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1
UJI AKTIVITAS ANTIPLATELET, ANTIKOAGULAN, DAN AGEN
TROMBOLITIK ALKALOID TOTAL DAUN PEPAYA (Carica papaya L.)
SECARA IN VITRO

ANTIPLATELET, ANTICOAGULANT, THROMBOLYTIC ACTIVITY OF TOTAL
ALKALOID EXTRACT OF PAPAYA LEAVES (Carica papaya L.)IN VITRO

ABSTRAK

Alkaloid @erupakan kelompok senyawa metabolit sekunder yang telah terbukti
memiliki aktivitas antiplatelet, antikoagulan, maupun trogjbolitik. Daun pepaya
(Carica papaya L.) memiliki sejumlah senyawa alkaloid. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui aktivitas antiplatelet, antikoagulan, dan trombolitik alkaloid
total daun pepaya secara in vitro. Penelitian ini dibagi menjadi 5 kelompok
perlakuan yaitu kontrol negatif (placebo), kontrol positifg) alkaloid total daun
papaya dengan konsentrasi 0.5, 1.0, dan 2.0 mg/ml. Berdasarkan analisis
statistik diketahui bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antara persentase
inhibisi agregasi alkaloid total dibandingkan dengan kontrol negatif yang
ditunjukkan dengan nilai F=10.225 (F hit > F tabel) dan p =0,000 (p<0.01). Uji
LSD menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan antara kelompok
@erlakuan dengan kontrol positif clopidogrel dengan nilai signifikansi p>0.01.
Pada uji antikoagulan, alkaloid total daun pepaya secara signifikan dapat
memperpanjang CT, PT, dan APTT dan memiliki perbedaan dengan kontrol
negatif yang ditunjukkan dengan nilai p=0.000 (p<0.01), namun tidak berbeda
gengan kontrol positif (heparin) dengan nilai signifikansi p>0.01. Berdasarkan
hasil uji trombolitik menunjukkan bahwa alkaloid total daun pepaya dapat
meningkatkan persentase trombolitik yang berbeda dengan kontrol negaifjyang
ditunjukkan nilai F = 6.980 (F hit > F tabel) dengan p=0.000 (p<0.01), namun
tidak berbeda signifikan dengan kontrol positif (nattokinase) dengan nilai
signifikansi p>0.01.

Kata kunci: alkaloid, antiplatelet, antikoagulan, tromboalitik

ABSTRACT

Alkaloid is secondary metabolit that has been proven to have antiplatelet,
anticoagulant, and thrombolytic. Papaya (Carica papaya L.) leaves have a
number of alkaloid compound. This study aims to determine the antiplatelet,
anticoagulant, and thrombolytic activity of total alkaloids of papaya leaves in
vitro. This study was divided into 5 groups: (1) negative control, positive control
(drug), total alkaloids of papaya leaves (0.5, 1.0, and 2.0 mg/ml). Based on
statistical analysis, it is known that there is a significant difference between
aggregate inhibitors, total alkaloids compared with negative controls calculated
with the value of F = 10.225 (F hit> F table) and p = 0.000 (p <0.01). LSD test




showed no significant difference between the control group with clopidogrel with
a significance value of p> 0.01. In the anticoagulant test, the total alkaloid of
papaya leaves significantly extended the CT, PT, and APTT values and had a
negative control with a value of p = 0,000 (p <0.01), but was not different from
heparin with a significance value of p> 0.01. Based on the results of the
thrombolytic test showed that the total alkaloid of papaya leaves can increase
the percentage of thrombolytic that is different from the negative control with F =
6.980 (F hit> F table) and p = 0,000 (p <0.01), but not significantly different from
nattokinase with a significance value of p> 0.01.

Key words: alkaloid, antiplatelet, anticoagulant, thrombolytic

PENDAHULUAN

Hemostasis merupakan mekanisme untuk menutup pembuluh dari saat
terjadi luka, menjaga keenceran darah, serta menghilangkan bekuan darah
setelah perbaikan integritas pembuluh darah. Hemostasis meliputi 3 proses
utama yaitu agregasi platelet, koagulasi, dan fibrinolisis. Mekanisme agregasi
platelet dan koagulasi mengarah pada proses pembekuan darah sedangkan
fibrinolisis terjadi untuk menstabilkan kondisi keenceran darah dalam
hemostasis. Agregasi platelet merupakan kemampuan platelet untuk berkumpul
dan melekat satu sama lain untuk membentuk bekuan dengan bantuan
sejumlah mediator kimiawi seperti ADP dan Tromboxan A2 (TxA2). Platelet
yang telah beragregasi dan telah aktif akan melakukan tahap koagulasi dengan
bantuan faktor pembekuan darah melalui jalun intrinsik dan ekstrinsik. Setelah
integritas pembuluh darah telah dicapai, maka bekuan darah akan lisis oleh
mekanisme trombolitik yang diaktifkan oleh tissue Plasminogen Activator (t-PA)
(11.

Hemostasis dikatakan normal apabila proses pembekuan darah dan
fibrinolisis terjadi secara seimbang [2]. Hiperkoagulasi pada fase agregasi
platelet dan koagulasi serta hipofibrinolitik dapat menyebabkan bekuan darah
menjadi sumbatan (thrombus) dan tromboemboli. Faktor penyebab
hiperkoagulasi dan hipofibrinolisis antara lain gangguan molekul pada sistem
koagulasi dan fibrinolisis, kurangnya aktivitas fisik, obesitas, kanker, gangguan
hormonal, autoimun, inflamasi di dalam pembuluh darah, serta serosis hati [3].

Trombosis merupakan kontributor utama penyakit global dunia seperti

Ischemic Heart Disease, Ischemic Stroke, dan Vemous thromboembolism yang




menyumbangkan 1 dari 4 kematian penduduk dunia. Berdasarkan data
diketahui bahwa penyebab utama thrombosis yang terjadi di seluruh dunia
merata mulai dari negara miskin, berkembangkan bahkan negara maju dengan
penyebab utama adalah infeksi dan efek obat [4].

Sejumlah obat anti pembekuan darah telah banyak digunakan baik
berupa antiplatelet, antikoagulan, dan trombolitik. Salah satu antiplatelet yang
banyak digunakan yaitu clopidogrel yang bekerja sebagai antagonis reseptor
ADP sehingga dapat mencegah agregasi platelet [5]. Untuk bisa aktif, obat ini
membutuhkan proses oksidase oleh hepatic cytochrome P450 (CYP450) [5].
Pada kondisi in vitro, clopidogrel dapat berikatan dengan plasma darah manusia
dan dimetabolisme oleh CYP3A4, CYP2C19, CYP1A2 and CYP2B6 [6]. Efek
samping yang ditimbulkan obat ini adalah sakit kepala, kram perut, muntah dan
ulserasi lambung [7].

Heparin merupakan salah satu antikoagulan yang sering digunakan. Obat
ini bekerja sebagai penghambat faktor Xa untuk menghambat pembekuan
darah. Heparin berperan sebagai antikoagulan yang berikatan dengan faktor IX
dan Xl, namun interaksi yang paling berperan adalah dengan plasma
antitrombin 1l [8]. Heparin memiliki efek samping diantaranya menyebabkan
perdarahan, osteoporosis, dan trombositopenia [8].

Streptokinase dan Nattokinase merupakan obat trombolitk yang banyak
digunakan. Kedua obat ini biasanya diberikan pada penderita emboli dini dan
infark miokard. Streptokinase bekerja pada plasminogen secara tidak langsung
dengan mengaktifkan komplek plasminogen aktivator (tPA) [9]. Efek samping
streptokinase antara lain menimbulkan alergi, Nattokinase bekerja langsung
dalam proses trombolitik layaknya plasmin yang langsung melisiskan bekuan.
Berbeda dengan jenis trombolitik lain, natttokinase tergolong minim efek
samping. Namun dilaporkan bahwa Nattokinase yang diproduksi dari tanaman
transgenik dapat menimbulkan respon imun [10].

Alkaloid (alkali /ike) merupakan golongan senyawa metabolit sekunder
yang banyak ditemukan pada tumbuhan dan telah banyak dimanfaatkan

sebagai obat sejak dahulu. Ciri spesifik dari golongan alkaloid adalah adanya




atom nitrogen heterosiklik yang membuatnya memiliki sejumlah efek
farmakologis diantaranya sebagai analgesik, memiliki efek sedatif, antibakteri,
antimalarial, gangguan perdarahan, antihipertensi, anti kanker, anti inflamasi,
antioksidan, kardioprotektif, dan imunoregulator [11]. Dalam mengatasi
gangguan perdarahan, sejumlah alkaloid diketahui memiliki aktivitas antiplatelet
[12], antikoagulan [13,14,15,16] dan trombolitik [12].

Pepaya (Carica papaya) merupakan salah satu spesies dari Famili
Caricaceae. Bagian daun, buah dan biji pepaya banyak dimanfaatkan sebagai
obat karena terbukti memiliki aktivitas biologis dan efek farmakologis. Daun
pepaya memiliki kandungan berbagai senyawa metabolit sekunder seperti
flavonoid (kaempferol dan myricetin), alkaloid (carpaine, pseudocarpaine,
dehydrocarpaine | dan Il), senyawa fenolik (asam ferulat, asam caffeic, asam
klorogenat), senyawa sinogenetik (benzylglucosinolate), karotenoid yaitu -
karoten, likopen, antrakuinon glikosida, choline, carposide, vitamin C dan E [17].
Daun pepaya terbukti memiliki manfaat sebagai anti kanker [18], anti mikroba
dan anti inflamasi [19], analgesik [20], antioksidan [21], serta dapat menurunkan
kadar gula dan lipid dalam darah [22]. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
aktivitas alkaloid total daun pepaya pada aktivitas pembekuan darah sebagai

antiplatelet, antikoagulan, dan trombolitik secara in vitro.

METODE PENELITIAN
Ekstraksi Alkaloid Total Daun Pepaya
(1)  Ekstraksi Maserasi

Sebanyak 500 g serbuk daun papaya dimaserasi dengan pelarut etanol
96% selama 24 jam sebanyak 3 kali. Filtrat hasil maserasi diuapkan pelarutnya
menggunakan rotary evaporator hingga diperocleh ekstrak kental etanol daun
papaya [23]. Ekstraksi dilakukan di Unit Layanan Pengujian (ULP) FF UNAIR.
(2) Pemisahan Alkaloid Total Daun Pepaya

Ditimbang 10 g ekstrak etanol lalu dilarutkan dalam 100 ml etil asetat
kemudian disaring. Residu di siapkan untuk Alkaloid Total. Residu dilarutkan
dengan 100 ml etanol dan ditambahkan HCL 2N sampai pH 2, kemudian




dipartisi dengan 100 ml kloroform, dan 30 ml aquades lapisan kloroform lalu
dipisahkan. Lapisan etanol ditambahkan dengan NH4sOH 1N hingga pH 12
kemudian dipartisi lagi dengan 100 ml kloroform diuapkan sehingga diperoleh
ekstrak kloroform (Alkaloid Total) lalu dikeringkan [23].
(3) Ui Fitokimia Alkaloid

Beberapa mL ekstrak alkaloid total daun papaya ditambahkan dengan 2
mL kloroform dan 2 mL amonia lalu disaring. Filtrat kemudian ditambahkan 3- 5
tetes H2SO4 pekat lalu dikocok hingga terbentuk dua lapisan. Lapisan atas
dipindahkan ke dalam tiga tabung reaksi masing-masing 2,5 mL. Ketiga larutan
ini dianalisis dengan pereaksi Mayer, Dragendorff dan Wagner sebanyak 4-5
tetes. Terbentuknya endapan menunjukkan bahwa sampel tersebut
mengandung alkaloid. Reaksi dengan pereaksi Mayer akan terbentuk endapan
putih, dengan pereaksi Dragendorff terbentuk endapan merah jingga dan
dengan pereaksi wagner terbentuk endapan coklat [24].
(4) Uji Fitokimia Flavonoid 8

Beberapa ml ekstrak alkaloid total ditambahkan dengan 100 ml air
panas, didihkan selama 5 menit, kemudian disaring. Filtrat sebanyak 5 ml
ditambahkan 0.05 g serbuk Mg dan 1 ml HCI pekat, kemudian dikocok kuat-
kuat. Uji positif ditunjukkan dengan terbentuk warna merah, kuning atau jingga
[24].
(5)  Uji Fitokimia Saponin g

Beberapa mL ekstrak alkaloid total daun pepaya ditambahkan dengan 10
mL air sambil dikocok selama 1 menit, lalu ditambahkan 2 tetes HCI 1 N. Bila
busa yang terbentuk tetap stabil selama kurang lebih 7 menit, maka ekstrak
positif mengandung saponin [24].
(6) Uji Tanin a

Beberapa mL ekstrak alkaloid total daun pepaya ditambahkan dengan 10
tetes FeCl3 10%. Ekstrak positif mengandung tanin apabila menghasilkan warna
hijau kehitaman atau biru kehitaman [24].




Uji Etik

Penelitian ini menggunakan sampel darah vena yang diambil dari subjek.
Sebelum pelaksanaan pengambilan sampel, peneliti melaksanakan uji etik di
RSUD Sidoarjo Jawa Timur. Penelitian ini mendapat Persetujuan Etik (Etchical
Approval) oleh Komita Etik Penelitian Kesehatan (KEPK) RSUD Kabupaten
Sidoarjo dengan Nomor Surat Pernyataan Lain Etik Penelitian Kesehatan
Nomor: 893.3/ 2450/ 438.6.7/ 2019. Pengambilan sampel dilakukan dengan
informasi dan persetujuan Subjek serta dilakukan oleh Analis Medis bersertifikat.

Persiapan Sampel Penelitian

Sampel penelitian ini adalah Whole blood, Platelet Rich Plasma (PRP),
dan Platelet Poor Plasma (PPP) dengan kriteria inklusi subjek dengan kondisi
tubuh sehat dibuktikan dengan tekanan darah normal, kadar glukosa da
kolesterol darah normal.

Darah vena diambil pada menggunakan spuit steril ukuran 22. Sampel
darah vena dibagi ke dalam 3 grup uiji:

1. Untuk uji antikoagulan (Pengamatan Clotting Time), darah vena per
sampel uji dimasukkan ke dalam 5 tabung reaksi (5 kelompok uji) masing-
masing sebanyak 1 ml.

2. Uji Fibrinolitik, darah vena dimasukkan ke dalam microtube (5 kelompok
uji) masing-masing sebanyak 0.5 ml.

3. Untuk uji antiplatelet, PT dan APTT, darah vena dimasukkan ke dalam

vacutainer Na Sitrat untuk mengambil plasma.

Persiapan Bahan Uji
(1) Pembuatan Kontrol Negatif
Larutan yang digunakan untuk kontrol negatif adalah placebo (pelarut) dari
larutan uji yaitu larutan saline (NaCl 0.9%).
(2) Pembuatan Kontrol Positif
Kontrol positif uji antiplatelet adalah menggunakan 75 mg clopidogrel
yang dilarutkan dalam aquades dengan tween 1% sebanyak 50 ml lalu




ditambah pelarut hingga 100 ml sehingga didapatkan larutan clopidogrel
dengan konsentrasi 0.75 mg/ml [6].

Kontrol positif untuk uji antikoagulan menggunakan heparin injek 5000
IU/ml. Sebanyak 1 ml (berisi 50 mg heparin) dalam 50 ml aquades
sehingga konsentrasi akhir heparin 1 mg/ml [25].

Kontrol positif uji fibrinolitik menggunakan nattokinase. Dua kapsul
nattokinase (1 kapsul = 50 mg nattokinase) dilarutkan dalam 10 ml
aquades dengan 1% tween dalam labu ukur lalu dihomogenkan sehingga
didapatkan konsentrasi nattokinase sebesar 10 mg/ml [26].

(3) Pembuatan Larutan Uji Ekstrak Alkaloid Total 0.5 mg/ml, 1.0 mg/ml, dan
2.0 mg/ml
Pembuatan larutan uji ekstrak alkaloid total dilakukan dengan menimbang
ekstrak alkaloid total sebanyak total kebutuhan pada masing-masing

konsentrasi dan dilarutkan dalam pelarut NaCl 0.9%.

Uji Aktivitas Antiplatelet Secara In Vitro

Uji aktivitas antiplatelet secara in vitro dapat dilakukan dengan mengamati
penghambatan agregasi platelet yang terjadi saat plasma darah diberi perlakuan
beserta induksi dengan ADP. Agregat platelet yang teerbentuk dinilai dengan
cara membandingkan serapan plasma sebelum dan sesudah diberi ADP
menggunakan spektrofotometer UV Vis. Semakin besar penurunan serapan
platelet plasma, maka semakin besar agregat yang terbentuk.

Platelet Rich Plasma (PRP) sebanyak 1 ml ditambahkan dengan larutan
uji sebanyak 250 pl lalu diinkubasi pada suhu 37% di dalam waterbath selama
20 menit. Setelah diinkubasi, PRP diukur serapannya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan menggunakan Platelet Poor Plamas (PPP)
sebagai blanko. PRP yang telah diukur serapannya kemudian ditambah dengan
Adenosine Diphosphate (ADP) sebanyal 20 ul lalu diinkubasi di dalam waterbath
pada suhu 37°C selama 20 menit lalu diukur serapannya kembali [25].




Perhitungan agregasi platelet dihitung dengan rumus (1) dan (2) [27]:
% Inhibisi agregasi= (1- B) X 100% .......ccccoiiviiiiiiiiniiii i (1)
A
B: absorbansi setelah penambahan ADP
A: absorbansi sebelum penambahan ADP
Persentase (%) inhibisi agregasi relatif terhadap kontrol negatif
SA-B X T100% cooiiiiiiiiiiicin e @)
A
A: persentase inhibisi agregasi kontrol negatif
B: persentase inhibisi agregasi perlakuan

Uji Aktivitas Antikoagulan Secara In Vitro

Uji aktivitas antikoagulan secara in vitro dilakukan dengan mengamati
waktu pembekuan darah/ Clotting Time (CT) dengan Metode Lee and White.
Darah vena sebanyak 1 ml diletakkan di dalam tabung serologi berdiameter 7-8
mm kemudian diamati waktu pembekuan darahnya (Gandasoebrata, 2007).

Selain CT, uji aktivitas antikoagulan juga dilakukan dengan mengamati
aktivitas jalur ekstrinsik dan intrinsik koagulasi. Uji aktivitas jalur ekstrinsik
pembekuan darah melalui pengamatan masa Prothrombin/ Prothrombine Time
(PT), dan uji akfivitas jalur intrinsik pembekuan darah melalui pengamatan
Activated Partial Thromboplastin Time (APTT) [28].

Uji Aktivitas Trombolitik Secara In Vitro

Setiap 500 ul darah dipindah ke mikrotube yang telah ditimbang terlebih
dahulu. Darah kemudian dibekukan kemudian beratnya ditimbang sebagai berat
bekuan awal. Setelah ditimbang, darah diinkubasi pada suhu 37°C selama 60
menit setelah terbentuk bekuan. Secara langsung serum akan terperas keluar
dari bekuan. Setelah 60 menit, keluarkan mikrotube berisi darah diambil serum
hingga tertinggal bekuan saja kemudian bekuan ditimbang sebagai berat

bekuan akhir.




Persentase trombolitik dapat dihitung dari rumus 3 [29]:
% Trombolitik = A= B X 100%....ccooiiiiiiiiieiii e e (3)
A

A : Berat bekuan (clot) awal, B : Berat bekuan (clot) akhir

Analisis Data

Data yang diperoleh berupa persentase inhibisi agregasi platelet relatif, nilai CT,
nilai PT dan APTT, serta persentase trombolitik diuji normalitasnya
menggunakan analisis Kolmogorof Smirnov (p=0.01) Data kemudian dilihat
homogenisitasnya menggunakan analisis uji beda One way Anova (Analysis of
Variance) (p=0.01). Hubungan antar konsentrasi alkaloid total daun pepaya

dianalisis menggunakan uji Korelasi Pearson (p=0.01).

HASIL DAN DISKUSI
Hasil Ekstraksi Alkaloid Total Daun Pepaya dan Uji Fitokimia

Dari 500 g serbuk daun pepaya didapatkan ekstrak kenal daun pepaya
berwarna hijau tua dengan berat 42.6 g (8.52%). Setelah dilakukan pemisahan
alkaloid total didapatkan alkaloid total hijau pekat sebanyak 0.781 g.

Uji fitokimia dilakukan untuk memastikan bahwa hasil ekstraksi alkaloid
total daun pepaya telah didapatkan alkaloid total dan sudah terpisah dari
senyawa metabolit lain. Hasil Uji fitokimia dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Alkaloid Total Daun Pepaya

Uji Fitokimia Ekstrak Alkaloid Total Daun
Pepaya
Golongan Pereaksi Fraksi Metanol Fraksi Klorofom
Alkaloid Mayer + +
Wagner + +
Drugendorff + +
Flavonoid +
Saponin +
Tanin +

Berdasarkan hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa pada fraksi methanol
(belum dilakukan pemisahan alkaloid) masih mengandung senyawa dari




golongan flavonoid, saponin, tannin dan alkaloid. Pada fraksi klorofom
menunjukkan bahwa senyawa aktif yang terdapat di dalamnya hanya alkaloid
saja (ditunjukkan dengan hasil positif), sehingga bisa dipastikan bahwa
pemisahan alkaloid dengan klorofom merupakan alkaloid total.

Efek Antiplatelet Alkaloid Total Daun Pepaya Secara in Vitro

Aktivitas antiplatelet alkaloid daun pepaya secara in vitro diketahui
dengan melihat adanya aktivitas penghambatan agregasi platelet yang
ditunjukkan dengan nilai persentase (%) inhibisi agregasi platelet relatif
terhadap kontrol negatif. Semakin tinggi nilai % inhibisi agregasi platelet, maka
semakin kuat aktivitas antiplatelet. Hasil uji antiplatelet ditunjukkan pada Tabel
2.
Tabel 2. Hasil Uji Aktivitas Antiplatelet Ekstrak Alkaloid Total Daun
Pepaya

Perlakuan Rerata Persentase (%) Inhibisi
Agregasi Platelet + SD
Kontrol - Aquades 0x0?
Kontrol + Clopidogrel 2.127 + 0.75°
Alkaloid Total 0.5 mg/ml 2546 +0.85"
Daun Pepaya 1 mg/ml 2.628 + 1.9
2 mg/ml 2.74 £0.94°

Notasi a-e menunjukkan hasil uji lanjut LSD. Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan
yang signifikan

Uji Normalitas Kolmogorov Smirnov menyebutkan bahwa, data
persentase inhibisi agregasi platelet berdistribusi normal (p>0.01). Berdasarkan
uji One Way Anova diketahui terdapat perbedaan yang signifikan antar
kelompok perlakuan ditunjukkan dengan nilai F=10.225 (F hit > F tabel) dan p =
0.000. Berdasarkan uji IanjLﬁLSD diketahui bahwa kelompok perlakuan alkaloid
total ekstrak daun pepaya berbeda signifikan dengan kontrol negatif (p<0.01)
namun tidak berbeda signifikan dengan kontrol positif (p>0.01). Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian alkaloid total ekstrak daun pepaya memiliki
aktivitas sejalan dengan kontrol positif yaitu sebagai antiplatelet terbukti dengan

adanya nilai persentase inhibisi agregasi platelet.
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Berdasarkan hasil uji Korelasi Pearson diketahui bahwa terdapat korelasi
positif antara konsentrasi alkaloid terhadap persentase inhibisi agregasi dengan
nilai koefisien korelasi sebesar 0.059. Adapun hubungan antar konsentrasi
alkaloid ditunjukkan oleh Gambar 1.

Grafik Korelasi Konsentrasi Alkaloid Total Daun Pepaya
terhadap Persentase (%) Inhibisi Agregasi Platelet
28 ¥ = 0.0955x +2.446
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[
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24
Alkaloid 0.5 mg/ml Alkaloid 1.0 mg/ml Alkaloid 2.0 mg/ml

Gambar 1 Grafik Korelasi Konsentrasi Alkaloid Total Daun Pepaya
Terhadap Persentase (%) Inhibisi Agregasi Platelet. Grafik Tersebut
menunjukkan adanya korelasi positif yang berarti bahwa semakin besar
konsentrasi alkaloid total daun pepaya (0.5 — 2.0 mg/ml), maka semakin
besar nilai persentase inhibisi agregasi platelet yang ditimbulkan.

Adanya aktivitas antiplatelet alkaloid total daun pepaya belum dapat
diasumsikan karena adanya penghambatan reseptor ADP untuk dapat
berikatan dengan platelet yang memicu terjadinya agregasi karena dalam
penelitian ini  menggunakan ADP sebagai penginduksinya (inducer).
Mekanisme ini mirip dengan aktivitas antiplatelet yang bertindak sebagai

antagonis reseptor ADP untuk mencegah agregasi platelet [5].
ADP Antagonis ADP
Clopidogrel
Alkaloid Daun Pepava

Endotelium

Gambar 2. llustrasi Aktivitas Antiplatelet Alkaloid Total Daun Pepaya.
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Sejumlah alkaloid seperti berberin, piperin, piperlongumine, rutacarpine,
spiramine, harmane, romucosine, dan curcumin dapat mencegah agregasi
platelet dengan menghambat sintesis TxA2, menghambat aktivitas ADP dan
thrombin, serta mencegah perlekatan platelet dengan kolagen pada
endothelium [12].

Efek Antikoagulan Alkaloid Total Daun Papaya secara in vitro

Efek antikoagulan alkaloid total daun pepaya dapat diketahui dengan
pengaruh pemberian alkaloid total terhadap nilai waktu pembekuan darah yang
ditunjukkan dengan nilai Clotting Time (CT). Uji antikoagulan juga ditunjukkan
oleh uji PT dan APTT untuk menunjukkan aktivitas jalur koagulasi yang
dipengaruhi. Hasil uji antikoagulan berdasarkan nilai CT ditunjukkan pada Tabel
3.

Tabel 3. Hasil Uji Aktivitas Antikoagulan Berdasarkan Nilai CT

Perlakuan Rerata
Nilai CT = SD
Kontrol - Aguades 9.295 + 0.682
Kontrol + Heparin 60 +0P
Alkaloid Total 0.5 mg/ml 11.62 £0.85°
Daun Pepaya 1 mg/ml 14.06 +1.06¢
2 mg/ml 18.21 £1.42¢

Notasi a-e menunjukkan hasil uji lanjut LSD. Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan
yang signifikan

Uji Normalitas Kolmogorov Smirnov menyebutkan bahwa, data
persentase inhibisi agregasi platelet berdistribusi normal (p>0.01). Berdasarkan
uji One Way Anova diketahui terdapat perbedaan yang signifikan antar
kelompok perlakuan terhadap nilai CT, PT dan APTT berturut-turut ditunjukkan
dengan nilai F=134.105, F=82.060, dan F=88.158 (F hit > F tabel) dengan nilai
signifikansi p=0.000 (p<0.01). Hal ini menunjukkan adanya perbedaan nilai CT,
PT, dan APTT antar kelompok perlakuan.
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Berdasarkan hasil uji PT dan APTT diperoleh hasil Uji Aktivitas
Antikoagulan Berdasarkan Nilai PT dan APTT pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil Uji Aktivitas Antikoagulan Berdasarkan Nilai PT dan APTT

Perlakuan Rerata Rerata
, Nilai PT+SD  Nilai APTT £SD
Kontrol - Aquades 11.66 = 1.622 11.55 +1.562
Kontrol + Heparin 60 +0°P 60 +0P
Alkaloid Total 0.5 mg/ml 19.05 +2.88° 18.85 +2.79°¢
Daun Pepaya 1 mg/ml 27.99 £ 3.95¢ 27.86 +3.91¢
2 mg/ml 36.69 £5.56° 36.25 £5.18°

Berdasarkan hasil uji Korelasi Pearson diketahui bahwa terdapat korelasi positif
antara konsentrasi alkaloid total daun pepaya terhadap perpanjangan CT, PT,
dan APTT dengan nilai koefisien korelasi berturut-turut adalah 0.920, 0.871,
dan 0.878. Adapun grafik korelasi antara konsentrasi alkaloid total daun pepaya
dengan nilai CT, PT dan APTT ditunjukkan pada Gambar 3.

Grafik Korelasi Konsentrasi Alkaloid Total Daun Pepaya
terhadap Nilai CT, PT, dan APTT

y=8.816x+10.279
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— -]

é 35 R? = 0.999 "

@ _— ¥ 8

9. 30 —

£

= 25

[

£ 20

g

= 15

] y = 3.2975x +8.041

E 10 R*=0.9782

L3

o. [

=

£

m 0 ’ ‘ .

= Alkaloid 0.5 mg/mi Alkaloid 1.0 mg/ml Alkaloid 2.0 mg/ml
e Nilai CT 11.623 14.067 18.218
il Nil 30 PT 19.055 27.99 36.687

Nilai APTT 18.858 27.865 36.251

Gambar 3. Grafik Korelasi Konsentrasi Alkaloid Total Daun Pepaya
terhadap Nilai CT, PT, dan APTT. Grafik Tersebut menunjukkan adanya
korelasi positif yang berarti bahwa semakin besar konsentrasi alkaloid
total daun pepaya (0.5 — 2.0 mg/ml), semakin besar waktu pembekuan
darah yang ditunjukkan dengan perpanjangan nilai CT, PT, dan APTT.
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Berdasarkan analisis data diketahui bahwa, alkaloid total daun pepaya memiliki
aktivitas antkoagulan secara in vitro yang dibuktikan dengan adanya
pemanjangan wakitu pembekuan darah (nilai CT). Aktivitas antikoagulan
alkaloid total daun pepaya mempengaruhi jalur intrinstik dan ekstrinsik
koagulasi yang melibatkan berbagai faktor koagulasi. Hal ini dibuktikan dengan
terjadinya pemanjangan pada nilai PT (jalur ekstrinsik) dan nilai APTT (jalur
intrinsik). Adapun ilustrasi aktivitas antikoagulan alkaloid total daun pepaya
dapat dilihat pada Gambar 4.

Jalur Intrinsik Jalur Ekstrinsik

Molecular level
Is unclear

Molecular fevel

is unclear f .
Faktor xa
¢ e Faktor 111, V,

CaZ*, PF1
Prothrombin Aktivator

Prothrombif ———— Thrombin

Jalur < Fibrinogen —— Fibrin
Bersama

Polimerisasi|

unclear

Fibrin Polimer

Gambar 4. llustrasi Aktivitas Antikoagulan Alkaloid Total Daun Pepaya
Melalui Jalur Intrinsik dan Ekstrinsik dan Memperpanjang Clotting Time

Adanya pemanjangan PT menunjukkan bahwa adanya penghambatan
pada jalur ekstrinsik koagulasi yaitu penghambatan pada tromboplastin.
Pemanjangan APTT menunjukkan adanya penghamnayan pada jalur intrinsik
meliputi faktor XII, XI, dan IX.

Berdasarkan kajian literatur, alkaloid dari tanaman memiliki sejumlah
mekanisme sebagai antikoagulan. Pellitorine yang merupakan alkaloid dari
tanaman Asarum sieboldii dapat meningkatkan nilai PT dan APTT melalui
penghambatan aktivitas trombin dan Faktor Xa pada jalur bersama [13]. Alkaloid

dari tanaman Scolopendra subspinipes mutilans dapat menurunkan produksi




trombin, faktor Xa, dan fibrin polimerisasi sehingga dapat menurunkan aktivitas
koagulasi [15].

Efek romboﬁrik Alkaloid Total Daun Papaya secara in vitro

Efek trombolitik (fibrinolitik) alkaloid total daun pepaya dilihat dari persen
trombolitik yang mengambarkan seberapa banyak plasma darah terperas dari
bekuan (clot). Hasil uji trombolitik ditunjukkan pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil Uji Aktivitas Trombolitik

Perlakuan Rerata
Nilai CT = SD
Kontrol - Aquades 4539 +7.82
Kontrol + Nattokinase 66.27 = 11.2°
Alkaloid Total 0.5 mg/mi 63.32 £ 10.6°
Daun Pepaya 1 mg/ml 64.57 +11.2°
2 mg/ml 65.36 + 11.3b

Notasi a dan b menunjukkan hasil uji lanjut LSD. Notasi yang berbeda
menunjukkan perbedaan yang signifikan

Uji Normalitas Kolmogorov Smirnov menyebutkan bahwa, data
persentase inhibisi agregasi platelet berdistribusi normal (p>0.01). Berdasarkan
uji One Way Anova dketahui terdapat perbedaan yang signifikan antar
kelompok perlakuan ditunjukkan dengan nilai F=6.980 (F hit > F tabel) dan p =
0.000 (p<0.01).

Berdasarkan hasil uji Korelasi Pearson diketahui bahwa terdapat korelasi
positif antara konsentrasi alkaloid total daun pepaya terhadap persentase
trombolitik dengan nilai koefisien korelasi sebesar 0.079. Korelasi konsentrasi
alkaloid total daun pepaya terhadap persentase trombolitik secara in vitro dapat
dilihat pada Gambar 5.
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Grafik Korelasi Konsentrasi Alkaloid Total Daun Pepaya
terhadap Persentase (%) Trombolitik
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Gambar 5. Grafik Korelasi Konsentrasi Alkaloid Total Daun Pepaya
terhadap Persentase Trombolitik. Grafik Tersebut menunjukkan adanya
korelasi positif yang berarti bahwa semakin besar konsentrasi alkaloid
total daun pepaya (0.5 - 2.0 mg/ml), semakin besar aktivitas
trombolitiknya.

Adanya aktivitas trombolitik alkaloid total daun pepaya dibuktikan dengan

meningkatnya persentase trombolitik dibandingkan dengan kontrol negatif
mencapai 63 — 65%. Alkaloid total daun pepaya memiliki aktivitas trombolitik
mendekati aktivitas nattokinase. Meski demikian, belum dapat dijelaskan
bagaimana mekanisme trombolitik alkaloid total daun pepaya. Berdasarkan
kajian literatur, sejumlah alkaloid dari beberapa tanaman memiliki mekanisme
dalam meningkatkan lisis bekuan. Alkaloid jenis pellitorine dapat meningkatkan
aktivitas lisis bekuan (trombolitik/ fibrinolisis) melalui penghambatan induksi
TNFa dalam memproduksi Platelet Activator Inhibitor-1 (PAI-1) sehingga
inhibitor plasmin tidak terbentuk, dan plasmin dapat mendegradasi fibrin
polimer yang menyebabkan lisisnya bekuan.

KESIMPULAN
Penelitian ini menunjukkan bahwa alkaloid total daun pepaya memiliki
aktivitas antiplatelet dengan menghambat agregasi platelet melalui

penghambatan penginduksi agregasi yaitu ADP. Alkaloid total daun pepaya
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memiliki aktivitas antikoagulan melalui pemanjangan masa pembekuan darah/
Clotting Time (CT) melalui jalur intrinsik dan ekstrinsik yang dibuktikan dengan
pemanjangan APTT dan PT. Alkaloid total daun pepaya juga dapat
menyebabkan trombolisis atau lisis bekuan dibuktikan dengan tingginya
persentase trombolitik dibandingkan dengan kontrol negatif dan hampir

menyamai aktivitas nattokinase.
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