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Abstrak

Plasmodium dalam eritrosit akan menginduksi respons imun, berupa produksi radikal bebas yang dapat 
menyebabkan kerusakan jaringan paru. Kombinasi ekstrak Anamirta cocculus dan artemisin diharapkan dapat 
mencegah komplikasi akibat radikal bebas yang dihasilkan oleh sel imun maupun artemisin. Studi eksperimental 
dengan metode post test control group design only dilakukan di Laboratorium Parasitologi dan Biomedik Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya periode Juni–Oktober 2010 untuk membuktikan efek pemberian kombinasi 
ekstrak A. cocculus dan artemisin terhadap jumlah sel apoptosis jaringan paru mencit galur Balb/C yang diinfeksi 
Plasmodium berghei. Mencit  dibagi dalam 6 kelompok, kelompok 1 terdiri atas 9 ekor mencit normal, kelompok 
2 mencit yang diinfeksi P. berghei tanpa terapi, kelompok 3 mencit yang diinfeksi P. berghei dan diterapi artemisin 
dosis 0,04 mg/gBB, serta 3 kelompok perlakuan mencit diinfeksi P. berghei dan diterapi kombinasi artemisin 
0,04 mg/gBB dengan ekstrak A. cocculus 0,01 mg/gBB;  0,1 mg/gBB; dan 1 mg/gBB. Sel apoptosis dihitung dari 
ekspresi caspase-3 pada pewarnaan imunohistokimia. Pemberian ekstrak A. cocculus dosis 0,01 mg/gBB;  0,1 mg/
gBB; dan 1 mg/gBB serta artemisin selama 3 hari menurunkan jumlah sel apoptosis secara signifikan dibandingkan 
dengan kelompok artemisin monoterapi (p=0,00; 0,026; 0,000). Hubungan lama terapi dengan ekspresi caspase-3  
menunjukkan pada kelompok terapi kombinasi ekstrak A. cocculus 0,01 mg/gBB dan artemisin 0,04 mg/gBB 
memiliki korelasi positif yang signifikan (p=0,013). Simpulan, terapi jangka pendek kombinasi ekstrak A. cocculus 
dan artemisin  mempunyai efek yang lebih baik dibandingkan dengan pemberian artemisin monoterapi dalam hal 
penurunan jumlah sel apoptosis jaringan paru. [MKB. 2013;45(2):69–77]
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The Effect of Anamirta cocculus Extract and Artemisin Combination in 
Decreasing Number of Apoptotic Lung Cells of  Malaria Infected Mice  

Abstract

The presence of Plasmodium in erythrocytes will induce immune responses, including the production of free 
radicals which can lead to lung tissue cells damage. Combination therapy of Anamirta cocculus extract and 
artemisin is expected to prevent complications caused by free radicals produced by immune cells and artemisin. 
This experimental study which using post test control group design only was done in Laboratory of Parasitology 
and Biomedic Faculty of Medicine, Brawijaya University on June–October 2010 to prove the effect of combination 
therapy of A. cocculus extract and artemisin towards the number of apoptotic lung tissue cells of Balb/C mice 
infected by Plasmodium berghei. Mice were divided into 6 groups, the first normal Balb/C mice, the second mice 
infected by P. berghei without treatment, the third mice infected by P. berghei and treated with artemisin 0.04 mg/g 
BW, and 3 combination contains mice infected by P. berghei and treated with a combination of artemisin 0.04 mg/
gBW and A.cocculus extract 0.01 mg/gBW, 0.1 mg/gBW, 1 mg/ gBW respectively. The apoptotic cells of lung 
tissue were counted from the expression of caspase-3 in immunohistochemical staining. In day 3 combination A. 
cocculus extract dose 0.01 mg/gBW, 0.1 mg/gBW, 1 mg/ gBW and artemisin reduced the number of apoptotic 
cells significantly compared to the artemisin monotherapy (p=0.00, 0.026, 0.000). There was a positive corelation 
between the length of treatment and the expression of caspase-3 (p=0.013) on group that treated with combination 
of A. cocculus extract 0.01 mg/gBW and artemisin 0,04 mg/gBB. In conclusion, the short treatment of combination 
A. cocculus extract and artemisin has a better effect than artemisin monotherapy in decreasing number of apoptotic 
lung tissue cells. [MKB. 2013;45(2):69–77]
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Pendahuluan  

Dimulai dari tahun 1970-an, penelitian malaria 
beralih ke obat artemisinin, obat antimalaria baru. 
Obat yang diperoleh dari tanaman Artemisia annua 
ternyata telah berabad-abad lamanya dipakai 
sebagai pengobatan tradisional di Cina terhadap 
demam dan malaria.1 Sejak tahun 2004, World 
Health Organization (WHO) merekomendasikan 
terapi kombinasi artemisinin-based combination 
therapy atau ACT untuk pengobatan malaria di 
daerah endemis.

Ada beberapa teori tentang mekanisme kerja 
antiplasmodial artemisin berdasarkan atas struktur 

trioksan.1,2–4 Salah satu teori menjelaskan bahwa 
bioaktivasi 1,2–4 trioksan pada artemisin ini dipicu 
oleh Fe2+ sehingga dapat menghasilkan radikal 
bebas. Radikal bebas ini kemudian mengikat dan 
menghambat kerja beberapa biomolekul parasit 
yang dapat mengakibatkan parasit mati.2 Radikal 
bebas merupakan molekul yang reaktif dan dapat 
bereaksi dengan protein, asam nukleat, lipid, 
molekul lain, serta dapat  mengubah struktur dan 
menimbulkan kerusakan jaringan, terutama sel 
endotel. Jika hal ini terjadi pada endotel paru dapat 
menyebabkan gejala edema paru yang merupakan 
salah satu komplikasi penyakit malaria. 

Penelitian sebelumnya sudah membuktikan 
bahwa apoptosis pada sel endotel yang diinduksi 
eritrosit terinfeksi parasit dimediasi oleh stres 
oksidatif. Hambatan sintesis nitric oxide (NO) 
dan pemberian superoxide dismutase mimetic 
yaitu manganese [III] tetrakis (4-benzoic acid) 
porphyrin (MnTBAP) melindungi sel endotel 
paru manusia terhadap apotosis yang diinduksi 
oleh  eritrosit terinfeksi parasit.3 Apoptosis pada 
sel endotel tidak hanya disebabkan oleh perlekatan 
eritrosit terinfeksi Plasmodium falciparum (P. 
falciparum) tetapi juga disebabkan oleh produksi 
reactive oxygen species (ROS) dan sekresi enzim  
proteolitik dari neutrofil.4 Berdasarkan fakta di 
atas, maka diperlukan suatu cara untuk mengatasi 
timbulnya radikal bebas akibat parasit malaria 
maupun akibat obat yang digunakan dalam terapi 
malaria. Hal yang dapat dilakukan antara lain 
dengan terapi antioksidan.

Tali kuning atau kayu kuning (Anamirta 
cocculus) adalah salah satu tumbuhan yang banyak 
ditemukan di Irian Jaya. Batang dan akar Anamirta 
cocculus ternyata mengandung alkaloid kuartener, 
seperti berberin, palmatin, magnoflorin, dan juga 
columbamine. Alkaloid kuartener ini mempunyai 
khasiat sebagai antimalaria dan juga antioksidan.5,6 

Antioksidan mampu menangkap radikal bebas 
yang timbul dalam proses penyakit malaria. Atas 
dasar konsep tersebut, efek antioksidan berberin 
yang terdapat dalam tanaman Anamirta cocculus, 
diperkirakan dapat mencegah komplikasi pada 

penyakit malaria, termasuk kerusakan jaringan 
paru. Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan 
alternatif pengobatan dalam penanganan penyakit 
malaria khususnya komplikasi pada organ paru. 

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan 
efek pemberian kombinasi ekstrak A. cocculus 
dengan artemisin terhadap penurunan jumlah 
sel apoptosis jaringan paru mencit galur Balb/C 
yang diinfeksi Plasmodium berghei (P. berghei). 
Plasmodium berghei memiliki galur atau susunan 
kromosom yang berdekatan dengan Plasmodium  
falciparum sehingga dapat dipergunakan sebagai 
parasit hewan coba yang dianalogkan dengan 
infeksi  Plasmodium  falciparum pada manusia.7 

Metode 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental 
dengan menggunakan metode post test control 
group design only dan dilakukan di Laboratorium 
Parasitologi dan Laboratorium Biomedik Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya pada bulan 
Juni–Oktober 2010. Sebanyak lima puluh empat 
ekor mencit jantan galur Balb/C, berumur 8–12 
minggu, bobot 28–32 gram, sehat dan belum 
mengalami perlakuan apapun, dibagi menjadi 
enam kelompok, masing-masing terdiri atas 9 ekor 
mencit. Kelompok pertama terdiri atas mencit 
Balb/C yang tidak mendapat perlakuan apapun 
(normal) dan dijadikan kelompok kontrol negatif. 
Kelompok 2 terdiri atas mencit yang diinfeksi 
Plasmodium berghei tanpa terapi (kontrol positif), 
dan kelompok 3 terdiri atas mencit yang diinfeksi 
P. berghei dan diterapi artemisin dosis 0,04 mg/
gBB. Kelompok 4, 5 dan 6, masing-masing terdiri 
atas mencit yang diinfeksi P. berghei kemudian 
diterapi artemisin 0,04 mg/gBB yang dikombinasi 
dengan ekstrak A. cocculus 0,01 mg/gBB; 0,1 mg/
gBB; dan 1 mg/gBB, secara per oral sampai hari 
ke-7. Data diambil pada hari ke-3, ke-5, dan ke-7 
setelah pemberian terapi Plasmodium berghei 
didapatkan dari Laboratorium Sentral Biomedik 
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 
Inokulasi diberikan secara intraperitoneal (i.p.) 
sebanyak 107 parasit dalam 0,2 mL darah untuk 
tiap mencit. Setiap hari derajat parasitemia mencit 
diukur melalui pemeriksaan hapusan darah tipis. 
Setelah derajat parasitemia mencapai kurang lebih 
10% dan telah timbul gejala klinis malaria, saat ini 
merupakan awal pemberian artemisin atau ekstrak 
A. cocculus. Artemisin yang diberikan diperoleh 
dari Departemen Kesehatan Jakarta sebagai 
bentuk tablet yang mengandung 50 mg artesunat/
tablet. Artemisin diberikan secara per oral dengan 
menggunakan sonde selama 7 hari. Dosis yang 
digunakan 0,04 mg/gBB. Tablet artesunat yang 
telah ditimbang, digerus dengan mortar, kemudian 
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diencerkan menggunakan campuran akuades dan 
carboxy-methyl-cellulose (CMC) Na dan diaduk 
menggunakan vorteks. 

Anamirta cocculus yang dipergunakan adalah 
bagian batang dan didapatkan dari daerah Papua. 
Pembuatan ekstrak ini mempergunakan etanol 
80% yang kemudian diekstrak dengan metode 
maserasi di Laboratorium Farmakologi Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya. Sepuluh 
bagian simplisia serbuk batang Tali kuning (A. 
cocculus)  dimasukkan ke dalam bejana, dituangi 
dengan 90 bagian cairan penyari (etanol 80%), 
ditutup dan dibiarkan selama 5 hari terlindung 
dari cahaya sambil sesekali diaduk. Setelah 5 hari 
campuran tersebut disaring, sedangkan ampasnya 
dicuci dengan etanol 80% secukupnya sehingga 
diperoleh 100 bagian. Maserat dipindah dalam 
bejana tertutup dan dibiarkan di tempat sejuk, 
terlindung dari cahaya selama 2 hari. Maserat 
disaring kemudian diuapkan pada tekanan yang  
rendah pada suhu tidak lebih dari 50 0C. Ekstrak 
dimasukkan dalam oven pada suhu 50 0C  sampai 
didapat ekstrak kental. Ekstrak kental ini dianggap 
konsentrasi 100%. Ekstrak A. cocculus diencerkan 
dengan carboxy-methyl-cellulose (CMC) Na dan 
akuades. Ekstrak A. cocculus diberikan dalam 
dosis 0,01 mg/gBB; 0,1 mg/gBB; dan 1 mg/gBB 
serta dikombinasikan dengan larutan artemisin 
0,04 mg/gBB. Campuran ini diberikan berturut-
turut selama 7 (tujuh) hari per oral melalui sonde. 
Dosis ekstrak A. cocculus ditentukan atas dasar 
kandungan alkaloid (berberin) yang ada pada 
tumbuhan A. cocculus.

Setiap waktu pemeriksaan (hari ke-3, 5, dan 7) 
secara acak diambil 3 mencit dari tiap kelompok. 
Mencit-mencit tersebut dimatikan dengan narkose 
mempergunakan kloroform. Mencit diletakkan 
dengan posisi terlentang, kulit dibersihkan dengan 
alkohol 70%. Mencit dibedah dan diambil organ 
parunya. Organ paru dimasukkan ke dalam tabung 
plastik yang telah berisi formalin 10%. Organ 
paru yang telah difiksasi formalin 10% dibuat 
sediaan blok parafin di Laboratorium Patologi 
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas 
Brawijaya Malang, setelah itu slide siap dilakukan 
pengecatan imunohistokimia. Apoptosis jaringan 
paru dihitung dengan metode imunohistokimia 
mempergunakan antibodi monoklonal terhadap 
caspase-3 (anti rabbit caspase-3) dari pabrik 
Bio Vision dengan katalog nomor 3015-100. 
Secara ringkas prosedur dari imunohistokimia 
sebagai berikut: slide preparat paru dicuci dengan 
phosphate buffer solution (PBS) pH 7,4 selama 5 
menit sebanyak tiga kali dan dikeringkan dengan 
tisu. Kemudian slide diberi H2O2 3% dalam 
metanol selama 20 menit lalu dibuang. Slide dicuci 
dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit sebanyak 
tiga kali dan dikeringkan dengan tisu. Dilakukan 

blocking slide menggunakan fetal bovine serum 
(FBS) 5% dan triton X-100 0,25% selama 60 
menit pada temperatur ruangan. Slide dicuci 
dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit sebanyak tiga 
kali dan dikeringkan dengan tisu. Slide diinkubasi 
dengan antibodi primer caspase-3 (caspase-
3:FBS5%=1:100, menggunakan vorteks) dalam 
chamber (permukaan rata dan suasana lembab 
dengan menggunakan tisu dan akuades) selama 
semalam yaitu pada 4 °C. Slide dikeluarkan dari 
chamber dan dikeringkan embunnya dengan tisu. 
Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit 
sebanyak tiga kali, setelah itu ditetesi dengan 
antibodi sekunder berlabel biotin (Santa Cruz). 
Slide diinkubasi selama 1 jam dalam suhu ruangan 
kemudian dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 
menit sebanyak tiga kali dan dikeringkan dengan 
tisu. Slide ditetesi dengan strepavidin horse 
radis peroxidase (SA-HRP) selama 40 menit di 
chamber. Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 
5 menit sebanyak tiga kali dan dikeringkan dengan 
tisu. Slide ditetesi kromogen diamono benzidine 
(DAB) yang telah didilusi bufer DAB (1:50) 
selama 20 menit pada suhu ruangan. Slide dicuci 
dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit sebanyak tiga 
kali kemudian dibilas dengan akuades sebanyak 3 
kali. Slide diwarnai counterstaining dengan Meyer 
hematoxylin (Meyer:tap water=1:25) selama 10 
menit pada suhu ruangan kemudian dicuci dengan 
tap water sebanyak 3 kali dan dikeringkan dengan 
tisu. Terakhir slide di-mounting menggunakan 
entelan serta ditutup dengan cover glass. 

Preparat yang telah dicat lalu diamati secara 
mikroskopis mempergunakan mikroskop cahaya 
dengan perbesaran 1.000x dan dihitung jumlah 
sel rata-rata yang mengekspresikan apoptosis per 
lapangan pandang sebanyak 20 lapangan pandang 
secara semikuantitatif. Pemeriksaan mikroskopis 
ini bertujuan untuk menghitung jumlah ekspresi 
caspase-3 pada jaringan paru mencit, yaitu 
pada epitel sel dinding alveolus. Sitoplasma sel 
yang telah terekspresi caspase-3 akan berwarna 
coklat. Pengamatan ekspresi caspase-3 dilakukan 
terhadap total sel pada setiap lapang pandang 
dan sel yang terwarna dihitung rasionya atau 
persentasenya terhadap total sel. 
 
 
Hasil
 
Preparat yang tercat diamati secara mikroskopis 
dalam 20 lapang pandang. Ekspresi caspase-3 
pada epitel dinding alveolus dihitung jumlahnya 
secara semikuantitatif. Sel yang   mengekspresikan 
caspase-3 akan memperlihatkan warna coklat. 
Untuk menghindari pengulangan pengamatan, 
dilakukan pengamatan dengan metode ular dan 
hand counter. 
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Gambar 1  Gambaran Sel Jaringan Paru yang Mengekspresi Caspase-3 pada Kelompok Kontrol  
        dan Perlakuan pada Hari ke-3 (Tanda Panah/Warna Coklat) (Mikroskop Binokuler 
       Olympus, 1.000x)
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Keterangan: (1) Kelompok kontrol negatif (2) Kelompok kontrol positif (3) Kelompok terapi artemisin 0,04 mg/
gBB (4) Kelompok terapi kombinasi artemisin 0,04 mg/gBB dan ekstrak Anamirta cocculus 0,01 mg/gBB (5) 
Kelompok terapi kombinasi artemisin 0,04 mg/gBB dan ekstrak Anamirta cocculus 0,1 mg/gBB (6) Kelompok 
dengan terapi kombinasi artemisin 0,04 mg/gBB dan ekstrak Anamirta cocculus 1 mg/gBB

Gambar 2 Gambaran Sel Jaringan Paru yang Mengekspresi Caspase-3 pada Kelompok Kontrol 
      dan Perlakuan pada Hari ke-5 (Tanda Panah/Warna Coklat) (Mikroskop Binokuler 
      Olympus, 1.000x) 

Loeki Enggar Fitri: Efek Kombinasi Ekstrak Anamirta cocculus dan Artemisin terhadap Penurunan Jumlah Sel Apoptosis

Keterangan: (1) Kelompok kontrol negatif (2) Kelompok kontrol positif (3) Kelompok terapi artemisin 0,04 mg/
gBB (4) Kelompok terapi kombinasi artemisin 0,04 mg/gBB dan ekstrak Anamirta cocculus 0,01 mg/gBB (5) 
Kelompok terapi kombinasi artemisin 0,04 mg/gBB dan ekstrak Anamirta cocculus 0,1 mg/gBB (6) Kelompok 
terapi kombinasi artemisin 0,04 mg/gBB dan ekstrak Anamirta cocculus 1 mg/gBB
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Gambar 3 Gambaran Sel Jaringan Paru yang Mengekspresi Caspase-3 pada Kelompok Kontrol 
      dan Perlakuan pada Hari ke-7 (Tanda Panah/Warna Coklat) (Mikroskop Binokuler  
      Olympus, 1.000x)

Keterangan: (1) Kelompok kontrol negatif (2) Kelompok kontrol positif. (3) Kelompok dengan artemisin 0,04 mg/
gBB (4) Kelompok dengan terapi kombinasi artemisin 0,04 mg/gBB dan ekstrak Anamirta cocculus 0,01 mg/gBB 
(5) Kelompok terapi kombinasi artemisin 0,04 mg/gBB dan ekstrak Anamirta cocculus 0,1 mg/gBB (6) Kelompok 
terapi kombinasi artemisin 0,04 mg/gBB dan ekstrak Anamirta cocculus 1 mg/gBB

Loeki Enggar Fitri: Efek Kombinasi Ekstrak Anamirta cocculus dan Artemisin terhadap Penurunan Jumlah Sel Apoptosis

Jumlah sel apoptosis terendah pada kelompok 
kontrol negatif dan tertinggi adalah pada kontrol 
positif pada hari ke-7 (Gambar 4). Pada kelompok 
kontrol positif, peningkatan jumlah sel apoptosis 
berbanding lurus dengan lamanya terapi. Pada 
kelompok artemisin serta kelompok kombinasi 2 
dan 3, terjadi peningkatan jumlah sel apoptosis 
pada hari ke-5 dilanjutkan penurunan pada 
hari ke-7. Pada kombinasi 1 (terapi kombinasi 
artemisin 0,04 mg/gBB dan A. cocculus 0,01 mg/
gBB) terjadi peningkatan jumlah sel apoptosis 
seiring lama perlakuan. Kelompok kombinasi 3 
memiliki jumlah sel apoptosis yang lebih rendah 
dibandingkan dengan kelompok terapi artemisin 
tunggal. 

Hasil uji one way analysis of variance 
(ANOVA ) diperoleh p=0,000, artinya paling tidak 
terdapat perbedaan jumlah sel apoptosis secara 
bermakna antar kelompok. Untuk mengetahui 
pengaruh peningkatan dosis terhadap penurunan 
jumlah sel apoptosis, kelompok perlakuan saling 
diperbandingkan dalam dosis yang berbeda pada 
hari yang sama menggunakan uji Tukey's honestly 
significant difference (HSD).

Pada hari ke-3 didapatkan bahwa pemberian 
kombinasi ekstrak batang A. cocculus dosis 1, 
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Gambar 4 Grafik Jumlah Sel Apoptosis Rata- 
      rata berdasarkan Kelompok  
      Perlakuan
Keterangan: K– =kontrol negatif (mencit normal), K+=  
     kontrol positif (mencit malaria tanpa terapi),  
     A=mencit malaria+artemisin 0,04 mg/gBB,
                    K1=mencit malaria+artemisin 0,04 mg/gBB+  
      Anamirta cocculus 0,01 mg/gBB, K2=mencit 
     malaria+artemisin 0,04 mg/gBB+Anamirta  
     cocculus 0,1 mg/gBB, K3=mencit malaria+  
     artemisin 0,04 mg/gBB+Anamirta  cocculus 1  
     mg/gBB
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Tabel 1 Hasil Signifikasi Uji Tukey HSD
Kelompok
 Perlakuan

Kelompok 
Pembanding

p
Hari ke-3 Hari ke-5 Hari ke-7

K - K+ 0,000* 0,000* 0,000*
A 0,000* 0,000* 0,000*

K1 0,000* 0,000* 0,000*
K2 0,000* 0,000* 0,000*
K3 0,000* 0,000* 0,000*

K+ A 0,832 0,001* 0,000*
K1 0,000* 0,000* 0,000*
K2 0,004* 0,099 0,000*
K3 0,000* 0,000* 0,000*

A K1 0,001* 0,862 0,207
K2 0,026* 0,065 0,001*
K3 0,000* 0,896 0,133

K1 K2 0,506 0,010* 0,040*
K3 0,053 1,000 0,000*

K2 K3 0,003* 0,011* 0,000*
Keterangan: *Perbedaan signifikan pada level 0,05, K –=kontrol negatif (mencit normal), K += kontrol positif (mencit malaria 
      tanpa terapi),  A=mencit malaria+artemisin 0,04 mg/gBB, K 1=mencit malaria+artemisin 0,04 mg/gBB+Anamirta 
      cocculus 0,01 mg/gBB, K 2=mencit malaria+artemisin 0,04 mg/gBB+Anamirta cocculus 0,1 mg/gBB, K 3=mencit 
     malaria+artemisin 0,04 mg/gBB+Anamirta cocculus 1 mg/gBB 
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2 dan 3, serta artemisin menurunkan jumlah sel 
apoptosis secara signifikan dibandingkan dengan 
kelompok artemisin monoterapi (p=0,00; 0,026; 
0,000). Perbedaan yang tidak bermakna terjadi 
pada hari ke-5. Pada hari ke-7, perbandingan 
kelompok artemisin dengan kelompok terapi 
kombinasi 1 dan 3 tidak didapatkan perbedaan 
yang bermakna. Pada hari ke-5 dan ke-7, jumlah 
sel apoptosis lebih tinggi pada kelompok terapi 
kombinasi 2 bila dibandingkan dengan kelompok 
terapi artemisin. Perbandingan kelompok terapi 
artemisin dengan kelompok terapi kombinasi 
2 pada hari ke-7 mempunyai perbedaan yang 
bermakna.

Uji Korelasi Pearson untuk melihat kekuatan 
hubungan peningkatan dosis ekstrak A. cocculus 
dengan jumlah ekspresi caspase-3 mendapatkan 
nilai p>0,05 dengan nilai r=-0,573 pada hari ke-
3; r=0,016 pada hari ke-5; dan r=-0,560 pada 
hari ke-7. Hal ini membuktikan bahwa walaupun 
terdapat hubungan terbalik (negatif) antara dosis 
ekstrak dan jumlah sel yang apoptosis pada hari 
ke-3 dan ke-7, namun hubungan tersebut tidak 
bermakna. Uji Korelasi Pearson untuk melihat 
kekuatan hubungan lama terapi dengan jumlah 
ekspresi caspase-3 mendapatkan nilai p sebesar 
0,013 pada K1, 0,250 pada K2, dan 0,073 pada 
K3. Hal ini menunjukkan hanya pada kelompok 

terapi kombinasi 1 mempunyai korelasi positif 
antara lama terapi dan jumlah sel apoptosis. Nilai 
Korelasi Pearson kelompok terapi kombinasi 
1 adalah >0,5 (r=0,779) menunjukkan korelasi 
yang cukup kuat antara lama terapi dan jumlah sel 
apoptosis. Pada kelompok kombinasi 1, semakin 
lama terapi, maka semakin banyak jumlah sel 
apoptosis.
 

Pembahasan
 
Penelitian bertujuan untuk mengetahui penurunan 
jumlah sel apoptosis jaringan paru pada mencit 
galur Balb/C yang diinfeksi P. berghei dan 
diterapi kombinasi ekstrak A. cocculus dengan 
artemisin. Plasmodium berghei dipergunakan 
karena merupakan bentuk infektif pada mamalia 
selain manusia dan analog dengan P. falciparum. 
Mencit Balb/C dipakai untuk penelitian malaria 
karena tahan lama terhadap P. berghei, mudah 
diternakkan, dan mudah didapat.7

Tali kuning atau kayu kuning (Anamirta 
cocculus) merupakan tanaman kayu merambat dan 
tersebar di India, Sri Langka, Thailand, Indonesia 
(Irian Jaya, Jawa, Kalimantan, Sumatera), dan 
Filipina.8 Pada penelitian ini, digunakan batang A. 
cocculus karena mengandung alkaloid kuartener, 
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yaitu berberin, palmatin, magnoflorin, serta 
columbamine. Keempat alkaloid ini  mempunyai 
khasiat sebagai antimalaria dan antioksidan.5,6

Apoptosis adalah kematian sel yang fisiologis.9 
Stres oksidatif dan apoptosis berperan dalam 
proses patologi pada infeksi malaria, termasuk 
patologi pada paru.10 Jumlah sel apoptosis dihitung 
dari sel yang mengekspresi caspase-3, yaitu salah 
satu mediator dalam jalur apoptosis. Semakin 
banyak jumlah caspase-3 yang terekspresi, 
menunjukkan jumlah sel apoptosis yang lebih 
banyak pula.11 Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa jumlah sel apoptosis rata-rata terendah 
tampak pada kelompok kontrol negatif. Hal ini 
karena kelompok ini tidak diinfeksi P. berghei 
sehingga apoptosis terjadi secara normal. Jumlah 
sel yang mengalami apoptosis dapat meningkat 
karena eritrosit terinfeksi malaria yang mengalami 
sekuestrasi dan juga menghasilkan radikal bebas. 
Radikal bebas mampu menyebabkan kerusakan 
sel, mengurangi kemampuan adaptasi sel, bahkan 
kematian sel (apoptosis).3,12 Apoptosis akibat 
radikal bebas disebut apoptosis intrinsik dengan 
mekanisme regulasi melalui jalur mitokondria.13

Kelompok kontrol positif memiliki jumlah 
sel apoptosis rata-rata yang paling tinggi bila  
dibandingkan dengan kelompok lain. Kelompok 
ini diinfeksi P. berghei dan tidak diberi terapi. 
Semakin lama mencit itu terinfeksi Plasmodium, 
jumlah Plasmodium semakin meningkat, dan 
semakin banyak pula jumlah radikal bebas yang 
dihasilkan. Selama infeksi malaria, penderita  
dan parasit dalam keadaan stres oksidatif akibat 
peningkatan produksi ROS oleh neutrofil hospes 
yang teraktivasi dan degranulasi hemoglobin 
dalam food vacuola  parasit. Produksi ROS ini 
secara langsung ditujukan untuk dapat membunuh 
parasit intraeritrositik, namun pada produksi 
ROS yang berlebihan akan merusak jaringan/
organ hospes.14 

Pada kelompok terapi artemisin, penurunan 
jumlah sel-sel apoptosis rata-rata tidak seiring 
dengan lama pemberian terapi. Hal ini diduga 
karena artemisin mempunyai kelemahan, yaitu 
memerlukan waktu yang lama untuk pengobatan 
apabila dipergunakan secara monoterapi. Hal ini 
dibuktikan dengan tingginya jumlah sel apoptosis 
rata-rata pada hari ke-3 dilanjutkan peningkatan 
pada hari ke-5. Keadaan ini disebabkan karena 
pada saat itu Plasmodium masih hidup, berarti 
mekanisme artemisin membunuh Plasmodium 
melalui pembentukan radikal bebas yang sedang 
berlangsung dan radikal bebas meningkatkan 
jumlah sel apoptosis. Jumlah sel apoptosis rata-
rata semakin menurun pada hari ke-7, oleh karena 
Plasmodium yang ada semakin sedikit, sehingga 
radikal bebas yang terbentuk semakin berkurang 
dan juga jumlah sel apoptosis semakin menurun. 

Radikal bebas secara alami juga dihasilkan oleh 
sistem imun tubuh sebagai respons perlindungan 
tubuh untuk mengeliminasi parasit penyebab 
malaria.

Artemisin merupakan senyawa seskuiterpen 
lakton yang diekstrak dari tanaman Artemisia 
annua. Artemisin tersebut mempunyai jembatan 
endoperoksida, karena heme intraparasit dalam 
eritrosit akan mengkatalis pemutusan jembatan 
peroksida pada artemisin, sehingga menghasilkan 
radikal bebas berinti karbon yang ternyata sangat 
reaktif. Radikal artemisin ini menghambat dan 
memodifikasi berbagai macam molekul dalam 
parasit yang dapat mengakibatkan parasit tersebut 
mati.2 Seiring dengan lama pemberian terapi, 
maka jumlah parasit malaria yang mati semakin 
banyak dan jumlah radikal bebas yang terbentuk  
akan semakin sedikit.

Pada kelompok terapi kombinasi 1, didapatkan 
peningkatan jumlah sel apoptosis seiring dengan 
lama pemberian terapi. Hal ini diduga karena pada 
dosis tersebut, A. cocculus justru menghambat 
aktivitas artemisin. Selain itu, bentuk ekstrak 
kasar (crude extract) pada penelitian ini juga 
sangat berpengaruh pada efek antimalaria yang 
ditimbulkan, karena pada ekstrak kasar (crude 
extract) terdapat banyak kandungan senyawa 
aktif yang diduga memengaruhi kerja senyawa 
antimalaria, salah satunya kerja artemisin.15

Anamirta cocculus mempunyai kandungan 
senyawa alkaloid kuartener, yaitu berberin, 
palmatin, magnoflorin, dan juga columbamine. 
Keempat senyawa ini merupakan struktur senyawa 
yang mengandung nitrogen kuartener yang telah 
diketahui mampu memengaruhi pertumbuhan 
Plasmodium dengan cara menghambat transpor 
intraselular kolin. Senyawa kolin itu diperlukan 
untuk biosintesis fosfolipid dalam pembentukan 
membran parasit untuk menutup parasitophorus 
vacuole, sitosol, serta berbagai kompartemen 
subselular.5 Anamirta cocculus juga memiliki efek 
antioksidan. Kandungan senyawa antioksidan 
pada ekstrak A. cocculus akan menghambat 
kerja artemisin dengan cara meredam radikal 
bebas yang terbentuk, sehingga hal ini akan 
menguntungkan Plasmodium untuk tetap hidup.6

Pada kelompok terapi kombinasi 2 dan 3, 
mempunyai bentuk grafik yang sama dengan 
terapi artemisin monoterapi, yaitu jumlah sel 
apoptosis rata-rata yang semakin meningkat pada 
hari ke-5 dan menurun pada hari ke-7 (Gambar 
4). Hal ini diduga karena kerja A. cocculus 
sebagai antimalaria dan antioksidan. Pada hari 
ke-3, ke-5 dan ke-7, artemisin dan A. cocculus 
berfungsi sebagai antimalaria. Artemisin  tersebut 
menghasilkan radikal bebas untuk membunuh 
Plasmodium,2 sedangkan A. cocculus memblok 
transpor intraselular kolin sehingga membran 
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parasit tidak terbentuk dan Plasmodium mati.5,6 
Dari penjelasan tersebut, radikal bebas tetap 
terbentuk dari mekanisme artemisin dan sistem 
imun tubuh melawan Plasmodium, sehingga sel 
apoptosis yang terbentuk juga tetap meningkat, 
sedangkan Plasmodium makin menurun. Pada 
hari ke-7, Plasmodium yang ada semakin sedikit, 
sehingga radikal bebas yang dihasilkan parasit 
semakin sedikit, jumlah sel apoptosis pun makin 
menurun. 

Secara umum, hasil analisis one-way ANOVA 
pada kelompok terapi menunjukkan perbedaan 
yang signifikan (p<0,05) antar kelompok. Hasil 
analisis uji post hoc menunjukkan perbedaan yang 
bermakna (p<0,05), baik pada kelompok terapi 
artemisin, maupun kelompok terapi kombinasi 1, 
2, dan 3, terhadap kontrol positif, kecuali pada 
perbandingan kelompok kontrol positif dengan 
kelompok terapi artemisin pada hari ke-3, dan 
kelompok kontrol positif dengan kelompok terapi 
kombinasi 2 pada hari ke-5. Perbedaan yang 
bermakna ini menunjukkan penurunan jumlah sel 
apoptosis yang signifikan pada mencit yang diberi 
terapi seiring dengan lama pemberian terapi. 

Pada hari ke-3, jumlah sel apoptosis rata-rata 
pada kelompok kontrol positif tidak jauh berbeda 
dengan kelompok terapi artemisin. Diduga hal ini 
disebabkan oleh karena artemisin memerlukan 
waktu pengobatan lama apabila digunakan secara 
monoterapi, sehingga jumlah sel apoptosis tidak 
jauh berbeda.Pada hari ke-5, jumlah sel apoptosis 
rata-rata pada kelompok kontrol positif tidak jauh 
berbeda dengan kelompok terapi kombinasi 2, 
yaitu kelompok kombinasi terapi artemisin 0,04 
mg/gBB dan ekstrak A. cocculus 0,1 mg/gBB. Hal 
ini diduga disebabkan kerja A. cocculus sebagai 
antioksidan belum efektif sehingga radikal bebas 
masih terbentuk dan jumlah sel apoptosis masih 
meningkat, tidak jauh berbeda dengan kontrol 
positif.

Dari hasil analisis statistik, terdapat perbedaan 
bermakna pada hari ke-3 antara kelompok terapi 
artemisin dan kelompok kombinasi 1, 2, dan 3. 
Kelompok kombinasi 1, 2, dan 3 memiliki jumlah 
sel apoptosis rata-rata yang lebih rendah daripada 
kelompok terapi artemisin. Hal ini diduga karena 
efek A. cocculus sebagai antioksidan, sehingga 
radikal bebas yang terbentuk semakin sedikit, 
begitu pula jumlah sel apoptosis. Jumlah sel 
apoptosis rata-rata hari ke-5 pada kelompok terapi 
artemisin tidak jauh berbeda dengan kelompok 
kombinasi 1, 2, dan 3. Hal ini dibuktikan dengan 
analisis statistik yang menunjukkan tidak terdapat 
perbedaan bermakna. Diduga hal ini disebabkan 
karena Plasmodium itu masih hidup sehingga 
apoptosis sel masih terbentuk.

Perbedaan tidak bermakna juga ditemukan 
pada perbandingan kelompok terapi artemisin 

dengan kelompok kombinasi 1 dan 3 pada hari 
ke-7, sedangkan pada kelompok kombinasi 2 
didapatkan perbedaan bermakna yaitu jumlah 
sel apoptosis lebih tinggi pada kelompok terapi 
kombinasi 2 bila dibandingkan dengan kelompok 
terapi artemisin. Hal ini diduga, pertama karena 
ekstrak batang A. cocculus yang dipakai pada 
penelitian ini merupakan ekstrak kasar (crude 
extract) sehingga menyebabkan tidak spesifiknya 
aktivitas biologis senyawa antimalaria yang 
terdapat pada batang tanaman tersebut akibat 
pengaruh senyawa aktif lain yang terkandung 
dalam ekstrak kasar.14 Kedua, pada hari ke-5 dan 
ke-7 lama paparan terapi membuat antioksidan 
yang ada pada ekstrak menjadi prooksidan.

Perbandingan kelompok terapi kombinasi 1 
dengan kelompok terapi kombinasi 2 dan 3 pada 
hari ke-3 tidak didapatkan perbedaan bermakna. 
Perbandingan antara kelompok terapi kombinasi 
1 dan kelompok terapi kombinasi 2 pada hari 
ke-5 dan ke-7 mempunyai perbedaan bermakna. 
Perbandingan antara kelompok terapi kombinasi 
1 dengan kelompok terapi kombinasi 3 pada hari 
ke-5 tidak memiliki perbedaan yang bermakna, 
sedangkan pada hari ke-7 berbeda bermakna. 
Perbandingan antara kelompok terapi kombinasi 
2 dengan kelompok terapi kombinasi 3 berbeda 
bermakna pada hari ke-3, ke-5, dan ke-7. Dari 
perbandingan antar kelompok terapi kombinasi, 
didapatkan berbeda bermakna pada hari ke-7. 
Mekanisme yang diduga dapat menyebabkan hal 
tersebut karena ekstrak A. cocculus mengandung  
banyak senyawa aktif. Senyawa aktif ini diduga 
memengaruhi kerja senyawa antimalaria, salah 
satunya kerja artemisin.14 

Hasil Uji Korelasi Pearson yang dilakukan 
untuk menentukan kekuatan hubungan dosis 
dengan jumlah ekspresi caspase-3, didapatkan 
nilai signifikansi p>0,05 atau tidak bermakna 
walaupun nilai r menunjukkan hubungan yang 
terbalik (negatif) antara dosis ekstrak dan jumlah 
sel yang apoptosis pada hari ke-3 (r=-0,573) dan 
hari ke-7 (r=-0,560). Jumlah sel apoptosis tidak 
menurun seiring lama pemberian terapi bahkan 
dari Uji Korelasi Pearson untuk melihat kekuatan 
hubungan lama terapi dengan jumlah ekspresi 
caspase-3, pada kelompok terapi kombinasi 1 
memiliki korelasi positif kuat antara lama terapi 
dan jumlah sel apoptosis. Simpulan, pemberian 
kombinasi artemisin serta ekstrak batang A. 
cocculus  mempunyai efek yang lebih baik bila 
dibandingkan dengan artemisin monoterapi itu  
dalam penurunan jumlah sel apoptosis jaringan 
paru mencit hanya pada hari ke-3. Terdapat 
hubungan negatif yang tidak signifikan dosis 
ekstrak A. cocculus yang dikombinasikan dengan 
artemisin terhadap jumlah sel apoptosis jaringan 
paru mencit. Terdapat hubungan positif lama 
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pemberian terapi ekstrak A. cocculus dosis 0,01 
mg/gBB yang dikombinasikan dengan artemisin 
terhadap jumlah sel apoptosis jaringan paru 
mencit, yang berarti makin lama paparan ekstrak 
A. cocculus akan mengakibatkan semakin banyak 
sel yang mengalami apoptosis.  
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