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Abstract: Efforts to discover and develop new antimalarial drugs have increased dramatically in
recent years mainly because of the parasites’ resistance to existing antimalarial drugs. Selection of drug
candidates for clinical trials in man and the design of clinical protocols are based upon consideration of
data from a battery of preclinical test systems. All compounds are assessed initially in one or more primary
models. A compound which is considered active by well established criteria in primary screening test
is considered for further evaluation in successively more rigorous clinical test. At the end of each stage
of testing, a decision is taken to advance the compound to the next stage or to discontinue it. Primary
screening tests should have optimal sensitivity, a high degree of reproducibility, high throughput, should
require a minimum quantity of test compound and bear low cost. As there is growing need for newer
and more efficacious antimalarial drugs escpecially in tropical countries, more sensitive and economical
screening models are needed. This review is an update of various conventional and latest im vifro and in

vivo screening methods being used for evaluation of antimalarial compounds.
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PENDAHULUAN

DI ANTARA faktorutama penyebab kegagalan dalam
pemberantasan malaria adalah timbulnya vektor
malaria, yaitu nyamuk Anopheles, yang resisten
terhadap insektisida, dan parasit, yaitu Plasmodium,
yang resisten terhadap antimalaria yang tersedia.
Resistensi Plasmodium, khususnya Plasmodium
Jalciparum telah menjadi masalah yang serius dan
mengkawatirkan dewasa ini, karena mengakibatkan
terjadinya kegagalan dalam pengobatan bahkan
kematian. Hal ini telah mendorong para peneliti
untuk berupaya menemukan antimalaria baru guna
menggantikan antimalaria yang sudah tidak efektif
lagi. Upaya untuk menemukan antimalaria baru terus
dilakukan, salah satunya melalui eksplorasi senyawa
aktif dari bahan obat alam, terutama tanaman obat
yang secara tradisional digunakan masyarakat untuk
mengobati malaria di berbagai daerah endemik di
dunia‘’.

Upaya menemukan antimalaria baru melalui
eksplorasi terhadap tanaman obat telah dilalkukan
secara sangat intensif pada beberapa dasawarsa
terakhir ini oleh beberapa peneliti di dunia.

* Penulis korespondensi, Tlp. 081315549694
e-mail: syamsudin27@yvahoo.com

Beberapa senyawa baru yang mempunyai aktivitas
antiplasmodial telah berhasil diisolasi dari tanaman
obat yang secara tradisional digunakan oleh
masyarakat di berbagai negara untuk melawan
infelksi P falciparum.

Tumbuhan obat terbukti merupakan salah
satu sumber bahan baku antimalaria karena
beberapa senyawa aktif yang terkandung di dalam
tumbuhan tersebut memiliki efek antimalaria.
Untuk mendapatkan obat antimalaria dari tumbuhan
diperlukan suatu cara pengujian yang memadai mulai
dari uji pre-skrining, uji skrining secara in vitro dan
in vivo, dan berpuncak pada uji klinis.

TEKNIK PENGUJIAN ANTIMALARIA
SECARA IN VITRO

Beberapa metoda telah dikembangkan untuk
mengetahui pengaruh obat terhadap P falciparum
secara in vitro, antara lain metoda yang dikembangkan
oleh Rieckmann. Dalam metoda ini sampel darah
dari penderita ditambahkan ke dalam microplare
yvang mengandung obat dengan beberapa dosis™®.
Kerugian dari teknik ini hanya dapat mengamati
parasit di dalam stadium cincin yang bersirkulasi di
dalam darah tepi., dan kesimpulan diambil dengan
mengukur hambatan maturasi pada stadium schizon
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dari parasit.

Metoda yang saat ini sering digunakan adalah
vang dikembangkan oleh Desjardins e? al., 1979
dengan mengukur inkorporasi dari hipoksantin
oleh parasit®. Metoda ini sangat cepat, sensitif, dan
objektif. Metoda lain adalah dengan mengidentifikasi
produksi laktat dehidrogenase parasit sebagai
indikator pertumbuhan parasit. Metoda ini tidak
memerlukan radioisotop dan dapat dipergunakan
pada daerah endemik™. Beberapa strain Plasmodium
vang dapat dipergunakan untuk pengujian secara in
vitro disajikan pada Tabel 1.

Media kultur. Kultur Plasmodium falciparum
dibuat menurut metoda Trager dan Jensen, 1976.
Kultur terdiri dari sel darah merah dan medium
komplit sehingga hematokrit menjadi 2,5%. Kultur
ini dibiakkan di dalam cawan Petri yang diletakkan
dalam candle jar. Candie jarbeserta isinya diinkubasi
pada 37°C selama 24 jam. Medium komplit diganti
setiap 24 jam®).

Pelarut. Pelarut yvang digunakan adalah etanol,
air, atau DMSO (untuk senyawa yang tidak larut
di dalam etanol). Senyawa yang diuji dilarutkan
di dalam etanol absolut, lalu air steril ditambahkan
sampai konsentrasi 1 mg/ml. Senyawa yang larut
dalam air dilarutkan terlebih dahulu dengan air steril,
kemudian diikuti dengan penambahan etanol dengan
konsentrasi yang sama®®.

Berikut ini adalah penjelasan mengenai teknik
pengujian antimalaria secara in vifro.

Schizont maturation test. Pada prinsipnya
adalah sebagai berikut: Ke dalam sumur mikro
yvang terdiri atas 96 sumur, 20 pl suspensi 10%
eritrosit dengan parasitemia 1,0% dan DMSO 0,1%
dimasukkan ke dalam setiap sumur yang telah berisi
medium RPMI dengan 10% serum dan 0,1% DMSO
yvang mengandung beberapa macam dosis senyawa
yvang diuji sehingga volume akhir 200 pl setiap
sumur. Kemudian, semua sumur yang telah terisi
senyawa uji ditambah 20 pl suspensi parasit dengan
10% eritrosit dengan parasitemia 1,0%. Lempeng
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sumur selanjutnya dimasukkan ke dalam candle jar
dan diinkubasi selama 18-24 jam tergantung umur
parasit pdda awal inkubasi. Metoda ini didasarkan
pada bentuk cincin (trofozoit muda) yang setelah 24
jam akan berubah menjadi preschizon dan schizon.
Ewvaluasi dilakukan setelah inkubasi selama 24 jam.
Setelah inkubasi selama 24 atau 48 jam., lempeng
sumur mikro dikeluarkan, suspensi bagian atas yang
jernih dibuang, suspensi yang pekat dibuat sediaan
apus darah, sediaan dikeringkan pada suhu kamar,
kemudian diwarnai dengan larutan Giemsa®!'®,

Metoda up rake 3H-hipoksantin. Metoda yang
dikembangkan oleh Desjardins et a/., 1979 dengan
mengukur inkorporasi dari hipoksantin oleh parasit®.
Pertumbuhan parasit diamati dari pemalkaian isotop
hipoksantin oleh metabolisme parasit yang tumbuh
di dalam kultur. Dengan mengetahui jumlah
penggunaan isotop oleh parasit, akan diketahui
besarnya pertumbuhan parasit di dalam kultur.
Setelah kultur diinkubasi 60 jam dan pertumbuhan
kultur sehat serta tidak terkontaminasi, ditambahkan
50 pl campuran RPMI dan serum yang mengandung
isotop sebesar 0.25 pCi. Kultur dalam sumuran
dicampur agar homogen, kemudian dimasukkan
ke dalam candle jar untuk dikultur lagi selama 12
jam pada 37°C sehingga didapatkan masa inkubasi
72 jam. Selanjutnya, parasit dipanen menggunakan
pemanenan sel semi-otomatik. Inkorporasi dari
radiolabel ditentukan dengan Liguid Scintillation
Analyzer. Data dari metoda schizont maturation
test dan up take 3H-hipoksantin dianalisis dengan
mengukur persentase penghambatan pertumbuhan
parasit. Konsentrasi penghambatan 50% (IC,))
senyawa uji ditetapkan dengan analisis probiz,
berdasarkan hubungan log kadar senyawa uji dengan
% penghambatan pertumbuhan parasit®).

Metoda pLDH. Metoda ini dikembangkan
oleh Mackler dkk. dengan mengukur kadar laktat
dehidrogenase plasmodium (pLDH)*. pLDH
adalah enzim glikolitik yang diekspresikan dengan
kadar tinggi pada stadium aseksual parasit malaria.

Tabel 1. Beberapa strain Plasmodium falciparum standar.

Nama Asal negara Resisten terhadap
Dd, Indochina Klorokuin, kuinin, pirimetamin, sulfadoksin
Wa Indochina Klorokuin, kuinin, pirimetamin, sulfadoksin
HEB Honduras Pirimetamin
3D, Afrika Barat -
Dy Sierra Leone -
Dio Papua Mew Guinea -
CAMP Malaysia Pirimetamin
FCB Asia Klorokuin, pirimetamin, sikloguanil
TGs Brazil Klorokuin, kuinin, sikloguanil
K, Thailan Klorokuin, pirimetamin
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LDH dapat diukur dengan menggunakan substrat
3-asetilpiridin adenin dinukleotida (APAID), vang
merupakan analog dari NAD. pLDH dapat digunalkan
untuk mengulkur antigen malaria yang berbeda dan
dapat digunakan untuk mendeteksi adanya infeksi
dari beberapa spesies Plasmodium®.

Prinsip pengukurannya adalah sebagai berikut:
Sepuluh mikroliter dari tiap kultur dimasukkan ke
dalam 96 sumuran yvang mengandung 100 pl reagent.
Lempeng ini ditempatkan ke dalam pembaca
ELISA dan penurunan APAD diikuti secara kinetik
pada panjang gelombang 365 nm selama 10 menit
(koefisien ekstingsi APADH adalah 366 nm). Pada
titik akhir setiap sumuran diberikan 20 ul campuran
nitrosoluble rtetrazolium dan garam fenasetin
etosulfat dengan perbandingan 20:1. Penurunan
tetrazolium menjadi garam formazan biru diikuti
selama 10 menit pada panjang gelombang 650 nm
(K650 nm). Pada akhirnya, terbentuknya formazan
biru dievaluasi setelah penambahan 30 pl 2NH_SO,.
Interpretasi pertumbuhan parasit dilakukan secara
evaluasi visual melalui penurunan warna setelah 60
menit inkubasi. Reaksi wama dihentikan dengan
penambahan 5% asam asetat. Data melalui metoda
pLIDH ini dianalisis dengan metoda Log-Logit
menggunakan Softmax™ Software (Molecular
Devices) dengan ekstrapolasi langsung data titrasi ke
dalam %% penghambatan pertumbuhan (IC_)™.

TEKNIK PENGUJIAN ANTIMALARIA
SECARA IN VIVO

Pengujian secara in vivo menggunakan rodent sebagai
hewan uji. Beberapa spesies Plasmodium yang
dapat menginfeksikan rodert dan sering digunakan
untuk pengujian disajikan pada Tabel 2. Untuk
penapisan antimalaria banyak digunakan hewan
coba mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium
berghei. Beberapa protokol yang sering digunakan
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untuk penapisan senyawa antimalaria adalah sebagai
berikut:

Primary biological assesment. Metode pengujian
ini dikembangkan oleh Peters er a/., 19709, Prinsip
pengujiannya adalah sebagai berikut: Hari ke-0:
darah yvang diambil dari mencit donor dengan
parasitemia 309 dicampur di dalam larutan fisiologis
yvang mengandung 10°% P berghei eritrosit per ml.
Sebanyak 0.2 ml suspensi ini disuntikkan secara
intravena (i.v.) atau intraperitoneal (i.p.) ke dalam
kelompok hewan coba. Dalam waktu 2-4 jam setelah
infeksi, kelompok uji diberikan obat dengan dosis
tunggal secara i.p., subkutan (s.k.), i.v., atau oral.
Pada hari ke-1-4, 24, 48 dan 72 jam setelah infeksi,
terhadap kelompok uji diberikan lagi senyawa uji
dengan dosis dan pemberian yang sama dengan hari
ke-0. Hari ke-0.1; 2, 3.dan 4 dilakukan pemeriksaan
parasitemia dengan membuat sediaan apus darah
tipis, dengan pewarnaan Giemsa. Pemeriksaan %
parasitermnia dilakukan untuk setiap 1000 eritrosit dan
dilakukan selama 4 hari berturut-turut®. Data yang
diperoleh digambarkan dalam hubungan antara %
penghambatan parasitemia dan besamya dosis"®,

Secondary biological assessmeni. Untuk
senyawa uji yang memperlihatkan efek yang baik
pada primary 4-day suppressive rest dilakukan
uji lanjutan dengan metoda secondary biological
ASSEeSSert.

a) Dose ranging rest. Metode ini digunakan untuk
mencari ED,, dan ED,, dengan menggunakan 4
tingkatan dosis (3 mg/kg, 10 mg/kg, 30 mg/kg, dan 100
mg/kg dengan cara pemberian secara s.k. dan oral).
b) Onser of activity and recrudescernice. Pada metode
ini diberikan dosis tunggal 100mg/kg selama 3 hari
setelah infeksi secara s.k. Pada kelompok kontrol
diberikan pelarut. Setelah 12 jam, 24 jam, dan hari
ke-33 dari ujung ekor hewan uji diambil darah
untuk pemeriksaan sediaan apus darah setiap hari
menggunakan pewarnaan Giemsa.

Tabel 2. Karakteristik beberapa spesies Plasmodium pada rodenr untuk uji malaria.

Spesies Plasmodinum

P. berghei P. Yoelii P. Chabaudi P. vinckei
Isolasi 1948 (Zaire) 1965 (CAR) 1965 (CAR) 1952 (Zaire)
Siklus asinloron asinkron sinkron snkron
Periode 22-25 jam 22-25 jam 24 jam 24 jam
Sel host retikulosit retikulosit sel darah sel darah
Merozoit per schizon 12-18 12-18 6-8 6-12

Penggunaan skrining

Shat studi valesin

mekanisme resistensi

stadium hati variasi antigen

Keterangan: CAR: Central Africa Republic
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¢) Prophylactic test. Pada uji ini mencit diberikan
senyawa uji dengan dosis 100 mg/kg pada 72 jam,
48 jam, 24 jam, dan 0 jam pada waktu infeksi,
kemudian dilakukan pemeriksaan parasitemia dengan
pemeriksaan sediaan apus darah. Untuk semua uji
dapat digunakan klorokuin sebagai kontrol positif
ED_, 1,5-1,8 mg/kg dengan menggunakan Plasmodium

Penapisan secara in vitro
P. falciparum ICsy,

IC50 <= 1uddl

A
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berghei ANKA pada pemberian s.k. dan oral.

Tertiary biological assessment. Metode ini
digunakan untuk menguji antimalaria baru dengan
target kerja yang sama dengan obat antimalaria
yvang ada guna mengetahui adanya resistensi silang.
Diagram alir penapisan senyawa antimalaria
disajikan pada Gambar 1.

P. chabaudi
4 hari rrearment

Primary in vivo rast
P berghei ANKA
y
Aktivitas antimalaria Aktivitas antimalaria
= Q0% — = Q0% L
y
P. berghei ANKA
4 harn freatmenr
y
P, bergiiei ANEKA P. barghei ANIK A
lhari treatment L lhari freanment
EDsg'EDerEDgs
r v ¥

P. berghei ANEKA
Omset kerja dan
recrudescence

P. berghei ANEA
Uji profilakeif

P. berghei ANEA
Uji resistensi

Gambar 1. Diagram alir penapisan senyawa antimalaria.

PENGEMBANGAN ANTIMALARIA
YANG BERASAL DARI TUMBUHAN

Timbulnya resistensi terhadap obat antimalaria
seperti klorokuin dan lainnya ikut mendorong
gerakan kembali ke alam untuk mencari obat lain
dengan mekanisme kerja yang berlainan serta

mengembangkan antigen dan vaksin antimalaria.
Upaya untuk menemukan antimalaria baru dari
tanaman obat telah dilakukan secara sangat intensif
pada beberapa dasawarsa terakhir ini oleh beberapa
peneliti di dunia®?.

Semenjak 1947 telah dilakukan penapisan
aktivitas antiplasmodium secara in vivo terhadap P
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gallinaceum dalam ayam, serta 2. cathemerium dan
£, lophurae dalam bebek, dengan menggunakan
lebih dari 600 jenis tanaman dari 126 suku. Dari
pengujian tesebut, 33 jenis tanaman memberikan
hasil positif. Tanaman yang paling potensial adalah
dari suku Amaryllidaceae dan Simarubaceae.
Antimalaria burung bukan merupakan indikator
antimalaria pada manusia, karena itu pada 1947 tidak
ada tindak lanjut untuk mengisolasi senyawa aktif
antimalaria tersebut(''-12),

Beberapa tanaman obat yang telah digunakan
oleh masyarakat secara tradisional untuk mengobati
malaria di berbagai negara dunia, terutama dari A frika
dan Amerika Selatan, telah menjadi objek penelitian
untuk menemukan molekul baru antimalaria. Ekstralk
beberapa tanaman obat tersebut terbukti mempunyai
aktivitas antiplasmodium yang sangat kuat ac,<io
pg/ml) sehingga potensial untuk dikembangkan lebih
lanjut menjadi fitofarmaka atau bahkan antimalaria
modern. Di antara tanaman tersebut bahkan telah
berhasil diisolasi senyawa aktifnya, namun tidak
semuanya dapat dikembangkan lebih lanjut menjadi
antimalaria baru karena toksisitasnya yang cukup
tinggi.

SIMPULAN

Kemajuan yang telah dicapai dalam metoda
pembiakan P falciparum dan metoda pengujian
baik secara in vifro maupun iz vive membawa pula
kemajuan dalam peneclitian obat-obat antimalaria
yang berasal dari tumbuhan.
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