi
kertas, atau fase tersebut dalam kolom yang diwadahi dengan tabung kaca, logam,

atau plastik seperti pada kromatografi kolom (Gritter et al., 1985).
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Metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan kromatografi cair
yang paling sederhana, dapat memisahkan senyawa yang amat berbeda seperti
senyawa organik alam dan organik sintetik, kompleks anorganik-organik, dan
bahkan ion anorganik, dapat dilakukan dalam beberapa menit dengan alat yang
harganya tidak terlalu mahal. Kelebihan metode KLT yakni pemakaian pelarut dan
cuplikan yang jumlahnya sedikit dan penotolan cuplikan berganda. Metode ini
sederhana dan dapat diandalkan untuk mendukung identifikasi makroskopis dan
mikroskopis terhadap suatu tanaman obat serta identifikasi ekstrak maupun sediaan
obat yang berbahan tanaman obat (List and Schmidt, 1989; Houghton and Raman,
1998).

Senyawa yang dipisahkan dengan KLT dideteksi dengan zat berwamna atau
dengan zat-zat yang dapat didorong untuk berpendar atau yang menyerap radiasi
Ultra Violet (UV). Zat yang tifiak berwarna dan tidak menyerap sinar UV atau
berpendar pada paparan sinar UV harus divisualisasikan dengan reagen deteksi
yang cocok untuk membentuk warna, fluoresensi atau menyerab UV (Mukherjee,
2002).

Kromatografi Cair Vakum (KCV) atau Vacuum Liquid Chromatography
(VLC) pertama kali disebutkan oleh Coll et a/. (1977) untuk pemisahan diterpen.
Kromatografi Cair Vakum merupakan bentuk kromatografi kolom yang terutama
bermanfaat untuk fraksinasi ekstrak kasar dengan cepat. Kolom yang digunakan
pendek tidak lebih dari 5 cm dan relatif besar dengan diameter dalam 0,5 - 1,0 cm
untuk pemisahan senyawa dengan berat kurang dari 100 mg, dan 5 cm untuk

pemisahan 1 — 10 gram senyawa. Fase gerak dihisap oleh adanya pengurangan
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tekanan. Fraksi biasanya dikumpulkan sebagai tapisan (aliquot) dari pelarut yang
polaritasnya semacam (Coll and Bowden, 1986; Houghton and Raman, 1998).
. Isolasi

Isolasi produk alam berbeda dari isolasi makromolekul lain, karena produk
alam lebih kecil dan beragam kimiawinya dibandingkan protein yang relatif
homogen, asam nukleat dan karbohidrat, sehingga metode isolasi produk alam
harus mempertimbangkan hal tersebut (Cannell, 1998). Kromatografi Lapis Tipis
Preparatif (KLTP) merupakan metode paling sederhana dan murah untuk isolasi
suatu senyawa atau senyawa dari campuran, akan tetapi hanya sedikit jumlah yang
didapat dari setiap prosedur fraksinasi (Houghton dan Raman, 1998). KLTP adalah
cara yang ideal uniuk pemisahan cuplikan kecil (50 mg sampai 1 g) dari senyawa
yang kurang atsiri. Cuplikan yang akan dipisahkan ditotolkan berupa garis pada
salah satu sisi pelat lapisan besar dan dikembangkan secara tegak lurus pada garis
cuplikan sehingga campuran akan terpisah menjadi beberapa pita. Pita
ditampakkan dengan cara yang tidak merusak senyawa, dan penyerap yang
mengandung pita dikerok dari pelat kaca, kemudian cuplikan dielusi dari penyerap
dengan pelarut polar (Gritter et al., 1985). Dengan metode KLTP dimungkinkan
untuk mengisolasi hingga 40 mg senyawa. Identitas dan kemurnian senyawa
kemudian dapat dimonitor menggunakan teknik spektroskopi. Langkah pemurnian
lebih lanjut, misalnya rekristalisasi, mungkin dilakukan jika diperlukan (Houghton
and Raman, 1998). Prasad et al. (1995) mengisolasi 2 neolignan dari P. clarkii

menggunakan metode KLTP, Singh et al. (1996) menggunakan metode tersebut
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untuk mengisolasi 10 neolignan dari P. argyrophylum, demikian juga Chen ef al.
(2013) menggunakannya untuk mengisolasi 3 neolignan dari P. taiwanense.

Kemurnian senyawa hasil isolasi diperlukan untuk kepentingan penetapan
struktur senyawa juga agar diperoleh data yang valid (bebas dari variabel
eksperimental lain) pada pengujian biologis maupun kimiawi serta agar dapat
ditetapkan profil dosis-aktivitas dari senyawa tersebut (Cannel, 1998). Kemurnian
dari hasil isolasi (isolat) sebaiknya selalu dicek dengan paling tidak 4 sistem KLT
yang berbeda, jika memungkinkan dilakukan dengan HPLC. Isolat yang
diharapkan murni ini harus dikonfirmasi dengan cara spiking senyawa dengan
bahan otentik. Isolat dikatakan senyawa murni apabila tidak ada perluasan dan
pembentukan bahu terjadi dalam puncak profilnya (Houghton and Raman, 1998).
. Deteksi isolat

Spektroskopi Ultra Violet-visual (UV-vis) merupakan teknik pengukuran
konsentrasi suatu senyawa berdasarkan pengukuran absorbansi atau transmisi sinar
yang melewati senyawa tersebut. Spektrofotometri UV menghasilkan radiasi
panjang gelombang antara 200-400, dan molekul-molekul yang tidak mempunyai
ikatan rangkap tidak menyerap sinar pada panjang gelombang 200-800 nm.
Senyawa yang mempunyai sistem konjugasi dapat dideteksi dengan
spektrofotometer UV, semakin panjang sistem konjugasinya maka semakin besar

panjang gelombang absorbsinya.
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Penampakan noda kromatogram dapat dilakukan dengan beberapa cara,
antara lain:
a. Penampakan pada sinar UV 254 nm
Pada UV 254 nm, lempeng KLT akan berfluoresensi sedangkan noda
(isolat pada KLT) akan tampak berwarna gelap karena pendaran oleh senyawa
yang mempunyai gugus kromofor. Penampakan noda pada lampu UV 254 nm
karena adanya daya interaksi antara UV dengan indikator fluoresensi yang
terdapat pada lempeng KLT. Fluoresensi cahaya yang tampak merupakan emisi
cahaya yang dipancarkan oleh komponen tersebut ketika elektron yang
tereksitasi dari tingkat energi dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi kemudian
kembali ke keadaan semula sambil melepaskan energi (Mukherjee, 2002; Ganjar
and Rohman, 2007).
b. Penampakan pada sinar UV 366 nm
Pada UV 366 nm, noda (isolat pada KLT) akan berfluoresensi dan
lempeng KLT akan berwarna gelap. Penampakan noda pada lampu UV 366 nm
karena adanya daya interaksi antara sinar UV dengan gugus kromofor yang
terikat oleh auksokrom yang ada pada noda tersebut. Fluoresensi cahaya yang
tampak merupakan emisi cahaya yang dipancarkan oleh komponen tersebut
ketika elektron yang tereksitasi dari tingkat energi dasar ke tingkat energi yang
lebih tinggi kemudian kembali ke keadaan semula sambil melepaskan energi.
Noda yang tampak pada UV 366 nm terlihat terang karena silika gel yang
digunakan tidak berfluoresensi pada sinar UV 366 nm (Mukherjee, 2002; Ganjar

dan Rohman, 2007).
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c. Pereaksi semprot HoSO4 10 %

Reagen asam sulfat digunakan untuk mendeteksi senyawa organik pada
umumnya dan lignan-lignan yang spesifik (Fried and Sharma, 1994; Wagner
and Bladt, 1996). Prinsip penampakan noda pereaksi semprot HoSO4 10 %
adalah berdasarkan kemampuan asam sulfat yang bersifat oksidator dalam
merusak seﬁyawa hidrokarbon dari zat aktif simplisia sehingga panjang
gelombangnya akan bergeser ke arah yang lebih panjang (UV menjadi visual)
sehingga noda menjadi tampak oleh mata (Mukherjes, 2002; Ganjar dan

Rohman, 2007).

B. Bioaktivitas Tanaman dari Marga Piper

Marga Piper memiliki lebih dari 1000 spesies yang tersebar di seluruh dunia
dan merupakan marga paling representatif dari suku Piperaceae (Jaramillo and
Manos, 2001). Tanaman dari marga Piper terdistribusi di daerah tropis maupun sub
tropis, spesies dari marga Piper bermanfaat dari segi komersial, ekonomis maupun
pengobatan. Banyak tanaman dari marga Piper telah dilaporkan mengandung produk
alam yang memiliki berbagai aktivitas biologis (Parmar et al., 1997; Amonkar ef al.,
1986; Lee-Chen et al., 1996; Kuo et al., 2002; Chang et al.,2007). Spesies dari marga
Piper telah banyak dilaporkan mengandung metabolit sekunder berupa senyawa
golongan alkaloid, profenilfenol, terpen, steroid, kawapiron, calkon dan
dihidrocalkon, flavon, flavanon, lignan, dan neolignan (Kirtikar and Basu, 1993;

Parmar et al., 1997).
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Ekstrak metanol P. betle L. adalah kandidat baru untuk aktivitas imunosupresif
(Kanjwani ef al., 2008). Ekstrak etanol Piper betle menurunkan histamin dan produksi
granulocytet macrphage-colony stimulating factor (GM-CFS) dengan reaksi
hipersensitivitas yang diperantarai IgE (Wirotesangthong et ail., 2008). Fraksi n-
heksana dan fraksi kloroform daun P. betle L. mampu memicu respon imun pada tikus
BALB/c dan menunjukkkan aktivitas antifilarial terhadap Brugia malayi (Singh et al.,
2009). Ekstrak metanol Piper longum menghambat VEGF dan sitokin proinflamatori
dan angiogenesis tumor pada mencit C57BL/6 (Sunila and Kuttan, 2006). Piperin dari
P. longum dilaporkan memiliki aktivitas imunomodulator (Sunila and Kuttan, 2004).
Selain terdapat dalam Piper longum, piperin juga terdapat dalam beberapa spesies

Piper yang lain (Parmar et al., 1997).

C. Toksisitas Tanaman dari Marga Piper

Beberapa tanaman yang mempunyai khasiat terapetk diketahui mampu
membantu stabilitas organ dalam pada hewan. Beberapa tanaman lainnya mempunyai
efek samping pada organ-organ, kemungkinan karena variasi jumlah dari bahan toksik
yang ada pada tanaman tertentu (Ataman ef al., 2006). Uji toksisitas pada hewan
dilakukan pada obat baru untuk mengidentifikasi kemungkinan adanya senyawa
toksik. Hal tersebut membantu menetapkan batas atas asupan obat tersebut (Sofowora,
1993). Apabila efek toksik suatu obat rendah, maka ada peluang bahwa obat tersebut
dapat digunakan untuk terapi (Ataman et al., 2006). Peningkatan konsentrasi senyawa
aktif dalam ekstrak tanaman tidak selalu bermanfaat, dan dapat memicu tejadinya efek

biologis yang merugikan (Pepato ef al., 2001).
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Eksrak air P. guineense memiliki aktivitas antioksidan yang dapat bersifat
memperbaiki kerusakan hati yang berhubungan dengan paparan etanol kronis pada
tikus (Nwozo et al., 2012). Ekstrak metanol P. longum melindungi kerusakan
histopatologis miokardium karena induksi isoproterenol pada tikus (Chauhan et al.,
2010). Sedangkan uji toksisitas akut dan subkronik dari ekstrak air buah P. chaba pada
tikus jantan dan betina tidak menunjukkan efek toksik (Jaijoy ef al., 2011).

Pada studi yang lain, dilaporkan bahwa pemberian dosis tinggi ekstrak air
Piper guineense menyebabkan berkurangnya aktivitas gerak serta nafsu makan pada
hewan uji. Pada organ ginjal dan hati juga menunjukkan perubahan kondisi sito-
arsitekturnya, beberapa di antaranya adalah patologis. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa P. guineese bersifat toksik pada dosis dan pada pemberian dalam
jangka panjang (Obeye ef al., 2007). Asupan P. guineense pada dosis 20 mg/kg BB,
merupakan faktor resiko untuk gangguan fungsi hati pada tikus (Umoh et al., 2013).
Selain itu, dilaporkan bahwa P. migrum memodulasi perubahan patologis dan
enzimatis pada hati dan usus tikus (Nalini ef a/., 1998). Menurut Ali ef al. (2003) P.
nigrum berperan pada peningkatan efek merugikan pada parameter hematologis tikus
yang mendapat radiasi ion gamima.

Pigmentasi tak normal pada pasien yang mempunyai riwayat pemakaian uap
air daun P. betle untuk membasuh muka juga telab dilaporkan. Berdasar hasil uji
klinik dan temuan histopatologiss, diduga kelainan pigmentasi tersebut mungkin
disebabkan oleh induksi senyawa kimia dalam daun P. betle seperti fenol, alkohol,
katekol, dan derivat bensen, kemungkinan melalui penghambatan sintesis melanin

atau melanositotoksisitas (Liao et al., 1999).
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Ekstrak etanol maupun ekstrak n-heksana daun P. crocatum pada dosis 300
mg/kgBB tidak menyebabkan kerusakan pada ginjal maupun hati tikus yang diinduksi
vaksin hepatitis B (Wahyudi, 2010; Wiweko, 2010). Pada studi sebelumnya juga
dilaporkan bahwa ekstrak etanol daun P. crocatum menyebabkan perubahan patologis
pada organ hati dan ginjal berupa kongesti, degenerasi, dan nekrosis, meskipun
mampu menghambat kematian ayam akibat infeksi virus Avian influenza H5N1
(Nugraha, 2010).

Studi sitotoksik neolignan menunjukkan bahwa paling tidak satu gugus OH
bebas sangat penting untuk menginduksi terjadinya sitotoksisitas (Kong et al., 2005).
Licarin A, neolignan yang memiliki gugus OH pada atom C4" dilaporkan memiliki
aktivitas supresan produksi IL-10, namun demikian tidak toksik pada organ hati dan

ginjal (Leon-Diaz ef al., 2013).

D.Sirih merah (Piper crocatum, Ruiz & Pav.)

Tumbuhan sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.) termasuk dalam famili

Piperaceae. Klasifikasi sirih merah menurut Judd e a/. (2002) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnollophyta Magnoliophytina

Class : Magnoliatae Magnollidae Magnolianae
Order : Piperales

Family : Piperaceae C Agardh

Genus : Piper

Species : Piper crocatum Ruiz & Pav
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Gambar 2. Sirih merah (Piper crocatum, Ruiz & Pav.)(foto : dokumen pribadi)

Sel-sel epidermis pada daun tersusun atas selapis sel dan memiliki lapisan kutikula
yang lipis, sctclah epidermis terdapat multiple epidermis, tidak dijumpai adanya
lapisan sub epidermis akan tetapi teramati adanya organ-organ modifikasi dari
epidermis yaitu stomata dan trikoma. Terdapat saluran yang dihasilkan dari
robekkan-robekkan sel. menurut Lakhsmi and Naidu (2010), saluran terscbut
berfungsi sebagai saluran minyak. Di bagian permukaan bawah daun terdapat
trikoma tipe glanduler, menurut Souza ef al. (2004) trikoma glanduler merupakan
trikoma sekretori, di scbelah dalam multiple epidermis terdapat jaringan mesofil
yang terdiferensiasi menjadi palisade dan bunga karang. Jaringan palisade tersusun
atas scl-sel silindris, yang didalamnya terdapat banyak kloroplas dan terdapat pula

scl-sel sekresi.
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Gambar 3. Penampang lintang daun Piper crocatum. Ep: epidermis, mep: multiple epidermis, p:
parenkim, bk: bunga karang, VB: vascular bundle (jaringan pengangkut), sz:
schizogenous oil cavity (Sutikno dkk., 2011)

Berdasarkan keberadaan palisadenya, daun P. crocatum bertipe bilateral. Jaringan
bunga karang tersusun atas sel-scl poligonal dengan ruang-ruang antar sel yang berisi
sel sekresi (Sutikno dkk., 2011).

Metabolit sckunder pada tanaman disimpan dalam jaringan sckretori. Jaringan
sekretori dikelompokkan berdasar proses metabolisme dan tempat penimbunan
substansi hasil metabolisme. Berdasar proses metabolisme jaringan sekretori berupa
jaringan rckretori, sekretori, dan cksretori, contohnya hidatoda, kelenjar garam, dan
kapur. Berdasar tempat penimbunan substansi hasil metabolisme, jaringan sekretori
terdiri dari jaringan yang menghasilkan substansi yang sedikit atau belum mengalami
modifikasi, misalnya hidatoda, kelenjar garam dan nektar, vang kedua jaringan
sckretori tempat dihasilkannya senyawa hasil biosintesis baik substansi hidrofilik
maupun lipofilik contohnya idioblas mucilago, scl-scl mirosin, trikoma glanduler,dan
latisifer (Fahn, 1979). Nugroho dkk. (2008) melaporkan bahwa ada korelasi positif

antara kandungan nikotin dan ukuran trikoma glanduler daun tembakau.
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Daun sirih merah mengandung flavonoid, alkaloid, polifenolat, tanin dan
minyak atsiri (Safitri and Fahma, 2008). Hasil analisis menggunakan Gas
Chromatography-Mass Spectrometri (GC-MS) terhadap minyak atsiri, menunjukkan
adanya 39 senyawa, diantaranya kavikol, eugenol, tran-karyopilen, eugenol asetat dan
beta-selinen (Sulistiyani dkk., 2007). Suratmo (2008) melaporkan bahwa ekstrak
etanol DPc memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai ICsp sebesar 33,44 ppm dan
sitotoksik terhadap sel HelLa dengan waktu inkubasi 24 jam diperoleh nilai 1Cso
sebesar 119743 ppm. Ekstrak metanol memiliki efek sitotoksik pada sel kanker
payudara (T47D) dengan nilai ICso sebesar 44,25 ppm kemungkinan melalui jalur
p44/p42-dependent (Wicaksono et al., 2009). Penelitian terkait DPc juga dilakukan
oleh Alfarabi dkk. (2010), Erviana (2011), dan Rachmawaty dkk. (2013).

Penelitian tentang aktivitas aktivitas anti inflamasi ekstrak metanol DPc
dilaporkan oleh Fitriyani dkk. (2011). Uji efek ekstrak n-heksanza DPc pada dosis 10
mg/kgBB terhadap peningkatan titer IgG pada tikus yang diinduksi vaksin hepatitis B
menunjukkan adanya efek imunosupresan, sedangkan pada dosis 100 mg/kg BB
menunjukkan efek imunostimulan (Wahyudi, 2010). Ekstrak etanol DPc pada dosis
10, 100, dan 300 mg/kgBB tidak mempunyai efek imunomodulasi terhadap titer IgG
tikus (Wiweko, 2010). Pada dosis 300 mg/kgBB, ekstrak n-heksana maupun ekstrak
etanol tidak menyebabkan kerusakan pada ginjal maupun hati (Wahyudi, 2010;
Wiweko, 2010). Uji aktivitas proliferasi limfosit dan fagositosis makrofag pada tikus
yang diinduksi vaksin hepatitis B menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol DPc
menaikkan indeks fagositosis tetapi tidak mempengaruhi proliferasi limfosit

(Apriyanto, 2011; Indriyani, 2011). Secara in vitro dilaporkan bahwa fraksi dari
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ekstrak DPc memiliki aktivitas fagositosis makrofag, dan fraksi tak larut n-heksana
ekstrak etanol DPc menurunkan proliferasi limfosit (Tirta, 2010; Kurniawan, 2011;
Yuristiyani, 2012; Ardianto, 2013). Uji aktivitas fagositosis makrofag secara in vitro
dari isolat 1 (senyawa 2-allyl-4-(1'"-hydroxy-1'-(3 ", 4", 5 "-trimethoxyphenyl) propan-

"yi) -3,5-dimethoxycyclohexa-3, 5-dienone) dan isolat 2 (senyawa 2-allyl-4-(1'-
acetyl-1'-(3 ", 4", 5 "-trimethoxyphenyl) propan-2'-yl) -3, 5-dimethoxycyclohexa- 3,5-
dienone) yang diisolasi dari fraksi tidak larut kloroform ekstrak etanol DP¢
menunjukkan bahwa pada dosis 5 ug/ml aktivitas fagositosis makrofag kedua isolat

tersebut sebanding dengan Imboost® (Kustiawan, 2012) (Gambar 4),

Senyawa 1 Senyawa 2

Gambar 4. Struktur kimia senyawa neolignan hasil isolasi dari daun Piper crocatum
(Kustiawan, 2012)

E. Neolignan
Neolignan terbentuk dari penggabungan 2 fenilpropan (Cs-C3) melalui ikatan
tak simetris rantai samping alifatiknya, merupakan metabolit sekunder yang
memegang peranan penting pada mekanisme pertahanan hidup tanaman, sebagai
senyawa antimikroba, antifungi, dan antifeedant (Robbers ef al., 1996). Neolignan

merupakan senyawa yang terbentuk dari kondensasi unit-unit fenilpropan, dimana
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variasi ikatan hanya pada satu karbon B, misalnya 8-3°, 8-1°, 3-3’ 8-O -4’. Diantara
neolignan, banyak kemungkinan kopling menghasilkan lebih besar variasi struktur
(Bruneton, 1999). Neolignan dapat diisolasi dengan berbagai pelarut seperti
kloroform, etanol, heksan, dan metanoi (Tsai et al., 1998; Huang et al., 2013; Leon-
Diaz et al., 2013). Isolasi neolignan dari marga Piper dilakukan dengan pelarut etanol
(Kustiawan, 2012), sedangkan metanol digunakan untuk mengisolasi neolignan dari
P. argyrophylum (Singh et al., 1996), dani P. kadsura (Kim et al., 2010), dari P.
taiwanense (Chen et al, 2013). Beberapa tanaman yang diuji aktivitas
imunomodulatornya diekstraksi dengan menggunakan pelarut metanol yakni dari
Piper betle (Kanjwani et al., 2008}, Piper longum (Sunila and Kuttan, 2004), dan dari
tanaman lainnya (Schepetkin ef al., 2005; Tripathy and Pradhan, 2013; Jayathirtha
and Misrha, 2004; Satpute er al., 2009; Tripathi er al., 2010: Roshan and Savitri,
2013).

Neoligan terdistribusi lebih sempit dibandingkan lignan, pada umumnya
terutama pada Magnoliales dan Piperales. Neolignan kemungkinan memegang
peranan penting dalam mekanisme pertahanan tanaman, yakni sebagai antibakteri,
antifungi, dan antifeedant (Bruneton, 1999). Beberapa lignan dan neolignan telah
diisolasi dari genus Piper dan menunjukkan berbagai bioaktivitas yakni antitumor,
antiviral, inhibitor cAMP fosfodiesterase, dan antimikroba (Chang et al., 1985,
MacRae and Towers, 1984, Joshi et al., 1990). Jensen et al. (1993) melaporkan
senyawa neolignan dari Piperaceae. Aktivitas senyawa neolignan yang diiisolasi dari
beberapa marga Piper telah banyak dilaporkan yakni: neolignan dari P. sumatranum

(Malhotra et al., 1990), dari P. polysyphorum (Ma et al., 1991), dari P. capense
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(Green et al., 1991), P. schmidtii (Tyagi et al., 1993), dari P. wightii (Prasad et al.,
1994), dari P. clarkii (Prasad et al.,1995), dari P. argyrophylum (Singh et al., 1996),
dari P. decurrens (Chauret et al., 1996), dari P. aequale (Maxwell et al., 1999), dari
P. regnellii (Benevides et al., 1999, Marcal et ai., 2010), dari dari P. wallichii (Duan
et al., 2010), dari P. taiwanense (Chen et al., 2013), dari P. kadsura atau P.
futokadsura (Chang et al., 1985, Lin et al., 2006, Kim et al., 2010, Kuo et al., 2000),

dan dari P. crocatum (Kustiawan, 2012).

¥.Sistem Imun

Tubuh manusia terus menerus dikelilingi oleh mikroba patogen, meskipun
demikian pada tubuh yang imunokompeten, hanya sebagian kecil dari patogen
tersebut yang benar-benar masuk ke dalam sirkulasi darah dan menyebabkan gejala
klinis. Hal ini disebabkan oleh berbagai mekanisme pertahanan, yang bila berfungsi
normal akan memungkinkan tubuh melawan terjadinya infeksi mikroba patogen.
Sumsum tulang, kelenjar timus, limpa, dan kelenjar limfe adalah organ-oigan yang
dibutuhkan agar tugas sistem imun tubuh dapat berfungsi secara normal (Shen and
Louie, 2005).

Sistem imun adalah kumpulan dari sel-sel, jaringan-jaringan, dan molekul-
molekul yang menjadi perantara ketahanan tubuh terhadap infeksi. Reaksi koordinasi
dari sel-sel, jaringan-jaringan, dan molekul-molekul terhadap infeksi mikroba disebut
respon imun. Fungsi fisiologis dari sistem imun adalah untuk mencegah infeksi dan

menyembuhkannya apabila telah terjadi infeksi. Sistem imun terdiri dari imunitas
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bawaan (innate’natural/native immunity) dan imunitas didapat
(adapitve/specific/acquired immunity) (Abbas and Lichtman, 2011; Male et af., 2006).
1. Sistem imum bawaan (non spesifik)

Komponen utama sistem imun bawaan adalah pertahanan fisik dan kimiawi
seperti epitelial dan substansi antimikroba yang diproduksi pada permukaan epitel,
berbagai jenis protein dalam darah termasuk di antaranya komponen-komponen
sistem komplemen, mediator inflamasi lainnya dan berbagai sitokin, sel-sel fagosit
yaitu sel-sel polimorfonuklear dan makrofag serta sel natural killer (NK). Imunitas
bawaan merupakan perlindungan awal terhadap infeksi, dimiliki manusia sejak
lahir. Imunitas bawaan bertugas menghalangi masuknya patogen dan apabila
patogen tersebut berhasil memasuki jaringan tubuh, akan memusnahkannya dengan
cepat. Lapisan epitelial, sel-sel spesifik, dan antibiotik alami pada epitelia
merupakan lini pertama pertahanan tubuh terhadap infeksi, berfungsi mengh:aiangi
masuknya patogen. Jika mikroba dapat menembus epitelia dan memasuki jaringan
atau sirkulasi, patogen ini akan diserang oleh fagosit-fagosit khususnya limfosit
yang disebut natural killer (NK), dan beberapa protein plasma termasuk protein
sistem komplemen (Roitt, 1997; Abbas and Lichtman, 2011).

2. Sistem imun adaptif (spesifik)

Sistem imun adaptif atau sistem imun didapat, mempunyai kemampuan
mengenal benda yang dianggap asing sehingga sistem ini hanya menyingkirkan zat
asing yang telah dikenal sebelumnya secara spesifik. Komponen dari sistem imun
adaptif yakni limfosit-limfosit beserta produknya misalnya antibodi. Limfosit

mengekspresikan reseptor yang secara spesifik mengenali antigen yakni komponen
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maupun produk mikroba. Respon imun adaptif, dapat dipicu ketika mikroba atau
antigen menembus jaringan epitelial dan dihantarkan ke organ limfoid dimana
kemudian dapat dikenali oleh limfosit-limfosit. Dua tipe imunitas adaptif yakni
imunitas seluler dan imunitas humoral diperantarai oleh sel-sel dan molekul-
molekul yang berbeda, akan melawan patogen ekstraseluler dan intraseluler.
Limfosit merupakan sel yang secara spesifik mengenali dan merespon antigen
asing sehingga menjadi mediator imunitas humoral maupun seluler (Abbas et al.,
2007).
a. Respon imun humoral
Limfosit B adalah satu-satunya sel yang mampu memproduksi antibodi,
mengenali antigen ekstraseluler dan berdiferensiasi menjadi sel plasma yang
mensekresi antibodi, berfungsi sebagai perantara imunitas humoral. Fungsi
terpenting antibodi adalah mencegahzmikroba yang ada di permukaan mukosal
dan dalam darah, agar tidak masuk dan berkolonisasi dalam sel inang dan
jaringan-jaringannya, sehingga antibodi ini mencegah terjadinya infeksi tetap
(Abbas et al., 2007; Abbas and Lichtman, 2011).
b. Respon imun seluler
Limfosit T, merupakan sel yang memerantarai imunitas seluler,
mengenali antigen dari mikroba intraseluler dan berfungsi menghancurkan
mikroba tersebut maupun sel yang terinfeksi. Sel T tidak memproduksi antibodi.
Limfosit T terdiri dari populasi yang jelas fungsinya yakni sel T helper (Th) dan
sel T sitotoksik/cytolytic T lymphocytes (CTLs). Pada respon terhadap stimulasi

antigen, sel Th mensekresi protein yang disebut sitokin. Sitokin tersebut
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berfungsi menstimulasi proliferasi dan diferensiasi sel T sendiri, dan
mengaktifkan sel-sel lain, termasuk sel B, makrofag, dan leukosit lainnya. Sel
CTLs membunuh sel-sel yang memproduksi antigen asing, seperti sel-sel yang
terinfeksi virus dan mikroba intraseluler lainnya (Abbas ef al., 2007). Sel T
helper dikelompokkan dalam subset Thl dan Th2 berdasar sitokin yang
diproduksinya. Paradigma Th1/Th2 menggambarkan kondisi keseimbangan
keduanya (Mosmann and Coffman, 1989). Penemuan subset sel T yang lain
menunjukkan bahwa sel T CD4" naive dapat berkembang menjadi sel Th1, Th2,
Treg, dan T17. Paradigma Th1/Th2 belum dapat menjelaskan tentang
mekanisme yang terjadi dalam berbagai proses imunologik, hingga
dikemukakannya sel T regulator (Treg) dan sel Th17 (Nakayamada et al., 2012).
3. Makrofag

Makrofag mempunyai peran penting dalam respon imun. Fungsi utama
makrofag dalam imunitas bawaan adalah mem-fagositosis partikel asing seperti
mikroorganisme, makromolekul termasuk antigen bahkan sel atau jaringan sendiri
yang mengalami kerusakan atau mati. Fagositosis merupakan proses yang dimulai
dari terjadinya kontak partikel asing dengan reseptor permukaan sel diikuti dengan
pemanjangan membran plasma yang mengelilingi partikel asing, yang disebut
fagosom. Fagosom bergabung dengan lisosom membentuk fagolisosom. Pada saat
yang sama dengan mikroba sedang terikat oleh reseptor fagosit dan dicerna
tersebut, reseptor memberikan sinyal yang mengaktifkan beberapa enzim dalam
fagolisosom. Salah satu enzim tersebut, disebut reactive oxygen species (ROS),

toksik teradap mikroba yang ditelan (ingest). Enzim kedua disebut inducible nitric
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oxide synthase (iINOS), mengkatalisis perubahan arginin menjadi nitrit oksid (NO).
yang merupakan pembunuh mikroba. Makrofag memproduksi sitokin yang
merekrut dan mengaktifkan leukosit. Makrofag juga mensckresi growth factor dan
enzim yang berfungsi memperbaiki jaringan rusak dan menggantinya dengan
jaringan terkait. Selain itu, makrofag menstimulasi limfosit T dan mempertinggi
imunitas adaptif serta merespon produk dari sel-sel T dan berfungsi sebagai efektor

dari imunitas yang diperantarai sel (Abbas and Lichtman, 2011).
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Gambar 5. Aktivasi dan fungsi makrofag dalam imunitas yang diperantarai sel
(Abbas et al., 2007)

Terkait dengan peran makrofag sebagai penyaji antigen (APC), makrofagpun
mengekspresikan MHC kelas 11 pada permukaannya. Makrofag bersama-sama
dengan MIIC kelas Il menyajikan antigen kepada sel T, ekspresi MHC 11
meningkat bila makrofag diaktivasi (Abbas and Lichtman, 2011).

Nitrit oksid berperan penting dalam fisiologi dan patologi sistem kekebalan

tubuh. Tingkat jumlah NO yang sesuai yang berasal dari iNOS membantu dalam
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pertahanan yang efektif terhadap serangan mikroba. Sebaliknya, ketidakmampuan
untuk menghasilkan NO berpengaruh pada kerentanan terhadap infeksi
(Karpuzoglu and Ahmed, 2006). Nitrit oksid (NO) merupakan faktor sitotoksik
esensial dalam membunuh agen patogen dan tumorisidal (Coleman, 2001; Hajri et
al., 1998). Pengukuran tingkat nitrit oksid yang baik dan banyak digunakan yakni
dengan reagen Griess (Sherman et al., 1993).

. Sel Dendritik

Sel dendritik berperan penting pada imunitas bawaan terhadap mikroba dan
penangkapan antigen serta induksi respon limfosit T terhadap protein antigen
(Abbas et al., 2007). Sel dendritik berdiferensiasi dengan cepat ketika menghadapi
berbagai rangsangan termasuk mikroba maupun limfosit. Réngsangan tersebut
memicu respon bawaan yang terdiri dari sejumlah sitokin dan kemokin. Relum
diketahui dengan pasti bagaimana sel dendritik bereaksi dengan cepat dan
b-agaimana respon bawaan dapat berubah menjadi respon adaptif yang lebih
panjang (Steinman, 2007). Sei dendritik merupakan antigen presenting cells
(APCs) paling efektif untuk inisiasi respon sel T. Hal tersebut disebabkan sel
dendritik menempati lokasi yang strategis pada tempat yang biasanya merupakan
pintu masuk mikroba dan antigen asing juga pada jaringan yang mungkin
merupakan tempat kolonisasi mikroba; sel tersebut mengekspresi reseptor yang
memungkinkannya menangkap mikroba dan meresponnya; sel tersebut bermigrasi
terutama menuju daerah sel T dari limfa nodi, melalui sirkulasi sel T naive,
memburu antigen asing; selain itu sel dendritik mature mengekspresi kostimulator

kadar tinggi yang diperlukan untuk mengaktivasi limfosit T naive (Abbas ef al.,
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2007). Limfosit B dam T merupakan mediator imunitas, tetapi fungsinya di bawah
pengendalian sel dendritik. Sel dendritik di peripheral menangkap dan memproses
antigen-antigen, mengekspersi molekul ko-stimulator limfosit, bermigrasi ke organ
limfoid dan mensekresi sitokin untuk menginisisasi respon imun. Sel tersebut
bukan hanya mengaktivasi limfosit tetapi juga mentoleransi sel T terhadap antigen-
antigen yang merupakan self-antigens, sehingga meminimalkan reaksi autoimun
(Banchereau and Steinman, 1998).
. Antibodi

Antibodi merupakan molekul glikoprotein yang terkandung dalam serum
dan cairan tubuh lainnya, juga disebut immunoglobulin. Imunoglobulin merupakan
substansi pertama yang diidentifikasi sebagai molekul dalam serum yang mampu
menetralkan sejumlah mikroorganisme penyebab infeksi. Molekul ini disintesis
oleh sel B dalam 2 bentuk yang berbeda, yaitu sebagai reseptor permukaan (untuk
mengikat antigen), dan sebagai antibodi yang disekresikan ke dalam cairan
ekstraseluler. Imunoglobulin terdiri atas molekul-molekul protein yang walaupun
satu dengan yang lain memiliki banyak persamaan dalam hal struktur dan sifat
biologik, berbeda dalam susunan asam amino yang membentuk molekul sesuai
kelas dan fungsinya. Hingga sekarang dikenal 5 kelas utama imunoglobulin dalam
serum manusia, yaitu IgG, IgA, IgM, IgD, dan IgE. Bila antigen pertama kali
masuk ke dalam tubuh, terjadilah respon imun primer yang ditandai dengan
munculnya IgM beberapa hari setelah pemaparan. Saat antara pemaparan antigen
dan munculnya IgM disebut /ag phase. Bila pemaparan antigen terjadi kedua kali,

terjadi respon imun sekunder yang sering disebut juga respon anamnestik atau
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booster. Baik IgM maupun IgG kadamya cepat meningkat secara nyata dengan lag
phase yang pendek. Puncak kadar IgM pada respon sekunder ini umumnya tidak
melebihi puncaknya pada respon primer, sebaliknya kadar IgG meningkat jauh
lebih tinggi dan berlangsung lebih lama. Perbedaan dalam respon tersebut
disebabkan adanya sel B dan sel T memory akibat pemaparan yang pertama (Abbas
et al.,2007, Male et al., 2006).

Imunoglobulin G merupakan imunoglobulin utama yang dibentuk atas
rangsangan antigen. Diantara semua kelas imunoglobulin, IgG paling mudah
berdifusi ke dalam jaringan ekstravaskuler dan melakukan aktivitas antibodi di
jaringan. IgG yang pada umumnya melapisi mikroorganisme sehingga partikel
tersebut lebih mudah difagositosis, disamping itu IgG juga mampu menetralisir
toksin dan virus (Abbas ez al., 2007). Imunoglobulin terbentuk berdasarkan respon
yakni respon antibodi primer dan sekunder.

a. Respon primer
Bila suatu individu bertemu dengan antigen untuk pertama kalinya,
antibodi terhadap antigen tersebut dapat dideteksi dalam serum selama beberapa
hari atau minggu, bergantung pada sifat dan dosis antigen serta cara
pemberiannya. Kadar antibodi dalam serum terus naik selama beberapa minggu
dan kemudian menurun. Antibodi yang pertama terbentuk yakni 1gM, lalu 1gG,
dan IgA atau keduanya, kadar IgM cenderung lebih cepat menurun dari pada

IgG (Abbas et al., 2007).
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b. Respon sekunder

Bila suatu individu bertemu dengan antigen yang sama atau yang
berhubungan erat dan bereaksi silang untuk kedua kalinya dalam beberapa bulan
atau tahun sctelah respon primer, respon antibodi lebih cepat dan meningkat ke
tingkat yang lebih tinggi dibanding selama respon primer. Perubahan dalam
respon ini discbabkan oleh kemampuan bertahan dari sel memori yang peka
terhadap antigen setelah respon imun primer. Jumlah IgM yang diproduksi sama
dengan jumlah sctelah kontak pertama dengan antigen, tetapi IgG yang hasilnya

jauh lebih banyak dan cenderung bertahan lama dibanding pada respon primer.
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Gambar 6. Respon imun humoral primer dan sekunder (Abbas ef al.,
2007).

Fase lag dari respon imun primer, yang ditandai dengan munculnya IgM,
biasanya muncul pada 5-10 hari setelah masuknya antigen, sedangkan IgG
mencapai puncaknya pada hari ke-10 sampai ke-14. Ketika terjadi pengulangan

masuknya antigen, lag fase muncul biasanya pada hari ke-1 sampai ke-3 setelah
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infcksi ulangan, kadar IgG meningkat jauh Iebih tinggi dan berlangsung lebih

lama (Abbas ef al., 2007; Male et al., 2006).

6. Sitokin

Sitokin adalah protein yang disekresi olch sel-sel imunitas bawaan dan
adaptif yang memperantarai dan mengatur fungsi dari sel-sel terscbut. Banyak
sitokin yang tclah diidentifikasi, baik struktur maupun fungsinya, beberapa
diantaranya merupakan mediator utama yang meningkatkan reaksi imunologik
yang melibatkan makrofag, sel dendritik, limfosit dan sel-sel lain, jadi berfungsi

scbagai imunoregulator spesifik maupun non spesifik.

“kill®

Gambar 7. Jalur sinyal IL-12 ( Hamza er al., 2010)

Interleukin 12 (IL-12) merupakan sitokin pro-inflamasi diproduksi oleh
makrofag, merupakan penginduksi yang poten sel T dan sel NK untuk produksi
IFN-y dan IL-12, sebagai faktor deferensiasi sel T dan meningkatkan spesialisasi
sel T tersebut dalam memproduksi IFN- y, menghasilkan sel seperti sel T yang

membantu respon imun sel fagosit, serta meningkatkan fungsi sitolitik sel NK dan
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sel T CD8" teraktivasi (Gambar 7) (Abbas ef al., 2007; Hamza et al., 2010).
Interleukin 12 digolongkan dalam mediator respon imun bawaan karena ia
menghubungkan aktivasi makrofag atas rangsangan mikroba dengan
perkembangan fungsi sel efektor dan sel NK. Pada saat yang sama, IL-12
merupakan mediator yang penting antara imunitas bawaan dan imunitas spesifik
adaptif, dan meningkatkan respon imun spesifik yang mampu melindungi individu
terhadap produk bakteri dan virus (Abbas et al.,2007; Male ef al., 1996). Jalur
aktivasi IL-12 dapat dilihat pada Gambar 7.

Interleukin 10 (IL-10) merupakan sitokin anti-inflamasi produk dari
subpopulasi limfosit yakni Th2, dua fungsi utamanya yakni menghambat produksi
beberapa jenis sitokin (TNF, IL-1, chemokine, 1L-12), dan menghambat fungsi
makrofag dan sel dendritik dalam membantu aktivasi sel T, sehingga bersifat
imunosupresi. Hambatan fungsi makrofag terjadi karena IL-10 menekan ekspresi
molekul MHC kela_s II pada makrofag, dan mengurangi eksporesi ko-stimulator.
Interleukin 10 akan menghambat reaksi inflamasi non-spesifik maupun spesifik

yang diperantarai sel T (Male ef al., 1996).

G. Imunitas terhadap bakteri intraseluler
Komponen respon imun terhadap bakteri ekstraseluler dan bakteri intraseluler
sering bereaksi dengan cara yang berbeda. Listeria monocytogenes merupakan bakteri

intraseluler fakultatif, yang salah satu cirinya mampu hidup dan bahkan berkembang

biak dalam fagosit. Bakteri tersebut dapat bersembunyi sehingga tidak dapat

dijangkau oleh antibodi dalam sirkulasi, maka untuk menyingkirkannya diperlukan
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mekanisme respon imun yang diperantarai sel (Abbas et al., 2007). Peran penting
sistem imun bawaan pada awal pengontrolan infeksi L. monocyotgenes yang memiliki
banyak aspek yakni pengenalan adanya patogen, pertahanan terhadap
mikroorganisme, dan perintah agar terjadi respon imun adaptif (Delbridge and
O’Riordan, 2007). Sistem imun adaptif spesifik terhadap L. monocytogenes
melanjutkan respon dari sistem imun bawaan (Medzhitov, 2001). Gambar 8
memperlihatkan pengendalian infeksi pada imunitas bawaan dan imunitas adaptif
karena infeksi bakteri intraseluler. Sistem imun bawaan maupun adaptif sangat krusial
untuk mengenali dan mengeliminasi patogen tersebut dari inang (Zenewicz and Shen,
2007; Abbas et al., 2007).

Listeria monocytogenes telah banyak digunakan sebagai model untuk
mempelajari imunitas bawaan dan adaptif (Mackaness, 1962; Godfrey et al., 1983;
Zenewicz and Shen, 2007). Listeria monocytogenes merupakan mikroorganisme
intraseluler fakultatif, akan menginduksi respon imun bawaan dan adaptif. Pada inang
mamalia, L. monocytogenes akan segera ditangkap oleh fagosit seperti makrofag dan
sel dendritik (Lecuit et af., 1997). Respon imun bawaan terhadap bakteri intraseluler
dilaksanakan oleh fagosit dan sel-sel NK, interaksi antara sel-sel tersebut diperantarai
oleh sitokin (IL-12 dan IFN-y), sedangkan respon imun adaptif terhadap bakteri
tersebut merupakan imunitas yang diperantarai sel, dimana sel T mengaktivasi fagosit
untuk mengeliminasi bakteri (Abbas et al., 2007; Unanue, 1997). Dalam penelitian ini
respon imun hewan uji diinduksi dengan L. monocytogenes, pengukuran respon imun
dilakukan pada respon imun seluler dan respon imun humoralnya. Miettinen ef al.,

(1990) mempelajari respon antibodi terhadap L. monocytogenes dengan hewan uji
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kambing. Walaupun binatang uji lain seperti guinea pigs kadang digunakan untuk
mempelajari respon imun terhadap L. monocytogenes, mencit terbukti paling

bermanfaat scbagai model untuk studi imunologikal (Zenewicz and Shen, 2007).
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Gambar 8. Imunitas bawaan dan adaptif terhadap bakteri intraseluler (Unanue, 1997)

Bakteri intraseluler mengaktifkan sel NK dengan cara menginduksi ckspresi
ligan pengaktif sel NK pada permukaan sel terinfeksi, atau stimulasi sel dendritik dan
produksi IL-12 oleh makrofag yang merupakan sitokin pengaktif makrofag yang kuat.
Sel NK memproduksi IFN-y yang pada gilirannya mengaktitkan makrofag dan
meningkatkan kemampuan makrofag untuk membunuh bakteri yang ditelannya
(Abbas et al., 2007).

Reaksi yang terjadi untuk melawan bakteri intraseluler yakni reaksi
pembunuhan bakteri intrascluler yang difagositosis oleh makrofag teraktivasi dan
reaksi lisis sel yang terinfeksi olch sel T CD8". Protein bakteri intraseluler dapat
merangsang sel T CD4" (melalui kompleks antigen-MHC kelas 1) maupun CDS8'
(mclalui  kompleks antigen-MHC kelas [). Bakteri intrascluler menginduksi
perkembangan sel T menjadi fenotip sel Thl, karena bakteri ini merangsang produksi
IL-12 oleh makrofag dan produksi IFN-y oleh sel NK; kedua jenis sitokin ini

meningkatkan perkembangan sel Thl. Di lain pihak, sel Th1 juga memproduksi IFN-
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y yang mengaktifkan makrofag untuk memproduksi ROI dan enzim-enzim yang dapat
membunuh bakteri. IFN-y juga merangsang produksi isotipe antibodi, misalnya [gG2,
yang mengaktifkan komplement dan melapisi (opsonisasi) bakteri, dengan demikian
meningkatkan fungsi makrofag. Selain itu, Th1 memproduksi limfotoksin dan TNF
yang menginduksi inflamasi lokal. Apabila bakteri intraseluler tetap hidup dalam sel

dan melepaskan antigennya ke dalam sitoplasma, ia merangsang sel Tc (CD8").

H. Imunomodulator Berasal dari Tanaman

Imunomodulator juga dikenal sebagai biological response modifiers yakni
substansi biologis maupun sintetik yang dapat merangsang/menstimulasi, menekan
atau mengatur/memodulasi segala aspek dari sistem imun adaptif maupun bawaan.
Imunomodulator yang menekan respon imun disebut imunosupresan, sedangkan yang
meningkatkan resistensi tubuh terhadap infeksi disebut imunostimulan (Robbers et
al., 1991; Archana et al, 2011, Kumar e/ al, 2012). Imunostimulator dapat
digolongkan dalam 2 kategori yakni imunostimulator spesifik dan non spesifik.
Imunostimulan spesifik adalah senyawa yang memberikan atau mempunyai
spesifisitas antigenik dalam respon imun, misalnya vaksin atau antigen lain.
Imunostimulan non spesifik adalah senyawa yang berkelakuan secara tidak spesifix
atau tidak bersifat antigenik, tetapi dapat meningkatkan respon imun dari antigen lain
atau menstimulasi komponen sistem imun tanpa spesifikasi antigenik. Vaksin
merupakan substansi imunostimulan yang paling sering digunakan manusia. Vaksin
digunakan untuk merangsang perlindungan respon imun terhadap antigen dari

patogen yang spesifik. Adjuvan merupakan tipe imunostimulan lain, bersifat non
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spesifik, Pemberian adjuvant bersama dengan vaksin membantu untuk menghasilkan
respon perlindungan yang lebih kuat terhadap antigen dalam vaksin, memberikan
tingkat perlindungan yang lebih baik terhadap patogen (Diasio and LoBuglio, 1996).
Senyawa-senyawa yang dapat memodulasi sistem imun dapat diperoleh dari
tanaman (Wagner ez al., 1999). Banyak penelitian tentang imunomodulator dari bahan
alam dan tinjauan terhadap hasil-hasil penelitian tersebut. Sagrawat and Khan (2007)
menyimpulkan bahwa penelitian secara eksperimental cian klinikal terhadap tanaman
membuktikan adanya aktivitas imunomodulator, dari sekitar 250.000 tanaman tinggi,
kurang dari 1% tamanan yang telah diskrining aktivitas farmakologisnya dan sangat
sedikit yang telah diuji aktivitas imunomodulatornya. Aktivitas imunomodulator dari
ekstrak tanaman, senyawa turunan, formula tanaman obat, dan imunomodulator yang
telah dipatenkan telah ditinjau oleh Alamgir and Uddin (2010). Tanaman yang
memiliki aktivitas imunomodulator pada umumnya memiliki aktivitas merangsang
imunitas spesifik dan non spesifik. (Wagner and Proksh, 1985). Beberapa diantara
tanaman tersebut merangsang imunitas humoral maupun seluler, sedang yang lainnya
hanya mengaktifkan komponen seluler dan sistem imun, misalnya fungsi fagositosis
tanpa berpengaruh pada imunitas humoral maupun seluler (Bafna and Misrha, 2004).
Banyak tanaman yang bersifat imunostimulator dan hanya beberapa tanaman yang
telah diskrining aktivitas imunostimulannya, sehingga tidak cukup bukti untuk
kemudian dapat digunakan dalam praktik klinis (Kumar et al, 2011).
Imunomodulasi menggunakan tanaman obat dapat menyediakan alternatif kemoterapi

konvensional untuk berbagai penyakit khususnya ketika mekanisme pertahanan tubuh
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penderita harus diaktifkan karena kondisi respon imunnya terganggu atau ketika
digunakan imunosupresan secara selektif pada kondisi penyakit autoimun.

Tanaman obat dapat menjadi sumber penting untuk mendapatkan senyawa
baru yang mampu menjadi target reseptor yang spesifik. Beberapa tanaman obat
memiliki aktivitas imunostimulan akan tetapi tidak cukup bukti untuk kemudian dapat
digunakan dalam praktik klinis, sehingga tampaknya di masa mendatang penelitian
tentang imunostimulator dari tanaman obat sangat bernilai. Tanaman yang akan
diteliti dapat dipilih dari :

1. Tanaman yang namanya telah ada pada fextbooks sistem pengobatan (misalnya
China, India)

2. Seleksi alamiah berupa tanaman yang namanya ada dalam naskah kuno dan sampai
sekarang masih digunakan

3. Tanaman yang faktanya digunakar_t sampai sekarang meskipun tidak disebut pada
dokumentasi yang telah ada

4. Tanaman yang namanya diberikan oleh peneliti, misionaris, penulis, dan herbalis,
dan

5. Tanaman yang telah diteliti secara eksperimental atau klinikal baik yang sudah
maupun belum dipublikasikan (Mukherjee, 2002).

Aktivitas imunomodulator ekstrak metanol P. betle telah diuji secara in vitro
dan in vivo. Secara in vitro P. betle menunjukkan supresi proliferasi limfosit, reseptor
interferon (INF)-y dan produksi NO. Uji in vivo terhadap respon humoral dan seluler
menunjukkan P. betle menekan proliferasi limfosit, menurunkan titer antibodi serta

meningkatkan supresi inflamasi (Kanjwani ef al., 2008). Aktivitas imunomodulator
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dari P. longum dan piperin mungkin disebabkan kombinasi aksi respon imun humoral
dan respon imun yang diperantarai sel. Mekanisme aksi yang pasti memerlukan studi
lebih lanjut (Sunila and Kuttan, 2004). Hidroksikavikol, senyawa yang diisolasi dari
ekstrak air daun P. betle, dilaporkan memodulasi sistem imun dengan peningkatan
sitokin anti-inflamasi (Th2) dan menghambat sitokin pro-inflamasi (Thl) (Pandey et

al., 2010).

I. Keterangan Empiris

Secara in vivo ekstrak DPc meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag akan
tetapi tidak berpengaruh terhadap proliferasi limfosit (Apriyanto, 2011; Indriyani,
2011; Ardianto, 2013). Uji titer IgG dari ekstrak n-heksana DPc¢ pada tikus yang
diinduksi vaksin hepatitis B menunjukkan efek imunosupresan pada dosis 10
mg/kgBB, dan efek imunostimulan pada dosis 100 mg/kg BB (Wahyudi, 2010),
se:dangkan ekstrak etanol DPc ﬁdak berpengaruh baik pada dosis 10, 100, dan 300
mg/kgBB (Wiweko, 2010). Isolasi senyawa yang bersifat imuncmodulator dari DPc
menghasilkan 2 neolignan (1 dan 2). Secara /n vitro, kedua senyawa tersebut
meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag pada dosis 5 pg/ml, dan kemampuan

Berdasarkan pola produksi sitokinnya, 1L-12 merupakan salah satu sitokin
utama yang disekresi sel Thl, sedangkan IL-10 disekresi sel Th2 (Mosmann and
Coffman, 1989). Makrofag melaksanakan sebagian besar fungsi efektornya setelah sel
tersebut diaktivasi oleh mikroba, sitokin dan stimulus lain. Makrofag yang teraktivasi

merupakan sumber utama produksi [L-12, sitokin imunoregulator kunci pada infeksi
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bakteri dan virus, sebaliknya IL-10 menghentikan respon makrofag yang teraktivasi
sehingga menghambat produksi IL-12 (Abbas ef al., 2007, Hamza et al., 2010).

Uji secara in vivo 1 dan 2 terhadap aktivitas fagositosis makrofag maupun
parameter respon imun yang lain belum pemah dilakukan. Hasil uji in vitro tidak
selalu berhubungan dengan hasil uji in vivo, oleh karena itu perlu dilakukan
konfirmasi dengan uji secara in vivo karena beberapa sel yang bekerjasama atau
sistem—sistem mediator yang tidak ada pada uji in vitro justru yang bertanggung jawab
pada efek tertentu yang diukur pada uji in vivo (Wagner, 1999). Hal tersebut juga
dinyatakan oleh Kanjwani ef al. (2008) yang melaporkan bahwa obat-obatan maupun
ekstrak yang secara in vitro menunjukkan aktivitas, dapat menunjukkan non aktif
ketika diuji secara in vivo.

Karena merupakan organ untuk metabolisme dan ekskresi obat, maka pada uji
toksisitas, pemeriksaan hati dan ginjal seharusnya dilakukan (World Health
Orgam’zazion, 2007). Ekstrak etanol daun P. crocatum menyebabkan perubahan
patologis pada organ hati dan ginjal berupa kongesti, degenerasi, dan nekrosis
(Nugraha, 2010). Pemeriksaan histopatologis organ hati dan ginjal tikus yang
diinduksi dengan virus hepatitis B dan mendapat asupan 300 mg/kgBB ekstrak DPc
menunjukkan bahwa perlakuan dengan ekstrak DPc tidak menyebabkan kerusakan
pada ginjal maupun hati (Wahyudi, 2010; Wiweko, 2010). Studi sitotoksik neolignan
menunjukkan bahwa paling tidak satu gugus OH bebas sangat penting untuk
menginduksi terjadinya sitotoksisitas (Kong et al., 2005).

Kerangka konsep berpikir pada penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 9.

43



¢ Imunomodulator dari tanaman memicu
1mun1tas spesifik & non spesifik.

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

i induksi Listeria 3

i monocytogenes } \\__ ekstrak
A 528 > bawaan P rrocition
“ Sistem imun L
- =. . 1&2
Sitokin (al: TL-12, |\ ada“"fl
1L-10) \ /\
5 i
e e s |
i
seluler : “ humoral
1
p
§
Naive _
tintesit L= ol Antibodi (IgG)
E&?f %l
14 | I ~o \
[ | i e
i : ::] [ [ k- o] SelB
] 1 l _—.....'=l
i ] "'x* I
J/ s sl it b TR
i
|
¥
NO 1

Gambar 9. Kerangka konsep berpikir

44






BAB 111
METODE PENELITIAN

A.Bahan

Bahan penelitian berupa ekstrak metanol DPc. Tanaman sirih merah diambil
di daerah Tawangmangu, Karanganyar Jawa Tengah pada bulan Mei 2010.
Determinasi tanaman dilakukan di Bagian Biologi Farmasi Fakultas Farmasi
Universitas Gadjah Mada (UGM) Yogyakarta. Bahan untuk ekstraksi, fraksinasi, dan
isolasi senyawa berupa metanol grade teknis dan grade pro analisis (pa), kloroform
pa, n-heksana pa, etil asetat pa, aseton pa, dan silika gel 60. Uji aktivitas fagositosis
makrofag dan uji proliferasi sel limfosit menggunakan bahan yakni kloroform, Free
Hank'’s Balanced Sal solution, Medium Roswell Park Memoriam Institute (RPMI),
etanol 70%, akuabides, Phosphate Buffer Saline (PBS), akuades steril, Glutamin,
Penisilin, Stemtomisﬁy Fetal Bovine Serum (FBS). Uji aktivitas fagositosis
makrofag dengan perhitungan partikel lateks menggunakan sel makrofag yang
dikultur, lateks beads diamater 3 pm, metanol absolut, coverslips bulat, cat Giemsa
20%, sedangkan untuk uji proliferasi limfosit menggunakan limfosit yang dikultur,
Tris Buffered Ammonium Chlorid, phytohaemaglutination, HCL-isopropanol 0,04
M, dan MTT. Penetapan kadar NO menggunakan senyawa standar nitrit, reagen
merah netral, serta larutan Gries A dan Gries B. Bahan untuk pembuatan preparat
histopatologis berupa formalin 10%, alkohol, xylol, parafin, dan cat hematoksilin-
eosin. Penetapan kadar titer IgG, kadar IL-12, dan kadar IL-10 berturut-turut
menggunakan Mouse IgG ELISA E-90G Lot # 14 (ICL), Mouse IL-12 Platinum

ELISA (eBioscience), dan Mouse IL-10 Platinum ELISA (eBioscience).
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Hewan uji berupa mencit BALB/c jantan berumur 8 minggu diperoleh dari
Laboratorium Farmakologi, bakteri L. monocytogenes diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran UGM. Kelaikan etik diproses dan mendapat
persetujuan dari Komisi Ethical Clearance untuk Penelitian Praklinik Laboratorium
Penelitian dan Pengujian Terpadu UGM (Keterangan kelaikan etik No. 068/KEC-

LPPT/VI1I/2012).
B.Peralatan

Alat yang digunakan yakni neraca, oven, maserator, sinfered glass, magnetic
stirer, kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi cair vakum (KCV), kromatografi
lapis tipis preparatif (KLTP). Alat untuk uji fagositosis makrofag, uji proliferasi
limfosit, dan uji NO yakni spuit injeksi 1 ml, 3 ml, dan 10 ml, sonde, pipa kapiler,
tabung eppendorf, neraca elektronik (KERN ABT 220 SDM), alat sentrifus
(SORVALL-LEGEND RT) inkubator CO2 5% 37°C, lempeng mikro (microplate) 24
sumuran (Nunc), lempeng mikro 96 sumuran (Nunc), coverclip plastik bulat
(Thermanox) diameter 13 mm, alat sentrifugasi, ultrasonic processor (Sonic Vibra
Cell AK-01003), Laminar Air Flow Hood, haemositometer, mikroskop (Olympus DP
20), optilab (Advance- High Quality Progressive CMOS Colour Image Sensor),
microplate reader (Bencmark BIO-RAD). Pembuatan preparat histopatologis
menggunakan mikrotom (Shandon MT 00223), alat pengecat (ShandonVaristain 24-
4K), slide warmer (Sakura PS-M), gelas obyek, dan fissue processor automatic

(Sakura Tissue TEK II Model 4634).
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C. Jalannya Penelitian

1. Ekstraksi dan fraksinasi ekstrak metanol daun Piper crocatum Ruiz & Pav.
a. Pembuatan ekstrak metanolik daun Piper crocatum Ruiz & Pav.

Daun P. crocatum segar setelah dicuci di bawah air mengalir hingga
bebas kotoran, kemudian dikeringkan dalam oven suhu 50°C sampai kering
(kemrisik, mudah diremukkan dengan tangan). Daun kering dibuat serbuk,
ditimbang, didapatkan 1,9 kg serbuk yang kemudian dimasukkan ke dalam
maserator. Ditambahkan 3,8 liter metanol ke dalam maserator sampai semua
serbuk terendam, kemudian dibiarkan semalam disertai pengadukan. Maserat
dipisahkan dan ditampung sedangkan ampas dimaserasi 2 kali lagi dengan pelarut
yang sama masing-masing sebanyak 3,8 liter. Maserat dari 3 kali maserasi
dikumpulkan, kemudian divapkan dengan rotary evaporator hingga diperoleh
ekstrak metanolik DPc kental.

b. Fraksiﬁasi ekstrak metanolik DPc.

Fraksinasi awal dilakukan secara partisi menggunakan pelarut metanol
60%. Sebanyak 10 ml metanol 60% ditambahkan pada 2 gram ekstrak, dicampur
menggunakan vorfex mixer kemudian disentrifus sehingga didapat fraksi larut
metanol 60% (FTL) dan fraksi tak larut metanol 60% (FL). Ekstrak dan kedua
fraksi diuji aktivitas imunomodulasi secara in vitro dengan uji aktivitas
fagositosis makrofag menggunakan latex beads. Fraksi yang memiliki aktivitas
imunomodulasi difraksinasi lebih lanjut dengan metode KCV (Coll and Bowden,

1986).
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Sebanyak 10 gram silika gel 60 ditambahkan sedikit demi sedikit sambil
diaduk dalam cawan porselen berisi 2 gram FTL yang ditetesi eter sedikit demi
sedikit sehingga diperoleh campuran yang homogen dan kering (free flowing).
Pembuatan kolom dilakukan dengan memasukkan sebanyak 50 gram silika gel
sedikit demi sedikit ke dalam sintered glass Buchner sambil divakum untuk
memperoleh massa fase diam yang kompak dan padat. Serbuk ekstrak free
[flowing dipindahkan sedikit demi sedikit ke dalam sintered glass Buchner di atas
fase diam dengan permukaan atas diusahakan rata sambil divakum. Bagian atas
ditutup dengan 2 lembar kertas saring sebesar diameter kolom. Fraksinasi
dilakukan dengan menuang pelarut secara perlahan-lahan pada permukaan kertas
saring sambil divakum. Pelarut yang digunakan berturut-turut 180 ml n-heksana,
120 ml n-heksana:etil asetat (9:1), 120 ml n- heksana:etil asetat (8:2), 70 ml n-
heksana:etil asetat (7:3), 90 ml n heksana:etil asetat (6:4), 60 ml n heksana:etil
asetat (5:5), 60 ml n heksana:etil asetat (4:6), 90 ml n heksana:etil asetat (3:7),
120 ml n heksana:etil asetat (2:8), 120 ml n heksana:etil asetat (1:9), dan 120 ml
etil asetat. Hasil fraksinasi ditampung dalam cawan porselen, setelah kering
fraksi-fraksi yang didapat ditimbang, kandungan senyawa didalamnya diperiksa
dengan metode KLT.

2. Uji aktivitas fagositosis makrofag ekstrak dan fraksi secara in vitro
a. Isolasi dan kultur makrofag peritoneal
Mencit sebanyak 8 ekor dikorbankan dengan narkose menggunakan
kloroform. Seluruh tubuh mencit dibersihkan dengan akohol 70%, kemudian

dibawa ke dalam /aminary flow hood dan diletakkan dalam posisi terlentang,
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Kulit bagian perut dibuka dan dibersihkan selubung peritoneum dengan alkohol
70%, kemudian disuntikkan 10 ml medium RPMI 1640 dingin ke dalam rongga
peritoneum, ditunggu sekitar 3 menit sambil ditekan-tekan secara perlahan-
lahan. Cairan peritoneal dikeluarkan/diaspirasi dari rongga peritoneum dengan
menekan organ dalam dengan 2 jari, cairan diaspirasi dengan spuit injeksi,
dipilih pada bagian yang tidak berlemak dan jauh dari usus, kemudian
dimasukkan ke dalam tabung sentrifus. Aspirat yang didapat disentrifus pada
1200 RPM 4°C selama 10 menit. Supernatan dibuang, ditambahkan 3 ml
medium RPMI komplit (mengandung FBS 10%) pada pellet yang didapat.
Jumlah sel yang didapat dihitung dengan menggunakan hemositometer
kemudian diresuspensikan dengan medium RPMI komplit sehingga didapat
suspensi sel dengan kepadatan 2,5x10%ml. Suspensi sel yang telah dihitung
dikultur pada microplate 24 well yang telah diberi cover._shps bulat, setiap
sumuran 200u] (5x10° sel). Diinkubasi dalam inkubator CO2 5%, 37°C selama
30 menit. Medium RPMI komnplit ditambahkan 1 ml/sumuran dan diinkubasi
lagi selama dua jam. Sel dicuci dengan RPMI dua kali kemudian ditambahkan
medium komplit 1 ml/sumuran, kemudian inkubasi dilanjutkan sampai 24 jam.
. Uji aktivitas fagositosis
Latex beads diresuspensikan dalam PBS sehingga didapat konsenstrasi
2,5x107/ml. Media diambil dengan cara menyedot media sehingga tinggal
makrofag dalam coverslips. Pada tutup plate diberi identitas sesuai bahan uji
yang akan dimasukkan dalam sumur yang bersangkutan. Pada sumur

ditambahkan masing-masing 1 ml bahan uji dalam media RPMI komplit, yakni

49



ekstrak metanol Piper crocatum kadar 75 pg/ml dan 150 pg/ml, kontrol positif
(Produk-X® 100 pg/ml), kontrol media, dan kontrol pelarut (DMSO 0,15%),
secara friplo (3 coverslip) kemudian diinkubasi selama 4 jam. Setelah 4 jam,
suspensi latex beads ditambahkan dalam PBS, dimana latex beads dengan
diameter 0.3 um sebanyak 400 pl dengan kepadatan latex beads dalam 2,5x107
/ml, kemudian inkubasikan dalam inkubator CO, selama 60 menit. Media
diambil dengan cara disedot dan dicuci dengan PBS tiga kali untuk
menghilangkan /atex beads yang tidak terfagositosis, kemudian dikeringkan
pada suhu ruangan dan difiksasi dengan metanol selama 30 detik. Selanjutnya
metanol dibuang dan ditunggu hingga kering kemudian dicat dengan Giemsa
20% selama 30 menit, kemudian dicuci dengan akuades sampai bersih (4-5 kali,
akuades menjadi jernih) diangkat dari sumuran kultur dan dikeringkan pada
suhu ruangan. Makrofag yang memfagositosis partikel lateks dihitung dengan
cara diperiksa mcnggun-akan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x,
masing-masing pada 2 bidang pandang untuk setiap coverslip (Wijayanti, 1996;
Wijayanti, 1999; Shancez et al., 2008).
3. Isolasi senyawa dari ekstrak metanol daun Piper crocatum Ruiz & Pav.

Isolat 1 dan 2, yang secara in vitro mampu meningkatkan fagositosis
makrofag, dapat diisolasi dari ekstrak etanol DPc (Kustiawan, 2012). Monitoring
secara KLT dengan standar berupa fraksi berisi 1 dan 2, menunjukkan kedua
senyawa tersebut terdapat dalam ekstrak metanol DPc. Pengumpulan 1 dan 2 dalam
jumlah yang cukup untuk dapat digunakan pada uji in vivo, dilakukan dengan

modifikasi metode isolasi yang digunakan Kustiawan (2012). Modifikasi berupa
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penggantian jenis dan jumlah pelarut pada kromatografi cair vakum. Kustiawan
(2012) menggunakan gradient pelarut n-heksana : etil asetat yakni berturut-turut n-
heksana (100%, 50 ml), n-heksana : etil asetat (10:1, 50 ml), n-heksana : etil asetat
(10:2, 50 ml), n-heksana : etil asetat (10:3, 50 ml), n-heksana : etil asetat (10:5, 50
ml), dan etil asetat (100%, 50 ml). Penelitian ini berturut-turut menggunakan 50 ml
n-heksana, 50 ml kloroform, 50 ml kloroform, 50 ml etil asetat, dan 100 ml
metanol.
a. Fraksinasi ekstrak metanol
Sebanyak 10 gram silika gel 60 ditambahkan sedikit demi sedikit sambil
diaduk dalam cawan porselen berisi 2 gram ekstrak yang ditetesi eter sedikit
demi sedikit sehingga diperoleh campuran yang homogen dan kering (free
flowing). Pembuatan kolom dilakukan dengan memasukkan sebanyak 15 gram
silika gel sedikit demi sedikit ke dalam sintered glass Buchner sambil divakum
untuk memperoleh mai-ssa fase diam yang kompak dan padat. Serbuk ekstrak free
flowing dipindahkan sedikit demi sedikit ke dalam sinfered glass Buchner di atas
fase diam dengan permukaan atas diusahakan rata sambil divakum. Bagian atas
ditutup dengan 2 lembar kertas saring sebesar diameter kolom. Fraksinasi
dilakukan dengan menuang pelarut secara perlahan-lahan pada permukaan
kertas saring sambil divakum. Pelarut yang digunakan berturut-turut 50 ml n-
heksana, 50 ml kloroform, 50 ml kloroform, 50 ml etil asetat, dan 100 ml
metanol untuk mendapatkan fraksi I, II, III, 1V, dan V. Hasil fraksinasi

ditampung dalam cawan porselen, setelah kering fraksi-fraksi yang didapat
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ditimbang, kandungan senyawa didalam masing-masing fraksi diperiksa dengan
metode KLT (Coll and Bowden, 1986).
b. Isolasi senyawa 1 dan 2

Kedua senyawa yang diisolasi adalah senyawa yang meredam UV 254
nm dengan warna biru ungu, tak tampak pada UV 366 nm, dan berwarna coklat
pada deteksi dengan serium (1V) sulfat dan pemanasan. Pada kromatogram KLT
dengan fase gerak kloroform:etil asetat (9:1), 1 mempunyai Rf 0,7 dan 2
mempunyai Rf 0,3. Kedua senyawa tersebut terdapat pada fraksi 111 dan IV hasil
pemisahan secara KCV dari ekstrak metanolik DPc. Fraksi dari ekstrak
metanolik DPc dilarutkan dalam kloroform:metanol (1:1) kemudian ditotolkan
pada lempeng KLT-P (preparative TLC plate), lempeng dieluasi dalam bejana
berisi fase gerak yakni kloroform : etil asetat (9:1) sampai fase geraknya
mencapai 1 cm di bawah ujung lempeng KL T. Lempeng diangkat dari bejana,
ditunggu kering kemudian diihat di bawah UV 254 nm, bercak yang meredam
ditandai dengan jarum, untuk kemudian dikerok. Hasil kerokan dikumpulkan,
dilarutkan dengan kloroform:metanol (1:1) kemudian disaring, diuapkan,
hingga didapat isolat berupa kristal. Deteksi kebenaran dan kemurnian isolat
dilakukan dengan KLT dan ko-KLT menggunakan standar pembanding berisi 1
dan 2, hasil isolasi yang dilakukan Kustiawan (2012).

4. Penelitian pendahuluan efek imunomodulator secara in vivo
a. Perlakuan pada mencit
Mencit BALB/c jantan berat sekitar 20-30 gram sebanyak 18 ekor

diaklimatisasi selama seminggu kemudian dibagi menjadi 6 kelompok masing-
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masing terdiri dari 3 mencit. Kelompok 1, 111, dan V diberi perlakuan dengan 1
ml CMCNa 1 %, kelompok II, 1V, dan VI diberi perlakuan dengan 0,75 ml
suspensi 2 dalam CMCNa 1 % dengan dosis 10 mg/kgBB, masing-masing
diberikan setiap hari selama 14 hari secara per oral. Pada hari ke-15 (hari ke nol
infeksi) semua mencit diambil darahnya sebanyak 0,75 ml dari plexus infia
orbitalis (hari ke-0) kemudian diinfeksi dengan 0.2 ml 5 x 10° cfu/ml L.
monocytogenes secara intra peritoneal. Pada hari ke-3 setelah diinfeksi L.
monocytogenes, semua mencit diambil darahnya sebanyak 0,75 ml dari plexus
infra orbitalis (hari ke-3), mencit kelompok 1 dan II dikorbankan, diambil
makrofag peritoneal dari cairan peritoneum untuk uji aktivitas fagositosis
makrofag dan uji NO, kemudian limfanya untuk uji proliferasi limfosit.
Selanjutnya pada hari ke-10 setelah infeksi L. monocytogenes hal yang sama
dilakukan untuk mencit kel I1I dan I'V (hari ke-10), sedangkan hari ke-21 sete}ah
infeksi L. monocytogenes untuk mencit kel V dan VI (hari ke-21).
b. Isolasi dan kultur makrofag peritoneal mencit
Mencit dikorbankan, seluruh tubuh mencit dibersihkan dengan akohol
70%, kemudian dibawa ke dalam laminary flow hood dan diletakkan dalam
posisi terlentang. Kulit bagian perut dibuka dan dibersihkan selubung
peritoneum dengan alkohol 70%, kemudian disuntikkan 10 ml medium RPMI
1640 dingin ke dalam rongga peritoneum, ditunggu sekitar 3 menit sambil
ditekan-tekan secara perlahan-lahan. Cairan peritoneal dikeluarkan/diaspirasi
dari rongga peritoneum dengan menekan organ dalam dengan 2 jari, cairan

diaspirasi dengan spuit injeksi, dipilih pada bagian yang tidak berlemak dan jauh
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dari usus, kemudian dimasukkan ke dalam tabung sentrifus. Aspirat yang
didapat disentrifus pada 1200 RPM 4°C selama 10 menit. Supernatan dibuang,
ditambahkan 3 ml medium RPMI komplit (mengandung FBS 10%) pada pellet
yang didapat. Jumlah sel yang didapat dihitung dengan menggunakan
hemositometer kemudian diresuspensikan dengan medium RPMI komplit
sehingga didapat suspensi sel dengan kepadatan 2,5x10%ml. Suspensi sel yang
telah dihitung dikultur pada microplate 24 well yang telah diberi coverslips
bulat, setiap sumuran 200 ul (5x10° sel). Inkubasi dilakukan dalam inkubator
CO2 5%, 37°C selama 30 menit. Medium RPMI komplit ditambahkan 1
ml/sumuran dan diinkubasi lagi selama dua jam. Sel dicuci dengan RPMI dua
kali kemudian ditambahkan medium komplit 1 ml/sumuran, kemudian inkubasi
dilanjutkan sampai 24 jam (Wijayanti, 1996; Wijanyanti, 1999).
. Uji aktivitas fagositosis makrofag

Latex beads diresuspensikan di dalam PBS schingga didapat
konsenstiasi 2,5x107/ml. Makrofag yang telah dikultur sehari sebelumnya dicuci
2x dengan medium RPMI, kemudian ditambahkan suspensi lateks 200
ul/sumuran, diinkubasikan dalam inkubator CO2 5%, 37°C selama 60 menit. Sel
kemudian dicuci dengan PBS 3 kali, dikeringkan pada suhu kamar dan difiksasi
dengan metanol absolut selama 30 detik. Selanjutnya metanol dibuang dan
ditunggu hingga kering kemudian dicat dengan Giemsa 20% selama 30 menit,
kemudian dicuci dengan akuades sampai bersih (4-5 kali, aquades menjadi
jernih) diangkat dari sumuran kultur dan dikeringkan pada suhu ruangan.

Makrofag yang memfagositosis partikel lateks dihitung dengan cara diperiksa
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menggunakan alat optilab dan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x
(Wijayanti, 1996; Wijayanti, 1999) masing-masing pada 2 bidang pandang
unfuk setiap coverslip. Akftivitas fagositosis makrofag ditetapkan dengan
parameter persen fagositosis, indeks fagositosis, dan efisiensi fagositosis
(Shancez et al., 2008).
. Penetapan kadar nitrit oksid
. Tabung reaksi berisi 487,5 ul PBS dan 9 tabung masing-masing berisi
250 pl PBS disiapkan. Pada tabung 1 ditambahkan 12,5 pl larutan standar nitrit
dari stock standar nitrit 2000 uM. Setelah disentrifus, dari tabung tersebut
kemudian diambil 250 i, dimasukkan ke tabung 2 kemudian disentrifas, dari
tabung 2 diambil 250 pl lagi dan seterusnya dimasukkan ke tabung berikutnya
sampai tabung ke-10. Larutan standar nitrit dari masing-masing tingkat
pengenceran standar nitrit dimasukkan ke dalam lempeng mikro 96 sumuran
secar_a duplo masing-masing 100 pl, demikian juga kultur makrofag yang telah
diinkubasi semalam (buiir a), kemudian ditambahkan 100 ul Reagen Griess
vang terdiri dari Griess A dan Griess B (1:1) dalam setiap sumur, diinkubasi
pada suhu ruangan selama 10 menit kemudian optical density dibaca dengan
microplate reader pada panjang gelombang 550 nm (Amano and Noda, 1995).
. Isolasi dan kultur limfosit limpa
Selubung peritoneum dibuka, setelah dilakukan isolasi makrofag
kemudian limpa diangkat dan diletakkan pada cawan petri steril diameter 50 mm
yang telah diisi 5 ml medium RPMI 1640, kemudian medium disemprotkan ke

dalam limpa untuk mendapatkan suspensi sel tunggal. Setelah itu dimasukkan
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ke dalam tabung sentrifus 10 ml untuk disentrifus pada 1200 rpm 4°C selama 10
menit. Pelet yang didapat, diresuspensikan dalam 2 ml 7ris Buffered Ammonium
Chlorid untuk melisiskan eritrosit. Sel dicampur menggunakan pipet dan
dikocok, kemudian didiamkan pada suhu ruangan selama 2 menit. Sebanyak 1
ml phosphate-buffered saline (PBS) ditambahkan pada dasar tabung
menggunakan pipet. Suspensi tersebut disentrifus pada 1200 rpm 4°C selama 5
menit, dan supernatannya dibuang. Pelet dicuci dengan RPMI 2x dengan cara
dipipet berulang-ulang dan disentrifus pada 1200 rpm 4°C selama 5 menit.
Supernatan dibuang dan pelet yang didapat diresuspensikan pada 4 ml medium
komplit. Suspensi sel dikultur pada cawan petri diameter 50 mm dalam
inkubator CO, 5% 37°C selama 2 jam. Supernatannya yang berisi sel-sel limfosit
diambil dengan menggunakan pipet dan ditampung dalam tabung sentrifus.
Supernatan kemudian disentrifus pada 1200 rpm 4°C selama 5 menit.
S-upernatannya dibuang dan limfosit diresuspensikan dengan 1 ml medium
komplet. Sel dihitung menggunakan haemositometer dan ditentukan
viabilitasnya dengan fyrptan blue sehingga didapat suspensi sel dengan
kepadatan 10° sel/ml (Wahyuniari, 2006).
. Uji proliferasi limfosit

Limfosit dikultur pada microplate 96 dengan volume 100 pl/sumuran.
Tiap-tiap kelompok dengan replikasi 3 kali. Phytohemagglutinin (PHA)
ditambahkan dengan konsentrasi akhir 50 pg/ml, sebanyak 10 pl/sumuran,
kemudian diinkubasi pada 37°C. Selanjutnya ditambahkan MTT pada masing-

masing sumuran dengan konsentrasi 5 mg/ml sebanyak 10 ul, dan diinkubasi
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pada 37°C, CO; 5% selama 4 jam. Reaksi dihentikan dengan menambah HCl-
isopropanol 0,04 M sebanyak 100 ul/sumuran. Hasilnya dibaca dengan ELISA
reader pada panjang gelombang 550 nm (Mosmann, 1983; Wahyuniari, 2006).
. Penetapan kadar IgG.

Semua reagen diletakkan di suhu ruangan sebelum digunakan. Masing-
masing sebanyal 100 ul dani standar 1 (9,375 ng/ml), standar 2 (18,75 ng/ml),
standar 3 (75 ng/ml), standar 4 (150 ng/ml), dan sampel diambil secara duplo,
dimasukkan dalam sumuran lempeng mikro. Inkubasi dilakukan pada suhu
ruang selama 60 menit. Selama inkubasi, lempeng mikro ditutup dengan
penutup yang sudah disediakan. Setelah cairan dalam sumuran diaspirasi, diisi
penuh dengan Wash Solution, kemudian diaspirasi lagi dan diulang sampai 3
kali atau 4 kali total pencucian. Sebanyak 100 ul Enzyme Antibodi Conjugate
ditambahkan pada setiap sumuran. Inkubasi dilakukan pada suhu ruangan
selama 30 menit. Setelah itu sumuran dicuci 4 kali lagi seperti sebelumnya.
Sebanyak 100 pl 7MB Substrate Solution ditambahkan pada tiap sumuran,
diinkubasi selama 10 menit, kemudian ditambahkan Stop Selution pada tiap
sumuran. Absorbansi ditetapkan pada panjang gelombang 450 nm (/mmunology
Consultants Laboratory, Inc. manual)

. Penetapan kadar 1L.-12

Pada sumuran microplate ditambahkan 400 ul Wash Buffer, didiamkan
selama 10-15 detik, kemudian diaspirasi. Pencucian tersebut diulangi sekali
lagi, kemudian sumuran dikosongkan dengan menuang dan menghentakkan

microplate ke kertas tisue untuk mengeluarkan cairan akan tetapi tidak boleh
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terlalu kering. Sebanyak 100 pl Assay Buffer (1x) ditambahkan secara duplo ke
sumuran standar. Pada sumuran Al dan A2 dimasukkan 100 pl larutan standar
yang sudah disiapkan. Isi sumuran Al maupun A2 diaspirasi agar tercampur
dengan baik kemudian diambil 100 ul, dimasukkan berturut-turut ke sumuran
B1 dan B2. Pengerjaan tersebut dilakukan secara hati-hati sehingga tidak
menggores permukaan dalam sumuran. Penyiapan standar dengan cara tersebut
dilanjutkan sebanyak 5 kali berturut-turut untuk membuat 2 baris larutan standar
interleukin 12 (IL-12) dengan rentang konsentrasi 2000 sampai 31,3 pg/ml.
Sebanyak100 ul isi dari microwell terakhir (G1, G2) dibuang. Sebanyak 100 ul
Assaj; Buffer (1x) dimasukkan pada sumuran blanko secara duplo, dan 50 pl
Assay Buffer (1x) pada sumuran sampel. Sebanyak 50 pl dari setiap sampel
ditambahkan pada sumuran sampel secara duplo. Pada setiap sumuran
ditambahkan 50 pl Biotin-Conjugate yang su_dah_ disiapkan, kemudian
microwell ditutup dengan adhesive film, diletakkan diatas shaker dan diinkubasi
pada suhu ruangan selama 2 jam dengan pengadukan 400 rpm. Setelah inkubasi
selesai, adhesive film dilepas, isi sumuran dikosongkan, kemudian microwell
dicuci sebanyak 5 kali dengan cara yang sama dengan pencucian sebelumnya.
Setelah pencucian, pada microwell ditambahkan 100 pl Larutan Streptavidin-
HRP yang telah disiapkan pada semua sumuran, termasuk sumuran blanko,
kemudian ditutup dengan adhesive film, diletakkan diatas shaker dan diinkubasi
pada suhu ruangan selama 1 jam dengan pengadukan 400 rpm. Setelah inkubasi
selesai, adhesive film dilepas, isi sumuran dikosongkan, kemudian microwell

dicuci sebanyak 3 kali dengan cara yang sama dengan pencucian sebelumnya.
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Setelah pencucian, pada semua sumuran microwell ditambahkan 100 pl Larutan
TMB Substrat, kemudian diinkubasi pada suhu ruangan selama 10 menit, tanpa
terkena cahaya secara langsung. Perubahan warna yang terjadi dimonitor,
reaksi dihentikan dengan menambahkan 100 pl Stop Solution ketika standar IL-
12 kadar tertinggi sudah menunjukkan perubahan warna menjadi biru tua.
Absorbansi dari tiap sumuran dibaca menggunakan spektrofotometer pada

panjang gelombang 450 nm (eBioscience mouse Il-12 Platinum ELISA manual).

1. Penetapan kadar IL-10

Pada sumuran microplate ditambahkan 400 ul Wash Buffer, didiamkan selama
10-15 detik, kemudian diaspirasi. Pencucian tersebut diulangi sekali lagi,
kemudian sumuran dikosongkan dengan menuang dan menghentakkan
microplate ke kertas tisue untuk mengeluarkan cairan akan tetapi tidak boleh
terlalu kering. Sebanyak 100 pl Assay Buffer (1x) ditambahkan secara duplo ke
sumuran standar. Pada sumuran Al dan A2 dimasukkan 100 ul larutan standar
yang sudah disiapkan. Isi sumuran Al maupun A2 diaspirasi agar tercampur
dengan baik kemudian diambil 100 pl, dimasukkan berturut-turut ke sumuran
Bl dan B2. Pengerjaan tersebut dilakukan secara hati-hati sehingga tidak
menggores permukaan dalam sumuran. Penyiapan standar dengan cara tersebut
dilanjutkan sebanyak 3 kali berturut-turut untuk membuat 2 baris larutan standar
interleukin 10 (IL-10) dengan rentang konsentrasi 1000 sampai 15,6 pg/ml,
Sebanyak 100 pl isi dari microwell terakhir (G1, G2) dibuang. Sebanyak 100 pl
Assay Buffer (1x) dimasukkan pada sumuran blanko secara duplo, dan 50 ul

Assay Buffer (1x) pada sumuran sampel. Sebanyak 50 ul dari setiap sampel
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ditambahkan pada sumuran sampel secara duplo. Pada setiap sumuran
ditambahkan 50 pl Biotin-Conjugate yang sudah disiapkan, kemudian
microwell ditutup dengan adhesive film, diletakkan diatas shaker dan diinkubasi
pada suhu ruangan selama 1 jam dengan pengadukan 400 rpm. Setelah inkubasi
selesai, adhesive film dilepas, isi sumuran dikosongkan, kemudian microwell
dicuci sebanyak 4 kali dengan cara yang sama dengan pencucian sebelumnya.
Setelah pencucian, pada microwell ditambahkan 100 pl Larutan Streptavidin-
HRP yang telah disiapkan pada semua sumuran, termasuk sumuran blanko,
kemudian ditutup dengan adhesive film, diletakkan diatas shaker dan diinkubasi
pada suhu ruangan selama 1 jam dengan pengadukan 400 rpm. Setelah inkubasi
selesai, adhesive film dilepas. isi sumuran dikosongkan, kemudian microwell
dicuci sebanyak 4 kali dengan cara yang sama dengan pencucian sebelumnya.
Setelah pencucian, pada semua sumuran microwell ditambahkan 100 pl Larutan
TMB Substrat, kemudian diinkubasi pada suhu ruangan selama 10 menit, tanpa
teikena cahaya secara langsung. Perubahan warna yang terjadi dimonitor, reaksi
dihentikan dengan menambahkan 100 pl Stop Solution ketika standar 11L-10

kadar tertinggi sudah menunjukkan perubahan warna menjadi biru tua.

Absorbansi dari tiap sumuran dibaca menggunakan spektrofotometer pada

panjang gelopmbang 450 nm (eBioscience mouse II-10 Platinum FELISA

manuarl).
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5. Penelitian utama efek imunomodulator secara in vivo
a. Perlakuan pada mencit

Mencit BALB/c jantan berat sekitar 20-30 gram sebanyak 54 ekor
diaklimatisasi selama seminggu kemudian dibagi menjadi 9 kelompok masing-
masing terdiri dari 6 mencit. Kelompok 1, diberi perlakuan dengan 2.5
mg/kgBB 1, Kelompok 2, diberi perlakuan dengan 5 mg/kgB 1, kelompok 3,
diberi perlakuan dengan 10 mg/kgBB 1, kelompok 4, diberi perlakuan dengan
2.5 mg/kgBB 2, kelompok 5, diberi perlakuan dengan 5 mg/kgBB 2, kelompok
6, diberi perlakuan dengan 10 mg/kgBB 2, per oral selama 14 hari, kelompok
7, tidak diberi perlakuan dengan obat maupun pelarut sebagai kelompok
kontrol normal, kelompok 8, diberi perlakuan dengan 0.75 ml CMCNa 1 %
per oral sebagai kelompok kontrol pelarut, dan kelompok 9, diberi perlakuan
dengan 100 mg/kgBB Product-X® (Imboost®) per oral sebagai kelompok
kontrol positif. Pada hari ke-15, sebelum dilakukan infeksi, dari semua mencit
infeksi darah melalui plexus infra orbitalis sebanyak 0,5 ml (hari ke-0),
kemudian 3 mencit dari masing-masing kelompok dikorbankan, diambil
makrofag peritoneal dari cairan peritoneum untuk uji aktivitas fagositosis
makrofag dan produksi NO, kemudian limpa-nya untuk uji proliferasi limfosit,
pada 6 mencit yang lain disuntikkan 0,2 ml L. monocyiogenes berisi 5x10°
cfu/ml secara intraperitoneal. Pada hari ke-10 setelah diinfeksi L.
monocytogenes, dari semua mencit infeksi darah melalui plexus infra orbitalis
sebanyak 0,5 ml (hari ke-10), kemudian 3 mencit dari masing-masing

kelompok dikorbankan, diambil makrofag peritoneal dari cairan peritoneum
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untuk uji aktivitas fagositosis makrofag dan produksi NO, kemudian limpa-nya
untuk uji proliferasi limfosit, 3 mencit yang lain disuntikkan 0.2 ml L.
monocytogenes berisi 5x10° cfu/ml secara intraperitoneal. Selanjutnya pada
hari ke-21 setelah infeksi L. monocytogenes yang pertama 3 mencit dari setiap
kelompok dikorbankan, diambil makrofag peritoneal dari cairan peritoneum
untuk uji aktivitas fagositosis makrofag dan produksi NO, kemudian limpa-nya
untuk uji proliferasi limfosit (hari ke-21).
. Uji aktivitas fagositosis makrofag, penetapan kadar NO, uji proliferasi limfosit,
penetapan kadar [gG, penetapan kadar [L-12, dan penetapan kadar IL-10.

Pengujian selanjutnya berupa uji aktivitas fagositosis makrofag,
penetapan kadar NO, uji proliferasi limfosit, penetapan kadar 1gG, penetapan
kadar IL-12, dan penetapan kadar IL-10 dilakukan dengan cara yang sama
dengan cara pada penelitian pendahuluan.
. Pemeriksaan histopatologis hati dan ginjal mencit

Setelah mencit diambil cairan peritoneal dan limpa-nya, kemudian ginjal
dan hati diambil dimasukkan dalam cairan formalin 10% untuk dibuat preparat
histopatologis. Pada sayatan/jaringan ginjal dan hati dilakukan fiksasi, dehidrasi,
clearing, dan infiltrasi parafin. Jaringan yang sudah selesai diproses kemudian
dikeluarkan dan segera dimasukkan ke dalam cetakan blok yang sebelumnya
sudah diisi parafin cair kemudian etiket ditempelkan di pinggimya, setelah keras
(= 20 menit), cetakan dilepas dan diberi etiket permanen. Setelah blok parafin
dingin kemudian dijepitkan pada mikrotom, dipotong dengan kemiringan sekitar

30° terhadap blok parafin setebal sekitar 2,5 p, hasil potongan yang berupa pita
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dimasukkan ke dalam waterbath berisi air hangat, kemudian diambil dengan
gelas benda diberi etiket, dibiarkan sekitar 5 menit, diinkubasi pada hot plate
suhu 50°C selama 15 menit, kemudian dilakukan pengecatan hematoxylin-eosin

(HE) dan diperiksa menggunakan mikroskop dan optilab (Lynch et al., 1969).

D.Variabel Penelitian
Variabel dalam penelitian ini meliputi:

1. Variabel bebas pada wji in vivo yakni 1 dan 2

2. Variabel tergantung pada uji in vivo yakni aktivitas imunomodulator berupa
aktivitas fagositosis makrofag; aktivitas produksi NO; aktivitas proliferasi limfosit;
aktivitas produksi IgG; kadar IL-12; kadar IL-10; dan gambaran histopatologis hati
dan ginjal mencit.

3. Variabel terkendali : jenis kelamin, umur, dan berat badan mencit; faktor
lingkungan laboratorium pemeliharaan mencit, asupan makanan dan minuman;
induksi respon imun menggunakan L. mocytogenes; dan waktu pengujian (hari ke-

0, ke-10, dan ke-21 setelah infeksi L. monocytogenes).

E. Definisi Operasional Variabel Penelitian
Definisi operasional varibel penelitian ini yakni:
1. Ekstrak adalah hasil maserasi daun Piper crocatum Ruiz & Pav. (DPc)
menggunakan pelarut metanol

2. Fraksi adalah hasil fraksinasi ekstrak metanol DP¢
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. Isolat adalah 1 dan 2, senyawa hasil isolasi dari DPc, berupa senyawa murni secara
KLT sesuai isolat 1 dan 2 pada standar fraksi

. 1 adalah senyawa 1 hasil isolasi dari DPc, dengan metode kromatografi lapis tipis
preparatif, eluasi dengan fase gerak kloroform:etil asetat (9:1) mempunyai Rf0,7,
meredam pada deteksi UV 254 nm, tidak berwarna pada deteksi dengan UV 366,
dan berwarna coklat pada deteksi dengan reagen serium (I1V) sulfat dan pemanasan.
. 2 adalah senyawa 2 hasil isolasi dari DPc, dengan metode kromatografi lapis tipis
preparatif, eluasi dengan fase gerak kloroform:etil asetat (9:1) mempunyai Rf 0,3,
meredam pada deteksi UV 254 nm, tidak berwama pada deteksi dengan UV 366,
dan berwarna coklat pada deteksi dengan reagen serium (IV) sulfat dan pemanasan.

. Uji in vitro adalah uji efek imunomodulator, bahan uji berupa ekstrak dan fraksi
diinkubasi bersama kultur makrofag dan direaksikan dengan lateks pada coverslip
(di luar tubuh mencit).

. Ujt ;n vivo adalah uji efek imunomodulator, bahan uji berupa 1 dan 2 diberikan
secara oral pada mencit. Kultur makrofag yang diambil dari mencit tersebut,

kemudian direaksikan dengan lateks pada coversiip (di luar tubuh mencit).

. Aktivitas fagositosis makrofag meliputi persen fagositosis (PF), indeks fagositosis

(IF), dan efisiensi fagositosis (EF).

. Persen fagositosis adalah nilai berupa persen sel yang mem-fagosit minimal |

lateks yakni jumlah makrofag pada 3 coversiip yang mem-fagosit minimal 1 lateks

dibagi jumlah makrofag pada 3 coverslip dikalikan 100%.
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10. Indeks fagositosis adalah nilai berupa jumlah lateks yang di-fagosit oleh 100
makrofag yakni 100 dibagi jumlah makrofag pada 3 coversiip dikalikan jumlah
lateks yang di-fagosit makrofag pada 3 coverslip.

11. Efisiensi fagositosis adalah nilai berupa rasio antara indeks fagositosis dan persen
fagositosis.

12. Aktivitas produksi nitrit oksid merupakan aktivitas mencit yang diukur dari
produksi NO yang ditetapkan dari nilai opfical density (OD) kultur makrofag,
diperoleh dari perbandingan nilai OD kelompok perlakuan dengan 1 maupun 2
dengan OD kelompok kontrol, diukur dengan ELISA reader pada A 540 nm.
Perhitungan konsentrasi NO dalam sampel dibandingkan dengan nitrit standar.

13. Aktivitas proliferasi limfosit adalah aktivitas mencit yang diukur dari jumlah
limfosit yang berproliferasi, diperoleh dari perbandingan nilai OD limfosit
kelompok perlakuan dengan 1 maupun 2 dengan OD limfosit kelompok kontrol,
diukur dengan ELISA reader pada A 540 nm.

14. Aktivitas produksi [gG adalah aktivitas mencit yang diukur dari titer IgG berupa
OD yang diperoleh dari perbandingan nilai OD IgG kelompok perlakuan 1 maupun
2 dengan OD IgG kelompok kontrol, diukur dengan ELISA reader pada A 450 nm.
Perhitungan konsentrasi titer 1gG dalam sampel dibandingkan dengan titer IgG
standar.

15. Aktivitas produksi IL-12 adalah aktivitas mencit yang diukur dari produksi 1L-12
berupa OD yang diperoleh dari perbandingan nilai OD IL-12 kelompok perlakuan

1 maupun 2 dengan OD IL-12 kelompok kontrol, diukur dengan ELISA reader
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pada A 450 nm. Perhitungan konsentrasi IL-12 dalam sampel dibandingkan dengan
IL-12 standar.

16. Aktivitas produksi IL-10 adalah aktivitas mencit yang diukur dari produksi IL-10
berupa OD yang diperoleh dari perbandingan nilai OD IL-10 kelompok perlakuan
1 maupun 2 dengan OD IL-10 kelompok kontrol, diukur dengan ELISA reader
pada X 450 nm. Perhitungan konsentrasi IL-10 dalam sampel dibandingkan dengan
IL-10 standar.

17. Gambaran histopatologis hati dan ginjal adalah deskripsi gambar mikroskopis
pada preparat dari jaringan hati dan ginjal mencit yang dibuat dengan pewarnaan

hematoksilin-eosin.

F. Analisis Data

Analisis data parameter fagositosis makrofag dan prdljferasi limfosit berupa
uji anova satu jalan, Tukey, dan korelasi Pearson menggunakan program SPSS 19,
sedangkan untuk aktivitas produksi NO, IgG, IL-12 dan IL-10 juga digunakan regcresi
linear, Hasil pemeriksaan mikroskopik gambaran histopatologis hati dan ginjal pada
mencit dianalis secara deskriptif dengan cara membandingkan dengan gambaran

histopatologis hati dan ginjal mencit yang tidak diberi perlakuan dengan 1 dan 2.
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Bagan/skema penelitian ini adalah sebagai berikut:
TR IER
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Gambar 10a. Bagan/skema isolasi 1 dan 2 serta uji pendahuluan efek imunomodulator isolat
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Uji efek imunomodulator utama secara in vivo
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Gambar 10, b. Bagan/skema uji utama efek imunomodulator 1 dan 2
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BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Ekstraksi, Fraksinasi dan Isolasi

Penelitian ini menggunakan daun sirih merah yang telah dideterminasi dengan
nama ilmiah Piper crocatum Ruiz & Pav. (Surat keterangan No.:
BF/284/Ident/Det/VIII/2011).

Metode maserasi dengan pelarut metanol digunakan untuk mengel:straksi
senyawa yang terkandung dalam daun Piper crocatum (DPc). Ekstraksi dilakukan
terhadap serbuk yang berasal dari pengeringan DPc segar. Pengeringan dilakukan
untuk mencegah perubahan yang bersifat fisik, kimiawi, maupun mikrobial karena
keberadaan media air pada tanaman (List and Schmidt, 1989). Maserasi terhadap 1,9
kg serbuk DPc yang berasal dari pengeringan 8,26 kg DPc segar menghasilkan ekstrak
berupa massa kental berwarna hitam sebanyak 224,03 g. Rendemen serbuk terhadap
DPc segar sebesar 23 %, rendemen ekstrak terhadap DPc segar sebesar 2,7 %, dan
rendemen ekstrak terhadap serbuk DPc sebesar 11,8 %. Rendemen tersebut relatif
lebih tinggi dibandingkan ekstraksi dengan maserasi menggunakan pelarut n-heksana
maupun etanol (Wahyudi, 2010; Indriyani, 2011; Ardianto, 2013; Aprianto, 2010)
Maserasi tidak menghasilkan ekstraksi yang komplit, dan jenis pelarut yang
' digunakan sangat menentukan jenis dan jumlah senyawa yang terekstraksi
(Samuelsson, 1999). Hasil ekstraksi terhadap DPc menunjukkan bahwa maserasi
menggunakan pelarut yang sama dapat menghasilkan rendemen yang berbeda, hal ini
mungkin disebabkan tempat tumbuh bahan tanaman serta teknis pelaksanaan maserasi

yang berbeda, sehingga hasil ekstraksi berbeda (Wahyudi, 2010; Indriyani, 2011;
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Ardianto, 2013; Aprianto, 2010; Wiweko, 2010; Tirta, 2010; Yuristiyani, 2012;
Werdani, 2012; Kumiawan, 2011).

Pandey et al. (2010) melaporkan bahwa ekstraksi dengan cara pendidihan
dalam 3 L air terhadap 1 kg daun P. betle segar menghasilkan 5,06 g ekstrak dan
kemudian 2,56 g hidroksikavikol. Rendemen ekstrak air terhadap daun P. betle segar
sebesar 0,5% dan rendemen hidroksikavikol terhadap ekstrak air P. bet/e segar sebesar
50,1%. Pendidihan dengan air cocok untuk isolasi hidroksikavikol dari P. betle segar
mengingat rendemen senyawa tersebut relatif tinggi. Metode maserasi lebih aman
digunakan untuk ekstraksi senyawa-senyawa yang rusak karena pemanasan. Sunila
and Kuttan (2004) mengekstraksi 100 g serbuk kering buah Piper longum dengan
metode maserasi menggunakan pelarut metanol, dan mendapatkan 26 % ekstrak
metanol. Peneliti lain juga menggunakan metode maserasi dan pelarut metanol untuk
uji aktivitas imunomodulator tanaman dari marga Piper (Kanjwani ef al, 2008;
Wicaksono et al., 2009; Konishi et al., 2005; Kim et al., 2010).

Pemisahan senyawa dalam ekstrak diawali dengan cara partisi menggunakan
metanol 60%, sehingga diperoleh fraksi larut (FL) dan fraksi tak larut (FTL). Ekstrak
dan kedua fraksi diuji aktivitas imunomodulatomya (Gambar 21), pemisahan
senyawa dari fraksi didasarkan pada hasil uji ini. Fraksinasi terhadap FTL dengan
metode KCV menghasilkan 11 fraksi. Berdasar kemiripan profil KLT, fraksi-fraksi
tersebut digabung menjadi 5 fraksi. Jumlah fraksi yang terbanyak berturut-turut
adalah fraksi IIl, fraksi IV, fraksi II, dan fraksi V, fraksi . Tiga kali fraksinasi dari
masing-masing 2 gram FTL, berturut-turut menghasilkan 0,41 g; 0,49 g, dan 049 g

fraksi II (F-II), rendemen F-II terhadap FTL sebesar 23,17%.
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Tabel 1. Penggabungan fraksi berdasar hasil uji KLT fraksi-fraksi hasil KCV ekstrak metanol
daun Piper crocatum Ruiz & Pav. menggunakan pelarut n-heksan dan etil asetat

Tl i Fraksi Jumlah Fraksi sesudah
Jenis Volume
(ml) awal (2 penggabungan

n-heksana 180 1 0.14 ;
n-heksana:etilasetat (9:1) 120 2 0,08 Fraksil
n-heksana:etilasetat (8:2) 120 3 0,41 Fraksi I1
n-heksana:etilasetat (7:3) 70 4 0,27 .
n-heksana-etilasetat (6:4) 9% 5 0.13 Fraka i
n-heksana:etilasetat (5:5) 60 6 0,08
n-heksana:etilasetat (4:6) 60 7 0,14 Fraksi IV
n-heksana:etilasetat (3:7) 90 8 0,17
n-heksana:etilasetat (2:8) 120 9 0,10
n-heksana:etilasetat (1:9) 120 10 0,08 Fraksi V
Etil asetat 120 11 0,11

Hasil uji i vitro pengaruh kelima fraksi tersebut terhadap aktivitas fagositosis
makrofag menunjukkan bahwa aktivitas tertinggi dihasilkan oleh fraksi II (Gambar
21), akan tetapi pada penelitian selanjutnya fraksi ini belum dilanjutkan untuk
dilakukan isolasi senyawa karena kemudian penulis mendapatkan informasi bahwa
telah dilakukan isolasi senyawa dari ekstrak etanol DPc yang dapat mempengaruhi
aktivitas fagositosis makrofag secara in vitro (Kustiawan, 2012). :

Secara in vitro, dilaporkan bahwa isolat 1 dan 2 dari ekstrak etanol DPc,
mampu meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag (Kustiawan, 2012). Informasi
tersebut ditindaklanjuti dengan mencari cara agar dapat mengisolasi kedua senyawa
tersebut secara efisien sehingga dapat mengumpulkan jumlah isolat yang cukup untuk
uji in vivo. Profil KLT ekstrak dan fraksi standar yang berisi 1 dan 2 dengan deteksi .
UV 254 nm; UV 366 nm, serta serium sulfat yang dilanjutkan pemanasan
menunjukkan bahwa kedua senyawa terdeteksi dalam ekstrak metanol DPc, sehingga
diupayakan isolasi dari ekstrak metanol tersebut melalui modifikasi metode isolasi

yang telah dilakukan Kustiawan (2012). Modifikasi metode isolasi tersebut berupa
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proses isolasi 1 dan 2 yang langsung dilakukan terhadap fraksi hasil pemisahan

ckstrak metanol dengan metode KCV menggunakan pelarut berturut-turut n-heksana,

kloroform, ctil asetat, dan metanol untuk mendapatkan fraksi I, 11, III, IV, dan V.

Pemisahan dengan KCV terhadap 2,12 gram ckstrak metanol DPc menghasilkan berat

total fraksi 1,78 gram. Hasil fraksinasi terscbut dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Hasil fraksinasi ckstrak metanol daun Piper crocanom Ruiz & Pav. menggunakan pelarut

n-heksan, kloroform, etil asetat, dan metanol untuk isolasi 1 dan 2

Pelarut
~ Jenis Volume  Fraksi Juinish

A (i) (2)
n-heksana 50 1 0.08
kloroform 50 11 0,10
kloroform 50 11 0,32
ctil asetat 50 v 0,30

~ metanol 100 V 0,98

Rf
1.0

—0,0

A B
Gambar 11. Kromatogram Lapis Tipis dari ekstrak dan 5 (LILIILIV,V) fraksi hasil
KCV dengan fase gerak CHCL:EtOAc (9:1) (A), penampak bercak UV 254

nm (B), penampak bercak serium (IV) sulfat dan pemanasan

Profil KLT menunjukkan 1 dan 2 terdapat dalam fraksi ITI dan IV hasil KCV

terscbut dari hasil fraksinasi ekstrak metanol DPc (Gambar 11). Isolasi 1 dan 2 dari

fraksi IIT dan IV menggunakan KLT Preparatif, dengan fasc gerak kloroform:ctilasetat

(9:1), bercak yang meredam pada UV 254 nm, berwarna biru ungu, diberi tanda
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dengan ujung jarum kemudian dikerok, dilarutkan dalam kloroform:metanol (1:1)

(Gambar 12).

A B

Gambar 12. Kromatogram Lapis Tipis Preparatif dengan fase gerak CHCL:EtOAc (9:1)
dan penampak bercak UV 254 nm (A), isolat 1 (B), isolat 2

Isolasi senyawa imunomodulator dengan mctode KLT preparatif dari 2,12
gram ckstrak metanol DPc menghasilkan 12,0 mg 1 dan 12,1 mg 2 yang murni sccara
KLT. Rendemen 1 terhadap ckstrak metanol DPc sebesar 0,57 %, dan rendemen 2
terhadap ckstrak metanol DPc sebesar 0,57 %. Isolasi 1 dan 2 dari ckstrak metanol
DP¢ menghasilkan isolat yang Iebih banyak dibandingkan metode yang sama untuk
mengisolasi neolignan dialil-katekol, ncotaiwanensols A, dan neotaiwanensols B dari
ekstrak metanol akar P. taiwanense (Chen ef al. 2013). Banyaknya kadar 1 dan 2 juga
tampak dari kromatogram KLT, bercak 1 dan 2 tampak besar dan warna biru pada
deteksi dengan spektrosfotometer UV menunjukkan warna dengan intensitas yang
relatif kuat. Isolat 1 berupa kristal berwarna putih, dan 2 berupa serbuk putih agak
kekuningan (Gambar 13).

Senyawa 1 dan 2 yang diisolasi terscbut berpendar warna biru ungu di bawah

sinar UV 254 nm, tidak tampak di bawah sinar UV 366 nm, berwarna coklat pada
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deteksi dengan serium (IV) sulfat dan pemanasan. Isolat 1 dan 2 berturut-turut
mempunyai harga Rf 0,7 dan 0,3 pada fasc gerak kloroform : ctil asetat (9:1),
mempunyai Rf 0,9 dan 0.8 pada fase gerak heksan : etil asetat (3:1), dan Rf 0,6 dan
0,3 pada fase gerak heksan @ aseton (3:1), dan Rf 0,7 dan 0.4 pada fase gerak gerak

kloroform : ctil asetat (9:2).

1 2

Gambar 13. Kristal isolat 1 dan serbuk isolat 2 dilihat di bawah mikroskop s

Rf 10
1,0
05 0,5
0,0 0.0
B C

D

Gambar 14, Kromatogram Lapis Tipis isolat 1 dan 2 dengan penampak bereak UV 254 nm
menggunakan 4 sistem fase gerak (A), CHCl:: EtOAc (9:1), (B), CHCL:EtOAc
(1:9), (C), Heksan: EtOAc (3:1), dan (D), Heksan:Aseton (3:1)
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Gambar 15. Kromatogram Lapis Tipis isolat 1 dan 2 dengan penampak bercak serium (IV)
sulfat dilanjutkan pemanasan menggunakan 4 sistem fase gerak (A),
CHCL:EtOAc (9:1), (B), CHCL:EtOAc (1:9) () Heksan:EtOQAc (3:1), dan
(D), Heksan:Aseton (3:1)

Kemurnian senyawa yang terisolasi sebaiknya selalu dicek dengan minimal 4 sistem
KLT menggunakan fasc gerak berbeda polaritasnya (Houghton and Raman, 1998).
Pemeriksaan kemurnian isolat 1 dan 2 dilakukan dengan menggunakan 4 sistem fase
gerak pada KLT. Keempat kromatogram menunjukkan adanya bercak tunggal,

sehingga kedua isolat dapat dinyatakan murni secara KLT (Gambar 14 dan 15).
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Gambar 16. Spektrogram UV isolat dengan pelarut kloroform (A), 1 (B), 2
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Deteksi dengan spektroskopi UV menunjukkan puncak serapan dari 1 dan 2
sama yakni pada panjang gelombang (X) 234,5 nm dan 264,5 nm (Gambar 16).
Deteksi kemurnian 1 dan 2 dengan high performance liquid chromatography (HPLC)
menggunakan fase diam C18 (merek Knauer, panjang 250 x 4,6 mm, kromasil 100-5,
tipe kolom vertex), fase gerak metanol : air (30:70), flow rate 1 ml/menit, tekanan 210
psi, dilakukan pada panjang gelombang 234,5 nm selama 60 menit. Hasil deteksi
tersebut menunjukkan bahwa injeksi 1 menghasilkan kromatogram dengan puncak
yang keluar pada menit ke 2,226 dengan area sebesar 54,64 %, dan injeksi 2
menghasilkan kromatogram dengan puncak yang keluar pada menit ke 2,244 dengan
area sebesar 15,71 %, dan pada menit ke 2,2377 dengan area sebesar 5,64 %. Puncak-
puncak yang muncul belum merupakan puncak tunggal. Puncak kromatogram 1
menunjukkan adanya percabangan titik puncak, dan kromatogram 2 juga terdapat 2
puncak (Gambar 17 dan 18). Hal 1m disebabkan masih adanya senyéwa lain yang sulit

terpisahkan dari isolat, salah satu kemungkinan adalah terdapatnya isomer senyawa.
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Gambar 17. Kromatogram HPLC 1 pada % 234,5 nm
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Gambar 18. Kromatogram HPLC 2 pada A 234,5 nm
Berdasar struktur senyawa neolignan tersebut, bisa dimungkinkan adanya 4 macam
isomer senyawa sehingga sulit dipisahkan dengan KLT. isolasi senyawa dari
Magnolia fargesii menghasilkan stereoisomer neolignan yang berada bersama-sama
dengan lignan dan neolignan lainnya (Lee et al., 2009). Untuk permurnian isolat, KLT
- preparatif tidak dapat diandalkan untuk memisahkan stereoisomer. Stereoisomerisme
merupakan penjelasan tentang kejadian dimana 2 atau lebih senyawa memiliki tipe
dan jumlah atom-atom yang sama dan ikatan kimia yang sama tetapi berbeda
pengaturan ruangnya. Stereoisomer adalah senyawa yang memiliki formula dan
pengaturan ikatan yang sama tetapi pengaturan ruang atom-atomnya berbeda (Chang,
1987). Isomer memiliki masa yang sama sehingga sulit mengenalinya bila digunakan
analisis spektrometri massa saja, sedangkan HPLC memisahkan berbagai senyawa,
tetapi hanya sedikit informasi tentang kemungkinan jenis senyawa. Metode chiral
HPLC berhasil memisahkan 4 stereoisomer ligan dari Lobelia chinensis (Yang et al.,
2013), metode tersebut juga digunakan untuk memisahkan enantiomer neolignan

licarin A (Pereira et al., 2011).
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Gambar 19. Kromatogram Lapis Tipis senyawa dengan fase gerak CHCl:: EtOAc
(9:1) dan penampak bercak UV 254 nm (A), Bercak tunggal (1) 1 dan
(2) 2, (B), Ko-kromatografi 1 dan fraksi standar (FS), (C), Ko-

kromatografi 2 dan fraksi standar (FS)

Gambar 20. Kromatogram Lapis Tipis senyawa dengan fase gerak CHCla: EtOAc (9:1)
dan penampak bercak serium sulfat dilanjutkan pemanasan (B), Ko-
kromatografi 1 dan fraksi standar (FS), (C), Ko-kromatografi 2 dan fraksi

standar (FS)
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Senyawa 1 dan 2 hasil isolasi dari ckstrak metanol DPc mempunyai profil KLT
yang sama dengan senyawa 1 dan 2 dari ekstrak etanol DP¢ hasil isolasi Kustiawan
(2012), hal ini dibuktikan dengan metode ko-kromatografi. Beberapa penelitian
menggunakan metode ko-kromatografi lapit tipis tersebut untuk menegaskan
kesamaan suatu senyawa dengan acuan senyawa standar sebagai pembanding (Kanaki
et al., 2008; Washid and Argal, 2011; Prabu et al., 2011). Tampak bahwa
penggabungan 1 pada fraksi standar tidak menimbulkan adanya bercak baru, demikian
juga untuk 2, sehingga dapat disimpulkan isolat 1 dan 2 sama dengan isolat 1 dan 2

dalam fraksi standar (Kustiawan, 2012) (Gambar 19 dan 20).

Gambar 21. Perbedaan struktur kimia 1 dan 2

Systematic name 1 adalah (senyawa 2-allvl-4-(1"-hydroxy-1'-(3 ", 4", 5 "-
trimethoxyphenyl) propan-2"-yl) -3,5-dimethoxycyclohexa-3, 5-dienone) dan 2 adalah
senyawa 2-allyl-4-(1'-acetyl-1'-(3 ", 4", 5 "-trimethoxyphenyl) propan-2"-yl) -3,5-
dimethoxyvcyclohexa-  3,5-dienone  (Kustiawan, 2012). Kedua isolat tersebut
merupakan senyawa neolignan, keberadaan gugus asetil (OC:H;) pada Cy

membedakan 1 dari 2 yang mempunyai gugus hidroksil (OH) yang berturut-turut
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mempunyai berat molekul sekitar 460 dan 418 (Kustiawan, 2012) (Gambar 21). Letak
bercak 1 pada kromatogram lapis tipis lebih tinggi dibanding 2 karena dengan fase
gerak non polar, 1 yang lebih non polar dibanding 2 akan terbawa dan berhenti pada
posisi yang lebih tinggi dibanding 2. Asetilasi menurunkan kepolaran suatu senyawa,
perhitungan metode log P dengan program MarvinSketch 5.2.5.1 terhadap kedua
senyawa tersebut menunjukkan bahwa 2 lebih polar dibanding 1 dengan nilai Log P
berturut-furut 1,95 dan 2,39. Hasil uji aktivitas imunomodulator 1 dan 2 menunjukkan
bahwa kedua senyawa memiliki aktivitas fagositosis makrofag, proliferasi limfosit,
yang tidak berbeda bermakna. Pada penelitian ini perbedaan kepolaran kedua senyawa
tersebut tidak berpengaruh pada efek imunomodulator. Hal ini berbeda dengan
aktivitas antimikobakterial neolignan pada P. regrellii, polaritas yang lebih rendah
menunjukkan efek inhibisi mikobakterial yang lebih besar (Scodro ef al., 2013).
Rendemen 1 maupun 2 dari ekstrak metanol DP¢ relatif tinggi. Selain dari
rendemen, tingginya kadar 1 maupun 2 juga tampak pada kromatogram KLT. Ukuran
bercak 1 dan 2 relatif besar dan intensitas warna redaman bercak pada deteksi dengan
spektrosfotometer UV 254 nm sangat kuat. Proses, peralatan, dan cara deteksi 1 dan
2 yang cukup sederhana, memungkinkan kedua senyawa tersebut dimanfaatkan
sebagai senyawa identitas/penanda (chemical marker) bagi DPc. Menurut 7he
European Medicines Agency (EMEA), senyawa penanda adalah konstituen kimia atau
sekelompok konstituen dari produk obat herbal yang ditetapkan untuk kepentingan
kontrol kualitas, bisa tanpa memperhatikan aktivitas terapetiknya. Idealnya senyawa
penanda merupakan komponen unik yang berkontribusi terhadap efek terapetik dari

obat herbal. Kuantitas senyawa penanda dapat menjadi indikator kualitas obat herbal.
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Terdapat 8 Kklasifikasi senyawa penanda yakni (1) therapeutic compone.its, (2)
bioactive component, (3) synergistic components, (4) characteristic components, (5)
main components, (6) correlative components, (1) toxic components, dan (8) general
components used with fingerprint spectrum (Li et al., 2008). Satu atau sekelompok
senyawa dalam tumbuhan dapat menjadi biomarker. Keberadaan dan kadar senyawa
aktif tersebut dapat diacu untuk menetapkan kebenaran bahan suatu formula obat.
Pemahaman tentang senyawa penanda dan metode analisis khusus untuk senyawa
tersebut akan menfasilitasi industri obat herbal untuk memeriksa adanya pemalsuan,
sehingga dapat meningkatkan standar produk obatnya (Daniel, 2006). Profil bercak 1
dan 2 berbeda dengan bercak senyawa penanda pada beberapa spesies dari marga
Piper (Rai et al., 2012; Nitin et al., 2012). 1 dan 2 dapat dijadikan senyawa penanda
yakni therapeutic components bagi P. crocatum. Senyawa penanda dapat
dimanfaatkan untuk identifikasi adanya pemalsuan, diferensiasi obat herbal yang
dapat berasal dari beberapa sumber, penetapan waktu panen terbaik, konfirmasi
tempat tumbuh terbaik, evaluasi kualitas obat herbal, penetapan metode pengolahan
bahan obat, uji stabilitas produk obat, diagnosis intoksikasi obat herbal, dan senyawa

penuntun bagi penemuan obat baru (Li ef al,, 2008).

B. Hasil Uji Aktivitas Fagositosis Makrofag secara In Vitro

Hasil uji secara in vitro aktivitas fagositosis makrofag dari ekstrak dan fraksi
hasil pemisahan ekstrak secara partisi (Gambar 22), menunjukkan perbedaan
bermakna pada parameter persen fagositosis (PF) dan indeks fagositosis (IF), tetapi

tidak bermakna untuk parameter EF baik pada uji ekstrak metanol DP¢ maupun pada
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uji fraksi-fraksi hasil KCV, sehingga uji Tukey dilakukan hanya untuk parameter EF
dan IF. Fraksi tak larut metanol 60% dari ekstrak metanol DP¢ menunjukkan aktivitas
fagositosis makrofag lebih besar dibandingkan ekstrak metanol DPc, FL, kontrol
media, kontrol pelarut, maupun kontrol positif oleh karena itu fraksinasi lebih lanjut
dilakukan terhadap FTL. Secara in vitro, respon imun non spesifik berupa aktivitas
fagositosis makrofag mencit yang diberi perlakuan dengan FTL lebih kuat dibanding
perlakuan dengan 100 pg/ml Imboost®. Uji Tukey menunjukkan bahwa perlakuan
FTL 150 pg/ml menyebabkan aktivitas fagositosis makrofag yang tertinggi dan
berbeda bermakna dibandingkan perlakuan dengan FTL 75 pug/ml, FL 75 pg/ml FL
150 pg/ml, kontrol media, kontrol pelarut (DMSO 0,15%), maupun kontrol positif,
oleh karena itu uji aktivitas fagositosis fraksi-fraksi dari FTL diuji pada kadar 150

pg/ml.

ElPersen Fagositosis @ Indeks Fagositosis M Efisiensi Fagositosis -
25.00 -

20,00 -
15.00 -

10.00 +

Extract Extract FL FL FTL FTL Kontrol  Kontrol Kontrol
75pg/mi 150pg/mi 75pg/ml 150pg/mi 75pg/mi 150ug/mi normal  pelarut  positif

Gambar 22, Hasil uji aktivitas fagositosis makrofag secara in vitro dari ekstrak metanol daun
Piper crocatum Ruiz & Pav.

Kontrol positif berupa Imboost® merupakan produk komersial yang
mengandung ekstrak Echinacea dan Zinc picolinate. Kemampuan ekstrak Echinacea

dalam meningkatkan fagositosis dilaporkan oleh Bauer (1999). Zinc juga induktor
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respon imun dengan meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag (Sing et al., 1994;
Mazumder ef al., 2012). Kenaikan dosis ekstrak, FL maupun FTL menjadi 2 kali
lipat, tidak menunjukkan adanya kenaikan yang sebanding baik untuk parameter PF
maupun IF.

Fraksinasi dari FTL dengan metode KCV menghasilkan 11 fraksi. Berdasar
kemiripan profil KLT, fraksi-fraksi tersebut digabung menjadi 5 fraksi. Jumlah fraksi
yang terbanyak berturut-turut adalah fraksi IT1, fraksi IV, fraksi II, fraksi V, fraksi L.
Dari tiga kali fraksinasi masing-masing sebanyak 2 gram FTL, berturut-turut
menghasilkan 0.41 g, 0.49 g, dan 0.49 g fraksi II (F-II), atau rendemen F-II terhadap
FTL sebesar 23.17%. Hasil uji fagositosis makrofag secara in vitro terhadap F-I
sampai F-V pada dosis 150 pg/ml inenunjukkan bahwa aktivitas fagositosis makrofag
tertinggi pada perlakuan dengan F-II, oleh karena itu F-II merupakan fraksi yang
paling potensial dilanjutkan untuk isolasi senyawa imunomodulator.

Hasil uji aktivitas fagositosis makrofag secara in vitro dari fraksi-fraksi hasil
KCV ekstrak metanol DPc (Gambar 23) menunjukkan bahwa perlakuan dengan F-II
dosis 150 pg/ml menyebabkan PF yang berbeda bermakna terhadap kontrol media dan
kontrol pelarut akan tetapi tidak bermakna terhacdap kontrol positif. Hal ini
menunjukkan perlakuan dengan F-11 dosis 150 pg/ml dan Imboost® menyebabkan PF
yang sama. Perlakuan dengan F-II dosis 150 pg/ml menunjukkan nilai IF yang lebih

tinggi secara bermakna dibanding perlakuan dengan kontrol positif, hal ini
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Gambar 23. Hasil uji aktivitas fagositesis makirofag secara in vitro dari fraksi-fraksi hasil
KCV pada dosis 150pg/ml

menunjukkan bahwa F-II dosis 150 pg/ml mengaktifkan sejumlah makrofag yang
sama banyak tetapi lebih banyak jumlah lateks yang difagositasi dibandingkan
perlakuan dengan Imboost®. Secara in vifro, pengaruh terhadap respon imun non

spesifik dari 150 pg/ml F-II dosis lebih kuat dibanding 100 pg/ml Imboost®.

C. Hasil Penelitian Pendahuluan Efek Imunomodulator Isolat

Pada penelitian pendahuluan digunakan bahan uji berupa senyawa 2 dengan
dosis 10 mg/kgBB. Penentuan dosis didasarkan pada konversi perhitungan dosis
pemakaian daun sirih merah sebagai obat tradisional (Lampiran 3). Makrofag
peritoneal mencit BALB/c yang diinfeksi dengan L. monocytogenes mampu
memfagositasi latex beads. Fagositosis mencakup proses penempelan dan ingesti
partikel eksogen ke dalam sitoplasma, dimulai dari penempelan partikel pada
permukaan sel, munculnya pseudopodia yang dapat memanjang untuk meraih dan
memasukkan partikel ke dalam sitoplasma (Ito er al., 1981). Latex beads

kemungkinan memiliki muatan negatif ringan, rangsangan untuk semua peristiwa
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fagositosis kemungkinan karena kontak kimiawi antara partikel latcks dengan amuba.
Latex beads bersifat inert, jika terakumulasi pada permukaan mikroba, kemungkinan
akan mensckresi substansi yang berfungsi mengikat partikel lateks pada sel mikroba
(Korn and Weisman, 1967). Secara berurutan latex beads akan terikat pada
haemocyte surface active dari suatu reseptor yang belum diketahui, kemudian pada
Jocal adhesion kinase (FAK), dan mitogen-activated protein kinases (MAPKS)
(Lamprou et al., 2007). Fagositosis terjadi ketika lateks mulai menempel pada bagian
permukaan sel makrofag kemudian masuk ke dalam sitoplasma sel makrofag,

kemudian latex beads berada di dalam makrofag (Gambar 24).

-

Gambar 24. Fagositosis lateks olch makrofag peritoneal mencit setelah diinfeksi dengan L.
ntonocytogenes perbesaran 400x (A), makrofag memfagositasi lateks (B). makrofag
tidak memfagositasi lateks (C), lateks tidak difagositasi makrofag

Pada uji dengan menggunakan Listeria sebagai inductor respon imun,
makrofag yang teraktivasi dapat diamati paling awal dua hari setelah infeksi dan
mencapai puncak pada hari ke-4 setelah infeksi (Buchmeier and Screiber, 1985). Pada
penelitian ini aktivitas makrofag diamati mulai hari ke-3 setelah infeksi. Hasil uji efek

imunomodulator pendahuluan berupa aktivitas fagositosis makrofag mencit yang
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diberi perlakuan dengan 2 dosis 10 mg/kgBB secara in vive (Gambar 25)
menunjukkan bahwa parameter PF mencit kelompok yang diberi perlakuan dengan 2
lebih tinggi dan berbeda bermakna terhadap kontrol. Perbedaan tersebut terjadi pada
hari ke-3, ke-10, dan ke-21 setelah infeksi dengan L. monocytogenes. Peningkatan PF
kelompok perlakuan dengan 2 pada hari ke-3 dan hari ke-10 berbeda tapi tidak
bermakna, hal ini terjadi aktivitas makrofag yang merupakan respon imun non spesifik
akan muncul segera setelah adanya paparan benda asing dalam hal ini L.

monocytogenes pada tubuh mencit.

H21 gﬁ 810 mg/kgBB 2 Okontrol pelarut
[

i

Persen Fagositosis

Gambar 25. Aktivitas fagositosis makrofag setelah mencit diinfeksi L. monocytogenes. Nilai
adalah meantSD, *menunjukkan adanya perbedaan bermakna (P<0,05) antara
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol
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Parameter [F menggambarkan jumlah lateks yang difagositosis oleh makrofag,
mencit kelompok yang diberi perlakuan dengan 2 menunjukkan IF yang lebih tinggi
yang berbeda bermakna dibandingkan kelompok kontrol. Perbedaan tersebut terjadi
pada hari ke-3, ke-10, dan ke-21 setelah infeksi dengan L. monocytogenes. Pada hari
ke-3 jumlah L. monocytogenes sudah mencapai puncaknya, banyaknya jumlah
mikroba tersebut mampu memacu aktivitas makrofag mencit yang diberi perlakuan
dengan 2 sehingga pada hari ke-3 makrofag tersebut mampu memfagositasi lateks
dengan jumlah yang meningkat dibandingkan jumlah lateks yang difagositasi oleh
makrofag mencit yang hanya diberi perlakuan dengan pelarut. Perbedaan jumlah
lateks yang difagositasi oleh makrofag tersebut terjadi pada hari ke-3, hari ke-10,
maupun hari ke-21 setelah mencit diinfeksi dengan L. monocytogenes. Peningkatan
IF kelompok perlakuan dengan 2 pada hari ke-3 dan hari ke-10 berbeda tapi tidak
bermakna, hal ini kemungkinan terjadi karena hari ke-3 sampai hari ke-10 jumlah L.
monocytogenes sama pada jumlah puncaknya sehingga respon makrofag juga sama.
Seperti pada parameter PF, perbedaan bermakna parameter IF juga terjadi antara hari
ke-3 dengan hari ke-21 serta hari ke-10 dengan hari ke-21. Peningkatan PF dari hari
ke-3 ke hari ke-21 hampir mencapai 100%, peningkatan IF mencapai lebih dari 100
%.

Efisiensi fagositosis merupakan rasio antara PF dan IF, pada hari ke-3 dan hari
ke-21 setelah infeksi dengan L. monocytogenes, perlakuan dengan 2 menunjukkan
perbedaan EF yang bermakna dibanding perlakuan dengan pelarut. Efisiensi

fagositosis pada hari ke-10 setelah infeksi dengan L. monocytogenes tidak
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menunjukkan perbedaan bermakna terhadap kontrol, kemungkinan karena jumlah 7.
monocytogenes sudah mulai terjadi penurunan sehingga aktivitas makrofag tidak
dapat optimal, oleh karena itu pada penelitian selanjutnya dilakukan infeksi kedua
dengan L. monocytogenes pada hari ke-10.

Uji aktivitas produksi NO menunjukkan terjadi perbedaan bermakna pada hari
ke-10, antara produksi NO mencit kelompok perlakuan 2 terhadap kontrol. Hal ini
menunjukkan bahwa perlakuan dengan 2 meningkatkan aktivitas produksi NO pada

mencit yang diinfeksi dengan L. monocytogenes.
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Gambar 26. Produksi NO setelah mencit diinfeksi L. monocytogenes
Makrofag yang teraktivasi akan memproduksi NO (Abbas ef al., 2007), pada
penelitian ini terjadi peningkatan produksi NO pada hari ke-10. Pada hari ke-21
mengalami penurunan, sehingga seperti pada hari ke-3 produksi NO menjadi tidak
berbeda bermakna terhadap kontrol. Menurut Konishi ez al. (2005), makrofag yang
diaktivasi dengan lipopolisakarida dan interferon-y dan mendapat perlakuan
neolignan dari P. futokadsura tidak meningkatkan produksi NO bahkan memiliki
aktivitas inhibisi produksi NO. Jeong ef al. (2011) juga melaporkan bahwa neolignan

dapat menghambat produksi NO.
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Uji aktivitas proliferasi limfosit juga menunjukkan penurunan kadar sel pada
hari ke-10 untuk kelompok perlakuan dengan 2, dan tidak ada perbedaan bermakna
antara aktivitas dengan kontrol. Obat-obatan maupun ekstrak yang secara in vitro
menunjukkan aktivitas, dapat menunjukkan non aktif ketika diuji secara in vivo. Hal
ini dapat terjadi ketika beberapa sel yang bekerjasama atau mediator sistem yang tidak
yang tidak tersedia pada sistem sel in vitro merupakan sel yang bertanggungjawab

pada efek secara in vivo (Wagner, 1999; Kanjwani et al., 2008).
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Gambar 27, Proliferasi limfosit setelah mencit diinfeksi L. monocytogenes

Uji proliferasi limfosit secara in vivo dan in vitro dari DPc smenunjukkan perbedaan
hasil. Secara in vitro, ekstrak DPc menurunkan proliferasi limfosit (Yuristiyani,
2012). Secara in vivo, 2 dalam penelitian ini tidak menunjukkan efek pada proliferasi
limfosit, demikian juga ekstrak DPc (Apriyanto, 2011 dan Indriyani 2011). Hal
tersebut mengindikasikan bahwa pada uji proliferasi limfosit ini, sel-sel yang
bekerjasama atau menjadi mediator sistem yang diukur pada uji i# vivo berbeda
dengan pada uji in vitro.

Kadar titer IgG mencit menunjukkan kenaikan sampai puncaknya pada hari
ketiga kemudian terjadi penurunan, dan kadar yang sama antara kontrol dan perlakuan

dengan 2 terjadi pada hari ke-21. Tidak ada perbedaan bermakna antara kadar titer
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IgG mencit kelompok perlakuan dengan 2 dengan kontrol, perlakuan dengan 2 tidak
berpengaruh pada titer [gG. Hal ini kemungkinan karena induksi respon imun
dilakukan dengan L. monocytogenes yang merupakan bakteri intraseluler, imunitas

terhadap bakteri tersebut diperantarai sel (Abbas et al., 2007), imunitas humoral yakni

titer IgG tidak terinduksi.
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Gambar 28. Kadar Titer IgG setelah mencit diinfeksi L. monocytogenes

Kadar IL-12 meningkat mulai hari ketiga, peningkatan terjadi sampai hari ke-
21, dengan perbedaan bermakna antara mencit kelompok perlakuan dengan 2 dengan
kontrol terjadi pada hari ke-10 dan ke-21. Hal ini mungkin disebabkan pada hari ke-
10 jumlah patogen sudah optimal mengaktivasi makrofag untuk menginduksi
produksi 1L-12 karena menurut Unanue (1997), kurva jumlah L. monocytogenes yang
hidup pada mencit setelah 0-14 hani diinfeksi dengan L. monocytogenes menunjukkan
sedikit penurunan kemudian naik dan pada hari ketiga sampai hari ke-10 mencapai

puncaknya.

90



=O==10mg/kgBB 2 e Kontrol pelarut

Kadar IL-12 (pg/ml)

Hari ke-0 Hari ke-3 Hari ke-10 Hari ke-21

Gambar 29. Kadar Interleukin 12 setelah mencit diinduksi L. monocytogenes. Nilai
adalah meanzSD, *menunjukkan adanya perbedaan bermakna (P<0,05)
antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol

Kadar IL-10 menurun dan kemudian mulai meningkat pada hari ketiga, pada
kelompok kontrol terjadi penurunan kadar IL-10 pada hari ke-10. Pada hari ke-21
peningkatan aktivitas makrofag, produksi NO, dan produksi TL-12 semakin tinggi,
akan tetapi produksi IL-10 tidak berbeda bermakna terhadap kontrol, hal ini
mengindikasikan bahwa 2 mempengaruhi sistem imun melalui modulasi sel Thl,

sehingga sitokin yang terbentuk bukan IL-10.
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Gambar 30. Kadar Interleukin 10 setelah mencit diinduksi L. monocytogenes.

Interleukin 10 merupakan sitokin anti-inflamasi produk dari sub populasi
limfosit yakni T Aelper (Th)2 yang fungsi utamanya menekan produksi beberapa jenis

sitokin termasuk IL-12, serta menghambat aktivasi makrofag (Copuer et al., 2008,
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Male ez al., 2006). Liu et al. (2010) juga melaporkan senyawa yang juga mengaktivasi

proliferasi makrofag, mampu meningkatkan pelepasan IL-12 tetapi menurunkan

pelepasan IL-10.

Berdasar hasil penelitian pendahuluan tersebut, kemudian dilakukan

penelitian utama sebagai berikut:

3

Volume pelarut (CMCNa 1 %) dikurangi dari 1 ml perkali asupan menjadi 0,75
ml, karena terjadi fluktuasi berat badan mencit, yang kemungkinan terjadi karena
mencit minum banyak pelarut. Untuk uji selanjutnya digunakan volume pelarut
0,75 ml.

Karena pada hari ke-10 hasil uji NO dan uji proliferasi limfosit terjadi frend
penurunan yang kemungkinan disebabkan berkurangnya sel bakteri L.
monocytogenes, maka hari ke-10 kembali dilakukan induksi ulang dengan 0,2 mi
5 x 10° cfvml L. monocytogenes secara intra peritoneal _
Pengambilan darah dari plexus infra orbitalis maksimal 0,5 ml, karena ketika
diambil lebih dari 0,5 ml, dapat terjadi kematian mencir.

Dosis isolat diturunkan menjadi 5 dan 2,5 mg/kgBB; dosis 10 mg/kgBB tetap diuji
karena ada perbedaan teknis penelitian utama dengan penelitian pendahuluan
Pengukuran aktivitas fagositosis makrofag, produksi NO, proliferasi limfosit pada

hari ke-10 dan hari ke-21 setelah infeksi L. monoctoygenes yang pertama.
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D. Hasil Penelitian Utama Efek Imunomodulator 1 dan 2

1. Aktivitas fagositosis makrofag

Uji aktivitas fagositosis makrofag menunjukkan bahwa 1 maupun 2
mempunyai aktivitas imunostimulan. Persen fagositosis menggambarkan aktivitas
makrofag dan IF menggambarkan kapasitas makrofag yang aktif, dalam
menanggulangi terjadinya serangan benda asing. Pada dosis 2,5 mg/kgBB baik 1
maupun 2 belum menunjukkan aktivitas yang signifikan, perbedaan PF secara
bermakna terjadi pada dosis 5 dan 10 mg/kgBB hal ini juga terjadi untuk parameter
IF.

Persen Fagositosis pada hari ke-21 setelah infeksi L. monocyvtogenes, baik
untuk perlakuan dengan 1 maupun 2 dosis 5 mg/xgBB menunjukkan perbedaan
bermakna terhadap kelompok kontrol normal dan kontrol pelarut. Pada hari ke-10
setelah infeksi L. monocytogenes, tampaknya perlu dosis 1 dan 2 yang relatif lebih
tinggi untuk dapat mengaktifkan makrofag, pada perlakuan dengan 1 maupun 2
dosis 5 mg/kgBB belum menunjukkan perbedaan bermakna terhadap kelompok
kontrol. Perbedaan bermakna terjadi pada perlakuan dengan dosis 10 mg/kgBB
baik pada hari ke-10 maupun hari ke-21 setelah infeksi L. monocytogenes.

Reinfeksi dengan L. monocytogenes tidak menunjukkan perbedaan PF,
pada penelitian pendahuluan dengan sekali infeksi L. monocytogenes, pada hari ke-
10 setelah infeksi dengan L. monocytogenes perlakuan dengan dosis 10 mg/kgBB
2 juga menunjukkan perbedaan bermakna terhadap kontrol. Hal ini terjadi mungkin
karena makrofag merupakan sel pada respon imun non spesifik, sehingga

pengulangan infeksi tidak menunjukkan pengaruh terhadap aktivitas makrofag.
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Gambar 31. Efek 1 dan 2 terhadap persentase fagositosis makrofag mencit setelah
infeksi dengan L. monocytogenes. WNilai adalah mean+SD, *
menunjukkan adanya perbedaan bermakna (P<0,05) antara kelompok
perlakuan dan kelompok kontrol

Kontrol positif berbeda bermakna dengan kontrol normal dan kontrdi pelarut, dan
tidak berbeda bermakna dengan 1 maupun 2, hal ini menunjukkan bahwa potensi
PF 1 maupun 2 pada dosis 10 mg/kgBB sebanding dengan potensi PF 100
mg/kgBB Imboost®.

Indeks fagositosis pada hari ke-21 setelah infeksi L. monocytogenes, baik
untuk perlakuan dengan 1 maupun 2 dosis 5 mg/kgBB menunjukkan perbedaan
bermakna terhadap kelompok kontrol normal dan kontrol pelarut. Seperti pada PF,
untuk dapat meningkatkan IF pada hari ke-10 setelah infeksi L. monocytogenes,
mungkin perlu dosis 1 dan 2 yang relatif lebih tinggi karena pada dosis tersebut 1
maupun 2 dosis 5 mg/kgBB tidak menunjukkan perbedaan bermakna terhadap
kontrol. Perbedaan bermakna terjadi pada perlakuan dengan dosis 10 mg/kgBB
baik pada hari ke-10 maupun hari ke-21 setelah infeksi L. monocytogenes.
Reinfeksi dengan L. monocyfogenes tidak menunjukkan perbedaan IF, pada

penelitian pendahuluan dengan sekali infeksi L. monocytogenes, pada hari ke-10
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setelah infeksi dengan L. monocytogenes perlakuan dengan dosis 10 mg/kgBB 2
juga menunjukkan perbedaan bermakna terhadap kontrol.

Perlakuan dengan kontrol positif (Imboost®) menunjukkan perbedaan
bermakna terhadap kontrol (normal dan kontrol) untuk parameter PF, akan tetapi
tidak bermakna perbedaaannya pada parameter IF. Indeks fagositosis
menggambarkan kapasitas makrofag yang aktif dalam menanggulangi terjadinya
serangan benda asing. Imboost® tidak menyebabkan perbedaan tingkat aktivitas
makrofag dalam melawan serangan benda asing. Pada parameter IF, kontrol positif
tidak berbeda bermakna dengan kontrol, baik pada hari ke-10 maupun hari ke-21,
hal ini menunjukkan bahwa potensi IF 1 maupun 2 pada dosis 10 mg/kgBB lebih

tinggi dibanding dengan potensi IF Imboost®.

120

@ Hari ke-10 B Hari ke-21

100

(e
=]

Indeks Fagositosis (IF)
5 3

L]
o

0 ;
25 5 10 25 5 10 Kontrol  Kontrol  Kontrol
mg/kgBB makgBB mgkgBB makgBB mgkgBB mgkgBB normal  pelarut  positif

1 L L 2 2 2

Gambar 32. Efek 1 dan 2 terhadap indeks fagoesitosis makrofag mencit setelah
diinfeksi dengan L. monocytogenes. Nilai adalah meantSD,
*menunjukkan adanya perbedaan bermakna (P<0,05) antara kelompok
perlakuan dan kelompok kontrol
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Efisiensi fagositosis perlakuan dengan 2 mulai dosis 5 mg/kgBB berbeda
bermakna terhadap kontrol normal dan kontrol pelarut, sedangkan 1 belum
menunjukkan perbedaan EF yang bermakna. Efisiensi fagositosis merupakan rasio
antara IF dan PF. Penelitian ini menunjukan bahwa 2 memiliki tingkat EF lebih
besar dibandingkan 1. Hasil uji statistik untuk parameter EF menunjukkan tidak
ada perbedaan bermakna antara perlakuan dengan 1 maupun 2 dengan kontrol
positif (Imboost®, berisi Echinaceae dan zing picolinate). Beberapa penelitian telah
melaporkan efek imunomodulator ekstrak Echinacea (Burger et al, 1997; Bauer,
1999; Benson et al., 2010). Secara in vivo ekstrak Echinacea mampu meningkatkan
PF dan IF makrofag (Goel et al., 2002), dan kombinasi dengan zinc pada pemberian
Glycyrrhiza glabra L. juga menyebabkan potensiasi aktivitas fagositosis makrofag

(Mazumder et al., 2012).
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Gambar 33. Efek 1 dan 2 terhadap efisiensi fagositosis makrofag mencit setelah
infeksi dengan L. monocytogenes . Nilai adalah mean%SD,
*menunjukkan adanya perbedaan bermakna (P<0,05) antara
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol
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Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa potensi imunostimulan 1
maupun 2 pada dosis 10 mg/kgBB setara dengan 100 mg/kgBB Imboost®. Pada
penelitian ini aktivitas fagositosis terjadi pada jumlah makrofag yang teraktifkan
maupun pada tingkat aktivitas setiap unit makrofag. Analisis statistik dengan uji
korelasi Pearson menunjukkan adanya perbedaan bermakna berkorelasi positif
antara persen PF dan IF. Selain meningkatkan jumlah makrofag teraktivasi dalam
tubuh mencit, pemberian senyawa uji juga meningkatkan kapasitas individual
makrofag untuk fagositosis agen (lateks)

Isolasi senyawa dari 2,12 gram ekstrak metanol DPc diperoleh 12,0 mg 1
dan 12,1 mg 2, sehingga untuk 1 dosis 5 mg/kgBB setara dengan 876 mg/kgBB
ekstrak, dan untuk 2 dosis 5 mg/kgBB setara dengan 883 mg/kgBB ekstrak.
Perlakuan pada dosis 2,5 mg/kgBB baik 1 maupun 2 tidak menunjukkan perbedaan
bermakna dibanding kontrol, untuk 1 dosis tersebut setara dengan 442 mg/kgBB
ekstrak dan untuk 2 setara dengan 438 mg/kgBB ekstrak. Menurut Apriyanto
(2011) dan Indriyani (2011) baik ekstrak etanol maupun ekstrak n-heksana P.
crocatum pada dosis 100 mg/kgBB dan 300 mg/kgBB mampu meningkatkan
aktivitas fagositosis makrofag, hal ini mengindikasikan bahwa senyawa tunggal (1
maupun 2) kurang aktif dibanding ekstrak P. crocatum. Ekstrak yang aktivitasnya
lebih tinggi dibanding senyawa tunggal dapat terjadi karena adanya efek aditif atau
sinergi antara dua atau lebih senyawa dalam ekstrak. Deharo and Ginsburg (2011)
menyatakan bahwa kegagalan mengisolasi senyawa aktif dari ekstrak aktif
kemungkinan karena labilnya atau ketidakstabilan senyawa aktif tersebut sehingga

mengalami degradasi pada proses ekstraksi, atau karena senyawa tersebut
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menunjukkan aktivitasnya hanya ketika mereka berinteraksi dalam ekstrak. Pada
penelitian ini bercak 1 maupun 2 pada profil KLT tampak relatif besar dan kuat,
dibandingkan bercak pada ekstrak tidak terdeteksi adanya perubahan warna. Lebih
lanjut uji aktivitas fagositosis makrofag secara in vitro dari fraksi hasil pemisahan
ekstrak DPc menunjukkan bahwa pada dosis yang sama dengan ekstrak, aktivitas
fraksi lebih tinggi sehingga kemungkinan kegagalan mengisolasi senyawa aktif
dari ekstrak aktif karena labilnya atau ketidakstabilan senyawa aktif tersebut adalah
sangat kecil. Aktivitas senyawa ditentukan oleh struktur senyawa, studi pada teh
hijau membuktikan bahwa epigallo-cathecin gallate, epigallocatechin,
epicatechingallate, dan strichnin mampu meningkatkan aktivitas fagositosis
makrofag, tetapi tidak untuk epicatechin dan catechin (Monobe et al., 2010).
Modifikasi struktur kimia dengan gugus asetil dan karboksimetil, menjadi molekul
derivat polisakarida mengubah aktivitas imunomodulasi polisakarida secara
bermakna (C-hen et al., 2014). Pada penelitian ini, aktivitas fagositosis makrofag
mencit yang diberi perlakuan dengan 1 maupun 2 menunjukkan pola pengaruh
aktivitas fagositosis makrofag yang sama, hal ini mengindikasikan bahwa
perbedaan gugus asetil dari gugus hidroksil, pada struktur kimia 1 dan 2 tidak
berpengaruh pada perbedaan aktivitas fagositosis makrofag. Makrofag adalah sel
yang bertanggung jawab terhadap respon imun bawaan yang juga berfungsi
menginduksi respon imun adaptif, maka hasil penelitian ini menunjukkan bahwa 1
dan 2 dapat dimanfaatkan sebagai imunostimulan khususnya untuk meningkatkan

kapasitas dan aktivitas respon imun bawaan.
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2. Aktivitas produksi nitrit oksid

Pada hari ke 10 mencit yang diberi perlakuan dengan 2,5 mg/kgBB 1 maupun
2,5 mg/kgBB 2 menunjukkan aktivitas produksi NO yang berbeda tidak benmakna
dengan kelompok kontrol. Pada hari ke-21, mulai dosis 2,5 mg/kgBB berbeda
secara bermakna dengan kelompok kontrol normal dan kontrol pelarut (Gambar
34). Hal ini kemungkinan karena pada hari ke-21, induksi dengan L.
monocytogenes dan pemberian 2,5 mg/kgBB 1 maupun 2.5 mg/kgBB 2 mampu
mengaktivasi produksi NO oleh makrofag. Menurut (Goel ef al, 2002) tanpa
induksi, NO diproduksi pada tingkat yang dapat dideteksi, dan induksi dengan LPS

mengakibatkan kenaikan produksi NO yang bermakna.
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Gambar 34, Efek 1 dan 2 terhadap produksi NO setelah infeksi dengan L.

monocytogenes. Nilai adalah meanzSD, *menunjukkan adanya
perbedaan bermakna (P<0,05) antara kelompok perlakuan dan
kelompok kontrol

Aktivitas produksi NO mencit yang diberi perlakuan dengan kontrol positif
berbeda bermakna dengan mencit kelompok kontrol baik pada hari ke-10 maupun

hari ke-21, hal ini menunjukkan bahwa potensi produksi NO mencit yang diberi
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perlakuan dengan 1 maupun 2 pada dosis 5 mg/kgBB setara dengan aktivitas
produksi NO mencit yang diberi perlakuan dengan Imboost® dosis 100 mg/kgBB.
Goel et al. (2002) telah melaporkan kemampuan ekstrak FEchinacea untuk
meningkatkan produksi NO secara in vitro pada hari ke-4 setelah tikus diinduksi
dengan lipopolisakarida (LPS).

Dapat dinyatakan bahwa peningkatan aktivitas produksi NO dari mencit
yang diberi perlakuan dengan 1 dan 2 pada dosis 2,5; 5 dan mg/kgBB, dan tidak
ada efek inhibisi produksi NO. Penelitian lain menemukan bahwa neolignan dapat
merupakan inhibitor, tidak menginhibisi maupun dapat meningkatkan produksi
NO. Sebanyak 7 dari 9 neolignan yang diisolasi dari P. kadsura memiliki aktivitas
antineuroinflamatori dengan menekan pelepasan NO pada BV?2 sel yang diaktivasi
dengan lipopolisakarida, sedangkan 2 lainnya tidak memiliki aktivitas inhibisi.
Neolignan dari P futokadsura memiliki aktivitas inhibisi produksi NO pada a
murine macrophage-like cell line (RAW 264,7) yang diaktivasi dengan
lipopolisakarida dan interferon-y (Konishi et al, 2005). Neris et al. (2013)
melaporkan bahwa neolignan licarin A tidak berpengaruh pada produksi NO.
Aktivitas produksi NO mencit kelompok perlakuan 1 dan 2 menunjukkan pola yang
sama. Hal ini mengindikasikan bahwa perbedaan gugus asetil dari gugus hidroksi
pada struktur kimia 1 dan 2 tidak menyebabkan perbedaan aktivitas produksi NO.
Inhibisi produksi NO oleh neolignan kemungkinan lebih dipengaruhi oleh ikatan
linier dari pada ikatan siklik neolignan (Kim er al., 2010). Pemanjangan rantai
karbon menurunkan hambatan produksi NO, dan peningkatan jumlah atom oksigen

pada posisi substitusi, menurunkan aktivitas. Ketika atom oksigen dan panjang
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rantai karbon linear meningkat, terjadi pengurangan hambatan produksi NO (Liu
etal, 2013).

Nitrit oksid merupakan produk reaksi arginin yang dikatalisis enzim
inducible oxide synthase (iNOS). Enzim iNOS dan reactive oxygen species (ROS)
diaktivasi ketika proses fagolisosom (Abbas et al., 2007). Sel-sel fagosit berperan
penting pada mekanisme anti inflamasi dan mekanisme pertahanan tubuh, akan
tetapi bila teraktivasi berlebihan, sel tersebut dapat menyebabkan reaksi yang
merugikan sel itu sendiri melalui produksi ROS, enzim proteolitik, dan mediator-
mediator inflamasi (Celada and Nathan, 1994; Noveli et al., 1989; Laskin and
Pendino., 1995). Komponen seluler sistem imun mengandung asam lemak tak
jenuh yang merupakan target utama bagi radikal bebas (Bendich, 1993). Aktivitas
fagositosis makrofag karena perlakuan dengan 1 dan 2 relatif tinggi, akan tetapi
tidak menyebabkan produksi NO yang berlebihan. Hal ini mungkin disebabkan
kedua senyawa tersebut dapat menjaga fungsi sel-sel imun dengan melindunginya
dari dampak aktivitas fagositosis makrofag yang berlebihan. Menurut Victor ef al.
(2003), proses stress oksidatif diinduksi endotoksin, makrofag peritoneal
menunjukkan peningkatan perlekatan dan fungsi fagositosis serta pcnurunan
kemotaksis. Perubahan tersebut diiringi dengan produksi anion superoksid dan
pelepasan TNFo yang tinggi. Dengan demikian, kesetimbangan oksidan-
antioksidan merupakan hal kritis pada fungsi sel imun karena hal tersebut menjaga
integritas seluler dan mengontrol transduksi sinyal serta ekspresi gen-gen. Ekstrak
DPc memiliki aktivitas antioksidan (Suratmo, 2008), kemungkinan 1 dan 2

merupakan senyawa yang bertanggung jawab terhadap aktivitas tersebut.
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Kemampuan antioksidatif tersebut dapat terjadi melalui penangkapan kelebihan
radikal bebas yang dilepaskan makrofag, sehingga tidak berdampak merugikan
bagi fungsi sistem imun .

. Aktivitas proliferasi limfosit

Semakin besar dosis 1 dan 2, OD proliferasi limfosit cenderung semakin rendah,
jumlah limfosit makin sedikit. Meskipun secara statistik jumlah limfosit kelompok
yang diberi perlakuan dengan 1 dan 2 tidak berbeda bermakna (P>0,05) dengan
kontrol normal dan kontrol pelarut, akan tetapi kedua kelompok menunjukkan pola
perubahan jumlah limfosit. Kelompok perlakuan dengan 1 dan 2 menunjukkan pola
penurunan jumlah limfosit dari hari ke-10 ke hari ke-21 setelah infeksi dengan L.
monocytogenes, sedangkan kelompok kentrol menunjukkan pola peningkatan
(Gambar 35). Pada penelitian ini jumlah limfosit pada hari ke-21 dari kelompok
kontrol meningkat dibanding hari ke-10, demikian juga pada kontrol positif.

Kemungkinan karena proses apoptosis terjadi setelah hari ke 21 sehingga jumlah
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Gambar 35, Efek 1 dan 2 terhadap proliferasi limfosit setelah infeksi dengan L
monocytogenes. Nilai adalah meantSD dari 3 replikasi, perlakuan
dengan 1 dan 2 tidak menunjukkan perbedaan bermakna (P<0,05)
terhadap kelompok kontrol normal maupun kentrol pelarut
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limfosit masih tinggi. Respon imun adaptif terdiri dari 3 fasc yakni pengenalan
antigen, aktivasi limfosit, dan climinasi antigen (fase cfektor). Durasi masing-
masing fasc dapat bervariasi pada respon imun yang berbeda (Gambar 36) (Abbas
et al., 2007). Penurunan jumlah limfosit pada hari ke-21 terjadi pada semua
kelompok yang mendapat perlakuan dengan 1 dan 2. Hal i mengindikasikan

bahwa terjadi penekanan produksi limfosit karena perlakuan 1 dan 2.

0 7
Days after antigen exposure

Gambar 36. Fase-fase respon imun adaptif (Abbas et al., 2007)

Analisis statistik jumlah limfosit pada hari ke-10 maupun hari ke-21 dari
kelompok perlakuan 1 dan 2 tidak berbeda bermakna terhadap kelompok kontrol,
sehingga diduga pemberian scnyawa terscbut tidak berpengaruh pada aktivitas
proliferasi limfosit mencit. Perlakuan dengan kontrol positif tidak menunjukkan
perbedaan bermakna terhadap kontrol normal maupun kontrol pelarut. Hal terscbut
mengindikasikan bahwa dalam penelitian ini, aktivitas proliferasi limfosit dari 1
maupun 2 setara dengan Imboost®. Apriyanto (2011) dan Indriyani (2011) juga

melaporkan bahwa ckstrak DPc tidak menunjukkan efek pada proliferasi limfosit.
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Kanjwani ef al. (2008) memperlihatkan aktivitas imunosupresan pada respon
seluler maupun humoral dari ekstrak metanol Piper betle L. Menurut Yuristiyani
(2012) wji secara in vitro menunjukkan bahwa ekstrak DPc menekan proliferasi
limfosit. Beberapa penelitian tentang aktivitas proliferasi limfosit dari Echinacea
menunjukkan hasil yang bertentangan. Dilaporkan bahwa efek Echinacea terhadap
proliferasi limfosit sangat kecil, akan tetapi penelitian lain menunjukkan efek
peningkatan proliferasi limfosit yang bermakna (Percival, 2000; South and Exon,
2001; Luettig et al, 1989; Morazzoni et al, 2005). Hal tersebut terjadi
kemungkinan karena pengaruh Echinacea terhadap proliferasi sel secara tidak
langsung, misalnya FEchinacea merangsang makrofag, dan kemudian terjadi
rangsangan pada limfosit (Mishima ef al., 2004). Secara in vivo kombinasi dengan
zinc pada pemberian Glycyrrhiza glabra L. juga menyebabkan peningkatan jumlah
leukosit (Mazumder et al., 2012).

Gugus OH aromatik pada licarin A dan acuminatin, neolignan dari
Machilus thunbergii, kemungkinan berperan penting pada aktivitas inhibisi sel
kanker A549 (human [lung carcinoma) dan MCF-7 (human breast
adenocarcinoma) (Lee et al.,2004). Tsai et al. (1998) melaporkan bahwa gugus
profenil pada C-1' dari neolignan yang berasal dari Persea obovatifolia
menunjukkan aktivitas sitotoksik vang lebih baik pada sel kanker P-388, KB16,
A549 dan HT-29, dibandingkan gugus formil pada C-1'. Perlakuan dengan 1
maupun 2 tidak menunjukkan perbedaan bermakna aktivitas proliferasi limfosit,

hal ini mengindikasikan bahwa perbedaan gugus OC:;H3 dari gugus OH pada
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struktur senyawa 1 dan 2 tidak berpengaruh pada perbedaan aktivitas proliferasi
limfosit mencit.
4. Aktivitas produksi imunoglobulin G

Sel B dan antibodi memegang peranan minor, tetapi bermakna selama
infeksi L. monocytogenes (Zenewicz and Shen, 2007). Terjadinya kenaikan level
antibodi IgG dalam serum kambing yang diinfeksi L. monocytogenes secara oral
mulai hari ke-6 setelah infeksi dan puncaknya dicapai pada hari ke-14 sampai 15
setelah infeksi (Miettinen ef al., 1990). Ttiter IgG susu sapi yang diinfeksi bakteri
L. monocytogenes naik secara signifikan pada minggu ke-3 (Bourry and Poutrel,
1996). Pada penelitian ini pengukuran titer IgG mencit dilakukan pada hari ke-0,
hari ke-10, dan hari ke-21 setelah infeksi L. monocytogenes. Pada kelompok
kontrol normal dan kontrol pelarut titer IgG pada ketiga hari pengukuran tersebut
tidak menunjukkan perbedaan bermakna, hal ini menunjukkan bahwa infeksi L.
monocytogenes tidak menyebabkan perubahan titer IgG pada mencit kelompok
kontrol. Listeria monocytogenes merupakan bakteri intraseluler, respon imun
adaptif terhadap bakteri tersebut merupakan imunitas yang diperantai sel (Abbas ef
al., 2007), sehingga imunitas humoral dalam penelitian ini yakni titer IgG pada
kelompok kontrol normal dan kontrol pelarut tidak menunjukkan perbedaan pada
hari ke-0, ke-10 maupun ke-21.

Titer IgG mencit yang diberi perlakuan dengan 1, 2, maupun kontrol positif
(Imboost®) menunjukkan pola yang sama bila dibandingkan dengan kelompok
kontrol pelarut dan kontrol normal (Gambar 37). Pada hari ke-0 dan pada hari ke-

21 setelah infeksi L. monocytogenes, titer IgG tidak menunjukkan perbedan
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bermakna antara mencit yang diberi perlakuan dengan 1, 2 maupun Imboost™

terhadap kontrol normal dan kontrol pelarut.
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Gambar 37. Efek 1 dan 2 terhadap titer IgG pada mencit setelah infeksi dengan L
monocytogenes. Nilai adalah mean£SD dari 3 replikasi, * menandakan
terdapat bermakna (P<0,05) terhadap kelompok kontrol normal dan
kontrol pelarut

Pada hari ke-0 terjadi karena respon imun mencit belum ditantang dengan
infeksi Perbedaan bermakna titer 1gG terjadi pada hari ke-10, akan tetapi nilai
standar deviasi relatif sangat tinggi dibandingkan pada hasil pengukuran hadi ke-0
dan hari ke-21 setelah infeksi dengan L. monocytogenes. Mempertimbangkan nilai
standar deviasi tersebut dan laporan bahwa ekstrak Echinacea tidak menunjukkan
efek terhadap titer IgG (Dennis, 1999), maka dapat dinyatakan bahwa perlakuan
dengan 1, 2 maupun Imboost® tidak menyebabkan kenaikan titer IgG pada hari ke-
10 setelah infeksi L. monocytogenes.

Fase lag dari respon imun primer, yang ditandai dengan munculnya IgM,

biasanya muncul pada 5-10 hari setelah masuknya antigen, sedangkan IgG
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mencapai puncaknya pada hari ke-10 sampai ke-14. Ketika terjadi pengulangan
masuknya antigen, lag fase muncul biasanya pada hari ke-1 sampai ke-3 setelah
infeksi ulangan, kadar IgG meningkat jauh lebih tinggi dan berlangsung lebih lama
(Abbas et al., 2007; Male et al., 2006). Pada penelitian ini diukur titer IgG pada
hari ke-21 (hari ke-11 setelah infeksi ulangan). Kemungkinan titer IgG dapat
mengalami kenaikan pada hari pengukuran lebih dari hari ke-21.
5. Aktivitas produksi interleukin 12

Produksi TL-12 mencit meningkat dengan meningkatnya dosis baik pada
mencit yang diberi perlakuan dengan 1 maupun 2 (Gambar 38). Pada hari ke-0
dimana mencit belum diinfeksi dengan L. monocytogenes, kadar IL-12 tidak ada
perbedaan bermakna pada semua kelompok perlakuan karena respon imun mencit

belum ditantang dengan L. monocytogenes.
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Gambar 38. Efek 1 dan 2 terhadap kadar TL-12 setelah induksi dengan L
monocytogenes pada mencit BALB/c. Nilai adalah mean+SD dari 3

replikasi, * menandakan terdapat perbedaan bermakna (P<0,05)
terhadap kelompok kontrol normal dan kontrol pelarut
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Pada hari ke-10 perlakuan dengan 1 dan 2 dosis 2,5 mg/kgBB maupun kontrol
positif tidak menunjukkan perbedaan bermakna terhadap kelompok kontrol normal
maupun kontrol pelarut, perbedaan bermakna baru terjadi pada hari ke-21 setelah
infeksi L. monocytogenes. Pada hari ke-10 setelah infeksi L. monocytogenes
perlakuan dengan baik 1 maupun 2 dosis 5 dan 10 mg/kgBB menunjukkan produksi
IL-12 berbeda bermakna dibandingkan kelompok kontrol normal dan kontrol
pelarut.

Interleukin 12 dan NO diproduksi oleh makrofag (Abbas et al., 2007, Male
et al., 2006), Golab et al. (2000) menyatakan bahwa IL-12 tidak berpengaruh pada
produksi NO. Hasil penelitian ini menunjukkan tingkat aktivitas produksi IL-12
sebanding dengan tingkat aktivitas produksi NO mencit yang diberi perlakuan
dengan 1 maupun 2 dosis 5 dan 10 mg/kgBB. Menurut Unanue (1997), kurva
jumlah L. monocytogenes yang hidup pada mencit setelah 0-14 hari diinfeksi
dengan L. monocytogenes menunjukkan sedikit penurunan kemudian naik dan pada
hari ketiga sampai hari ke-10 mencapai puncaknya, sehingga jumlah L.
monocytogenes pada penelitian ini sudah optimal mengaktivasi makrofag untuk
menginduksi produksi IL-12. Pada harn ke-21 setelah infeksi L. monocytogenes
perlakuan dengan baik 1 maupun 2 dosis 2,5, 5 dan 10 mg/kgBB serta kontrol
positif menunjukkan produksi IL-12 berbeda bermakna dibandingkan kelompok
kontrol normal dan kontrol pelarut. Hal ini menunjukkan bahwa efek terhadap
produksi IL-12 dari 1 dan 2 pada dosis 2,5 mg/kgBB setara dengan Imboost®.
Penelitian lain juga melaporkan aktivitas ekstrak Echinacea dalam meningkatkan

produksi IL-12 (Senchina et al. , 2005; Hwang et al., 2004).
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Aktivitas produksi [L-12 mencit kelompok perlakuan 1 dan 2 menunjukkan
pola yang sama. Hal ini mengindikasikan bahwa perbedaan gugus asetil dari gugus
hidroksi pada struktur kimia senyawa 1 dan 2 tidak berpengaruh pada perbedaan
aktivitas produksi 1L-12. Interleukin 12 merupakan sitokin pro inflamasi yang
berperan sebagai mediator respon imun bawaan juga mediator penting antara
imunitas bawaan dan imunitas spesifik didapat. Sitokin ini sangat penting pada
awal aktivitas seluler yang menghasilkan respon imun yang diperantarai sel,
merupakan sitokin kunci pada respon imun tipe T helper (Th)1 (Abbas et al., 2007,
Hamza et al., 2010).

Perlakuan dengan 1 dan 2 mampu meningkatkan produksi IL-12, hal ini
menunjukkan bahwa 1 dan 2 dapat dimanfaatkan sebagai senyawa imunomodulator
khususnya meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag,

. Aktivitas produksi interleukin 10

Pada semua mencit dengan perlakuan baik 1 maupun 2 dosis 2,5, 5, dan 10
mg/kgBB serta kontrol positif, aktivitas produksi IL-10 tidak menunjukkan
perbedaaan bermakna terhadap kelompok kontrol normal maupun kontrol pelarut
(Gambar 39). Produksi IL-10 tidak dapat terdeteksi pada respon terhadap infeksi
primer dan sekunder .. monocyfogenes (Daugelat et al., 1994), sehingga dapat
dinyatakan bahwa 1 dan 2 tidak menunjukkan pengaruh terhadap produksi IL-10
yang berbeda bermakna berhadap kelompok kentrol. Studi yang lain melaporkan
bahwa neolignan mampu down-regulate 1L-10 secara in vifro pada infeksi
Leishmania (Neris et al., 2013). Hasil penelitian ini juga mengindikasikan bahwa

aktivitas produksi IL-10 1 dan 2 setara dengan Imboost®.
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Gambar 39. Efek 1 dan 2 terhadap kadar IL-10 setelah infeksi dengan L
monocytogenes pada mencit. Nilai adalah mean+SD dari 3 replikasi,
perlakuan dengan 1 dan 2 tidak menunjukkan perbedaan bermakna
(P<0,05) terhadap kelompok kontrol normal maupun kontrol pelarut

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa ekstrak Echinacea meningkatkan
produksi IL-10 (Burger ef al.,, 1997; Hwang et al.,2004; Senchina et al., 2005),
akan tetapi efeknya terlalu kecil sehingga secara fisiologis tidak relevan. Extract
Echinacea dapat meningkatkan produksi IL-10, znknown konstituen kemungkinan
yang bertanggung jawab terhadap aktivitas tersebut (McCann et al., 2007).
Mekanisme aksi sebagai imunostimulan dari beberapa tanaman obat masih
belum jelas (Gertsch et al., 2011), sebagian tanaman obat dapat merangsang sistem
imun sedangkan sebagian lainnya menekan respon imun, berbagai metabolit
sekunder menunjukkan variasi yang besar dalam aktivitas imunomodulatornya
(Kumar et al., 2012).
Interleukin 10 merupakan sitokin anti-inflamasi produk dari sub populasi
limfosit yakni T helper (Th)2 yang fungsi utamanya menekan produksi beberapa
jenis sitokin termasuk IL-12, serta menghambat aktivasi makrofag (Copuer ef al.,

2008; Male et al., 2006). Studi farmakodinamik mengindikasikan bahwa modulasi
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Th1/Th2 merupakan mekanisme aksi yang mungkin untuk terapi sitokin pada
berbagai kondisi penyakit (Lissoni ef al., 2002; Tabata et al., 1997). Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa ] dan 2 merupakan senyawa yang dapat
meningkatkan aktivitas makrofag, produksi NO, dan IL-12. Namun demikian
senyawa tersebut tidak menunjukkan pengaruh perubahan yang bermakna pada
proliferasi limfosit dan produksi IL-10. Limfosit yang teraktivasi oleh IL-12 akan
berdiferensiasi menjadi sel Th1 dan Th2 (Abbas et al., 2007). Perlakuan dengan 1
dan 2 mampu meningkatkan produksi IL-12, akan tetapi tidak mempengaruhi
proliferasi limfosit. Diduga 1 dan 2 mengganggu ikatan antara reseptor IL-12 pada
limfosit dengan sitokin IL-12, sehingga meskipun kadar IL-12 tinggi, jumlah
limfosit tidak berbeda bermakna dengan kontrol. Hal tersebut diperkuat dengan
data bahwa kadar IL-10 tidak dipengaruhi, kemungkinan karena proliferasi
limfosit menjadi sel Th2 juga tidak dipengaruhi.

deroksikavikol,-senyawa yang diisolasi dari ekstrak air daun P. betle,
dilaporkan memodulasi sistem imun dengan peningkatan sitokin anti-inflamasi
(Th2) dan menghambat sitokin pro-inflamasi (Th1) (Pandey et al., 2010). Serupa
dengan penelitian ini yakni aktivitas derivat proanthocyanidin A-1 dari
Rhododendron spiciferum, yang juga mengaktivasi proliferasi makrofag, mampu
meningkatkan pelepasan IL-12 dan sitokin Thl lainnya, menurunkan pelepasan
IL-10 dan sitokin Th2 lainnya serta mengatur 7h1/Th2 arms dari sistem imun (Liu
et al., 2010).

Perkembangan limfosit dipengaruhi oleh beberapa sitokin, di antaranya

yakni IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, dan IL-12. Interleukin 7 menginduksi awal
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perkembangan sel B dan sel T. Interleukin 2 terutama diproduksi oleh limfosit T
CD4*, berperan memicu proliferasi dan diferensiasi limfosit T, limfosit B, dan sel
NK. Interleukin 4 merupakan pemicu utama untuk produksi antibodi IgE dan
perkembangan sel Th2 dari sel T naive CD4", Interleukin 6 memicu pertumbuhan
limfosit B yang telah terdiferensiasi menjadi produsen antibodi. Interleukin 12
sangat penting untuk inisiasi rangkaian respon yang melibatkan makrofag, sel NK
dan limfosit T. Pelepasan IL-12 memicu sel NK dan sel T untuk memproduksi
IFN-y, yang kemudian mengaktivasi makrofag untuk memfagositasi mikroba.
Bersama dengan IFN-y, IL-12 memicu diferensiasi sel Th CD4" menjadi sel Thl
yang memporudksi IFN-y (Abbas ef al., 2007).
7. Pengaruh i dan 2 terhadap gambaran histopatologis hati dan ginjal
Pengamatan mikroskopik menunjukkan bahwa pemberian 1 dan 2 tidak
berpengaruh pada gambaran histopatologis ginjal. Pemberian 1 tidak menunjukkan
pengaruh pada gambaran histopatologis hati, akan tetapi 2 menyebabkan
kerusakan  (Gambar 40). Pada penelitian ini pemberian 2 dosis 2,5 mg/kgBB
menyebabkan degenerasi hidropis ringan pada hati, dosis 5 mg/kgBB 2
menyebabkan degenarasi hidropis sedang, degenerasi hidropis dengan nekrosis
centrolobulus, inflamasi dan koagulasi. Pemberian 2 dengan dosis 10 mg/kgBB
meyebabkan degenerasi hidropis menyebar (difuse) pada semua mencit. Suatu obat
akan lebih dipilih untuk digunakan pada terapi apabila efek merugikan pada
gambaran histopatologisnya rendah (Ataman et al., 2006).
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kenaikan kadar 1 tidak -menunjukkan

perbedaan efek pada gambaran histopatologis hati dan ginjal. Meskipun tidak
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berpengaruh pada ginjal akan tetapi kenaikan dosis 2 menyebabkan efek kerusakan

yang meningkat pada hati. Menurut Pepato et al. (2010) peningkatan konsentrasi

senyawa aktif dalam ekstrak tanaman tidak selalu bermanfaat, bahkan dapat

memicu terjadinya efek biologis yang merugikan, hasil penelitian ini mendukung

pernyataan tersebut. Kenaikan konsentrasi senyawa 1 meningkatkan efek

imunostimulan tanpa menimbulkan efek merugikan pada hati maupun ginjal, tetapi

kenaikan konsentrasi 2 menyebabkan peningkatan derajat kerusakan hati.

Tabel 3. Efek perlakuan dengan 1 dan 2 terhadap gambaran histopatolegis hati dan ginjal
pada hari ke-21 setelah mencit diinfeksi dengan L. monocytogenes

Perlakuan Jurn]a_h Efek pada liver Efe_k p ada
mencit ginjal
: 100% mencit
L 0,
2.5 mg/kgBB 1 3 100% mencit normal S
5 :
5 mg/kgBB 1 3 100% mencit normal ig(r)n‘f’ almencn
67 % mencil normal, 33% mencit 100% mencit
10mgkgBB 1 3 degenerasi hidropis sedang normal
67 % mencit degenarasi hidropis 100% mencit
G e e 3 sedang,33% mencit normal normal
67 % mencit dagenarasi hidropis
sedang.33% mencit degenarasi 5 :
5 mg/kgBB 2 3 hidropis sedang, degenarasi hidropis L0070 mencit
= 5095 normal
dengan nekrosis centrolobulus,
inflamasi dan koagulasi
67 % mencit degenerasi hidropis 3 :
10 mg/kgBB 2 3 difus, 3% mencit degenerasi hidropis o o1
difuse dengan nekrosis local i
= :
Kontrol normal 3 100% mencit: normal A
normal
7 ;
Kontrol pelarut 3 100% mencit: normal Illgg:;;n i
ol 67 % mencit normal, 33% mencit 100% mencit
Ropdl posst_lf 2 degenerasi hidropis sedang ~__normal

Degenerasi hidropis adalah keadaan dimana terjadi peningkatan jumlah air

di dalam sel yang menyebabkan sitoplasma dan organel sel lemak membengkak

dan bervakuola. Secara mikroskopis, degenerasi hidropis terjadi ketika tampak

adanya vakuola berbatas tidak jelas di dalam sitoplasma.
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Gambar 40. Efck perlakuan dengan 1 dan 2 terhadap gambaran histopatologis hati (A,B,C,D)
dan ginjal (K£) mencit pada hari ke-21 setelah induksi dengan L. monocytogenes,
dengan pewarnaan HE, perbesaran 400X (A), hepatosit pada hati normal (B),
hepatosit yang mengalami degenerasi hidropis sedang (C), hepatosit yang
mengalami degenerasi hidropis difus (D), hepatosit yang mengalami nekrosis (E),
glomerulus pada ginjal normal

Degenerasi hidropis merupakan perubahan yang bersifat reversible, schingga
apabila paparan bahan toksik dihentikan, sel yang mengalami kerusakan akan
kembali normal. Nekrosis terjadi karena proses degenerasi yang melanjut sebagai
perubahan pada sel yang bersifat irreversible yang menyebabkan kematian sel.
Kerusakan berupa nekrosis bersifat irreversible sehingga hepatosit tidak dapat
kembali ke bentuk normal. Degencrasi hidropis dapat terjadi karcna hipoksia, virus,
bakteri, senyawa toksik, radikal bebas, kerusakan akibat iskemik hati, terutama

pada lokas sentrolobulus hepatosit.
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Kerusakan mitokondria sel hepatosit menyebabkan penghentian produks:
ATP, sehingga pasokan energi pada sel tersebut berkurang. Hal ini mengakibatkan
fungsi pompa natrium untuk meningkatkan tekanan osmosis dalam sel mengalami
kegagalan, kemudian terjadi perubahan permeabilitas selektif pada membran
seluler yang menyebabkan masuknya molekul air dari luar ke dalam sitoplasma.
Masuknya air ke dalam sitoplasma menyebabkan sel membengkak, tampak pucat,
dan lebih berat. Secara mikroskopis, pada sel tersebut tampak vakuola dalam
sitoplasma dan dinding selnya tidak berbatas dengan jelas (Thomson ef al., 1995;
Dancygier and Schirmacer, 2010).

Isolat 2 menyebabkan kelainan pada hati tetapi tidak pada ginjal, hal ini
mungkin disebabkan karena hati merupakan organ yang memproses metabolisme
obat (1 maupun 2) setelah obat tersebut diabsorbsi oleh usus. Proses selanjutnya
yakni detoksifikasi dan konjugasi menjadi bentuk terlarut atau bentuk teriqnjsasi
sehingga dapat dieksresikan oleh ginjal. Pemberian 2 kemungkinan mempengaruhi
hati dan menimbulkan perubahan patologis. Nugraha (2010) melaporkan bahwa
ekstrak etanol daun P. crocatum menyebabkan perubahan patologis pada organ hati
dan ginjal ayam, kemungkinan penyebab perubahan patologis pada hati tersebut
adalah 2. Penyebab perubahan patologis pada organ ginjal kemungkinan
merupakan senyawa selain 1 dan 2 yang terdapat dalam ekstrak daun P. crocatum.

Dosis 10 mg/kgBB 2 menyebabkan degenerasi hidropis menyebar (difise)
dengan nekrosis lokal. Dosis 2 sebesar 2,5 mg/kgBB setara dengan dosis ekstrak
sebesar 438 mg/kgBB, karena menyebabkan kerusakan hati maka pemakaian

ekstrak dengan dosis dalam jangka waktu lama tidak dianjurkan. Pemakaian dosis
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tersebut sebaiknya berkala yakni hanya pada saat pasien membutuhkan
imunostimulan, dengan monitoring kondisi klinis hati pasien. Wiweko (2010) dan
Wahyudi (2010) melaporkan bahwa ekstrak etanol maupun ekstrak heksana dari
DPc¢ pada dosis 300 mg/kgBB tidak menyebabkan kerusakan pada ginjal dan hati,
sehingga dosis ekstrak sebesar 300 mg/kgBB merupakan dosis yang dianjurkan
untuk pengobatan menggunakan DPc.

Studi histopatologis terhadap spesies Piper yang lain juga melaporkan
tentang adanya efek hepatotoksik. Perlakuan dengan ekstrak etanol P. guineense
pada dosis 20 mg/kgBB menyebabkan induksi hepatotoksik pada tikus (Obeye et
al., 2007; Umoh et al., 2013). Pengamatan mikroskopis menunjukkan bahwa efek
pada gambaran histopatologis pemberian 1 setara dengan Imboost®. Isolat 1
maupun kontrol positif tidak menunjukkan efek pada gambaran histopatologis
ginjal maupun hati. Seperti pada penelitian ini, ketidaktoksikan ekstrak Echinacea
purpurea pada ginjal dan hati juga dilaporl;an oleh Gerami et al. (2008). -

Hasil isolasi 1 dan 2 dalam penelitian ini secara vji kemurnian KLT
menunjukkan bercak tunggal dalam berbagai fase gerak (deteksi dengan UV2ss)
tetapi deteksi dengan menggunakan pereaksi serium \]sulfat terlihat adanya bercak
diatas bercak isolat 2. Hal ini menunjukkan bahwa isolat 2 belum murni. Jika isolat
1 dan 2 murni maka pengaruh gambaran histopatologi dapat digambarkan sebagai
berikut. Isolat 1 dan 2 merupakan neolignan yang strukturnya mirip dengan
perbedaan gugus OC:;H3 pada 1 dan gugus OH pada 2 (Kustiawan, 2012).
Penelitian ini menunjukkan bahwa perbedaan gugus OC>Hz dengan gugus OH pada

atom Cy pada 1 dan 2 menyebabkan efek yang berbeda pada hati mencit. Meskipun
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tidak menyebabkan efek kerusakan pada ginjal akan tetapi gugus OH pada atom
karbon Cy 2 tampaknya merupakan penyebab kerusakan pada hati. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Kong et al. (2005) bahwa keberadaan paling tidak satu gugus
OH bebas sangat penting untuk menginduksi terjadinya sitotoksisitas. Perbedaan
gugus OC2Hs dan OH pada neolignan dari Piper regnelii juga merupakan penentu
perbedaan akiivitas inhibisi terhadap pertumbuhan Trypanosoma cruzi. Setelah
metilasi, eupomatenoid-5, eupomatenoid-6, dan conocarpan menunjukkan aktivitas
yang lebih rendah, sehingga tampaknya kehilangan gugus OH pada neolignan
tersebut menurunkan aktivitasnya (Luize ef al., 2006).

Proantosianidin A-1 menunjukkan efek yang mirip dengan 1 yakni
peningkatan aktivitas fagositosis makrofag maupun produksi IL-12, dan menekan
produksi 1L-10 akan tetapi belum ada laporan tentang efek hitopatologisnya pada
ginjal dan hati. Licarin A, merupakan neolignan yang menunjukkan efek supresan
pada produksi TIL-10, dan pemeriksaan toksisitasnya, menunjukkan arsitekstur
histologis hati dan ginjal maupun fungsi biokimiawi yang normal. Licarin A juga
memiliki gugus OH akan tetapi pada atom karbon C4' (Leon-Diaz ef al., 2013).

Asetilasi pada polisakarida dari Ganoderma atrum mampu meningkatkan
kapasitas fagositosis makrofag dan sekresi TNF (Chen et al., 2014). Perbedaan
aktivitas senyawa karena keberadaan OH pada neolignan yang digantikan oleh CH3
terjadi pada obovaten dan perseal D. Perseal D memiliki 3 OH yakni pada Cs, Cy,
dan Cy4. Struktur obovaten sama dengan perseal D, akan tetapi hanya memiliki 2
OH, karena OH pada Cs digantikan CHs. Obovaten menunjukkan aktivitas

sitotoksik yang lebih tinggi dibanding perseal D, terhadap sel kanker P-388, KB16,
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A549 dan HT (Tsai et al., 1998). Gambar struktur perseal D, obovaten, proantosian
A-1, dan licarin A terdapat pada Lampiran 3.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa 1 yang tidak memiliki gugus OH
pada Cy tidak menyebabkan efek perubahan gambaran histopatologis pada ginjal
dan hati. Isolat 2 yang memiliki gugus OH pada C; aman bagi ginjal akan tetapi

menyebabkan perubahan gambaran histopatelogis pada hati.
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BAB YV
PEMBAHASAN UMUM

Maserasi terhadap 1,9 kg serbuk daun Piper crocatum (DPc) yang berasal dari
pengeringan 8,26 kg DPc segar menghasilkan ekstrak berupa massa kental berwarna
hitam sebanyak 224,03 g. Rendemen serbuk terhadap DPc segar sebesar 23 %,
rendemen ekstrak terhadap DPc segar sebesar 2,7 %, dan rendemen ekstrak terhadap
serbuk DPc sebesar 11,8 %. Rendemen tersebut relatif lebih tinggi dibandingkan
ekstraksi dengan maserasi menggunakan pelarut n-heksana maupun etanol (Wahyudi,
2010; Indriyani, 2011; Ardianto, 2013; Aprianto, 2010) Hasil ekstraksi terhadap DPc
menunjukkan bahwa maserasi menggunakan pelarut yang sama dapat menghasilkan
rendemen yang berbeda, hal ini mungkin disebabkan tempat tumbuh tanaman dan
teknis pelaksanaan maserasi yang berbeda, sehingga hasil ekstraksi berbeda
(Wahyudi, 2010; Indriyani, 2011; Ardianto, 2013; Aprianto, 2010; Wiweko, 2010;
Tirta, 2010; Yuristiyani, 2012; Werdani, 2012; Kurniawan, 2011).

Digunakan 2 macam komposisi pelarut pada kromatografi cair vakum (KCV)
untuk mendapatkan fraksi yang berisi senyawa 1 dan 2. Fraksinasi terhadap 2 gram
ekstrak metanol DPc menggunakan gradisen pelarut, berturut-turut n-heksana, n-
heksana:etil asetat (9:1), n- heksana:etil asetat (8:2), n-heksana:etil asetat (7:3), n
heksana:etil asetat (6:4), n heksana:etil asetat (5:5), n heksana:etil asetat (4:6), n
heksana:etil asetat (3:7), n heksana:etil asetat (2:8), n heksana:etil asetat (1:9), dan etil
asetat menghasilkan 11 fraksi. Berdasarkan kemiripan profil KLT, fraksi-fraksi
tersebut digabung menjadi 5 fraksi, dan berat total fraksi 1,71 g. Fraksinasi yang kedua

dengan menggunakan pelarut berturut-turut 50 ml n-heksana, 50 ml kloroform, 50 ml
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kloroform, 50 ml etil asetat, dan 100 ml metanol untuk mendapatkan fraksi I, 11, 111,
1V, dan V. Pemisahan dengan KCV terhadap 2,12 gram ekstrak metanol DPc
menghasilkan berat total fraksi 1,78 gram. Kedua macam komposisi pelarut
menghasilkan rendemen fraksi yang hampir sama. Untuk mendapatkan senyawa 1 dan
2 komposisi pelarut pada fraksinasi kedua lebih baik karena senyawa 1 dan 2 yang
tampak pada profil KLT langsung dapat dideteksi pada 2 fraksi dari 5 fraksi yang
dihasilkan. Proses isolasi dengan KLT preparatif bisa dilakukan langsung terhadap
kedua fraksi tersebut, sehingga lebih efisien waktu dan biaya.

Isolasi senyawa imunomodulator dengan metode KLT preparatif dari 2,12
gram ekstrak metanol DPc menghasilkan 12,0 mg isolat 1 dan 12,1 mg isolat 2 yang
murni secara KLT, atau rendemen isolat 1 terhadap ekstrak metanol DPc sebesar 0,57
%, demikian juga isolat 2 terhadap ekstrak metanol DPc sebesar 0,57 %. Banyaknya
kadar isolat 1 dan 2 juga tampak dari kromatogram KLT, bercak isolat 1 dan 2 tampak
besar dan warna biru pada deteksi dengan spektrosfotometer UV menunjukkan warna
dengan intensitas yang relatif kuat.

Isolat 1 dan 2 yang diisolasi tersebut berpendar warna biru ungu dibawah sinar
UV 254 nm, tidak tampak dibawah sinar UV 366 nm, berwarna coklat pada deteksi
dengan serium (IV) sulfat dan pemanasan. Isolat 1 dan 2 berturut-turut mempunyai
harga Rf 0,7 dan 0,3 pada fase gerak kloroform:etil asetat (9:1), mempunyai Rf 0,9
dan 0,8 pada fase gerak heksan:etil asetat (3:1), dan Rf 0,6 dan 0.3 pada fase gerak
heksan:aseton (3:1), dan Rf 0,7 dan 0,4 pada fase gerak gerak kloroform:etil asetat
(9:2). Kedua neolignan yang telah diisolasi dari DPc mempunyai struktur kimia yang

mirip. Senyawa 1 memiliki gugus asetil (OC2Ha), berbeda dari senyawa 2 yang
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memiliki gugus hidroksil (OH) (Kustiawan, 2012). Keberadaan gugus OC;H3 pada
Cy membedakan 1 dari 2 yang mempunyai gugus OH. Letak bercak isolat 1 pada
kromatogram lapis tipis (KLT) lebih tinggi dibanding 2 karena dengan fase gerak non
polar, 1 yang lebih non polar dibanding 2 akan terbawa dan berhenti pada posisi yang
lebih tinggi dibanding 2. Hasil uji aktivitas imunomodulator 1 dan 2 menunjukkan
bahwa kedua senyawa memiliki efek imunomodulator yang mirip. Pada penelitian ini
perbedaan kepolaran kedua senyawa tersebut tidak berpengaruh pada efek
imunomodulator. Hal ini berbeda dengan aktivitas antimikobakterial neolignan pada
P. regnellii, polaritas yang lebih rendah menunjukkan efek inhibisi mikobakterial
yang lebih besar (Scodro et al., 2013).

Rendemen isolat 1 maupun 2 dari eksirak metanol DPc relatif tinggi. Selain
dari rendemen, tingginya kadar 1 maupun 2 juga tampak pada kromatogram KLT.
Ukuran bercak isolat 1 dan 2 relatif besar dan intensitas_ warna redaman bercak pada
deteksi dengan spcktros;‘"olometer UV 254 nm sangat kuat. Proses, peralatan, dan cara
deteksi isolat 1 dan 2 yang cukup sederhana, memungkinkan kedua senyawa tersebut
dimanfaatkan sebagai senyawa identitas/penanda (chemical marker) bagi daun P.
crocatum. Menurut The European Medicines Agency (EMEA), senyawa penanda
adalah konstituen kimia atau sekelompok konstituen dari produk obat herbal yang
ditetapkan untuk kepentingan kontrol kualitas, bisa tanpa memperhatikan aktivitas
terapetiknya. ldealnya senyawa penanda merupakan komponen unik yang
berkontribusi terhadap efek terapetik dari obat herbal. Kuantitas senyawa penanda
dapat menjadi indikator kualitas obat herbal. Terdapat 8 klasifikasi senyawa penanda

yakni (1) therapeutic components, (2) bioactive component, (3) synergistic
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components, (4) characteristic components, (5) main components, (6) correlative
components, (7) toxic components, dan (8) general components used with fingerprint
spectrum (Li et al.,, 2008). Satu atau sekelompok senyawa dalam tumbuhan dapat
menjadi biomarker. Keberadaan dan kadar senyawa aktif tersebut dapat diacu untuk
menetapkan kebenaran bahan suatu formula obat. Pemahaman tentang senyawa
penanda dan metode analisis khusus untuk senyawa tersebut akan menfasilitasi
industri obat herbal untuk memeriksa adanya pemalsuan, sehingga dapat
meningkatkan standar produk obatnya (Daniel, 2006). Senyawa 1 dan 2 dapat
dijadikan senyawa penanda yakni therapeutic components bagi P. crocatum. Senyawa
penanda dapat dimanfaatkan untuk identifikasi adanya pemalsuan, diferensiasi obat
herbal yang dapat berasal dari beberapa sumber, penetapan waktu panen terbaik,
konfirmasi tempat tumbuh terbaik, evaluasi kualitas obat herbal, penetapan metode
pengolahan bahan obat, uji stabilitas produk obat, diagnosis intoksikasi obat herbal,
dan senyawa penuntun bagi penemuan obat baru (Li ef al., 2008).

Kontrol positif yakni Imboost® merupakan produk komersial yang
mengandung ekstrak Echinace purpurea dan zinc picolinate, beberapa penelitian telah
melaporkan efek imunomodulator ekstrak Echinacea purpurea (Burger et al, 1997,
Bauer, 1999; Goel et al., 2002; Benson et al., 2010), dan zinc (Singh ef al., 1994,
Matzumder et al., 2012)). Aktivitas fagositosis makrofag dari . purpurea secara in
vitro juga telah dilaporkan (Wildfeuer dan Mayerhofer, 1994). Hasil uji secara in vitro
aktivitas fagositosis makrofag peritoneum mencit dari ekstrak dan fraksi hasil

pemisahan ekstrak secara partisi menunjukkan bahwa perlakuan dengan 75 pg/ml
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ekstrak maupun 75 pg/ml fraksi hasil pemisahan ekstrak metanol DPc menunjukkan
aktivitas fagositosis makrofag yang lebih tinggi dibanding 100 pg/ml Imboost®.

Hasil uji efek imunomodulator mencit yang diberi perlakuan dengan 2 dosis
10 mg/kgBB secara in vivo berbeda bermakna terhadap kontrol pada hari ke-3, ke-10,
dan ke-21 setelah infeksi dengan L. monocytogenes. Hal ini menunjukkan bahwa pada
hari ke-3 setelah infeksi dengan L. monocytogenes aktivitas fagositosis makrofag
meningkat. Kelompok yang diberi perlakuan dengan 1 dan 2 menunjukkan aktivitas
fagositosis makrofag yang lebih tinggi dibanding kontrol, sehingga dapat dinyatakan
bahwa kedua senyawa tersebut meningkatkan respon imun non spesifik mencit yakni
aktivitas fagositosis makrofag.

Uji aktivitas produksi nitrit oksid (NO) menunjukkan terjadi peningkatan yang
berbeda bermakna antara produksi NO mencit kelompok perlakuan 2 terhadap
kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan dengan 2 mempengaruhi aktivitas
produksi NO pada mencit yang diinfeksi dengan L. monocytogenes. Makrofag yang
teraktivasi akan memproduksi NO (Abbas et al., 2007), dalam penelitian in1 mencit
yang diberi perlakuan dengan 2 mengalami kenaikan aktivitas makrofag, sehingga
produksi NO juga meningkat.

Secara in vitro eckstrak etanol DPc menurunkan proliferasi limfosit
(Yuristiyani (2012). Sebaliknya, secara i vivo ekstrak DPc¢ tidak menunjukkan efek
pada proliferasi limfosit (Apriyanto, 2011; Indriyani, 2011). Uji in vivo 2 juga
menunjukkan bahwa senyawa yang diisolasi dani DPc tersebut tidak menunjukkan
efek pada proliferasi limfosit. Kemungkinan sel-sel yang bekerjasama atau mejadi

mediator sistem yang diukur pada uji in vitro berbeda dengan pada uji in vivo.
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Kadar titer IgG mencit menunjukkan kenaikan sampai puncaknya pada hari
ketiga kemudian terjadi penurunan, dan kadar yang sama antara kontrol dan perlakuan
dengan 2 terjadi pada hari ke-21. Tidak ada perbedaan bermakna antara kadar titer
IgG mencit kelompok perlakuan dengan 2 dengan kontrol, sehingga perlakuan dengan
2 tidak berpengaruh pada titer 1gG.

Kadar IL-12 meningkat mulai hari ketiga, peningkatan terjadi sampai hari ke-
21, dengan perbedaan bermakna antara mencit kelompok perlakuan dengan 2 dengan
kontrol terjadi pada hari ke-10 dan ke-21. Hal ini mungkin disebabkan pada hari ke-
10 jumlah patogen sudah optimal mengaktivasi makrofag untuk menginduksi
produksi IL-12 karena menurut Unanue (1997), kurva jumlah L. monocytogenes yang
hidup pada mencit setelah 0-14 hari diinfeksi dengan L. monocytogernes menunjukkan
sedikit penurunan kemudian naik dan pada hari ketiga sampai hari ke-10 mencapai
puncaknya.

Pada kelompok perlakuan dengan 2, kadar IL-10 menurun mulai hari ke-0
sampai hari ke-3 dan kemudian mulai meningkat pada hari ke-10, sedangkan pada
kelompok kontrol terjadi penurunan kadar IL-10 pada hari ke-10. Tidak terdapat
perbedaan bermakna antara mencit kelompok perlakuan dengan 2 dengan kontrol.
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada hari ke-10 2 mampu meningkatkan
aktivitas makrofag, aktivitas produksi NO, dan produksi IL-12. Pada hari ke-21 juga
terjadi peningkatan aktivitas makrofag, produksi NO, dan produksi IL-12 semakin
tinggi, akan tetapi produksi IL-10 tidak berbeda bermakna terhadap kontrol, hal ini
mengindikasikan bahwa 2 mempengaruhi sistem imun melalui modulasi sel Th1, dan

sitokin yang terbentuk bukan IL-10. Interleukin 10 merupakan sitokin anti-inflamasi
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produk dari sub populasi limfosit yakni T helper (Th)2 yang fungsi utamanya
menekan produksi beberapa jenis sitokin termasuk I11.-12, serta menghambat aktivasi
makrofag (Copuer ef al., 2008, Male e al., 2006). Liu et al. (2010) juga melaporkan
senyawa yang juga mengaktivasi proliferasi makrofag, mampu meningkatkan
pelepasan IL-12 tetapi menurunkan pelepasan IL-10.

Berdasar hasil penelitian pendahuluan tersebut, untuk penelitian utama efek
imunomodulator digunakan volume pelarut (CMCNa 1 %) 0,75 ml perkali asupan.
Pemberian 1| ml mungkin penyebab terjadinya fluktuasi berat badan mencit, akan
tetapi juga dipertimbangkan kelarutan senyawa uji dalam pelarut yang digunakan.
Pada hari ke-10 hasil uji NO dan proliferasi limfosit, terjadi frend penurunan yang
kemungkinan disebabkan berkurangnya sel bakteri L. monocytogenes, maka hari ke-
10 kembali dilakukan induksi ulang dengan 0.2 ml 5 x 107 cfu/ml L. monocytogenes
secara intra peritoneal. Pengambilan _dara]] dari plexus infra orbitalis maksimal 0,5
ml, karena ketika diambil lebih dari 0,5 ml, mencit kemudian ada yang mati.
Pengukuran aktivitas fagositosis makrofag, produksi NO, proliferasi limfosit pada
hari ke-10 dan hari ke-21 setelah infeksi L. monoctoygenes yang pertama.

Uji aktivitas fagositosis makrofag menunjukkan bahwa 1 dan 2 mempunyai
aktivitas imunostimulan. Reinfeksi dengan L. monocytogenes tidak menunjukkan
perbedaan PF maupun IF, pada penelitian pendahuluan dengan sekali infeksi L.
monocytogenes, pada hari ke-10 setelah infeksi dengan L. monocytogenes perlakuan
dengan dosis 10 mg/kgBB 2 juga menunjukkan perbedaan bermakna terhadap kontrol.
Hal ini terjadi karena makrofag merupakan komponen respon imun non spesifik,

teraktivasi oleh adanya antigen, dalam hal ini L. monocytogenes, dan akan
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menghancurkan bakteri tersebut secara non spesifik dengan proses fagositosis,
pengulangan infeksi tidak akan berpengaruh pada respon imun non spesifik.

Kontrol positif berbeda bermakna dengan kontrol normal dan kontrol pelarut,
baik pada hari ke-10 maupun hari ke-21, hal ini menunjukkan bahwa potensi PF 1
maupun 2 pada dosis 10 mg/kgBB sebanding dengan potensi PF dosis 100mg/kgBB
Imboost®. Perlakuan dengan kontrol positif menunjukkan perbedaan bermakna
terhadap kontrol untuk parameter PF, akan tetapi tidak bermakna perbedaaannya pada
parameter IF.

Penelitian ini menunjukan bahwa 2 memiliki tingkat EF lebih besar
dibandingkan 1. Hasil uji statistik untuk parameter EF menunjukkan tidak ada
perbedaan bermakna antara perlakuan dengan 1 maupun 2 dengan Imboost®.
Imboost® berisi ekstrak Echinacea dan zinc picolinate. Secara in vivo telah dilaporkan
bahwa ekstrak Echinacea mampu meningkatkan PF dan IF makrofag (Goel et al.,
2-002), Kombinasi zinc pada pemberian Glicyrrhiza glabra L. juga menyebabkan
potensiasi aktivitas fagositosis makrofag (Mazumder et af., 2012). Secara in vivo,
potensi imunostimulan 1 maupun 2 pada dosis 10 mg/kgBB sctara dengan 100
mg/kgBB Imboost®. Aktivitas fagositosis dapat terjadi pada jumlah makrofag yang
teraktifkan maupun pada tingkat aktivitas pada setiap unit makrofag. Analisis statistik
dengan uji korelasi Pearson menunjukkan adanya perbedaan signifikan berkorelasi
positif antara persen PF dan IF. Ini berarti pemberian senyawa uji tidak saja
meningkatkan jumlah makrofag teraktivasi dalam tubuh mencit coba tetapi juga

meningkatkan individual makrofag untuk fagositosis agen (lateks).
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Isolasi senyawa dari 2,12 gram ekstrak metanol DPc diperoleh 12,0 mg isolat
1 dan 12,1 mg isolat 2, sehingga untuk 1 dosis 5 mg/kgBB setara dengan 876
mg/kgBB ekstrak, dan untuk 2 dosis 5 mg/kgBB setara dengan 883 mg/kgBB ekstrak.
Perlakuan 1 maupun 2 pada dosis 2,5 mg/kgBB tidak menunjukkan perbedaan
bermakna dibanding kontrol, untuk 1 dosis tersebut setara dengan 442 mg/kgBB
ekstrak dan untuk 2 setara dengan 438 mg/kgBB ekstrak. Ekstrak etanol maupun
ekstrak n-heksana P. crocatum pada dosis 100 mg/kgBB dan 300 mg/kgBB mampu
meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag (Apriyanto, 2011; Indriyani, 2011), hal
ini mengindikasikan bahwa isolat (1 dan 2) kurang aktif dibanding ekstrak DPc.
Ekstrak yang aktivitasnya lebih tinggi dibanding senyawa tunggal dapat terjadi karena
adanya efek aditif atau sinergi antara dua atau lebih senyawa dalam ekstrak. Bercak
isolat 1 maupun 2 pada profil KLT tampak realtif besar dan kuat, dan tidak terdeteksi
adanya perubahan warna bercak dari ekstrak ke isolat. Lebih lanjut uji aktivitas
fagositosis makrofag secara in vitro dari fraksi hasil pemisahan ekstrak DPc
menunjukkan bahwa pada dosis yang sama, aktivitas fraksi lebih tinggi dari ekstrak,
sehingga sangat kecil kemungkinan terjadinya kegagalan mengisolasi senyawa aktif
dari ekstrak aktif karena labilnya atau ketidakstabilan senyawa aktif tersebut.

Pada penelitian ini, aktivitas fagositosis makrofag mencit yang diber
perlakuan dengan 1 dan 2 menunjukkan pengaruh aktivitas fagositosis makrofag
dengan pola yang sama. Hal ini mengindikasikan bahwa perbedaan gugus asetil
(OCyH3)dari gugus hidroksil (OH) pada struktur kimia 1 dan 2 tidak berpengaruh pada
perbedaan aktivitas fagositosis makrofag. Makrofag adalah sel yang bertanggung

jawab terhadap respon imun bawaan yang juga berfungsi menginduksi respon imun
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adaptif. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa 1 dan 2 dapat dimanfaatkan sebagai
imunostimulan untuk meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag.

Pada hari ke-10, mencit yang diberi perlakuan dengan 2,5 mg/kgBB 1 maupun
2,5 mg/kgBB 2 menunjukkan aktivitas produksi NO yang berbeda tidak bermakna
dengan kelompok kontrol. Pada hari ke-21, mulai dosis 2,5 mg/kgBB berbeda secara
bermakna dengan kelompok kontrol normal dan kontrol pelarut. Hal ini kemungkinan
karena pada hari ke-21 setelah infeksi dengan L. monocytogenes aktivasi makrofag
karena perlakuan dengan 1 maupun 2 sudah optimal sehingga produksi NO oleh
makrofag meningkat secara bermakna dibanding mencit kelompok kontrol. Aktivitas
produksi NO mencit yang diberi perlakuan dengan kontrol positif (Imboost™) berbeda
bermakna dengan mencit kelompok kontrol baik pada hari ke-10 maupun hari ke-21,
hal ini menunjukkan bahwa potensi produksi NO 1 maupun 2 pada dosis 5 mg/kgBB
sebanding dengan Imboost®. Goel et al. (2002) telah melaporkan kemampuan ekstrak
Echinacea untuk meningkatkan produksi NO secara in vivo.

Hasil penelitian ini menunjukkan peningkatan aktivitas produksi NO dari
mencit yang diberi perlakuan dengan 1 dan 2 pada dosis 5 mg/kgBB, sedangkan pada
dosis 2,5 mg/kgBB tidak menunjukkan efek inhibisi. Penelitian lain melaporkan
bahwa neolignan dapat merupakan inhibitor, tidak menginhibisi maupun dapat
meningkatkan produksi NO. Aktivitas produksi NO mencit kelompok perlakuan 1 dan
2 menunjukkan pola yang sama. Hal ini mengindikasikan bahwa perbedaan gugus
OC,H; dari gugus OH pada struktur kimia 1 dan 2 tidak menyebabkan perbedaan

aktivitas produksi NO.
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Aktivitas fagositosis makrofag karena perlakuan dengan 1 dan 2 relatif tinggi,
akan tetapi tidak menyebabkan produksi NO yang berlebihan. Hal ini mungkin
disebabkan kedua senyawa tersebut dapat menjaga fungsi sel-sel imun dengan
melindunginya dari dampak aktivitas fagositosis makrofag yang berlebihan. Menurut
Victor ef al. (2003), proses stress oksidatif diinduksi endotoksin, makrofag peritoneal
menunjukkan peningkatan perlekatan dan fungsi fagositosis serta penurunan
kemotaksis. Perubahan tersebut diiringi dengan produksi anion superoksid dan
pelepasan TNFa yang tinggi. Dengan demikian, kesetimbangan oksidan-antioksidan
merupakan hal kritis pada fungsi sel imun karena hal tersebut menjaga integritas
seluler dan mengontrol transduksi sinyal serta ekspresi gen-gen. Ekstrak DPc
memiliki aktivitas antioksidan (Suratmo, 2008), kemungkinan 1 dan 2 merupakan
senyawa yang bertanggung jawab terbadap aktivitas tersebut. Kemampuan
antioksidatif tersebut dapat terjadi melalui penangkapan kelebihan radikal bebas yang
dilepaskan makrofag, sehingga tidak berdampak merugikan bagi fungsi sistem imun .

Semakin besai dosis 1 dan 2, jumlah limfosit makin sedikit. Meskipun secara
statistik jumlah limfosit kelompok yang diberi perlakuan dengan 1 dan 2 tidak berbeda
bermakna (P>0,05) dengan kontrol normal dan kontrol pelarut, akan tetapi kedua
kelompok menunjukkan pola perubahan jumlah limfosit. Kelompok perlakuan
dengan 1 dan 2 menunjukkan pola penurunan jumlah limfosit dari hari ke-10 ke hari
ke-21 setelah infeksi dengan L. monocytogenes, sedangkan kelompok kontrol
menunjukkan pola peningkatan. Analisis statistik jumlah limfosit pada hari ke-10
maupun hari ke-21 dari kelompok perlakuan 1 dan 2 tidak berbeda bermakna terhadap

kelompok kontrol, sehingga diduga pemberian senyawa tersebut tidak berpengaruh
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pada aktivitas proliferasi limfosit mencit. Perlakuan dengan kontrol positif (Imboost®)
tidak menunjukkan perbedaan bermakna terhadap kontrol normal maupun kontrol
pelarut. Hal tersebut mengindikasikan bahwa dalam penelitian ini, aktivitas proliferasi
limfosit dari 1 maupun 2 setara dengan Imboost®. Apriyanto (2011) dan Indriyani
(2011) juga melaporkan bahwa ekstrak DPc tidak menunjukkan efek pada proliferasi
limfosit. Menurut Yuristiyani (2012) uji secara in vitro menunjukkan bahwa ekstrak
DPc menurunkan proliferasi limfosit. Beberapa penelitian tentang aktivitas proliferasi
limfosit dari Echinacea menunjukkan hasil yang bertentangan. Dilaporkan bahwa
efek Echinacea terhadap proliferasi limfosit sangat kecil, akan tetapi penelitian lain
menunjukkan efek peningkatan proliferasi limfosit yang bermakna (Percival, 2000;
South and Exon, 2001; Luettig ef al., 1989; Morazzoni ef al., 2005). Hal tersebut
terjadi kemungkinan karena pengaruh Echinacea terhadap proliferasi sel secara tidak
langsung, misalnya ZFEchinacea merangsang makrofag, dan kemudian terjadi
rangsangan pad-a limfosit (Mishima e al., 2004). Secara in vivo kombinasi dengan
zinc pada pemberian Glycyrrhiza glabra L. juga menyebabkan peningkatan jumlah
leukosit (Mazumder et al., 2012). Perlakuan dengan 1 maupun 2 tidak menunjukkan
perbedaan bermakna aktivitas proliferasi limfosit, hal ini mengindikasikan bahwa
perbedaan gugus OC;H; dari gugus OH pada struktur senyawa 1 dan 2 tidak
berpengaruh pada perbedaan aktivitas proliferasi limfosit mencit.

Titer 1gG mencit yang diberi perlakuan dengan 1, 2, maupun kontrol positif
menunjukkan pola yang sama bila dibandingkan dengan kelompok kontrol pelarut dan
kontrol normal. Pada penelitian ini titer [gG hari ke-10 menunjukkan perbedaan

bermakna pada semua kelompok, akan tetapi nilai standar deviasi relatif tinggi
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dibandingkan pada hasil pengukuran hadi ke-0 dan hari ke-21 setelah infeksi dengan
L. monocytogenes. Mempertimbangkan nilai standar deviasi tersebut dan laporan
bahwa ekstrak Echinacea tidak menunjukkan efek terhadap titer IgG (Dennis, 1999),
maka dapat dinyatakan bahwa perlakuan dengan 1, 2 maupun Imboost® tidak
menyebabkan kenaikan titer IgG pada hari ke-10 setelah infeksi L. monocytogenes.
Listeria monocytogenes merupakan bakteri intraseluler, respon imun adaptif terhadap
bakteri tersebut merupakan imunitas yang diperantai sel (Abbas et al., 2007). Hal ini
mungkin merupakan penyebab tidak terdeteksinya respon imun humoral yakni titer
IgG dalam penelitian ini.

Produksi IL-12 mencit meningkat dengan meningkatnya dosis baik pada
mencit yang diberi perlakuan dengan 1 maupun 2. Hal ini menunjukkan bahwa efek
senyawa tersebut tergantung dosis. Efek terhadap produksi IL-12 dari 1 dan 2 pada
dosis 2,5 mg/kgBB setara dengan Imboost™. Penelitian lain juga melaporkan aktivitas
ekstrak Echinac;ea dalam meningkatkan produksi IL-12 (Senchina ez a/., 2005; Hwang
et al., 2004). Aktivitas produksi IL-12 mencit kelompok perlakuan 1 dan 2
menunjukkan pola yang sama. Hal ini mengindikasikan bahwa perbedaan gugus
OC;H; dari gugus OH pada struktur kimia senyawa 1 dan 2 tidak berpengaruh pada
perbedaan aktivitas produksi IL-12. Interleukin 12 merupakan sitokin pro inflamasi
yang diproduksi oleh makrofag dan dendritik dan berperan sebagai mediator respon
imun bawaan juga mediator penting antara imunitas bawaan dan imunitas spesifik
didapat. Sitokin ini sangat penting pada awal aktivitas seluler yang menghasilkan
respon imun yang diperantarai sel, merupakan sitokin kunci pada respon imun tipe T

helper (Th)1 (Abbas et al., 2007; Hamza et al., 2010). Limfosit yang teraktivasi oleh

131



IL-12 akan berdiferensiasi menjadi sel Th1l dan Th2 (Abbas er al., 2007). Perlakuan
dengan 1 dan 2 mampu meningkatkan produksi IL-12, akan tetapi tidak
mempengaruhi proliferasi limfosit. Diduga 1 dan 2 mengganggu ikatan antara reseptor
IL-12 pada limfosit dengan sitokin IL-12, sehingga meskipun kadar IL-12 tinggi,
jumlah limfosit tidak berbeda bermakna dengan kontrol. Hal tersebut diperkuat hasil‘
wji 1 dan 2 yang tidak menunjukkan pengaruh bermakna pada produksi IL-10,
kemungkinan karena proliferasi limfosit menjadi sel Th2 yang memproduksi IL-10
juga tidak dipengaruhi.

Perlakuan dengan 1 dan 2 pada dosis 2.5, 5, dan 10 mg/kgBB serta Imboost®
tidak berpengaruh terhadap produksi 1L-10. Pada studi yang lain, neolignan mampu
down-regulate 11L-10 secara in vitro pada infeksi Leishmania (Neris et al.,(2013).
Hasil penelitian ini juga mengindikasikan bahwa aktivitas produksi IL-10 1 dan 2
setara dengan Imboost®. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa ekstrak Echinacea
meningkatkan produksi IL-10 (Burger ef al., 1997, Hwang ef al.,2004; Senchina et
al., 2005), akan tetapi efeknya terlalu kecil sehingga secara fisiologis tidak relevan.
Extract FEchinacea dapat meningkatkan produksi IL-10, wmknown konstituen
kemungkinan yang bertanggung jawab terhadap aktivitas tersebut (McCann et al.,
2007).

Mekanisme aksi sebagai imunostimulan dari beberapa tanaman obat masih
belum jelas (Gertsch et al., 2011). Sebagian tanaman obat dapat merangsang sistem
imun sedangkan sebagian lainnya menekan respon imun, berbagai metabolit sekunder
menunjukkan variasi yang besar dalam aktivitas imunomodulatornya (Kumar et al.,

2012). Interleukin 10 merupakan sitokin anti-inflamasi produk dari sub populasi
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limfosit yakni Th2 yang fungsi utamanya menekan produksi beberapa jenis sitokin
termasuk IL-12, serta menghambat aktivasi makrofag (Copuer ef al., 2008, Male et
al., 2006). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa 1 dan 2 merupakan senyawa yang
dapat meningkatkan aktivitas makrofag, produksi NO, dan produksi IL-12. Namun
demikian 1 dan 2 tidak berpengaruh pada proliferasi limfosit, titer IgG, dan produksi
IL-10. Hal ini mengindikasikan bahwa 1 dan 2 mempengaruhi sistem imun dengan
. peningkatan aktivitas fagositosis makrofag, produksi NO dan 1L-12. Meskipun
produksi IL-12 tinggi tetapi proliferasi imfosit tidak dipengaruhi, diduga 1 dan 2
mengganggu ikatan [L-12 dengan reseptor IL-12 pada limfosit. Kemungkinan
mekanisme aksi sebagai imunomodulator dari 1 dan 2 dapat dilihat pada Gambar 41.

Pengamatan mikroskopik menunjukkan bahwa perlakuan dengan 1 tidak
berpengaruh pada gambaran histopatologis hati dan ginjal. Perlakuan dengan 2 tidak
menunjukkan perubahan gambaran histopatologis ginjal, akan tetapi menyebabkan
perubahan pada hati berupa degenerasi hidropik dan nekrosis. Kenaikan desis 2
cenderung menyebabkan derajat kerusakan hati yang semakin berat. Perlakuan
dengan 2 dosis 2,5 mg/kgBB menyebabkan perubahan gambaran histopatologis hati
berupa degenerasi hidropis ringan, dosis 5 mg/kgBB menyebabkan degenerasi
hidropis sedang, degenarasi hidropis dengan nekrosis centrolobulus, inflamasi dan
koagulasi, dan dosis 10 mg/kgBB menyebabkan degenerasi hidropis menyebar
(difuse) disertasi nekrosis lokal, Dosis 2 sebesar 2,5 mg/kgBB setara dengan dosis
ekstrak sebesar 438 mg/kgBB, karena menyebabkan degenerasi hidropis pada hati
pemakaian 2 maupun ekstrak pada dosis tesebut dalam jangka waktu lama tidak

dianjurkan. Degenerasi hidropis merupakan kelainan yang bersitat reversible, maka
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apabila 2 maupun ekstrak pada dosis tersebut akan digunakan dalam pengobatan
dianjurkan untuk digunakan secara berkala, pada waktu kondisi pasien membutuhkan
imunostimulan. Pengobatan dalam jangka lama dapat dilakukan, akan tetapi perlu
monitoring kondisi klinis organ hati pasien. Ekstrak etanol maupun ekstrak heksana
dari DPc pada dosis 300 mg/kgBB tidak menyebabkan kerusakan pada ginjal dan hati
(Wiweko, 2010 dan Wahyudi, 2010), sehingga dosis ekstrak sebesar 300 mg/kgBB
dapat dianjurkan untuk pengobatan menggunakan DPc. Perlakuan dengan 1 setara
dengan Imboost®, 1 maupun ekstrak Echinacea tidak menunjukkan pengaruh
terhadap gambaran hirtopatologis hati dan ginjal. Seperti hasil penelitian ini, pengaruh
pada gambaran histopatologis tak bermakna dan ekstrak Echinacea purpurea pada
ginjal dan hati juga dilaporkan oleh Gerami ef al. (2008).

Isolat 1 dan 2 merupakan neolignan yang strukturnya mirip, kedua senyawa
memiliki perbedaan yakni terdz}pat gugus OC2Hs3 pada 1 dan gugus OH pada 2
(Kustiawan, 2012), penelitian ini menunjukkan bahwa perbedaan gugus OC;H3 dan
CH pada Cy pada kedua senyawa tersebut menyebabkan efek yang berbeda pada
gambaran histopatologis hati mencit. Meskipun tidak menyebabkan efek kerusakan
pada ginjal akan tetapi gugus OH pada Ci© 2 tampaknya merupakan penyebab
perubahan gambaran histopatologis pada hati mencit. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa 1 yang memiliki gugus OC;H; pada Cp tidak menyebabkan
perubahan gambaran histopatologis pada ginjal dan hati, 2 yang memiliki gugus OH
pada Cy tidak menyebabkan perubahan gambaran histopatologis pada ginjal akan
tetapi pada dosis 2,5 mg/kgBB menyebabkan degenerasi hidropik dan pada dosis 5

mg/kgBB menyebabkan nekrosis hati mencit.
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Gambar 41. Kemungkinan mekanisme aksi imunomodulator dari 1 dan 2 yang diisolasi dari ekstrak
metanol daun Piper crocatun, Ruiz & Pav.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

1. Secara in vivo, isolat 1 dan 2 yang diisolasi dari daun sirih merah (Piper
crocatum Ruiz & Pav.) berpengaruh terhadap respon imun berupa peningkatan
aktivitas fagositosis makrofag, produksi nitrit oksid, dan interleukin 12; tidak
berpengaruh terhadap proliferasi limfosit dan titer immunogiobulin G.
Kemungkinan isolat 1 dan 2 Dberperan sebagai imunomodulator dengan
meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag.

2. Pemberian isolat 1 tidak berpengaruh pada gambaran histopatologis hati dan

ginjal mencit. Pemberian isolat 2

tidak berpengaruh pada gambaran
histopatologis ginjal akan tetapi pada dosis 2,5 mg/kgBB menyebabkan
degenerasi hidropis dan pada dosis 5 mg/kgBB menyebabkan nekrosis hati

mencit.

B. Saran
Dari hasil penelitian ini disarankan untuk meneliti lebih lanjut yakni :
1. Pemberian isolat 1 dan 2 secara per oral, sehingga perlu diteliti tentang
pengaruh isolat 1 dan 2 terhadap respon imun mukosa khususnya

gastrointestinal.
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2. Pemberian isolat 1 dan 2 menyebabkan kadar interleukin 12 tinggi akan tetapi
proliferasi limfosit tidak dipengaruhi, sehingga perlu diteliti pengaruh isolat 1
dan 2 terhadap ekspresi reseptor 1L-12 pada limfosit.

3. Isolasi] dan2 belum menunjukkan puncak tunggal pada kromatogram HPLC,
sehingga perlu diteliti tentang penggunaan HPLC preparatif untuk isolasi 1

dan 2.
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FAKULTAS FARMASI

UNIVERSITAS GADJAH MADA YOGYAKARTA
Alamat: Sekip Utara JI. Kaliurang Km 4, Yogyakarta 55281
Telp. , 0274.542738, 0274.649.2568 Fax. +274-543120

SURAT SURAT KETERANGAN
No.: BF/ 78y / Ident/Det/VIII/2011

Kepada Yth.

Sdri/Sdr. Yustina Sri Hartini
No. 10/306420/PFA/00049
Fakuitas Farmasi UGM

Di Yogyakarta

Dengan hormat,

Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi/determinasi sampel tanaman yang Saudara
kirimkan ke Bagian Biologi Farmasi, Fakultas Farmasi UGM, adalah :

No.Pendaft, Jenis Suku

E
| s

663 j Piper crocatum Runiz. & Pav. - W Piperaceae
|

| |
N R ;_ s

Demikian, semoga dapat digunakan sebagaimana mestinya.

Yogyakarta, 5 Agustus 2011
Ketua Bagian Biologi Farmasi
Fakultas Farmasi UGM

/- -
of. Dr. Wahyono, SU., Apt. 7
S NIP. 195007011977021001

Lanl_piran 1. Surat keterangan hasil identifikasi/determinasi tanaman sirih merah
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Lampiran 2. Surat keterang;n kelaikan etik_

UNIVERSITAS GADJAH MADA

LABORATORIUM PENELITIAN DAN PENGUJIAN TERPADU
KOMISI ETHICAL CLEARANCE UNTUK PENELITIAN PRAKLINIK

KETERANGAN KELAIKAN ETIK

(Ethical Clearance)

Nomor: 068/KEC-LPPT/VII/2012

Komisi Ethical Clearance untuk penelitian praklinik Laboratorium Penelitian dan
Pengujian Terpadu, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, setelah mempelajari
dengan seksama rancangan penelitian yang diusulkan, dengan ini menyatakan
bahwa penelitian:

Judul penelitian : Uji Daya Imunomodulator Ekstrak Metalonik Daun Sirih
Merah (Piper crocatum)

Peneliti Utama : Yustina Sri Hartini

Asal Instansi : Fakultas Farmasi Universitas Sanata Dharma

Lokasi Penelitian : 1. Laboratorium Farmakologi FK UGM

2. Laboratorium Parasitologi FK UGM

Telah dinyatakan memenuhi persyaratan etik untuk dilaksanakan penelitian tersebut
pada hewan uji mencit. Komisi Ethical Clearance mempunyai hak untuk melakukan
pemantauan selama penelitian berlangsung.
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Lampiran 3

Perhitungan dosis 2 berdasar dosis pemakaian daun sirih merah secara tradisional

1. Pemakaian daun sirih merah secara tradisional :
Daun sirih merah segar sebanyak 3 — 10 lembar dididihkan/diseduh dengan air
panas hingga volume akhir menadi 1 gelas air minum, kemudian diminum 3 kali
sehari 1 sendok makan.

2. Penimbangan 10 lembar daun sirih merah yang diambil secara acak, didapatkan:

Daun ke- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Berat(g) | 1,49 | 1,28 [ 1,74 [ 1,80 | 1,95 | 2,13 | 1,58 | 2,52 [ 224 | 2.94

Berat total 10 daun : 19,67 gram, rata-rata berat 1 daun ; 1,967 gram

3. Pemakaian 3 sampai 10 lembar daun dalam 1 gelas air minum = 5,901 sampai 19,67
gram daun / 250 ml air. Diminum 3 kali sehari 1 sendok makan = 3 x sehari @ 15
ml. Berat badan orang dewasa = 60 kg.
Sekali minum = (5,901 sampai 19,67) x 15/250

= 0,354 sampai 11,802 g/60kg berat badan

Rendemen ekstrak terhadap daun P. crocatum segar 2.7 %.
Sekali minum : 0,354 sampai 11,802 g daun segar setara dengan 0,009558 sampai
0,318654 g ekstrak/60 kgBB = 0,0053109 g/kgBB
Rendemen Pc2-2 dalam ekstrak 0,571 %.
2 dalam dosis sekali minum: 0,571 % x (0,0001593 sampai 0,0053109 g) = 0,9
sampai 30,3 g/kgBB.
Berat mencit BALB/c antara 25-35 g, diasumsikan 30 g, km faktor human adult :
37, km factor mouse : 3 (Reagan-Shaw, S_, Nihal, M., and Ahmad, N., 2007, Dosen
translation from animal to human studies, The FFASEB Journal, Vol. 22, March
2007, p. 659-661), maka dosis menjadi:
Dosis sekali minum 2: 0,9 g/kgBB menjadi: animal dose x 3/37 = 11,1 mg/kgBB,
kemudian pada uji pendaluluan digunakan dosis 10 mg/kgBB
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La_mpi;n 4. Surat_ket;r;néan hasil pemeriksaan preparat histopatologi hati dan ginjal mencit

DEPARTEMEN PENDIDIKAN NASIONAL

LABORATORIUM PATOLOGI

FAKULTAS KEDOKTERAN HEWAN

UNIVERSITAS GADJAH MADA

Jl. Fauna, Karangmalang, Yogyakarta 556281, Tlp. (0274) 9061103, 560862 Fax. 560861

No - 083/PA/INV/2014
Hal . Hasil Histopatologi
No. Protokol L.

Yth. Sdr. Yustina Sri Hartini

Di Fakultas Farmasi {
Universitas Gadjah Mada

Yogyakarta

Berikut disampaikan hasil pembacaan preparat histopatologi organ hati dan ginjal tikus dengan
pengecatan Hematoksilin dan Eosin.

Perlakuan Kode | Organ
Hati Ginjal
2,5 mg/KgBB 1 1 TAP TAP
2 TAP : TAP
3 TAP TAP
5,0mg/KgBB1 |1 TAP TAP
2 TAP TAP
3 TAP TAP -
10 mg/KgBB 1 1 TAP TAP
2 TAP TAP
3 DH sedang TAP
2,5mg/KgBB2 |1 TAP TAP
2 DH sedang TAP
3 DH sedang TAP
5,0 mg/KgBB 2 1 DH sedang TAP
2 DH sedang TAP
: 3 DH, FNCCL,R TAP
10 mg/KgBB 2 1 DH sedang TAP
2 DH sedang TAP
3 DH difuse, FN TAP
Kontrol normal | 1 TAP TAP
2 TAP TAP
3 TAP TAP
Kontrol pelarut 1 TAP TAP
2 TAP TAP
3 TAP U ETAP
Kontrol positif 1 TAP TAP
2 TAP TAP
3 DH sedang TAP
Keterangan
TAP : | Tidak ada perubahan
DH : | Degenerasi hidropik, ditandai adanya kebengkakan hepatosit dengan sitoplasma
berwarna pudar/dop dengan vakucla-vakuola
FNCCL | : | Foki nekrotik sentrolobuler,adanya foki (satu area) di sekitar vena sentralis yang

ditandai hepatositnya mengalami nekrosis (kematian sel) Nekrosis ditandai inti sel
menjadi piknotik.

FN : | Foki nekrotik, ditandai adanya foki (satu area) yang hepatositnya mengalami
nekrosis (kematian sel) Nekrosis ditandai inti sel menjadi piknotik.
R : | Radang, ditandai adanya infiltrasi sel radang (limfosit) di parenkim

Demlklan hasil yang bisa kami sampaikan, atas kerjasamanya kami ucapkan terima kasih

NIP. 197801312009121002



Lampiran §
Struktur senyawa proantosianidin A-1, licarin A, perseal D, dan obovaten

Nama
senyawa =
Struktur senyawa (esal Aktivitas
tumbuhan)
Tak
4 ada
2 Stimulan . n efek
su rsamares | Upregulati | Downregulat |
(Rhododendr | SKMIESMAKS | “on 15 | “ioniLto | B
u % s 1t
b an
spiciferum) ginja
mencit
Licarin A Takada | ok s
laporan efek a’;‘f | Downregulat |
(Aristolochia | terhadapmakr edtiad ion IL-10 et
taliscana) ofag e s
IL=12 normal

Sitotoksik terhadap sel P-388, KB16, A549, dan HT-

29

Obovaten
(Persea

" obovatifolia)

Sitotoksitas terhadap sel P-388, KB16, A549, dan
HT-29, lebih baik dari pada Perseal D
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Lampiran 6

Hasil analisis perbedaan antar kelompok pada uji fagositosis makrofag perlakuan 1 dan 2
dengan one way ANOVA dilanjutkan uji Tukey menggunakan program SPSS 19

Antara kelompok I dan J terdapat perbedaan
e bermakna (B) atau tidak bermakna (TB)
cttabinn 11 e e e Hari ke-10 setelah Harl ke-21 setelah
deasan infeksi L. infeksi L.
monocylogenes monocytogenes
PF IF EF PF IF EF
5 mg/kgBB 1 TB | TB | TR | 1B | 48 | TB
10 mg/kgBB 1 B B B B B TB
25 2,5mg/kgBB2 B TB TB TB TB B ﬂ
mgg’k’gBB 5 mg/kgBB 2 TB TB TB TB B B
1 10 mg/kgBB2 B B B B B B
= Tanpa perlakuan TB TB TB TB TB TB
CMC Na 1% TB TB TB TB TB TB
Imboost” 100 mg/kgBB B TB TB B TB TB
2,5 mg/kgBB 1 TB | IB | TB | 1B | TB | TB
10 mg/kgBB 1 B | B B BElH VAR
s | 25mg/keBB2 TB | TB | TB | TB | TB | 1B
mg/keBB 5 mg/kgBB 2 TB B TB TB B B
1 10 mg/kgBB2 B B B B B B
= Tanpa perlakuan TB B TB B B TB
CMC Na 1% TB B TB B B B
Imboost® 100mgkgBB | B | TB | TB | TB B B
2,5 mg/keBB 1 B B B B B TB
5 mg/kgBB 1 B B B B B B
o |25 mgkeBB2 B B B B B | 1B
mg/kgBB |5 mg/kgBB 2 B B B B B B
1 10 mg/kgBB 2 TB TB B TB B B
> Tanpa perlakuan B B B B B B
CMC Na 1% B B B B B B
Imboost” 100 mg/kgBB B B B B TB TB
2.5 ma/kgBB 1 TB | TB | TB | TB | IB | TB
5 mg/keBB 1 B TB TB B TB TB
i 10 mg/kgBB 1 B B B B B TB
neliaBE (o eehB 2 s AR e (B IR I S TR
Ty e mg/kgBB 2 B B B B B B
= Tanpa perlakuan B TB TB TB B TB
CMC Na 1% TB TB TB B TB TB
Imboost® 100 mg/kgBB B TB | TB | TB B |- 1B
2,5 mg/kgBB 1 TB TB TB TB B B
3 5 mg/kgBB 1 T™® | IB | TB | TB | TB B
10 mg/kgBB 1 B B B B TB B
“‘gﬂ;gBB 2,5 mg/kgBB 2 TB | T8 | TB | 1B | TB B
& 10 mg/kgBB 2 B B TB B B TB
Tanpa perlakuan B B T8 B B B
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CMCNal% ™ | TB | TB B B B
Imboost” 100 mg/kgBB | TB | TB TB | TB TB TB
2,5 mg/kgBB 1 B B B B B B
5 mg/kgBB 1 B B B B B B
v 10 m%;kgB% 3 T;s TB B TB B B
2,5 mg/kgBB 2 B B B B B
m‘-”ﬁ;gBB 5 mg/kgBB 2 B B-F98 | B | B | 8
= Tanpa perlakuan B B TB B B B
CMC Na 1% B B TB B B B
Imboost”® 100 mg/kgBB | B B B B B TB
2,5 mg/kgBB 1 -1 11 T T | 18
5 mg/kgBB 1 TB | TB | TB B B TB
Tanpa | 10 mg/kgBB 1 B B B B B TB
perlakuan | 2,5 mg/kgBB 2 TB TB TB TB TB TB
(kontrol | 5 mg/kgBB 2 ™ | TB | TB B B B
normal) | 10 mg/kgBB 2 B B TB B B B
CMC Na 1% 8 | ™ | T8 7B | TB TB |
Imboost® 100 mg/kgBB | B B | TB B B TB
2,5 mg/kgBB 1 TR |18 [ 3B | T8 | 1B | TB
5 mg/kgBB 1 TB | TB | TB B B TB
CMCNz1 | 10 mg/kgBB 1 B B B B B TB
% 2,5 mo/kgBB 2 TB | TB | TB | TB | TB TB
(kontrol | 5 mg/kgBB2 TB TB TB B B B
pelarut) | 10 mg/kgBB 2 B B TB B B B
Tanpa perlakuan TB B TB TB TB TB
Imboost® 100mg/kgBB | B | TB | TB | B B TB
2,5 mg/kgBB 1 Bl Y T8 [ I8 | 8.1 1B
e S 5 mg/kgBB 1 B B TB TB B TB
A 10 mg/kgBB 1 B B B B TB | TB
mg/kgBB 2,5 mg/kgBB 2 B | ™ | TB | ™ | TB | TB
(kontrol |5 M&/keBB 2 TB | TB | TB | TB | TB TB
vositif) | 10 mg/kgBB 2 B B TB B B TB
| Tanpaperlakuan_____| B | TB | TB_| B R
oo R T B B e B S

Keterangan : PF : Persen Fagositosis

IF : Indeks Fagositosis
EF : Efisienst Fagositosis

B : Berbeda bermakna (P<0,05)

TB : Berbeda tidak bermakna
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Lampiran 7

Hasil analisis perbedaan antar kelompok pada uji produksi NO perlakuan 1 dan 2 dengan one
way ANOVA dilanjutkan uji Tukey menggunakan program SPSS 19

Antara kelompok I dan J terdapat
I= perbedaan bermakna (B) atau tidak
perlakuan J = perlakuan dengan bermakna (TB)
dengan Hari ke-10 | Hari ke-21
IANCHIN setelah infeksi L. monocytogenes
5 mg/kgBB 1 TB B
10 mg/kgBB 1 B B
2.5 mg/kgBB 2 TB TB
2,5 5 mg/kgBB 2 TB TB
mg/kgBB 1 | 10 mg/kgBB 2 B B
_Tanpa perlakuan IR et e
CMC Na 1% B B
Imboost® 100 mg/kgBB B TB
2,5 mg/kgBB 1 TB B
10 mg/kgBB 1 TB B
2,5 mg/keBB 2 B TB
5 mg/kgBB | 5 me/kgBB 2 8 ge
8 10 mg/kgBB 2 TB B
Tanpa perlakuan B B
CMC Na 1% B B
Imboost® 100 mg/kgBB B B
2,5 mg/kgBB 1 B B
5 mg/kgBB 1 TB B
2.5 mg/kgBB 2 B B
10 5 mg/kgBB 2 TB B
mg/kgBB1 | 10m B2 TB TB
Tanpa perlakuan B B
CMC Na 1% B B
Timbeost™ 100 nig/kgBB B B
2,5 mg/kgBB 1 TB TB
5 mg/kgBB 1 TB TB
10 mg/kgBB 1B B B
2.5 5 mg/kgBB 2 B TB
mg/kgBB 2 | 10 mg/kgBB 2 B B
| Tanpa perlakuan Sror R B
CMCNa 1% TB B
Imboost” 100 mg/kgBB B TB
2,5 mg/kgBB 1 TB TB
5 mg/kgBB 1 TB TB
10 mg/kgBB 1 B TB
2 mg;kgBB 25mgkgBB2 B B
£ 10 mg/kgBB 2 TB TB
Tanpa perlakuan B B
CMC Na 1% B B
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Imboost®100 mg/kgBB

2,5 mg/kgBB 1

5 mg/kgBB 1

10 mg/kgBB 1

10 2,5 mg/kgBB 2

mg/kgBB 2 | 5 mg/kgBB2 _

Tanpa perlakuan

CMC Na 1%

Imboost® 100 mg/kgBB

2,5 mg/kgBB 1

5 mg/kgBB 1

Tanpa 10 mg/kgBB 1

perlakuan | 2,5 mg/kgBB 2

1
|

(kontrol | 5 mg/kgBB 2

normal) | 10 mg/kgBB 2

CMC Na 1%

Imboost® 100 mg/kgBB

2,5 mg/kgBB 1

5 mg/kgBB 1

CMCNa1 |1OmgkeBB1

8% (eonirol |2 RSP

5 rug/keBB 2

1
e BT T

Tanpa perlakuan

Imboost™ 100 mg/kgBB
2,5 mg/kgBB 1

[

(w3 | | | | | | oo | o o | o | | | o o | 0 [ o | o | w0 |

s [SmgkgBB1
‘m‘;‘gg“ 10 mg/kgBB 1

my/kgBB |25 mekeBB 2

(kontrol 5mghkgBB2
positif) |- 10 mg/kgBB 2

Tanpa perlakuan

:_gmwi;aw;;ww;wwgwwawgwwwwmggwwggwgggwg

Keterangan : B : Berbeda bermakna (P<0,05)
TB : Berbeda tidak bermakna




Lampiran 8

Hasil analisis perbedaan antar kelompok pada Uji Titer IgG perlakuan 1 dan 2 dengan one way
ANOVA dilanjutkan uji Tukey menggunakan program SPSS 19

Antara kelompok I dan J terdapat
perbedaan bermakna (B) atau tidak
I= bermakna (TB)
perlakuan J = perlakuan dengan Hani ko0 | Has ko _
dengm 10 Hari ke-21
setelah infeksi L. monocytogenes

5 mg/kgBB 1 TB B TB
10 mg/kgBB 1 TB B TB
2.5 mg/kgBB 2 TB B B
2,5 5 mg/kgBB 2 TB TB TB
mg/kgBB 1 | 10 mg/kgBB 2 TB B TB
Tanpa perlakuan TB B TB
CMC Na 1% TB B TB
Imboost® 100 mg/keBB TB B TB
2,5 mg/kgBB 1 TB B TB
10 mg/kgBB 1 TB TB TB
2.5 mg/kgBB 2 TB TB TB
5 mg/kgBB | 5 mg/kgBB 2 TB TB TB
1 10 mg/kgBB2 TB B B
Tanpa perlakuan TB B B
CMC Na 1% B B TB
i 7 Imboost® 100 mg/kgBB TB B TB
2.5 mg/kaBB 1 B B TB
5 mg/kgBB 1 TB TB TB

2,5 mg/kgBB 2 TB B B |
10 5 mg/kgBB2 TB TB TB
mg/kgBB 1 | 10 mg/kgBB 2 TB TB TB
Tanpa perlakuan B B B
CMC Na 1% TB B TB
Imboost” 100 mg/kgBB TB TB TB
2,5 mg/kgBB 1 TB B B
5 mg/kgBB 1 TB TB B
10 mg/kgBB 1B TB TB TB
25 5 mg/kyBB 2 B B TB
mg/kgBB 2 | 10 mg/kgBB 2 TB TB TB
Tanpa perlakuan TB B B
CMC Na 1% B B TB
Imboost® 100 mg/kgBB TB TB TB
2,5 mg/kgBB 1 TB TB B
: s | > me/kaBB 1 B L] B
< mgg‘gBB 10 mg/kgBB 1 B TB TB
& 2,5 mg/kgBB 2 TB B TB
10 mg/kgBB 2 TB B TB
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Tanpa perlakuan
CMC Na 1%
Imboost™100 mg/kgBB
2,5mg/kgBB1
5 mg/kgBB 1
10 mg/kgBB 1
10 2,5 mg/kgBB 2
mg/kgBB 2 | 5 mg/kgBB 2
Tanpa perlakuan
CMC Na 1%
Imboost® 100 mg/kgBB
2,5 mg/kgBB 1
5 mg/kgBB 1
Tanpa 10 mg/kgBB 1
perlakuan | 2,5 mg/kgBB2
(kontrol | 5 mg/keBB 2
normal) | 10 mg/kgBB 2
CMC Na 1%
Imboost® 100 mg/kgBB
2,5mghkgBB1
5 mg/kgBB 1
CMCNa 1 ;gmyl‘gBB -
% (kontrol =2 mg/kgBB 3
pelint) 5 mg/kgBB 2
10 mg/kgBB 2
Tanpa perlakuan
Imboost® 100 mg/kgBB
2,5 mg/kgBB 1
» | > mg/kgBB 1
mboost™ 10 mg/kgBB 1
2,5mg/kgBB2
Tonol | 3 mekaBB2
positif) 10mp/keBB2 ——
Tanpa perlakuan
CMC Na 1%
Keterangan : B : Berbeda bermakna (P<0,05)
TB : Berbeda tidak bermakna

siEl=ElElEl=i=l==
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Lampiran 9

Hasil analisis perbedaan antar kelompok perlakuan pada Uji IL- 12 1 dan 2 dengan one way
ANOVA dilanjutkan uji Tukey menggunakan program SPSS 19

Antara kelompok I dan J terdapat
perbedaan bermakna (B) atau tidak
= clp B i J = perlakuan dengan _ bermakna (TB)
engan Hari ke-0 | Hari ke-10 [ Hari ke-21
Setelah infeksi L. monocytoge-nes)
5 mg/kgBB 1 TB B TB
10 mg/kgBB 1 TB B B
2,5 mg/kgBB 2 B TB TB
2,5 mg/kgBB | 5 mg/kgB 2 B B TB
1 | 10 mg/kgBB 2 B B B
Tanpa perlakuan B TB TB
CMC Na 1% TB TB B
Imboost® 100 mg/kgBB TB TB -]
2,5 mg/kgBB 1 TB B B
10 mg/kgBB 1 TB B T3
2,5 mg/kgBB 2 B B TB
5 mg/kgBB 2 TB B TB
> mg/kgBB 1 5 IifgkfkgBB 2 TB TB TB
Tanpa perlakuan B B B
CMC Na 1% TB B B
Imboost® 100 mg/kgBB TB TB TB
2,5 mg/kgBB 1 TB B B
5 mg/kgBB 1 TB B TB
2,5 mg/kgBB 2 TB B B
S5m B2 B B B
10mghaBBl I35 rig(/kg:BB 2 B B B, -
Tanpa perlakuan TB B B
CMC Na 1% B B B
Imboost” 100 mg/kgBB TB B B
2.5 mg/keBB 1 B TB TB
5 mg/kgBB 1 Bl el e
10 mg/kgBB 1 B B B
2,5 mg/kgBB | 5 mg/kgBB 2 B B TB
2 10 mg/kgBB 2 B B B
Tanpa perlakuan TB TB TB
CMCNa 1% B TB TB
Imboost® 100 mg/kgBB B B TB
2.5 mg/keBB 1 TB B TB
5 mg/kgBB 1 TB B B
10 mg/kgBB 1 B TB B
SmghkgBB 2 55 me/keBB 2 B B TB
10 mg/kgBB2 B TB TB
| Tanpa perlakuan B B TB
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CMC Na 1%

Imboost” 100 mg/kgBB

10 mg/kgBB 2

2,5 mg/kgBB 1

5 mg/kgBB 1

10 mg/kgBB 1

2,5 mg/kgBB 2

5 mg/kgBB 2

Tanpa perlakuan

CMC Na 1%

Imboost” 100 mg/kgBB

e Fool A el AT

Tanpa
perlakuan
(kontrol

2.5 mg/kgBB 1

o

5 mg/kgBB 1

10 mg/kgBB 1

| 5 mg/kgBB 2

2,5 mg/kgBB 2

10 mg/kgBR 2

CMC Na 1%

Imboost® 100 mg/kgB

||| 5w &S

CMCNa 1 %
(kontrol
pelarut)

2.5 mg/kgBB 1

=
o

5 mg/kgBB 1

10 mg/kgBB 1

2.5 mg/koBB 2

5 mg/kgBB 2

10 mg/kgBB 2

===l sl sl ==l

Tanpa perlakuan

Imboost® 100 mg/kgB

Imboost® 100
mg/kgB
(kontrol
positif)

2,5 mg/kgBB 1

5 mg/kgBB 1

10 mg/kgBB 1

2,5 mg/kgBB 2

5 mg/kgBB 2

10 mg/kgBB 2 -

_Tanpa perlakuan

| CMCNal%

w?imwwwwgfgmggwmgww

= BT B R IR EE = e e e T R R R P R T

Keterangan :

B : Berbeda bermakna (P<0,05)
TB : Berbeda tidak bermakna

168



RINGKASAN

Daun sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.) atau DPc banyak digunakan
sebagai obat tradisional. Penelitian secara in vivo menunjukkan bahwa ekstrak DPc
meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag, tetapi tidak berpengaruh terhadap
proliferasi limfosit (Apriyanto, 2011; Indriyani, 2011; Ardianto, 2013). Uji titer
imunoglubulin G (IgG) dari ekstrak n-heksana DPc pada tikus yang diinduksi vaksin
hepatitis B menunjukkan adanya efek imunosupresan pada dosis 10 mg/kg berat
badan (BB), dan efek imunostimulan pada dosis 100 mg/kgBB (Wahyudi, 2010).
Ekstrak etanol DPc tidak berpengaruh terhadap titer IgG baik pada dosis 10, 100, dan
300 mg/kgBB (Wiweko, 2010). Secara in vitro, senyawa hasil isolasi (1 dan 2) dari
DPc pada dosis 5 pg/ml dapat meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag. Kedua
isolat diidentifikasi sebagai neolignan yakni 1 adalah 2-allyl-4-(1'-hydroxy-1'-(3 ", 4",
5 "-trimethoxyphenyl) propan-2'-yl) -3,5-dimethoxycyclohexa-3, 5-dienone dan 2
adalah 2-allyl-4-(1'-acetyl-1'-(3 ", 4", 5 "-trimethoxyphenyl) propan-2'-yl) -3,5-
dimethoxycyclohexa- 3,5-dienone (Kustiawan, 2012).

Respon imun dikelompokkan menjadi respon imun bawaan yang bersifat non
spesifik dan respon imun adaptif atau spesifik. Respon imun spesifik terdiri dari
respon imun seluler dan humoral. Listeria monocytogenes merupakan bakteri
intraseluler fakultatif, akan menginduksi respon imun bawaan dan adaptif (Abbas er
al., 2007). Fungsi efektor dari makrofag yang teraktivasi termasuk diantaranya adalah
membunuh mikroba yang terfagositosis, terutama dengan produksi reactive oxygen
species, nitrit oksid (NO), dan ensim lisosomal. Makrofag yang teraktivasi merupakan
sumber utama produksi interleukin 12 (IL-12), sitokin imunoregulator kunci pada
infeksi bakteri dan virus, sebaliknya interleukin 10 (IL-10) menghentikan respon
makrofag yang teraktivasi sehingga menghambat produksi [L-12 (Abbas ez al., 2007,
Hamza ef al., 2010).

Hati dan ginjal merupakan organ untuk metabolisme dan ekskresi obat,
potensial untuk dipengaruhi oleh bahan-bahan toksik. Ekstrak etanol DPc
menyebabkan perubahan patologis pada organ hati dan ginjal (Nugraha, 2010). Pada
dosis 300 mg/kgBB, ekstrak n-heksana maupun ekstrak etanol DPc tidak
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menyebabkan kerusakan pada ginjal maupun hati tikus yang diinduksi vaksin hepatitis
B (Wahyudi, 2010; Wiweko, 2010).

Penelitian ini bertujuan menetapkan efek imunomodulator 1 dan 2 secara in
vivo dengan mengukur respon imun seluler dan humoral pada mencit yang respon
imunnya diinduksi dengan Listeria monocytogenes. Respon imun seluler ditetapkan
melalui pengukuran aktivitas fagositosis makrofag, produksi NO, dan proliferasi
limfosit, sedangkan respon imun humoral ditetapkan dengan pengukuran titer IgG.
Lebih lanjut dalam penclitian ini ditetapkan pengaruh perlakuan dengan 1 dan 2
terhadap produksi IL-12 dan IL-10. Pengaruh perlakuan terhadap hati dan ginjal
diperiksa melalui pemeriksaan gambaran histopatologis hati dan ginjal mencit.

Aktivitas fagositosis makrofag dari ekstrak, fraksi larut dan tak larut metanol
60% diuji secara in vitro menggunakan /atex beads. Fraksi yang memiliki aktivitas
imunomodulasi difraksinasi lebih lanjut dengan metode kromatografi cair vakum
(KCV), dengan gradient pelarut n-heksana dan etil. Fraksi paling aktif belum
dilanjutkan pada tahap isolasi senyawa karena kemudian Kustiawan (2012)
melaporkan bahwa 1 dan 2 yang diisolasi dari ekstrak etanol DPc, secara in vitro
mampu meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag. Informasi tersebut
ditindaklanjuti dengan mencari cara efisien untuk mengumpulkan sejumlah isolat
yang cukup untuk uji iz vive dari ekstrak metanol DPc. Pengumpulan 1 dan 2 tersebut
menggunakan modifikasi metode isolasi yang digunakan Kustiawan (2012).
Modifikasi metode berupa perubahan jenis dan jumlah fase gerak pada fraksinasi
ekstrak metanol DPc. Fraksinasi ekstrak metanol DPc dengan metode KCV berturut-
turut menggunakan pelarut n-heksana, kloroform, etil asetat, dan metanol. Isolat 1 dan
2 terdapat pada fraksi 11l dan IV dari 5 fraksi hasil pemisahan ekstrak metanol DPc
secara KCV. Isolasi kedua senyawa dilanjutkan dengan pemurnian dengan metode
kromatografi lapis tipis (KLT) preparatif.

Pengujian efek imunomodulator terdiri dari penelitian pendahuluan dan
penelitian utama, dilakukan secara in vivo menggunakan mencit BALB/c yang respon
imunnya diinduksi dengan bakteri Listeria monocytogenes. Pada penelitian utama
senyawa uji adalah 1 dan 2 dengan dosis 2,5; 5; dan 10 mg/kgBB, dengan tiga
kelompok kontrol. Mencit kelompok kontrol normal tidak diberi perlakuan, kelompok
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kontrol negatif diberi perlakuan dengan carboximethyl celullosa natrium (CMCNa)
1%, kontrol positif diberi perlakuan dengan 100 mg/kgBB Imboost® (berisi ekstrak
Echinacea dan zinc picolinate). Pemberian bahan uji secara peroral selama 14 hari,
pada hari ke-135 (hari ke-0), semua mencit diinfeksi dengan L. monocytogenes. Infeksi
ulang pada hari ke -10 setelah infeksi pertama. Pada hari ke-10 setelah infeksi
pertama, cairan peritoneal mencit diambil untuk pengukuran aktivitas fagositosis
makrofag dan produksi NO, sedangkan limfosit diambil dari limpa untuk pengukuran
proliferasi limfosit. Uji aktivitas fagositosis menggunakan /ateks beads. Aktivitas
fagositosis makrofag diukur dengan 3 parameter yakni Persen Fagositosis (PF),
Indeks Fagositosis (IF), dan Efisiens Fagositosis (EF) (Sanchez et al., 2008). Produksi
NO diukur setelah reaksi NO dengan reagen Griess, kadar NO dihitung dengan
membandingkan optical density (OD) bahan uji terhadap OD standar nitrit. Uji
proliferasi limfosit menggunakan metode 3-[4,5-(dimethylthiazol-2-yl)]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)| (MTT). Pengukuran titer IgG, IL-12, dan IL-10
berturut-turut menggunakan mouse IgG elisa kit, mouse 11.-12 Platinum ELISA kit,
dan mouse IL-10 Platinum ELISA kit. Efek perlakuan dengan 1 dan 2 terhadap
gambaran histopatologis hewan uji diperiksa pada preparat hati dan ginjal mencit yang
dibuat dengan pengecatan hematosilin-cosin, kemlu:lizu:l= dilakukan pengamatan
mikroskopis. Data hasil uji efek imunomodulator dianalisis dengan one way ANOVA
dilanjutkan uji Tukey menggunakan SPSS 19. Data hasil pemeriksaan gambaran
histopatologis hati dan ginjal dianalisis secara deskriptif dengan membandingkan
antara kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol.

Maserasi terhadap DPc menghasilkan ekstrak berupa massa kental berwarna
hitam. Rendemen serbuk terhadap DPc segar sebesar 23 %, rendemen ekstrak
terhadap DPc segar sebesar 2,7 %, dan rendemen ekstrak terhadap serbuk DPc sebesar
11,8 %. Hasil uji aktivitas fagositosis makrofag secara in vitro menunjukkan bahwa
perlakuan 150 pg/ml fraksi tak larut (FTL) metanol 60% menghasilkan aktivitas
fagositosis makrofag yang tertinggi. Berdasarkan kemiripan profil KLT, fraksi-fraksi
hasil KCV FTL digabung menjadi 5 fraksi (FI sampai FV). Perlakuan dengan FII
dosis 150 pg/ml menyebabkan PF yang sama, tetapi lebih tinggi pada IF,
dibandingkan perlakuan dengan Imboost™

171



Profil KLT ekstrak dan fraksi standar yang berisi 1 dan 2 dengan deteksi UV

254 nm, UV 366 nm, serta reagen serium (IV) sulfat yang dilanjutkan pemanasan
menunjukkan bahwa 1 dan 2 terdeteksi dalam ekstrak metanol DPc. Pemisahan
dengan KCV terhadap 2,12 gram ekstrak metanol DPc menghasilkan 5 fraksi (F-I, F-
11, F-I11, F-IV, dan F-V) dengan berat fraksi total 1,78 gram. Profil KLT 5 fraksi hasil
KCV tersebut menunjukkan 1 dan 2 terdapat pada F-1II dan F-IV, sehingga isolasi 1
dan 2 dilakukan terhadap kedua fraksi tersebut. Isolasi 1 dan 2 dengan KL'T preparatif
dari 2,12 gram ekstrak metanol DPc menghasilkan rendemen isolat 1 terhadap ekstrak
metanol DPc sebesar 0,566 %, sedangkan rendemen isolat 2 terhadap ekstrak metanol
DPc sebesar 0,571 %. Idealnya kemurnian senyawa ditunjukkan oleh adanya puncak
tunggal pada kromatogram High Performance Liquid Chromatography (HPLC).
Hasil analisis HPLC pada A 234,5 nm dari 1 dan 2 yang murni secara KLT,
menunjukkan bahwa terdapat puncak kromatogram yang belum tunggal, sehingga
pembahasan tentang kedua senyawa pada penelitian ini merujuk pada senyawa yang
mumni secara KLT. Senyawa 1 dan 2 hasil isolasi dari ekstrak metanol DPc
mempunyai profil KLT yang sama dengan 1 dan 2 dari ekstrak etanol DPc
(Kustiawan, 2012), hal ini dibuktikan dengan metode ko-kromatografi lapis tipis
dengan sistem KLT dan deteksi yang sama dengan Kustiawan (2012). Senyawa 1 dan
2 dapat dijadikan senvawa pcnanda (marker), yang merupakan therapeutic
components bagi DPc.

Hasil penelitian pendahuluan menunjukkan bahwa 2 pada dosis 10 mg//kgBB
mampu meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag, mempengaruhi aktivitas
produksi NO dan 1L-12, namun pengaruh pada proiiferasi limfosit, titer IgG, dan IL-
10 tidak berbeda bermakna dengan kontrol pelarut. Pada hari ke-10 hasil uji NO dan
proliferasi limfosit terjadi frend penurunan yang kemungkinan disebabkan
berkurangnya sel bakteri L. monocytogenes, maka untuk penelitian selanjutnya
(utama) pada hari ke-10 dilakukan infeksi ulang.

Hasil penelitian utama menunjukkan bahwa 1 dan 2 meningkatkan aktivitas
fagositosis makrofag pada dosis 5 mg/kgBB. Peningkatkan aktivitas fagositosis
makrofag oleh 1 dan 2 pada dosis 10 mg/kgBB setara dengan dosis 100 mg/kgBB
Imboost®. Senyawa 1 dan 2 pada dosis 2,5; 5 dan 10 mg/kgBB meningkatkan
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produksi NO. Aktivitas produksi NO mencit kelompok perlakuan 1 dan 2
menunjukkan pola yang sama. Hal ini mengindikasikan bahwa perbedaan gugus
OC:H3 dari gugus OH pada struktur kimia 1 dan 2 tidak menyebabkan perbedaan
aktivitas produksi NO. Analisis statistik jumlah limfosit mencit kelompok perlakuan
dengan 1, 2, maupun Imboost® tefhadap kontrol perlakuan dan kontrol pelarut
menunjukkan tidak berbeda bermakna. Diduga pemberian 1 dan 2 tidak berpengaruh
pada aktivitas proliferasi limfosit, atau pengaruh kedua senyawa terhadap proliferasi
sel secara tidak langsung. Pada penelitian ini titer IgG mencit yang diberi perlakuan
dengan 1 dan 2 hari ke-21 setelah infeksi L. monocytogenes (hari ke-11 setelah infeksi
ulang) menunjukkan perbedaan tidak bermakna dibandingkan kelompok kontrol.
Kemungkinan Listeria monocytogenes menginduksi imunitas seluler, dan tidak
menginduksi respon imun humoral sehingga dalam penelitian ini produksi titer 1gG
tidak naik. Produksi IL-12 meningkat dengan meningkatnya dosis 1 dan 2. Efek 1 dan
2 pada dosis 2,5 mg/kgBB terhadap produksi [L-12, setara dengan Imboost®. Aktivitas
produksi IL-12 mencit kelompok perlakuan 1 menunjukkan pola yang sama dengan
2. Hal ini mengindikasikan bahwa perbedaan gugus OC:H; dari gugus OH pada
struktur kimia 1 dan 2 tidak menyebabkan perbedaan aktivitas produksi IL-12.
Produksi IL-10 pada mencit tidak terpengaruh oleh perlakuvan dengan 1 dan 2.
Kemungkinan aktivitas produksi IL-10 dari 1 dan 2 setara dengan 100 mgkg BB
Imboost®.

Hasil uji efek imunomodulator menunjukkan bahwa 1 dan 2 meningkatkan
aktivitas fagositosis makrofag, produksi NO dan IL-12. Pengaruh 1 dan 2 terhadap
proliferasi limfosit, titer IgG, dan produksi IL-10 tidak berbeda bermakna terhadap
kontrol. Perlakuan dengan 1 dan 2 mampu meningkatkan produksi IL-12, akan tetapi
tidak mempengaruhi proliferasi limfosit. Kemungkinan 1 dan 2 mengganggu ikatan
antara reseptor IL-12 pada limfosit dengan sitokin IL-12. Kesimpulan tersebut
diperkuat dengan data bahwa kadar IL-10 tidak dipengaruhi, kemungkinan karena
proliferasi limfosit menjadi sel Th2 juga tidak dipengaruhi sehingga produksi IL-10
oleh sel Th2 tidak dipengaruhi.

Aktivitas fagositosis makrofag karena perlakuan dengan 1 dan 2 pada dosis
2.5 mg/kgBB tidak menunjukkan perbedaan bermakna dibandingkan kontrol normal
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dan kontrol pelarut. Dosis 2,5 mg/kgBB 1 setara dengan 442 mg/kgBB ekstrak, dan
untuk 2 setara dengan 438 mg/kgBB ekstrak. Ekstrak DPc pada dosis 100 mg/kgBB
dan 300 mg/kgBB mampu meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag (Apriyanto,
2011; Indriyani, 2011), hal ini mengindikasikan bahwa 1 dan 2 kurang aktif dibanding
ekstrak DPc. Pada penelitian ini, profil aktivitas imunomodulator mencit yang diberi
perlakuan dengan 1 dan 2 dapat dikatakan sama. Hal ini mengindikasikan bahwa
perbedaan gugus OC;H3 dari OH pada struktur kimia 1 dan 2 tidak berpengaruh pada
perbedaan aktivitas imunomodulator.

Pengamatan mikroskopik pada ginjal dan hati menunjukkan bahwa perlakuan
dengan 1 dan 2 tidak berpengaruh pada gambaran histopatologis ginjal. Perubahan
histopatologis hati terjadi karena perlakuan dengan 2, dan kenaikan dosis 2 cenderung
menyebabkan derajat kerusakan hati yang semakin berat. Perlakuan dengan dosis 2,5
mg/kgBB 2 yang setara dengan dosis ekstrak sebesar 438 mg/kgBB, menyebabkan
degenerasi hidropik ringan pada hati, oleh karena itu pemakaian ekstrak dengan dosis
tersebut dalam jangka waktu lama tidak dianjurkan. Pengobatan dengan dosis tersebut
sebaiknya hanya digurakan ketika pasien membutuhkan imunostimulan dengan
monitoring kondisi klinis hati pasien. Isolat 1 maupun Imboost® (mengandung ekstrak
Echinacea & zinc picolinat) tidak menunjukkan efek perubahan gambaran
histopatologis pada ginjal dan hati. Penelitian ini menunjukkan bahwa perbedaan
gugus OC,H3 dan OH pada 1 dan 2 menyebabkan efek yang berbeda pada gambaran
histopatologis hati, kemungkinan gugus OH pada 2 merupakan penyebab perubahan
pada gambaran histopatologis hati.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa isolat 1 dan 2 merupakan
imunomodulator, meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag, produksi NO, dan IL-
12. Pengaruh 1 dan 2 terhadap proliferasi limfosit, titer IgG, dan produksi IL-10 tidak
berbeda bermakna dengan kontrol. Kemungkinan mekanisme aksi isolat 1 dan 2
melalui peningkatan aktivitas fagositosis makrofag. Pada dosis 2,5; 5; dan 10
mg/kgBB, isolat 1 tidak menyebabkan perubahan gambaran histopatologis pada ginjal
dan hati. Isolat 2 tidak menyebabkan perubahan gambaran histopatologis pada ginjal
akan tetapi pada dosis 2,5 mg/kgBB menyebabkan degenerasi hidropik dan pada dosis
5 dan 10 mg/kgBB menyebabkan nekrosis hati.
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SUMMARY

Red betel (Piper crocatum Ruiz & Pav.) leave is widely used as a traditional
medicine in Indonesia. /n vivo researchs on the immunomodulatory activity of red
betel leaf suggested that the extract of red betel leaf induced macrophage phagocytic
activity, however it had no effect on lymphocyte proliferation (Apriyanto, 2011,
Indriyani, 2011; Ardianto, 2013). Imunoglobulin G (IgG) titre test of red betel leaf n-
hexane extract on rats induced hepatitis B vaccine showed immunosuppressive effects
at the dose of 10 mg/kg body weight (BW), whereas the dose of 100 mg/kgBW
showed immunostimulatory effects (Wahyudi, 2010). On the contrary the ethanol
extract of the same leaf had no effect at the doses of 10, 100, and 300 mg/kgBW
(Wiweko, 2010). /n vitro study showed that at the dose of 5 pg/ml isolated compound
(1 and 2) from red betel leave increased macrophage phagocytic activity. Both 1 and
2 were identified as neolignans, 1 was 2-allyl-4-(I"-hydroxy-1'-(3 ", 4", 5 "
trimethoxyphenyl) propan-2'-yl) -3, 5-dimethoxycyclohexa-3, 5-dienone and 2 was 2-
allyl-4-(1"-acetyl-1'-(3 ", 4", 5 "-trimethoxyphenyl) propan-2'-yl) -3,5-
dimethoxycyclohexa- 3,5-dienone (Kustiawan, 2012).

The immune responses are grouped into the innate and adaptive immune
response which is non specific and specific response respectively. Specific immune
response consists of cellular and humoral immune responses. Animal immune
response can be induced by bacterial infection. Listeria monocytogenes is a facultative
intracellular bacterium, which is able to induces innate and adaptive immune
responses (Abbas et al., 2007). One of activated macrophages effector function to kill
microbes phagocyted, shown by the production of reactive oxygen species, nitric
oxide (NO), and lysosomal enzymes. Activated macrophages are the main source of
interleukin 12 (IL-12) production, which is cytokine immunoregulator key on
bacterial and viral infection, whereas interleukin 10 (IL-10) stop the response of
activated macrophage resulted in the inhibition of IL-12 production (Abbas et al,
2007, Hamza et al., 2010).

The liver and kidneys are the organs used for metabolism and excretion of
drugs. Therefore both organs are potential to be affected by toxic substances. Previous

research showed that the ethanol extract caused pathological changes in liver and
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kidneys (Nugraha, 2010). Other studies reported that the dose of 300 mg/kgBW n-
hexane and ethanol extracts of red betel leaf did not damage the kidneys and liver of
mice induced by hepatitis B vaccine (Wahyudi, 2010; Wiweko, 2010).

This study aim to know the in vive immunomodulatory effect of 1 dan 2 by
determining its cellular and humoral immune responses. The cellular immune
response was determined by macrophage phagocytic activity test, NO production, and
lymphocyte proliferation, whereas the humoral immune response determined by
measuring IgG titre. Moreover, the study was also determined the effects of 1 and 2
on the IL-12 and IL-10 production. In this study, histopathologic features of mice liver
and kidneys effect due to the treatment with 1 and 2 were microscopically.

Macrophage phagocytic activity of the extract, soluble fraction and non
soluble fraction were in vitro examined using latex beads. Fractions which have
immunomodulating activity further fractionated by the method of vacuum colomn
chromatography, with a gradient solvent of n-hexane and ethyl. The most active
fraction was not continued for isolation the immunomodulatory compound, because
Kustiawan (2012) told that 1 and 2 isolated from the ethanol extract of the red betel
leaf were able to improve the in vitro macrophage phagocytic activity. Based on that
information, the research was done by iinding an efficient way to collect a sufficient
number of 1 and 2 for in vivo testing. The collection of 1 and 2 isolated from the
methanol extract of red betel leaf was conducted using a modified isolation method of
Kustiawan (2012). Modification was done on the kind and volume of solvent.
Fractionation of the red betel leaf methanol extract was done by vacuum colomn
chromatography using n-hexane, chloroform, ethyl acetate, and methanol as solvents.
Compound 1 and 2 were found in the fraction third and fourth from five fraction in
total. The experiment was continued by purification of 1 and 2 using preparative TLC
method.

Immunomodulatory effects testing consists of a preliminary study and a main
study conducted in vivo using BALB/c mice which its immune response was induced
by bacteria Listeria monocytogenes. In the main study, tested compounds were 1 and
2 with the dose of 2.5; 5; and 10 mg/kgBW. There were three control groups in the

experiment. Those were control group of normal untreated mice, negative control
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group ftreated with carboxymethyl cellulose natrium 1%, and the positive control
treated with 100 mg/kg body weight Imboost® (contains extracts of Echinacea and
zinc picolinate). Oral administration of the test material was done for 14 days. In the
day of 15 (day 0), all mice were infected with L. monocytogenes. Reinfection was
done in the day ten after the first infection. In the day ten after first infection, peritoneal
fluid of mice were taken. The fluid were used for measurement of macrophage
phagocytic activity and nitric oxide production. Lymphocyte was taken from spleen
used for the measurement of lymphocyte proliferation. Moreover macrophage
phagocytic activity assay was done using latex beads. The assay was measured by
three parameters, namely Phagocytosis Percentage (PP), Phagocytosis Index (PI), and
Phagocytosis Efficiency (PE) (Sanchez et al., 2008). Nitric oxide production was
measured after the reaction of NO with Griess reagent. The NO concentration is
calculated by comparing the optical density of tested materials against nitrite
standards. Lymphocyte proliferation test was done using 3-/4,5-(dimethylthiazol-2-
i) -2, 5-diphenyltetrazolium bromide) ] (MTT) method. Measurement of IgG titre, IL-
12, and IL-10 were done using mouse IgG elisa kit, mouse 1L-12 ELISA kit Platinum,
and Platinum mouse IL-10 ELISA kit respectively. The effect of 1 and 2 were
examined using histopathological slide of mice liver and kidney prepared using
hematoxilin-eosin staining, continued by microscopic observation. The data of
immunomodulatory effects test were analyzed by one-way ANOVA followed by
Tukey test using SPSS 19. Histopathological features examination of liver and kidney
tissues were analyzed descriptively by comparing the treatment group with the control
group.

The maceration on red betel leaf extract resulted a black thick mass. The fresh
red betel leaf yielded powder in amount of 23%, while the fresh red betel leaf yielded
extract in amount of 2.7%. Moreover the powder yielded extract in amount of 11.8%.
The results of in vitro macrophage phagocytic activity test showed that the treatment
of 150 ug/ml non soluble fraction caused the highest macrophage phagocytic activity.
Based on the similarity of thin layer chromatography (TLC) profiles, fractions resulted

from vacuum colomn chromatography (VLC) were combined to be five fractions.
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Treatment with fraction two at the dose of 150 mg/ml resulted in the same PP, but
higher PI compared to treatment with Imboost®.

Thin Layer Chromatography profile of both extract and standard fraction
containing 1 and 2 showed that both compounds were detected in the red betel leaf
methanol extract. Separation on 2.12 grams of red betel leaf methanol extract using
vacuum colomn chromatography yielded five fractions with the total weight of 1.78
grams, Isolation of 1 and 2 from 2.12 grams of the red betel leaf methanol extract
using TLC-Preparative resulted 1 with the yield of 0.566%, while the yield of 2 was
0.571%. High Performance Liquid Chromatography detection at A 234.5 nm of pure
1 and 2 resulted from TLC, indicated that the peak of each compound was not single
yet, therefore this analysis refer to the pure TLC compound. Isolate 1 and 2 resulted
from this research had the same TLC profile with those of Kustiawan (2012). It was
proved by co-TLC method using the same methode and detection with Kustiawan
(2012). The 1 and 2 can be used as a marker compound, which is a therapeutic
components for red betel.

Preliminary observations indicated that the compound 2 at a dose of 10 mg/kg
body weight able to increase the macrophage phagocytic activity, which are
significantly different with control. Treatment with 2 at the dose of 10 mg/kg body
weight had effect on the NO and IL-12 production, but had no effect on lymphocyte
proliferation, IgG titre, and IL-10 production. On the tenth day, the results of NO test
and lymphocyte proliferation showed the trend of decreation which was may be due
to the reduction of L. monocytogenes number. Therefore, in the following research,
the reinfection was done in the day tenth.

The main research show that 1 and 2 at the dose of 5 mg/kgBW increase the
macrophage phagocytic activity. The macrophage phagocytic activity effect of 1 and
2 at the dose of 10 mg/kgBW is equivalent to a dose of 100 mg/kgBW Imboost®.
Compound 1 and 2 ata dose of 2.5; 5 and 10 mg/kgBW, increased the NO production.
Nitric oxide production activity of mice treated with 1 and 2 showed the same pattern.
This result indicated that the differences of OCaH3 group from OH group at the 1 and
2 chemical structure did not cause the differences of NO production activity.

Statistical analysis of mice lymphocytes number treated with 1, 2, and Imboost®
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(positive control) compare to normal and solvent control showed there were no
significantly difference. Allegedly, the administration of 1 and 2 to mice have no
effect on lymphocyte proliferation activity, or the effects of both compound on cell
prolifertaion occurred indirectly. The IgG titre of mice treated with 1 and 2 at the day
of 21* after the infection with L. monocytogenes (day 11 after re-infection) showed
no significantly difference compared to the control group. Listeria monocytogenes
which is an intracellular bacterium induced cellular immunity, but did not induce a
humoral immune response, so that the IgG titre production did not increase in this
study. The increase of 1L-12 production in mice concomitant with the increase of 1
and 2 doses treatment. The effects of 1 and 2 at a dose of 2.5 mg/kgBW on the 1L-12
production, equivalent to those of 100 mg/kg body weight Imboost®. The production
of IL-10 in mice were not affected by the treatment of 1 and 2. The results of this
study also showed that the 1L-10 production due to 1 and 2 treatment equivalent to
those of Imboost®.

The immunomodulatory test show that 1 and 2 increased the macrophages
phagocytic activity, NO production and IL-12 production, but lymphocyte
proliferation, IgG titre, and IL-10 production. The lymphocyte proliferation should
activate by IL-12, but in this study 1 and 2 were not affect to lymphocyte proliferation.
Maybe 1 and 2 interfere the bonding of 1L-12 on limphocytes IL-12 receptor. This
conclution was supported by the unaffected production of 1L-10 which produce by
Th2 cells. Th2 cell may not affected by 1 and 2 so the IL-10 production was not
affected too.

The treatment of 1 and 2 at a dose of 2.5 mg/kgBW showed no significant
difference compared to control. Two and a half mg/kg body weight 1 and 2 equivalent
to 442 mg/kgBW and 438 mg/kgBW extract respectively. Dose of 100 and 300 mg/kg
BW red betel leaf extract were able to increased the macrophage phagocytic activity
(Apriyanto, 2011; Indriyani, 2011). This result indicated that 1 and 2 is less active
than the red betel leaf extract. In this study, the profile of immunomodulatory activity
of mice treated with 1 and 2 were same each other. This result indicated that the
differences of OC,H3 group from OH group at the both chemical structure had no

effect on the differences in immunomodulatory activity.
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Microscopic observation of the kidneys and liver showed that treatment with
1 and 2 effected liver structure but had no effect on the kidneys histopathological
features. The liver damage occurs due to the treatment with 2. The increase 2 doses
tend to increased the damage of liver. The treatment with a dose of 2.5 mg/kgBW 2
equivalent to dose 0f 438 mg/kgBW red betel leaf extract, causing liver damage in the
form of mild hydropic degeneration. Therefore, the use of the extract at the mentioned
dose for long time was not recommended. Treatment with 2 or the extract at these
doses should only be used when a patient requires immunostimulant, with careful
monitoring of the patient's liver clinical condition. Isolate 1 and Echinacea extract
showed no effect on the kidneys and liver histopathological features. This study shows
that the differences between OCzHz and OH groups on both compounds caused
different histopathological features effects on the mice liver. It seems that the OH
group caused liver damage.

The results of this study showed that 1 and 2 were immunomodulator, i.e.,
increase macrophage phagocytic activity, NO and IL-12 production. The effect of 1
and 2 on lymphocyte proliferation, IgG titre and IL-10 production was no significantly
difference with control. The mechanism action of 1 and 2 possibility occured through
increase macrophage phagocytic activity. At the doses of 2.5; 5; and 10 mg/kgBW, 2
did not cause histopathological features canges on the kidney but at the dose of 2.5
mg/kgBW caused hydropic degeneration and at the dose of 5 mg/kgBW caused

necrosis of the mice liver.
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UJI AKTIVITAS FAGOSITOSIS MAKROFAG EKSTRAK METANOLIK DAUN
SIRIH MERAH (Piper crocatum RUIZ & PAV.) SECARA IN VITRO

Yustina Sri Hartini"”, Subagus Wahyuono”, Sitarina Widyarini”, Ag. Yuswanto”
1)  Fakultas Farmasi Universitas Sanata Dharma, Yogyakarta
2) Fakultas Farmasi Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta
3) Fakutas Kedokteran Hewan Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta

Abstract

Plants can be the resources of immunomodulatory agents. Some researchs showed
that high capacity antioxidant increase the immune response, and numerous classical
cytotoxic drugs can be converted into immunostimulants when applied in very low
concentrations. Piper crocatum Ruiz & pav. (sirih merah) leaf have been reported as
antioxidant and anticancer. This research aim to know the imunomodulatory effect of
methanolic extract of Piper crecatum Ruiz & pav. leaf. In order to isolate the
immunomodulatory agent, this beginning bioassay guided isolation research using mice
peritoneum macrophage phagocytic activity on latex beads.

The result showed that methanolic extract of Piper crocatum Ruiz & pav. leaf on
75ug/ml can stimulate macrophage phagocytic equal to positive control that contain
100ug/ml Echinace extract. Therefore, Piper crocatum Ruiz & pav. leaf can be resource orn
explorate immunomudulatory agent from natural products.

Keywords: Piper crocatum, metanolic extract, immunomodulatory, macrophage phagocytic

Pendahuluan

Senyawa-senyawa yang dapat memodulasi sistem imun dapat diperoleh dari
tanaman (Wagner et al., 1999). Pengobatan alami merupakan bahan kajian dan sumber
penting untuk mendapatkan senyawa obat baru (Alamgir dan Uddin, 2010). Bara sejumlah
kecil tanaman yang telah diskrining aktivitas imunostimulannya, dari skrining tersebut
terbukti bahwa beberapa tanaman obat memiliki aktivitas imunostimulan akan tetapi tidak
cukup bukti untuk kemudian dapat digunakan dalam praktik klinis, sehingga di masa
mendatang penelitian tentang imunostimulator dari tanaman obat sangat bernilai (Kumar et
al., 2011). Menurut Wagner et a/. (1988) studi imunologikal secara in vitro menunjukkan
bahwa banyak obat sitotoksik seperti vincristine, methotrexate, taxol, atau podophyllotoxin
menjadi imunostimulan ketika digunakan pada konsentrasi yang sangat rendah. Beberapa

penelitian telah menunjukkan bahwa antioksidan dengan kapasitas tinggi pada sistem in vitro
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juga dapat meningkatkan fungsi imun (Sklavos et al, 2008). Tanaman sirih merah
mempunyai banyak manfaat dalam pengobatan tradisional, berpotensi menyembuhkan
berbagai jenis penyakit (Manoi, 2007). Berbagai penclitian terkait sirih merah telah
dilakukan (Safitri dan Rahma, 2008; Sulistiyani ef al., 2007, Fitriyani et al., 2011); terkait
dengan imunomodulator telah diteliti tentang ekstrak metanolik daun sirih merah yang
memiliki aktivitas antiproliferatif terhadap sel kanker payudara (T47D) dengan nilai IC,,
sebesar 44,25 ppm (Wicaksono et al., 2009). Suratmo (2008) melaporkan bahwa fraksi
ekstrak etanolik daun sirih merah berpotensi sebagai antioksidan dengan nilai IC,, sebesar
33,44 ppm, dan sebagai antikanker terhadap sel HeLa dengan nilai IC,, sebesar 1197,43 ppm.
Menurut-Wahyudi 2010y uji terhadap tikus yang diinduksi vaksin hepatitis B menunjukkan
adanya efek imunosupresan dari ekstrak n-heksan sirth merah pada dosis 10 mg/kgBB, dan
efek imunostimulan pada dosis 100 mg/kg BB.

Penelitian ini adalah awal dari penelitian yang bertujuan mencari dan menetapkan
struktur kimia senyawa dalam daun sirih yang memiliki daya imunomodulator dengan cara
bioassay guided isolation. Menurut Ponkshe dan Indap (2002), metode fagositosis adalah
salah satu metode yang paling banyak digunakan untukskrining bahan aktif yang
mempengaruhi respon imun. Pada penelitian ini bioassay (uji aktivitas farmakologi berupa
daya imunomodulator) untuk skrining awal digunakan metode uji aktivitas fagositosis

makrofag secara in vitro.

Metode Penelitian
A. BahandanAlat

Bahan utama berupa daun sirth merah yang dikumpulkan dari daerah
Tawangmangu. Determinasi tanaman dilakukan pada Bagian Biologi Farmasi Fakultas
Farmasi Universitas Madjah Mada Yogayakarta. Bahan lain adalah metanol, media RPMI,
fetal bovine sertim (FBS), Penisilin-streptomisin, Fungisone, Dimetilsulfoksida (DMSO),
Produk-1®, Produk-2®, Phosphate-buffered saline (PBS), media RPMI 1640, kloroform,
alkohol 70%, medium RPMI, suspensi lateks diameter 0,3 um, cat Giemsa 10%, tryptan blue.
- Hewan uji: mencit BALB/C jantan dengan berat 25-35 g (berumur 8 minggu).
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Alat yang digunakan meliputi maserator, Rotary evaporator, cawan porselen, water

bath, oven, eksikator, spuit 10 ml, gunting, penjepit, falcon, eppendorf, vortex mixer,

sentrifuge, plate 24 well (sumur), coverslips bulat diameter 13 mm, inkubator, laminar air

flow, mikroskop, mikropipet, blue tip, yellow tip, haemositometer, cellcounter.

B. Cara Penelitian

1. Ekstraksi

Daun sirih merah dicuci di bawah air mengalir hingga bebas kotoran, kemudian

dikeringkan dalam oven suhu 50°C sampai kering (kemrisik, mudah diremukkan dengan

tangan). Daun kering dibuat serbuk, ditimbang, dimasukkan ke dalam maserator,

ditambahkan metanol ke dalam maserator sampai semua serbuk terendam, kemudian

dibiarkan semalam disertai pengadukan. Maserat dipisahkan dan ditampung sedangkan

ampas dimaserasi 2 kali lagi dengan pelarut yang sama. Maserat dari 3 kali maserasi

dikumpulkan, kemudian divapkan dengan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak

metanolik kental.

2. UjiFagosistosis Makrofag

a.

22—

Isolasi dan kultur sel makrofag peritoneal

Mencit sebanyak 8 ekor dibunuh dengan narkose menggunakan kloroform. Seluruh
tubuh mencit dibersihkan dengan akohol 70%, kemudian dibawa ke dalam
laminary flow hood dan diletakkan dalam posisi terlentang. Kulit bagian perut
dibuka dan dibersihkan selubung peritoneum dcngén :lkohol 70%, kemudian
disuntikkan 10ml medium RPMI 1640 dingin ke dalam rongga peritoncum, tunggu
+ 3 menit sambil diteckan-tekan secara perlahan-lahan. Cairan peritoneal
dikeluarkan/diaspirasi dari rongga peritoneum dengan menekan organ dalam
dengan 2 jari, cairan diaspirasi dengan spuit injeksi, dipilih pada bagian yang tidak
berlemak dan jauh dari usus, kemudian dimasukkan ke dalam tabung sentrifus.

Aspirat yang didapat disentrifus pada 1200 RPM 4°C selama 10 menit. Supernatan

dibuang, ditambahkan 3 ml medium RPMI komplit (mengandung FBS 10%) pada

pellet yang didapat. Jumlah sel yang didapat dihitung dengan menggunakan

—8% Prosiding Seminar Nasional >,



hemositometer kemudian diresuspensikan dengan medium RPMI komplit sehingga
didapat suspensi sel dengan kepadatan 2,5x10°ml. Suspensi sel yang telah dihitung
dikultur pada microplate 24 well yang telah diberi coverslips bulat, setiap sumuran
200ul (5x10° sel). Diinkubasi dalam inkubator CO, 5%, 37°C selama 30 menit.
Medium RPMI komplit ditambahkan 1 ml/sumuran dan diinkubasi lagi selama dua
jam. Sel dicuci dengan RPMI dua kali kemudian ditambahkan medium komplit 1
ml/sumuran, kemudian inkubasi dilanjutkan sampai 24 jam.
b. Ujiaktivitas fagositosis

Latex beads diresuspensikan dalam PBS sehingga didapat konsenstrasi 2,5x10"/ml.

.Media diambil-dengan cara menyedot media sehingga tinggal makrofag dalam
coverslips. Pada tutup plate diberi identitas sesuai bahan uji yang akan dimasukkan
dalam sumur yang bersangkutan. Pada sumur ditambahkan masing-masing 1 ml
bahan uji dalam media RPMI komplit, yakni ekstrak metanol Piper crocatum kadar
75 pug/ml dan 150 pg/ml, kontrol positif (Produk-1® 100 pg/ml), kontrol media, dan
kontrol pelarut (DMSO 0,15%), kemudian diinkubasi selama 4 jam. Setelah 4 jam,
suspensi /atex beads ditambahkan dalam PBS, dimana /atex beads dengan diameter
0.3 pm sebanyak 400 pl dengan kepadatan /atex beads dalam 2,5x 10’ /ml, kemudian
inkubasikan dalam inkubator CO, selama 60 menit. Media diambil dengan cara
disedot dan dicuci dengan PBS tiga kali untuk menghilangkan /atex beads yang
tidak terfagositosis, kemudian dikeringkan pada suhu ruangan dan difiksasi dengan
metanol selama 30 detik. Selanjutnya metanol dibuang dan ditunggu hingga kering
kemudian dicat dengan Giemsa 20% selama 30 menit, kemudian dicuci dengan
akuades sampai bersih (4-5 kali, akuades menjadi jernih) diangkat dari sumuran
kultur dan dikeringkan pada suhu ruangan. Makrofag yang memfagositosis partikel
lateks dihitung dengan cara diperiksa menggunakan mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400x (Leijh e al. dalam Weir, 1986, Wijanarko, 2005; Wahyuni, 2006).

H asil dan Pembahasan
Bahan tanaman yang dikenal dengan nama sirth merah tersebut merupakan

spesies dengan nama ilmiah Piper crocatum Ruiz & Pav.
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Gambar 1. Piper crocatum Ruiz & Pav.

Ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol terhadap 1,9 kg

serbuk daun sirih merah yang berasal dari pengeringan 8,26 kg daun basah menghasilkan
ekstrak berupa massa kental berwarna hitam sebanyak 224,03 g. Rendemen serbuk terhadap

: daun basah sebesar 23%, rendemen ckstrak terhadap daun basah éebesar 2,7%, dan
rendemen ekstrak terhadap serbuk sebesar 11,8%. Pada penelitian Wahyudi (2010), ekstraksi
daun sirth merah men g‘gunakan n-heksana sebagai pelarut, maserasi dilakukan sekali selama
2 hari dengan pemanasan 60°C, didapatkan rendemen ekstrak terhadap serbuk sebesar
4,89%, sedangkan Wiweko (2010) yang menggunakan pelarut etanol mendapatkan
rendemen sebesar 24%. Meskipun menurut Samuelsson (1999) maserasi tidak menghasilkan
ckstraksi yang komplit, akan tetapi banyak penclitian memilih menggunakan metode ini
karena maserasi merupakan prosedur sederhana untuk rnendapafkaﬁrekslrak, cocok untuk
skala kecil maupun industrial, pengulangan proses perendaman merupakan upaya untuk
mendapatkan sebanyak mungkin senyawa yang terekstraksi. Pemilihan jenis dan jumlah
pelarut juga sangat menentukan jenis dan jumlah senyawa yang terekstraksi, hal ini sesuai
dengan pernyataan Samuelsson (1999) yakni bahwa senyawa dalam tanaman biasanya
berada di dalam sel, pelarut harus dapat berdifusi ke dalam sel untuk melarutkan molekul
senyawa yang diinginkan kemudian dengan arah berlawanan melewati dinding sel dan
bercampur dengan cairan di sekelilingnya. Kesetimbangan akan terjadi antara senyawa

terlarut di dalam sel dengan pelarut di sekitar jaringan tanaman, dimana kecepatan
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ksetimbangan tersebut dipengaruhi oleh suhu, pH, ukuran partikel, dan gerakan dari pelarut.
Penelitian ini dilakukan pada suhu kamar, karena diharapkan senyawa yang tidak tahan
pemanasan tidak rusak oleh adanya pemanasan, efektivitas ekstraksi juga dioptimalkan
dengan pengadukan.

Meskipun mirip akan tetapi terdapat perbedaan anatomi antara daun sirih dan daun
sirth merah. Diatas vascular bundle pada P betle dijumpai adanya sel-sel kolenkim
sedangkan pada P. crocatum tidak dijumpai. Irisan melintang daun ke dua spesies sirih diatas
teramati adanya saluran yang dihasilkan dari robekkan-robekkan sel, saluran tersebut
berfungsi sebagai saluran minyak. Selainitu juga terdapat adanya sel-sel sekretori, sehingga
kemungkinan bagian daun bisa digunakan sebagai bahan obat (Nugroho e al., dalam proses
publikasi). Ekstrak metanol daun sirih (Piper betle) telah dilaporkan memiliki daya
imunomodulator (Kanjwani et al., 2007), daun sirih merah merupakan tanaman dalam genus
yang sama dengan Piper betle yakni Piperaceae, oleh karena itu digunakan pelarut metanol
dengan harapan senyawa yang terekstraksi memiliki aktivitas yang sejenis.

Makrofag merupakan sel fagositik utama yang menghadapi serangan patogen
melalui mekanisme fagositosis, berperan penting baik pada respon imun bawaan maupun
respon imun adaptif. Kemampuan fagositosis makrofag dapat diukur dari kemampuannya
dalam memfagositosis partikel lateks secara in vitro. Aktivitas fagositosis makrofag
sebanding dengan prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks, semakin
banyak jumlah makrofag yang memfagositosis partikel latkes, semakin kuat aktivitas
makrofag. Hasil uji aktivitas fagositosis makrofag peritoneum mencit menunjukkan bahwa
ekstrak metanolik daun sirth merah meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag. Pada
penelitian dilakukan uji dengan dosis ekstrak sirth merah 75pg/ml dan 150pg/ml, sedangkan
dosis kontrol positif yakni Produk-1® dan Produk-2® masing-masing 100 pg/ml.
dilakukan replikasi 3 kali, juga untuk kelompok kontrol media dan kontrol pelarut. Ekstrak
daun sirih merah pada dosis 751g/ml menunjukkan % fagositosis makrofag sebesar 5,8+1,6
sedang pada dosis 150pg/ml menunjukkan % fagositosis sebesar 6,76+1,9. Kontrol positif
yang digunakan pada penclitian ini adalah produk imunomodulator yang beredar di

masyarakat, berasal dari 2 pabrik yang berbeda, keduanya megandung ckstrak Echinacea
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250 mg, aktivitas fagositosis kontrol positif pada dosis 100pg/ml untuk Produk-1® sebesar
5,1+0,9 sedangkan Produk-2® sebesar 2,8 +2,0. Pada kontrol media, sumur uji hanya diberi
media saja, % fagositosis sebesar 0,15%; untuk kontrol media sebesar 3,1:!:0,25"{ sedangkan

untuk kontrol pelarut diberi DMSO, % fagositosis sebesar 1,6+0,6.

Gambar 2. Makrofag yang memakan (fagosit)
latex beads dilihat pada mikroskop perbesaran 400x
Keterangan : A. Makrofag yang memakan lateks; B. Makrofag yang tidak memakan lateks

Aktivitas fagositosis Produk-2® lebih kecil dibandingkan kontrol media, hal ini
disebabkan proses preparasi sampel yang kurang baik, Produk-2® sukar larut dalam media
korplit. Produk-1® maupun Produk-2® masing-masing mengandung ekstrak Echinacea
250 mg, Produk-1® dapat larut dalam media komplit, kemungkinan bahan tambahan pada
Produk-2® mengakibatkan ketidaklarutan produk tersebut pada media yang digunakan.
Aktivitas fagosistosis makrofag yang mendapat perlakukan dengan ekstrak daun sirih merah
baik pada dosis 75 pg/ml maupun 150 pg/ml cuku;; tinggi dan seiarz.i.d“engan ekestrak
Echinacea dosis 100 pg/ml. Kemampuan ekstrak Echinacea dalam meningkatkan fagos itosis
telah dilaporkan oleh Bauer (dalam Wagner, 1999), kemungkinan ekstrak daun sirih merah
juga memiliki mekanisme aksi yang sama dengan ekstrak Echinacea. Kenaikan dosis ek strak
daun sirih merah menjadi 2 kali lipat, tidak menunjukkan adanya kenaikan % fagosgtosis
yang sebanding. Perlu penelitian lebih lanjut untuk mengetahui pengaruh dosis terh adap
aktivitas fagositosis juga mekanisme aksi senyawa yang bertanggung jawab terh adap
aktivitas tersebut. Penelitian tentang peningkatan aktivitas fagositosis makrofag karena

pemberian ekstrak daun sirih merah ini merupakan penelitian awal dari bioassay gizided
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isolation senyawa imunomodulator dari daun sirih merah, menurut Wagner et al. (1999) hasil
uji daya imunomodulator secara in vitro tidak ada korelasi dengan uji in vivo, maka perlu juga

diteliti lebih lanjut secara in vivo.

Kesimpulan
Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa,
1. Uji secara in vitro menunjukkan bahwa ekstrak metanolik daun sirih merah mampu
meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag
2. Daun sirih merah dapat menjadi sumber pada pencarian senyawa imunomodulator

* " “dari bahan alam
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Abstrak

Penelitian terkait aplikasi imunostimulan sebagai aktivator sistem imun hasilnya tidak
meyakinkan dan perlu pencarian imunostimulan baru dari sumber baru. Secara empiris
daun sirih merah banyak digunakan sebagai obat tradisional untuk mengobati berbagai
penyakit, banyak tanaman yang digunakan sebagai obat tradisional dilaporkan memiliki
aktivitas imunostimulan. Telah dilakukan isolasi senyawa kode Pc-2 darm. ekstmk
hasnifn Gaun Sin merah dan pengujian aktivitas fagositosis makrofag secera in-vivo.
Ekstrak metanolik daun sirih merah diperoleh secara maserasi, difraksinasi dengan
metode kromatografi cair vakum, dan senyawa kode Pc-2 diisolasi dengan metode
kromatografi lapis tipis preparatif. Kandungan senyawa dalam ekstrak, fraksi, dan isolat
dimonitor dengan kromatografi lapis tipis. Pengujian aktivitas fagositosis makrofag
menggunakan mencit BALB/c dan induksi dengan bakteri Lysteria monocytogenes.
Aktivitas fagositosis dinyatakan dalam persen fagositosis (PF), indeks fagositosis (IF),
dan efektivitas fagositosis (EF). Hasil penelitian menunjukkan bahwa mencit yang
diberi perlakuan dengan senyawa kode Pc-2 dosis 10 mg/kgBB baik pada hari ke-3, ke-
10, maupun ke-21 setelah infeksi dengan L. monocytogenes, mempunyai PF, IF, dan EF
yang lebih besar secara bermakna dibandingkan pada mencit kelompok kontrol:
aktivitas fagositosis makrofag terbesar terjadi pada hari ke-21 setelah infeksi dengan L.
monocytogenes; dan tidak ada korelasi antara PF dengan IF.

Kata kunci : fagositosis makrofag, in-vivo, isolat, Piper crocatum Ruiz & Pav.

Pengantar Bl e Fr A

Sistem imun merupakan lini pertama pertahanan tubuh manusia, melindunginya
dari penyakit dan mengobatinya apabila tehah terjadi penyakit (Buhner, 1999). Tubuh
manusia secara terus menerus terpejan oleh berbagai faktor yang berdampak pada
melemahnya fungsi sitem imun dan meningkatkan imunosupresi. Penelitian terkait
aplikasi imunostimulan sebagai aktivator sistem imun hasilnya tidak meyakinkan dan
perlu pencarian imunostimulan baru dari sumber baru (Wagner ef al., 1999). Beberapa
keterbatasan imunostimulaton yang ada adalah waktu paruhnya yang singkat serta
imunitas yang dihasilkan hanya bersifat parsial, dan tidak stabil, selain itu toksisitas
senyawa cukup tinggi terutama pada penggunaan kronis (Iwo, 2006). Secara empiris
daun sirih merah banyak digunakan sebagai obat tradisional untuk mengobati berbagai
penyakit, banyak tanaman yang digunakan sebagai obat tradisional dilaporkan memiliki
aktivitas imunostimulan (Bafna dan Misrha, 2004). Sirih merah (Piper crocatum Ruiz
& Pav.) merupakan satu dari 3000 lebih spesies dalam genus Piper. Tanaman dalam
family Piperaceae ini tumbuh merambat, menyukai tempat teduh sehingga dapat
tumbuh subur di daerah pegunungan. Keindahan daun sirih merah yang berwarna merah
keperakan dan mengkilap menyebabkan tanaman ini banyak

9

ISBN : 878-602-17629-0-5



Prosiding Seminar Nasional Tumbuhan Obat Indonesis ke-44

Palembang, 14-16 Maret 2013
R R R e B S e e A S R e e s s T

Gambar 1. Sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.) (dokumen pribadi)

- digunakan sebagai tafiaman hias. Akhir-akhir ini daun sirih merah banyak digunakan
~ sebagai obat tradisional, menurut Manoi (2007) sirih merah mempunyai banyak
manfaat dalam pengobatan tradisional, berpotensi menyembuhkan berbagai jenis
penyakit. Berbagai penelitian terkait aktivitas sirih merah sudah dilaporkan oleh
Sulistyani et al. (2007), Agustanti, L. (2008), Suratmo {2008), Safitri dan Rahma
(2008), Juliantina et al. (2009), Wicaksono ez al. (2009), Alfarabi et a. (2010),
Dhewayanti (2010), Sundari (2010), Wiweko (2010), Wahyudi (2010), Sustri et al.
(2011), Setyowati (2011), Apriyanto (2011), Zubier et al. (2010), Fitriyani et al. (2011),
Yulianti ef al. (2011), dan Pangabdian (2012). Dari beberapa penelitian tersebut, belum

- ada laporan penelitian tentang uji aktivitas fagosnoms secara in-vivo dari senyawa yang
diisolasi dari daun sirth merah.

' Senyawa-senyawa yang dapat menwdulaﬂ sistem imun dapat diperoleh dari
tanaman (Wagner et al., 1999). Baru sejumlah kecil tanaman yang telah diskrining
aktivitas mumsnmulannya, dari skrining tersebut terbukti bahwa beberapa tanaman

- obat memiliki aktivitas imunostimulan akan tetapi tidak cukup bukti untuk kemudian

- dapat digunakan dalam praktik klinis, sehingga di masa mendatang penelitian tentang
imunostimulator dari tanaman obat sangat bernilai (Kumar et al., 2011). Hartini ez al.
£2011) melaporkan bahwa uji secara in-vifro menunjukkan bahwa aktivitas fagositosis
makrofag peritoneal mencit yang diberi perlakuan dengan 75 ug/mi ekstrak metanolik
daun sirih merah lebih tinggi secara bermakna dibanding mencit kelompok kontrol dan
setara dengan produk obat yang mengandung ekstrak Echinacea 100 pg/ml (obat merek

dagang X). Lebih lanjut Kustiawan (2012) melaporkan bahwa dengan uji yang sejenis, 2

senyawa dari ekstrak etanolik daun sirih merah yakni isolat 1 yakni 2-allyl-¢4-(1'-

fydroxy-1'-(3",4",5 " "-trimethoxyphenyl}  propoan-2’-yi)-3,5-dimethoxycyclohexa-3,5-
ienone dan isolat 2 yakni 2-allyl-4-(1-acetyl-1’-(3”,4",5 "-trimethoxyphenyl) propan-
2-yl)-3,5-dimethoxycyclohexa-3, 5-dienone masing-masing pada Spg/m! memiliki
aktivitas yang sebanding dengan produk obat yang mengandung ekstrak Echinacea

{obat merek dagang X).

 Fagositosis adalah proses dimana sel-sel terlibat dalam penelanan partikel-

partikel patogen, dan karena kapasitas sel-sel tersebut maka patogen dapat dimatikan

n dimusnahkan (Desjardins dan Griffiths, 2003). Fagositosis merupakan salah satu hal

rpenting dalam mekanisme pertahanan tubuh terhadap serangan mikroorganisme.

_____"lalm fagositosis, penyerangan intra-seluler, dan digesti, sel-sel fagosit akan

mmusnahkan mikroorganisme tersebut (Leijh er al., 1986) Makrofag merupakan sel
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fagosit yang memegang peranan penting pada sistem pertahanan tubuh manusia, ‘baik
sistem imun alamiah maupun adaptif (Abbas et al., 2007). Makrofag dapat menelan
sejuinlah besar partikel tanpa menyebabkan kerusakan sel (Cannon dan Swanson,
1992). Suatu sistem yang menggunakan latex beads merupakan model fagositosis yang
banyak digunakan hingga analisis fagosom berkembang sebagaimana kemajuan terkini
(Desjardins dan Griffiths, 2003). Lysteria monocytogenes telah digunakan secara luas
sebagai model dalam eksperimen mempelajari respon imun terhadap infeksi bakteri
intraseluler (Fehr ef al., 1997). Menurut Wagner et al., (1999), hasil uji in-vitro tidak
selal berkorelasi dengan uji in vive, maka diperlukan konfirmasi dengan uji secara in-
vivo. Hasil penelitian ini melaporkan tentang aktivitas fagositosis dari makrofag
peritoneal mencit secara in-vivo yang diberi perlakuan dengan senyawa kode Pc-2 dari
ekstrak metanolik daun sirih merah.

Bahan dan Metode

Bahan

Bahan tumbuhan berupa daun sirih merah (Piper crocatum) diambil di Balai Besar

Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional (B2P2TO2T),

Karanganyar Jawa Tengah pada bulan Mei 2010. Determinasi tanaman dilakukan di

Bagian Biologi Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.

Bahan untuk isolasi senyawa kode Pc-2 yakni ¢kstrak metanolik daun sirih merah,
kloroform pa, n-heksana pa, etil asetat pa, metanol pa, dan silica gel 60. Bahan untuk uji
fagositosis makrofag yakni kloroform, Free Hank’s Balanced Sal solution (CMFF-
HBSS), Medium Roswell Park Memoriam Institute (RPMI), etanol 70%, akuabides,

Phosphate Buffer Saline (PBS), akuades steril, metanol absolut, coverslips bulat, latex
beads diameter 3pm, Giemsa 20%, Glutamin, Penisilin, Sterptomisin, Fetal Bovine
Serum (FBS). Mencit BALB/c diperoleh dari Laboratorinm Farmakologi sedang bakteri
Lysteria monocytogenes dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran UGM.
Kelaikan etik diproses dan mendapat persetujuan dari komisi ethical clearance untuk
penelitian praklinik Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu (LPPT) UGM.

Alat

Alat untuk isolasi senyawa kode Pc-2 yakni simtered _glass, magnetic stirer,
kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi cair vakum (KCV), kromatografi lapis
tipis preparative (KLTP). Alat untuk uji fagositesis makrofag yakni spuit injeksi 1 ml, 3
ml, dan 10 ml, sonde, pipa kapiler, tabung eppendorf, neraca elektronik, inkubator CO;
5% 37°C, lempeng mikro 24 sumuran, coverslip, alat sentrifugasi, ultrasonic processor,
Laminar Air Flow Hood, haemositometer, inverted microscope, dan optilab.

Metode

Isolasi senyawa kode Pec-2.

Isolasi senyawa kode Pc-2 dilakukan dari ekstrak metanolik daun sirih merah, ekstrak
tersebut diperoleh secara maserasi (Hartini et al, 2011). Ekstrak difraksinasi dengan
metode KCV (vacuum liquid chromatography/VLC) (Coll dan Bowden, 1986) berturut-
turut dengan pelarut n-heksana, kioroform, etil asetat, dan terakhir metanol sehingga
didapat 5 fraksi. Senyawa yang diisolasi adalah senyawa berwarna ungu dengan
penanda bercak yang meredam UV 254 nm, tak tampak pada UV 366, dan berwarna
coklat pada deteksi dengan serium sulfat, dengan fase gerak kloroform : etil asetat (9:1)
mempunyai Rf 0.25, senyawa tersebut terdapat pada fraksi I1I dan Fraksi IV hasil
pemisahan secara KVC dari ekstrak metanolik daun sirih merah. Fraksi dilarutkan
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 dalam kloroform : metanol (1:1) kemudian ditotolkan pada lempengg KLTP
. (preparative TLC plate) dari totolan fraksi tampak kering, lempeng' dielyasi dalam
. bejana berisi fase gerak yakni kloroform : etil asetat (9:1) sampai fase geraknya
- mencapai 1 cm di bawah ujung lempeng. Lempeng diangkat dari bejana, ditunggu
erin kenmdzandxﬁlatdxbawah UV254 pm, bercak yang meredam ditandai dengan
 jarum, untuk kemudian dikerok. Hasil kerokan dikumpulkan, dilarutkan dengan
‘kbr_efonn.m:tanol (1:1) kemudian disaring, diuapkan, hingga didapat isolat berupa
. kristal. Deteksi kebenaran dan kemurnian isolat dilakukan dengan KLT menggunakan
. standar senyawa isolat 2 hasil isolasi Kustiawan.
. Uji aktivitas fagositosis makrofag mencit yang diberi perlakuan senyawa Pc-2.
£ Mencit BALB/c jantan berat sekitar 20-30 gram sebanyak 18 ekor diaklimatisasi selama
seminggu kemudian dibagi menjadi 6 kelompok masing-masing terdiri dari 3 mencit.
¢ Kelompok I, I, dan V diberi perlakuan dengan 0,75 ml CMC Na 1%, kelompok [, IV,
dan VI diberi perlakuan dengan 0.75 ml suspensi senyawa Pc-2 dalam CMC Nal%
¢ dengan dosis 10 mg/kgbb, masing-masing diberikan setiap hari selama 14 hari secara
peroral. Pada hari ke-15 (hari ke nol infeksi) semua mencit diinfeksi dengan 0.2 ml 5 x
10’cf/ml Lysteria monocytogenes secara intra peritoneal. Pada hari ke-3 setelah
diinfeksi L. monocytogenes, mencit kel 1 dan II dikorbankan, diambil makrofag
peritoneal dari cairan peritoneum untuk uji aktivitas fagositosis makrofag. Selanjutnya
pada hari ke-10 setelah infeksi L. monocytogenes untuk mencit kel II dan IV,
sedangkan hari ke—ZI setelah infeksi L. monocytogenes untuk mencit kel V dan VL
Isolasi dan ] ofag. Mencit dikorbankan dengan cara dimasukkan chamber
' ikloroﬁorm, setciah tampak tak bergerak mencit diletakkan dalam posisi terlentang,
kulit bagian perut dibuka dan dibersihkan selubung peritonealnya dengan alkohol 70%.
Disuntikkan 10 ml media RPMI dingin ke rongga peritoneum, ditunggu sekitar 3 menit
sambil rongga peritoneumnya ditekan-gulingkan secara perlahan. Cairan peritoneum
dikeluarkan dari rongga peritoneum dengan cara diaspirasi dengan jarum suntik, dipilih
pada bagian yang tidak berlemak dan jauh dari usus, kemudian dimasukkan ke tabung
sentrifus, Aspirat disentrifus pada 1200 rpm 4°C selama 10 menit. Supernatan dibuang,
‘kemudian ditambahkan 1 ml medium komplit -dan diténtukan viabilitasnya dengan
ptan blue kemudian diresuspensikan dengan medium RPMI komplit sehingga didapat
suspensi sel dengan kepadatan 2,5 x 10° /ml. Suspensi sel yang telah dihitung diukur
ida sumuran microplate 24 yang telah diberi coverslip bulat, setiap sumuran 200 pl (5
10° sel). Diinkubasikan dalam inkubator CO, 5%, 37°C selama 30 menit, kemudian
ditambahkan medium RPMI komplit ImV/sumuran dan diinkubasikan lagi selama 2 jam.
Sel dicuci dua kali menggunakan media RPMI kemudian ditambahkan medium komplit
mlfmmuran dan inkubasi selama 24 jam. Sel makrofag siap untuk diuji aktivitasnya

i1 aktivi itosis. Digunakan latex beads diameter 3 pm, yang diresuspensikan
alam PBS sehingga didapat konsentrasi 2,5 x 10’ /ml. Makrofag yang sudah dikultur

schari sebelumnys dicuci 2 x dengan RPMI. Suspensi lateks ditambahkan 200 pl (5 x
0°y/sumuran atau kepadatan lateks dalam 1 ml = 2,5 10", dan diinkubasikan dalam
inkubator CO, 5% pada 37°C selama 60 menit. Sel kemudian dicuci 3 kali
menggunakan PBS untuk menghilangkan partikel yang tidak difagositosis, dikeringkan
-subu ruangan, dan difiksasi dengan metanol absolut selama 30 detik kemudian
ietano! dibuang, ditunggu sampai kering. Setelah kering, coverslip dipulas dengan
iemsa 20% selama 30 menit, dicuci dengan akuades, dikeringkan pada subu ruangan,
an diangkat dari sumuran kultur. Aktiviias sel yang memfagositosis partikel lateks
itun dmganpmiksaandxba%mihosknpcahayapadapmbesm%x

»
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Masing-masing suspensi makrofag yang diperiksa dilakukan replikasi 3 kali (3
coverslip), dan dari setiap coverslip dihitung sejumlah 100 makrofag, rata-rata dan
standard deviasi dihitung dari 3 coversilip (Wahyuniari, 2006; Derre and Isberg, 2004).
Analisis data

Aktivitas fagositosis dinyatakan dalam 3 parameter yakni indeks fagositosis (IF), persen
fagositosis (PF), dan efisiensi fagositosis (EF) (Sanchez et al., 2008). Indeks fagositosis
adalah jumlah lateks yang dimakan oleh 100 makrofag yakni 100 dibagi jumlah
makrofag dalam 3 coverslip dikalikan jumlah lateks yang dimakan makrofag dalam 3
coverslip. Persen fagositosis adalah persen sel yang makan minimal 1 lateks yakni
jumiah makrofag dalam 3 coverslip yang makan minimal | lateks dibagi jumlah
makrofag dalam 3 coverslip dikalikan 100%. Efisiensi fagositosis adalah rasio antara
indeks fagositosis dan persen fagositosis. Analisis statistik menggunakan uji anova satu
jalan, uji Tukey, dan uji korelasi Pearson.

Hasil dan Pembahasan
Hasil
stesringst: easnan, Meonninken, N imisk, teaasman. vaag Aiteliti. adalab.

Piper crocatum Ruiz & Pav. Ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut
metanol terhadap 1,9 kg serbuk daun sirih merah yang berasal dari pengeringan 8,26 kg
daun basah menghasilkan ekstrak berupa massa kental berwarna hitam sebanyak 224,03
g. Rendemen serbuk terhadap daun basah sebesar 23%, rendemen ekstrak terhadap daun
basah sebesar 2,7%, dan rendemen ekstrak terhadap serbuk sebesar 11,8% (Hartini et
al., 2011). Isolasi senyawa kode Pc-2 dari 2.12 gram ekstrak metanolik daun sirih merah
menghasilkan 12,1 mg isolat yang murni secara KLT, atau rendemen senyawa Pc-2
terhadap ekstrak metanolik daun sirih merah sebesar 0.57%.

b. Deteksi

a. Deteksi UV
254nm reagen serium
sulfat

Gambar 2. Kromatogarm lapis tipis isolat senyawa Pc-2 dari ekstrak metanolik daun sirih merah (Piper
erocatum Ruiz & Pav.)
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Deteksi UV 254nm
Senyawa kode Pc-2 yang diisolasi tersebut berwarna ungu pada UV 254, tak tampak
pada UV 366, berwarmna cokat pada deteksi dengan serium sulfat serta mempunyai barga
Rf 0.25 pada gerak kloroform : etil asetat (9:1), mempunyai Rf 0.25 pada fase gerak
heksan : etil asetat (3:1), dan Rf 0.19 pada fase gerak heksan : etil asetat (3:1).
mempunyai Rf 0.75 TLC, dan tampak bercak tunggal pada ketiga kromatogram KLT
tersebut. Senyawa kode Pc-2 hasil isolasi dari ekstrak metanolik daun sirih merah sama
dengan isolat 2 yang diisolasi oleh Kustiawan (2012).

Uji aktivitas fagositosis secara in-vivo menunjukkan bahwa persen fagositosis
(PF) maupun indeks fagositosis (IF) kelompok perlakuan dengan senyawa kode Pc-2
meningkat dari hari ke-3, hari ke-10, dan hari ke-21 setelah infeksi dengan Lysteria
monocytogenes, sedangkan pada kelompok kontrol pada hari ke-21 terjadi penurunan,

Efisiensi fagositosis (EF) yang merupakan rasio antara PF dan IF juga mempunyai pola
mg_demkxan.

»10 mglkgBB Pc-2% ® kontrol pelarut

S _wi %
% ; 1%
LI F-
S

1105

Persen Fagosiosis
=Y
«Q

Gambar 3. Aktivitas fagositosis makrofag pada hari ke-3, ke-10, dan ke-21 setelah mencit diinduksi L.
monacytogenes

Pembahasan

 Senyawa kode Pc-2 hasil isolasi dari ekstrak metanolik daun sirih merah (Piper
crocatum Ruiz Pav.) merupakan senyawa murni secara KLT, dan menurut Kustiawan
(2012) senyawa tersebut adalah 2-allpl-4-(1’-acetyl-1°-(3”,4”,5"-trimethoxyphenyl)
propan-2'-yl)-3,5-dimethoxycyclohexa-3,5-dienone.
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Pemberian senyawa kode Pc-2 dengan dosis 10 mg/kgbb pada mencit BALB/c
jantan selama 14 hari mampu meningkatkan aktivitas fagostitosis makrofag peritoneal
mencit baik pada hari ke-3, hari ke-10, maupun hari ke-21 setelah mencit diinfeksi
dengan bakteri Lysteria monocytogenes. Uji statistik dari data hasil uji fagositosis
kelompok perlakvan 10 mg/kgBB senyawa Pc-2 maupun kelompok kontrol
menunjukkan distribusi data homogen, dan hasil uji anova satu jalan yang dilanjutkan
ke uji Tukey menunjukkan adanya perbedaan bermakna PF, IF, maupun EF kelompok
perlakuan dan kelompok kontrol tersebut.

Persen fagositosis (PF) adalah persen sel yang makan minimal 1 lateks yakni
jumlah makrofag dalam 3 coverslip yang makan minimal 1 lateks dibagi jumlah
makrofag dalam 3 coverslip dikalikan 100%. Jumlah makrofag yang terdapat dalam 3
coverslip yang terhitung yakni antara 226 sampai 601 sel. Jumlah makrofag yang makan
lateks pada mencit kelompok perlakuan lebih tinggi dari mencit kelompok kontrol, dan
terjadi peningkatan dari hari ke-3, hart ke-10, dan tertinggi pada hari ke-21 setelah
infeksi L. monocytogenes. Indeks fagositosis (IF) adalah jumlah lateks yang dimakan
oleh 100 makrofag yakni 100 dibagi jumlah makrofag dalam 3 coverslip dikalikan
umlab. latake. snng dmelsaun ndrviag bdiam™s coversfip pandang. Jumlah lateks yang
dimakan per makrofag antara 1 sampai 11 lateks. Jumlah lateks yang dimakan per
makrofag pada mencit kelompok perlakuan lebih tinggi dari mencit kelompok kontrol,
dai terjadi peningkatan dari hari ke-3, hari ke-10, dan tertinggi pada hari ke-21 setelah
infeksi L. monocytogenes. Peningkatan tajam PF dan IF karena pemberian senyawa Pc-
2 terjadi pada hari ke-21, sedangkan kelompok kontrol justru menunjukkan penurunan
PF dan IF, hal ini terjadi mungkin disebabkan mencit pada kelompok kontrol kurang
mampu menanggulangi patogen tersebut sehingga terjadi penurunan PF maupun IF,
sedangkan perlakuan dengan senyawa kode Pc-2 justru mampu mengaktivasi makro fag
untuk memakan lateks baik dalam hal jumlah sel makrofag yang memakan lateks
maupun jumlah lateks yang dimakan oleh makrofag yang bersangkutan, schingga PF
dan IF meningkat tajam.

Efisiensi fagositosis adalah rasio antara indeks fagositosis dan persen
fagositosis. Indeks fagositosis maupun persen fagositosis kelompok perlakuan lebih
tinggi dari kelompok kontrol, dan terjadi peningkatan dari hari ke-3, hari ke-10, dan
tertinggi pada hari ke-21 setelah infeksi L. monocytogenes, hal ini menunjukkan bahwa
pemberian senyawa kode Pc-2 mampu meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag.
Peningkatan aktivitas fagositosis terjadi bukan hanya pada jumlah sel makrofag yang
aktif tetapi juga pada tingkat aktivitas fagositosis tiap sel makrofag yang bersangkutan.
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Makrofag tidak
mekan lateks

Gambar 4-Fagositosis lateks oleh makrofag peritoneal mencit seteleh diinfeksi den gan L. monocytogenes

Uji Tukey pada aktivitas fagositosis kelompok kontrol yakni kelompok I, III,
dan V pada hari ke-3, hari ke-10, dan hari ke-21 menunjukkan perbedaan tidak
bermakna baik pada parameter IF, PF maupun EF. Pemberian pelarut yakni CMC Na
1% tidak menyebabkan perubahan aktivitas fagositosis makrofag mencit pada hari ke-3,
hari ke-10, dan hari ke-21 setelah mencit diinfeksi dengan L. monocytogenes.

Hasil uji statistik untuk kelompok perlakuan untuk parameter PF, uji Tukey
kelompok perlakuan dengan senyawa kode Pc-2 dosis 10 mg/kgbb memunjukkan
perbedaan bermakna antara kelompok I, IV, dan V1. Hal ini menunjukkan batwa PF
akibat pemberian senyawa Pc-2 dosis 10 mg/kgbb menyebabkan jumlah sel makrofag
yang aktif memakan lateks berbeda baik pada hari ke-3, hari ke-10, maupun pada hari
ke-21 setelah mencit diinfeksi dengan L. monecytogenes. Untuk parameter IF, uji Tukey
kelompok perlakuan dengan senyawa kode Pc-2 dosis 10 mg/kgbb menunjukkan
perbedaan bermakna antara kelompok II dan kelompok VI, serta antara kelompok IV
dan kelompok VI, yang berarti bahwa perlakuan dengan senyawa kode Pc-2 dosis 10
mg/kgbb menyebabkan sel makrofag memakan lateks dengan jumlah yang berbeda pada
hari ke-3 dengan hari ke-21, dan pada hari ke-10 dengan hari ke-21 setelah mencit
diinfeksi dengan L. monocytogenes. Tidak terdapat perbedaan jumlah lateks yang
dimakan sel makrofag pada hari ke-3 dengan hari ke-10 setelah mencit diinfeksi dengan
L. monocytogenes. Untuk parameter EF, uji Tukey kelompok perlakuan dengan
senyawa kode Pc-2 dosis 10 mg/kgbb menunjukkan perbedaan bermakna antara
kelompok II dan VI untuk parameter EF. Hal ini menunjukkan ada perbedaan rasio IF
dengan PF akibat pemberian senyawa kode Pc-2 dosis 10 mg/kgbb pada hari ke-3
dengan hari ke-21 setelah mencit diinfeksi dengan L. monocytogenes. Tidak terdapat
perbedaan EF pada hari ke-3 dengan hari ke-10, maupun hari ke-10 dengan hari ke-21
setelah mencit diinfeksi dengan L. monocytogenes.

Uji korelasi Pearson menunjukkan bahwa ada korelasi antara IF dengan EF, juga
antara PF dengan EF, sedangkan antara IF dengan PF tidak ada korelasi. Hal ini
menunjukkan bahwa jumlah sel makrofag yang aktif memakan lateks tida_ada
hubungannya dengan jumlah lateks yang dimakan oleh sel makrofag.
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. ABSTRACT
i As related research applications as an activator immunostimulatory immune
“system results are inconclusive, therefore required new immunostimulatory search
of new source. Empirically red betel (Piper crocatum Ruiz & Pav) leaf is widely used
as a traditional medicine to treat a variety of diseases, many plants used as
traditional medicines reported to have immunomodulatory  activity.
Immunomodulatory activity study on Balb/c mice with Listeria monocytogenes
infection of 2 compounds (code Pc-1 and Pc-2) isolated from the methanolic extract
of red betel leaf have been done. The assessment of immunomodulatory activity
. were carrigg out. by macrophage phagocytic assay, nitric oxide assay, and
" lymphocytes proliferation assay. Fhagocytic activity assay showed that both Pc-1
and Pc-2 increases the activity and capacity of macrophage. At in vivo dose of 5 and
10 mg/kgBW, they had significantly enhanced phagocytic activity compare to control
group, and no significant difference between Pc-1 and Pc-2 (P<0.05). Nitric oxide
assay at dose of 2.5, 5, and 10 mg/kgBW of both Pc-1 and Pc-2 showed significantly
difference compare to control group, but on lymphocyte proliferation assay they
showed no significant difference (P<0.05).
Key words : Piper crocatum Ruiz & Pav, compound, immunomedulatory, in vivo

INTRODUCTION

The immune system is the first line of defense of the human body,
~ protecting it from disease and treat it if it occurs (Buhner, 1999). The human body
continuously exposure by a variety of factors that result in lower immune function
and increasing immunosuppression system. Research related to the application as
an activator immunostimulatory immune system results are inconclusive and need a
new immunostimulatery search of new sources (Wagner et al.,, 1999). Empirically
red betel leaf is widely used as a traditicnal medicine to treat a variety of diseases,
many plants used as traditional medicines reported to have immunostimulatory
activity (Bafna and Misrha, 2004): Red betel (Piper crocatum Ruiz & Pav.) is used as
“ a medicinal plant for various diseases. Kustiawan (2012) isolated 2 compounds of
the methanolic extract of red betel leaf. The compound 1 (Pc-1) is 2-allyl-4-(1'-
hydroxy-1'-(3",4",5"-trimethoxyphenyl) propan-2'-yl) -3,5-diimethoxycyclohexa-3,
S5-dienone and compound 2 (Pc-2) is 2-allyl-4-(1'-acetyl-1'-(3",4",5"-
* trimethoxyphenyl) propan-2'-yl) -3,5-dimethoxycyclohexa- 3,5-dienene, and in vitro
 test of the two compounds showed immunostimulatory activity. According to
Wagner et al. (1999), in vitro assay results do not always correlate with in vivo
tests, it is necessary to confirm the /n vivo test. This study reports the results of
immunomodulatory effects in vivo test ie: macrophage phagocytosis, nitric oxide
production, and lymphocyte proliferation mice treated with Pc-1 and Pc-2.

-~ MATERIALS AND METHODS

1. Plant material :

The fresh leaves of red betel were collected from Balai Besar Penelitian dan
- Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional, Central of Java, Indonesia on
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May 2010. Plant species was determined at department of Biology Pharmacy
Faculty of Pharmacy, Gadjah Mada University (GMU), Yogyakarta, Indonesia.

2. Animals and microorganisms:

Male Balb/c mice 8 weeks old weighing about 20-25 g obtained from
Pharmacology Laboratory while Listeria monocytogenes obtained from Microbiology
Laboratory, Faculty of Medicine GMU were used for the experiments. All procedures
were approved by The Ethical Clearance Commision for pra-clinically research of
Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu GMU. Balb/c mice were divided into
nine groups. Group A, received 2.5 mg/kgBW Pc-1, Group B, received 5 mg/kgBW
Pc-1, Group C, received 10 mg/kgBW Pc-1, Group D, received 2.5 mg/kgBW Pc-2,
Group E, received 5 mg/kgBW Pc-2, Group F, received 10 mg/kgBW Pc-2, per oral
for 14 days, Group G, didn’t received drugs as normal control, Group H, received
0.75 mi of 1% sodium carboxy methyl cellulose per oral as solvent control and
Group I, received 100 mg/kgBW Produk-X® per oral as positive control. On 15
day (=day 0) 0.2 ml L. monocytogenes containing 5x10% cfu/ml are injected
intraperioneally (ip) to all mice. On day 10, three mice of each group were used to
obtaine 10™ day dzta, while 3 mice letf of all group are injected ip again with 0.2
ml L. monocytogenes. These mice are sacrificec on day 21 to obtain 21" day data.

3. Chemicais:

Medium Rosewell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (Sigma R-6504),
fetal bovine serum (FBS) (Gibco BRL 10082147), 1mM sodium . bicarbonate
(NaHCO3) (Sigma S-5761), mM L-Glutamin 100, pg penisilin, dan 0.5 mg
streptomisin (Gibco 15140-122), fungison (Gibco 15295-017), Phosphate-buffered
saline (PBS), chioroform (Merck K 23788209709), methanol (Merck K 2538245),
latex beads (Sigma LB-30) diameter 0,3um, Giemsa 10%, tryphan blue, Product-
X® (kaplet Imboost Force PT Kimia Farma).

4. Methods:
4.1. Compounds isolation.

Red betel leaf methanolic extract was fractionated by the method of
vacuum liquid chromatography (VLC) (Coll and Bowden, 1986) successively with n-
hexane, chloroform, ethyl acetate, and methanol so that the final fraction obtained
5. Isolated compounds (Pc-1 and Pc-2) are compounds with a purple marker spots
that reduce UV,s,, no color at UVigs nm, and brown on the detection of cerium |
suffate, with a mobile phase of chloroform: ethyl acetate (9:1). The_Pc-1 (Rf 0:25)~
and Pc-2 (Rf 0.7) contained in fraction III and fraction IV results VLC separation of
methanolic extract of red betel leaf. Fraction was dissolved in chloroform: methanol
{1:1) and then spotted on preparative TLC plate. Plate was eluated in a vessel that
contains the mobile phase chloroform: ethyl acetate (9:1), then see under UVse
nm. The spots marked with a needle, scraped, collected, diluted with chloroform:
methanol (1:1) and then filtered, evaporated, until the isolates obtained in the form
of crystals.

4.2. Phagocytosis assay

Latex beads was suspensed in PBS so that concentrations obtained 2.5
x107/ml. Medium taken so stay macrophages in coverslips. At each well was added
iml of test material in complete RPMI medium in triplo (3 coverslips) and then
incubated. After 4 hours incubation, suspension of latex beads added to PBS, where
latex beads at a density of 400 mL latex beads in 2.5 x107/ml, then mcubated ina
CO, incubator for 60 minutes. Media collected, dried, painted with 20% Giemsa for
30 minutes, then washed with distilled water thoroughly removed from the culture
wells and dried at room temperature (iLeich et al., 1986; Wahyuniari, 2006, Derre
and Isberg, 2004), each at 2 field of view for each coverslip.
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. Assay for nitrite determination by Griess reaction

A total of 100 pL each macrophage cell cultures that have been incubated
ernight, put in wells in duplicate, also the nitric oxide standard with 20uM
ncentration range up to 0.078 pM. Each wells was added 100 uL solution Gries
v made by mixing reagents Gries A: Gries B = 1:1). Incubated for 10 minutes,
n read with elisa reader at a wavelength of 550 nm (Cheng et al., 2008)

.4. Lymphocytes proliferation assay with MTT Assay.
; Lymphocytes were cultured in microplate 96 with a veolume of 100
ml/pitting. Each group with 3x replication. Added phytohaemaglutinin (PHA) at a
al concentration of 50 ug/ml, 10 mi/wells, and then incubated at 37°C. The 3-
4,5-dimethyithiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) is then added to
gach wells with a concentration of 5 mg/mi, 10 mL, and incubated at 37°C, 5% CO,
;_, for 4 hours. The reaction was stopped by adding 0.04 M HCl-isopropano! as much as
i 100 mi/pitting. The result is read by ELISA reader at a wavelength of 550 nm
(Wahvumarl 2006).

5 Data Analysis :
~ Phagocytostit activity was measured by the latex-bead phagocytosis index
{PI), the phagocytosis percentage (PP), and the phagocytosis efficiency (PE)
.. {Sanchez et al., 2008). Expressed values are mean SD using one way anova,
| Tukey test, and Pearson correlation.

RESULT AND DISCUSSION
3 % Isolation of compounds
Isolation of compound 1 (code Pc-1) and compound 2 (Pc-2 code) from 2.12
grams of red betel leaf methanolic extract produced 12.0 mg of Pc-1 and Pc-2 12.1
mg pure in TLC. Compound Pc-1 and Pc-2 is colored purple isolated on UV 254, UV
invisible at 366, brown colour on detection with cerium sulfate as well as having Rf
0.25 at the price movement of chioroform: ethyl acetate (9:1), Pc-1 having Rf 0.6
and Rf Pc-2 has a 0.25; the mobile phase hexane: acetone (3:1), Pc-1 had Rf 0.5
- and Pc-2 has Rf 0.19; the mobile phase hexane: ethyl acetate (3:1). Pc-1 had Rf
0.9 and Rf Pc-2 has a 0.8. Detection by TLC on Pc-1 and Pc-2 using 3 mobile phase
systems showed a single spot on their TLC chromatogram. Compound Pc-1 and Pc-2
isolated from methanolic extract of red betel leaves is the same with Kustiawan's

compound 1 and 2,
HCO, /—/ _ HyCQ, - /—/

1 g

HCO
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é Figure 1. The two compounds (Pe-1 and Pc-2) from red betel {Piper crocatum Ruiz & Pav ) j

2 Phagocytlc activity
Both compounds were isolated from the leaves of red betel (P. crocatum
i Ruiz & Pav.) able to increase the phagocytic activity and capacity of peritoneal
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macrophages in phagocytic latex beads, whereas figure 3 shows the capacity of
macrophages. The phagocytosis efficiency which is the ratio between the capacity of .
the activity is shown in figure 4. Compounds Pc-1 and Pc-2 showed the same
pattern of effects on macrophage phagocytic activity and capacity. At a dose of 10
mg/kgBW both Pc-1 and pc-2 is able to increase the activity of macrophages and
capacity both on 10" day and 21" day. At a dose of 5 mg/kgBW both Pc-1 and pc-2
a showed significant difference on 21" day, it means that 5 mg/kgBW is the minimal
dose of Pc-1 and Pc-2 to increase activity and capacity of macrophage. The positive
control group treated wih product containing 250 mg of Echinacea extract, the
ability of echinacea extract in enhancing phagocytosis has been reported by Bauer |
{1999). On the 10™ day, treated with 5 mg/kgBW and 2.5 mg/kgBW both Pc-1 and
Pc-2 showed no significant differences for the three control groups. At a dose of 10
mg/kgBW both Pc-1 shows significant differences dose of 10 mg/kgBW both Pc-2 on
phagocytic index parameter on the 21" day, but not significant at the 10" day or
phagocytic parameters percent. At a dose of 10 mg/kgBW Pc-2 macrophage
phagocytic capacity is greater than Pc-1. For phagocytosis efficiency parameter, Pc- |
2 at a dose of 5 mg/kgBW or 10 mg/kgBW showed a significant difference on the .
21% day, whereas Pc-1 only at a dose of 10 mg kgBW. Pearson correlation analysis
showed that there is a positive close significant correlation between phagocytic
percentage and phagocytic indeks (P>0.01). In this researh 2.12 g P. crocatum Ruiz
& Pav. methanolic extract contains 12,0 mg Pe-1 and 12.1 mg Pc-2, therefore the
dose of 5mg/kgBW Pc-2 equal to 876mg/kgBW extract while the dose of 5mg/kgBW
Pc-1 equal to 883mg/kgBW extract. At the dose of 2.5 mg/kgBW both Pc-1 and Pc¢-2
showed no significant difference compare to the control group, it dose equal to
438mg/kgBW Pc2 and 442 mg/kgBW Pcl. Since Apriyanto (2011) and Indriyani
(2011) reported that extract of P. crocatum Ruiz & Pav. at dose of 100mg/kgBW and
300 mg/kgBW increase phagocytic activity, it indicated that in vive phagocytic assay
showed single compound less active than extract.
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Figure 2. The effect of Pc-1 and Pc-2 on macrophage percentagé phagocytosis on
10" day and 21™ day. Values are the mean=SD of three replicates, *
indicates statistically significant differences (P<0.05) vs normal control
and solvent control.
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Figure 3. The effect of Pc-1 and Pc-2 on macrophage index phagocytosis on 10™
day and 21" day. Values are the mean=SD of three replicates, *
indicates statistically significant differences (P<0.05) vs normal control
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Figure 4. The effect of Pc-1 and Pc-2 on macrophage efficiency phagocytosis on
10" day and 21" day. Values are the mean+SD of three replicates, *
indicates statistically significant differences (P<0.05) vs normal control
and solvent control.
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Treatment with compound code Pc-1 and Pc-2 at a dose of 5 or 10
mg/kgBW showed a significant difference in nitrite production compare to treatment
with normal control, solvent control and positive control on 10™ day and 21% day,
whereas at a dose of 2.5 mg/kgBW showed significant differences to the three
_ control groups on the 21" day.

4. Lymphocytes proliferations

Lymphocyte proliferation assay showed no significant difference among Pc-1
and Pc-2, respectively at doses of 2.5, 5, and 10 mg/kgBW compare to solvent
control and medium control group (P<0.05 ). There was no effect of both Pc-1 and
Pc-2 on the lymphocytes proliferation of mice BALB/c, Apriyanto (2011) and
Indriyani (2011) also reported that extract of Piper crocatum Ruiz & Pav. did'n effect
on lymphocyte proliferation. Figure 5 showed that increases of doses tend to reduce
the lymphocytes proliferation, it seem that P. crocatum Ruiz & Pav have
immunosupression activity, because Kanjwani et al. (2008) reported that
methanolic extract of Piper betle L.; other species on the same genus of P. crocatum
Ruiz & Pav.; gave immunosupressan on cellular and humoral response, moreover
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Yuristiyani (2012) found that jn vitro aSSay showed it suppres the lymphocytes
prohferatmn
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Figure 5. The effect of Pc-1 and Pc-2 on NO production on 10™ day and 21™
Values are the meanxSD of three replicates, * indicates statisticaily
significant differences (F<0.05) vs normal control and solvent control.

ey 1080 iy - W aml waduer of 21th day

Figure 6. The effect of Pc-1 and Pc-2 on lymphocytes proliferation on 10™ day and
21% day. Values are the mean+SD of three replicates, Pc-1 and Pc-2 do
not indicates statistically significant differences (P<0 05) vs normai
control and saolvent control. . s

S

CONCLUSION

Both compound 1 (Pc-1) and compound 2 (Pc-2) from Piper crocatum Ruiz &
Pav. increase the activity and capacity of macrophage. At in vivo dose of 5 and 10
mg/kgBW, they had significantly enhanced phagocytic activity compare to control
group, and no significant difference between Pc-1 and Pc-2 (P<0.05). At dose of 2.5,
5, and 10 mg/kgBW, both Pc-1 and Pc-2 increase nitric oxide production, but didnt
effect on lymphocyte proliferation.
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Abstrak: Senyawa imunomodulator dapat diperoleh dari tanaman. Daun sirih merah (Piper crocatum
Ruiz & Pav.) secara tradisional digunakan untuk pengobatan berbagai macam penyakit termasuk untuk
meningkatkan daya tahan tubuh. Penelitian ini bertujuan menguji daya imunomodulator ekstrak metanol

. daun sirih merah dan fraksi-fraksinya, dengan metode fagositosis makrofag secara in viro. Hasil uji
menunjukkan bahwa ekstrak metanol daun sirih merah pada dosis 75pg/mL mampu meningkatkan
aktivitas fagositosis makrofag yang setara dengan produk-X* 100pg/mL yang mengandung ekstrak
Echinacea. Dari 5 fraksi hasil pemisahan menggunakan fase gerak n-heksanaetil asetat secara
kromatografi cair vakum, fraksi II merupakan fraksi paling aktif. Fraksi II mengandung alkaloid dan
terpenoid, sedangkan ekstrak metanol selain kedua golongan senyawa tersebut juga mengandung
minyak atsiri dan flavonoid. Kemungkinan senyawa dalam daun sirih merah yang bertanggung jawab
terhadap aktivitas fagosistosis makrofag merupakan golongan alkaloid dan/atau terpenoid.

Kata kunci: sirih merah, Piper crocamum Ruiz & Pav., fraksi. ekstrak metanol, fagositosis makrofag,
imunomodulator.

Abstract: Plants can be sc urces of immunomodulatory agents. Piper crocatum Ruiz & Pav. (red
betel) leaves have been used to heal many diseases, especially to increase endurance. The aim of this
research was to investigate the imunomodulatory effect of methanolic leaf extvacts of Piper crocatum
Ruiz & Pav. and its fractiors by in vitro phagocytic macrophage activity test. The result showed that
methanolic extract of Piper crocarum Ruiz & Pav. 73ug/mL could stimulate phagocytic macrophage
activity equal to 100pg/mL product-X*® that contained Echinacea extract. Separation of the extract by
vacuum liquid chromatography using gradient solvent z-hexane - ethyl acetate yielded 5 fractions. The
second fraction showed the highest activity. [t contained alkaloid and terpenoid, while the extract also
contamed flavonoid and essential oil. Alkaloid and/or terpenoid could be the compound in the leaves of
Piper crocarum Ruiz & Pav. that responsible increasing phagocytic macrophage activity.

Keywords: red betel. Piper crocatum Ruiz & Pav., fractions, methanolic extract, phagocytic macrophage,
immunomodulator. '
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PENDAHULUAN

SISTEM imun merupakan lini pertama pertahanan
tubuh manusia, melindungi tubuh dari penyakit
dan mengobatinya apabila telah terjadi penyakit.
Alam telah menyediakan banyak sumber obat sejak
dahulu kala, dan berbagai senyawa sintetik pun
dibuat berdasar model senyawa dari bahan alam.
Senyawa-senyawa yang dapat memodulasi sistem
imun dapat diperoleh dari tanaman'. Pengobatan
alami merupakan bahan kajian dan sumber penting
untuk mendapatkan senyawa obat baru®®. Baru
sejumlah kecil tanaman yang telah diskrining aktivitas
imunostimulannya. Dari skrining tersebut terbukti
bahwa beberapa tanaman obat memiliki aktivitas
imunostimulan, namun tidak cukup bukti untuk
kemudian dapat digunakan dalam praktik klinis,
sehingga di masa mendatang penelitian tentang
imunostimulator dari tanaman obat sangat bernilai,
Ekstrak metanol Piper betle L. adalah kandidat baru
untuk aktivitas imunosupresif ® demikian juga ekstrak
metanol Piper longum®. Beberapa senyawa sejenis
terdapat dalam beberapa spesies dalam marga Piper'”.

Tanaman sirih merah mempunyai banyak
manfaat dalam pengobatan tradistonal, berpotensi
menyembuhkan berbagai jenis penyakit®. Ekstrak
metanol daun sirith merah memiliki aktivitas
antiproliferatif terhadap sel kanker payudara (T47D)
dengan nilai IC, sebesar 44,25 bpj®. Fraksi ekstrak
etanol daun sirih merah berpotensi sebagai antioksidan
dengan nilai IC,, sebesar 33 ,44 bpj, dan sebagai
antikanker terhadap sel HeLa dengan nilai IC,,
sebesar 1197,43 bpj''". Penelitian ini adalah awal dari
penelifian yang bertujuan mencari dan menetapkan
struktur kimia senyawa dalam daun sirih yang
memiliki daya imunomodulator dengan cara bioassay
guided isolation. Menurut Ponkshe dan Indap‘'",
metode fagositosis adalah salah satu metode yang
paling banyak digunakan untuk skrining bahan aktif
yang mempengaruhi respon imun. Pada penelitian
ini bioassay (uji aktivitas imunomodulator) untuk
skrining awal digunakan metode uji aktivitas
fagositosis makrofag secara in vitro.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan utama berupa daun sirih merah
diambil di Balai Besar Penelitian dan Pengembangan
Tanaman Obat dan Obat Tradisional (B2P2TO2T),
Karanganyar Jawa Tengah pada bulan Mei 2010.
Determinasi tanaman dilakukan di Bagian Biologi
Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Gadjah Mada
Yogyakarta. Bahan iain adaiah media Roseweil
Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (Sigma),
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fetal bovine serum (FBS) (Gibco BRL), natrium
bikarbonat (NaHCO,) (Sigma), L-Glutamin,
penisilin, dan streptomisin (Gibco), fungison (Gibco),
Dimetilsulfoksida (DMSO), phosphate-buffered
saline (PBS), kloroform (Merck), metanol (Merck); *
latex beads (Sigma) diameter 0,3um, cat Giemsa
10%, tryphan blue, dan Produk-X® (kaplet Imboost
Force PT Kimia Farma). Hewan uji mencit BALB/c
jantan dengan berat 25-35 g (berumur 8 minggu).
Kelaikan etik diproses dan mendapat persetujuan dari
komisi ethical clearance untuk penelitian praklinik
Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu
(LPPT) UGM.

Alat. Timbangan analitik (Sartorius), blender
(Retsch bv), maserator (Siemens Schuckert yang
dimodifikasi), rotary evaporator (Janke and Kunkel
Ika Labortechnick), water bath (Labeco), oven
(Memmert), vortex mixer (Janke and Kunkel
Tka Labortechnick), sentrifus (Hettich FBA 88),
microplate 24 well (Iwaki), coverslips bulat diameter
13 mm (Nalge Nunc International), inkubator CO,
(Heraeus), laminar air flow (Nuaire), mikroskop
cahaya (Olympus), kamera digital (Nikon Coolpix
L19), hemositometer (Newbauer).

METODE. Ekstraksi. Daun sirih merah dicuci di
bawah air mengalir hingga bebas kotoran, kemudian
dikeringkan dalam oven suhu 50°C sampai kering.
Daun kering dibuat serbuk, ditimbang, dimasukkan
ke dalam maserator, ditambahkan metanol ke
dalam maserator sampai semua serbuk terendam,
kemudian dibiarkan semalam disertai pengadukan.
Maserat dipisahkan dan ditampung sedangkan ampas
dimaserasi 2 kali lagi dengan pelarut yang sama.
Maserat dari 3 kali maserasi dikumpulkan, kemudian
divapkan dengan rotary evaporator hingga diperoleh
ckstrak metanol kental.

Fraksinasi ekstrak metanol daun sirih merah.
Fraksinasi awal dilakukan secara partisi menggunakan
pelarut metanol 60%. Sebanyak 10 mL metanol
6(% ditambahkan pada 2 gram ekstrak, dicampur
mernggunakan vorrex mixer kemudian disentrifuis
sehingga didapat fraksi larut metanol 60% (FTL.)
dan fraksi tak larut metanol 60% (FL). Kedua
fraksi diuji aktivitas imunomodulasi secara 7 n
vitro dengan uji aktivitas fagositosis makrofa g
dengan latex beads. Fraksi yang memiliki aktivitaas
imunomodulasi difraksinasi lebih lanjut dengan
metode Kromatografi Cair Vakum (KCV) / vacueurn
liquid chromatography*®. Sebanyak 10 gram silikza
gel 60 ditambahkan sedikit demi sedikit samb il
diaduk dalam cawan porselen berisi 2 gram FTL yam g
ditetesi eter sedikit demi sedikit sehingga diperoleh
campuran yang homogen dan kering (free flowing )-
Pembuatan kolom dilakukan dengan memasukka n
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sebanyak 50 gram silika gel sedikit demi sedikit ke
dalam sintered glass Buchner sambil divakum untuk
memperoleh massa fase diam yang kompak dan padat.
Serbuk ekstrak fiee flowing dipindahkan sedikit demi
sedikit ke dalam sinfered glass Buchner di atas fase
diam dengan permukaan atas diusahakan rata sambil
divakum. Bagian atas ditutup dengan 2 lembar kertas
saring sebesar diameter kolom. Fraksinasi dilakukan
dengan menuang pelarut secara perlahan-lahan pada
permukaan kertas saring sambil divakum. Pelarut yang
digunakan berturut-turut n-heksana, n-heksana - etil
asetat (9:1), n-heksana - etil asetat (8:2), n-heksana - etil
asetat (7:3), n-heksana - etil asetat (6:4), n-heksana - etil
asetat (3:5), n-heksana - etil asetat (4:6), n-heksana - etil
asetat (3:7), n-heksana - etil asetat (2:8), n-heksana - etil
asetat (1:9), dan etil asetat. Hasil fraksinasi ditampung
dalam cawan porselen, setelah kering fraksi-fraksi
yang didapat -ditimbang, kandungan senyawa
didalamnya diperiksa dengan metode kromatografi
lapis tipis (KLT).

Isolasi dan Kkultur sel makrofag peritoneal.
Mencit sebanyak 8 ekor dibunuh dengan narkose
menggunakan kloroform. Seluruh tubuh mencit
dibersihkan dengan akohol 70%. Kulit bagian perut
dibuka dan dibersihkan selubung peritoneum dengan
alkohol 70%, kemudian disuntikkan 10 mL medium
RPMI 1640 ke dalam rongga peritoneum, ditunggu

“sekitar 3 menit sambil ditekan-tekan secara perlahan-
lahan. Cairan peritoneal dikeluarkan dari rongga
peritoneum dengan menekan organ dalam dengan
2 jari, cairan diambil dengan spuit injeksi, dipilih
pada bagian yang tidak berlemak dan jauh dari usus,
kemudian dimasukkan ke dalam tabung sentrifus.
Aspirat yang didapat disentrifus pada 1200 rpm 4°C
selama 10 menit. Supernatan dibuang, ditambahkan
3 mL medium RPMI komplit (mengandung FBS
10%) pada pellet yang didapat. Jumlah sel yang
didapat dihitung dengan menggunakan hemositometer
kemudian diresuspensikan dengan medium RPMI
komplit sehingga didapat suspensi sel dengan
kepadatan 2,5x10%/mL. Suspensi sel yang telah
dihitung dikultur pada microplate 24 well yang telah
diberi coverslips bulat, setiap sumuran 200 uL (5x10°
sel). Diinkubasi dalam inkubator CO, 5%, 37°C
selama 30 menit. Medium RPMI komplit ditambahkan
1 mL/sumuran dan diinkubasi lagi selama dua jam. Sel
dicuci dengan RPMI dua kali kemudian ditambahkan
medium komplit 1 mL/sumuran, kemudian inkubasi
dilanjutkan sampai 24 jam.

‘Uji aktivitas fagositosis. Lartex beads
diresuspensikan dalam PBS schingga didapat
konsenstrasi 2,5x107 /mL. Media diambi] dengan cara
menyedot media sehingga tinggal makrofag dalam
coverslips. Pada tutup plate diberi identitas sesuai
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bahan uji yang akan dimasukkan dalam sumur yang
bersangkutan. Pada sumur ditambahkan masing-
masing 1 mL bahan uji dalam media RPMI komplit,
yakni ekstrak metanol Piper crocatum kadar 75 pg/
mL dan 150 pg/mL, kontrol positif (Produk-X*
100 pg/mL), kontrol media, dan kontrol pelarut
(DMSO 0,15%), secara triplo (3 coverslip) kemudian
diinkubasi selama 4 jam. Setelah 4 jam, suspensi latex
beads ditambahkan dalam PBS, dimana latex beads
dengan diameter 0.3 pm sebanyak 400 pl. dengan
kepadatan latex beads dalam 2,5x107 /mL, kemudian
inkubasikan dalam inkubator CO, selama 60 menit.
Media diambil dengan cara disedot dan dicuci dengan
PBS tiga kali untuk menghilangkan latex beads yang
tidak terfagositosis, kemudian dikeringkan pada
suhu ruangan dan difiksasi dengan metanol selama
30 detik. Selanjutnya metanol dibuang dan ditunggu
hingga kering kemudian dicat dengan Giemsa 20%
selama 30 menit, kemudian dicuci dengan akuades
sampai bersih (4-5 kali, akuades menjadi jernih)
diangkat dari sumuran kultur dan dikeringkan pada
suhu ruangan Makrofag yang memfagositosis partikel
lateks dihitung dengan cara diperiksa menggunakan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x(!3-141316)
masing-masing pada 2 bidang pandang untuk setiap
coverslip.

Skrining fitokimia ekstrak dan fraksi aktif.
Skrining fitokimia dilakukan secara uji tabung"' " serta
KLT" digunakan untuk uji kualitatif terhadap ekstrak
dan fraksi aktif.

Identifikasi flavonoid. Ekstrak dilarutkan dalun
metanol 50% panas, kemudian ditambahkan logam
Mg dan HCl pekat (45 tetes). Larutan berwarmna merah
atau jingga yang terbentuk menunjukkan adanya
flavonoid.

Identifikasi tanin. Ekstrak metancl (0.5-1 ml.)
dilarutkan dalam air (1-2 mL) kemudian ditambahkan
larutan besi 111 klorida (FeCl,) (kuning cerah, 2-3
tetes). Timbulnya warna biru kehitaman menunjukka n
adanya senyawa tanin galat dan jika warnanya hiau
kehitaman menunjukkan adanya senyawa tann
katekol. Secara KLT dengan silika gel GF,,, sebayai
fase diam, n-butanol - asam asetat - air (4:1:5 v/viv')
sebagai fase gerak, adanya tanin ditunjukkan dengan
terbentuknya warna biru pada sinar tampak setelalh
Kromatogram disemprot dengan pereaksi Fe(l ,
menunjukkan adanya tanin. ~

Identifikasi alkaloid. Ekstrak metanol 2©
mlL) ditambah asam hidroklorida 10% (5-10 nL )
kemudian dimasukkan ke dalam 2 tabung, 1 tabn=
ditetesi 2-3 tetes reagen Mayer's atau Bertran{s,

1 tabung sebagai pembanding. Endapan berwan =
kuning keputihan menunjukkan keberadaan alkalic.
Secara KLT dengan silika gel GF__, sebagai fase dimra.

254
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n-heksana-dietilamin (9:1 v/v) sebagai fase gerak,
adanya alkaloid ditunjukkan dengan terbentuknya
warna biru atau kuning pada sinar UV 365 nm setelah
kromatogram disemprot dengan pereaksi Dragendrof.

Identifikasi saponin. Ekstrak diletakkan dalam
tabung reaksi dan ditambah air (1:1) sambil dikocok
selama 5 menit. Adanya busa yang dapat bertahan
selama 30 menit menunjukkan adanya senyawa
saponin. Kemudian ekstrak ditambah 0,5 mL asetat
anhidrat dan 0,5 mL kloroform, ditambahkan dengan
1-2 mL asam sulfat, akan terbentuk 2 lapisan, cincin
berwama coklat kemerahan atau coklat ungu. Secara
KLT dengan silika gel GF_,, sebagai fase diam,
n-butanol - asam asetat - air (4:1:5 v/v/v) sebagai
fase gerak, adanya saponin ditunjukkan dengan
terbentuknya warna hijau atau biru pada sinar tampak
setelah kromatogram disemprot pereaksi Lieberman
Burchard.

Identifikasi sterol dan triterpenoid. Pada ekstrak
ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat dan 0,5
mL kloroform dan dengan pipet sebanyak 1-2 mL
asam sulfat, akan terbentuk 2 lapisan, bila terbentuk
cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan kedua
larutan menunjukkan adanya triterpenoid, warna
hijau kebiruan menunjukkan adanya sterol. Secara
KLT dengan silika gel GF,,, sebagai fase diam,
n-heksana - etil asetat (9:1 v/v) sebagai fase gerak,
adanya terpenoid ditunjukkan dengan terbentuknya
warna coklat, pada sinar tampak setelah kromatogram
disemprot dengan serium sulfat kemudian dipanaskan
110°C menunjukkan adanya terpenoid.

Identifikasi kumarin. Ekstrak dibagi 2 tabung,
pada tabung 1 ditambah 0.5 mL larutan ammonia
10%, tabung 2 untuk pembanding. Terjadinya warna
biru atau hijau yang berfluoresensi pada lampu UV,
menunjukkan keberadaan kumarin. Secara KLT
dengan silica gel GF,,, sebagai fase diam, etil asetat
- toluena (9:1 v/v) sebagai fase gerak, adanya kumarin
ditunjukkan dengan terbentuknya pendar biru pada
sinar UV 265 nm setelah kromatogram disemprot
dengan kalium hidroksida.

Identifikasi adanya flavonoid. Ekstrak dilarutkan
dalam metanol 50% (1-2 mL), dengan pemanasan
kemudian ditambahkan logam Mg dan 5-6 tetes
asam hidroklorida, larutan akan menjadi merah
untuk flavonol dan oranye untuk flavanon. Secara
KLT dengan selulose sebagai fase diam, etil asetat :
toluena (9:1 v/v) sebagai fase gerak, adanya favonoid
ditunjukkan dengan terbentuknya wama kuning pada
sinar tampak, pemadaman pada sinar UV 254 nm, dan
warna hitam, kuning, biru atau hijau pada sinar UV
365 nm setelah kromatogram divapi amonia.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Bahan tanaman yang dikenal dengan nama sirih
merah tersebut merupakan spesies dengan pama
ilmiah Piper crocatum Ruiz & Pav. Ekstraksi dengan
metode maserasi menggunakan pelarut metanol
terhadap 1,9 kg serbuk daun sirih merah yang berasal
dari pengeringan 8,26 kg daun basah menghasilkan
ekstrak berupa massa kental berwarna hitam sebanyak
224,03 g. Rendemen serbuk terhadap daun basah
sebesar 23%, rendemen ekstrak terhadap daun
basah sebesar 2,7%, dan rendemen ekstrak terhadap
serbuk sebesar 11,8%. Meskipun maserasi tidak
menghasilkan ekstraksi yang komplit"?, akan tetapi
banyak penelitian miemilih menggunakan metode
ini karena maserasi merupakan prosedur sederhana
untuk mendapatkan ekstrak, cocok untuk skala kecil
maupun industrial, pengulangan proses perendaman
merupakan upaya untuk mendapatkan sebanyak
mungkin senyawa yang terekstraksi. Pemilihan
jenis dan jumlah pelarut juga sangat menentukan
jenis dan jumlah senyawa yang tercksiraksi, hal
ini sesuai dengan pernyataan Samuelsson® yakni
bahwa senyawa dalam tanaman biasanya berada di
dalam sel, pelarut harus dapat berdifusi ke dalam sel
untuk melarutkan molekul senyawa yang diinginkan
kemudian dengan arah berlawanan melewati dinding
sel dan bercampur dengan cairan di sekelilingnya.
Kesetimbangan akan terjadi antara senyawa terlarut
di dalam sel dengan pelarut di sekitar jaringan
tanaman, dimana kecepatan ksetimbangan tersebut
dipengaruhi oleh suhu, pH, ukuran partikel, dan
gerakan dari pelarut. Penelitian ini dilakukan pada
suhu kamar, karena diharapkan senyawa.yang tidak
tahan pemanasan tidak-fusak oleh adanyapemanasan,
efektivitas ekstraksi juga dioptimalkan dengan
pengadukan.

Anatomi daun sirih (Piper betle) dan daun sirih
merah mirip, sedikit perbedaan yakni pada bagizan
atas vascular bundle P. betle dijumpai adanya sel-sel
kolenkim sedangkan pada P. crocatum tidak dijumpai.
Irisan melintang daun ke dua spesies sirih ditas
teramati adanya saluran yang dihasilkan dari robeia n-
robekan sel, saluran tersebut berfungsi sebagai saliran
minyak, selain itu juga terdapat sel-sel sekreo Ti,
schingga kedua daun tersebut dapat digunkan
sebagai bahan obat®®. Ekstrak metanol Piper le#le
dilaporkan memiliki daya imunomodulator*”, @awr
sirth merah merupakan tanaman dalam genus jang
sama yakni Piperaceae, oleh karena itu digunk an
metanol sebagai pelarut dengan harapan senjiwva
yang terekstraksi memiliki aktivitas yang sejen.
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Makrofag merupakan sel fagositik utama yang
berperan menangkal serangan patogen melalui
mekanisme fagositosis, berperan penting baik pada
respon imun bawaan maupun respon imun adaptif.
Kemampuan fagositosis makrofag dapat diukur dari
kemampuannya dalam memfagositosis partikel lateks.
Aktivitas fagositosis dinyatakan dalam 3 parameter
yakni Persen Fagositosis (PF), Indeks fagositosis (IF),
dan Efisiensi Fagositosis (EF)©“". Persen fagositosis
adalah persen sel yang makan minimal | lateks yakni
jumlah makrofag pada 2 bidang pandang yang makan

" minimal | lateks dibagi jumlah makrofag pada 2
bidang pandang dikalikan 100%. IF adalah jumlah
lateks yang dimakan oleh makrofag pada 2 bidang
pandang dikalikan 100 dibagi jumlah makrofag
pada 2 bidang pandang, dan EF adalah rasio antara
IF dan PF. Hasil uji aktivitas fagositosis makrofag
peritoneum-mencit dan afalisis varian satu jalan
menunjukkan perbedaan signifikan pada parameter
PF dan IF, tetapi tidak signifikan untuk parameter
EF baik pada uji ekstrak metanol daun sirih merah
maupun pada uji fraksi-fraksi hasil KCV, sehingga
uji Tukey dilakukan hanya untuk parameter EF dan
IF. Fraksi tak larut metanol 60% dari ekstrak metanol
daun sirih merah (FTL) menunjukkan aktivitas
fagositosis makrofag lebih besar dibandingkan
ekstrak metanol daun sirih merah, fraksi larut metanol
60% dari ekstrak metanol daun sirih merah (FL),
kontrol media, kontrol pelarut, maupun kontrol positif
oleh karena itu fraksinasi lebih lanjut dilakukan
terhadap FTL. Uji Tukey menunjukkan bahwa
perlakuan FTL 150 pg/mL menyebabkan aktivitas
fagositosis makrofag yang berbeda secara signifikan
dibandingkan perlakuan dengan FTL 75 pg/mL, FL
75 pg/mL FL 150 pg/mL, kontrol media, kontrol
pelarut (DMSO 0.15%), maupun kontrol positif
(produk-X* 100 pg/mL). Oleh karena itu uji aktivitas
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fagositosis fraksi-fraksi dari FTL diuji pada kadar 150
ug/mL. Produk-X*® merupakan produk komersial
yang mengandung 250 mg ekstrak Echinacea,
kemampuan ekstrak Echinacea dalam meningkatkan
fagositosis telah dilaporkan oleh Bauer”. Kenaikan
dosis ekstrak, FL maupun FTL menjadi 2 kali lipat,
tidak menunjukkan adanya kenaikan yang sebanding
baik untuk parameter PF maupun IF.

Fraksinasi dari FTL dengan metode kromatografi
cair vakum (KCV) menghasilkan 11 fraksi. Berdasar
kemiripan profil KLT, fraksi-fraksi tersebut digabung
menjadi 5 fraksi. Jumlah fraksi yang terbanyak
berturut-turut adalah fraksi II1, fraksi I'V, fraksi 11, fraksi
V, fraksi I. Dari tiga kali fraksinasi masing-masing
sebanyak 2 gram FTL, berturut-turut menghasilkan
0,41 g, 0,49 g, dan 0,49 g fraksi 1I (F-II), atau rendemen
F-1I terhadap FTL sebesar 23.17%.

Hasil uji fagositosis makrofag secara in vitro
terhadap F-1 sampai F-V pada dosis 150 pg/mL
menunjukkan bahwa aktivitas fagesitosis makrofag
tertinggi pada perlakuan dengan F-II. Oleh karena
itu F-1I merupakan fraksi yang paling potensial
dilanjutkan untuk isoiasi senyawa imunomodulator.
Hasil uji Tukey menunjukkan bahwa perlakuan
dengan F-II dosis 150 pg/mL menyebabkan aktivitas
fagositosis makrofag untuk parameter PF yang
berbeda secara signifikan dengan kontrol media

“dan kontrol pelarut akan tetapi tidak signifikan
dengan perlakuan kontrol positif (produk-X*® 150
ug/mL). Hal ini menunjukkan bahwa uji fagositosis
makrofag secara in vitro menggunakan mencit
BALB/c, perlakuan dengan F-II dosis 150 pg/mL dan
produk-X* 150 pg/mL menyebabkan PF yang sama.
Untuk parameter IF, perlakuan dengan F-11 dosis 150
ng/mL menunjukkan nilai yang lebih tinggi secan
signifikan dibanding perlakuan dengan produk-X*
150 pg/mL. Hal i menunjukkan bahwa F-II dosis
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Gambar 1. Hasil uji aktivitas fagositosis makrofag secara in vitre dari ekstrak metanol daun Piper crocatum Ruiz & Pav.
Keterangan: <N persen fagositosis, B: indeks fagositosis, [O: efisiensi fagositosis, Ekstrak: ekstrak metanol daun Piper
crocatum Ruiz & Pav, FL : ekstrak metanol daun Piper crocatum Ruiz & Pav. yang larut dalam metanol 60%, FTL: ekstrak
metanol daun Piper crocatum Ruiz & Pay. yang tidak larut dalam metanol 60%.
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Tabel 1. Penggabungan fraksi berdasar hasil uji KLT fraksi-fraksi hasil KCV ekstrak metanol daun Piper crocatum

Ruiz & Pav.

Pelarut - Fraksi sesudah
Jenis Volume (mL) s et Junish 5) penggabungan
n-heksana 180 1 0,14 A
n-heksana:etilasetat (9:1) 120 2 0,08
n-heksanaetilasetat (8:2) ¢ 120 3 0,41 Fraksi I1
n-heksana:etilasetat (7:3) 70 4 0,27 :
n-heksana:etilasetat (6:4) 90 5 0.13 Fraksl T
n-heksana:etilasetat (5:5) 60 6 0,08
n-heksana:etilasetat (4:6) 60 7 0,14 Fraksi IV
n-heksanaetilasetat (3:7) 90 8 0,17
n-heksana:etilasetat (2:8) 120 9 0,10
n-heksana:etilasetat (1:9) 120 10 0,08 Fraksi V
Etil asetat 120 11 0.11

150 pg/mL mengaktifkan sejurnlah makrofag yang
sama banyak tetapi lebih banyak jumilah /atex yang
dimakan dibandingkan perlakuan dengan produk-X*®
dosis 150 pg/mL.

Skrining fitokimia berupa uji tabung serta uji
kualitatif secara KLT dari ekstrak dan fraksi II
menunjukkan bahwa ekstrak metanolik daun sirih
merah mengandung minyak atsiri, alkaloid, terpenoid,
dan flavonoid, sedangkan fraksi II mengandung
alkaloid dan terpenoid. Uji tabung merupakan cara
uji sederhana terhadap keberadaan metabolit sekunder
pada bahan uji. Uji awal ini dipertegas dengan uji
kualitatif secara KLT. Hasil uji tabung keberadaan
alkaloid dan flavonoid tidak terdeteksi akan tetapi
terdeteksi dengan uji secara KLT. Hasil ini serupa
baik pada ekstrak maupun fraksi, maka disimpulkan
bahwa alkaloid dan flavonoid terdeteksi baik pada
ckstrak maupun fraksi I1. Fraksi II merupakan
fraksi paling tinggi aktivitas imunomodulasinya,
kemungkinan alkaloid dan atau terpenoid merupakan
metabolit sekunder yang bertanggung jawab terhadap
peningkatan aktivitas fagositosis makrofag.

Perlu penelitian lebih lanjut untuk mengetahui
pengaruh dosis terhadap aktivitas fagositosis juga
jenis serta mekanisme aksi senyawa yang bertanggung

Tabel 2. Hasil uji tabung dan uji KLT terhadap ekstrak

dan fraksi II.
Ttk Ekstral.c. s Fraksi IT
skrining Uji Uji KLT Uji Uji KLT
tabung tabung

Minyak + Tidak - Tidak

atsirl dilakukan dilakukan

Tanin + - - .

Alkaloid - + - +

Saponin B - - -

Terpenoid E + - +

Kumarin - - - -

Flavonoid - it - -
Keterangan: + = metabolit sekunder terdeteksi. - = metabolit
sekunder tidak terdeteksi.

Gambar 2. Kromatogram dari kiri ke kanan FTL, Fraksi
(F)-T, F-T1, F-171, F-IV, dan F-\_hasil kromatogrifi cair
vakum, fase diam silika gel GF;z4, fase gerak n-heksana :
etil asetat (5:1), deteksi UV 366 nm.

jawab terhadap aktivitas tersebut. Penelitian tentang
peningkatan aktivitas fagositosis makrofag karena
pemberian ekstrak daun sirih merah ini merupakan
penelitian awal dari bioassay guided isolation
senyawa imunomodulator dari daun sirih merah. Hasil
uji daya imunomodulator secara in vitro tidak ada
korelasi dengan uji in vivo", maka perlu juga diteliti
lebih lanjut secara in vivo.

SIMPULAN

Uji secara in vitro menunjukkan bahwa fraksi hasil
kromatografi cair vakum dari ekstrak metanol daun
Piper crocatum Ruiz & Pav. mampu meningkatkan
aktivitas fagositosis makrofag. Fraksi IT hasil
kromatografi cair vakum dari fraksi tak larut metanol
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Gambar 3. Hasil uji aktivitas fagositosis makrofag secara in virro dari fraksi-fraksi hasil KCV pada dosis 150 pg/mL.

Keterangan: . persen fagositosis, B: indeks fagositosis, L1: efisiensi fagositosis.

60 % merupakan fraksi paling potensial untuk isolasi
senyawa imunomodulator dari ekstrak metanol daun
Piper=cfocatum Ruiz & Pav. Ekstrak metanol daun
Piper crocatum Ruiz & Pav. mengandung minyak
atsiri, alkaloid, terpenoid, dan flavonoid, sedangkan
fraksi IT hasil pemisahan secara kromatografi kelom
vakum mengandung alkaloid dan terpenoid.

el
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