Naskah Asli

Pengaruh Pemberian Kombinasi Ekstrak Rumput Mutiara (Hedyotis
corymbosa Lamk) dan Meniran (Phyllanthus Niruri L.) terhadap Jumlah
AgNOR Jaringan Adenokarsinoma Mammae Mencit C3H

Putri Reno Intan, M. Wien Winarno
Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Badan Litbang Kesehatan, Kemenkes RI
email : putrirenointan@yahoo.com

Diterima: 6 November 2013 Direvisi: 25 November 2013 Disetujui: 3 Desember 2013

Abstract

Cancer is one of the non-communicable diseases that has become a health problem in the
world, including in Indonesia. Data World Health Organization (WHO) data in 2010 showed
that cancer is the second leading cause of death after cardiovascular disease. Mean while,
result at Basic Health Research Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) 2007 showed that cancer
ranks sixth in the leading cause of death in Indonesia. Number of cancer patients in
Indonesia continues to increase and is expected to be the main cause of the increasing
economic burden, for the patient, family, and also country. Types of cancer in Indonesia is
dominated by breast cancer (30%) cervical cancer (24%) This study aims to determine the
effect of a combination of rumput mutiara (Hedyotis corymbosa Lamk) and meniran
(Phyllanthus niruri L) against mammary adenocarcinoma in strain C3H mice. This study is
an experimental study. The study sample consisted of 20 strains of C3H mice that were
divided into 4 groups: control group (K) and three dose groups ( P1 - P3 ), namely : dose
750 ; 1500, 2250 mg/kg BW. Extract of the test material were given after the tumor is
palpable, It was given to the mice for 19 days, once a day orally using a stomach sonde. The
results of this study indicate that based on the average number of AgNOR mammary
adenocarcinoma, the extract at a dose of 2250 mg/kg BW can reduce the proliferation of
mammary tumor cells.
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Abstrak

Kanker adalah salah satu penyakit tidak menular yang menjadi masalah kesehatan di dunia,
termasuk di Indonesia. Data Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) tahun 2010 menunjukkan
bahwa kanker merupakan penyebab kematian kedua setelah penyakit kardiovaskular.
Sementara itu hasil Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2007 menunjukkan kanker
berada di peringkat ke-6 penyebab kematian di Indonesia. Jumlah penderita kanker di
Indonesia terus meningkat dan diperkirakan menjadi penyebab utama meningkatnya beban
ekonomi untuk individu pasien, keluarga, dan negara. Jenis kanker di Indonesia didominasi
oleh kanker payudara (30%) dan kanker serviks atau kanker leher rahim (24%). Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh kombinasi rumput mutiara (Hedyotis corymbosa
Lamk) dan meniran (Phyllanthus niruri L ) terhadap adenokarsinoma mammae mencit strain
C3H. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental. Sampel penelitian terdiri dari 20
ekor mencit strain C3H yang dibagi menjadi 4 kelompok, terdiri dari satu kelompok kontrol
(K) dan tiga kelompok dosis (P1 - P3), yaitu: dosis 750; 1500; 2250 mg/kg berat badan.
Ekstrak bahan uji dimulai setelah tumor teraba, ekstrak kombinasi meniran dan rumput
mutiara diberikan selama 19 hari sekali sehari secara oral menggunakan sonde lambung.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa berdasarkan rata-rata jumlah AgNOR adenokarsinoma
mammae, ekstrak kombinasi dengan dosis 2250 mg/kg BB dapat mengurangi proliferasi sel
tumor mammae pada kelompok yang diberikan dosis tersebut

Kata kunci : Adenokarsinoma, AgNOR, Hedyotis corymbosa, Phyllanthus niruri
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Pendahuluan

Kanker payudara merupakan bentuk
penyakit keganasan yang menyerang wa-
nita' Penatalaksanaan penderita kanker
payudara berhubungan dengan sistem imu-
nitas penderitanya karena seperti pada
umumnya penyakit keganasan, kanker
berhubungan dengan lemahnya immuno-
logic surveillance penderitanya. Akhir-
akhir ini berkembang penelitian tanaman
obat sebagai antikanker yang bertujuan
untuk menemukan tanaman obat yang
berpotensi sitostatika dan imunomodu-
lator serta memiliki toksisitas yang rendah
dibanding obat sitostatika konvensional.

Meniran adalah salah satu tanaman
yang mempunyai aktivitas imunomodu-
lator, yang membantu tubuh untuk meng-
optimalkan sistem imun yang berperan
dalam pertahanan tubuh.” Sementara itu
rumput mutiara termasuk famili Rubiaceae
dan merupakan salah satu tanaman yang
berpotensi sebagai antikanker.’

Rumput mutiara (Hedyotis corymbosa
Lamk) secara tradisional sering digunakan
dalam membantu pengobatan kanker pa-
yudara. Rumput mutiara mengandung se-
nyawa asam ursolat yang berkhasiat anti-
tumor®. Aktivitas antioksidan ekstrak al-
kohol 70% rumput mutiara konsentrasi
500 ppm dapat menghambat laju pemben-
tukan MDA (malonialdehid) *-

Meniran (Phyllanthus niruri L.) di-
gunakan untuk menstimulasi sistem imun.
Pemberian ekstrak meniran selama 7 hari
dapat meningkatkan aktivitas fagositosis
makrofag pada mencit balb/c yang di-
infeksi Salmonella sp.dengan indeks fago-
sitosis tertinggi pada dosis 250 pg/hari.’

Dalam penilaian histopatologi sel tu-
mor, proliferasi sel merupakan faktor pe-
nilaian utama. Penilaian histopatologi yang
sekaligus dapat menilai perubahan gen sel
tumor dan proliferasi sel dapat ditunjukkan
dengan melihat kuantitas nuclear organi-
zation region (NOR). (NOR) merupakan
lengkung rDNA ribosom yang terletak di
lengan akrosentrik kromosom 13,14,-
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15,21,22. NOR merupakan protein yang -
mampu mengikat perak (Ag) sehingga
dinamakan AgNOR (A4gyrophilic Nucleo-
lar Organizer Region). Dengan meng-
gunakan mikroskop cahaya, AgNOR ter-
lihat sebagai titik hitam/coklat yang ter-
letak di dalam nukleus’. Menurut pe-
nelitian oleh Guskey et al, dikatakan bah-
wa terdapat hubungan antara jumlah
AgNOR dengan tingkat proliferasi dan
prognosis Ca Mammae.”**'°  Adeno-
karsinoma mamae tumor yang berasal dari
epitel berbentuk glandular dari jaringan
mamae.

Penelitian ini menggunakan hewan
coba sebagai subjek penelitian dan telah
mendapatkan persetujuan etik (Ethical
Clearance) dari Komisi Etik Penelitian
Kesehatan, Badan Penelitian dan Pengem-
bangan Kesehatan dengan nomor : KE.
01.04/ EC/281/2012.

Penelitian ini bertujuan untuk men-
dapatkan data pengaruh pemberian kom-
binasi rumput mutiara (Hedyotis corym-
bosa Lamk) dan meniran (Phyllanthus
niruri L.) terhadap jumlah AgNOR ja-
ringan adenokarsinoma mammae mencit
C3H

Metode

Penelitian ini dilakukan di laborato-
rium hewan coba Badan Penelitian dan Pe-
ngembangan Kesehatan, meliputi pe-
meliharaan dan perlakuan hewan coba, se-
dangkan pewarnaan histopatologi dengan
pewarnaan AgNOR dilakukan di Labo-
ratorium Patologi Departmen Patologi
Anatomi FK UL Penelitian yang dilakukan
selama bulan Januari sampai dengan
Oktober 2012 ini merupakan penelitian
eksperimental laboratorium dengan desain
penelitian eksploratif dan rancangan acak
lengkap (RAL).

Bahan
Bahan uji berupa kombinasi ekstrak
etanol 70% Hedyotis corymbosa Lamk dan

Phyllanthus niruri L yang dibuat secara
maserasi. Rumput mutiara berasal dari ke-
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bun obat Karyasari, Bogor dan meniran
berasal dari Balitro Bogor.

Pembuatan ekstrak yang digunakan
dalam percobaan ini dilakukan dengan
cara maserasi menggunakan pelarut etanol
70%. Masing-masing simplisia dikering-
kan, kemudian diserbuk dan diayak
dengan ayakan berukuran 40. Serbuk di-
timbang sejumlah 250 g dibasahi dengan
pelarut etanol 70% didiamkan selama 18
jam dalam wadah tertup dari gelas. Ekstrak
cair yang diperoleh dikentalkan dengan
rotary evaporator ekstrak kental diuapkan
dalam cawan porselen hingga etanol
menguap dan diperoleh ekstrak kering

kemudian dihitung rendemen dari ekstrak
11

Ekstrak yang digunakan berasal dari
dua bagian ekstrak rumput mutiara dan
satu bagian ekstrak meniran. Perbandi-
ngan ini didapat dari hasil toksisitas akut
yang telah dilakukan. Cara pembuatan eks-
trak campuran adalah dengan menimbang
dua bagian rumput mutiara dan satu bagian
meniran kemudian dicampur dan dilarut-
kan menggunakan akuades.

Bahan kimia yang digunakan terdiri
dari larutan formalin buffer, alkohol, xylol,
etanol, gelatin, asam format, perak nitrat
dan sodium tiosulfat 5%.

Peralatan yang digunakan yaitu rotary
evaporator (Buchi), timbangan analitik, se-
perangkat alat bedah dan alat gelas.

Hewan coba yang digunakan adalah
mencit strain C3H, jenis kelamin betina
umur 8-10 minggu, berat badan 15-20
gram yang berasal dari Departemen Pato-
logi Anatomi FK UI. Mencit diberi pakan
standar serta minum secara ad libitum.

Transplantasi tumor mencit

Pada hari ke-0, dilakukan transplan-
tasi tumor mencit. Sebelumnya, 20 mencit
resipien yang sudah diacak dimasukkan ke
dalam kandang masing-masing. Satu ke-
lompok berisi lima ekor mencit dalam satu
kandang. Kandang mencit dibuat dengan

Pengaruh Pemberian...(Putri Reno Intan dkk)

serbuk kayu dan dilengkapi makanan dan
minuman ad libitum.

Transplantasi dilakukan dengan me-
ngeluarkan jaringan tumor dari mencit
donor. Pertama-tama mencit donor di-
matikan dengan eter, kemudian jaringan
tumor diambil menggunakan alat bedah.
Jaringan tumor dimasukkan ke dalam ca-
wan arloji, dilarutkan dengan PBS, di-
cacah-cacah sampai menjadi bubur tumor
yang halus.

Bubur tumor yang sudah halus dan
merata tersebut disuntikkan subkutan di
daerah lengan kanan bawah resipien se-
banyak 0,1 ml, dengan menggunakan spuit
1 cc.

Uji in vivo

Uji in vivo menggunakan mencit
strain C3H yang telah diinduksi tumor
kemudian diberi perlakuan (ekstrak RM-
M). Pemberian ekstrak bahan uji dimulai
pada hari ke-2 setelah induksi tumor dan
pencekokan dilakukan selama 19 hari.
Mencit dibagi menjadi 4 kelompok, yaitu
kelompok kontrol (K) yang diberi akuades
dan tiga kelompok dosis (P1-P3), yaitu
dosis 750; 1500; dan 2250 mg/kg bb.
Perhitungan dosis didapatkan dari pe-
nelitian LD50 per oral pada tikus yang
telah dilakukan sebelumnya. Masing-ma-
sing kelompok terdiri dari 5 ekor mencit

Ketentuan besar sampel dihitung ber-
dasarkan rumus Federrer (1955) dengan
rumus ">

(t-1) (n-1)> 15
Keterangan

t= banyaknya kelompok perlakuan (t=4)
n = jumlah replikasi/ jumlah sampel dalam
satu kelompok

Pengukuran pertumbuhan tumor di-
mulai sejak hari ke-3 Sebanyak dua kali
seminggu. Pengukuran dilakukan dengan
cara membasahi kulit badan mencit dengan
air agar bulu-bulunya tidak mengganggu
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pengukuran, kemudian mengukur dia-
meter terbesar dan diameter terkecil dari
tumor, menggunakan kaliper Rumus vo-
lume tumor yaitu : Volume = 0,4 x dia-
meter terbesar x (diameter terkecil) pem-
bulatan volume adalah sampai dengan tiga
angka di belakang koma."

Setelah 19 hari pemberian perlakuan,
mencit diterminasi dengan cara pembiusan
menggunakan larutan eter. Jaringan tumor
diambil dengan pembedahan dan dima-
sukkan ke dalam buffer formalin. Selanjut-
nya dibuat preparat dengan pewarnaan
AgNOR yang dilakukan di laboratorium
patologi departemen patologi anatomi FK-
UL

Pewarnaan preparat AgNOR

Potongan jaringan tumor dimasukkan
kedalam larutan formalin buffer (larutan
formalin 10% dalam buffer natrium fosfat
sampai mencapai pH 7,0). Setelah fiksasi
selesai, jaringan dimasukkan kedalam
larutan akuades selama 1 jam untuk proses
peng-hilangan larutan fiksasi. Potongan
jaringan tumor dimasukkan dalam alkohol
kon-sentrasi bertingkat. Jaringan menjadi
lebih jernih dan transparan. Jaringan ke-
mudian dimasukkan dalam larutan al-
kohol-xylol selama 1 jam dan kemudian
larutan xylol murni selama 2x2 jam.
Jaringan dimasukkan dalam parafin cair
selama 2x2 jam. Jaringan ditanam dalam
parafin padat yang mempunyai titik lebur
56-58°C, ditunggu sampai parafin padat.

Jaringan dalam parafin dipotong se-
tebal 4 mikron dengan mikrotom. Poto-
ngan jaringan ditempelkan pada kaca
objek yang sebelumnya telah diolesi poli-
lisin sebagai perekat. Jaringan pada kaca
objek dipanaskan dalam inkubator suhu
56-58°C sampai parafin mencair.

Preparat dibilas dengan larutan xylene
selama 5-10 menit sebanyak 3 Kkali,
kemudian dalam etanol (100%) selama 2-5
menit, dicuci air mengalir selama 5 menit
kemudian dibilas dengan deionized water
selama 2-3 menit sebanyak 2-3 kali.
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Preparat direndam dalam satu bagian
larutan A dan 2 bagian larutan B kemudian
dibiarkan ditempat yang gelap selama 30-
60 menit. Kemudian reparat dicuci dengan
deionized water 3 kali, dengan sodium
tiosulfat 5% selama 5 menit, kemudian
dibilas dengan etanol (100%) dan larutan
xylene. Adapun Larutan A (Coloid
Developer  Solution) dibuat  dengan
melarutkan 100 ml akuades dengan 2 gr
gelatin dan 1 mL asam format 1%
kemudian diaduk selama 20-30 menit
dalam suhu 40-60° C. La-rutan B dibuat
dengan melarutkan 100 mL akuades
dengan 50 gr perak nitrat. Larutan ini
harus disimpan dalam tempat yang gelap
dan dibungkus dengan kertas alumunium
foil.

Data didapat dari pembacaan dan
pengamatan preparat histopatologi secara
mikroskopis dengan menghitung persen-
tase jumlah sel yang menyerap AgNOR
terhadap 200 sel, dengan perbesaran 400
kali. Analisis data dilakukan dengan uji
ANOVA one way yang dilanjutkan dengan
uji post hoc.

Hasil dan Pembahasan

Pertumbuhan dan proliferasi sel me-
rupakan dua hal yang berkaitan erat pada
fenomena koordinasi biologi. Pada saat
proliferasi, pertambahan sintesis protein
dipenuhi dengan cara mengubah bio-
genesis ribosom. Perubahan gen pada sel
tumor yang berhubungan dengan bio-
genesis ribosom dapat ditunjukkan de-
ngan kuantitas dari nuclear organization
region ( NOR ). Perwarnaan NOR dengan
perak (Ag ) disebut AgNOR. Bercak
AgNOR menggambarkan peningkatan ak-
tivitas transkripsi rDNA dan maturasi
RNA ribosom sehingga dapat digunakan
sebagai indikator peningkatan aktivitas
proliferasi sel'”. Dari pengamatan mikros-
kopik terhadap jumlah AgNOR, didapat
nilai rata-rata persen AgNOR pada tabel
berikut
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Tabel 1. Hasil penghitungan jumlah AgNOR sediaan jaringan adenokarsinoma mamae

untuk kelompok kontrol dalam tabel berikut

No Kontrol (%)

Perlakuan 1(%) Perlakuan 2(%) Perlakuan 3(%)

1 70,50 63,00 45,00 50,00

2 61,50 57,50 46,50 40,00

3 68,50 61,50 48,50 44,00

4 59,00 55,00 64,00 40,50

5 57,50 52,50 44,50 42,50
Rerata + 63,4000 57,9000 49,7000 43,4000
SD +5,7922a +4,37893a +8,14402b +4,02182b

Keterangan : huruf yang sama pada kolom yang berbeda tidak berbeda nyata (p>0,05)

K: kelompok Kontrol, P1: kelompok dosis 750 mg/kgbb, P2: kelompok dosis 1500 mg/kgbb.

P3: kelompok dosis 2250 mg/kgbb

Kntrol

Perbesaran foto 400 kali, tanda panah menunjukkan sel yang berproliferasi.

Gambar 1 . Hispatologi AgNO, kepadatan proliferasi sel tumor

Rerata jumlah AgNOR pada kelom-
pok P3 lebih rendah diantara semua ke-
lompok. Kelompok K memiliki rerata jum-
lah AgNOR lebih tinggi dibandingkan
dengan P1, P2 maupun P3. Hal ini me-
nunjukkan bahwa pemberian Ekstrak kom-
binasi meniran dan rumput mutiara dengan
dosis besar selama 19 hari dapat menurun-
kan jumlah AgNOR dalam jaringan adeno-
karsinoma mencit C3H.

Mencit strain C3H untuk penelitian ini
dipilih karena strain C3H mempunyai inse-
densi kejadian tumor lebih tinggi diban-
ding mencit strain lainnya.

Peningkatan jumlah AgNOR ber-
banding lurus dengan tingkat proliferasi
sel sehingga secara tidak langsung me-
nunjukkan progresivitas tumor'® Penuru-
nan jumlah AgNOR pada kelompok P1,
P2 dan P3 menunjukkan bahwa ekstrak
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kombinasi meniran dan rumput mutiara
dapat menghambat progresivitas dari ade-
nokarsinoma mammae. Hal tersebut di-
mungkinkan karena asam ursolat dan asam
oleanoat memiliki sifat antikarsinogenik
yang diduga mampu menurunkan proli-
ferasi sel kanker payudara .

Pengobatan menggunakan tanaman
obat pada praktiknya selalu menggunakan
terapi kombinasi dari beberapa macam
tanaman obat dengan memperhatikan efek
samping yang mungkin terjadi.'® Pada pe-
nelitian ini dipilih kombinasi rumput mu-
tiara dan meniran. Meniran yang bersifat
imunostimulator bermanfaat sebagai imu-
noterapi mendampingi obat kanker lain-
nya'’. sementara itu Berdasarkan pe-
nelitian oleh Hsu dkk, komponen utama
dalam rumput mutiara, yaitu asam olea-
nolat dan asam ursolat dapat menghambat
pertumbuhan tumor yang sudah ditrans-
plantasikan subkutan dan sel hepatoma
secara in vitro dan in vivo.'"?*?!

Dari uji lanjut post hoc terlihat per-
bandingan antara dosis 750 mg/kg BB (P1)
dengan dosis 1500 mg/kg BB (P2) dan
dosis 2250 mgkg BB (P3) yang me-
nunjukkan adanya perbedaan yang cukup
signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa
perubahan dosis akan mempengaruhi ke-
mampuan ekstrak untuk menekan proli-
ferasi sel tumor mamae pada hewan yang
di uji.

Kesimpulan dan Saran

Kombinasi ekstrak rumput mutiara
(Hedyotis corymbosa Lamk) dan Meniran
(Phyllanthus niruri L.) dosis 2250mg/kg
bb dapat menurunkan derajat histologis
adenokarsinoma mammae mencit strain
C3H.
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