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Abstract

Doxorubicin is non selective cancer chemotherapy. It affects normal cells as well as cancer cells,
resulting in immunosuppression. Natural remedies are expected to have immunomodulator
activity. This study aimed to determine the effect of chloroform extracts of Arcangelisia flava
leaves (CEAfL) on enhancing the immune system on doxorubicin-treated rats. Wistar male rats
were divided into four groups (1) control group; (2) doxorubicin 7,5 mg/kgBW intraperitoneally,
2 times in 11 days (days 1 and 6); (3) doxorubicin + CEAfL 250 mg/kgBW/day orally for 11 days;
(4) CEAfL250 mg/kgBW/day orally for 11 days. Relative spleen weight was evaluated as the
markers of immunomodulatory effect. Relative spleen weight remained after treatment of CEAfL
on doxorubicin-treated rats. It can be concluded that CEAfL has no effect on the relative spleen
weight of doxorubicin-treated rats.
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Abstrak

Doxorubicin adalah agen kemoterapi kanker yang tidak selektif. Doxorubicin mempengaruhi sel-
sel normal maupun sel kanker sehingga menyebabkan imunosupresi. Obat alami diharapkan
memiliki aktivitas imunomodulator. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak
kloroform daun Arcangelisia flava (EKDAf) pada peningkatan sistem imun tubuh tikus yang
diinduksi doxorubicin. Tikus jantan galur Wistar dibagi menjadi empat kelompok (1) kelompok
kontrol; (2) doxorubicin 7,5 mg/kgBB secara intraperitoneal, 2 kali dalam 11 hari (hari ke-1 dan
6); (3) doxorubicin + EKDAf 250 mg/kgBB/hari secara oral selama 11 hari; (4) EKDAf 250
mg/kgBB/hari secara oral selama 11 hari. Berat relatif limfa dievaluasi sebagai penanda efek
imunomodulator. Berat relatif limfa tetap setelah perlakuan dari EKDAf pada tikus yang dipejani
doxorubicin. Dapat disimpulkan bahwa EKDAf tidak mempengaruhi berat relatif limfa tikus yang
diinduksi doxorubicin.

Kata kunci: Arcangelisia flava, ekstrak kloroform, berat relatif limfa

Pendahuluan

Kemoterapi kanker merupakan pengobatan
kanker dengan obat antikanker tunggal (agen
kemoterapi kanker) atau kombinasi. Sebagai agen
kemoterapi, doxorubicin berfungsi untuk pengobatan
kanker sel darah putih (leukemia), payudara dan
ovarium, tulang, dan sarkoma kaposi [1].
Doxorubicin menyebabkan apoptosis sel yang
berpoliferasi cepat seperti sel kanker. Akibat
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penggunaan jangka panjang doxorubicin dapat
menyebabkan ketoksikan pada jaringan, penekanan
sistem 1imun (imunosupresi), serta peningkatan
radikal bebas [2].

Sistem imun pasien kanker rendah akibat
imunosupresi yang disebabkan oleh terlepasnya
faktor imunosupresor dari sel kanker seperti TGFp,
IL-10 (interleukin-10), enzim, FasL atau TRAIL [3].
Salah satu indikator terjadinya imunosupresi yang
disebabkan oleh doxorubicin adalah penurunan berat
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limfa [4]. Penurunan berat limfa mengindikasikan
penurunan jumlah limfosit karena limfa merupakan
tempat penyimpanan sel limfosit [5]. Sel limfosit
merupakan sel yang berperan dalam sistem imun [6].
Oleh karena itu, pasien kanker yang memperoleh
terapi doxorubicin akan mengalami imunosupresi.

Imunosupresi pada pasien kanker dapat
berakibat fatal karena pasien mudah terkena infeksi
yang disebabkan oleh bakteri, virus, jamur atau
parasit, memperpanjang masa pengobatan, dan
meningkatkan kematian pasien [7]. Senyawa yang
memiliki aktivitas imunomodulator diperlukan untuk
mengurangi efek imunosupresi dan radikal bebas
yang disebabkan doxorubicin. Beberapa senyawa
tersebut tergolong dalam agen kemoprevensi kanker.
Salah satu tumbuhan yang berpotensi sebagai salah
satu agen kemoprevensi kanker adalah akar kuning
(Arcangelisia flava) [8].

Ekstrak kloroform 4. flava diketahui memiliki
aktivitas antioksidan dan sitotoksik terhadap larva
udang dan sel kanker payudara MFC-7
(adenokarsinoma payudara) yang lebih Dbesar
dibandingkan ekstrak petroleum eter dan airnya,
maupun jika dibandingkan dengan ekstrak Coscinium
blumeanum dan Fibraurea tinctoria. Aktivitas ini
diduga disebabkan oleh adanya berberin di dalamnya
[8]. Berberin (5,6-dihydro-9,10-dimethoxybenzo[g]-
1,3-benzo-  dioxolo[5,6a]quinolizinium)  adalah
alkaloid isokuinolon (yang digunakan sebagai
antibiotik terhadap beberapa bakteri [9]. Berberin
mempunyai aktivitas farmakologi yang luas di
antaranya sebagai antihipertensi, antiinflamasi,
antioksidan, antidepresan, antikanker, antidiare,
hepatoprotektif, dan antimikroba [10]. Berberin pada
tumbuhan Berberis aquifolium, Cissampelos pareira,
dan  Phellodendron  chinense  telah  terbukti
mempunyai aktivitas immunomodulator [11].

Aktivitas ekstrak kloroform A. flava sebagai
agen kemoprevensi telah diketahui, namun belum
diketahui aktivitasnya jika dikombinasikan dengan
doxorubicin. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui pengaruh kombinasi ekstrak
kloroform A. flava dan doxorubicin pada peningkatan
sistem imun yang diwakili berat relatif limfa.

Metode Penelitian

Bahan dan Alat Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah tumbuhan 4. flava yang diperoleh dari Taman
Nasional Meru Betiri Kabupaten Jember, kloroform
p.a. (PT. Smart Lab Indonesia), n-heksana teknis,
doxorubicin (PT. Kalbe Farma), CMC Na, tween, dan
akuades. Hewan uji yang digunakan yaitu tikus
jantan putih galur Wistar usia 8-10 minggu dengan
berat badan 110-160 gram. Sedangkan alat yang
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digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas,

rotary evaporator, sonde, dan seperangkat alat bedah.

Prosedur Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental
laboratoris dengan rancangan penelitian post test only
control group design. Tahap pertama penelitian ini
yaitu pembuatan ekstrak kloroform A. flava. Serbuk
A. flava diekstraksi bertingkat secara maserasi
dengan n-heksana dan kloroform. Serbuk A. flava
sebanyak 500 gram direndam dengan 3 liter n-
heksana selama 4 hari dan disaring. Ekstraksi dengan
n-heksana diulang sebanyak 3 kali. Ampas dari
maserasi ini dikeringkan dan direndam lagi dengan 3
liter kloroform selama 4 hari dan disaring. Ekstraksi
dengan kloroform diulang sebanyak 4 kali. Setelah
didapatkan ekstrak cair lalu dipekatkan dengan
menggunakan rotary evaporator suhu 50°C hingga
didapatkan ekstrak kental.

Tahap kedua dilakukan pengujian ekstrak
kloroform A. flava pada hewan uji. Sejumlah 24 ekor
tikus putih jantan galur Wistar ditempatkan dalam
kandang dengan diberi makanan standar dan minum
ad libitum. Setelah diadaptasikan, tikus dibagi dalam
empat kelompok. Masing—masing kelompok terdiri
dari 6 ekor yang terpilih secara acak, kemudian diberi
perlakuan sehari sekali selama 11 hari untuk
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan serta hari
ke-1 dan ke-6 untuk kelompok doxorubicin dengan
prosedur sebagai berikut:

1. Kelompok 1 (Kontrol) : tikus hanya diberi
Tween 0,5% dalam CMC Na 1% p.o setiap hari
selama 11 hari

2. Kelompok 2 (Doxorubicin) : tikus hanya diberi
doxorubicin 7,5 mg/kgBB i.p pada hari ke-1 dan
ke-6

3. Kelompok 3 (Perlakuan 1) : tikus diberi ekstrak
kloroform A. flava 250 mg/kgBB p.o setiap hari
selama 11 hari dan doxorubicin 7,5 mg/kgBB i.p
pada hari ke-1 dan ke-6

4. Kelompok 4 (Perlakuan 2) : tikus hanya diberi
ekstrak kloroform A. flava 250 mg/kgBB p.o
setiap hari selama 11 hari.

Berat badan tikus ditimbang setiap hari untuk
menyesuaikan dosis yang diberikan. Seluruh tikus
dikorbankan pada hari ke-12 dengan menggunakan
cairan kloroform sebagai anestesi. Limfa diambil
untuk dihitung berat relatifnya.

Perhitungan berat relatif limfa dilakukan
dengan cara limfa yang diambil dibersihkan dari
lemak, dicuci, dan ditimbang di atas cawan petri.
Berat limfa dihitung berat relatifnya terhadap berat
badan dengan rumus berikut :

Berat limfa

Berat relatif limfa = —  x 100%

Berat tikus
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Berat relatif limfa dianalisis dengan uji One Way
Anova yang selanjutnya dilanjutkan dengan uji LSD
(p<0,05).

Hasil Penelitian

Pembuatan Ekstrak Kloroform A. flava

Pada pembuatan ekstrak kloroform A. flava,
rendemen ekstrak kloroform A. flava yang diperoleh
sebesar 4,75%.

Berat Relatif Limfa

Berat relatif limfa erat kaitannya dengan
jumlah limfosit karena limfa merupakan salah satu
organ yang berfungsi sebagai tempat penyimpanan
limfosit. Nilai berta relatif limfa rata-rata dapat
dilihat pada Gambar 1. Berdasarkan uji statistik
diketahui bahwa tidak ada perbedaan yang signifikan
antara kelompok kontrol (K) dan kelomok
doxorubicin (D). Antara kelompok doxorubicin
dengan ekstrak kloroform A. flava dosis 250
mg/kgBB + doxorubicin (P|) juga tidak ada

perbedaan yang signifikan. Hasil ini menunjukkan
bahwa kombinasi antara ekstrak kloroform 4. flava
dosis 250 mg/kgBB dengan doxorubicin tidak dapat
meningkatkan berat relatif limfa hewan uji jika
dibandingkan dengan perlakuan doxorubicin saja (D).
Nilai berat relatif limfa antara kelompok ekstrak A.
flava dosis 250 mg/kgBB (Pz) dan K sama dimana

kedua kelompok tidak berbeda signifikan. Perbedaan
yang tidak signifikan antara kelompok P, dan K

menunjukkan bahwa ekstrak kloroform A. flava dosis
250 mg/kgBB tidak mempengaruhi kondisi fisiologis
normal.

9,700 -
a.c

0,463
0,600 -

a
0,500 - 0,262

0,400 -

0,300

Berat relatif lifa (%)

0,200

0,100

0,000 :
K D P, P;

Kelompok
Gambar 1 Data berat relatif limfa (Data yang
disajikan berupa nilai rata-rata (%) + SD.
Perbedaan notasi huruf menunjukkan
perbedaan yang signifikan, p<0,05)
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Pembahasan

Doxorubicin merupakan antibiotik antrasiklin
yang banyak digunakan untuk mengobati penyakit
kanker [1]. Penggunaan dalam jangka panjang dapat
menyebabkan pelemahan sistem imun (imunosupresi)
[2]. Doxorubicin berefek pada sistem imun dengan
cara mengurangi berat relatif limfa. Pemberian
doxorubicin dosis 20 mg/kgBB secara intravena
menyebabkan penurunan berat limfa pada hari ketiga
[4].

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
penurunan berat relatif limfa kelompok doxorubicin
tidak berbeda signifikan dengan kelompok kontrol.
Hasil ini menunjukkan bahwa pemberian doxorubicin
dosis 7,5 mg/kgBB pada hari ke-1 dan ke-6 perlakuan
kurang mampu menurunkan berat relatif limfa.
Mekanisme yang menyebabkan tidak adanya
perbedaan berat relatif limfa yang signifikan antara
kelompok doxorubicin dan kontrol diduga karena
limfa hewan uji mengalami regenerasi sel. Hal ini
diperkuat dengan penelitian sebelumnya, yaitu 4 hari
setelah pemberian doxorubicin dihentikan, secara
histologi tidak ada kematian sel atau kerusakan
jaringan limfa. Regenerasi sel terjadi karena adanya
protein p53 pada sel limfa yang berfungsi ketika
terjadi  kerusakan sel limfa akibat pemberian
doxorubicin. Protein p53 ini akan mengaktifkan
protein p21 untuk mencegah kerusakan jaringan yang
parah dengan cara menginduksi siklus sel arrest. Saat
siklus sel arrest, terjadi perbaikan DNA yang rusak
akibat pemberian doxorubicin [13]. Doxorubicin
merusak DNA melalui aktivasi jalus caspase dimana
aktivnya caspase 3 menyebabkan kerusakan DNA
[1].

Berat relatif limfa kelompok P, (ekstrak

kloroform 4. flava dosis 250 mg/kgBB +
doxorubicin) terjadi penurunan jika dibandingkan
dengan kelompok kontrol namun tidak berbeda
signifikan jika dibandingkan dengan kelompok
doxorubicin. Hal ini menunjukkan bahwa kombinasi
antara ckstrak  kloroform A. flava dosis 250
mg/kgBB dan doxorubicin tidak berpengaruh pada
penurunan berat relatif limfa jika dibandingkan
dengan pemberian doxorubicin saja.

Berat relatif limfa kelompok P, (ekstrak A.

flava dosis 250 mg/kgBB) tidak berbeda signifikan

dengan kelompok kontrol. Artinya ekstrak kloroform
A. flava tidak memberikan efek pada kondisi
fisiologis normal. Jadi, pemberian ekstrak kloroform
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A. flava tidak menyebabkan toksisitas pada hewan
sehat.

Simpulan dan Saran

Ekstrak  kloroform 4.  flava  tidak
mempengaruhi berat relatif limfa tikus jantan putih
gakur Wistar yang dipejani doxorubicin. Dalam
penelitian ini disarankan isolasi zat aktif yang
selanjutnya dikombinasikan dengan doxorubicin dan
dilihat pengaruhnya terhadap berat relatif limfa.
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