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ABSTRACT

Hyptis pectinata (Lamiaceae) is a traditional medicinal plants to treat conditions associated with malignant
disease. In Indonesia, this plant has not been utilized yet, just as a wild plant. This study aimed to evaluate the
anticancer activity of Hyptis pectinata poit extracts which are more beneficial. Methanol extract and various
fractions solvents (hexane, dichloromethane, ethyl acetate) were examined their toxicities to shrimp larvae
Artemia salina Leach using BSL'T method and their anticancer activity in vitro on cells MCF-7 breast cancer
using MTT assay method. The toxicity test on shrimp larvae Arfemia salina Leach. methanol extracts have
LCso: 185.63 pg/mL and fractions of hexane, dichloromethane and ethylacetate were obtained at 128.45;
113.32 and 92.54 pg/mL successively. Whereas the cytotoxicity test on breast cancer cells MCF-7 resulted that
methanol extract Hyplis pectinata poit obtained at 1Csp: 18.90 pg/mL. Hyptis pectinata poil extract showed
good cytotoxic and anticancer activity hence it has a chance to be developed to as anticancer drugs.

Keywords: Hyptis pectinata poit. Artemia salina Leach, MCF-7 cancer cell lines, MTT assay
ABSTRAK

Hyptis pectinata (Lamiaceae) merupakan tanaman obat tradisional untuk mengobati kondisi yang berhubungan
dengan penyakit keganasan. Di Indonesia, pemanfaatan tanaman ini belum banyak dilakukan, hanya sebagai
tanaman liar. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas antikanker dari ekstrak Hyptis pectinata
Poit sehingga lebih berdayaguna. Ekstrak metanol dan berbagai fraksi pelarut (heksan, diklorometana,
etilasetat) diperiksa msisitasnya dengan larva udang Arfemia salina Leach menggunakan metoda BSLT dan
aktivitas antikanker secara in-vitro pada sel kanker payudara MCF-7 menggunakan metoda MTT assay. Hasil
uji toksisitas pada larva udang Arfemia salina Leach, ekstrak metanol memiliki LCsp: 185,63 pg/mL dan fraksi
pelarut heksan. diklorometana dan etilasetat berturut-turut diperoleh pada 128.45: 113.32 dan 92,54 pg/ml..
Sedangkan hasil uji sitotoksisitas pada sel kanker payudara MCF-7, ekstrak metanol Hypiis pectinaia Poit
diperoleh pada ICso: 18,90 pg/mL. Ekstrak Hyptis pectinata Poit bersifat sebagai sitotoksik dan menunjukkan
aktivitas antikanker vang baik, sehingga mempunyai peluang untuk dikembangan untuk obat antikanker.

Kata kunci: Hyptis pectinata Poit. Artemia salina Leach, MCF-7 cell lines cancer, MIT assay

Pendahuluan menyembuhkan penyakit kanker secara selektif,

. . . efektif, dan tidak menimbulkan efek samping.
Usaha mencari obat alternatif untuk mengobati

penyakit kanker sampai saat ini masih tetap dilakukan ~ Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) telah
namun belum banyak ditemukan obat yang dapat digunakan untuk bioassay umum yang mampu
mengatasi penyakit tersebut. Oleh karena itu, mendeteksi spektrum bioaktivitas dalam ekstrak
diperlukan cksplorasi dari bahan alam hayati, suatu tanaman menggunakan Artemia salina Leach.
penemuan obat yang dapat menghambat atau Metode yang digunakan untuk skrining awal terhadap

senyawa aktif antikanker terhadap uji toksisitas
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menggunkan larva udang dari Artemia salina Leach.
Metode ini dapat digunakan sebagai bioassay guided
fractionation dari bahan alam karena mudah, cepat,
dan murah serta dapat digunakan untuk memprediksi
toksisitas dari sampel uji [1]

Beberapa senyawa bioaktif yang telah berhasil
diisolasi dan dimonitor aktivitasnyva dengan BSLT
menunjukkan adanya korelasi terhadap suatu uji
spesifik antitumor. Apabila senyawa tersebut
dinyatakan bersifat toksik terhadap larva Arfemia
salina L., maka dapat dilakukan uji lanjutan
antikanker terhadap sel kanker. Efek sitotoksik

menggunakan sel kanker dievaluasi dengan
menggunakan metode MTT assay. Uji sitotoksik
untuk  mengetahui  potensi  antikanker suatu

ekstrak/senyawa yvang dinyatakan dengan 1Cso. yang
merupakan konsentrasi larutan uji yang dapat
mematikan 50% populasi sel |2]. Untuk menentukan
nilai ICso, hambatan pertumbuhan sel, sel yang hidup
maupun yang mati dengan dasar pembentukan kristal
formazan yang berwarna ungu [3]. Hambatan
pertumbuhan sel terdeteksi dengan adanya absorbansi
sel dalam bentuk warna. Intensitas warna ungu
porposional dengan jumlah sel vyang hidup
(membentuk kristal formazan), sedangkan sel yang
mati akan memberikan warna kuning [4].

Berdasarkan sifat-sifat toksik yang dihasilkan dari
suatu bahan bersifat antikanker maka dapat dijadikan
untuk memprediksi keberadaan obat alam sebagai
antikanker. Beberapa penelitian mulai diarahkan
untuk mencari potensi bahan alam sebagai obat
antikanker. Salah satunya dalah tumbuhan Hyptis
pectinata Poit family dari Lamiaceae yang telah
banyak digunakan sebagai obat tradisional khususnya
di Brazil dan Meksiko. Di Brazil, tanaman ini sudah
di budidayakan, dikenal dengan nama “sambacaita™
atau “canundiho” [5]. Efek farmakologi dari tanaman
Hyptis pectinata Poit diketahui bersifat sitotoksik dan
antimikroba [6]. meningkatkan regenerasi liver |7, 8],
antinociceptive  dan
antitumor(5].

antiedematogenik  [9, 10],

Senyawa bioaktif hampir selalu dilaporkan bersifat
toksik pada dosis tinggi, namun seberapa jauh
kemampuan aktivitasnya masih bervariasi satu sama
lainnya. Oleh karena itu untuk menapis ekstrak
tumbuhan yang mempunyai bioaktivitas dari fraksi
bioaktif selama fraksinasi terhadap organisme hewan

sangat perlu dilakukan. Salah satu organisme yang
sesuai untuk hewan uji adalah larva udang Arfemia
salina Leach. Dan untuk mengetahui efek antikanker
dilakukan pada sel kanker payudara (cell line breast
cancer MCF-7) dengan metoda MTT Assay [11].
Penelitan 11 bertujuan untuk mengevaluasi
sitotoksisitas ekstrak metanol Hyptis pectinata Poit
dan melakukan fraksinasi kedalam berbagai pelarut
dari non polar sampai pada pelarut yang paling polar
untuk dapat melihat kontribusi senyawa aktif yang
berperan didalamnya.

Metoda

Penyiapan sampel dan ekstrak Hyptis pectinata
Poit

Daun Hyptis pectinata Poit sebanyak 500g
dikumpulkan dari desa KanayakmDago Timur
Bandung. Daun dipotong-potong dan dikeringkan
dalam oven dengan suhu 60°C. Simplisia yang telah
kering dibuat  serbuk, kemudian dimaserasi
mengunakan pelarut metanol. Ekstrak metanol yang
diperoleh  dikentalkan dengan vacum rofary
evaporator sampai 1/3 volum dan selanjutnya
ditambahkan akuades (1:1) dan dibiarkan semalam
untuk memisahkan klorofilnya. Terhadap ekstrak air
dilakukan fraksinasi dengan berbagai pelarut yakni
heksan, diklorometan dan etilasetat.

Uji aktivitas toksisitas terhadap larva udang
Artemia salina Leach

Perlakuan uji sitotoksitas dilakukan sebanyak 3 kali
ulangan pada ekstrak metanol. Penyiapan larva
Artemia salina Leach dengan menetaskan telur
Artemia salina Leach 48 jam sebelum dilakukan uji.
Kemudian dibuat larutan induk vaitu dengan cara
mencampurkan 0,05 gram ekstrak etanol dan
selanjutnya dibuat konsentrasi masing-masing larutan
menjadi 1000, 100, 10 ppm. Sebagai kontrol air laut
kemudian dimasukkan 10 ekor larva udang Arfemia
salina Leach. Pengamatan dilakukan selama 24 jam
terhadap kematian larva udang.dihitung dan
ditentukan prosentase kematian [1]. Analisis data

dilakukan untuk mencari LCsp dengan analisis probit.
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Uiji sitotoksik pada sel kanker payudara (MCF-

D

Kultur sel kanker. Sel yang digunakan pada penelitian
ini adalah sel MCF-7 yang diperoleh dari ATTC yang
dirawat dan ditumbuhkan pada medium DMEM
(Gibco) dengan 10% FBS (Gibco) dan 2% Penicillin-
Streptomycin (Gibco), 0,5% fungizon.

Panen Sel MCF-7. Sel dilihat dibawah mikroskop.
kalau sudah konfluen 80-90%. Buang medium yang
ada dalam flash dan cuci medium (medium tanpa
PBS). nmkkan dalam flash. Kemudian goyang-
goyang untuk menghilangkan sisa-sisa PBS yang
masth menempel pada sel, kemudian buang.
Tambahkan tripsin-EDTA 0,25% 1-2 mL. Diamkan
sebentar, kalau sel sudah lepas semprot, masukkan ke
tabung sentrifus, tambahkan medium sampai penuh.
Sentrifus selama 10 menit kecepatan 1500 rpm.
Buang supernatan, pelet dan tambahkan | mL
medium komplit dihomogenkan. Hitung sel yang
didapat (sel siap untuk diuji). Pada microplate 96 well
tambahkan masing-masing sebanyak 100 pL suspensi
sel dengan kepadatan 2 x 104 /20.000 sel/well dan
kemudian diamkan 1-2 jam. Setelah itu tambahkan
100 pL ekstrak dengan berbagai konsentrasi. Inkubasi
dalam inkubator CO; selama 24 jam (kadar COz 5%,
suhu 370C, kelembabam 98%. Setelah 24 jam dilihat
dibawah mikroskop dan difoto, Setelah itu buang
medium vang ada dan tambahkan 100 pl. MTT pada
masing-masing well. Inkubasi selama 4-6 jam dan
kemudian tambahkan stop solution 100 pl pada
masing-masing well. Inkubasi selama satu malam.
Deteksi lebih lanjut dengan ELISA pada panjang
gelombang 550 nm.

Analisis hasil
Persentase sel mati dengan rumus:

— Abs sel dgn perlakuan - Abs kontrol media 0,
1 Abs kontrol media Sel = Abs kontrol mediax 100

Aktivitas  antikanker  dinyatakan ICso
(konsentrasi yang menyebabkan kematian 50%
populasi sel).

%okematial

dalam
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Hasil dan Pembahasan

Uji toksisitas dengan Metode BSLT oleh Mever
dkk [1]

Metode brine shrimp lethality Test (BSLT)
digunakan untuk mempelajari toksisitas sampel
secara umum dengan menggunakan larva udang
Artemia salina Leach. Lmoksisiras masing-masing
ekstrak memperlihatkan hasil seperti pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil pengamatan uji toksisitas Hyptis
pectinata Poit pada Ariemia salina Leach

Sampel LCso(ng/mL)
Ekstrak metanol 185,63
Fraksi heksan 128,45
Fraksi DCM 113.32
Fraksi etilasetat 92,54

Dari data pada Tabel 1.
methanol mempunyai aktivitas yang paling toksik
ditkuti oleh fraksi-fraksinya seperti fraksi dengan
pelarut heksan, diklorometana dan paling rendah
adalah dengan fraksi etilasetat. Suatu zat dikatakan
aktif atau toksik bila nilai LCs; <1000 ppm untuk
ckstrak dan < 30 ppm untuk suatu senyawa murni.

menunjukkan ekstrak

Dari data yang didapatkan, ekstrak dan fraksinya
adalah bersifat toksik. Hal ini mungkin disebabkan
oleh kemampuan pelarut methanol dalam melarutkan
senyawa biokatif paling baik. Disamping itu juga
diperkirakan oleh adanya senyawa hiptolida dan
pektinolida vang terdapat dalam daun Hyptis
pectinata Poit [ 12]. Pelarut methanol digunakan untk
mengisolast senyawa hiptolida yang terkandung
dalam daun Hypiis pectinata |6, 13, 14].

Uji sitotoksik dengan metoda MTT assay.

Hasil pendeteksian dengan metoda MTT assay
menggunakan ELISA pada panjang gelombang 550
nm diperoleh data absorbansi yang dikcn\-'ei
kedalam persen penghambatan pertumbuhan sel. Uji
ini dilakukan untuk menentukan kadar sampel uji
yang dapat menghambat pertumbuhan sel MCF-7
sampat 50% (ICsp). Pemeriksaan dilakukan pada sel
kanker payudara MCF-7 diukur dengan MTT assay
disajikan pada Tabel 2.
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Tabel 2. Hambatan pertumbuhan sel MCF-7 dalam
berbagai kosentrasi ekstrak

Konsentrasi ekstrak (pg/'ml.)

Analisis = = m m - =
100 50 25 125 625 3,125 1,562

Ya

5 4 g
penghambatan |67 4 G 39 38

Dari table 2. menunjukkan b:ma pada konsentrasi
100 pg/ml
pertumbuhan sel kanker payudara sebesar 98% dan

tertinggi pada mampu menghambat

pada konsentrasi terendah 1,562 pg/ml memberikan
penghambatan sebesar 38%,

ekstrak metanol Hyptis pectinata Poit

kaneentrasi iz ml)

Gambarl. Grafik hubungan peningkatan
konsentrasi ekstrak metanol terhadap persentase
penghambatan pertumbuhan sel setelah inkubasi 24

jam
Gambar 1. terlithat kecendrungan bertambahnya
konsentrasi mengakibatkan bertambahnya

penghambatan sel. Grafik hubungan konsentrasi dan
penghambatan sel dapat ditentukan nilai 1Csp dengan
persamaan garis linier. Persamaan regresi linier
diperoleh pada y=0,604x+42586 dengan nilai r2=
0,9275. Dengan menghitung nilai x pada hambatan
50% diperoleh nilai ICsy ekstrak metanol Hyptis
pectinata Poit pada 18.90 pg/mL. Dengan demikian
ekstrak Hyptis pectinata Poit memiliki aktivitas
penghambatan pertumbuhan sel kanker payudara
MCF-7. Nilai ICso yang diperoleh dibawah 100
pg/mL, mengindikasikan adanya potensi ekstrak
metanol Hyptis pectinata  Poit sebagai agen
kemoprevensi, sehingga perlu dikembangkan lebih
lanjut.

Hasil penelitian ini menunjukkan potensi ekstrak
Hyptis pectinata Poit bersifat sebagai sitotoksik dan
menunujukkan aktivitas antikanker vyang baik,
sehingga mempunyai peluang untuk dikembangan

untuk obat antikaker. Karena nilai LCsy Hyptis
pectinata  tersebut  cukup menjanjikan untuk
dikembangkan sebagai alternatif pengobatan kanker
mengingat pada percobaan ini digunakan sel MCF-7
vang diketahui memiliki sifat resistensi vang tinggi
terhadap beberapa agen kemoterapi.

Kesimpulan

Ekstrak Hyptis pectinata  Poit bersifat sebagai
sitotoksik pada larva udang Artemia salina leach dan
sel kanker payudar MCF-7.
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