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ABSTRACT

Malaria infection is still one of world health’s problems that cause a high death rate (20.9% - 50%). One of the reason is Plasmodium
falciparum resist to conventional anti-malarial drugs. Neem seeds extract had been reported has antimalarial effect by decreasing
parasitemia, but there has not been any report on its effect in inhibition hemazoin formation. The aim of this research was to find the
effect of Neem seeds extract on parasitemia and hemazoin level in Plasmodium falciparum culture. Laboratory experiment was done
by using Papua isolate of Plasmodium falciparum (2300) from NAMRU 2 Jakarta. After synchronized, malarial culture was divided into
4 groups namely Control group (culture medium only), Chloroquine group, Artemisinin group, and Neem seeds extracts group. Each
treatment group was devided into 5 drug doses of 6.25 u/ml, 12.5 u/ml, 25 u/ml, 50 w/ml and 100 w/ml respectively. Parasitemia was
measured by Pyridine-hemochrome methods using spectrophotometer A 560 nm. Statistical analysis was done involving one-way-
ANOVA followed by Tukey HSD and Pearson’s Correlation. A significant difference was found between control and treatment groups
in parasitemia and hemozoin level. Different dose in treatment groups didn’t show any significant difference in both parasitemia
(p=0.99) and hemozoin level (p=0.985). Tukey test between treatment groups didn’t show a significant difference decrease of
hemazoin level and parasitemia (r=0.970). The conclusion was Neem deeds extract can inhibit P. falciparum growth by decreasing
parasitemia and hemazoin level.
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PENDAHULUAN terdapat dalam Nimba mulai dilakukan sejak tahun 1942 oleh

Selama satu abad pemberantasan penyakit malaria Siddiqui yang berhasil mengisolasi Nimbin dari minyak Nimba,
parasit penyebab malaria belum dapat dieliminasi secara total. kemudia.n Iebih dari '135 komponen telah berhasil diisolasi dari
Perhitungan secara kasar menunjukkan bahwa 120 juta orang ~ Perbagai bagian Nimba dan beberapa diantaranya sudah
menderita malaria dan 1 - 3 juta diantaranya meninggal (1). Di Fi|ketahu[ struktur kllmlanya.. Komponen utgma N!mba .terd|r| dari
Indonesia hampir semua propinsi mempunyai daerah endemis  iSoprenoid dan nonisoprenoid (4). Selama ini bagian Nimba yang
malaria, walaupun tingkat endemisitasnya berbeda-beda. Daerah ~ Panyak diteliti adalah daunnya, padahal pada biji Nimba juga
fokus malaria terbanyak berada di luar Jawa-Bali terutama di ~ terdapat beberapa zat akif yang mempunyai aktivitas antimalaria
Indonesia Bagian Timur, sedangkan fokus di Jawa yaitu di Jawa  (9)- Ekstrak kasar biji Nimba dilaporkan efektif terhadap parasit
Tengah, Daerah Istimewa Yogyakarta, Jawa Timur dan sepanjang ~ Malaria yang sensitif dan resisten Chloroquine (6,7).
pantai selatan di Jawa Barat (2). Berbagai upaya pemberantasan . Penelitian lain menyatakan ekstrak dan purifikasi fraksi biji
malaria telah dilakukan tetapi prevalensinya masih tetap tinggi. ~ Nimba dapat menghambat pertumbuhan dan perkembangan
Hal ini disebabkan adanya berbagai hambatan dalam stasilum seksual Qan aseksual P.'fa/CIpaI‘L'lm yang”sensmf dan
pemberantasan malaria diantaranya resistensi vektor terhadap ~ resisten Chloroquine (8). Sampai saat ini penelitian tentang
insektisida  dan  Plasmodium  falciparum  (P.falciparum) ~ Mekanisme kerja ekstrak biji Nimba dalam menurunkan parasit
menghasilkan galur baru yang resisten terhadap pengobatan masih belum diketahui secara pasti, pada penelitian in vivo diduga
konvensional (3). berkaitan dengan respon imun.

Nimba (Azadirachta indica) merupakan tanaman asli Hemozoin adalah pigmen malaria yang terbentuk dari
Indonesia, dikenal sebagai tanaman obat yang mempunyai ~ Proses detoksifikasi heme. Proses detoksifikasi ini dilakukan

aktivitas biologi spektrum luas. Peneliian tentang zat aktif yang ~ Flasmodium setelah menyerap haemoglobin yang terdapat di
eritrosit inang. Selama siklus intraerithrositik, P.falciparum

_ 0 i i i di
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sintesa protein. Selama degradasi Hb akan dikeluarkan free

heme yang bersifat sitotoksik bagi Plasmodium dan akan
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menyebabkan kerusakan membran Plasmodium (9). Pada
P.falciparum salah satu cara detoksifikasi heme dicapai dengan
cara polimerisasi free heme menjadi bentuk kristal yang insoluble
yang dikenal sebagai hemozoin (pigmen malaria).

Hemozoin saat ini menjadi fokus penelitian obat anti
malaria, karena mekanisme obat antimalaria yang selama ini
bekerja dengan cara menghancurkan sintesa nucleoprotein
melalui ikatan dengan DNA dan menghambat metabolisme folat
mengalami resistensi terutama terhadap P.falciparum (10,11).
Obat anti malaria yang telah diketahui salah satu mekanisme
kerjanya menghambat hemozoin adalah Chloroquine dan
Artemisinin  (3,12). Nimba diketahui satu golongan dengan
Artemisinin, yaitu Terpenoid, meskipun demikian selama ini belum
ada penelitian ekstrak biji Nimba dalam menurunkan derajat
parasit yang dihubungkan dengan penghambatan pembentukan
hemozoin pada kultur P.falciparum.

Berdasarkan uraian diatas maka dilakukan penelitian
tentang pengaruh ekstrak biji Nimba pada kultur P.falciparum
dengan melihat pengaruhnya terhadap penurunan derajat parasit
dan jumlah hemozoin.

METODE

Penelitian dilakukan di laboratorium Farmakologi dan
laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
Malang pada bulan September 2003 — November 2004 dengan
menggunakan P.falciparum isolat Papua (2300) dan biji Nimba
yang diperoleh dari PAU ITB.

Penelitian  ini  merupakan penelitian  eksperimen
laboratorium dengan desain pre test dan post test untuk
perhitungan parasit dan hemozoin dibandingkan dengan kontrol.

Setelah parasit = 5 % kultur malaria dibagi dalam 4
kelompok yaitu kelompok kontrol (hanya mengandung medium
kultur dan pada perhitungan hemozoin diberi hemin chloride)
kelompok Chloroquine, kelompok Artemisinin dan kelompok
ekstrak biji Nimba yang masing-masing diberi 5 macam dosis
(13). Setelah 48 jam parasit dihitung kembali dari sediaan
hapusan darah tipis yang telah dipulas dengan pewarnaan
giemsa. Jumlah parasit dihitung per 1000 eritrosit dengan
mikroskop perbesaran 1000x. Hemozoin diukur dengan
sphectrophotometer dengan panjang gelombang 560 nm,
selanjutnya akan dianalisis dengan uji statistika

Ekstraksi dan Evaporasi biji Nimba (14)

Biji nimba sejumlah 600 g dikeringkan kemudian
dibersihkan, diblender sehingga diperoleh bentuk bubuk. Bubuk
biji nimba ditimbang dengan neraca analitik, dan diperoleh hasil
300 g. Kemudian diekstraksi dengan pelarut petroleum eter (b.p
40 -60° C). Ekstraksi dilakukan berulang-ulang sampai warna
larutan ekstrak jernih homogen. Ampas dari hasil ekstraksi
direndam dengan CH2CL2 (b.p 39,5° - 40,52° C). Kemudian
dilakukan ekstraksi kembali seperti pada petroleum eter dengan
menggunakan CH2CL. sebagai pelarutnya. Selanjutnya diinkubasi
selama 24 jam pada suhu ruangan, hasil yang diperoleh
dipekatkan dengan rotary evaporator, ekstrak kasar dioven dan
diperoleh hasil akhir ekstrak biji nimba dengan pelarut petroleum
efer sebanyak 2,4813 g berupa cairan berwarna kekuningan
dengan konsistensi seperti minyak.

Thawing dan kultur isolat P.falciparum galur Papua (2300)
(15)

Isolat parasit diambil dari fliquid Nitrogen Tank.
Ditambahkan NaCl 12 %, 1/5 volume tetes demi tetes dengan
spuit, ditunggu 5 menit. Kemudian ditambahkan NaCl 1,6 % 9
kali volume tetes demi tetes dengan spuit, ditunggu 5 menit. Di
centrifuge selama 5 menit dengan kecepatan 2000 rpm.
Supernatan dibuang, pellet ditambahkan 0,9 % NaCl, 0,2 %
glucosa, 9 kali volume, tetes demi tetes dengan spuit, ditunggu 5
menit. Di centrifuge kembali selama 5 menit dengan kecepatan
2000 rpm. Supernatan dibuang, ditambahkan medium RPMI yang
mengandung 10 % serum manusia type O dan 5 % hematokrit
dan dikultur dalam incubator COs.

Sinkronisasi Parasit (16)

Digunakan larutan Sorbitol Great Culture 5 %. Suspensi
eritrosit dimasukkan tabung centrifuge, dicentrifuge dengan
kecepatan 1500 rpm selama 5 menit dalam 4 © C. Supernatan
dibuang, packed cell ditambah dengan larutan sorbitol 5 kali
volume, ditunggu 5 — 10 menit pada temperatur kamar.
Dicentrifuge kembali dengan kecepatan 1500 rpm selama 5 menit
pada suhu 4 © C. Supernatan dibuang, dicuci dengan medium
lengkap ditambahkan 10 % serum manusia 3 — 4 kali volume,
diulangi 2 — 3 kali. Packed cell disuspensi dengan medium RPMI
yang mengandung 10% serum manusia dan ditambahkan 50%
eritrosit segar dan dibuat hematokrit 10 %. Diinkubasi dalam
inkubator CO2 medium diganti setiap 24 jam.

Tes obat in vitro

Digunakan kultur pada stadium cincin dengan konsentrasi
parasitemia = 5 %. Kultur dipindahkan kedalam RPMI segar (10%
serum) sebelum penambahan obat. Ditambahkan Artemisinin,
Chloroquine dan ekstrak biji Nimba dengan konsentrasi masing-
masing 6,25 pg/ ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, dan
100ug/ml, dicampur dengan cara inversi kemudian kultur dibagi
kedalam wells. Selanjutnya kultur diamati sampai matur (48
jam).

Perhitungan hemozoin (17)

Kultur dipindahkan dari well 24 pada tabung centrifuge dan
disentrifugasi. Ditambahkan Triton X - 100 sampai
konsentrasinya 1 % (4 ml dari 2 % Triton X-100 untuk 4 ml kultur).
Disisakan sedikit dari volume kultur untuk pewarnaan Giemsa 5%
dan dihitung parasitemianya.  Disentrifugasi kembali dengan
kecepatan 13.000 rpm selama 45 menit (Beckman JA-20 rotor)
pada suhu 4° C. Supernatant dibuang dan pellet disimpan. Pellet
disuspensi kembali dengan 1 ml air distilasi dan dipindahkan ke
tabung microcentrifuge sebanyak 1,5 ml. Disentrifugasi lagi
dengan kecepatan 13.000 rpm selama 15 menit dalam
microcentrifuge, pada suhu 4° C. Supernatant dibuang dan pellet
disimpan. Membuat kurva standard, hemin diwakili dengan
menggunakan ferriprotoporphyrin IX chloride (Sigma). Membuat
larutan standar dengan cara mencampur larutan cadangan hemin
pada DSMO dengan air distilasi. Diambil 520ul dari larutan
hemin standard dan dicampur dengan pellet hemozoin. Tube
yang berisi kultur + pellet hemozoin ditambah 520l air distilasi +
62ul NaOH dan 123ul pyridine (untuk 4 ml sample). Setengah
dari volume tersebut digunakan untuk sample. Tambahkan
volume yang sama untuk larutan hemin standar. Campuran



larutan tersebut dibagi sama banyak dalam 2 tube
microsentrifuge. ~ Ditambahkan 20ul dari 2,5 mM Potassium
Ferricyanide (K3Fe(CN)6) untuk satu tube haem oxida.
Ditambahkan sedikit Sodium Hydrosulfite pada tube yang lain
untuk reduksi haem. Dicampur dengan cara inversi. Selanjutnya
diukur absorbance dengan spectrophotometer pada panjang
gelombang 560 nm. Dihitung jumlah hemozoin dengan standart
hemin: OD560 = OD560 (reduce sample) - OD560 (oxidized
sample). Dibandingkan antara hasil hemozoin kontrol, hemozoin

HASIL DAN ANALISIS DATA
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Artemisinin, hemozoin Choloroquine dan hemozoin ekstrak biji
Nimba.

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisa dengan uji beda Anova
antara rata-rata derajat parasit dengan jumlah hemozoin terhadap
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Selanjutnya untuk
mengetahui signifikan perbedaan tiap-tiap kelompok perlakuan
dilakukan uji Tukey pada taraf 5 %. Hubungan antara masing-
masing variabel terikat diuji dengan uji korelasi Pearson.

Tabel 1. Penurunan derajat Parasit pada Kontrol dan Kelompok Perlakuan

Parasit % ( rata-rata + S D)

Konsentrasi (ug/ml) Kelompok Perlakuan Analisis Data
Kontrol  Chloroquine Artemisinin Ekstrak biji Nimba
6,25 3,49 £0,170 3,48 £0,257 2,810,214 * UjiAnova
12,5 3,39 0,227 2,870,228 1,732 0,290 p<0,05
25 859 229+0,135 2,220,205 1,46+ 0,118 .
50 0758 13140144 1,71 £0,312 1,34+ 0,067 "“UjiTukey
100 1,23 0,095 1,40 0,145 1,214 0,070 p=005
Keterangan:
*Uji Anova:

terdapat perbedaan yang signifikan antara kontrol dan kelompok perlakuan terhadap penurunan derajat parasit (p = 0.0001).

Pemberian konsentrasi yang berbeda tidak menunjukkan perbedaan signifikan terhadap penurunan derajat parasit (p = 0.99)
** Uji Tukey: diantara kelompok perlakuan tidak menunjukkan perbedaan signifikan terhadap penurunan derajat parasit.
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Gambar 1. Kurva penurunan derajat parasit pada kontrol dan kelompok perlakuan.
Tampak penurunan derajat parasit yang signifikan pada kelompok perlakuan.

Dari uji Tukey diperoleh hasil adanya perbedaan signifikan
(p = 0,000) antara kontrol dengan kelompok perlakuan terhadap
penurunan derajat parasit. Sedangkan perlakuan pemberian obat
yang berbeda tidak memberikan hasil perbedaan yang signifikan
terhadap penurunan derajat parasit dengan nilai p = 0,998 untuk

Chloroquine dan Artemisinin, p= 0,883 untuk Chloroquine dan
ekstrak biji Nimba, dan p = 0,945 untuk Artemisinin dan ekstrak
biji Nimba.
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Analisis Regresi Parasit.
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Gambar 2. Kurva regresi Chloroquine dengan derajat parasit.
Tampak hubungan terbalik antara peningkatan konsentrasi Chloroquine dengan penurunan derajat parasit.

Pada uji regresi diperoleh hasil penurunan derajat parasit ~ bahwa setiap peningkatan konsentrasi Chloroquine sebesar 1
yang signifikan (p = 0,000) dengan nilai Rz = 87,83 % dan  pg/ml akan menurunkan derajat parasit sebesar 0,3593 kali.
didapatkan persamaan parasit = 2,792 — 0,3593 X, ini berarti
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Gambar 3. Kurva regresi Artemisinin dengan derajat parasit.
Tampak hubungan terbalik antara peningkatan konsentrasi Artemisinin dengan penurunan parasit.

Pada uji regresi diperoleh hasil penurunan derajat parasit ~ bahwa setiap peningkatan konsentrasi Artemisinin sebesar 1
yang signifikan (p = 0,000) dengan nilai R?2 = 92,23% dan  pg/ml akan menurunkan derajat parasit sebesar 0,6603 kali.
didapatkan persamaan parasit = 4,3263 - 0,6603 X, Ini berarti
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Gambar 4. Kurva regresi ekstrak biji Nimba dengan derajat parasit.
Tampak hubungan terbalik antara peningkatan konsentrasi ekstrak biji Nimba dengan penurunan derajat parasit.
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Pada uiji regresi diperoleh hasil penurunan parasit yang  peningkatan konsentrasi ekstrak biji Nimba  sebesar 1 ug/ml
signifikan (p = 0,000) dengan nilai R? = 98,17 % dan didapatkan  akan menurunkan parasit sebesar 0,5237 kali.
persamaan parasit = 3,8917 — 0,5237 X ini berarti bahwa setiap

Hemozoin
Tabel 2. Penurunan hemozoin pada Kontrol dan kelompok Perlakuan
Hemozoin (nm) ( rata-rata £ S D)
Konsentrasi (ug/ml) Kelompok Perlakuan Analisis Data
Kontrol Chloroquine Artemisinin Ekstrak biji Nimba

6,25 0.0050 £ 0.0010 0.0052 +0.00171 0.0036 +0.00076 * Uji Anova

12,5 0.0050+ 0.0011  0.0040 + 0.00100 0.0020+ 0.00011 P =0,05

25 0.0090 £ 0,000 ~0,0040 + 0.0002 0.0030 + 0.00050 0.0016 0.00115 ,

50 0.0030 +0.0010_0.0022 +0.00034 0.0011£0.00028  UiiTukey

100 0.0030£ 0.0005_0.0020 +0.00050 0.0010 + 0.00011 P =005
Keterangan:

*Uji Anova: terdapat perbedaan signifikan antara kontrol dan kelompok perlakuan terhadap jumlah hemozoin (p=0,000). Pemberian konsentrasi
yang berbeda tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan terhadap jumlah hemozoin (p=0,98)
** Uji Tukey: diantara kelompok perlakuan tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan terhadap jumlah hemozoin.

0.01
o ——o—¢
. 0.008 —e— Kontrol
£
E’ 0.008 —m— Chloroquine
§ oo S%Q_.
o s
g o X\“-ﬂ\;__i —&— Artemisinin
=
0 ‘ , ‘ ‘ —><— ekstrak biji
6.25 12.5 25 50 100 Nimba
konsentrasi (ug/ml)

Gambar 5. Kurva jumlah hemozoin pada Kontrol dan kelompok Perlakuan.
Tampak penurunan hemozoin yang signifikan pada KelompokPerlakuan

Dari uji Tukey diperoleh hasil adanya perbedaan signifikan ~ memberikan perbedaan yang signifikan terhadap jumlah
antara kontrol dengan kelompok perlakuan dengan nilai p = 0,004  hemozoin dengan nilai p = 0,912 untuk Chloroquine dan
untuk kontrol dengan Chloroquine, p= 0,001 untuk kontrol dengan  Artemisinin, p= 0,395 untuk Chloroquine dan ekstrak biji Nimba, p
Artemisinin, p = 0,000 untuk kontrol dengan ekstrak biji Nimba. = 0,762 untuk Artemisinin dan ekstrak biji Nimba.

Sedangkan perlakuan pemberian obat yang berbeda tidak

Analisis Regresi Hemozoin
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Gambar 6. Kurva regresi Chloroquine dengan hemozoin.
Tampak hubungan terbalik antara peningkatan konsentrasi Chloroquine dengan penurunan hemozoin
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Pada uji regresi diperoleh hasil penurunan hemozoin yang
signifikan (p = 0,000) dengan nilai R2 = 90,6% dan didapatkan

persamaan hemozoin = 0,0058 - 0,0006 X ini berarti bahwa

setiap peningkatan konsentrasi Chloroquine
akan menurunkan hemozoin sebesar 0,0006 kali.
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Gambar 7. Kurva regresi Artemisinin dengan emocién.
Tampak hubungan terbalik antara peningkatan konsentrasi Artemisinin dengan penurunan hemozoin.

Pada uji regresi diperoleh hasil penurunan hemozoin yang
signifikan (p = 0,000) dengan nilai R? = 94,12 % dan didapatkan

persamaan hemozoin = 0,0056- 0,0008X ini berarti bahwa setiap

peningkatan konsentrasi Artemisinin
menurunkan hemozoin sebesar 0,0008 kali.
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Gambar 8. Kurva regresi ekstrak biji Nimba dengan hemozoin.
Tampak hubungan terbalik antara peningkatan konsentrasi Ekstrak biji Nimba dengan penurunan hemozoin.

Pada uji regresi diperoleh hasil penurunan hemozoin yang  Uji Korelasi Pearson

signifikan ( p = 0,000 ) dengan nilai R? = 84,74 % ,dan didapatkan
persamaan hemozoin = 0,0038 — 0,0007 X , ini berarti bahwa
setiap peningkatan konsentrasi ekstrak biji Nimba

sebesar 1 pg/ml

sebesar 1 pg/ml akan

Untuk mengetahui adanya hubungan antara penurunan
jumlah  hemozoin dengan penurunan derajat parasit pada

sebesar 1 kelompok perlakuan dilakukan uji Korelasi Pearson.

pg/ml akan menurunkan hemozoin sebesar 0,0007 kali.
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Gambar 9. Scatter plot yang menunjukkan hubungan antara penurunan jumlah Hemozoin dengan penurunan derajat Parasit.

Pada analisis korelasi Pearson didapatkan korelasi positif
yang kuat dan signifikan (r = 0,84, p = 0,000) dan pada analisis
regresi didapatkan persamaan penurunan parasit = 63,10 + 1,73
hemozoin dengan nilai R = 0,94. Ini berarti setiap penurunan
hemozoin 1 nm akan menurunkan parasit sebesar 1,73 kali.

Gambar 10.Proses thawing pada kultur P.falciparum (ring
form dan schizont)

Panah hitam : eritrosit terinfeksi P.falciparum stadium ring form
Panah merah: eritrosit terinfeksi P.falciparum stadium schizont
(pemulasan Giemsa, pembesaran 1000 x)
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Gambar 11.

Panah hitam
Panah biru

Proses sinkronisasi pada kultur P.falciparum

: eritrosit terinfeksi P.falciparum stadium schizont
- hemozoin (pemulasan Giemsa, pembesaran 1000 x)
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Gambar 12.

Panah hitam
Panah biru

Proses sinkronisasi pada kultur P.falciparum

 eritrosit terinfeksi P.falciparum stadium schizont,
: hemozoin yang berwarna hijau kecoklatan
(pemulasan Giemsa, pembesaran 1000 x )
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DISKUSI
Derajat Parasit

Hasil uji ANOVA didapatkan penurunan derajat parasit
yang signifikan (p = 0,000) antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan (Chloroquine, Artemisinin dan ekstrak biji Nimba).
Pada kelompok Chloroquine hal ini berkaitan dengan mekanisme
keria  Chloroquine menurunkan derajat parasit melalui
kemampuan menghalangi sintesa enzim parasit dalam
pembentukan DNA dan RNA sehingga proses pembelahan
terganggu, selain itu Chloroquine berikatan dengan heme yang
akan menghambat pembentukan hemozoin, sehingga heme tetap
terakumulasi dalam bentuk free heme yang bersifat toksik dan
mengakibatkan kematian Plasmodium (3,9,18,19,20).

Artemisinin diketahui mempunyai struktur molekul yang
mengandung jembatan peroksida (peroxide bridge), mekanisme
kerja Artemisinin menurunkan derajat parasit sangat berkaitan
dengan struktur molekulnya yang pada proses digesti
haemoglobin diputus oleh ion Fe2* menjadi radikal bebas yang
sangat reaktif. Radikal-radikal Artemisinin ini kemudian
menghambat dan memodifikasi berbagai macam molekul dalam
Plasmodium yang mengakibatkan Plasmodium tersebut mati
(12,21). Penelitian lain menjelaskan mekanisme kerja Artemisinin
melalui penghambatan enzim the malarial calsium-dependent
ATP ase (PfATP6) yang terletak dalam kompartemen intrasel
terbungkus membran yang disebut retikulum endoplasma. Pada
Plasmodium, kompartemen ini tersebar luas dalam sitoplasma di
luar food vacuole. Radikal bebas yang dihasilkan Artemisinin
mengikat dan menghambat PfATP6 secara ireversibel dan
spesifik sehingga mengakibatkan pertumbuhan parasit terhambat.
(22).

Pada penelitian ini kemampuan ekstrak biji Nimba
menurunkan derajat parasit secara signifikan diduga karena
adanya beberapa zat aktif dalam biji Nimba yang mempunyai
aktifitas  antimalaria  seperti  Azadirachtin, Nimbolide
(7,13,23,24,25,26).

Pemberian konsentrasi yang berbeda pada kelompok
perlakuan tidak menunjukkan perbedaan signifikan dalam
menurunkan derajat parasit (p = 0.99), hal ini disebabkan karena
dosis masing-masing konsentrasi terlalu besar, disamping itu
dosis konsentrasi awal perlu diperkecil atau diturunkan.

Hasil uji Tukey diantara kelompok perlakuan terhadap
penurunan derajat parasit tidak terdapat perbedaan yang
signifikan (p = 0,05), tetapi jika dilihat dari kurva penurunan
derajat parasit pada kontrol dan kelompok perlakuan tampak
kecenderungan kelompok ekstrak biji Nimba lebih kuat
menurunkan derajat parasit dibandingkan dengan kelompok
Chloroquine dan Artemisinin, begitu juga dilihat dari data
deskriptif, penurunan derajat parasit pada kelompok ekstrak biji
Nimba paling optimal dicapai pada konsentrasi 25 pg /ml (1,46 +
0,118) karena dengan penambahan konsentrasi yang lebih besar
(50 pg /ml dan 100 pg /ml) hasil penurunan derajat parasit tidak
jauh berbeda (1,34 +0,067 dan 1,21 +£0,070), sedangkan pada
kelompok Chloroquine dan Artemisinin untuk penurunan derajat
parasit yang optimal dicapai pada konsentrasi 50 pg /ml
(Chloroquine 1,31 £ 0,144 Artemisinin 1,71 + 0,312). Hasil uji
regresi juga menunjukkan perbedaan respon penurunan derajat
parasit terhadap peningkatan konsentrasi obat diantara kelompok
perlakuan. Respon paling rendah ternyata pada kelompok

Chloroquine (0,3593), pada kelompok Artemisinin (0,6603) dan
pada kelompok ekstrak biji Nimba (0,5237). Hal ini menunjukkan
bahwa kecenderungan kemampuan ekstrak biji Nimba
menurunkan derajat parasit lebih baik dari Chloroquine walaupun
tidak mencapai keefektifan seperti Artemisinin.

Hemozoin

Hasil uji ANOVA antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan didapatkan penurunan jumlah hemozoin yang signifikan
(p = 0,000). Hal ini membuktikan bahwa salah satu mekanisme
kerja  Chloroquine dan Artemisinin adalah menghambat
pembentukan  hemozoin. (3,9,12,18,20,21,22). Kemampuan
Chloroquine secara selektif terakumulasi dalam food vacuole
Plasmodium melalui mekanisme (i) protonation dan ion trapping
disebabkan karena pH yang lebih rendah dalam food vacuole, (i)
pengambilan aktif Chloroquine oleh parasite transporter (CDR dan
MDR1) dan (iii) ikatan Chloroquine dengan reseptor spesifik
dalam food vacuole. Didalam food vacuole Plasmodium,
Chloroquine akan menghambat pembentukan hemozoin dari
heme yang berasal dari penyerapan hemoglobin, free heme akan
menyebabkan kerusakan membran dan menyebabkan kematian
parasit (27). Hemozoin merupakan polimer heme yang berkaitan
dengan sensitifitas Artemisinin, hal ini ditunjukkan pada penelitian
yang dilakukan terhadap RC strain P.berghei, didapatkan hasil
bahwa Artemisinin tidak aktif disebabkan karena kurangnya kadar
hemozoin yang terdapat pada RC strain P.berghei (28).
Artemisinin mampu menghambat biosintesis hemozoin, pada
penelitian yang dilakukan terhadap cel free condition pada
konsentrasi mikro molar (uM) mampu menghambat pembentukan
hemozoin (3).

Pada penelitian ini ekstrak biji Nimba terbukti mampu
menurunkan jumlah hemozoin secara signifikan. Meskipun
mekanisme ekstrak biji Nimba menghambat pembentukan
hemozoin belum diketahui secara pasti melalui polimerisasi heme
seperti  Chloroquine atau berinteraksi dengan heme seperti
Artemisinin, diduga karena kemiripan struktur kimia zat aktif yang
terdapat didalam Artemisinin (sesquiterpen lactone) dan ekstrak
biji Nimba (triterpenoid).

Hasil uji Tukey diantara kelompok perlakuan terhadap
penurunan jumlah hemozoin, tidak didapatkan perbedaan yang
signifikan (p = 0,05). Pada kurva hemozoin tampak penurunan
jumlah hemozoin paling optimal dicapai semua kelompok
perlakuan pada konsentrasi 50 pg /ml, tetapi hasil uji regresi
menunjukkan perbedaan respon penurunan jumlah hemozoin
terhadap peningkatan konsentrasi obat diantara kelompok
perlakuan. Respon paling rendah pada kelompokChloroquine
(0,0006), pada kelompok Artemisinin (0,0008) dan pada
kelompok ekstrak biji Nimba (0,0007). Hal ini menunjukkan
kecenderungan bahwa kemampuan ekstrak biji Nimba
menurunkan jumlah hemozoin lebih baik dari Chloroquine
walaupun tidak mencapai keefektifan seperti Artemisinin.

Peranan penting hemozoin dalam penelitian obat malaria
dilakukan dengan pengukuran secara kualitatif dan kuantitatif.
Ada beberapa metode yang lazim digunakan untuk mengukur
hemozoin yaitu Spectroscopy (untuk melihat phagocytosis eritrosit
dan hemozoin), spectrophotometric (spesifik untuk hemozoin
yang berasal dari heme tetapi kurang sensitif), dan fluorescence
(untuk mendeteksi hemozoin yang terdapat di jaringan).



Pada penelitian ini metode yang digunakan adalah
pyridine haemochrome assay. Metode ini memang dipakai untuk
melihat mekanisme kerja obat, karena lebih sensitif dibandingkan
dengan metode yang lain dan mudah dilakukan tetapi prosesnya
harus dilakukan secara cepat karena sifat pyridine yang toksik
dan tidak stabil (9,18,29). Meskipun demikian masih ada kendala
yang menyertai pengukuran hemozoin pada penelitian ini,
beberapa jurnal menyebutkan bahwa pengukuran hemozoin
sering gagal disebabkan karena sifat pellet hemozoin yang
menempel pada bahan plastk sehingga mempengaruhi
keakuratan pengukuran, oleh karena itu alat yang digunakan
untuk mengukur hemozoin sebaiknya non pyrogen, kemungkinan
faktor inilah yang diduga menyebabkan tidak adanya perbedaan
signifikan jumlah hemozoin pada kelompok perlakuan.

Korelasi antara penurunan jumlah hemozoin dengan
penurunan derajat parasit

Hasil uji korelasi Pearson didapatkan korelasi positif yang
kuat dan signifikan (r = 0,970, p = 0,000) antara penurunan jumlah
hemozoin dengan penurunan derajat parasit. Korelasi positif
berarti apabila jumlah hemozoin menurun maka derajat parasit
menurun, jumlah hemozoin meningkat maka derajat parasit akan
meningkat pula. Seperti diketahui fungsi hemozoin untuk
mencegah kerusakan parasit dari oxygen radikal atau
mengantisipasi perubahan fungsi dari oksigen bebas terhadap
kemungkinan kerusakan parasit. Pembentukan hemozoin pada
dasarnya mengubah kandungan reaktif Fe pada proses oksidasi
dan lingkungan asam didalam food vacuole parasit dimana
hemoglobin  didegradasi. Radikal oksigen bebas berupa
superoxide (02-), peroxida (02%) dan radikal hidroksi (HO-) dapat
meningkatkan penghancuran terhadap makromolekul seluler dan
lipid. Radikal O2 bersama-sama dengan iNOS dapat melakukan
oksidasi phagosit yang didalam acidic phagosome menghasilkan
radikal peroksinitrit sangat reaktif yang dapat membunuh parasit.
(30).

Dengan jumlah hemozoin yang meningkat diasumsikan
Plasmodium dapat melakukan proses detoksifikasi heme dengan
baik sehingga Plasmodium tetap hidup (derajat parasit
meningkat). Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya (pada
hewan coba) yang menyebutkan bahwa pada jaringan yang
ditemukan jumlah hemozoin yang tinggi ternyata didapatkan
derajat parasit tinggi juga (18,31). Keterkaitan hemozoin dengan
parasitemia menarik peneliti untuk mengungkap peran hemozoin,
beberapa peneliti menyatakan bahwa hemozoin yang terdapat
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dalam leucocyte (neutrophil dan monocyte) dapat dijadikan
indikator prognostic penyakit. Seperti yang diteliti oleh Amadu et
al, 1998 pada penderita malaria asimptomatik, malaria tanpa
komplikasi, dan malaria serebral ditemukan hemozoin yang
terdapat dalam neutrofil meningkat dari 7%, 9 %, dan 27 % (32).
Penelitian pada 146 anak Nigerian yang menderita malaria,
ditemukan lebih dari 90 % hemozoin terdapat pada neutrophil dan
monocyte (32). Metzger et al., tahun 1995 meneliti 104 penderita
malaria yang dirawat di RS, didapatkan 83 % hemozoin dalam
monocyte dan 53 % hemozoin dalam neutrophil (33). Pada kasus
malaria serebral dimana pemeriksaan hapusan darah (smear)
negatif, jumlah hemozoin dalam monocyte dapat digunakan
sebagai indikator peningkatan derajat parasit (high grade
parasitemia) (27).

KESIMPULAN

1. Ekstrak biji Nimba dapat menurunkan derajat parasit dan
jumlah hemozoin pada kultur P.falciparum.

2. Pada konsentrasi 25 pg/ml ekstrak biji Nimba menurunkan
derajat parasit secara optimal, sedangkan penurunan jumlah
hemozoin secara optimal dicapai pada konsentrasi 50 pg/ml.

3. Kemampuan ekstrak biji Nimba menurunkan derajat parasit
dan jumlah hemozoin pada kultur P.falciparum lebih baik dari
Chloroquine walaupun tidak mencapai keefektifan seperti
Artemisinin.

4. Terdapat hubungan yang kuat antara penurunan jumlah
hemozoin dengan penurunan derajat parasit pada kultur
P.falciparum.

SARAN

1. Kemampuan ekstrak biji Nimba menurunkan derajat parasit
diduga karena adanya zat aktif yang mempunyai efek anti
malaria yaitu azadirachtin, nimbolide dan gedunin, perlu
penelitian  lebih lanjut tentang farmakokinetik dan
farmakodinamik zat akif tersebut

2. Perlu dilakukan penelitian uji toksisitas ekstrak biji Nimba
pada hewan coba.

3. Penelitian lebih lanjut untuk memperjelas mekanisme kerja
ekstrak biji Nimba dalam menghambat pembentukan
hemozoin pada kultur P.falciparum.
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