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ABSTRAK

Malaria otak merupakan manifestasi tersering dari infeksi malaria berat yang ditandai dengan respon inflamasi berlebih di
otak. Untuk mencegah terjadinya resistensi, penggunaan obat antimalaria standar (artemisinin) harus dikombinasikan
dengan obat antimalaria lain. Moringa oleifera, yang secara in vitro memiliki aktivitas antimalaria dan anti-inflamasi,
merupakan kandidat obat untuk dikombinasikan dengan artemisinin. Penelitian dilakukan untuk menguji pengaruh
kombinasi artemisinin dan ekstrak Moringa oleifera terhadap ekspresi NF-kB dan iNOS pada otak mencit model malaria.
Penelitian eksperimental laboratorik ini dilakukan dengan menggunakan 36 ekor mencit Balb/C yang diinfeksi
Plasmodium berghei ANKA sebagai model malaria. Sampel dibagi menjadi enam kelompok, masing-masing satu
kelompok kontrol positif, kontrol negatif, pemberian artemisinin 0,12mg/hari (C0), dan tiga kelompok yang masing-
masing mendapatkan kombinasi artemisinin 0,12mg/hari dan ekstrak daun kelor 3,75mg/hari (C1), 7,5mg/hari (C2) dan
15mg/hari (C3). Pengobatan diberikan setelah mencit mencapai derajat parasitemia 1-5% pasca inokulasi parasit secara
intraperitoneal. Ekspresi NF-kB dan iNOS otak mencit diamati dengan metode imunohistokimia pada hari ke-3 dan ke-7
pasca infeksi. Pemberian kombinasi artemisinin 0,12mg/hari dan ekstrak Moringa oleifera 3,75mg/hari, 7,5mg/hari, dan
15 mg/hari, menyebabkan penurunan ekspresi NF-kB dan iNOS yang bermakna dibandingkan dengan kontrol positif
(p<0,05). Perlakuan tersebut tidak menyebabkan penurunan ekspresi iNOS yang bermakna dibandingkan pemberian
artemisinin 0,12mg/hari saja (p>0,05). Kombinasi ekstrak Moringa oleifera dengan artemisinin memberikan efek sinergis
dalam penurunan derajat parasitemia dan ekspresi NF-kB, tetapi tidak untuk ekspresi iNOS di otak mencit yang diinfeksi
malaria.
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ABSTRACT

Cerebral malaria is the most frequent manifestation of severe malaria infection characterized by excessive inflammatory
response in the brain. In preventing resistance, the use of standard antimalaria drug (Artemisinin) needs combining with
other antimalaria drugs. In vitro, Moringa oleifera has antimalaria activities and anti-inflammatory and is a candidate
drug combined with artemisinin. This research is conducted to test the effect of artemisinin and Moringa oleifera
combination towards NF-kB and iNOS expressions in mice's brain of malaria model. This experimental laboratory study
used 36Balb/C mice infected by Plasmodium berghei ANKA strain as malaria model. They were divided into six groups,
namely a group of positive control, a group of negative control, a group of mice treated with artemisinin 0,12mg/day (CO0),
and three groups treated with combination of artemisinin 0,12mg/day and Moringa oleifera extract 3,75mg/day (C1),
7,5mg/day (C2), and 15mg/day (C3). The treatment was started when parasitemia reached 1-5% after intra-peritoneal
parasite inoculation. NF-kB and iNOS expressions in mice's brain were measured using immunohistochemistry method on
day-3 and day-7 post treatment. Administration of combination between artemisinin 0,12mg/day and Moringa oleifera
extract 3,75mg/day, 7,5mg/day, and 15mg/day significantly decreased the expression of NF-kB and iNOS compared to the
positive control (p<0,05), but did not cause a significant reduction in iINOS expression compared to administration the
artemisinin of 0,12mg/day only (p>0,05). The combination of artemisinin and extracts of Moringa oleifera provides a
synergistic effect in decreasing the degree of parasitemia and the expression of NF-kB, but not for the iNOS expression in
brain of mice infected malaria.
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PENDAHULUAN

Malaria merupakan masalah kesehatan global. Menurut
data WHO pada tahun 2011, diperkirakan sebanyak 3,3
juta penduduk dunia rentan terinfeksi malaria (1). Saat ini
terdapat lima spesies Plasmodium yang diketahui dapat
menginfeksi manusia, yaitu Plasmodium (P). falciparum, P.
vivax, P. ovale, P. malariae, dan P. Knowlesi (1,2).
Plasmodium falciparum merupakan penyebab malaria
berat, termasuk malaria serebral (1).

Hingga sekarang diketahui bahwa patogenesis dasar
untuk terjadinya malaria serebral meliputi serangkaian
proses yang terdiri dari adhesi eritrosit terinfeksi P.
falciparum pada sel endotel (cytoadherence), pada
eritrosit normal (rossetting), atau pada eritrosit terinfeksi
(autoagglutination), dan diikuti dengan sekuestrasi
parasit kedalam jaringan otak. Kerusakan sawar darah-
otak fokal akibat serangkaian proses tersebut
menyebabkan terpaparnya sel neuron dan glia
perivaskuler dengan sitokin yang berasal dari sirkulasi
sistemik (3). Kondisi tersebut akan menyebabkan
peningkatan respon inflamasi di jaringan otak yang
dimediasi oleh aktivasi nuclear factor-kB (NF-kB) dan
produksi inducible nitric oxide synthase (iNOS) (4).
Peningkatan iNOS akan meningkatkan kadar nitric oxide
(NO), yang selanjutnya akan menginduksi terjadinya
kematiansel (5).

Artemisinin adalah salah satu obat anti malaria dari
golongan sesquiter-penelectone, suatu endoperoksidase
yang saat ini digunakan untuk pengobatan malaria berat
(7). Artemisinin merupakan antimalaria yang kuat dan
bekerja dengan onset cepat (6). Aktivitas antimalaria
artemisinin melibatkan dua tahap, yaitu aktivasi rantai
endoperoksida dan pembentukan carbon-centered
radical yang memiliki aktivitas antimalaria (8).

Artemisinin merupakan komponen utama dalam strategi
terapi kombinasi untuk malaria yang resisten terhadap
obat antimalaria konvensional (7). Untuk mencegah
terjadinya resistensi terhadap artemisinin, WHO
merekomendasikan penggunaan Artemisinin-based
Combination Therapy (ACT) (6). Berbagai upaya dilakukan
untuk menemukan obat antimalaria baru yang mampu
meningkatkan efektivitas obat antimalaria yang ada saat
ini (9).

Moringa oleifera (daun kelor) merupakan salah satu
tanaman tradisional yang dipercaya memiliki aktivitas
antimalaria. Moringa oleifera secara in vitro memiliki
aktivitas skizontisid terhadap P. Falciparum (9). Moringa
oleifera juga mengandung senyawa fenol. Senyawa fenol
diketahui mampu menurunkan aktivasi NF-kB dan iNOS
secara berlebihan di jaringan otak dan mencegah
komplikasinya (10). Kadar senyawa fenol yang terkandung
dalam ekstrak Moringa oleifera sekitar 118 mg/g (11).
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek sinergis
pemberian terapi kombinasi artemisinin dan ekstrak
Moringa oleifera terhadap ekspresi NF-kB dan iNOS pada
jaringan otak mencit yang diinfeksi Plasmodium berghei
ANKA.

METODE
Desain Penelitian

Penelitian eksperimental laboratorium dikerjakan dengan
menggunakan 36 ekor mencit Balb/C yang diinfeksi
Plasmodium berghei ANKA sebagai model malaria.
Sampel dibagi menjadi enam kelompok, yaitu satu
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kelompok kontrol negatif (kelompok mencit yang tidak
diinfeksi Plasmodium berghei ANKA dan tidak diberi
pengobatan), satu kelompok kontrol positif (kelompok
mencit yang diifeksi Plasmodium berghei ANKA tanpa
diberikan pengobatan), dan empat kelompok mencit
perlakuan, yaitu kelompok mencit yang diinfeksi
Plasmodium berghei ANKA secara intra-peritoneal dan
diberi pengobatan, masing-masing dengan artemisinin
0,12mg/hari (C0O), kombinasi artemisinin 0,12mg/hari dan
ekstrak Moringa oleifera 3,75mg/hari (C1), 7,5mg/hari
(C2), dan 15mg/hari (C3). Pengobatan mulai diberikan
ketika derajat parasitemia mencapai 1-5% setelah
inokulasi 10" parasit dalam medium RPMI secara intra-
peritoneal, masing-masing selama tiga hari dan tujuh hari.
Ekspresi NF-kB dan iNOS diukur dengan menggunakan
metode imunohistokimia. Derajat parasitemia diukur pada
harike-3 dan ke-7 paska pengobatan.

Model Hewan Coba

Model hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini
adalah mencit Balb/c jantan dengan berat 20-40 gram,
sehat, aktif, dan berwarna putih, yang dibeli dari Pusvetma
Surabaya sebanyak 41 ekor. Sebanyak 5 ekor diantaranya
digunakan sebagai mencit donor. Mencit ditempatkan
didalam kandang berukuran 30x30 cm yang berisi 5 mencit
untuk tiap kandang. Mencit diadaptasikan selama 7 hari
dan setiap hari diberikan makan dan minum standar.
Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan dari Komisi
Etik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya dengan
nomor surat persetujuan etik 103/EC/KEPK-52/02/2013

Persiapan Ekstrak Moringa oleifera

Ekstraksi daun Moringa oleifera terdiri dari tiga proses,
yaitu proses pengeringan, ekstraksi, dan evaporasi. Pada
proses pengeringan, daun Moringa oleifera dicuci,
dipotong-potong, dan dipanaskan pada suhu 80C sampai
kering. Pada proses ekstraksi, daun Moringa oleifera
dihaluskan dan ditimbang sampai didapatkan berat 100
gram. Sampel selanjutnya ditempatkan didalam gelas
erlenmeyer dan direndam etanol selama semalam. Pada
proses evaporasi, lapisan teratas dari sampel yang telah
direndam semalam diambil dan ditempatkan kedalam
evaporator bersuhu 90°C. Bahan aktif yang diekstrak dari
proses tersebut ditempatkan dalam gelas penampung dan
dikirim ke Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu
(LPPT) Universitas Gadjah Mada untuk dilakukan
pemeriksaan kromatografi lapis tipis. Pemeriksaan ini
dilakukan untuk mengetahui kandungan fenol dalam
ekstrak Moringa oleifera (11).

Persiapan dan Inokulasi P. berghei ANKA

Plasmodium berghei ANKA didapatkan dari Laboratorium
Biomedik Universitas Brawijaya. Eritrosit mencit yang
terinfeksi P. berghei ANKA dan tersimpan dalam tabung
nitrogen cair dicairkan, dan secara berturut-turut
ditambah dengan NaCl 12% dan NaCl 1,6%. Isolat tersebut
selanjutnya diinkubasikan selama 5 menit dan disentrifus
dengan kecepatan 2000 rpm selama 5 menit. Pelet yang
diperoleh dilarutkan dalam medium RPMI untuk inokulasi
10 parasit dalam 0,2 ml darah untuk tiap mencit secara
intra-peritoneal (12). Parasitemia diperiksa dengan
metode hapusan darah tipis dengan pewarnaan Giemsa.
Derajat parasitemia diukur dengan cara menghitung
jumlah eritrosit terinfeksi per 1000 eritrosit (dihitung
dengan hand counter). Pengamatan derajat parasitemia
dilakukan oleh 2 orang pemeriksa dengan label pada slide
yang menunjukkan kelompok sampel yang diperiksa tidak
diketahuioleh 2 orang pemeriksa tersebut.
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Persiapan Sampel Otak Mencit

Dilakukan eutanasia pada mencit dengan menggunakan
kloroform pada hari ke-3 dan ke-7 paska pengobatan.
Jaringan otak mencit segera diambil dan ditempatkan
kedalam tabung berisi larutan formalin 10%. Proses
pengirisan dan pembuatan sediaan yang akan digunakan
dalam prosedur imunohistokimia dikerjakan di
Laboratorium Patologi Anatomi Rumah Sakit Dr. Soetomo
Surabaya.

Imunohistokimia

Irisan sampel yang telah disiapkan untuk pemeriksaan
ekspresi NF-kB dan iNOS pada hari ke-3 dan ke-7
dipanaskan pada suhu 60C selama 60 menit dan secara
berturut-turut ditetesi dengan xylol, etanol absolut,
etanol 90%, etanol 80%, etanol 70%, dan larutan akuades.
Irisan sampel direndam dalam tabung berisi buffer citrate
dengan pH 6,0, dan selanjutnya tabung tersebut direndam
dalam air bersuhu 95C selama 20 menit. Selanjutnyairisan
sampel diinkubasikan selama 15 menit, dilakukan proses
blocking dari protein nonspesifik, diinkubasikan dengan
antibodi primer anti-NF-kB/p65 (LOT: 1638P803l,
NeoMarkers) selama semalam pada suhu 4C. Proses
selanjutnya irisan sampel dilakukan inkubasi dengan
antibodi sekunder (Dako LSAB + System-HRP) selama 60
menit pada suhu ruang, dengan SA-HRP (Dako LSAB +
System-HRP) selama 60 menit pada suhu ruang. Diantara
prosedur-prosedur tersebut, irisan sampel dibilas dengan
phosphate-buffered saline (PBS). Terakhir, irisan sampel
ditetesi dengan DAB (Dako LSAB+System-HRP) dan diberi
warna latar dengan Hematoxilen. Prosedur
imunohistokimia yang sama juga digunakan utuk iNOS,
kecuali untuk penggunaan anti-NOS2 sebagai antibodi
primer (L1510, Santa Cruz Biotechnology). Prosedur
diatas merupakan prosedur pemeriksaan imunohistokia
standar di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya.

Analisis Data

Analisis data dikerjakan dengan menggunakan SPSS 17
dengan uji t-independent, uji Mann-Whitney, uji One Way
ANOVA, uji post hoc Tukey, dan uji Kruskal-Wallis. Hasil uji
bermakna jika nilai p<0,05.

HASIL
Derajat Parasitemia

Uji t-independen untuk rerata derajat parasitemia pada
hari ke-3 dan ke-7 dikerjakan untuk kelompok kontrol
positif, CO, dan C1. Uji Mann-Whitney rerata derajat
parasitemia pada hari ke-3 dan ke-7 dikerjakan untuk
kelompok C2 dan C3. Data tersebut menunjukkan
terdapat perbedaan rerata derajat parasitemia yang
bermakna antara hari ke-3 dan hari ke-7 pada kelompok
Cl (p=0,000), C2 (p=0,046), dan C3 (p=0,046). Tidak
didapatkan perbedaan yang bermakna pada kelompok
kontrol positif (p=0,127) dan CO (p=0,127). Uji One Way
ANOVA untuk derajat parasitemia diantara berbagai
kelompok pada hari ke-3 menunjukkan perbedaan
bermakna (p=0,000). Uji post hoc Tukey menunjukkan
perbedaan rerata derajat parasitemia yang bermakna
antara kelompok kontrol positif dan CO (p=0,033), kontrol
positif dan C1 (p=0,001), kontrol positif dan C2 (p=0,000),
dan kontrol positif dan C3 (p=0,000). Tidak didapatkan
perbedaan yang bermakna antara kelompok CO dan C2
(p=0,033), CO dan C3 (p=0,008), dan C2 dan C3 (p=0,381).
Hasil tersebut menunjukkan bahwa diantara semua
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kelompok pengobatan, kombinasi artemisinin
0,12mg/hari dan ekstrak Moringa oleifera 7,5mg/hari
(C2), dan 15mg/hari (C3) paling efektif menurunkan
derajat parasitemia.

Hari ke-3

Hari ke-7

Gambar 1. Efektivitas kombinasi artemisinin dan ekstrak
Moringa oleifera dalam menurunkan derajat parasitemia.

Keterangan: A.) Pengamatan hari ke-3 dan B.) Pengamatan hari ke-7

Ekspresi NF-kB

Uji t-independen untuk rerata ekspresi NF-kB jaringan otak
mencit antara hari ke-3 dan ke-7 untuk tiap kelompok
pengobatan menunjukkan perbedaan yang bermakna
pada C2 (p=0,028) dan C3 (p=0,024). Tidak didapatkan
perbedaan yang bermakna pada kelompok kontrol positif
(p=0,657), CO (p=0,057), C1 (p=0,075), dan kontrol negatif
(p=0,770). Uji One Way ANOVA untuk ekspresi NF-kB
diantara berbagai kelompok pada hari ke-3 menunjukkan
perbedaan yang bermakna (p=0,000). Uji post hoc Tukey
menunjukkan perbedaan ekspresi NF-kB yang bermakna
antara kelompok kontrol positif dan CO (p=0,000), kontrol
positif dan C1 (p=0,000), kontrol positif dan C2 (p=0,000),
dan kontrol positif dan C3 (p=0,000). Tidak didapatkan
perbedaan yang bermakna antara kelompok CO dan C1
(p=0,991), CO dan C2 (p=0,231), dan CO dan C3 (p=0,121).
Hasil tersebut menunjukkan bahwa semua kelompok
pengobatan pada pengamatan hari ke-3 memiliki
efektivitas yang sama dalam menurunkan ekspresi NF-kB.

B Kontrol Positif

Rerata NF-kB

™ Kontrol Negatif

!

Tt
AN T q"“g\

Gambar 2. Efektivitas komnbinasi artemisinin dan ekstrak
Moringa oleifera dalam menurunkan ekspresi NF-kB.
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Gambar 2. Efektivitas komnbinasi artemisinin dan ekstrak
Moringa oleifera dalam menurunkan ekspresi NF-kB.
(lanjutan)

Keterangan:

Mencit diberikan pengobatan artemisinin 0,12mg/hari (C0), kombinasi
artemisinin 0,12mg/hari dan ekstrak Moringa oleifera 3,75mg/hari (C1),
7,5mg/hari (C2), dan 15 mg/hari (C3), masing-masing pengobatan
diberikan selama 3 haridan 7 hari.

Grafik A. Pengamatan harike-3; F. Pengamatan hari ke-7
Pemeriksaanimunohistokimia ekspresi NF-kB pada hari ke-3: Gambar (B)
kelompok kontrol positif; (C) kelompok CO, (D) kelompok C3, dan (E)
kontrol negatif.

Pemeriksaan imunohistokimia ekspresi NF-kB pada hari ke-7: (G)
kelompok kontrol positif, (H) kelompok CO, (1) kelompok C3, (J) kelompok
kontrol negatif

Tanda panah menunjukkan sel yang positif mengekspresikan NF-kB yang
ditandai dengan sitoplasma yang terwarnai coklat pada pemeriksaan
imunohistokimia.

Gambar 2A menunjukkan hasil uji post hoc Tukey untuk
pengamatan hari ke-3. Pemeriksaan imunohistokimia
menunjukkan bahwa kelompok pengobatan CO dan C3
menunjukkan efektivitas yang sama dalam menurunkan
ekspresi NF-kB (Gambar 2B, C, D, dan F). Uji One Way
ANOVA untuk ekspresi NF-kB diantara berbagai kelompok
pada hari ke-7 juga menunjukkan perbedaan yang
bermakna (p=0,000). Uji post hoc Tukey menunjukkan
perbedaan ekspresi NF-kB yang bermakna antara
kelompok kontrol positif dan CO (p=0,000), kontrol positif
dan C1 (p=0,000), kontrol positif dan C2 (p=0,000), kontrol
positif dan C3 (p=0,000), CO dan C2 (p=0,013), CO dan C3
(p=0,005), dan CO dan kontrol negatif (p=0,000). Tidak
terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok C2
dan C3 (p=0,994). Hasil tersebut menunjukkan bahwa
kelompok pengobatan C2 dan C3 pada pengamatan hari
ke-7 paling efektif dalam menurunkan ekspresi NF-kB.
Gambar 2F menunjukkan hasil uji post hoc Tukey untuk
pengamatan hari ke-7. Pemeriksaan imunohistokimia juga
menunjukkan bahwa kelompok pengobatan kombinasi
artemisin 0,12mg/hari dengan Moringa olifeira
15mg/hari (C3) lebih efektif dalam menurunkan ekspresi
NF-kB dibandingkan dengan pemberian artemisin saja
pada dosis 0,12mg/hariC0 (Gambar 2G, H, |, dan J).

EkspresiiNOS

Ujit-independen untuk rerata ekspresiiNOS pada jaringan
otak mencit antara hari ke-3 dan ke-7 untuk tiap kelompok
pengobatan menunjukkan perbedaan yang bermakna
pada kelompok kontrol positif (p=0,035), CO (p=0,039), C2
(p=0,029), dan C3 (p=0,024). Tidak didapatkan perbedaan
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yang bermakna pada kelompok C1 (p=0,159) dan kontrol
negatif (p=0,746). Uji One Way ANOVA untuk ekspresi
iNOS diantara berbagai kelompok pada hari ke-3
menunjukkan perbedaan yang bermakna (p=0,000). Uji
post hoc Tukey menunjukkan perbedaan ekspresi iNOS
yang bermakna antara kelompok kontrol positif dan CO
(p=0,000), kontrol positif dan C1 (p=0,000), kontrol positif
dan C2 (p=0,000), dan kontrol positif dan C3 (p=0,000).
Tidak didapatkan perbedaan yang signifikan antara
kelompok CO dan C1 (p=1,000), CO dan C2 (p=0,259), dan
C0 dan C3 (p=0,143). Hasil tersebut menunjukkan bahwa
semua kelompok pengobatan pada pengamatan hari ke-3
memiliki efektivitas yang sama dalam menurunkan
ekspresiiNOS.

18.00

14.67°

16.00 -
14.00 -
12.00 - B Kontrol Positif

10.00

Rerata iNOS

8.00
6.00 -
4.00 1

® Kontrol Negatif
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B Kontrol Positif
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uC2

mC3

= Kontrol Negatif

Gambar 3. Efektivitas kombinasi artemisinin dan ekstrak
Moringa oleifera dalam menurunkan ekspresiiNOS.

Keterangan:

Mencit diberikan pengobatan artemisinin 0,12mg/hari (C0), kombinasi
artemisinin 0,12mg/hari dan ekstrak Moringa oleifera 3,75mg/hari (C1),
7,5mg/hari (C2), dan 15mg/hari (C3), masing-masing pengobatan
diberikan selama 3 haridan 7 hari.

(A) Grafik perbedaan ekspresiiNOS pengamatan harike-3

(B) Pemeriksaan imunohistokimia ekspresi iNOS hari ke 3 kelompok
kontrol positif, (C) kelompok CO, (D) kelompok C3, (E) kontrol negatif

(F) Grafik perbedaan ekpresiiNOS pada pengamatan harike-7

(G) Pemeriksaan imunohistokimia ekspresi iNOS pada hari ke-7
kelompok kontrol positif, (H) kelompok CO, (I) kelompok C3, (J) kontrol
negatif.

Tanda panah menunjukkan sel yang positif mengekspresikan iNOS yang
ditandai dengan sitoplasma yang terwarnai coklat pada pemeriksaan
imunohistokimia.
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Gambar 3A menunjukkan hasil uji post hoc Tukey untuk
pengamatan hari ke-3. Pemeriksaan imunohistokimia
menunjukkan bahwa CO dan C3 memiliki efektivitas yang
sama dalam menurunkan ekspresi iINOS dibandingkan
dengan kontrol positif (Gambar 3B, C, D, dan F). Uji One
Way ANOVA untuk ekspresi iNOS diantara berbagai
kelompok pada hari ke-7 juga menunjukkan perbedaan
bermakna (p=0,000). Uji post hoc Tukey menunjukkan
perbedaan ekspresi iNOS yang bermakna antara
kelompok kontrol positif dan CO (p=0,000), kontrol positif
dan C1(p=0,000), kontrol positif dan C2(p=0,000), dan
kontrol positif dan C3(p=0,000). Tidak didapatkan
perbedaan yang bermakna antara kelompok CO dan C1
(p=1,000), CO dan C2 (p=0,092), dan CO dan C3(p=0,073).
Hasil tersebut menunjukkan bahwa semua kelompok
pengobatan pada pengamatan hari ke-7 memiliki
efektivitas yang sama dalam menurunkan ekspresi iNOS.
Gambar 3F menunjukkan hasil uji post hoc Tukey untuk
pengamatan hari ke-7. Pemeriksaan imunohistokimia
menunjukkan bahwa pemberian artemisin dosis
0,12mg/hari (CO) dan kombinasi artemisin 0,12mg/hari
dengan Moringa olifeira 15mg/hari (C3) memiliki
efektivitas yang sama dalam menurunkan ekspresi iNOS
dibandingkan dengan kontrol positif (Gambar 3G, H, | dan
J).

DISKUSI

Malaria otak ditandai dengan kondisi iskemia otak yang
diinduksi oleh proses cytoadherence eritrosit yang
terinfeksi pada dinding pembuluh darah otak, rosetting
atau autoagglutination eritrosit yang terinfeksi didalam
darah sirkulasi, dan diikuti dengan sekuestrasi dari
eritrosit yang terinfeksi kedalam jaringan otak (3). Iskemia
otak sendiri akan menginduksi respon inflamasi yang
berlebihan di jaringan otak dengan akibat terjadinya
kematian neuron (21).

Proses inflamasi yang berlebihan dalam jaringan otak
yang dimediasi oleh produksi sitokin dan radikal bebas
yang berlebihan diinduksi oleh aktivasi NF-Kb (4). Protein
ini diekspresikan oleh sel-sel kekebalan di otak, terutama
oleh mikroglia dan astrosit. Protein ini penting untuk
transkripsi sitokin proinflamasi di jaringan otak yang
diaktivasi oleh berbagai macam stimuli, sepertiinfeksi dan
stres oksidatif (15). Oleh karena itu, peningkatan ekspresi
NF-kB pada jaringan otak mencit yang diinfeksi
Plasmodium berghei akan mewakili terjadinya respon
inflamasi yang berlebihan di jaringan otak tersebut.
Analisis post hoc menunjukkan bahwa kombinasi
artemisinin 0,12mg/hari dan ekstrak Moringa oleifera
3,75mg/hari, 7,5mg/hari, and 15mg/hari selama 3 hari
tidak menunjukkan penurunan ekspresi NF-kB yang
bermakna dibandingkan dengan pemberian artemisinin
0,12mg/hari selama 3 hari. Ketika pengobatan dilanjutkan
sampai 7 hari, didapatkan penurunan ekspresi NF-kB yang
bermakna pada kelompok yang diberikan kombinasi
artemisinin 0,12mg/hari dan ekstrak Moringa oleifera
7,5mg/hari dan 15mg/hari. Hasil tersebut menunjukkan
bahwa untuk menurunkan respon inflamasi yang
berlebihan di jaringan otak, diperlukan pemberian
kombinasi artemisinin 0,12mg/hari dan ekstrak Moringa
oleifera7,5mg/hariselama 7 hari.

Aktivasi NF-kB bisa terjadi melalui jalur klasik maupun
jalur alternatif (17). Proses pengiriman sinyal untuk
aktivasi NF-kB melalui jalur klasik diperantarai oleh
interaksi antara ligand dengan reseptor TNF tipe 1 atau
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tipe 2 (TNFR1/2), reseptor sel T (T-cell receptor/TCR),
reseptor sel B (B-cell receptor/BCR), dan Toll-like receptor
(TLR). Disisi lain, proses pengiriman sinyal untuk aktivasi
NF-kB terjadi melalui jalur alternatif diperantarai oleh
aktivasi anggota dari reseptor keluarga TNF tertentu,
seperti reseptor B limfotoksin (lymphotoxin 8
receptor/LTBR), faktor pengaktivasi sel B yang masuk
dalam reseptor keluarga TNF (B-cell activating factor
belongs to TNF family receptor/BAFF-R), CD40, dan CD30
(17). Setelah terjadi aktivasi reseptor, baik melalui jalur
klasik maupun jalur alternatif, akan diikuti dengan proses
aktivasi mitogen-activated protein kinase (MAPK).
Terdapat tiga kelompok MAPK yang memediasi aktivasi
NF-kB pada mamalia, yaitu ERK, JNK/SAPK, dan p38.
Aktivasi dari MAPK akan memediasi terjadinya fosforilasi
inhibitor NF-kB (IkB) dan pelepasan NF-kB yang teraktivasi.
Respon penting yang terjadi akibat aktivasi NF-kB adalah
produksi berbagai macam sitokin proinflamasi (18).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian
kombinasi artemisinin 0,12mg/hari dan ekstrak Moringa
oleifera 7,5mg/hari selama 7 hari menurunkan ekspresi
NF-kB secara bermakna dibandingkan dengan pemberian
artemisinin 0,12mg/hari selama 7 hari. Mekanisme kerja
ekstrak Moringa oleifera dalam menghambat ekspresi NF-
kB saat ini masih belum diketahui. Berdasarkan landasan
teori yang telah disampaikan sebelumnya, diduga bahwa
aktivitas antiinflamasi ekstrak Moringa oleifera bisa pada
proses penghambatansalah satu atau lebih dari tahap-
tahap aktivasi NF-kB, baik melalui penghambatan pada
proses interaksi antara reseptor dan ligand,
penghambatan aktivasi MAPK, atau penghambatan
fosforilasi IkB. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
membuktikan hal tersebut.

Lisis eritrosit terinfeksi Plasmodium berghei dalam
sirkulasi darah sistemik akan menyebabkan lepasnya
glycosilphosphatidylinositol (GPl) (3). Protein tersebut
mampu merangsang aktivitas makrofag untuk
memproduksi sitokin-sitokin proinflamasi, seperti IL-1, IL-
6, dan TNF-a. Pada kasus malaria serebral, sitokin-sitokin
tersebut dan GPI dapat mengalami translokasi kedalam
jaringan otak dan mampu menginduksi aktivasi NF-kB
pada sel-sel kekebalan dijaringan otak dengan akibat
dihasilkannya sitokin proinflamasi didalam jaringan otak
(15). Berdasarkan landasan teori tersebut, jika kombinasi
artemisinin dan ekstrak Moringa oleifera mampu
menurunkan derajat parasitemia, maka kombinasi obat
tersebut juga akan mampu menurunkan lepasnya GPI dan
sitokin proinflamasi sehingga mampu menurunkan
ekspresi NF-kB dijaringan otak mencit model malaria.

Analisis post hoc pada pengamatan hari ke-3 menunjukkan
bahwa pemberian kombinasi artemisinin 0,12mg/hari dan
ekstrak Moringa oleifera7,5mg/haridan 15mg/harisecara
efektif menurunkan derajat parasitemia. Disisi lain analisis
post hoc pada pengamatan hari ke-7 menunjukkan bahwa
pemberian kombinasi artemisinin 0,12mg/hari dan
ekstrak Moringa oleifera 15mg/hari lebih efektif dalam
menurunkan derajat parasitemia. Hal ini berarti bahwa
pemberian kombinasi artemisinin 0,12mg/hari dan
ekstrak Moringa oleifera 15mg/hari selama 7 hari
merupakan pengobatan yang paling efektif dalam
menurunkan derajat parasitemia. Masih diperlukan
penelitian lebih lanjut dengan menggunakan ekstrak
Moringa oleifera dengan dosis lebih tinggi untuk
menurunkan derajat parasitemia hingga mencapai 0%.
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Penurunan derajat parasitemia pada penelitian ini
setidaknya bisa membantu menjelaskan bagaimana
mekanisme penurunan ekspresi NF-kB dalam penelitian
ini.

Seperti yang telah disampaikan sebelumnya, aktivasi NF-
kB didalam sel-sel kekebalan diotak akan menyebabkan
produksi sitokin proinflamasi, seperti iNOS, COX-2, TNF-a,
IL-1B, IL-6, dan sebagainya (19). Salah satu mediator
inflamasi penting yang dihasilkan oleh mikroglia melalui
aktivasi NF-kB adalah protein iNOS. Protein ini memediasi
produksi nitric oxide (NO), yang selanjutnya akan bereaksi
dengan O, untuk membentuk peroksinitrit (ONOO’) dan
radikal hidroksil yang bersifat reaktif. Produksi NO secara
berlebihan akan membahayakan neuron, karena akan
menyebabkan disfungsi neuron dan apoptosis (20).
Protein iNOS yang dihasilkan secara berlebihan akan
mengaktivasi mikroglia dan selanjutnya akan
membangkitkan proses kaskade inflamasi. Sekali
diekspresikan, iNOS bentuk aktif akan terus ada selama
periode waktu yang lama sampai mengalami proses
degradasi (15). Berdasarkan landasan teori tersebut,
penelitian inijuga ditujukan untuk menguji efek kombinasi
artemisinin dan ekstrak Moringa oleifera dalam
menurunkan respon inflamasi yang berlebihan melalui
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