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ASAM L ASKORBAT MENINGKATKAN AKTIVITAS ANTIMALARIA ARTEMISININ
BERGANTUNG KONSENTRASI

Susy Tjahjani', Tri Hanggono Achmad’, Din Syafruddin’, Ridad Agoes®,
Muchtan Sujatno’
'Bagian Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Kristen Maranatha,
“Bagian Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Padjadjaran,
°Eijkman Institute for Molecular Biology,
‘Bagian Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Padjadjaran,
°Bagian Farmakologi/ Farmakologi Klinik Fakultas Kedokteran Universitas Padjadjaran

ABSTRAK

Artemisinin, suatu senyawa endoperoksida siklik (seskuisterpen lakton), mempunyai efikasi antimalaria sangat
ampuh terhadap Plasmodium multiresisten. Mekanisme kerja artemisinin sebagai antimalaria masih belum jelas,
tetapi perannya dalam produksi carbon centered free radical setelah bereaksi dengan heme telah diketahui. Dengan
terjadinya alur permeasi baru pada membran eritrosit yang terparasitisasi, diharapkan asam Levo (L) askorbat
sebagai suatu antioksidan yang hidrofilik tidak akan menembus membran tersebut. Oleh karena itu, suplementasi
asam askorbat pada pengobatan menggunakan artemisinin perlu dipelajari, apakah asam askorbat tersebut
mempengaruhi aktivitas antimalaria obat tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek berbagai
konsentrasi asam askorbat terhadap Plasmodium falciparum yang diinkubasi dengan artemisinin in vitro. P.
falciparum strain 3D7 dikultur secara in vitro dengan diberi artemisinin IC,, dan berbagai konsentrasi asam askorbat
serta diinkubasi selama 24 jam pada candle jar dalam inkubator suhu 37°C. Eksperimen dilakukan dengan 3 kali
replikasi. Hasil eksperimen dianalisis dengan ANOVA dan Tukey HSD, penelitian dilakukan dengan metode
eksperimental. Eksperimen ini dilakukan di Ejjkman Institute for Molecular Biology JI. Dipenogoro 69 Jakarta dari
Januari sampai Desember 2007. Hasil eksperimen menunjukkan bahwa konsentrasi asam askorbat 4-20 uM dapat
meningkatkan aktivitas artemisinin. Suplementasi asam askorbat dalam konsentrasi 100-500 pM tidak
mempengaruhi aktivitas artemisnin sedangkan dalam konsentrasi 2.500 yM menurunkan aktivitasnya. Kesimpulan
penelitian ini asam laskorbat dapat meningkatkan aktivitas antimalaria artemisinin tergantung konsentrasinya, yaitu
pada konsentrasi 4-20 uM.

Kata kunci: Vitamin C, antimalaria, artemisinin

L ASCORBIC ACID INCREASES ANTIMALARIAL ACTIVITY OF ARTEMISININ
CONCENTRATION DEPENDENTLY

ABSTRACT

Artemisinin, a cyclic endoperoxide compound (sesquisterpene lactone), exhibits antimalarial activity with high
efficacy against multi-drug resistant parasite. Its precise mechanism remains unclear but involvement of the
production of carbon-centered free radical upon the reaction with heme has been confirmed. Because of new
permeation pathway evidence at parasitized red blood cell membrane, L ascorbic acid as hydrophilic antioxidant is
expected not to penetrate the membrane. Therefore, supplementation of ascorb ic acid in the malaria treatment using
artemisinin, need to be studied whether it interferes with the antimalarial activity. The aim of this study was to
determine the effect of various concentrations of ascorbic acid against Plasmodium falciparum in vitro in the presence
of artemisinin. The P. falciparum, 3D7 strain was propagated in vitro in the presence of IC,, of artemisinin and
supplemented with a wide concentration ranges of ascorbic acid and incubated for 24 hours in a candle jar at 37°C
incubator. The experimentwas done in triplicate and the result was examined and analyzed using ANOVA and Tukey
HSD. The experimental metrhod study was conducted at Eijkman Institute for Molecular Biology from January to
December 2007. Our results showed that4-20 uM ascorbic acid increased the artemisinin activity.
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Supplementation with ascorbic acid at concentration 100-500 uM did not alter significantly the artemisinin activity
where as ascorbic acid at dose 2.500 pM did reduce the activity. It was concluded, that L asorbic acid increases
antimalarial activity of artemisinin concentration dependently, i.e at 4 yM and 20 uM

Key words: Vitamin C, antimalaria, artemisinin

PENDAHULUAN

Malaria pada manusia merupakan penyakit
dengan morbiditas dan mortalitas yang tinggi
dan di seluruh dunia diperkirakan terdapat 300
sampai 500 juta kasus/tahun malaria sebanyak
dengan angka kematian mencapai 1,5- 2,7 juta
per tahun.' Pada masa eradikasi malaria
setengah abad yang lalu, malaria berhasil
dieliminasi atau ditekan dengan efektif di
berbagai bagian dunia, terutama pada daerah
subtropik. Saat ini malaria muncul kembali di
daerah yang tadinya sudah bebas. Hal ini terjadi
karena adanya resistensi parasitnya terhadap
obat malaria.’

Sebagai salah satu upaya untuk
mengatasi resistensi parasit terhadap obat
antimalaria, maka diperkenalkanlah artemisinin,
obat yang sangat berkhasiat terhadap
Plasmodium, baik P. falciparum ataupun P, vivax,
yang resisten terhadap obat antimalaria
konvensional.™® Artemisinin merupakan suatu
free radical generating antimalaria karena
merupakan senyawa endoperoksida siklik
(sesquisterpene endoperoxide) yang akan
mengoksidasi heme membentuk radikal bebas
sehingga mencegah polimerisasi heme lebih
lanjut menjadi hemozoin yang tidak toksik.
Radikal bebas yang terbentuk ini akan merusak
membran plasma parasit dan mengganggu
enzim parasit sehingga menimbulkan kematian
parasit tersebut.® Radikal bebas yang terbentuk
juga terlibat dalam kalainan patologik jaringan
inang, misalnya kerusakan pada permukaan
endotel pembuluh’ darah selama menderita
malaria seperti pada malaria serebral,” dan
terjadinya sekuestrasi eritrosit yang terinfeksi
oleh stadium aseksual lanjut dalam kapiler dan
venula jaringan pada berbagai organ yang
menyebabkan kerusakan organ tersebut.® Selain
itu neuropati toksik yang berupa
neurodegenerasi batang otak sebagai akibat
pemakaian artemisinin juga dapat disebabkan
oleh stres oksidatif serta defisiensiantioksidan.’

Untuk mengatasi dampak radikal bebas
yang dihasilkan oleh artemisinin terhadap sel
inang, diperkenalkan suplementasi asam Levo
(L) askorbat yang dikenal sebagai vitamin C,
suatu antioksidan yang larut dalam air. Pada
penyakit malaria falciparum yang menyerang
anak-anak Nigeria didapatkan penurunan kadar
asam askorbat ini serta tingginya kadar lipid
peroksida dalam plasma yang
bertanggungjawab terhadap kerusakan jaringan
pada penderita malaria.” Pemberian asam
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askorbat in vitro dapat mengurangi apoptosis sel
endotel yang disebabkan malaria."! Asam
askorbat yang merupakan molekul hidrofilik
diharapkan tidak dapat masuk kedalam sel
eritrosit yang terparasitisasi karena pada
membran eritrosit yang terparasitisasi, terjadi
suatu perubahan jalur permeasi baru (new
permeation pathway). Keadaan ini
mengakibatkan dapat ditembus oleh membran
eritrosit terparasitisasi tersebut hanyalah
molekul kecil yang hidrofobik saja.'” Pemberian
suplementasi asam askorbat pada terapi malaria
dengan artemisinin akan sangat bermanfaat
bagi inang. Sejauh mana pengaruh
suplementasi ini terhadap aktivitas artemisinin
sebagai antimalaria masih perlu dipelajari lebih
lanjut. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh asam askorbat terhadap aktivitas
antimalaria artemisinin atau adakah interferensi
asam askorbat terhadap aktivitas antimalaria
artemisinin.

BAHAN DAN METODE PENELITIAN

Bahan penelitian:

P. falciparum beku strain 3D7 (diperoleh dari
Lembaga Eijkman Jakarta), medium rapid
prototyping and manufacturing institution (RPMI)
yang berisi eritrosit dan serum manusia yang
sudah diinaktivasi sebagai medium kultur
Plasmodium, artemisinin pro-analitik (Sigma-
Aldrich), dan asam askorbat pro-analitik.

Metode penelitian:

P, falciparum beku dicairkan kemudian dikultivasi
dalam medium kultur yang mengandung eritrosit
dengan hematokrit 5% dan serum manusia 10%
serta ditaruh dalam candle jar yang kemudian
diinkubasi dalam inkubator suhu 37°C. Medium
kultur tiap hari diganti sampai mencapai stadium
parasit yang sama, dengan tingkat parasitemia
1-2%. Pelet eritrosit dengan volume yang sama
dimasukkan kedalam masing-masing sumur
pada lempeng mikro 4x6 yang berisi medium
kultur dengan artemisinin IC,, dan asam
askorbat berbagai konsentrasi, yaitu 0 uM, 4 uM,
20 pM, 100 pM, 500 pM, dan 2.500 pM,
sedemikian rupa sehingga volume masing-
masing sumur adalah 1 mL. Lempeng mikro
kemudian diinkubasi dalam candle jar di dalam
inkubator suhu 37°C selama 24 jam. Setelah 24
jam, parasitemia pada pelet eritrosit tersebut
diperiksa secara mikroskopik dengan
pewarnaan Giemsa. Dilakukan penghitungan
jumlah eritrosit yang terparasitisasi dalam 1.000
eritrosit, kemudian jumlah eritrosit terparasitisasi
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v

pRBC

Gambar Foto Apus Pelet Eritrosit dalam Kultur + Artemisinin + Asam Askorbat Konsentrasi 20
MM dengan Perbesaran 1.000 kali (pPRBC: parasitized red blood cell)

Tabel Hasil Parasitemia pada Lempeng Mikro Setelah Inkubasi 24 jam

K KA C4 Cz) C1m Csoo Czoo
2,101 1,086 0,360 0,286 0,760 1,104 1,243
1,848 0,558 0,394 0,337 0,558 0,853 0,865
1,592 0,658 0,276 0,443 0,564 0,653 1,519
Rata- 1,847° 0,767° 0,343° 0,355 0,627  0,870™ 1,209°

rata
+ 10255 + 0,280 + 0,061 + 0,080 + 0115 + 0,226 + 0,328
Huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda bermakna (p < 0,05)

Keterangan:
K =kultur P. falciparum tanpa artemisinin dan tanpa asam askorbat

KA =kultur P, falciparum yang diinkubasi dengan artemisinin IC,, tanpa asam askorbat

C, =konsentrasiasam askorbat 4 uM dalam kultur P, falciparum yang diinkubasi dengan artemisinin IC.,.

C,, = konsentrasiasam askorbat 20 uM dalam kultur P. falciparum yang diinkubasi dengan artemisinin IC,.
C,» = konsentrasi asam askorbat 100 uM dalam kultur P. falciparum yang diinkubasi dengan artemisinin G,
Cs» = konsentrasi asam askorbat 500 uM dalam kultur P. falciparum yang diinkubasi dengan artemisinin [oRe

C, 0 = konsentrasi asam askorbat 2.500 uM dalam kultur P. falciparum yang diinkubasi dengan artemisinin IC,.

ini dijadikan persen per 100 eritrosit. Eksperimen
dilakukan dengan replikasi sebanyak 3 kali. Hasil
penelitian dianalisis dengan ANOVA dan uji
Duncan padaa=0,05.

HASIL PENELITIAN

Setelah masa inkubasi berakhir, medium kultur
dibuang dan dibuat apus pelet eritrosit hasil
inkubasi dengan pewarnaan Giemsa seperti
hasil tampak pada Gambar.

Hasil parasitemia dalam masing-masing
sumur pada lempeng mikro adalah seperti yang
terdapat pada Tabel

Karena semua data persentasi
parasitemia dalam kultur P. falciparum yang
diinkubasi dengan artemisinin IC,, dan asam
askorbat berbagai konsentrasi tersebut nilainya
< 20%, maka sebelum dianalisis lebih lanjut
dengan menggunakan ANOVA, data tersebut
perlu ditransformasi terlebih dahulu dengan
transformasi arkus sinus supaya terdapat
sebaran datayang normal.

178

Tampak bahwa parasitemia pada C,,
dan C,,, = KA, parasitemia pada C,dan C,, <KA,
sedangkan parasitemia pada C,,, > KA. Hal ini
berarti bahwa konsentrasi asam askorbat 100
MM dan 500 pM dalam kultur tidak
mempengaruhi aktivitas artemisinin sebagai
antimalaria; konsentrasi asam askorbat 4 yM
dan 20 uM dalam kultur meningkatkan aktivitas
tersebut, sedangkan konsentrasi asam askorbat
2.500 uM mengurangi aktivitas obat ini.

PEMBAHASAN

Fakta yang didapat bahwa asam askorbat
konsentrasi rendah dapat menurunkan tingkat
parasitemia pada kultur eritrosit, mungkin karena
asam askorbat konsentrasi rendah dalam
medium kultur tersebut meredam oksidan
secara lengkap dan asam askorbat tersebut
berubah menjadi dehydroascorbic acid (DHA)
yang stabil.” Hal ini menyebabkan integritas
membran eritrosit lebih kuat dan lebih tahan
terhadap stres oksidatif, sehingga eritrosit

~ MKB Volume XL No. 4 - Tahun 2008



tersebut tidak mudah pecah dan invasi parasit

kedalam eritrosit baru menjadi berkurang. DHA

bukan merupakan uncoupler sehingga tidak
mudah menembus membran eritrosit yang
terparasitisasi, akibatnya tidak terjadi recycle

DHA dalam eritrosit yang terparasitisasi

tersebut,”"  sehingga konsentrasi asam

askorbat dalam sel eritrosit yang terparasitisasi
tersebut tidak meningkat. Oleh karena itu dalam
eritrosit yang terparasitisasi, tidak terjadi
penurunan kadar radikal bebas yang merupakan
salah satu mekanisme kerja artemisinin. Di satu
pihak asam askorbat bekerja melindungi
membran eritrosit, dan di pihak lain asam
askorbat tersebut tidak mengurangi efek
antimalaria artemisinin dalam sel eritrosit yang
terparasitisasi sehingga hasil akhir keduanya
akan meningkatkan efek antimalaria artemisinin.
Persentasi parasitemia dalam kultur P
falciparum + artemisinin yang mengandung
asam askorbat konsentrasi 100 M dan 500 uM
sama dengan persentasi parasitemia pada kultur
yang mengandung artemisinin saja (KA).
Berbeda dengan persentasi parasitemia

pada kultur yang diinkubasi dengan artemisinin
dan asam askorbat konsentrasi 4 M dan 20 M,
pada kultur yang diinkubasi dengan artemisinin
dan asam askorbat konsentrasi lebih tinggi, yaitu
2.500 M, didapatkan persentasi parasitemia
yang lebih besar secara bermakna dibandingkan
dengan persentasi parasitemia pada kultur yang
diinkubasi dengan artemisinin dan asam
askorbat konsentrasi 0 uM, 4 uM, 20 uM, 100 uM,
dan 500 M. Hal ini berarti asam askorbat dengan
konsentrasi tinggi tersebut menurunkan efek
antimalaria artemisinin. Ada beberapa hal yang
dapat menjelaskan hal ini, di antaranya adalah:

» Dalam teori kemiosmotik dikatakan bahwa
suatu uncoupler, misainya asam askorbat
yang telah mereduksi pro-oksidan dan
menjadi - radikal askorbil, akan dengan
mudah masuk kedalam inner mitochondria
membrane."" Teori ini juga mungkin berlaku
bagi asam askorbat konsentrasi tinggi dalam
media kultur karena dalam konsentrasi tinggi
tersebut, sehubungan dengan melimpahnya
asam askorbat, asam askorbat dalam
peredaman radikal bebas dalam kultur hanya
melepaskan satu elektron menjadi radikal
askorbil yang merupakan uncoupler.
Uncoupler ini dapat menembus membran
eritrosit yang terparasitisasi dan radikal
askorbil ini kemudian mengalami recycling
dalam eritrosit tersebut menjadi asam
askorbat lagi untuk kemudian masuk
kedalam vakuola makanan parasit sehingga
menghambat efek artemisinin. Artemisinin
juga bekerja dalam vakuola makanan
tersebut dengan meredam radikal bebas
yang terbentuk sebagai akibat kerja
artemisinin sehingga persentasi parasitemia
meningkat.
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» Dalam konsentrasi asam askorbat yang
tinggi mungkin, asam askorbat, yang tadinya
tidak dapat menembus membran eritrosit
yang terparasitisasi karena adanya NPP
(new permeation pathway), dapat memasuki
eritrosit yang terparasitisasi kemudian
kedalam vakuola makanan parasit sehingga
menghambat kerja artemisinin sebagai
antimalaria dan meningkatkan persentase
parasitemia.

Dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa asam askorbat dapat meningkatkan
aktivitas antimalaria artemisinin bergantung
konsentrasinya, yaitu pada konsentrasi 4 uM dan
20 uM. Berdasarkan hasil penelitian di atas, pada
penderita malaria, khususnya yang mendapat
terapi artemisinin disarankan untuk pemberian
suplementasi asam askorbat dalam suatu dosis
tertentu agar dampak negatif radikal bebas
terhadap sel inang diredam tetapi tanpa
mengurangi aktivitas artemisinin. Untuk
mengetahui seberapa besar dosis asam
askorbat yang perlu diberikan untuk mancapai
tujuan tersebut, perlu dilakukan uji in vivo.
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