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ABSTRAK

Malaria dapat menyebabkan disfungsi multi organ yang dikaitkan oleh respon inflamasi
yang dipicu salah satunya produksi mediator inflamasi yang dikeluarkan dari eritrosit
terinfeksi yang lisis. Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya resveratrol memiliki
aktivitas farmakologi seperti imunomodulator, kardioprotektif, antiinflamasi,
antioksidan, dan antimalaria. Tujuan dari penelitian ini mengevaluasi pengaruh
resveratrol terhadap organ mencit yang terinfeksi malaria Plasmodium berghei ANKA.
Mencit swiss webster yang telah terinfeksi P. berghei dikelompokan secara acak dan
diberikan resveratrol 25, 50, 100 mg/kg bb secara per oral selama tujuh hari. Parameter
pengamatan meliputi indeks organ dan histopatologi organ hati, limpa serta ginjal. Hasil
menunjukan resveratrol pada dosis 25, 50, 100 mg/kg bb memiliki nilai indeks organ
limpa, hati, dan ginjal yang lebih kecil bila dibandingkan dengan kelompok kontrol
(P<0,05). Sedangkan hasil pengamatan histologi limpa, hati, dan ginjal pada mencit yang
diberikan resveratrol berbagai dosis menunjukan adanya perbaikan sel. Resveratrol pada
dosis 25, 50, 100 mg/kg bb mempengaruhi terhadap indeks organ mencit yang terinfeksi
P. berghei dan merupakan salah satu indikator bahwa resveratrol dapat mengurangi
komplikasi malaria.

Kata kunci: Malaria, Plasmodium berghei ANKA, resveratrol.
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ABSTRACT

Malaria can cause multi-organ dysfunction associated with an inflammatory response
triggered by the production of inflammatory mediators released from the lysis of
infected erythrocytes. Based on the results of previous studies, resveratrol has
pharmacological activities as an immunomodulator, cardioprotective, anti-
inflammatory, antioxidant, and antimalarial. This study aimed to evaluate the effect of
resveratrol on the organs of mice infected with Plasmodium berghei ANKA. Swiss
webster rats infected with P. berghei were randomly assigned and given resveratrol at
25, 50, and 100 mg/kg BW orally for seven days. Observation parameters include organ
index and histopathology of the liver, spleen, and kidney. The results showed that the
dose of resveratrol was 25, 50, and 100 mg/kg BW had lower index values of spleen,
liver, and kidney when compared to the control group (P<0.05). In contrast, histological
observations of the spleen, liver, and kidneys of mice given resveratrol with various
doses showed an improvement in cells. Resveratrol doses of 25, 50, and 100 mg/kg BW
dffects the organ index of mice infected with P. berghei and is one indicator that
resveratrol can reduce malaria complications.

Keywords: Malaria, Plasmodium berghei ANKA, resveratrol

Pendahuluan sumber yang potensial untuk
Malaria merupakan masalah dikembangkan sebagai antimalaria baru
kesehatan masyarakat yang utama di adalah berasal dari bahan alam salah
dunia, menyebabkan sekitar 0,7-1 juta satu contohnya adalah resveratrol.
kematian per tahun. Kira-kira, setengah Resveratrol merupakan flavonoid
dari populasi dunia berisiko malaria yang banyak terkandung pada anggur,
(World Health Organization, 2019). Salah nangka, mulbery. Berasarkan hasil
satu penyebab kematian dari pasien penelitian  sebelumnya resveratrol
malaria dikarenakan terjadinya disfungsi dilaporkan memiliki aktivitas farmakologi
multi organ. Disfungsi multiorgan ini seperti imunomodaulator,
dapat dikaitkan oleh respon inflamasi kardioprotektif, antiinflamasi,
yang dipicu dari beberapa faktor seperti antioksidan, dan antimalarial (Shaito et
produksi mediator inflamasi yang al. 2020).
dikeluarkan dari eritrosit terinfeksi yang Pengaruh resveratrol terhadap
lisis, perlekan leukosit dengan organ organ mencit yang terinfeksi
mikrovaskular (Milner et al. 2013, 2014). Plasmodium berghei ANKA masih belum
Pengembangan dan pencarian banyak diketahui, berdasarkan hal
antimalaria baru baik berasal dari sistetis tersebut maka dilakukan pengujian
atau dari alam terus diupayakan karena pengaruh resveratrol pada hewan uji
terjadinya resistensi parasit malaria yang terinfeksi malaria.

terhadap obat malaria yang tersedia saat
ini (Raphemot dkk. 2020). Salah satu Metode Penelitian
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Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan pada
penelitian ini adalah mikroskop biokuler
(Olympus BX-53), kamera optilab, dan
alat-alat gelas lain yang lazim digunakan
di laboratorium.

Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini antara lain Na CMC, NaCl
(Chengdu Biopurify Ltd.),
klorokuin (Sigma), antikoagulan heparin

Resveratrol

(Inviclot®), pewarna giemsa (Merck®),
pewarna hematoksilin-eosin (Merck®),
formalin dan minyak imersi.

Parasit

Parasit yang digunakan dalam
yang
Laboratorium Malaria

penelitian adalah P. berghei
diperoleh dari
Fakultas Farmasi universitas Jenderal

Achmad Yani.

Jalannya Penelitian

1. Persetujuan Etik
Penelitian ini dilakukan setelah
menerima persetujuan sebelumnya
dari komite etik preklinik Fakultas
Farmasi universitas Jenderal Achmad
Yani dengan 8015/KEP-

UNJANI/1/2021.

2. Inokulasi parasit

nomer

Setiap mencit diinokulasi dengan

P. berghei secara intraperitoneal
sebanyak 200 pL yang mengandung
1x10°.

pertumbuhan parasit melalui apusan

parasit Pengamatan
darah tipis dibuat dari darah yang
diambil melalui ekor mencit. Apusan
darah tipis diwarnai dengan pewarna
giemsa.

3. Uji aktivitas antiplasmodium
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Uji  aktivitas antiplasmodium
dilakukan sesuai dengan metode yang
dijelaskan  oleh  Peter  (Peters
W,1995). Setelah mencit terinfeksi P.
ANKA

parasitemia 2%,

berghei dengan  tingkat
mencit
dikelompokan secara acak dan dibagi
menjadi beberapa kelompok (n=5).
Kelompok 1 diberikan Na CMC 0,5 %,
kelompok 2 diberikan klorokuin
20 mg/kg bb, kelompok 3 diberikan
resveratrol 25 mg/kg bb, kelompok 4
50 mg/kg

kelompok 5 diberikan

diberikan resveratrol
bb, dan
resveratrol 100 mg/kg bb. Sediaan
diberikan setiap hari secara per oral
Setelah
selesai,

selama empat hari.

pemberiaan sediaan  uji
dilakukan pembuatan apusan darah
tipis dengan mengambil darah dari
difiksasi

diwarnai

ekor mencit, kemudian

dengan methanol dan
dengan pewarna giemsa 10%. Apusan
darah tiap mencit diamati dibawah
mikroskop (Olympus BX-53) dengan
bantuan  minyak  imersi
100x.

diperiksa untuk menghitung rata-rata

pada

perbesaran Setiap  slide

parasitemia dengan menggunkan

rumus sebagai berikut:

% Parasitemia =
Jumlah sel darah merah yang terinfeksi
yang LernyeEs ¥ 100
1000 sel darah merah

. Indeks organ

Pada hari ke empat seluruh
hewan uji dikorbankan dengan cara
dimasukan kedalam kotak dan

dialirkan gas CO,, kemudian dilakukan
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pembedahan dan diambil organ hati,
limpa dan ginjal. Parameter
pengamatan meliputi indeks organ
dan pengamatan histopatologi.
dihitung
menggunakan rumus sebagai berikut:

Indekss organ dengan

% indeks organ =
Bobot organ (g) X 100

Bobot badan mencit (g)

5.Pengujian histopatologi
Jaringan hati, limpa dan ginjal,
dicuci dengan NaCl dan difiksasi
dalam larutan formalin 10% selama
24 jam, kemudian didehidrasi dalam
alkohol, tertanam dalam parafin, dan
diiris tipis hingga ketebalan 4-5
mikron. Irisan diwarnai dengan
hematoxylin dan eosin dan diamati di

bawah mikroskop.

Analisis Statistik

Data yang ditampilkan adalah
rata-rata * kesalahan baku/ Standard
Error of Mean. Data dianalisis dianalisis
secara statistik menggunakan ANOVA
(satu arah) diikuti uji-t dengan tingkat
kepercayaan 95% (P<0,05) menggunakan
perangkat lunak GraphPad Prism Versi
8.3.

Hasil dan Pembahasan
Uji Aktivitas Antiplasmodium
Uji  aktivitas  antiplasmodium
dilakukan sesuai dengan metode Peter
yang dikenal dengan metode tes supresif
empat hari (4-day suppressive test) yang
pada umumnya bertujuan  untuk
mengevaluasi kandidat senyawa yang
memiliki aktivitas antiplasmodium pada
infeksi awal.

Hasil penelitian aktivitas
antiplasmodium resveratrol terhadap P.
berghei ditunjukan pada Tabel 1. Persen
parasitemia kelompok resveratrol dosis
25, 50 dan 10 mg/kg bb memiliki nilai
yang lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok kontrol (P<0,05). Persen
parasitemia dari yang terendah hingga
yang tertinggi secara berturut-turut
ditunjukan oleh kelompok klorokuin 20
mg/kg bb, kelompok resveratrol 100
mg/kg bb, 50 mg/kg bb, 25 mg/kg bb,
dan kelompok kontrol. Hasil penelitian
ini sejalan dengan hasil penelitian
sebelumnya dimana resveratrol yang
terkandung dalam ekstrak methanol akar
Pleuropterus ciliinervis yang memiliki
aktivitas antiplasmodium (Moon dan Sim

2008).

Tabel 1. Persen pertumbuhan dan hambatan P. berghei setelah pemberian sediaan

resveratrol secara peroral dan dosis efektifso.

Kelompok % Parasitemia % Hambatan DEso
Kontrol 11,72+0,87 0 27,25 mg/kg bb
Klorokuin 20 mg/kg bb 0 100
Resveratrol 25 mg/kg bb 6,02+0,33%" 48,82
Resveratrol 50 mg/kg bb 5,22+0,35% 55,462
Resveratrol 100 mg/kg bb 4,80+1,55%° 59,04 b

Data dinyatakan dalam rata-ratatstandar error; n=5; 2 : p<0,05 terhadap kelompok Kontrol; ® :

p<0,05 terhadap kelompok klorokuin.
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Jika
kelompok uji <

rata rata parasitemia
90% dari parasitemia
kelompok kontrol, maka senyawa uji
tersebut dapat disebut aktif (Peter dan
1998).

pertumbuhan parasit dihitung dengan

Anatoli, Persen  hambatan

menggunakan rumus:
A-B
% Hambatan = e X 100

Dimana: A = rata-rata
parasitemia kelompok control dan B =
rata-rata parasitemia kelompok uji.

Hasil

pertumbuhan parasit meningkat seiring

persen hambatan
dengan peningkatan dosis resveratrol
yang digunakan. Dari hasil perhitungan
didapatkan perkiraan nilai efektif dosis

50 resveratrol sebesar 27,25 mg/kg bb.

Indeks Organ
Hasil

pemberian resveratrol dapat dilihat dari

indeks organ setelah
pada Gambar 1. Hasil statistik indeks
organ hati, limpa dan ginjal kelompok
klorokuin menunjukan perbedaan yang
bermakna dengan kelompok kontrol

(P<0,05), sedangkan hasil statistik indeks

Indeks Organ (%)

Hati

Limfa

organ ginjal kelompok resveratrol dosis
50 mg/kg bb dan 100 mg/kg bb yang
hanya menunjukan perbedaan bermakna
(P<0,05).
Untuk nilai indeks organ hati dan limpa

dengan kelompok kontrol
pada kelompok resveratrol dosis 25, 50,
100 mg/kg bb menunjukan nilai yang
lebih
kontrol walaupun tidak bermakna secara
statistik.

Nilai indeks organ hati tertinggi

rendah dibandingkan dengan

ditunjukan oleh kelompok kontrol

karena pada kelompok ini hanya
diberikan larutan pembawa tanpa obat
sehingga Plasmodium dapat
berkembang dengan cepat. Kelompok
kontrol dan resveratrol memiliki nilai
indeks organ hati yang lebih besar bila
dibandingkan dengan kelompok normal,
dikarenakan pada pengamatan apusan
darah tipis masih adanya P. berghei,
hati

dengan

sedangkan nilai indeks organ

kelompok kloroquin sama
kelompok normal karena pada kelompok

klorokuin sudah tidak terlihat adanya

pertumbuhan parasit  dari hasil
pengamatan apusan darahnya.
mm Normal
Hm Kontrol Negatif
I Klorokuin
* B Resveratrol 25 mg/kg BB

Resveratrol 50 mg/kg BB
Resveratrol 100 mg/kg BB

Ginjal

Gambar 1. Indeks organ hati, limpa dan ginjal setelah pemberian resveratrol. *= P<0,05

terhadap kelompok kontrol; #= P<0,05 terhadap kelompok klorokuin.
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Organ hati merupakan salah satu
target organ dalam siklus Plasmodium
dan merupakan organ yang berperan
juga dalam respon imun (van der Heyde
et al., 2006). Peningkatan indeks organ
hati dapat dikaitkan dengan terjadinya
hiperplastik dari sel kupffer, inflamasi
lemak,

yang
terinfeksi parasit dengan sel endoteil
darah
(sekuestrasi) di organ hati (Syafarinah,
2019).
Resveratrol dosis 100 mg/kg bb

pada vena porta, perubahan

kolestasis, perlekatan eritrosit

pembuluh mikrovaskular

memiliki nilai indeks organ yang lebih
kecil bila dibandingkan dengan kontrol.
hati
kelompok resveratrol disebabkan karena

Penurunan indeks organ dari

resveratrol dapat menekan

pertumbuhan parasit sehingga
mengurangi respon imun yang memicu
terjadinya inflamasi (Pimenta et al.,
2014).

dilaporkan dapat mengurangi

Selain itu juga resveratrol
sitokin
proinflamasi seperti IL-1, IL-6, dan TNF,
hal ini memungkinkan dapat mengurangi
inflamasi yang menekan terjadinya
komplikasi malaria (Hunt dan Grau 2003;
Ohtsu et al. 2017).

Dari Gambar 1 terlihat nilai indeks
organ limpa kelompok klorokuin lebih
kecil dibandingkan dengan kelompok
(P<0,05). Nilai

limpa kelompok resveratrol dosis 25, 50,

kontrol indeks organ
100 mg/kg bb memiliki nilai indeks organ
limpa lebih kecil namun tidak berbeda
bermakna dibandingkan dengan
kelompok kontrol (P>0,05). Perbedaan
indeks organ limpa berkaitan dengan
tingkat mencit

parasitemia  pada

33

tersebut, semakin tinggi parasitemia
maka semakin tinggi juga indeks organ
limpa (Intan et al, 2017; Syafarinah,
2019). dalam

pembentukan sel darah merah baru,

Limpa berperan
penghancuran eritrosit yang terinfeksi
dan sistem imun. Makrofag limfa secara
aktif akan melakukan fagositosis pada

eritrosit yang terinfeksi parasit dan

pigmen  malaria  sehingga  dapat
menyebabkan splenomagali.
Indeks organ ginjal kelompok

kontrol memilki nilai yang paling tinggi
bila
kelompok uji. Kelompok resveratrol
dosis 50 dan 100 mg/kg bb memiliki nilai
indeks organ ginjal yang lebih kecil bila

dibandingkan dengan seluruh

dibandingkan dengan kelompok kontrol
dan berbeda bermakna (P<0,05). Gagal
ginjal akut yang merupakan salah satu
komplikasi malaria dapat disebabkan

oleh respon inflamasi sistemik yang
diinduksi di organ perifer selama malaria
2007;

umum,

berat (Nguansangiam et al.,
2019).

pembengkakan sel endotel, hipertrofi,

Syafarinah, Secara
dan vakuolasi sitoplasma menunjukkan

aktivasi  endotel dan  merupakan
karakteristik gagal ginjal akut (Katsoulis

et al., 2021).

Pengujian Histopatologi

Gambar 2
perubahan hati yang
disebabkan oleh P. berghei. Pada
kelompok kontrol (Gambar 2A) terlihat
sel

menunjukkan
histopatologi

banyak yang mengalami nekrosis
(panah merah) yang ditandai dengan inti
sel lebih kecil.
yang
inflamasi (panah kuning) lalu terlihat sel

Selain itu ditemukan sel

mengalami  penumpukan  sel
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mengalami ballooning (panah hijau).
Pada infeksi malaria terjadi perubahan
pada hati seperti hyperplastic sel kuffer
(Kochar et al. 2003; Murthy et al. 1998;
Rupani and Amarapurkar 2009; Shoukier
et al. 2006; Srivastava et al. 1996),
perubahan lemak (Anand dan Puri 2005),
inflamasi saluran porta (Anand dan Puri
2005), kolestasis (Anand dan Puri 2005),
dan nekrosis (Murthy et al. 1998;
Srivastava et al. 1996). Banyaknya terjadi
kerusakan di sel hati pada kelompok
kontrol dikaitkan dengan peningkatan
jumlah parasit. Kelompok klorokuin
(Gambar 2B) terlihat normal (panah
biru) dengan sedikit sel yang mengalami
nekrosis (panah merah) dan adanya sel
darah merah yang mengalami inflitrasi
(Panah hitam pada Gambar 2C).
Kelompok resveratrol 25 mg/kg bb

(Gambar  2D)
berangsur normal (panah biru) meskipun

menunjukkan sel

masih ada sedikit sel yang mengalami
nekrosis (panah merah). Kelompok
resveratrol 50 mg/kg bb (Gambar 2E)
hasil histologi memperlihatkan banyak
sel yang normal (panah biru) meskipun
masih ada sedikit sel yang mengalami
nekrosis (panah merah). Pada area
gliosis yang menunjukkan bekas area
nekrosis namun belum menunjukkan
penumpukan sel (panah
kuning) dan sel ballooning (panah hijau).
Kelompok resveratrol 100 mg/kg bb
(Gambar 2F) menunjukkan sel banyak
yang normal (panah biru), namun

inflamasi

terlihat juga sel yang mengalami
ballooning (panah hijau) dan sel
mengalami necrosis (panah merah).

Gambar 2. Foto mikroskopis organ hati pewarnaan HE, perbesaran 400x. (A) Kontrol, (B
& C) klorokuin 20 mg/kg bb, (D) resveratrol 25 mg/kg bb, (E) resveratrol 50
mg/kg bb, (F) resveratrol 100 mg/kg bb
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Limpa merupakan organ penting
dalam eritropoiesis, pembersihan sel
darah merah yang terinfeksi , dan sistem
aktivasi kekebalan tubuh terhadap
respons  malaria  stadium  darah
(Lamikanra et al. 2007; Wang et al.
2021). Limpa terdiri dari pulpa merah
dan pulpa putih, dipisahkan oleh zona
marginal; 76-79% limpa normal adalah
pulpa merah. Pulpa putih dan pulpa
merah memiliki fungsi khusus dalam
limpa manusia. Pulpa putih berperan
sebagai pusat kendali utama untuk
respon imun humoral, terutama untuk
sirkulasi  antigen. Sedangkan pulpa
merah berfungsi menyaring darah dari
antigen, mikroorganisme, dan sel darah
merah yang rusak (Wang et al. 2021).

Hasil histopatologi limpa
ditampilkan pada Gambar 3. Pada

kontrol  (Gambar 3A)

kelompok

terjadinya pelebaran pulpa putih dan
terjadi deplesi pada pulpa merah dan
terdapat area nekrosis pada lymph
(panah merah). Hal ini sesuai dengan
penelitian sebelumnya bahwa pada
kelompok kontrol terjadi deplesi pulpa
merah (Putri Retno Intan et al,2017;
Nurhayati  2013).
Sementara pada kelompok klorokuin

Rahardjo dan

(Gambar 3B) terlihat pulpa putih pada
umumnya normal dan hampir tidak
ditemukan sel yang mengalami nekrosis.
Pada kelompok resveratrol dosis 25, 50,
dan 100 mg/kg bb (Gambar 3C, D, E)
terlihat  pulpa putih  mengalami
pelebaran dan tidak irregular dan masih
ditemukan area yang mengalami

nekrosis (panah merah).

Gambar 3. Foto mikroskopis organ limfa pewarnaan HE, perbesaran 400x. (A) Kontrol,
(B) klorokuin 20 mg/kg bb, (C) resveratrol 25 mg/kg bb, (D) resveratrol 50
mg/kg bb, (E) resveratrol 100 mg/kg bb
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Hasil histologi ginjal akibat
infeksi Plasmodium ditampilkan dalam
Gambar 4. Pada kelompok kontrol
(Gambar 4A) terlihat ada beberapa sel
glomerulus yang mengalami nekrosis
(panah merah), serta sedikit nekrosis
pada sel tubulus, banyaknya infiltrasi
eritrosit diantara tubulus (panah biru),
penyusutan pada celah gromerulus
(panah hitam), sel yang mengalami
inflamasi (panah kuning). Kelompok
klorokuin 20 mg/kg bb (Gambar 4D)
terlihat tubulus dan gromerulus baik.
Namun masih dapat ditemukan sedikit
sel nekrosis pada tubulus (panah merah)
dan sel inflamasi (panah kuning). Pada
kelompok resveratrol 25 mg/kg bb
(Gambar 4B&C) terlihat ada beberapa
sel yang mengalami nekrosis (panah

merah) pada sel tubulus dengan rata-
rata kerusakan ringan, adanya infiltrasi
eritrosit diantara tubulus (panah biru),
serta sel yang mengalami inflamasi
(panah kuning). Kelompok resveratrol 50
mg/kg bb (Gambar 4E) terlihat ada
beberapa sel yang mengalami nekrosis
(panah merah) pada sel tubulus dengan
rata-rata kerusakan ringan, adanya
infiltrasi eritrosit diantara tubulus (panah
biru). Kelompok resveratrol 100 mg/kg
bb terlihat ada beberapa sel yang
mengalami nekrosis (panah merah) pada
sel tubulus, adanya infiltrasi eritrosit
diantara tubulus (panah biru).
Gromerulus pada umumnya normal
(panah hitam). Terlihat ada sel-sel
inflamasi pada dengan jumlah yang

sedikit (panah kuning).

- 1s
T e
.‘».“lv' )
| B R

Gambar 4. Foto mikroskopis organ ginjal pewarnaan HE, perbesaran 400x. (A) Kontrol,
(D) klorokuin 20 mg/kg bb, (B & C) resveratrol 25 mg/kg bb, (E) resveratrol 50
mg/kg bb, (F) resveratrol 100 mg/kg bb
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Sel darah merah yang terinfeksi
cenderung menempel pada eritrosit
yang sehat, trombosit darah dan endotel
kapiler, menyebabkan pembentukan
roset dan gumpalan, yang mengganggu
mikrosirkulasi  dan peristiwa  ini
kemungkinan merupakan faktor
penyebab gagal ginjal (Barsoum 1998,
2000). Aktivasi endotel menyebabkan
pelepasan beberapa sitokin, termasuk
tromboksan, katekolamin, endotelin,
dan mediator inflamasi lainnya yang juga
terlibat dalam patogenesis gagal ginjal
terkait malaria(Da Silva Junior et al.

2017).

Kesimpulan

Resveratrol dapat
mempengaruhi indeks organ hati, limpa
dan ginjal pada mencit yang terinfeksi P.
berghei yang merupakan salah satu
indikator bahwa resveratrol dapat

mengurangi komplikasi malaria.
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