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RINGKASAN

EFEK SINERGIS CHLOROQUINIE DAN N-ACETYL CYSTEINE TERHADAP
PENURUNAN AKTIVITAS RADIKAL BI-BAS HEPAR DAN PENINGKATAN
AKTIVITAS FAGOSITOSIS MAKROFAG PERITONEAL MENCIT BALB/C
YANG DIINFEKSI Plasmodium berghei
Agustin Iskandar, Loeki Enggarfitri
Tanggal penulisan laporan November 2005 ; Tebal laporan 52 halaman

Malaria masih merupakan masalah utama di dunia. Kerusakan oksidatif akibat
infeksi malaria dapat menyebabkan komplikast yang sering menimbulkan kematian.
Hepar merupakan salah satu organ yang berperan penting pada infeksi malaria.
Selain berperan dalam siklus hidup parasit malaria, hepar juga merupal.an salah satu
target organ yang sering mengalami komplikasi pada malaria. Chloroquine masth
merupakan drug of choice daiam pengobatan malaria. N-Aceryl ( ':v.s'lcme selain
sebagal antioksidan juga merupakan imunomodulator serta mempunyai potensi
dalam pengobatan malaria. Chloroquine dan N-Acetyl Cysteine akan berinteraksi
baik secara farmakokinetik maupun farmakodinamik sehingga diharapkan dapat
memberikan efek sinergi dalam menurunkan parasitemia, menurunankan aktivitas
radikal bebas pada hepar dan meningkatkan aktivitas makrofag mencit selama
infeksi Plusmodium berglei. Metode penelitian ini adalah penelitian eksperime.iial
dengan menggunakan Zlusmodium berghei. Hewan uji adalah mencit galur BALB/c
umur 6-8 minggu dengan berat badan 20-30 gram. Setelah diinfeksi Plasmodium
berghei, mencit dibagi dalam 8 kelompok, yaitu kelompok kontrol, kelompok
(hloroquine, kelompok NAC 0,25 mg/gBB, kelompok NAC 0,5 mg/gBB, kelompok
NAC 1 mg/gBB, kelompok kombinast Chlorogquine + NAC 0,25mg/gBB, kelompok
kombinasi (‘hloroquine + NAC 0,5 mg/gBB dan kelompok kombinasi Chloroquine
= NAC | mg/gBB. Pada hari ke-3, hari ke-5 dan hari ke-7 setelah pemberian obat,
mencit dimatikan dan diperiksa derajat parasitemia, kadar malondialdehyde (MDA),
kadar glutathione (GSH) dan dilakukan kultur makrofag peritoneal.

Hasil penelitian @ menggunakan  uji MANOVA dan Tukey HSD, terdapat
penurunan kadar MDA hepar pada hari k2-3 pada kelompok kombinasi klorokuin



dan NAC 1 mg/gBB, dan pada hari ke-7 pada kelompok kombinasi klorokuin dan
NAC 0,5mg/gBB, serta pada kelompok kombinasi klorokuin dan NAC 1 mg/gBB.
Kadar GSH mengalami peningkatan pada hari ke-3, hari ke-5 dan hari ke-7 pada
kelompok NAC serta pada kelompok kombinasi klorokuin dan NAC semua dosis.
Aktivitas makrofag peritoneal menga]ami'peningkatan signifikan pada hari ke-7
antara kelompok kontrol dengan kelompok NAC dan kelompok kombinasi
Chloroguine dan NAC. Kesimpulan : Hasil penelitian ini membuktikan bahwa
terdapat efek sinergi Chloroquine dan N-Acetyl Cysteine dalam menurunkan
aktivitas radikal bebas hepar dan terdapat efek potensiasi dalam meningkatkan

aktivitas makrofag peritoneal pada mencit yang diinfeksi Plasmodium berghei.

SUMMARY

Malaria is still a helth problem around the world. Oxidative damage caused
by malaria infection can cause complication and dead. Liver is one of target organ
which important in malaria infection. Combinatiion of chloroquine and N-Acetyl
Cysteine which is antioxidant were expected to decrease free radicals activity and to
increase phagocytosis activity of peritoneal macrophage.
Objective : The aim of this research was to know the synergic effect of Chloroquine
and N-Aceryl Cysteine towards free radical activity of liver and phagocytosis activity
of peritoneal macrophage in mice infected with Plasmodium berghei.
Method for this experiment was experimental laboratory research used Plasmodium
bergher and mice strain BALB/c, 6-8 weeks old, with body weight 20-30 gram.
After infected with Plasmodium berghei, mice divided into 8 groups : control,
chlcroquine, NAC 0,25 mg/gBB; NAC 0,5 mg/gBB; NAC 1 mg/gBB and combined
drugs given chloroquine and NAC 0,25 mg/gBB; NAC 0,5 mg/gBB; NAC 1
mgeBB. In 3%, 5" and 7" day after treatment, mice were killed and examined
parasitemia level, Malondialdchyde (MDA), Glutathione (GSH) content, and

phagocytosis activity of peritoneal macrophage.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Permasalahan

Penyakit malaria masih merupakan masalah kesehatan di dunia, terutama di
negara-negara tropis temasuk Indcnesia. Serangan malaria mengenai hampir 250
juta penduduk di seluruh dunia, dengan tingkat kematian 1 sampai dengan 2 juta per
tahunnya (Abbas, 2000).

Malaria disebabkan oleh protozoa intraseluler dari genus Plasmodium. Dari
keempat spesies Plasmodium, Plasmodium falciparum merupakan spesies yang
predominan dan menyebabkan sekitar 120 juta kasus baru dengan angka kematian
satu juta setiap tahunnya (Viswanathan, 1998). Spesies ini paling senng
meryebabkan komplikasi terutama malaria serebral. Di Indonesia, tingkat mortalitas
akibat malara berat/malaria serebral masih tinggi, yaitu sekitar 20-50% dari seluruh
kejadian malaria (Harijanto, 2000)

Plasmodium berghei merupakan salah satu spesies Plasmodium yang
menginfeksi binatang pengerat (rodent). Parasit ini telah lama digunakan sebagai
model dalam penelitian malaria. Walaupun tidak bisa menginfeksi manusia, tetapi
Plasmodium berghei telah terbukti mempunyai sifat yang analog dengan
Plasmodium yang menginfeksi manusia yaitu Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malanae dan Plasmodium qvale. Plasmodium berghei
mempunyai struktur, fisiologi dan siklus hidup yang mirip dengan keempat spesies

Plasmodium yang menginfeksi manusia.(Janse & Water, 2002)




o

Keberadaan Plasmodium di dalam tubuh akan merangsang sistem imun untuk
memberikan perlindungan bagi tubuh dengan jalan menghilangkan benda asing atau
antigen, di antaranya adalah dengan mengaktivasi sel T limfosit dan makrofag serta
produksi TNF (Tumor Necrotizing Factor): Respon imun dalam rangka melawan
keberadaan parasit yang melibatkan makrofag, limfosit-T, dan berbagai sel yang
lain, akan disertai hasil samping metabolit aktif dan pembentukan reactive oxygen
species atau terbentuk radikal bebas. Radikal bebas yang bersumber dar sel-sel
fagosit saat fagositosis sel darah merah yang mengandung Plasmodium membantu
dalam mengeliminasi penyebab penyakit malaria, tetapi radikal bebas yang
terbentuk dapat juga melisiskan sel darah merah yang normal serta merusak sel
endotel pada berbagai organ bila pembentukannya berlebihan. Dengan demikian
perusakan oksidatif oleh radikal bebas menjadi salah satu mekanisme penyebab
kelainan patologis pada malaria (Hurt et al, 1992).

Hepar merupakan salah satu organ yang menjadi sasaran pada infeksi
malaria. Komplikasi malaria juga sering iiengenai hepar. Selain merupakan tempat
berkembangbiaknya Plasmodium pada siklus eksoeritrositik, kegagalan fungsi hepar
juga sering ditemui pada malaria, antara lain ikterus dan hepatomegaly.

Sejak pertama kali ditemukan pada tahun 1930, Chloroquine telah terbukti
efektif dalam membunuh Plasmodium terutama stadium schizont. Chloroquine juga
efektif membunuh semua stadium Plasmodium di darah untuk semua spesies,
kecuali Plasmodium falciparum, karena Chloroquine tidak dapat membunuh
gametocyte Plasmodium (Manson,1987)(Sukarban & Zunilda,1995)(Harijanto,2000).
Menurut survey yang dilakukan oleh Depkes Rl tahun 1990, Chloroquine masih
sesuai digunakan sebagai obat antimalaria karena relatif murah dengan batas

keamanan yang tinggi dan sedikit efek samping (Depkes RIi, 1990)(Sukarban &




G2

Zunilda,1995). Walaupun resistensi terhadap Chloroquine telah banyak dilaporkan
di luar negeri (Collin, et. al.,1997) tetapi di 'ndonesia obat ini masih merupakan obat
pilihan utama lini pertama pada kasus malaria (Depkes R, 1990).

Keterlibatan radikal hebas pada patogenesis terjadinya komplikasi malaria kini
mulai menjadi pusat perhatian, sehingga banyak peneliti yang mencoba memakai
antioksidan sebagai terapi tambahan paca kasus malaria (Treprasertsuk, et al.,
2003)(Fitri, 2004). Penggunaan antioksidan pada pengobatan malana juga telah
dicobakan pada binatang. Fitri, et al, 2003 melaporkan bahwa terdapat penurunan
derajat parasitemia dan peningkatan aktivitas makrofag pada mencit yang diinfeksi
Flasmodium berghei dan diveri kombinasi Chloroquine dan asam askorbat. Banyak
juga peneltian lain yang mulai menggunakan kombinasi antimalara dengan
antioksidan lain terutama asam askorbat, a-tocoferol , B- karoten serta berbagai
antioksidan lain termasuk N-Acetyl Cysteine untuk mempercepat eliminasi
Plasmodium (Hunt, et al., 1992) (Halliwell & Gutteridge, 1998).

N-Acet/! Cysteine selama ini lebih dikenal sebagai mucolytic agent dan
digunakan sebagai terapi tambahan pada kasus bronchitis kronis. N-Acety/
Cysteine disamping sebagai mucolytic agent juga diketahui sebagai antioksidan.
Obat ini di dalam darah akan menjadi cysteine yang merupakan protein sulfhydnil
antioksidant groups.  Penggunaan NAC sebagai antioksidan telah banyak
dilaporkan. Behr,1997; Vries, 1998 menemukan penggunaan NAC dosis tinggi
terbukti efektif dalam pengobatan penyakit paru termasuk kanker dan metastasenya.
NAC dapat meningkatkan kadar glutathione intrasel sehingga bemmanfaat daiam
pengobatan AIDS dan kanker hati, seperti yang dilaporkan oleh Yim et al/, 1994 dan

Kinscherf, 1994.



N-Acety! Cysteine diduga mempunyai potensi sebagai obat anti malaria. NAC
diduga berfungsi sebagai cysteine proteinase inhibitor yang dapat menstabilkan
membran eritrosit sehingga menghambat keluamya Plasmodium dari eritrosit.
Walaupun potensinya sebagai antimalarié masih belum jelas, tetapi NAC sudah
mulai dicobakan penggunaannya pada penyakit malaria dengan kombinasi bersama
antimalaria lain. Pemberian NAC 140mg/kgBB dilanjutkan dengan 70 mg/kgBB
selama 6 hari yang dikombinasi dengan artesunat pada penderita malaria
falciparum, menunjukkan waktu penyembuhan yang lebih cepat daripada
pengobatan dengan artesunat saja (Treeprasertsuk et a/ , 2003). Selain itu
dilaporkan juga bahwa pada penderita maiaria falciparum berat yang diberi NAC oral
300 mg/kgBB terdapat penurunan kadar serum laktat sebagai marker pada malaria
berat, walaupun perbedaan tersebut tidak signifikan (Watt,2002). Sedangkan
pembernian kombinasi Chloroquine dengan NAC pada malaria belum pemnah
dilaporkan selama ini.

Chloroquine selain sebagai antimalaria juga mempunyai efek anti-inflamasi
karena Chloroquine dapat menghambat prostaglandin. Efek ini menyebabkan
Chloroquine berpotensi sebagai antioksidan, walaupun pemakainannya sebagai
antioksidan belum banyak dilaporkan. Dengan kombinasi bersama NAC yang telah
dikenal sebagai antioksidan yang poten, patut diduga kedua obat ini bekerja secara
sinergis dalam menurunkan aktivitas radikal bebas pada malaria dan berefek sinergi
dalam menghambat siklus hidup Plasmodium, menurunkan derajat parasitemia,
sehingga mempercepat kesembuhan pada penderiia malaria. Penelitian ini juga
diperiukan untuk membuktikan apakah efek sinergis Chloroquine dan NAC melalui
efeknya sebagai antioksidan ataukah meialui sinergi dalam peningkatan aktivitas

sistem imun seluler ataukah melalui kedua jalur tersebut.



1.2 Rumusan Masalah

Apakah kombinasi Chloroquine dan N-Acetyl Cysteine memberi efek sinergi
terhadap penurunan aktivitas radikal bebas hepar dan peningkatan aktivitas
fagositosis makrofag peritoneal mencit selama infeksi Plasmodium berghei ?
1.3 Hipotesis
Hipotesis penelitian adalah sebagai berikut:

1. Kombinasi Chloroquine dan N-Acetyl Cysteine memberi efek sinergi terhadap
aktivitas radikal bebas pada hepar pada mencit yang diinfeksi Plasmodium
berghei

2. Kombinasi Chicroquine dan N-Acetyl Cysteine memberi efek sinergi ternadap
aktivitas fagositosis makrofag pertoneal pada mencit yang diinfeksi

Plasmodium berghei



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Siklus Hidup Plasmodium
a. Siklus hidup dalam tubuh manusia (aseksual/skizogoni)
Stadium Hati (Stadium Ekso-eritrositik)

Stadium ini dimulai ketika nyamuk Anopheles betina menggigit manusia dan
memasukkan sporozoite yang terdapat pada air liurnya ke dalam darah manusia
sewaktu menghisap darah. Dalam waktu beberapa menit sporozoite sudah tiba di
hati dan mulai menginfeksi hati. . Sporozoite mengalami produksi aseksual selama
beberapa han di dalam sel hati menjadi schizont dan menghasitkan 10.000 — 30.000
merozoites yang selanjutnya dikeluarkan dari sel hati dan menginfeksi entrosit
(Nugroho & Wagey, 2000).

Stadium darah (Stadium Eritrositik)

Proses skizogoni eritrosistik dimulai pada waktu keluamya merozoite dari sel
hati dan masuk ke dalam sel darah merah. Di dalam eritrosit, merozoite berubah
bentuk dan tumbuh membesar menjadi sel tunggal disebut trophozoite. Trophozoite
mengalami perkembangan menjadi schizont. Beberapa kali pembelahan pada
proses skizogoni akan menghasilkan beberapa merozoite. Setelah pembentukan
merozoite selesai, eritrosit akan pecah dan melepaskan merozoite ke dalam plasma
dan selanjutnya akan menyerang eritrosit lain dan memulai proses baru. Proses ini
berlangsung terus menerus karena merozoite yang dilepaskan ke dalam darah terus

menginfeksi eritrosit-eritrosit yang masih sehat (Nugroho & Wagey, 2000).



Beberapa merozoite atas dasar yang belum diketahui berdeferensiasi menjadi
bentuk seksual parasit yaitu gametocyte dalam waktu beberapa hari tergantung
spesiesnya. Ada 2 jenis gametocyte yatu macrogametocyte (betina) dan
microgametocyte (jantan). Selanjutnya gan§etocyte akan berkembang terutama pada
malam han, hal ini untuk menyesuaikan diri dengan kebiasaan nyamuk Anopheles
yang menggigit pada malam hari. Gametocyte akan tertelan bersama darah yang
dihisap nyamuk yang mengigit penderita, selanjutnya dimulai siklus sporogoni dalam
tubuh nyamuk (Nugroho & Wagey, 2000).

b. Siklus hidup dalam tubuh nyamuk (seksual/sporogoni)

Gametocyte akan mengalami proses pgmatangan di dalam usus nyamuk untuk
menjadi gamet (gametogenesis). Macrogametocyte segera menjadi makrogamet,
sedangkan pembentukan mikrogamet mencapai puncaknya 25 menit setelah
nyamuk menghisap darah. Dalam beberapa menit mikrogamet akan membuahi
makrogamet, kedua inti sel bersatu/fusi untuk menghasilkan zigot diploid. Dalam 18-
24 jam terbentuk ookinet matang yang motil dari masing-masing zigot. Ookinet
matang bergerak menembus sel epitel usus hingga mencapai permukaan luar usus
dan kemudian ookinet berada di lamina basalis yaitu lapisan matriks ekstraseluler
yang memisahkan hemosel dari usus. Di lamina basalis ini selama beberapa hari
ookinet mengalami pematangan menjadi cokist. Setelah beberapa kali mengalami
mitosis ookist mengandung + 10.000 sporozoite motil. Ookist akan pecah dan
melepaskan sporozoite ke dalam sirkulasi nyamuk dan bergerék menuju kelenjar

lludah nyamuk (Nugroho & Wagey, 2000).
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Gambar 2.1 Siklus Hidup Plasmodium (sumber : http ://www.elsevier. com/
lifecycle/plasmodium/html. )

2.2 Respon Imun terhadap Malaria (Plasmodium)

Respon imun terhadap infeksi malaria merupakan proses yang kompleks dan
berbeda-beda tergantung spesies Plasmodium yang menyebabkannya, akan tetapi
ada satu hal yang penting, bahwa aktivasi sel-sel fagosit menjadi peranan utama
pada respon imun ini (Hunt et a/, 1992).

Antigen dari parasit bisa berada di permukaan sel darah merah yang terinfeksi
(parasitized red blood cell atau PRBC) atau bisa berasal dari merozoite-merozoite
yang terlepas karena pecahnya PRBC setelah sebelumnya terjadi multiplikasi
aseksual di dalam sel darah merah tersebut. Pengenalan antigen ini dilakukan oleh

antigen presenting cell (APC) yang selanjutnya akan menginduksi aktivasi limfosit-T.



Limfosit-T yang teraktivasi akan melepaskan' berbagai macam sitokin (cytokines),
termasuk di antaranya interleukin-4 (IL-4) yang berfungsi dalam pelepasan antibodi
oleh limfosit-B (Gambar 2.2). Keberadaan antibodi akan membantu dalam proses
fagositosis PRBC, merozoite-mernzoite bebas atau debris. Sitokin yang lain seperti
interferon gamma (IFNy) bisa mengaktivasi sel-sel fagosit, terutama monosit atau

makrofag (Hunt, et al., 1992).
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Gambar 2.2 Respon Imun terhadap malaria(Sumber : Hunt, et al., 1992. Free
Radicals and Antioxidants in Malaria)

2.2.1 Respon imun seluler pada infeksi malaria
Makrofag dan Proses Fagositosis

 Makrofag merupakan sel fagosit yang paling penting. Makrofag diproduksi
oleh sumsum tulang. Sel-sel makrofag dapat dijumpai di hepar sebagai sel Kupfer,
di dalam paru sebagai makrofag alveolar, di glomerulus sebagai sel mesangeal, di

otak sebagai mikroglia dan lain-lain. Makrofag sangat berperan dalam sistem imun.
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Sel ini merupakan sel efektor yang berperan dalam eliminasi benda asing termasuk

mikroba dan parasit.

Beberapa fungsi makrofag antara lain :

-

Merusak benda asing yang masuk, fungsi ini dilakukan oleh lisosom
yang terdapat dalam makrofag. Lisosom ini mengandung enzim
'hidrolase dan peroksidase yang dapat merusak mikroorganisme.
Makrofag mempunyai reseptor terhadap beberapa fraksi
immunoglobulin yaitu 1gG1, 1gG3 dan IgE serta reseptor komplemen
sehingga dapat menghancurkan antigen ekstraseluler.

Makrofag merupakan sel penyaji (Antigen Presenting Cells) yang
menyajikan antigen kepada sel T. Selain itu makrofag mampu
mengekspresikan molekul MHC kelas 1l yang sangat berperan dalam
respon imun.

Makrofag mampu memproduksi sejumiah mediator. Beberapa reaksi
autoimun dikatakan melibatkan mediator yang dikeluarkan oleh
makrofag.

Pada proses penghancuran mikroba oleh makrofag, juga diproduksi
radikal bebas yang berperan dalam patogenesis beberapa penyakit

termasuk malaria.

Proses fagositosis yang dilakukan oleh makrofag diawali dengan opsonisasi,

yaitu proses periekatan makrofag dengan opsonin, seperti imunoglobulin G atau

fraksi komplemen, proses perekatan ini akan mempercepat dan menambah

efektivitas fagositosis. Opsonin merupakan makromolekul yang melekat pada

permukaan mikroorganisme yang dapat dikenali oleh reseptor permukaan neutrofil

atau makrofag.(Abbas,2000)(Roitt,2002). Selanjutnya makrofag akan bergerak



menuju sel target dengan cara kemotaksis. Proses ini dapat berlangsung karena
makrofag mampu menghasilkan enzim proteolitik yang akan merintis lintas gerak
makrofag. Selain itu terdapat beberapa bahan yang dihasilkan oleh jaringan yang
radang maupun bahan yang dihasilkan oléh bakteri yang dapat bertindak sebagai

bahan kemotaktik.

Tatan antars antigen yang Wwropsonisas!
Fagoshostslabiih kuat dengan reseplar Fo makreleg

Gambar 2.3 Proses Opsonisasi dan Fagositosis
(Sumber : Abbas, et al., 2000. Cellular and Molecular Immunology, 4™)
Pada penyakit malaria, baik respon imun seluler maupun humoral sama-
sama berperan, walaupun peran utama dalam eliminasi parasit dilakukan oleh
makrofag , tetapi dalam menjalankan fungsinya, makrofag tetap memerukan
immunoglobulin, terutama IgG dan komplemen C3 untuk mencema Plasmodium

tersebut.

2.3 Radikal Bebas pada Infeksi Malaria

Radikal bebas adalah oksidan, tetapi tidak semua oksidan adalah radikal
bebas. Oksidan adalah suatu senyawa yang dapat menerima electron (electron

acceptor), sedangkan radikal bebas adalah atom atau gugus yang orbital luamya



memiliki electron yang tidak berpasangan. Radikal bebas ini bersifat magnetic dan
sangat reaktif, sehingga dapat merusak sel-sel tubuh dan menimbulkan kerusakan
pada organ (Cochrane,1991).

Sejumlah penelitian menunjukkan adanya peran radikal bebas terutama ROS
(Reactive Oxygen Species) pada patogenesis malara. ROS dihasilkan oleh
makrofag dalam usahanya mengeluarkan Plasmodium. ROS yang dihasilkan
tersebut akan dikeluarkan ke sirkulasi dan menimbulkan kerusakan organ (Hunt,
etal ,1992).

Dikatakan pula bahwa pada malaria, ROS mempunyai 2 fungsi yang
beidawanan, ROS dibutuhkan oleh tubuh uniuk eliminasi Plasmodium, tetapi ROS ini
juga dapat merusak sel-sel aisekitarnya termasuk makrofag dan eritrosit yang
normal sehingga dapat menurunkan aktivitas makrofag dan menimbulkan kerusakan
organ.

Pada infeksi malaria, sel-sel fagosit yang teraktivasi yang mungkin berlokasi
di mikrosirkulasi dari limpa, melepaskan sejumlah faktor yang berhubungan dengan
respon antimalania hospes, terutama oxygen denved free radicals (ODFR) dan
sejumlah sitokin. ODFR ini akan memperkuat pelepasan beberapa sitokin, seperti
TNF, sedangkan TNF itu sendiri memperkuat produksi ROS dari fagosit (Hunt et al,
1992). Penelitian baik secara in vivo maupun in vitro menunjukkan bahwa pada
makrofag mencit yang diinfeksi beberapa species malaria dan kemudian diekspos
dengan PRBC (Parasitized Red Blood Cells) menunjukkan kemampuan dalam
memproduksi ROS (Stocker et al, 1984 cit Hunt, 1992). ROS yang dihasilkan ini
berfungsi membunuh parasit intraentosit. Hal ini telah dibuktikan oleh Hunt &
Stocker, 1990, yang menggunakan agen pembangkit ROS seperti H202, alloxan, t-

butyl hydroperoxide dan 5-hydroxypinmidines dan diberikan pada tikus yang telah



diinfeksi P.vinckei, P.berghei dan P. yoelii, menunjukkan kemampuannya dalam
membunuh parasit intraeritrosit. Mereka juga menunjukkan bahwa dengan
pemberian iron chelators atau radical scavengers, aktivitas antimalarianya menjadi
berkurang.

ROS yang dihasilkan oleh makrofag selain berfungsi membunuh parasit, juga
berpengaruh terhadap sel disekitamya, termasuk entrosit norinal juga akan
mengalami lisis. ROS tersebut juga zkan merusak endotel organ sehingga
menimbulkan kerusakan pada organ. Patogenesis malaria selain diakibatkan oleh
ROS juga diakibatkan oleh TNF dan sitokin yang dihasilkan oleh makrofag yang
teraktivasi. Dapat dikatakan bahwa ROS dibutuhkan untuk membunuh parasit,
tetapi ia juga menimbulkan kerusakan organ sehingga dalam keadaan berlebihan

justru merugikan, sehingga dalam hal ini penggunaan antioksidan sangat diperiukan.

Stimulation
PRBC @

@\ / phagocyte
RO

S
R %z!lum
v

v
hemolysis ORGAN DAMAGE

Gambar 2.4 Peran ROS dalam Patologi Malaria (Hunt et a/, 1992)
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ROS selain dihasilkan oleh makrofag, juga dihasilkan oleh eritrosit yang
terinfeksi parasit dalam proses degradasi hemoglobin. Heme bebas yang dihasilkan
ini akan bereaksi dengan Fe dan radikal hidroksil yang dihasilkan oleh mitokondria
sehingga terbentuk radikal oksigen dan oxidative stress (Oliveira, 2002). Atas dasar
itulah saat ini banyak yang mulai mencobakan pemberian iron chelator seperti
desferrioxamin dan antioksidan dalam pengobatan malaria untuk menghindari

oxidative stress tersebut.
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Gambar 2.5 Proses Degradasi Hemoglobir dan Stress Oksidatif pada Eritrosit yang
Terinfeksi Parasit (http ./ www1.elsevier.com/febs/520/19/21/gr1l.gif.)
2.4 Chloroquine
Chloroquine termasuk dalam kelompok blood schizonticide yang bekerja pada
stadium eritrositik. Chloroquine merupakan obat pilihan sejak dahulu kala yang

cukup efektif in vitro maupun in vivo.
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Ada beberapa mekanisme kerja Chloroquine dalam mengeliminasi keberadaan
parasit. Chloroquine mempunyai kemampuan untuk menghalangi sintesa enzim
pada parasit dalam pembentukan DNA dan RNA. Obat ini bersenyawa dengan DNA
sehingga proses pembelahan dan pemberitukan RNA terganggu. Chloroquine juga
menimbulkan peningkatan pH di dalam vakuola makanan parasit yang sensitif
terhadap Chloroquine yang secara normal bersifat asam. Chloroquine dapat
menimbulkan perubahan pada pigmen Plasmodium yang dibutuhkan untuk
mendetoksikasi heme, hasil pencernaan hemoglobin hospes. Chloroquine juga
menghambat aktivitas enzim heme polymerase yang dibutuhkan untuk reaksi
detoksikasi heme. Dengan demikian maka Chloroquine menyebabkan peningkaian
kadar heme dalam tubuh Plasmodium s<hingga bersifat toksik dan selanjutnya
dapat membunuh Plasmodium (Tracy & Webster, 1996).

Kepekaan Plasmodium intraeritrosit terhadap Chloroquine berhubungan
dengan kemampuannya untuk mengakumulasi Chloroquine di dalam eritrosit. Ada
dugaan bahwa pigmen yang dilepaskan darn degradasi Hb bertindak sebagai
reseptor untuk Chloroquine dan turunannya. Pigmen ini atau kompleksnya dengan
Chloroquine dapat menyebabkan lisis parasit (Sukarban & Zunilda, 1998).
Chloroquine bekerja menghambat pemakaian heme eritrosit oleh Plasmbdium di
vacuola makanan sehingga didapatkan heme bebas yang tidak terpakai. Heme
yang terbebas ini memicu reaksi pembentukan ROS. Bila ROS berlebihan justru
dapat berbahaya karena-merusak jaringan hospes. Dalam keadaan ini dibutuhkan
antioksidan untuk melindungi kerusakan jaringan (patologis) yang lebih lanjut
(Halliwel & Gutteridge, 1998).

Chloroquine juga memperihatkan efek antiradang. Efek ini dimanfaatkan

dalam pengobatan arthntis rheumatoid dan lupus entematosus discoid. Obat ini
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juga berguna untuk mengobati reaksi photo-allergic (Thomson, 2002). Selain itu
Chloroquine juga dapat digunakan sebagai obat topical dalam pengobatan
cutaneous larva migrans (Manson,1988), suatu penyakit yang disebabkan invasi

cacing Ancylostoma caninum dan Ancylostoma braziliensis.

2.5 N-ACETYL CYSTEINE
2.5.1 N-Acetyl Cysteine sebagai antioksidan
N-Acetyl Cysteine dapat berfungsi sebagai antioksidan karena dapat diubah
menjadi cysteine yang merupakan protein sulfhidnl groups. Adanya gugus sulfhidril
ini yang mengakibatkan cysteine dapat menjadi donor elektron bagi c;ksidan.
terutama radikal hidroksil.
Sis-SH + OH - Sis-S* + H20
2 Sis* -> Sis-s-s-Sis
Berdasarkan sifat tersebut, cystein dapat menjadi antioksidan dengan cara :
1. Antioksidan pencegah
Cysteine dapat mencegah timbunan radikal hidroksi| (OH*) dengan
mengkatalisimya menjadi H20. Radikal hidroksil merupakan radikal yang
paling berbahaya. Senyawa ini merupakan radikal yang paling reaktif yang
potensial mampu menyerang semua molekul biologi termasuk DNA.
(Tjokroprawiro,1993)
2. Antioksidan pemecah rantai
Cysteine bersifat hidrofilik dan berperan dalam sitosol dan cairan ekstrasel.
Cysteine dapat bereaksi dengan vitamin E yanq terdapat dalam sitosol
Toc* + GSH(CysSH) - Toc-H + GS*(CysS*)
2 GS*(CysS*) -> GSSG (CysSSCys)
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3. Cysteine juga dapat meningkatkan kadar glutathione perokside pada sel,
sehingga dapat meningkatkan kadar antioksidan yang lain. Dalam
metabolismenya, cysteine yang dihasilkan akan memasuki jalu: metabolisme
glutathione dan meningkatkan kadaf GSH (gambar 2.6)

Sebagai antioksidan yang larut dalam air, cysteine dapat ditemukan intra maupun
ekstraseluler. Cysteine masuk ke dalam sel dengan cara melawan gradien
konsentrasi bersamaan dengan pengambilan Na* (Halliwel & Gutteridge, 1998).
2.5.2 Peranan N-Acetyl Cysteine terhadap Fungsi Sistem Iimun

N-Acetyl Cysteine dapat memperkuat resistensi tubuh terhadap berbagai
macam penyakit, termasuk penyakit infeksi dan beberapa bentuk kanker. N-Acetyl
Cysteine dapat memperkuat dan melindungi sistem imun melalui stimulasi aktivitas
antibodi dan sel-sel sistem imun seperti fagesit dan netrofil. N-Acety! Cysteine dapat
meningkatkan aktivitas makrofag, sel-sel CD4+ dan CD8+ (Kinscherf, 1994).

Bukti bahwa N-Acetyl Cysteine mampu menstimulasi fagositosis ialah
pemberian N-Acetyl Cysteine dengan dosis harian sebesar 600 mg pada penderita
Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD), temyata mampu meningkatkan
aktivitas makrofag, mengembalikan fungsi sel fagositik yang sudah rusak dan
kemampuan intracelullar killing (Vechiarelli, 1994).

Beloqui, 1993 menemukan bahwa N-Acety/ Cysteine dapat mempercepat
waktu penyembuhan pada penderita hepatitis bila diberikan bersama interferon.
Obat ini juga telah terbukti dapat meningkatkan imunitas pada penderita AIDS
(Droge, 1993). Pada penderita AIDS, NAC terbukti meningkatkan kadar sel-sel
CD4+ dan sel CD8+, sehingga dapat meningkatkan imunitas pada penderita AIDS.
(Kinscherf et.al., 1994) NAC juga terbukti efektif mencegah respon inflamasi pada

penderita AIDS, hal ini berhubungan dengan pengaruh cysteine dalam
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meningkatkan kadar glutathione. Pada penderita AIDS, kadar glutathione yang
rendah menyebabkan penderita AIDS sangat rentan terhadap infeksi. Apabila kadar
glutathione meningkat, respon inflamasi dicegah dan hal ini sangat menguntungkan
penderita AIDS (Roedeerer, 1994)(Droge, i993).

2.5.3 N-Acetyl Cysteine dan Malaria

Penggunaan N-Acetyl Cysteine pada penyakit malaria belum banyak
dilaporkan. Treeprasertsuk et al, 2003 meiaporkan bahwa pemberian NAC dengan
dosis 140 mg/kg per hari yang diikuti dengan dosis 70 mg/kg setiap 4 jam sampai
tercapai 12 dosis, dapat menurunkan gejala dan mempercepat waktu kesembuhan
pada penderita malaria falciparum berat.

N-Acetyl Cysteine yang kemudian dalam darah akan diubah menjadi
cysteine dapai menimbulkan efek antiplasmodium karena zat ini dapat menghambat
enzim cysteine protease yang dibutuhkan oleh Plasmodium untuk memecah eritrosit
dan menginvasi ertrosit yang lain. N- Acetyl Cysteine yang merupakan precursor
glutathione akan membantu menjaga kestabilan membran eritrosit sehingga eritrosit
yang tennfeksi Plasmodium tidak mudah pecah dan merozoit yang keluar pun tidak
mudah menginfeksi entrosit yang lain. Walaupun penggunaannya sebagai
antimalaria belum banyak dilaporkan, tetapi penggunaan cystein yang
dikombinasikan dengan asam amino lain untuk pengobatan penyakit parasit sudah
mulai dilakukan, seperti penggunaannya untuk mengobati penyakit akibat

Trypanosoma cruzi dan Trypanosoma gambiense di Atrika (Juan ef al,1998)
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BAB 3

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan
3.1.1 Tujuan Umum
Mengetahui adanya efek sinergi pemberian Chloroquine dan N-Acetyl
Cysteine terhadap aktivitas radikal bebas hepar dan aktivitas fagositosis
makrofag selama infeksi Plasmodium berghei.
3.1.2 Tujuan Khusus
a. Mengetahui adanya efek sinergi Chloroquine dan N- Acetyl Cysteine
terhadap penurunan aktivitas radikal bebas hepar selama infeksi
Plasmodium berghei.
b. Mengetahui adanya efek sinergi Chloroquine dan N- Acetyl Cysteine
terhadap peningkatan aktivitas fagositosis makrofag perntoneal selama infeksi

Plasmodium berghei

3.2 Manfaat
1. Pengembangan ilmu pengetahuan dan teknologi :
- Mendukung teori peran radikal bebas pada patogenesis malaria.
-  Menambah dan mendukung teori pengembangan protease inhibitor
pada pengobatan malaria
- Memberi tambahan pengetahuan tentang efek N-Acetyl Cysteine
sebagai imunomodulator.
2. N-Acetyl Cysteine dapat digunakan sebagai terapi tambahan yang diberikan

bersama Chloroquine pada pengobatan penyakit malaria



BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen dengan desain post test control
group design (pengambilan data dilakukan setelah perlakuan). Rancangan penelitian
yang dipakai adalah rancangan acak kelompok. Pembagian kelompok diadaptasi

dari Dolezal & Krisiak, 2001 dan Sukarban & Zunilda, 1995.

4.2 Sampel

Penelitian ini menggunakan hewan coba mencit berjenis kelamin jantan galur
BALB/c yang berumur 6-8 minggu dengan berat berkisar 20-40 gram. Hewan coba
diperoleh dari Fakultas MIPA Universitas Airlangga Surabaya.
Untuk perlakuan malaria digunakan Plasmodium berghei yaitu salah satu model
malaria pada mencit (Janse & Waters,2002). Parasit diambil dar Fakultas

Kedokteran Universitas Gadjahmada Yogyakarta.

4.3 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan Februar - April 2005 di Laboratorium

Farmakologi dan Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya

Malang.



4.4 Instrumen Penelitian
4.4.1 Inokulasi Plasmodium berghei
Bahan : Plasmodium berghei dari darah mencit yang terinfeksi, larutan PBS,
larutan M+, EDTA, methanol PA, larutan Giemsa, buffer Giemsa, kapas alkohol.
Alat : tabung efendorf, tabung falcon 15 ml , gunting steril, mikroskop, spuit insulin 1
ml, gelas benda, cat giemsa
4.4.2 Pemberian Chloroquine dan N-Acety! Cysteine
Bahan : Aquadest, Chloroquine pro analisa (sigma) dan NAC pro analisa (sigma)
Alat : Gelas ukur, timbangan untuk obat
4.4.3 Pengukuran Parasitemia
Bahan : kapas alkohol, methano! PA, pulas giemsa, buffer giemsa, minyak imersi
Alat : gelas benda, gunting,pipet, tabung gelas ukur, mikraskop
4.4.4 Pengukuran kadar Malondyaldehide
Bahan : homogenate hepar, Larutan 0,9% NaCl, TCA, HC! 1N, mikrohematokrit
tube, tabung reaksi, Na-Thio, H20, saringan glass wooal
Alat  : spuit insulin, termos es, timbangan Mettler H31AR, mortar, muslim cloth,
sentrifuge, tabung reaksi, kuvet, spektrofotometer
4.4.5 Pengukuran kadar Glutathione (GSH)
Bahan : homogenate hepar, Asam Sulfosalisilat 5%, Sodium Phosphat Buffer (0,1mM
pH 7,4), DTNB (5, 5"-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)
Alat . spuit insulin, termos es, timbangan Mettler H31AR, mortar,sentrifuge,

spektrofotometer, tabung reaksi, kuvet
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4.4.6 Pengukuran aktivitas fagositosis makrofag peritoneal

Bahan : bahan untuk kultur makrofag, yaitu Washing medjum dan Growth medium,

bahan untuk uji fagositosis, yaitu RPMI (washing medium), latex beads diameter 3

um, PBS, Pulas Giemsa, Metanol Absolut dan aquadest.

Alat : tabung sentrifuge steril, sentrifuge‘ dingin, microplate 24 (Nunc), coverslip bulat

diameter berukuran 13 mm, incubator CO2, pipet Pasteur steril, micropipet dan tip

steril, /laminar flow hood, kamar hitung (hemositometer) Improve Neubauer dan

mikroskop

4.5 Definisi Operasional

a.

£

Sinergi

Interaksi antara dua atau lebih obat sehingga terjadi penambahan efek,
adanya sinergis efek dapal menurunkan dosis masing-masing obat dan
menurunkan efek samping tanpa mengurangi khasiat obat tersebut (Health
Forum, 2004) -

Derajat Parasitemia

Jumlah parasit bentuk aseksual dalam darah tepi dalaii 1000 eiitiosit,
dikalikan 100% (Harijanto, 2000)

Aktivitas radika! bebas

Aktivitas radikal bebas yaing diukur adalah kadar malondialdstiyds (MOA)
yang metupakan hasd metabolisme oksidan/radikal bebas dan glutathione

(GSH) sebagai antioksidan

Axtivitas Fagositosis
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Aktivitas fagositosis adalah jumlah makrofag peritoneal yang memfagositosis/
memakan partikel latex dalam 200 sel makrofag (Supargiyono, 1990).
Penelitian ini terdiri dari 4 kelompok besar , kelompok il dan IV masing-
masing dibagi menjadi 3 subkelompok. Maéing-masing kelompok dan subkelompok
terdiri dari 9 ekor mencit yang dipilih secara acak.
. Kelompok kontrol (n=9), diinfeksi Plasmodium berghei, tanpa diberi Chloroquine
atau NAC.
ll. Kelompok Chloroquine (n=9), diinfeksi Plasmodium berghei, dan diberi
Chloroquine 0,05 mg/gBB
lil. Kelornpok NAC, diinfeksi Plasmodium berghei dan diberi NAC, dibagi dalam 3
sub kelompok :
HIA. NAC dosis 0,25 mg/gBB (n=9).
I1B. NAC Josis 0,5 mg/gBB (n=9)
INC. NAC dosis 1 mg/gBB (n=9)
IV. Kelompok Chloroquine + NAC , diinfeksi Plasmodium berghei, diberi
kombinasi Chloroquine dan NAC , dibagi dalam 3 supkelompok :
IVA. Chloroquine 0,05 mg/gBB + NAC 0,25 mg/gBB (n=9)
IVB. Chloroquine 0,05 mg/gBB + NAC 0,5 mgA/gBB (n=9)
IVC. Chloroquine 0,05 mg/gBB + NAC 1 mg/gBB (n=9)

Pertama-tama semua kelompok diinfeksi Plasmodium berghei intra peritoneal
dengan konsentrasi 10’ parasit per ekor yang berasal dar mencit yang telah
tennfeksi P.berghei yang merupakan pasase kedua. Setelah tercapai parasitemia
10-20%, kelompok Il diberi Chloroquine dengan dosis 0,05 mg/gBB mencit,
kelompok Il diberi N-Acetyl Cysteine dengan dosis yang bertahap; sedangkan

kelompok 1V diberi Chloroquine dan N-Acetyl Cysteine dosis bertahap. Pemberian
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obat dilakukan satu kali perhari secara oral (sonde) selama 7 han (Enggarfitr,
2001)(Simkeviciene et al, 2002) Pada hari ke-3, hari ke-5 dan hari ke-7 setelah
pemberian obat, diambil masing-masing 3 ekor mencit untuk dimatikan dan dilakukan
pemeriksaan parasitemia, MDA, GSH dan pémeriksaan aktivitas makrofag.

4.6.1 Inokulasi Plasmodium berghei

inokulasi dilakukan secara intra perntoneal (i.p) sebanyak 107 parasit dalam
0,2 ml darah untuk tiap mencit. Jumlah eritrosit per ml darah dan parasitemia mencit
donor yang akan ditransfer parasitnya terlebih dahulu dihjtung. Untuk menghitung
jumlah eritrosit, darah diambil dari ujung ekor sebanyak 10 pl dan dilakukan
pengenceran 10° x dengan larutan PBS. Kemudian jumlah entrosit dihitung dalam
kamar hitung er Naubauer.
Parasitemia dihitung dari sediaan darsh tipis yang telah dipulas dengan pewarnaan
Giemsa. Jumlah parasit dihitung per 1000 ertrosit dengan mikroskop dengan
pembesaran 1000x.
Dengan mengalikan jumiah eritrosit/ml darah dengan parasitemia, didapatkan jumiah
parasitm! darah. Selanjutnya dilakukan pengenceran dengan larutan M+ untuk
mendapatkan konsentrasi parasit 10’ dalam 0,2 ml darah, kemudian larutan tersebut
ditransfer secara i.p ke mencit perlakuan sebanyak 0,2 ml. (lihat lampiran)
4.6.2 Pemberian Chloroquine dan N-Acetyl Cysteine

Chloroquine diberikan dengan dosis 0,05 mg/gr BB mencit per oral dengan
cara diminumkan menggunakan sonde atau secara intraperitoneal dengan dosis
800ug selama 5 hari (Suwami et al, 1994). Berdasarkan hasil eksplorasi yang
dilakukan, cara pemberian Chloroquine dengan menggunakan sonde tidak jauh

berbeda dibandingkan dengan pemberian Chloroquine secara intraperitoneal dalam
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menurunkan derajat parasitemia. Dengan demikian dalam penelitian ini pembernan
Chloroquine diberikan secara oral dengan dosis 0,05 mg/g BB mencit selama 7 hari.
Mula-mula dihitung dulu jumlah obat untuk semua mencit, misal 100mg/hari.
Kemudian ditentukan jumlah larutan yang dibutuhkan, misglnya 5 ml. Maka jumiah
obat dalam larutan yang diberikan adalah dosis obat dipagi 100 mg, kemudian
dikalikan 5ml.

N-Acetyl Cysteine diberikan dengan dosis 0,25 mg; 0,5mg dan dosis 1 mg/gram
berat badan mencit per hari per oral,.. N-Acetyl Cysteine diberikan dengan cara
melarutkannya dalam aquades dan kemudian diminumkan melalui sonde.
Penghitungannya dilakukan dengan cara yang sama dengan Chloroquine.

4.6.3 Pengukuran Kadar MDA Hepar

Pengukuran kadar MDA ditentukan dengan reaksi perubahan wama dengan
Thiobarbituric acid (TBA) menurut Uchiyama & Mihara, 1978. Prinsip dari metode ini
adalah pengaruh asam dan panas akan menyebabkan dekomposisi lipid peroksida
dan pembentukan MDA. MDA yang terbentuk ini direaksikan dengan TBA sehingga
terbentuk perubahan wama yang diukur dengan menggunakan spektrofotometer

dengan panjang gelombang 531 nm (Flower, 1973).

4.6.4 Pengukuran kadar GSH Hepar

Kadar GSH hepar diukur menurut metode Jollow, 1974; dengan cara
homogenat hepar yang telah mengandung sel-sel hepar dicampur dengan asam
sulfosalisilat 5%untuk melisis protein sel lain selain glutathion. Kadar GSH diukur
berdasarkan perubahan wama yang terjadi setelah direaksikan dengan DTNB dan

diukur dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang 412nm.



4.6.5 Pengukuran Aktivitas Fagositosis Makrofag Peritoneal

Makrofag diambil dengan cara lavase peritonegl dan dikultur menurut
Lewis,1985. Setelah kultur selama 24 jam, dilakukan uji fagositosis makrofag
peritoneal non spesifik dilakukan in vitr6 menurut Supargiyono (1993) dengan
menggunakan J/atex beads diameter 3 ym. Cara penghitungan fagositosis yaitu
dalam 200 makrofag dihitung jumlah makrofag yang memfagositosis partikel latex

dan berapa yang tidak memfagositosis partikel latex

4.7 Analisis Data

Data yang diperoleh dicari rata-rata dan standard deviasinya, kemudian dilakukan
uji beda antara kelompok kontrol, kelompok Chloroquine, kelompok NAC dan
kelompok Chloroquine-NAC dengan analisis multivanians (MANOVA). Perbedaan
rerata per han pada masing-masing kelompok dilakukan uji Tukey HSD dengan

tingkat kepercayaan 0,05.



BAB 5
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian dan Analisis Data
5.1.1 Hasil Pemeriksaan Aktivitas Radikal Bebas
Tabel 5.1 Rata-rata kadar MDA pada kelompok kontrol (I), kelompok

Chloroguine(ll), kelompok NAC(lll), yang terdiri dari 3 sub kelompok (A,B,C) dan
kelompok kombinasi Chloroquine + NAC(IV) yang terdiri dari 3 subkelompok (A.B.C)

Kelompok Hari Konsentrasi (uM/gr)
3 1.1013 + 0.2642
| 5 09284 + 0.1765
7 06344 + 00377
3 0.6638 + 0.1468
i 5 07002 + 0.1331
7 05590 + 0.0169
3 06681 + 01729
A 5 08400 + 0.2852
7 0.5479 + 0.0238*
3 08134 + 0.2690
"B 5 06331 + 00384
7 07631 + 0.1209
3 00867 + 0.1616
ic 5 0.7868 + 0.0024
7 0.7953 + 0.1563
3 06345 + 0.0840
IVA 5 06471 + 0.1712
7 0.6136 + 0.0755
3 0.6653 + 0.0809
IVB 5 0.6890 + 0.1586
7 0.5870 + 0.1181
3 05507 + 0.0991
Ve 5 06485 + 0.1204
7 04976 + 0.0452




Keterangan :
I. Kelp. Kontrol : diinfeksi Plasmodium berghei
ll. Kelp. Chloroquine : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chloraquine 0,05 mg/gB8
ill. A Kelp. NAC : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi NAC 0,25 mg/gBB
1. B Kelp. NAC : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi NAC 0,5 mg/gBB
lil. C Kelp. NAC : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi NAC 1 mg/gBB
V. A Kelp. Kombinasi : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chloroquine 0,05 mg/gBB NAC
0,25 mg/gBB
IV. B Kelp. Kombinasi : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chioroquine 0,05 mg/gBB  NAC
0,5 mg/gBB
IV. C Kelp. Kombinasi : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chloroquine 0,05 mg/gBB NAC
1 mg/gBB
Untuk-mengetahui perlakuan mana saja yang memberikan perbedaan
kadar MDA yang signifikan pada masing-mesing hari dilakukan uji Tukey HSD
dengan ringkasan hasil sebagai berikut:
- Pada har ke-3 : terdapat perbedaan bermakna antara kelompok
kontrol dengan kelompok IVC (p=0,015)
- Pada hari ke-5 : tidak terdapat perbedaan bermakna antara kelompok
kontrol dengan kelompok perlakuan
- Pada hari ke-7 : terdapat perbedaan bermakna antara kelompok

konrtrol dengan kelompok IVB (p=0,04) dan kelompok IVC(p=0,003)

Untuk mengetahui peningkatan ataupun penurunan aktivitas radikal bebas, maka
hasil MDA harus dibandingkan dengan kadar GSH, dengan asumsi bahwa
penurunan MDA akan diimbangi dengan meningkatnya GSH ataupun kadar GSH
yang tetap. Hasil pemeriksaan kadar GSH disajikan pada tabel berikut.



Tabel 5.2 Rata-rata kadar GSH pada kelompok kontrol (I), kelompok
Chloroquine(ll), kelompok NAC(Ill), yang terdiri dari 3 sub kelompok (A,B,C) dan
kelompok kombinasi Chloroguine + NAC(IV) yang terdiri dari 3 subkelompok (A,B,C)

Kelompok Hari Konsentrasi (uM/gr)
3 03131 + 0.0003

K1 5 03131 + 0.0003
7 03131 + 0.0003

3 11013 + 02642

Rz 5 09294 + 0.1765
7 08344 + 00377

3 06638 + 0.1468

K3 5 07002 + 0.1331
7 05590 + 0.0169

3 06681 + 01729

K4 5 08400 + 0.2852
7 05479 + 0.0238

3 0.8134 + 0.2690

KS 5 06331 + 0.0384
7 07631 + 0.1209

3 0.9867 + 0.1616

K6 5 0.7869 + 0.0024
7 07953 + 0.1563

3 0.6345 =+ 0.0840

K7 5 06471 + 0.1712
7 06135 + 0.0755

3 0.6653 + 0.0809

K8 5 06890 + 0.1586
7 05870 + 01181

3 0.5507 + 0.0991

K9 5 06485 + 0.1204
7 04976 + 0.0452

Keterangan :

|. Kelp. Kontrof : diinfeksi Plasmodium berghei

Il. Kelp. Chioroquine : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chloroquine 0,05 mg/giB

Il A Kelp. NAC : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi NAC 0,25 mg/gBB

. B Keip. NAC : diinfeksi Pfasmodium berghei, diberi NAC 0,5 mg/gBB

. C Kelp. NAC : diinfeksi Prasmodium berghei, diberi NAC 1 mg/gBB

V. A Kelp. Kombinasi : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chloroquine 0,05 mg/gBB  NAC 0,25 mg/gBB
IV. B Kelp. Kombinasi : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chloroquine 0,06 mg/gBB NAC 0,5 mg/gBB
IV. C Kelp. Kombinasi : dinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chioroquine 0,05 mg/gBB NAC 1 mg/gBB



Untuk mengetahui perfakuan mana saja yang memberikan perbedaan
kadar GSH yang signifikan pada masing-masing hari dilakukan uji Tukey HSD
dengan ringkasan hasil sebagai berikut:

- Pada hari ke-3 : terdapat pe}bedaan bermakna antara kelompok
kontrol dengan kelompok llIA (p=0,028), kelompok 11iB(p=0,00);
kelompok kontrol dgn kelompok VB (p=0,00), dan kelompok kontrol
dengan kelompok IVC(p=0,00)

- Pada hari ke-5 : terdapat perhedaan bermakna antara kelompok
kontrol dengan kelompok lila liiB, HIC, IVA, IVB dan IVC dengan nilai
signifikansi p=0,00

- Pada hari ke-7 : terdapat perbedaan bermakna antara kelompok
kontrol dengan kelompok llIA (p=006), dgn kip lIB(p=0,00), dgn kip
IC(p=0,001), dgn kip IVB (p=0,00) dan antara kelompok control
dengan kelompok IVC(p=0,00)

Berdasarkan kedua table diatas (table 5.1 dan taple 5.2) dapat dilihat
bahwa pada kelompok kontrol terjadi penurunan kadar MDA seiring deagan
bertambahnya hari, walaupun secara statistic penurunan terebut tidak bermakna
(p=0,298 dan p= 0,552).. Pada kelompok kontrol, kadar GSH mula-mula menurun
secara sign.fikan (p=0,00), tapi kadar GSH kemudian meningkat secara signifikan
pada hari ke-7(p=0,00).

Pada kelompok klorokuin, tidak terdapat penurunan maupun peningkatan
kadar MDA yang signifikan. Sedangkan kadar GSH justru menurun secara signifikan
pada hari ke-5 (p=0,01) tapi tidak meningkat secara signifikan pada hari ke-
7(p=0,051). Sehingga dapat dikatakan bahwa klorokuin tidak dapat meningkatkan
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kadar GSH hepar. Hal ini terfihat dari tidak adanya perbedaan yang signifikan antara
kelompok kontrol dengan kelompok klorokuin.

Pada kelompok yang diberi NAC, pada dosis 0,25 mg/gBB temyata tidak
didapatkan penurunan MDA yang signiﬂkari. Demikian juga pada dosis NAC 0,5 mg
maupun NAC 1mg/gBB. Tetapi pada kelompok ini terjadi pepingkatan kadar GSH
yang signifikan yaitu pada dosis NAC 0,5 dan NAC 1 mg/gBB. Hal ini menunjukkan
bahwa NAC merupakan senyawa yang dapat meningkatkan kadar GSH hepar pada
dosis 0,5 dan 1 mg/gBB.

Pada kelompok yang diberi komoinasi klorokuin dan NAC, pada dosis
0,25 mg/gBB temyata tidak didapatkan penurunan MDA yang signifikan. Penurunan
MDA secara signifikan tercapai pada kombinasi klorokuin dgn NAC 0,5 dan NAC 1
mg. Hal ini diikuti oleh adanya peningkatan kadar GSH yang signifikan pada kedua
kelompok kombinasi tersebut. Secara umum dapat dikatakan bahwa pemberian
kombinasi klorokuin dan NAC memberi efek yang lebih baik dalam menurunkan

aktivitas radikal bebas hepar bila dibandingkan dengan pemberian klorkuin saja.

5.1.2 Hasil Pemeriksaan aktivitas fagositosis makrofag peritoneal

Hasil penghitungan aktivitas fagositosis makrofag diperoleh dari jumlah
makrofag yang memakan partikel latex tiap 200 makrofag. Hasilnya dapat dilihat

pada tabel berikut.
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Tabel 5.3 Jumlah rata-rata makrofag yang memakan partikel latex pada kelompok
kontrol (1), kelompok Chloroquine (il), kelompok NAC (ll1) dan kelompok
kombinasi Chloroquine + NAC (IV)

c —

-]

g makrofag (umiah) hari ke- (X+ 1 SD) Analisis

& 3 5 7

| 7500 + 854 | 8567 + 1069 9000 + 14,93 [Hasi Tukey: perbedaan makrofag signifi
I 8657 + 1692] 7633 + 2318] 60,00 @ 3,00 |kan pada hari ke-7 antara kelp. | dg lliC
WA |6300 + 7.00] 7033 + 560 | 8867 = 10,26 |(p=0,038); antara kep. | dg. VAB.C
WB |7133 + 764 8033 = 473 | 9767 + 252 |(p=0,014; p=0.008; p=0,003)

nc [e367 + 603 ] 6333 + 560 | 9967 @ 551 |Perbedaansign Antara kelp. 1dg. Il (9=0,03)
VA |8000 + 1124| 10633 + 7,00 | 10787 + 1124

ve 18333 + 1825] 10833 + 416 | 12400 + 1825

Ve |83s7 + 513 [ 11387 + 513 [12000 + 513
Keterangan :

I. Kelp. Kontrol : diinfeksi Plasmodium berghei

Il. Kelp. Chloroquine : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chloroquine 0,05 mg/gBB

lIl. A Kelp. NAC : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi NAC 0,25 mg/gBB

. B Kelp. NAC : diinfeksi Plasmodium bergheli, diberi NAC 0,5 mg/gBB

lll. C Kelp. NAC : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi NAC 1 mg/gBB

IV. A Kelp. Kombinasi : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chloroquine 0,05 mg/gBB NAC
0,25 mg/gBB

IV. B Kelp. Kombinasi : diinfeksi Plasmodium berghei, diberi Chloroquine 0,05 mg/gBB NAC
0,5 mg/gBB

IV. C Kelp. Kombinasi : diinfeksi Plasmodium bergliel, diberi Chioroquine 0,056 mg/gBB NAC
1 mg/gBB : :

Dari tabel 5.3 dapat dilihat bahwa pada semua kelompok periakuan
jumiah makrofag yang aktif memfagositosis partikel latex semakin meningkat, kecuali
pada kelompok Chloroquine. Jumlah rata-rata makrofag relatif sama pada hari ke-3
antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan dan menunjukkan peningkatan
pada hari ke-5 dan ke-7 (kecuali pada kelompok Chloroquine). Profil jumiah

makrofag yang memfagositosis latex untuk masing-masing kelompok dapat dilihat

pada grafik berikut.
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Profil MAKROFAG pada hari ke-3,6,7 untuk
kelompok chloroquine
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Grafik 5.1 Grafik perbandingan jumlah makrofag antara kelompok kontrol dengan
kelompok Chloroquire.
Pada kelompok Chloroquine jumiah makrofag yang memfagositosis latex

mengalami penurunan dengan bertambahnya hari. Penurunan semakin tajam pada

hari ke-7.

Profil MAKROFAG pada hari ke-3,5,7 untuk
kelompok NAC
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Crafik 5.2 Grafik perbandingan jumlah makrofag antara kelompok kontrol dengan
kelompok NAC

Pada kelompok NAC, jumlah makrofag yang memfagositosis latex meningkat
pada kelompok NAC dosis 1mg/gBB, sedangkan pada kelompok NAC 0,25 dan

NAC 0,5 jumlah makrofag relatif sama dengan kelompok kontrol (pada hari ke-3 dan
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ke-5). Sedangkan pada hari ke-7, dosis NAC 0,5 dan NAC 1 mg/gBB meningkatkan

kemampuan fagositosis makrofag bila dibandingkan dengan kontrol.

Grafik 5.3 Grafik perbandingan jumlah makrofag antara kelompok kontrol dengan
kelompok Chloroquine + NAC

Pada grafik 5.3 dapat dilihat bahwa pada kelompok kombinasi
Chioroquine dan NAC jumlah makrofag yang memfagositosis partikel latex meningkat
dan peningkatan tersebut semakin tinggl pada hari ke-7. Kelompok kombinasi
Chloroquine dan NAC 0,5mg/gBB menunjukkan peningkatan yang lebih tinggi
dibandingkan kelompok kombinasi Chloroquine dan NAC 0,25 dan kombinasi |
Chloroquine dan NAC 0,5mg/gBB.



Gambar 5.1 Sel makrofag pada mencit galur BALB/C yang diinfeksi Plasmodium
berghel. Tampak sel makrofag yang aktif yang mernakan partikel latex
(tanda panah). Pembesaran 1000x dengan pengecatan Giemsa.

Gambar 5.2 Sel makrofag pada mencit galur BALB/C yang diinfeks| Plasmodium
berghei dan diberi Chloroquine. Tampak sel makrofag yang aktif yang
memakan partikel latex (tanda panah). Pembesaran 1000x dengan
pengecatan Giemsa

35
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Gambar 5.3 Sel makrofag pada mencit galur BALB/C yang diinfeksi Plasmodium
berghei dan diberi kombinasi Chloroquine dan NAC 0,5 mg/gBB.
Tampak sel makrofag yang aktif yang memakan partikel latex (tanda
panah). Pembesaran 1000x dengan pengecatan Giemsa
Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan pengaruh yang nyata antara
periakuan (8 perlakuan : kontrol, Chloroguine, NAC 0.25, NAC 0.5, NAC 1,
Chloroquine+NAC 0.25, Chloroquine+NAC 0.5 dan Chloroquine + NAC 1) terhadap
aktivitas makrofag pada hari ke-3, ke-5,dan ke-7 secara bersama-sama, digunakan
MANOVA (Multivariate Analysis of Variance), dengan hasil yaitu terdapat perbedaan
pengaruh yang nyata antara perlakuan yang diberikan terhadap jumlah makrofag
pada hari ke-3, ke-5 dan ke-7 secara bersama-sama, dengan p value = 0.000.
Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan pengaruh yang nyata antara
periakuan terhadap jumlah makrofag pada hari ke-3,ke-5 dan ke-7 secara sendiri-

sendiri dapat dilihat pada tabel dibawah ini :
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Tabel 5.4 Hasil Analisis Data (ANOVA) untuk variabel jumlah makrofag antara
kelompok kontrol dengan semua kelompok perlakuan

Perlakuan Sig.
Makrofag hari ke-3 0,125
Makrofag hari ke-5 0,008
Makrofag hari ke-7 0,000

Dari tabel 5.4 dapat dilihat bahwa tidak terdapat perbedaan pengaruh yang
nyata antara perlakuan terhadap jumlah makrofag pada hari ke-3 dengan
pvalue=0,125. Sedangkan pada hari ke-5 dan hari ke-7, terdapat perbedaan
pengaruh yang nyata antara periakuan terhadap jumiah makrofag.

Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan rata-rata antar perlakuan
terhadap jumlah makrofag pada masing-masing hari, digunakan Uji Perbandingan
berganda Tukey sebagaimana terlihat pada tabel berikut.

Tabel 5.5 Hasil Uji Perbandingan berganda Tukey untuk variabel jumlah makrofag

Kelompok Sig.
Makrofag hari ke-3 :
Kontrol - Chloroquine (C) 0,981 Ket : CN = Chloroquine + NAC
-— NAC 0,25 0,743
-—NAC 0,5 0,999
-—NAC 1 0,976
--CN 0,25 0,997
-—-CNO5 0,981
-—CN 1 0,963 |
Makrofag hari ke-5 :
Kontrol --- Chloroquine 0,982
-—-NAC 0,25 0,808
-—-NAC 0,5 0,999
- NAC 1 0,994
—CNO0,25 0,515
—CNO,S 0,392
-—CN 1 0,460
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5.2 Pembahasan
5.2.1 Efek Pemberian kombinasi Klorokuin dan N-Acetyl Cysteine terhadap

Aktivitas Radikal Bebas Hepar

Aktivitas radikal bebas dalam penelitian ini dilihat berdasarkan rata-rata kadar
malondialdehyde(MDA) yang dibandingkan dengan kadar glutathione(GSH) dengan
asumsi bahwa GSH sebagai antioksidan akan mengikat hasil metabolisme/ikatan
MDA dengan superoksid dismutase, yaitu hydrogen perokside(H202) atau dengan
reaksi sebagai berikut :

MDA + SOD = H;0, + Fe"™ < radikal hidroksil (OH")

GSH+OH* > H,0+ 0,

Kadar MDA dan kadar GSH menunjukkan perbedaan yang bermakna antara
kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan bila diuji secara bersama-sama,
dengan nilai p=0,000. Hal ini menunjulkkan bahwa pemberian perfakuan, baik
Chloroquine, NAC maupun kombinasi Chloroquine + NAC memberi pengaruh yang
signifikan terhadap kadar MDA dan GSH, baik pada hari ke-3, hari ke-5 maupun hari
ke-7. Bila dianalisis secara sendiri-sendiri, temyata pada hari ke-3, tidak didapatkan
penurunan kadar MDA yang signifikan antara kelompok kontol dengan kelompok
Chloroquine,dan kelompok NAC, Pada har ke-3 penurunan MDA signifikan pada
kelompok kombinasi klorokuin dan NAC 1 mg/gBB. Hal ini disebabkan karena pada
harn ke-3, pengobatan baru berjalan, sehingga terjadinya penurunan MDA adalah
pada kelompok yang diberi kombinasi klorokuin dengan NAC dosis tinggi, yaitu 1
mg/gBB. Bila dibandingkan dengan parasitemia, pada harj ke-3,pada kelompok ini
memang parasitemia sudah sangat menurun, sehingga dengan demikian produksi

MDA-pun menurun. Pada hari ke-7, didapat penurunan MDA yang signifikan antara
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kelompok kontrol dengan kelompok kombinasi Chloroquine+NAC, penurunan MDA
ini semakin signifikan dengan penambahan dosis NAC.

Pada hari ke-3, kadar GSH tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan
antar kelompok kontrol dengan kelompok Chloroquine, tetapi terdapat perbedaan
yang signifikan antara kelompok kontrol dengan kelompok Nac dan kelompok
kombinasi klorokuin dan NAC. Hal yang sama terjadi pada hari ke-5 dan hari ke-7,
dimana kadar GSH juga menunjukkan perbedaan antara kelompok kontrol dengan
kelomnok NAC dan antara kelompok kontrol dengan kelompok kombinasi klorokuin
dan NAC. Hal ini menunjukkan bahwa pada kelomook NAC , adanya NAC yang
merupakan prekursor glutathion menyebabkan kadar GSH hepar pada kelompok ini
meningkat dengan tajam. Walaupun pada kelompok ini ternyata tidak didapatkan
penurunan MDA, hal ini dapat disebabkan karena peningkatan GSH hepar tidak
cukup kuat untuk mengikat MDA yang banyak dihasilkan di dargh, sehingga kadzr
MDA relatif tetap.

GSH merupakan antioksidan golongan sulfhydnl yang berfungsi mengikat
radikal hidroksil. Walaupun pada infeksi malaria, radikal yang banyak dihasilkan
adalah radikal oksigen, tetapi reaksi radikal oksigen dengan antioksidan SOD akan
menghasilkan H,O, yang akan bereaksi dengan Fe yang dihasilkan dari proses
degradasi hemoglobin untuk kemudian menghasilkan radikal hidroksil, sehingga
pemberian antioksidan yang meningkatkan kadar GSH tetap diperukan(Halliwell &
Gutteridge,1998)(Oliviera,2002). Pada kelompok NAC dapét dilihat bahwa NAC
dapat menurunkan aktivitas radikal bebas, yaitu dengan meningkatkan kadar GSH,
baik dosis NAC 0,25;0,5 maupun dosis * mg/gBB semuanya dapat menurunkan
aktivitas radikal bebas dengan cara meningkatkan kadar GSH. Sifat antioksidan dari

NAC telah banyak dicobakan pada berbagai penyakit. NAC telah terbukti dapat
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menurunkan kadar MDA pada penderita gagal ginjal kronis (Trimarchi,et.al.,2003),
NAC juga terbukti dapat menurunkan proses replikasi virus hepatitis C yang
dihubungkan dengan kemampuan NAC sebagai antioksidan dan meningkatkan kadar
interferon (Beloqui et al.,, 1993). Dan. yang paling banyak dilaporkan adalah
penggunaan NAC sebagai terapi suportif pada penderita AIDS, dimana pada
penderita AIDS, NAC terbukti dapat menurunkan korﬁplikasi, meningkatkan imunitas
dan menurunkan angka infeksi oleh bakteri (Roederer ,et.al.,1993)(Droge , 1993).

Pada kelompok kontrol, kadar MDA mengalami peningkatan dengan
bertambahnya hari, dan menunjukkan beda yang signifikan antara hari ke-3, hari ke-
5 dan har ke-7. Hal ini disebabkan karena pada kelompok koritrol, parasitemia
mengalami peningkatan, adanya eritrosit yang terinfeksi parasit akan memacu
aktivasi makrofag yang kemudian akan menghasilkan radikal bebas sebagai
mekanisme pertahanan tubuh dalam melawan parasit. Pada infeksi malaria, kadar
MDA meningkat juga disebabkan oleh adarya peningkatan proses peroksidasi asam
lemak tak jenuh membran sel akibat melimpahnya radikal hidroksil sebagai hasil
reaksi Fenton. Radikal hidroksil juga dihasilkan oleh reaksi radikal oksigen yang
bereaksi dengan H202 yang dikatalisis oleh Fe (reaksi Haber Weiss).

Fe* + H,0, 2> Fe* + OH + OH*

02* + H;0, - OH* + OH* (Halliwell & Gutteridge,1998)(Oliviera, 2002)

Selain itu radikal bebas juga dihasilkan oleh pemecahan hemoglobin menjadi
heme. lkatan heme dengan Fe dalam eritrosit akan membentuk radikal oksigen dan
radikal hidroksil. Sehingga pada infeksi malaria, terbentuk radikal oksigen dan
radikal hidroksil yang keduanya akan meningkétkan kadar MDA. Peranan radikal
bebas pada penyakit malaria juga telah dibuktikan oleh Griffifth, 2001 dan Foldes et

al., 1994 , pada kedua penelitian tersebut, didapat hasil bahwa pada infeksi malaria
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terdapat peningkatan kadar malondialdehyde yang signifikan, baik oleh Plasmodium
falciparum, Plasmodium berghei maupun Plasmodium vinckei.

Pada kelompok kontrol, kadar GSH menurun secara signifikan pada hari ke-5
dan meningkat secara signifikan pada hari ke-7, tetapi secara umum pada kelompok
kontrol kadar GSH lebih rendah bila dibandingkan dengan kelompok perlakuan. Hal
ini disebabkan karena pada kelompok kontrol, GSH menurun sebagai kompensasi
atas meningkatnya MDA. Pada hari ke-3, GSH masih tinggi, karena parasitemia
masih rendah, pada hari ke-5, GSH makin menurun sejalan dengan meningkatnya
MDA. Pada har ke-7, parasitemia semakin tinggi sehingga tubuh akan mengalami
kompensasi untuk memacu antioksidan enzimatik sehingga kadar GSH akan
meningkat kembali. Keberadaan radikal hidroksil dan H202 yang tinggi pada infeksi
malaria tentunya akarn memacu aktivitas enzim Glutathione peroxidase/GPX,
sehingga akan terjadi peningkatan sintesa GSH oleh tubuh. Keadaan ini analog
dengan keadaan stress oksidan yang lain, dimana dengan paparan glukosa yang
tinggi pada endotel pembuluh darah, menunjukkan peningkatan aktivitas Glutathione
Peroksidase/GPX, katalase, dan ekspresi mMRNA GPX dan katalase (Ceriello et
al. 1996)

Pada kelompok Chloroquine, kadar MDA menurup dengan bertambahnya
hari, tetapi penurunan MDA tersebut tidak signifikan, Penurunan kadar MDA pada
kelompok Chloruquine baru signifikan pada hari ke-7. Hal ini membuktikan bahwa
Chloroquine mempunyai efek dalam meaurunkan kadar MDA dan menurunkan
aktivitas radikal bebas pada harn ke-7. Sedangkz;n dengan uji Tukey temyata
peningkatan GSH pada kelompok Chloroquine tidak berbeda dengan kelompok
kontrol, sehingga dapat dikatakan bahwa pada kelompok Chloroquine, kadar GSH

tetap. Hal tersebut menunjukkan bahwa Chloroquine menurunkan kadar MDA bukan
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melalui peningkatan sintesa GSH, tetapi akibat parasitemia yang semakin menurun
dan efek Chloroquine sebagai imunosupresan sehingga radikal bebas yang
dihasilkan juga menurun. Jadi titik tangkap Chloroquine sebagai antioksidan adalah
berhubungan dengan menurunnya aktiv&as kemotaksis leukosit sebagai akibat
menurunnya parasitemia, sehingga radikal superoksid yang dihasilkan menurun,
dengan akibat H,O, dan radikal hidroksil yang dihasilkanpun menurun dengan hasil
akhir penurunan kadar MDA (Halliwell & Gutteridge, 1998)(Thomson, 2002).
Chloroquine juga mempunyai efek antiinflamasi karena dapat menghambat
pembentukan IL-1 dan menstabilkan membrane lisosom sehingga terjadi hambatan
pengeluaran beberapa protease. Oleh karena itu Chloroguine dapat digunakan
sebagai antirheumatic. Obat yang berfungsi sebagai antiinflamasi dapat menjadi
antioksidan melalui beberapa cara (Halliwell 8 Gutteridga, 1898)-

« Obat penghambat inflamasi cendenung inenurunkan produksi ROS/RNS
« Obat diduga secara langsung menjadi scavenger ROS seperti OH-, OOH-
dan HOCI. Obat bereaksi secara cepat dengan QH-, walaupun untuk itu
diperiukan konsentrasi yang cukup tinggi
« Obat dapat melapisi ion Fe yang dibutuhkan untuk produksi OH-
« Obat secara langsung menurunkan ROS melalui fagosit.
Pada kelompok kombinasi Chloroquine + NAC, didapatkan penurunan kadar
MDA yang signifikan dibandingkan dengan kontrol, dan ini terjadi sejak har ke-3,
dengan penambahan dosis NAC, kadar MDA semakin signifikan penurunannya.
Sedangkan kadar GSH pada kelompok ini mengalami peningkatan sejak hari ke-5,
dan semakin signifikan dengan penambahean dosis NAC. Hal ini disebabkan karena

NAC setelah memasuki tubuh akan menjadi cysteine, yang selanjutnya akan
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memasuki sel dan memasuki metabolisme glutathione. Sehingga dikatakan bahwa
NAC merupakan precursor glutathione (GSH). Kemampuan NAC dalam memacu
produksi GSH telah dibuktikan oleh Yim et al., 1994, yang memberi NAC 0,6-1mM
pada kultur sel ginjal, ternyata dalam wakt'u 90 jam terdapat peningkatan glutathione
tereduksi dan glutathione total dengan hasil akhir peningkatan proliferasi sel T
limfosit. Hal yang sama juga telah dicoba pada penderita AIDS yang mendapat
terapi NAC oral 600mg/hari, temyata kadar glutathione intrasel meningkat secara
signifikan dan akhirnya menurunkan proliferasi virus HIV.(Roederer et
al.,1993)(Rossa et al.,2000).

Adanya efek antioksidan dari Chloroquine yang ditambah dengan antioksidan
dari NAC menyebabkan kedua obat tersebut bekerja secara sinergi sehingga kadar
MDA  menurun secara signifikan pada hari ke-7. Hal ini dituniang dengsn
peningkaten kader GSH yang membuktiken behwe NAC dapet menstimulasi
produksi GSH dan menurunkan aktivitas radikal bebas pada infeksi malaria.

5.2.2 Pengaruh kombinasi Chloroquine dan N-Ace?%] Cysteine terhadap
aktivitas Fagositosis Makrofag

Pada penelitian ini didapatkan jumlah rata-rata makrofag aktif berbeda nyata
antara kelompok kontrol dengan semua kelompok perakuan. Demikian juga
perbedaan hari juga menunjukkan perbedaan yang nyata antara kelompok kontrol
dengan kelompok perfakuan. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian periakuan, baik
itu Chloroquine, NAC maupun kombinasi Chloroquine + NAC mempengaruhi aktivitas
fagosit baik pada hari ke-3, ke-5 maupun hari ke-7.

Pada kelompok kontrol, terjadi peningkatan aktivitas fagositosis makrofag

yang signifikan dengan bertambahnya hari. Hal ini dispbabkan karena dengan
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bertambahnya entrosit yang terinfeksi oleh Plasmodium, maka tubuh akan
menstimulasi sel-sel imun termasuk makrofag sebagai komponen imunitas seluler
untuk meningkatkan aktivitasnya. Dengan bertambahnya parasitemia, maka
makrofag yang diproduksi akan semakin tihggi dan aktivitasnya akan meningkat. Hal
ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Siagian , 2003 yang meneliti
pengaruh pemberian TNF-a terhadap proses eritrofagositosis Plasmodium
falciparum. Temyata didapatkan bahwa pada infeksi malaria, eritrofagositosis
meningkat secara signifikan bila dibandingkan dengan kontrol. Adanya infeksi
entrosit oleh Plasmodium akan merangsang sel T menjadi aktif. Selanjutnya akan
teriadi pengeluaran sitokin-sitokin tertentu serta aktivasi sistem komplemen untuk
kemudian akan mengaktifkan limfosit T dan limfosit B. Dengan demikian jumiah
makrofag yang diproduksi akan meningkat sebagai kpmpensasi tubuh untuk
mengeliminasi parasit(Abbas, 2000)(Roitt, 2003)

Pada kelompok mencit malaria yang diberi terapi dengan Chloroquine,
aktifitas fagositosis mengalam’ penurunan, walaupun penyrunan ini baru signifikan
pada hari ke-7. Penurunan ini disebabkan oleh karena :

1. Pada kelompok mencit malaria yang diterapi Chloroquine, parasitemia
mengalami penurunan secara nyata antara hari ke-3, ke-5 dan ke-7. Dengan
penurunan ini tentunya juga makrofag yang aktif akan berkurang. Tubuh tidak
lagi menstimulasi sel-sel imunnya,dalam hal ini sel T berproliferasi, sehingga
secara otomatis makrofag yang dihasilkan juga akan berkurang. Jadi di dalam
tubuh terdapat mekanisme feedback yang berfungsi mengontrol sel-sel imun
agar terjaga keberadaannya dalam melawan parasit (Abbas,20110).

2. Chloroquine dikatakan mempunyai efek mild imungsupressant. Chloroquine

disamping terakumulasi dalam eritrosit terinfeksi Plasmodium, Chloroquine
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juga terakumulasi dalam sel-sel lain, termasuk sel darah putih dan limfosit.

Sesuai sifatnya yang asam, maka keasaman sel akan bertambah sehingga

mempengaruhi stabilitas membran dan aktivitas beberapa protease, termasuk

di dalam limfosit. Akibatnya jurﬁlah limfosit yang berproliferasi menjadi

terganggu dan berkurang. Hal ini tentunya akan mempengaruhi juga

makrofag yang diproduksi, sehingga pada kelompok yang diberi Chloroquine,
jumiah makrofag menurun (Thomson,2002).
Efek imunosupressant ini baru terjadi pada hari ke-7, karena pada saat itu
Chloroquine telah terakumulasi maksimal dalam sel-sel imun dan menimbulkan
penurunan jumiah makrofag.

Pada mencit malaria yang diberi terapi dengan N-Acetyl Cysteine, jumiah
makrofag memang meningkat, tetapi peningkatan ini baru signifikan pada dosis NAC
1 mg/gBB dan baru tercapai pada hari ke-7. Pada har ke-3 dan ke-5, walaupun
jumlah makrofag yang aktif meningkat, tetapi peningkatan tersebut tidak signifikan.
Hz! ini disebabkan karena pada dosis NAC 1mg/gBB, NAC baru mempunyai efek
dalam menstimulasi proliferasi sel T sehingga jumliah makrofag meningkat. NAC
telah diketahui dapat menstimulasi aktivitas makrofag dengan cara meningkatkan
jumlah glutathione intrasel. Glutathione diketahui berperan penting dalam
menstabilkan membran sel, dan sebagai mekanisme pertahanan terhadap
keberadaan oksidan. Walaupun glutahion terbanyak ditemukan di dalam eritrosit,
tetapi glutahion dalam dosis tertentu juga memegang peranan dalam stabilitas
membran sel leukosit dan limfosit(Halliwell & Gutteridge, 1998). Selain itu
glutathione juga dapat meningkatkan jumlah sel T CD4 dan sel T CD 8 yang beredar
dan hal ini diduga berkaitan dengan kemampuannya dalam menghambat produksi IL-

2 yang bersifat sitotoksik (Kinscherf et al., 1994)
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Pada kelompok yang diberi kombinasi Chloroquine dan NAC, jumlah

makrofag yang aktif meningkat secara signifikan pada hari ke-7. Pada hari ke-3, dan
ke-5, belum ada peningkatan jumlah makrofag yang signifikan, baik antara kelompok
kontrol dengan kelompok NAC, maupun antara kelompok kontrol dengan kelompok
kombinasi Chlomquine+NAC. Sedangkan pada han ke-7, jumlah makrofag aktif
meningkat secara signifikan pada kelompok yang diberi NAC dosis 1mg/gBB dan
pada kelompok kombinasi. Peningkatan jumlah makrofag tertinggi pada kelompok
kombinasi Chloroquine+NAC 0,5 mg/gBB. Jadi dapat dikatakan bahwa, peningkatan
aktivitas makrofag baru tercapai pada hari ke-7. Hal ini disebabkan karena pada
waktu itu, NAC mulai tertakumulasi dalam darah dan baju bekerja meningkatkan
proliferasi limfosit T dan proliferasi makrofag.
Walaupun Chloroquine sendiri justru menurunkan jumlah makrofag, tciapi pada
penelitian ini kombinasi Chloroquine dan NAC tetap secara signifikan meningkatkan
aktiftas makrofag. Nampaknya hal ini disebabkan adanya interaksi kedua obat
tersebut secara farmakodinamik sehingga ketika diberikan bersama-sama, kedua
obat tersebut dapat meningkatkan aktivitas fagositosis.

Kemampuan NAC dalam meningkatkan aktivitas makrofag tidak terepas dari
fungsinya sebagai antioksidan. NAC telah dikenal sebagai salah satu obat yang
dapat meningkatkan kadar glutathione intrasel (Halliwell & Gutteridge, 1998).
Glutathione sendiri sangat penting dalam pertahanan sel terhadap adanya oksidan.
Glutathione merupakan salah satu komponen yang menstabilkan memuoran sel
terhadap kerusakan akibat adanya radikal bebas. Glutathions memainkan paran
yang sangat penting dalam produksi ATP dan proses repair DNA mitokondria pada
sel yang terpapar stress oksidatif (Phelps et al., 2004). Pada infeksi malaria, radikal

yang dihasilkan terutama adalah radikal hidroksil yang sangat toksik terhadap sel,
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baik itu sel darah merah yang terinfeksi Plasmodium, maupuyn sel makrofag yang
terstimulasi oleh Plasmodium. Radikal hidroksil juga toksik terhadap sel-se! limfosit
T yang berproliferasi oleh karena rangsangan terhadap mikroorganisme. Dengan
adanya NAC, maka glutathione sel meningkat, sehingga sel makrofag dan sel T
sebagai komponen sistem imun menjadi lebih tahan terhadap radikal hidroksil yang
dihasilkan selama infeksi, sehingga jumlah makrofag yang dihasilkanpun lebih
banyak daripada kelompok kontrol, kelompok Chloroquine maupun kelompok NAC.
Hal ini ditambah oleh fungsi antimalaria dari Chloroquine dan NAC yang secara
poten bekerja secara sinergi mengeliminasi parasit, dan menurunkan aktivitas radikal
bebas, sehingga makrofag rusak semakin menurun,dengan kata lain jumlah

makrofag aktif semakin meningkat.
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BAB 6

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang dapat ditarik dari penelitian ini adalah :

1. Kombinasi Chloroquine dan N-Acety! Cysteine memberi efek sinergi terhadap
penurunan aktivitas radikal bebas hepar selama infeksi Plasmodium berghei,
yang ditunjukkan dengan penurunan kadar malondialdehyde (MDA) dan
peningkatan kadar glutathione(GSH). Efek sinergi ini tercapai pada har ke-7
dan didapatkan pada dosis kombinasi Chloroquine dan N-Acety! Cysteine 0,5
dan NAC 1 mg/gBB.

2. Kombinasi Chloroquine dan N-Acetyl Cysteine diduga membern efek
potensiasi terhadap aktivitas fagositosis makrofag selama infeksi

Plasmodium berghei, efek ini tercapai pada hari ke-7 setelah pemberian obat.

6.2 Saran
1. Penelitian ini perlu dilanjutkan lagi dengan beberapa pendekatan, yaitu :
e Penambahan jumlah kelompok penelitian, pemberiaa dosis yang
bertahap tidak hanya pada kelompok NAC tetapi juga pada kelompok
Chloroquine sehingga kita bisa mengetahui dosis optimum-
Chloroquine dan NAC yang memberikan efek sinergi.

«» Lama penelitian perlu ditambah, sampai tercapai parasitemia 0%
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Perlu diteliti kadar TNF-a, dan beberapa sitokin lain yang diproduksi oleh
makrofag sehingga dapat dibuktikan keterlibatan sitokin dalam kombinasi
Chloroquine dan N-Acetyl Cysteine.

. Perlu diteliti aktivitas sel-sel imun Iéin dalam eliminasi Plasmodium, karena
proses eliminasi Plasmodium melibatkan banyak sel selain makrofag.

Peru diteliti kadar Reactive Oxygen Intermediate (ROIl), sehingga pengaruh
kombinasi Chloroquine dan N-Acetyl Cysteine tersebut titik tangkapnya
ierhadap radikal oksigen ataukah radikal hidroksil.

. Kadar hemozoin juga diperiukan untuk mengembangkan penelitian ini, karena
proses degradasi heme memainkan peran yang sangat penting dalam
patogenesa malaria dan keterlibatan radikal bebas.

. Pemberian Chloroquine yang dikoinbinasi dengan N-Acetyl Cysteine dapat
dipertimbangkan pada penderita malaria, untuk meningkatkan proses
eliminasi Plasmodium dan mencegah terjadinya komplikasi pada infeksi oleh
Plasmodium.

. Penelitian lebih lanjut berupa uji klinis terhadap manusia, yang diber
kombinasi Chloroquine dan N-Acetyl Cysteine mengingat kombinasi kedua
obat ini dapat memberi efek sinergi dalam menurunkan derajat »rarasitemia.

. Penelitian lebih lanjut dengan obat antimalaria selain Chloroquine diperukan

untuk memberi hasil yang terbaik pada pengobatan malaria.
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Cara Pembuatan Inokulan //asmodium

Inokulasi dilakukan sccara intra peritoncal (i.p) scbanyak 107 parasit dalam 0,2

ml darah untuk tiap mencit. Jumlah eritrosit per ml darah dan parasitemia mencit

donor yang akan ditransfer parasitnya terlebih dahulu dihitung,

A. Menghitung jumlah eritrosityml darah

1.

o

Ambil darah dari ujung ekor mencit yang terinfeksi Plasmodium
berghei sebanyak 10 ul dengan mikropipet yang fip-nya telah
dibasahi dengan antikoagulan heparin.

Tambahkan 990 ul PBS sehingga menghasilkan larutan |

Ambil 100ul larutan I dan tambahkan 990 PBS sehingga
menghasilkan larutan II. Jadi telah dilakukan pengenceran 10° kali
Hitung jumlah eritrosit dalam kamar hitung eri Naubauer dengan

rumus :

Jumlah eritrosit/ml darah= N(Z eritrosit dalam S kotak) x § x 10* x 10° (pengenceran)

Keterangan : Isi larutan PBS untuk volume ! liter adrlah NaCl 8 g;

KC10,2¢g; Na;HPO, 1,15g; KH:PO, 0,2g dan aquadest | liter

B. Menghitung parasitemia (P%)

1

19

tsd

N

Buat hapusan darah dari ujung ekor mencit yang terinfeksi
Plasmodium berghet

Pulas dengan Giemsa

Amati dengan mikroskop pembesaran 1000x (dengan minyak imersi)
Hitung jumlah parasit di dalam critrosit per 1000 critrosit

Persentase parasitemia (P%) dihitung dengan rumus :

Po%= X PRBC x 100%
100U eritrosit




C. Cara membuat konsentrasi parasit 107/0,2 ml larutan darah

1. Hitung jumlah parasit per m! dengan rumus :
g)J p p 3

Parasiyml = P% x jumlah eritrosit

2. Menentukan pengenceran darah mencit yang akan ditransfer
parasitnya (untuk inokulasi secara intra peritoneal ditetapkan
konsentrasi parasit 107 parasit dalam 0,2 ml darah untuk tiap mencit
schingga konsentrasi parasitml darah yang dibutuhkan untuk

inokulasi adalah 5 x 10’ parasit)

Rumus pengenceran = X parasit/ml garah mencit yang akan ditranster parasitemianya
Lparasit/ml darah yang dibutuhkan untuk inokulasi

3. Diambil darah dari ujung ckor mencit yang akan ditransfer
parasitnya, dan mengencerkannya dengan larutan M+ sesuai dengan

hasil perhitungan.

Hasil : Jumlah critrosit = 70. 10%ml
Parasitemia = 20%
Jumlah parasit — 20x70.10®
= 1400.10°

Pengenceran = 1400.10° = 2800 x
5.10
(= 10ul darah mencit dalam 28 ml larutan M+ atap 5ul darah mencit dalam

14 ml larutan M+)
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Cara isolasi dan pengukuran fagositosis makrofag peritoneal

A. Cara isolasi dan kuftur makrofag :

1
2

Mencit dibunuh dengan narkose menggunakan kioroform
‘Mencit diletakkan dengan posisi terlentang, kulit dibersihkan dengan
alcohol 70% '

. Kulit bagian perut dan selubung peritoneum dibuka dan dibersihkan dengan

alcohol 70%.

. Sebanyak 10 ml medium tumbuh diinjeksikan ke dalam rongga peritoneum

dan digoyang selama 3 menit.

. Medium tumbuh tersebut kemudian diapirasi kembali dengan jarum suntik

dan dipindahkan ke dalam tabung sentrifuge yang diletakkan diatas es.

. Suspensi sel peritoneal dihitung dengan hemasitometer dan ditambahkan

medium tumbuh sehingga didapatkan suspensi yang mengandung 2x1 0°
sel/ml, kemudian dimasukkan ke dalam mikroplate 24 sumuran sebanyak
1ml/sumur.

. Sel makrofag dibiarkan melekat selama 2 jam. Sel-sel yang tidak melekat

dibuang, sel-sel yang melekat dicuci dengan RPM! tanpa FBS (Fetal
Bovine Serum) sebanyak 2 kali,kemudian diinkubasi dengan medium
tumbuh.

B. Cara uji fagositosis Makrofag peritoneal_

Uji fagositosis makrofag peritoneal non spesifik dilakukan in vitro
menurut Supargiyono (1993) dengan menggunakan /atex beads diameter 3
um. Setelah dicuci dengan PBS, latex beads diresuspensikan dalam PBS
sehingga didapat konsentrasi 10° /ml. Kemudian dilakukan :

1. Cuci makrofag yang telah dikultur 20-24 jam sebelumnya dengan RPMI
sebanyak 2x

2. Lakukan uji sebgai berikut ;: 200ul/ 500 ui latex yang mengandung
kepadatan sel latex 10-20 kali kepadatan sel-sel makrofag tiap sumuran

3. Inkubasikan ke dalam incubator 37°C CO2 selama 1 jam



H

. Supernatan dibuang
Cuci dengan PBS 3x kemudian keringkan

. Fiksasi dengan menggunakan methanol absolut 30 detik, kemudian
keningkan.

> o

7. Tahap Pewarnaan : tambahkan Giemsa 20-25% selama 30 menitt;
kemudian cuci dengan destilated H,0O; Angkat coverslip dar sumuran
keringkan pada suhu ruangan; periksa dibawah mikroskop cahaya
pembesaran 400x.

8. Uji fungsi fagositosis makrofag secara kuantitatif : dalam 200 makrofag
dihitung jumlah makrofag yang memfagositosis partikel latex dan berapa
yang tidak memfagositosis partikel latex kemudian ditentukan jumtah
partikel latex yang difagositosis oleh tiap sel makrofag.
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Data hasil pengakuran jurmlah raakrofag yang me ntagosicos s latex

! makrofeg hart k-
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Hasil Analisis Data Makrofag

Multivariate Testd
Effect Value F Hypothesis df Error df Sig.
PERLAKUA  Pillai's Trace 2.154 5.095 24.000 48.000 .000
Wilks' Lambda 001 ‘19.510 24.000 41.205 .000
Hotelling's Trace 130.342 68.792 24.000 38.000 .000
Roy's Largest Root 122.357 244.7132 8.000 16.000 .000
8. The statistic is an upper bound on F that yields a lower bound on the éigniﬁcanoe level.
b. Design: PERLAKUA
Tests of Between-Subjects Effects
Type Il Suin
Source Dependent Variable | of Squares df Mean Square F Sig.
Model makrofag 3 han 193415.667* 8 24176.958 173.519 .000
makrofag 5 hari 203737.667¢ 8| 25467208 | 157.732 .000
makrofag 7 hari 204071.667° 8 25508.958 190.959 .000
PERLAKUA makrofag 3 hari 193415.667 8 24176.958 173.519 .000
makrofag 5 hari 203737.667 8 25467 208 157.732 .000
makrofag 7 hari 204071.667 8 25508.958 190.959 .000
Error makrofag 3 harl 2229.333 16 139.333
makrofag 5 han 2583.333 16 161.458
makrofag 7 hari 2137.333 16 133.583
Total makrofag 3 hari 195645.000 24
makrofag 5 hari 206321.000 24
makrofag 7 han 2068209.000 24

a. R Squared = 989 (Adjusted R Squared = .983)
b. R Squared = 887 (Adjusted R Squared = .981)
C. R Squared = 990 (Adjusted R Squared = .984)
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