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RINGKASAN

EFEK ANTIPLASMODIAL EKSTRAK BLJI PARE (Momordica charantia L)
TERHADAP MENCIT (Mus Musculus galur BALB/C) YANG DIINFEKSI
DENGAN Plasmodium berghei galur ANKA

MARIHOT PASARIBU, dr

Malaria masih merupakan penyakit parasit yang paling berbahaya didunia
sampai saat ini. Setelah ditemukannya khasiat insektisida dari DDT dalam tahun
1936-1939 (Muller dan Wresman) dikembangkan pembasmian atau eradikasi
malaria dalam tahun 1955-1939, Namun usaha tersebut hanya berhasil disebagian
dunia. Malaria tetap menjadi masalah kesebatan utama di dunia. Hal ini
disebabkan terjadinya resistensi plasmodium terhadap obat yang ada dan
meningkatnya kekebalan vektor nyamuk (drnopheles) terhadap insektizida.

Penyebaran plasmodium yang resisten terhadap obat antimalaria dan
timbulnya efek samping yang berat, mendesak untuk penesnuan antimalaria yang
baru, yang ditoleransi lebih baik dan lebih efisien. Penelitian ini sangat diperlukan
mengingat resistensi yang terjadi berkembang dengan cepat. Kebutuhan akan obat
malaria baru ini mendorong penelitian-penelitian tentang obat malaria yang
berasal dari bahan alam khususnya tumbuhb-tumbuhan Bahan alam ini merupakan
sumber penting dari berbagai bahan aktif biclogik yang potensial dikembangkan
sebagai obat antimalaria baru. Pada umumnya bahan aktif biologik dari alam ini
lebih aman terhadap mammalia, termasuk manusia.

Momordica charantia L. atau yang dikenal scbagai Pare merupakan salah
satu tanaman yang digunakan secara tradisional sebagai obat antimalaria. Banyak
golongan senyawa dari tumbuhan yang bersifat antimalaria, tetapi beberapa
senyawa yang penting dan mempunyai biopotensi antimalaria antara lain:
alkaloid, lakton, terpenoid, xanton dan flavonoid. Kandungan senyawa yang
terdapat dalam biji Momordica charantia L. antara lain resin, triterpen, proteid,
lipid, steroid, karbohidrat, alkaloid, glikosida saponin tipe cucurbitacin

Penelitian ini bertuyjuan unfuk mengetahui aktivitas antimalaria dan ekstrak
air biji Momordica charantia L. dan pengaruhnya terhadap pembentukan hematin
secara in viva pada mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium berghei.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris dengan desain
The Posttest-Control Group Design (pengambilan data dilakukan setelah
perlakuan) dan dibandingkan dengan kontrol. Pada penelitian ini digunakan 6
(enam) kelompok hewan coba dan masing-masing 1 (safu) kelompok kontrol
negatif dan positif. Setiap kelompok masing-masing dengan 3 (tiga) replikasi.
Ekstrak biji pare yang digunakan dalam penelitian ini terbagi dalam dosis 1000; -
100; 10; 1; 0,1 dan 0,01 mg/kgbb mencit yang diberikan secara oral dengan sonde
dimulai pada hari ke-3 setelah inokulasi Plasmodium bergher (dianggap sebagai
hari ke-1 perlakuan = H,) pada mencit yang schat.

Penghitungan parasitemia dilakukan setiap hari sebelum diberi perlakuan,
Jumlah eritrosit yang terinfeksi parasit dihitung tiap 1000 eritrosit dengan
mikroskop perbesaran 1000 kali. Kadar hematin didapatkan melalui perbandingan
antara alkalin hematin dengan oxyhemoglobin secara spekiroskopik dengan kuvet
0,5 cm pada panjang gelombang berikut: 540, 576, 553 nm.
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Data kemudian diolah dengan SPSS 11.5 for Windows dengan Analisis Sidik
Ragam (ANOVA) dengan tingkat kepercayaan 5% (a = 0,03). Apabila hasil antar
perlakuan berbeda nyata, dengan hasil Fi > Ff maka dilanjutkan dengan uji LSD
(Least Signifikan Difference) untuk melihat perlakuan yang paling bermakna,

Uji statistika rerata penghambatan pertumbuhan parasit antar kelompok
perlakuan berbeda bermakna (Ufi Anova, p<0,05; Ui LSD; p < 0,05; SE = 3,59).
Rarata penghambatan pertumbuhan parasit tertinggi antar kelompok dijumpai
pada kelompok perlakuan dosis 10 mg/kgbb ekstrak air biji M charantia L. (N=3;
Mean = 46,5; SD —~ 1,71; SE = 0,99). Rerata penghambatan pertumbuhan parasit
antara kelompok perlakuan dengan kontrol berbeda bermakna (Uji Anova,
p<0,05; Uji LSD; p < 0,05; SE = 3,35). Uji statistika rerata kadar hematin antar
kelompok perlakuan tidak berbeda (Uji Anova, p>0,05; Uji LSD; p>0,05; SE =
12,44). Rerata kadar hematin antara kelompok perlakuan dengan kontrol tidak
berbeda ({/ji Anova, p>0,05; Ui LSD; p>0,05; SE = 11,7).
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SUMMARY

ANTIPLASMODIAL EFFECT OF AQUAEUS EXTRACT OF
PARE (Momordica charantia L) SEEDS IN Plasmodium berghei STRAIN
ANKA — INFECTED MICE (Mus musculus STRAIN BALB/C)

MARIHOT PASARIBU, dr

Malaria is the most important parasitic disease in the world. In
Indonesia, malaria represent one of the contagion influencing baby mortality,
mother and child bear and also can degrade productivity. After finding of
insecticides of DDT in year 1936-1939 (Muller and of Wresman) developed
eradication of malaria in year 1955-1939. But the effort only succeeding in this
part of world. Malaria stili remain to be the especially problem of health in the
world. This matter is caused by the resistance of plasmodium to existing drug and
the increasing of impenetrability of mosquito vector (Anopheles) to insecticide.

Spreading of plasmodium which is resistant to drug of antimalarial and
incidence of heavy side effects, insisting on for the invention of new antimalarial,
which is better tolerance and more efficient. This Research very needed to
remember resistance that happened expand swiftly. Requirement this new malaria
push researches about malaria drug coming from natural materials specially flora.
This Natural materials represent important source from various active materials of
biologics which is potential to be developed as drug of new.antimalarials. In
general, the active biologics materials more peaceful to mammalia, inciuding
human.

Momordica charantia L. (Pare) represent one of the used crop traditionally
as drug of antimalanial. Many compound faction of plant having the character of
antimalarial, but some important compound and have antimalarial biopotence are:
alkaloid, lactone, terpenoids, xantone and flavonoid. The compound which there
are in seed of Momordica charantia L. are: resin, triterpene, proteid, lipid, steroid,
carbohydrate, alkaloid, saponin glycosides of cucurbitacin type.

This research aim to investigate the antimalarial activity of aqueous extract
of Momordica charantia I seeds and its influence to perform of hematin in
Plasmodium berghei-infected mice in vivo. This research represent The Posttest-
Control Group Design (the data conducted afler treatment) and compared to
control. Groups of six mice were used to assay the different concentration of
seeds extracts, two control groups were also included; positive and negative
controls, with 3 replication. Oral treatnent was started on day 3 post infection (as
H, treatment) with aqueous extracts dissolved in CAMCNa 0,5%, at a dose of 1000;
100; 10; 1; 0,1 and 0.01 mg/kg of body weight and was then continued daily for 4
days (Hz, Hs, Hy). 24 hours after the Iast treatment, the blood was intake by intra
cardial puncture for the inspection of rate of hematin.

The parasitemia of each treatment was determined by microscopic
examination of thin blood smears stained with 10% Giemsa's stain before the next
treatment. The total number of RBCs infected are counted in 1000 RBCs with
1000 microscope magnification. Rate of hematin got through by comparison the
hematin alkaline with oxyhemoglobin sphectrophotometrically in 0.5 cm lights
path cuvette at the following wavelength: 540, 576, 593 nm.
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Data is analyzed with SPSS 11,5 for Windows with Analysis of Variance
(ANOVA) with o = 5%. If the result of between treatment differ siggimificanly,
where the Fh > Ft hence continued with the LSD (Least Signifikan Difference)
test to see the most having a different mean of the treatment.

The results between groups showed a significant reduction in parasitemias
(Test of Anova, p<0,05; Test LSD; p < 0,005; SK = 3,59). The highest parasite
reduction at group of treatment showed at dose 10 mg/kg body weight (N=3;
Mean = 46,5; SD = 1,71; SK = 0,99). All treated groups showed a significant
reduction in parasitemias compared to those for the control group (Test of Anova,
p<0,05; Test LSD; p < (,05; SE - 3,35). The rate of hematin between group of
treatment not signifantly different (Test of Anova, p>0,05; Uji LSD; p>0,05; SE =
{2,44). All treated groups not showed a significant rate of hematin compared to
those for the control group (Test of Anova, p>0,03; Uji LSD; p>0,05; SE = 11,7).
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ABSTRACT

ANTIPLASMODIAL EFFECT OF AQUAEUS EXTRACT OF
PARE (Momordica charantia L) SEEDS IN Plasmodium berghei STRAIN
ANKA — INFECTED MICE (Mus musculus STRAIN BALB/C)

MARIHOT PASARIBU, dr

The aim of this research was to investigate the antimalarial activity of the
aqueous extract of Momordica charantia L seed and its influence to perform the
hematin in Plasmodium berghei-infected mice in vivo. Groups of six mice were
used to assay the different concentration of seeds extracts, two control groups
were also included; positive and negative controls, with 3 replication.

Oral treatment was started on day 3 post infection (as H, treatment) with
aqueous extracts dissolved in CMCNa 0,5%, at a dose of 1000; 100; 10; I; 0,1 and
0.01 mg/kg of body weight and was then continued daily for 4 days (Hz, Hs, Ha).
24 hours after the last treatment, the blood was intake by intra cardial puncture for
the inspection of rate of hematin.

The parasitemia of each treatment was determined by microscopic
examination of thin blood smears stained with 10% Giemsa's stain, the total
number of RBCs infected are counted in 1000 RBCs with 1000 microscope
magnification. Rate of hematin got through by comparison between hematin
alkaline with oxyhemoglobin sphectrophotometrically in 0.5 lights path cuvette
at the following wavelength: 540, 576, 593 nm.

The results between groups showed a significant reduction in parasitemias
(Test of Anova, p<0,05; Test LSD; p < 0,05; SE = 3,59). The highest parasite
reduction at group of treatment showed at dose 10 mg/kg body weight (N=3;
Mean = 46,5; SD = 1,71; SE = 0,99). All weated groups showed a significant
reduction in parasitemias compared to the control group (7est of Anova, p<0,05;
Test LSD; p < 0,05; SE = 3,35). The rale of hematin between group of treatment
not signifantly different (Test of Anova, p>0,05; Uji LSD; p>0,05; SE = 12,44).
All treated groups not showed a significant ratec of hematin compared to the
control group (Test of Anova, p>0,05; Uji LSD; p>0,05; SE = 11,7).

Keywords : Pare, Momordica charantia Linn., seed, antimalaria,
Plasmodium berghei, oxyhemoglobin, atkaline hematine,
hematine.
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DAFTAR SINGKATAN

Guanidine triphosphate
para-Amino Benzoic Acid.
Dihydrofolate.

Effective Dose 50
Tetrahydrofolate.

Deoxy uridine monophosphate.
Deoxy thymidine monophosphate.
lsopenteny] pyrophosphate.

FPIX2+ and FP1X3+ = Ferro and ferric protoporphyrin IX.
CMCNa 0,5% =

PR

AMI

SPR

Carboxymethylcellulose Sodium 0.5%.

Parasite Rate _

PR adalah persentase penduduk yang darehnya mengandung parasi{
malaria pada saat tertentu. Kelompok umur yang dicakup biasanya
adalah polongan 2-9 tahun dan 0-1 tahun. PR kelompok 0-1 tahun
mengandung arti khusus dan disebut infant rate (IPR) dan dianggap
sebagai indeks transmisj kareng menunjukkan adanya transmisi lokal,

Annual Malaria Incidence
AMI adalah kasus malaria yang dikonfirmasikan dalam 1 tahun dibagt
Jumlith penduduk daerah tersebut dikalt dengan 1000

Slide Positivity Rate
SPR adalah persentase sediaan darah yang positif malaria,

Xviii

Efek Antiplasmodial Ekstrak Biji
Pare (Momordica Charantia L) Pada
Mencit (Mus Musculus) Yang . . .
Marihot Pasaribu



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga
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1.1  Latar Belakang

Malaria adalsh penyakit yang disebabkan oleh protozoa obligat
intraselluler dari genus Plasmodium, dan merupakan penyakit infeksi karena
parasit yang paling berbahaya. Angka morbiditas dan mortalitas karena penyakit
ini masih cukup tinggi. Penyebaran penyakit ini sangat luas yang meliputi lebih
dari 100 negara yang beriklim tropis dan subtropis. Penduduk yang beresiko
terkena malaria berjumnlah sekitar 2,4 mifiar atan 40% dari penduduk dunia. Setiap
tahun jurtah kasus malaria berjumiah sekitar 300-500 juta dan mengakibatkan 1.5
s/d 2,7 juta kematian terutama di Afrika Sub-Sahara (WHO, 2000. Gunawan,
2000). Di Indonesia, malaria merupakan salah satu penyakit menular yang
mempengaruhi angka kematian bayi, anak dan ibu melahirkan serta dapat
menurunkan produktivitas tenaga kerja. Angka kesakitan peryakit ini masih
cukup tinggi terutama di Kawasan Indonesia Timur. Kejadian Luar Biasa malaria
masih terjadi terutama didaerah yang terjadi perubahan lingkungan, misalnya
tambak udang atau ikan yang tidak terpelihara, pencbangan pohon bakau, muara
sungai yang tersumbat yang akan menjadi tempat perindukan nyamuk malaria.
Hasil survei malariometrik melalui daerah prioritas diluar Jawa-Bali sejak tabun |
1989 s/d 1997 menghasilkan Parasite Rate (PR) sekitar 4-5 %. Beberapa Kejadian
Luar Biasa malaria yang telah terjadi pada tabun 1997 ialah di P. Bintan, Acch
(transmigran), UPT Armopa lrian Jaya (transmigrasi) dan Kabupaten Jaya Wijaya,

Irian Jaya (daerah pegunungan yang terkena kekeringan). Di Katimantan Timur,

1
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SURABAYA
pada tahun 1997 dijumpai 17.864 kasus malaria dengan Ammal Moloria

Incidence (AMI) = 7,03% dan Slide Positivity Rate (SPR} = 35,11% (Laihad,
2000).

Kekebalan plasmodium terhadap klorokuin dijumpai tahun 1960 di
Kolombia dan Venezuela, tak lama kemudian menyusul Thailand dan Kamboja
Malaria yang resisten terhadap klorokuin dijumpai hampir di lebih 40 negara.
Selain resistensi terhadap klorokuin, sebagai drug of choice, resistensi terhadap
obat lain seperti meflokuin dan golongan lain sudah dijumpai dan secara
laboratorik parasit malaria juga sudah resisten terhadap artemisin. Selam
penyebaran resistensi parasit, masalah yang lebih serius adalah efek samping dari
obat antimalaria seperti terjadinya Joxic epiderm necrosis oleh pyrimethamine-
sulphadoxine (Phillipson, 1991).

Penyebaran plasmodium yang resisten terhadap obat antimalaria dan
timbulnya efek samping yang berat, mendesak untuk pencinvan antimalaria yang
baru, yang ditoleransi lebih baik dan lebih efisien. Kebutuhan akan obat malaria
baru ini mendorong penelitian-penelitian tentang obat malaria yang berasal dari
bahan alam khususnya tumbuh-tumbuhan. Bahan alam ini merupakan sumber
penting dari berbagai bahan aktif biologik yang potensial dikembangkan sebagai
obat antimalaria barn. Pada umumnya bahan aktif biologik dari alam ini lebih
aman terhadap mammalia, termasuk manusia. Ketertarikan terhadap bahan alam |
sebagai sumber antimalaria yang bara distimulasi oleh keberhasilan isolasi
artemisinin, suatu kandungan aktif dari tumbuhan Artemesia amma (gingho),
tumbuhan yang digunakan sebagai obat tradisional Cina untuk penderita demam

(Devi, 2000. Tjitra, 2000, WHO, 2000).
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Momordice charantia L. atau yang dikenal sebagai Pare merupakan salah

satu tanaman yang digunakan secara tradisional scbagai obat antimalaria, selain
peluruh dahak, obat cacing dan anti diabetes (Hien, 1999. Syamsuhidayat, 1991).
Dengan pendekatan etnofarmakologi Momardica charantia L. telah digunakan
sebagai antimalaria dan mengobati deimam di Brazil, Guatemala, Peru, India,
Nikaragua, USA, Venezuela, Mexico, dan [ndonesia. Bagian yang digunakan
adalah akar, batang, daun, bunga dan buah (Hadi S, 2001. Kohler, 2002.
Syamsuhidayat S8, 1991. Taylor L, 2002). Ueno, Doyama, dan Padovani E Salata
(1996) di Brazil, meneliti efek antimalaria in vivo dan ekstrak etanol batang dan
infusion daun Momordica charantia [. terhadap mencit yang diinfeksi dengan
Plasmodium berghei dan kedua ekstrak tersebut mempunyai aktivitas antimalaria
dengan dosis masing-masing 1 gr/kgbb (Taylor L, 2002). Percobaan secara in
vitro aktivitas antimalaria dari ekstrak lipophilik batang dan daun Momordica
charantia L. yang dilakukan oleh Kohler et ol memperlihatkan efek antimalaria
dengan ICsp 6-25 pm/mil terhadap Plasmodium falciparum (Kohler, 2002). Bagian
yang digunakan dalam penclitian ini adalah biji pare.

Banyak golongan senyawa dari tumbuban yang bersifat antimalaria, tetapi
beberapa senyawa yang penting dan mempunyai biopotensi antimalaria antara
lain: afkaloid, lakiou, terpenoid, xanton dan flavonoid (Saxena, 2003). Kandungan
senyawa yang terdapat dalam biji Momordica charantia L. antara lam resin,
triterpen, proteid, lipid, steroid, karbohidrat, alkaloid, glikosida sapomin tipe
cucurbitacin (Taylor L, 2002. Hien,1999. Syamsuhidayat, 1991). Dari senyawa
yang dikandung biji Momordica charantia L. tersebut ada beberapa senyawa yang

berefck antimalaria yaitu triterpen dan alkaloid.
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Selain penemuan obat antimalaria bam, penelitian juga dilakukan terhadap
target kerja obat. Target kerja antimalaria golongan kuinolin seperti klorokuin,
menjadi perhatiap utama dalam mendisain obat baru (Egan, 2004). Data-data yang
telah didapatkan dari penelitian sebelumnya menunjukkan indikasi kuat bahwa
golongan kuinolin ini menghambat degradasi hemoglobin sebagai sumber hematin
pada fase eritrosit malaria (Egan, 2004. Sukarban, 1995).

Berdasarkan latar belakang tersebut diatas, maka perfu dilakukan
penelitian terhadap aktivitas antimalaria dari ekstrak biji Mowmordica charantia L.
dan pengarvhnya terhadap pembentukan kematin secara in vivo pada mencit yang
diinfekst dengan Plasmodium berghei.

Selain masalah etika percobaan pada manusia, penelitian dengan
mengpunakan Plasmodium falciparum wembutuhkan biaya yang banyak dan
tingkat kesulitan yang finggi. Adapun infeksi malaria pada penelitian ini
menggunakan suaty model malaria yaitu Plasmodium berghei, suatu parasit
malaria pada rodensia yang dimfeksikan ke hewan coba mencit (Mus musculus L),
Parasit i merupakan model yang prakiis untuk studi ekspermmental tentang
malaria pada mamalia. Karena, menurut Dick dan Carter (1977), parasit ini
terbukti merupakan analog dari malana pada manusia dan primata lain dalam
beberapa hal aspek esensial seperti struktur, fisiologd, dan siklus hidup (Janse,

2002. Noble dan Noble, 1989).
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1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang masalah diatas, maka dibuat ramusan masalah
penelitian sebagai berikut:

1. Apakah ekstrak air biji Pare (Momordica charaniia 1) menurunkan kadar
parasitemia darab mencit yang diinfeksi dengan Plasmodiun berghei.

2. Apakah eckstrak air biji Pare (Momordica charantia L) menghambat
pertunbuhan plasmodium darah mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium
herghei.

3. Apakah ekstrak air biji Pare (Momordica charantia L) memyrunkan kadar

hematin darah mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium berghei.

1.3  Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan umem
Untuk membuktikan cfek antiplasmodial ekstrak biji Pare (Momordica

charantia) tethadap pertumbuhan plasmodium secara in-vivo.

13.2 Tujuan kiusus

1. Untuk membuktikan bahwa ekstrak air biji Pare (M.charaniia L) menurun-
kant kadar parasitemia mencit yang diinfeksi dengan P.berghei.

2. Untik membuktikan bahwa eksirak air biji Pare (M.charantia L)
menghambat pertumbuhan plasmodiun pada mencit yang diinfeks dengan
P.berghei.

3 Untuk membuktikan bahwa ekstrak air  biji Pare (M.charantia L)
menurunkan kadar hematin darah mencit yang diinfeksi dengan
P.berghei.

Efek Antiplasmodial Ekstrak Biji
Pare (Momordica Charantia L) Pada
Mencit (Mus Musculus) Yang . . .
Tesis Marihot Pasaribu



Tesis

1.4

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Manfaat Penclitian

Hasil penelitian ini berguna untuk mendapatkan mformasi tenfang efek
ekstrak biji Pare (Momordica charantia L) tethadap Plasmodium berghei.
Hasi! penelitian im berguna untuk mendapatkan informasi tentang cfek
ekstrak biji Pare (Momordica charantia L) terhadap ksdar hemattn darah
mencit yang diifeksi dengan Plasmodium berghei.

Hasit penelitian ini dapat digunakan sebagai pedoman untuk penelitian
selanjutnya dalam hal pengembangan obat-obat bary yang berasal dari
tumbuhan.

Untuk merangsang minat para peneliti untuk lebib giat dalam penelitian
tentang obat-obat dari bahan alam sebagai pemanfaatan keane-karagaman
hayati alam Indonesta.
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BAB2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pare (Momordica charantia L.)

2.5.1 Klasifikasi;

Phylum
Subphylum:
Class
Order
Family
Genus

Spesies

Spermaiophyta.
Angiosperma,
Dicotyledonae.
Cucurbitales.
Cucurbitaceae.
Momordica.

Momordica charantia LINN.

“°

Nama Lokal :

Indonesia: paria (general), paria, pare,

Gambar 2.1 _

Pare (Momordica charantia L)

I. Daun.

2.Bunga jantan pada potongan
longitudinal.

3.Bunga betina pada potongan
longitudinal.

4 Bunga jantan tanpa daun pada
potongan tengah,

5Buah pada penampang luar
(Hien, 1999)

pare pahit, peparech (Jawa),

(Syamsuhidayat, 1991).
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2.1.2 Distribusi geografis.

Pare banyak terdapat di daerah tropika, tumbuh baik di dataran rendah dan
dapat ditemukan tumbuh lar di tansh terlantar, tegalan, dibudidayakan atau
ditanam di pekarangan dengan dirambatkan di pagar, untuk diambil buahmya.
Tanaman ini tidak memerlukan banyak sinar matahari, sehingga dapat tumbuh
subur di tempat-iempat yang agak terlindung. Tanaman setahun, merambat atau
memanjat dengan alat pembelit atan sulur berbentuk spiral, banyak bercabang,

berbau tidak enak (Hien, 1999 Anonim, 2004).

2.13 Morfologi Pare (Moemordica charantia L.)

Batang berusuk lima, panjang 2-5 m, yang muda berambut rapat. Daun
tunggal, bertanpkai yang panjangnya 1.5-5.3 cm, letak berseling, bentukmya bulat
panjang, dengan panjang 3.5-8.5 cm, lebar 4 cm, berbagi menjani 5-7, pangkal
berbentuk janfung, warnanya hijau tua. Taju bergigi kasar sampai berlekuk
menyirip. Bunga tunggal, berkelamin dua dalam satu pohon, bertangkai panjang,
berwarna kuning Buah bulat memanjang, dengan 8-10 rusuk memamjang,
berbintil-bintil tidak beraturan, panjangnya 8-30 cm, rasanya pahit. Wama buah
hijau, bila masak menjadi oranye yang pecah dengan 3 katup. Biji banyak, coklat
kekuningan, bentuknya pipilh memanjang, keras. Ada 3 jenis tanaman pare, yaitu
pare gajih, pare kodok dan pare hutan. Pare gajih berdaging tebal, wamanya hijan
muda atau keputihan, bentuknya begar dan panjang dan rasanya tidak begitu pahit.
Pare kodok buahnya bulat pendek, rasanya pahit. Pare hutan adalah pare yang
tumbuh liar, buahnya kecilt-kecil dan rasanya pahit. Untuk memperoleh buah yang

panjang dan lurus, biasanya pada ujung buah yang masih kecil digantungkan batu,
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Daun dari pare yang tumbuh liar, dinamakan daun tumdung. Daun ini dikatakan
lebih berkhasiat bila digunakan untuk pengobatan. Daun dan buahnya yang masih
muda dimakan sebagai lalab mentah atau setclah dikukus terlebih dahulg,
dimasak sebagai sayuran, tumis, sambal goreng, gado-gado, dan sebagainya.
Tanaman ini juga dapat digunakan untuk membunuh serangga. Perbanyakan

dengan biji (Hien, 1999).

2.1.4 Kegunaan secara empirik

Buah digunakan sebagai obat tradisional intuk pengobatan: batuk, radang
tenggorok (pharyngitis), haus karcna panas dalam, mata sakit dan merah, demam,
malaria, pingsan karena udara panas (heatstroke), menambah napsu makan,
kencing manis, disentri, rheumatism, rematik gout, memperbanyak air susu (ASI),
datang haid sakit (dismenorrhoea), sariawan, infeksi cacing gelang sedangkan biji
digunakan untuk cacingan, unpotenst dan kanker.

Bunga digunakan untuk mengatasi gangguan  pencernaan. Daun
dimanfaatkan untuk pengobatan: cacingan, luka, abses, bisul, erysipelas, terlambat
haid, sembelit, menambsh napsu makan, sakit lever, demam, melancarkan
pengeluaran ASL, sifilis, kencing nanah (gonorrhea), menyuburkan rambut pada
anak balita dan akar diginmakan untuk mengatasi disentri amuba dan wasir

(Syamsuvhidayat, 1991. Anonim, 2004. Hien, £999).

215 Senyawa kimia dan efek terapi
A Ekstrak kulit, batang muda, biji dan buah memperlihatkan efek

antikarsinogenik terhadap papiloma pada kulit mencit, yang diberikan secara
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topikal. Senyawa glikosida yang mengandung asam oleanolik sebagai aglicone
yang diisolasi dari Momordica cochinchinensis (spesies yang sama dengan
M.charantia) memperlihatkan efek hipoglikemik pada tikkus diabet (yang
diinduksi dengan sirepfozotocin). Senyawa inl diduga sebagai senyawa yang
menimbulkan efek hipoglikemik pada M.charantia.

B. Buah mengandung vitamin A, B dan C. Sari buah mentahnya mengurangi
msidens tumor kulit pada tikus yang diinisiasi demgan dimethylbenz-
[ajanthracene. Acylghicosylsterols yang diisolasi dani buah yang masth muda
memperlihatkan efek mutagenesis dan mengurangi micronucleated polychromatic
erythrocyfes yang diinduksi dengan mutagen mitomyein C sampai 80% pada
mencit. Chitinase yang diisolasi dan buah M.charantia memperfibatkan efek
bakteriostatik yang kuat.

C. Biji dan daging buah mengandung scnyawa resin, saponin glycoside
cucurbitacin type, dan alkaloid yang mempunyai efek vomiting dan diare. Protein
a-momorcharin dan B-momorchanin dari biji memperithatkan efek hepalotoksik
pada isolat hepar tikus. Momordin. beberapa imunotoksin dihasilkan dan
penggabungan fHpe [ ribosome-inactivating protein momordin I dengan antibodi
spesifik beberapa sel seperti sel karsinoma kandung kemih, CO” dan
antibodi monoldonal C/**, Terapi dengan imunotoksin ini temyata menghambat
pertumbuhan temor in vitro sel COF dan CD™. Penggunaannya secara tungpal _
maupun kombinasi dengan sitostatik lain memperlihatkan efek inhibisi terhadap
pertumbuhan tumor secara in vivo, misainya pada tumor tkus yang distimulasi
dengan CD**. MAP30 - Suatu protein antiviral dari M charantia, dapat

mempengaruhi replikasi dan Herpes Simplex Virus (HSV) bersama-sama dengan
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deksametason dan indometasin, A4 P30 juga mampu menginhibisi infeksi HIV-1

pada T hmposit dan monosit. M charantia irypsin inhibitor-II akan mem-
perpanjang masa prothrombin pada plasma darah manusia (Hayashi K, 1994).

Fkstrak biji menyebabkan mortalitas yng tinggi terhadap nematoda Meloidogyne
incognita dan Rotylenchiulus reniformis. Svatu inhibitor terhadap endopeptidase
Streptomyces priseus (BGIA = Bitter Gourd Inhibitor against an acidic aming

acid-spesific endopeptidase [Glu S.griseus]) telah berhasil ditsolasi dan sekuensi

asam aminonya telah diketahui (Ogata et al, 1991). MCTI-III {(Momordica
charantia L. trypsin inhibitor-1II} dan tiga elastase inhibitor (Momordica
charantia L. elastase inhibitor-1I, -I1, dan -IV) telah berhasil diisolasi dan

sekuensi asam aminonya telah diketahui, setelah Hara ¢7 o/ lebit dulu menemukan

MCTI-L, -] dan MCEI-I (Hamato ef af, 1991. Leluk, 2000).

D. Daun mengandung vit A dan C. Serbuk dan ekstrak defarfed daun dapat
mengurangi efek genotoksik dimethylnitrosamine, methylmethanesuiphonate dan

tetracycline.  Ekstrak  daun juga efektif terhadap kuman Botryodipiodia
theobromae, Curvularia furnata, Phytophthora colocasia and Sclerotium rolfsii.

Kostituen aktif dari daun M.charantia yang dickstraks: dengan cold maceration

dengan ethanot 95%, mempunyai efck antimikroba terhadap Kscherichia coli,

Salmonells  paratyphi and  Shigella  dysemierive.  Momordicines 1 dan 1/

memperlihatkan efek terhadap Colletotrichum  gloeosporioides (Hien, 1999.

Taylor, 2002).
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22  Tinjavan tentang Plasmodium berghei

221 Klasifikasi Plasmodium berghei

,E?RPU!}ST,’% L j_!
Phylum R Protozoa. OWIVELSITAy AIRLANGOA |
SURARBAY,
Subphylum Sporozoa.
Class 4 Telosporea.
Order : Haemosparina.
Family 3 Plasmodiidae.
Cremus 8 Plasmodium.
Spesies k Plasmodium berghei.

Plasmodium berghei merupakan salah satu dari empat spesies plasmodium
yang menginfeksi murine rodent yang berasal dari Afrika Barat. Ke-empat spesies
i adalah: 2. vinckei, P. chabaudi, P. yoelii dan P. berghei. Plasmodium ini pada
dasamya merupakan parasit pada tikus tanah (ficket rats). Kesehruhan siklus
hidup p.berghei dan bentuk parasit pada masing-masing fase secara kesuluruhan
sama dengan parasit malaria pada mammalia. Dimana P berghei ini hanya
menginfeksi nyamuk Anopheles, sporozoitnya haploid dan hanya berkembang
pada fase fase hepar. Setelah bermuitiplikasi ditiepar, kemudian parasit akap
menginvasi dan berkembang dieritrosit. Sedangkan perbedaaanya yang paling
utama dengan malaria pada mammalia hanya pada lamanya pertumbuhan dan

ukuran parasit pada masing-masing fase (Tabel 2.7).

Efek Antiplasmodial Ekstrak Biji
Pare (Momordica Charantia L) Pada
Mencit (Mus Musculus) Yang . . .
Tesis Marihot Pasaribu

Maurer) (22-23 hpi).



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Tabel 2.1 ; Perbedaan antara malaria rodensia dengan manusia (Janse, 2002).

, . Hugman
P. berghei . padii P, chabaudi | F. vieckd paeasites
M crozoites per schizout 12-18 12-18 &8 6-12 %16 (32)
Reticulocyle reference Yes Yes HNo Ne Yes/ No
Synclrotrous hlood infection No No Yea Yes Yes/ No
Optimam temperatice wige mosquito| g7 13-26 2426 2426 >26
{transmission (SPOOGONY)
Oocyst size {pm) af optiniwn A5 @15 s0 4554 50-600
{remperature
Sporazeites in glands at oplmum q - 10-1 Dependenit on
. (days afier infoction) 13-14 3-11 13 3 | -
Mean dizmeter of moture pre-
eryibrocytic schizonis in micefrats 27 335-30 3845 35 45-60
{lim)
Duration of pre~crylhemeylic 5
Yevel ¢ (hours) 48-52 4348 S0-58 G072 6-15 duys
{Duraton asexual Hood slage cycle 2294 18 24 23 e
(Bonrs)
P‘“"I 1‘;"““‘“1 fispe gamelocytes 26-30 27 37 27 48512 diys
Developmentsl time ookinete (hours) 18-24 18- 1%-247 18-247 12-24
[Microgamele (Size B pm) 15 i6 - - 16-25
Sporazolie (2 in jm) 11-12 14-16 10-15 11-2% w14
Ookinete (size in pm) 10-12 11 - 8-10 11-20

2.2.2 Morfologi Plusmodium berghei

Dalam darah rodensia bentuk plasmodiwm berghei yang bisa ditemukan

ada 4 yaitu : bentuk cincin, tropozoit, skizon dan gametosit {(Gambar 2.2).

1

Tesis

Bentuk Cincin. Tampak scbagai cincin dengan sitoplasma biru

dengan nukleus kromatin merah seperti titik (418 Api).

Bentuk Tropozoit. Berbentuk amuboid atan seperti pipa (18-20 Api).
Bentuk Skizon : Ukuran kira-kira 27 ym pada hari keempat setelah infeksi
dan pada eritrosit tampak titik-tititk kasar berwarna merah gelap (Titk
Maurer)(22-23 hpi).

Bentuk Gametosit. Ada dua bentuk gametosit yaitu makrogametosit dan
mikrogametosit. Makrogametosit berbentuk pisang, bernoda biru

sedangkan bentuk

mengandung kumpulan  nukleus  dan  granul,
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mikrogamctosit seperti ginjal atau kacang, bermoda biru muda atau
kemerahan dan mengandung nukleus yang mengkilat dengan granul yang

lebih kecil dan tersebar (26-27 hpi).

Pada pemeriksaan darah tepi, baik hapusan darah tebal dan tipis dijumpat
terutama parasit muda berbentuk cincin (ring form). Pada sediazn darsh tebal,
sporozoit berbentuk cincin, gametosit berbentuk pisang, dan bentuk cincin banyak

dijumpai disisi lnar gametosit.

(Dd eweaon
L dmaerocones)

ét-& mmm

(B2 Camanelular growth

: 17-18 .:;i!llm' awth

: »sexuatity mardesk i
;.. .- EI. e e e . .
§20-22 | noa vasivle ;
;-22_23 'mmphmd .
173 26 |ToRKE i

[T e Hgd |

- slate X
f&ﬂ-{a'{:'gdegemmna .3

&

e b Tt e e e

tea

Gambar 2.2 : Morfologi P.berghei (Janse, 2002).

Pada sediaan hapusan darah tipis tropozoil muda berbentuk tanda seru atan
koma dan cincin terbuka, gametosit berbentuk pisang dan terdapat bintik Murer
pada sel darah merah. Dengan pewarnaan (Giemsa, tampak inti berwana merah,
plasma berwama biru, sel darah berwarma merah muda dan pigmen berwarna

kuning tengguli sampai hitam (Carter and Diggs,1977).
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2.2.3 Siklus Hidup.

Siklus hidup malaria terdiri dari 2 fase yaitu siklus aseksual (skizogoni)
dan siklis seksual (sporogoms). Sebagai tempat pembelahan aseksual adalah
makhluk vertebrata (hospes antara), sedangkan siklus scksual (sporogoni) adalah
nyamuk Anopheles dureni betina (sebagai vektor dan hospes defenitif). Infeksi
dimulai dengan masuknya sporozoit melalui gigitan nyamuk Anopheles betina
yang, terinfeksi parasit. Setelah memasuki aliran darah, sporozoit daci P.berghei
akan mengalami hal sama dengan yang dialami olch Plasmodium yang menyerang
manusia, sporozoif akan memnju hepar dan menyerang hepatosit. Didalam
hepatosit, sporozoit berkembang menjadi tropozeit dan kemudian sampai skizon
hepar dewasa dalam wakt 47-52 jam, tiap skizon mengandung 1500-8000
merozoit yang berinti tunggal. Pembelahan inti menjadi merozoit dimulai 24 jam
setelah sporozoit memasuki sel hepar dan dalam 26 jam setelahnya terjadi
sefidaknya 13 kali pembelahan. Kemudian sel hepar akan pecah dan melepaskan
merozoit kedalam sirkulasi sistemik dan menyerang eritrosit. Setelah lepas darisel
hepar, merozoit akan menginvasi critrosit, P.herghei cendemung menyerang
retikulosit tetapi juga menyerang eritrosit dewasa. Di dalam eritrosit merozoit
berkembang menjadi tropozoit yang ditandai dengan peningkatan ukuran set dan
sitoplasma. Tropozoit menggunakan hemoglobin untuk metabolismenya dan
menghasilkan hematin, suatu zat parakristal yangy berwarna kecoklatan yang
tersebar di sitoplasma. Perkembangas merozoit menjadi tropozoit dewasa
memerlukan waktu sckitar 16 jam. Setelah fase tropozoit selesai, parasit akan
menggandakan DNA-nya kemudian mengalami pembelahan inti menghasilkan

parasit berinti 2 yang disebut skizon, pada proses skizogoni yang memakan wakte
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6-8 jam parasit mengalami pembelahan inti berkali-kali membentuk sel yang
berinti 8-24. Setelah proses ini selesai parasit akan membentuk merozoit. Durasi
pembentukan merozoit berkisar 22-24 jam. Setelah skizon pecah, merozoit akan
menyerang eritrosit baru lagi dan menyebabkan peningkatan parasitemia. Fase
untuk perkembangan eritrositik P.berghei pada rodensia biasanya asinkron
sehingga bentuk-bentuk cincin, tropozoit, dan skizon biasanya ditemukan secara
simultan dalam darah saat perjalanan infeksi.

Kemudian sejumlah kecil parasit berhenti membelah secara aseksual dan
berdifferensiasi menjadi bentuk seksualnya yvang disebut gametosit. Gametosit
sendirt terbagi dua yaitu; mikrogametosit (jantan) dan makrogametosit (betina).
Pada P.berghei ditiap siklus aseksualnya 5-25 % parasit mengalami differensiasi
sek~sual. Persentasi yang relatif ini berbeda dengan Pjulciparum dimana laju
pericde pembelahan ascksualnya berubah seiring laju produksi gametositnya

(Janse, 2002).

2.2.4 Plasmodium berghei sebagai model untuk riset malaria.

Sejak tahun 1978, studi tentang parasit malaria sangat meningkat terutama
studi terhadap parasit Plasmodium falciparum. Peningkatan studi imi disusul
dengan penelitian terhadap penyakit malaria pada manusia dengan model parasit
pada hewan rodensia yang relevan terhadap manusia. Pasmodiun berghei
merupakan salah sam parasit pada hewan rodensia yang dijadikan model
penelitian tentang penyakit malaria pada manusia, Plasmodium beghei merupakan
salah satu dari banyak spesies parasit malara yang menginfeksi mamalia dan

manusia dan merupakan salah satu dari empat spesies yang menginfeksi rodent
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murine Afriks yang telah dideskripsikan.

Parasit pada hewan rodensia ini telah dibukiikan analog dengan malaria
pada manusia dan primata lainnya terutama pada aspek struktur, fisiologi dan
siklus hidup. Plasmodium berghei merapakan model yang sangat bak untuk
penelitian perkembangan biologi dari parasit malaria oleh karena:

1. Sccara biologis parasit pada manusia dan rodensia mempunyai
kesamaan.

2. Susunan genome dan genetika antara parasit rodensia dan manusia yang
tidak berubah — ubah.

3 Adanya kesamaan karakteristik molekuler terhadap semsitivitas dan
resistensi obat.

4. Strukfur dan fungsi antigen sebagai target vaksin yang tetap.

5. Manipulasi terhadap sikius hidup secara keseluruhan lebibk mudah dan
aman termasuk sejak dimulainya infeksi oleh gigitan nyamuk.

6. Kemampuan teknologi yang tersedia untuk pengembangan plasmodium
ini secara in-vitro, produksi dalam jumlah besar serta pemurnian tahapan
tahapan siklus hidup.

7! Proses penyusunan gen dan proses biokimiawl antara parasit rodensia
dan manusia yang tidak banyak mengalami perubahan.

. Modifikasi genetik yang telah tersedia.

9. Memungkinnya pengamatan terhadap interaksi parasit-host baik secara
invivo dan in vitro.

10. Pengenalan yang bak terhadap clones dan mutant lines secara

genetik.
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11.  Struktur genctika rodensia sebagai inang yang telah diketahui dengan
baik dan jenis transgenik yang telah tersedia dan bermanfaat untuk studi
imunologis.

Rodensia yang sering digunakan untuk percobaan (mencit, tikus, hamster)
umumnya sensitif teshadap infeksi P.berghei baik lewat gigitan nyanuk maupun
injeksi dengan darah yang terinfeksi, Penginfeksian dengan menggunakan gigitan
nyamuk Anopheles stephensi (nyamuk sebagai vektor terbaik pada percobaan)
pada mencit bisa dilakukan sejak hari ke-14 setelah nyamuk tersebut menggigit
inang yang terinfeksi, sampai beberapa minggu sesndahnya. Pada strain rodensia
yang berbeda, kepekaan terhadap infeksinya memiliki perbedaan yang cokup
besar, schingga jumlal nyamuk yang dibutuhkan untuk penginfeksian berbeda-
beda untuk setiap strain.

Penginfeksian secara buatan dilakukan secara intravena atau iniraperttonial
dengan menginjeksikan eritrosit yang mengandung bentuk fase aseksual
eritrositiknya (bentuk cincin, tropozoit dan skizon). Prosedur rutin yang banyak
digunakan pada penelitian adalah dengan mengambil darah ekor hewan yang
terinfeksi dengan parasitemia antara 1-10 % dan menyuntikkan 10” - 10* eritrosit

yang terinfeksi pada hewan coba secara intraperitonial (Janse, 2002),

2.3. Malaria dan Patogenesenya.
23.1. Malaria

Malaria adalak suatu penyakit yang disebabkan oleh protozoa obligat
wtraselluler dari penus  plasmodion. Malaria pada manusia  disebabkan

Plasmodium malariae (Laveran, 1888), Plasmodium vivax (Grosi dan Felati,
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1890), Plasmodium falciparum (Welch, 1897) dan Plasmodium ovale (Stephens,
1922). Plasmodium mempunyai siklus hidup yang kompleks, yaitu adanya
generasi seksual (sporogoni) yang terjadi dalam tubuh nyamuok dan generasi
seksual yang terjadi dalam tubuh manusia. Penularannya difakukan oleh nyamuk
betina dari tribus anopheles (Ross, 1897). Selain gigitan nyamuk penularan dapat
secara langsung melalui transfusi darah atau jarum suntik yang tercemar darah
penderita serta dan ibu hamil kepada bayinya (Blackman et al, 1998, Gardner et
al, 2002. Gunawan $, 2000 )

Diantara keempat penyebab wmalaria tessebut, Plasmodium faiciparum
adalah penyebab malaria yang paling sering menyebabkan malaria berat dan
berakhir dengan kematian, terutama pada individu yang tidak kebal dan tidak
segera diobati dengan adekuat.

Malania yang disebabkan oleh Plasmodium falciparum paling banyak
menyebabkan penyakit berat yang dapat menunjukkan gejala demam yamg
persisten, denywt nadi yang cepat, batuk dan kelemahan tubuh dan juga tingkat
mortalititas yang tinggi. Simptom timbul ketika parasit menginfeksi eritrosit

{siklus eritrosit), sekitar 1 minggn atau lebih setelah digigit nyamuk.

2.3.2. Patogenese Malaria.

Siklus hidup Plasmodium falciparum (Gambar 2.3) terbagi atas dua yaitu
siklus hidup dalam tubuh manusia (siklus aseksual/skizogori, B} I3) dan siklus
hidup dalam tubuh nyamuk (siklus seksual/sporogons, @) dimulai sejak gigitan
nyamuk Anopheles betina yang mengandung sporozoit, Sporozoit-sporozoit yang

masuk kedalam peredaran darah dalam waktu 30 menit akan memasuki sel-sel
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parenkim hati (hepatosit, BY). Sporozeif stadium lever ini akan berubah menjadi
puluhan sampai ribuan merozoit yang menyebabkan hepatosit pecah. Merozoit-
merozoit &} ini akan memasuki sirkulasi darah dan memasuki eritrosit yang
kemudian berbentuk menjadi sel tunggal dinamakan tropozoit. Berikutnya terjadi
pembelahan nukleus beberapa kali dan terus berfangsung sampai parasit menjadi
matur. Selanjutnya terjadi proses skizogoni dengan pemebtukan merozoit, stadium
eritrosit pada Plasmodium falciparum berlangsung selama 48 jam dan eritrosit
yang terinfekst akan pecah.

Manifestasi klinis malaria berupa demam dan menggigil berhubungan
dengan pecahnya eritrosit. Sebagian merozoit akan menginfeksi eritrosit sehat
lainnya dan sebagian lagi akan berdifferensiasi membentuk sexual forms
gametosit. Gametosit inilah yang akan berkembang didalam tubuh nyamuk bila
terhisap oleh nyamuk Anopheles sp dan akan membemtuk sporozoit yang

mexupakan bentuk infeksi bagi manusia [ (Harijanto, 2000).

2.4. Klasifikasi Obat Antimalaria

Berdasarkan kerjanya pada tahapan perkembangan plasmodinm, obat anti
malaria dibedakan atas (Rang et al , 1995. Sukarban, 1995).
i Blood schizonticides (rapidly acting): Klorokuin, Quinine, Mefloquine.
Golongan ini digunakan untuk mengendalikan serangan Klinik. Bekerja terhadap
merozot eritrosit (fase eritrosit), dengan demikian tidak tersbentuk skizon baru
schingga tidak tegjadi penghancuran eritrosit. Dengan demikian tidak timbul
gejala klinik.
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Gambar 2.3 ; Siklus hidup Plasmodium spp (hiip://www.worldheaithspecialists.org:).

2 Blood schizonticides (stowly acting): Pirimethamine, Proguanil. Golongan
ini digunakan untuk pencegahan kausal. Dengan cara bekerja terhadap skizon,
sehingga tahap infeksi eritosit dapat dicegah dan transmisi lebih lamjut dapat
dihambat.

3 Tissue shizonticides: Primaquine Golongan ini digunakan untuk
mencegah relaps. Dengan cara bekerja terhadap skizon yang tetap laten di hepar

{(dorman), sehingga relaps tidak timbul kemudian.

25 Usaha-Usaha Penemuan Obat Malaria

Dalam usaha penemuan obat malaria yang baru, berbagai usaha/penelitian
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banyak yang telah dilakukan. Beberapa metodc yang telah dilakukan untuk
menemukan dan pengembangan antimalaria diterangkan dibawah ini (Rosenthal,
2003).

251 Optimize therapy with existing agents.

Usaha-usaha yang pertama kali dilakukan adalah untuk mengoptimalkna
efektivitas obat-obat malaria yang telah ada sebelummya. Regimen dosis dan
formulasi yang baru diharapkan dapat meningkatkan aktivitas obat malaria yang
telah ada. Terapi kombinasi yang dilakukan termasuk kombinasi dengan agen
yang baru (seperti turunan Artemisin, Atovaquone) atau kombinasi diantara obat
yang telah ada sebelumnya. Ada dua hal yang diharapkan dari pemakaian
kombinasi ini yaitu:

1. Akan meningkatkan efikasi, addiktifitas, dan sinergisme antimalaria yang
telah ada.
2. Memperlambat progresifitas resistensi parasit terhadap obat baru. Ini

mungkin merupakan harapan yang terpenting dan kombinasi ini.

2.5.2 Development of analopgs of existing agent.

Pendekatan yang lain yang dilakukan adalah meningikatkan aktivitas obat-
obat antimalaria yang telah ada dengan cara memodifikasi susunan kimiawinya.
Seperti kiorokuin, primakuin dan meflokuin, yang ditemukan dalam usaha
mencari obat yang lebih efektif dari kine melalui cara chemical strategies.
Demikian juga halnya dengan 4-aminokuinolin, yang aktivitasnya lebih tinggi dari
klorokuin, mempunyai kedckatan struktur kimiawi yang mirip dengan klorokuuin,

didapatkan melalisi modifikasi struktur kimia dari klorokuin.
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Tabel 2.2 :  Usaha-usaha penemuan dan pengembangan antimalaria.
(Rosenthal, 2003).

Approach Examples
Optimize therapy with existing agenis Amodiaquine/sutfadoxine/pyrimethamine
Amodiaquine/artesunate
Arnesunate/sulfadoxine/pyrimethamnine
Aresunate/mefloquine
Artemether/lumefantrine
Chlorproguanil/dapsone
Chlorproguaml/dapsone/artesunat
N Atovaquone/proguani
Develop analogs of existing apents New aminoguinolines
New endoperoxide
| New folate antagonist
Naural products MNew natural products
Compounds active against other diseases Folate aniagonists
Antibiotic
Atovaquone
Iron chelsiors
Drug resistance reversers Verspamil desipramine, teiflnoperazine
Chlorpheniramine
Compourds active against new tarpeis Tabel 2.3

2.5.3 Natural products

Pendekatan ini didasarkan atas pengetabuan aksn pemakaian obat-obat
radisional yang digunakan secara empirik didaerah yang endemik malaria untuk
mengatasi demam. Dua antimalaria yang penting berasal dari tumbuhan-tumbuhan
yaitu Kina dan Artemisin, Tetapi masih periu dilakukan uji-uji untuk
mengevaluasi aktivitas antimalarial dari ekstrak tanaman dan pemurnian zat yang
potensial dan eksirak ini. Seperti golongan kuinolin dan turunan Artemisin,
antimalaria dar ckstrak tumbuhan bisa menjadi parent compunds untuk
menghasilkan obat malaria sintetik atau semi-sintetik barma (Hadi, 2001. Kohler et -
al, 2002),
2.5.4 Compounds active againts other diseases.

Pendekatan keempat adalah mengidentifikasi agen yang digunakan unfuk

pengobatan obat lain yang mempunysai cfek antimalaria. Kandungannya mungkin
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bekerja terhadap ortholog dari targetnya atau melalui mekanisme yang lain
terhadap parasit malaria. Sehubungan dengan kesulitan dalam menemukan obat
antimalaria yang baru, keuntungan dengan metode ini adalah bahwa metode ini
tidak membutuhkan biaya vang lebih mahal lagi karena golongan ini telah
dikembangkan untuk penggunaan secara klinis pada manusia sesuai dengan
indikasinya, Seperti halnya antagonis folate, tetrasiklin dan antibiotik yang lain
dikembangkan sebagai antibakterial tetapi belakangan diketahui mempunyai
aktifitas terhadap malaria. Hal ini merupakan contoh untuk melakukan skrining
terhadap obat antimikroba yang baru dan mempunyai kandungan yang ber-efek

sebagai antimalaria (Menezes et al, 2002).

Cytosol| Lvso | food vacuole
D e Dg.!gls li interact with haem/haemozol
New targets « L no_ nes | 'e Wi ael a Qroin
1 Plasme?psin aspartic proteases . Pe_srcmdes oxidoreductively generate free
« Falcipain cysteine protease ﬁgwmtlsrg-ts

» Flasmepsin aspartic proteases

- Falcipain ¢ystelns protease

Paragite plasma membrane

New targets
» (lucose transport
» Nutrient uptake
» Na+/H+ antiport
Apicoplast
Drugs
« Antibiotics inhibiting protein transiation
(e.g. tetracycling and doxycycline) Mitochondrion
New targets Drugs
* Plastid DNA replication and transcription » Atovaguone inhibition of cyt ¢
 Type 2 fatty acid biosynthesis reductase
* Non-mevatonate isoprenyl biosynthesis New targets
{link to protein prenylation} - {Dihydroorotate dehydrogenase)

Gambar 2.4: Gambar organelia tropozoit plasmodium. Tropozoit yang berada dalam eitrosit
dengan organella -orgenclla yang merupakan drug targets dari obat malaria yang sudah ada
dan target baru yang menjadi fokus beberapa penelitian (Ridley, 2002).
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255 Drug resistance reversers.

Beberapa obat lain  telah memperlihatkan kemampuan untuk
mepgembalikan  efektifitas klorokuin terhadap P.falciparum yang resisten
klorokuin secara in-vitro, seperti antihipertensi verapamil dan muscle relaxant
promethazin (Oduola ef af, 1998. Warhurst, 2003). Golongan yang paling murah
dan sering digtnakan yang mempunyai efek resistance reverses pada dosis terapi
adalah antihistamin chlorpheniramin, walaupun drowsiness sebagai efek
sampingnys membatasi penggunaanya. Jadi walaupun resistensi klorokuin mulai
timbut (sebagai antimalaria yang murah, bekerja cepat dan ditoleranst dengan
baik), penggunaannya scbagai antimalaria pilihan pertama tetap dapat
dipertahankan bila dikombinasi dengan obat yang mempunyai sifat resistance
reverses chloroguine. Jadi penclitian dan percobaan terhadap obat-obat yang

dapat me-reverse resistensi terhadap klorokuin perlu dikembangkan.

2.5.6 Compounds active against new target.

Usaha-ugaha penemuan antimalaria paling inovasif dan agresif sekarang
ini adalah mengidentifikasi gen dan target biologik plasma dari plasmodium dan
kandungan dari antimalaria yang bekeja pada target ini (Gambar 2.8 dan Tab 2.2).

Akses yang semakin mudah terhadap sekuensi genome P falciparum
memfasilitasi usaha-usaha pencmuan ini, walaupun proses i iebik sulit dan
resiko validasi dart kandungan biokimia dan target putative yang sangat terbatas

(Gardner et o, 2002).
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Tabel 2.3 : Kandungan obat antimalaria yang akuif terhadap target

lama dan baru. (Rosenthal, 2003).
T location Palhwayimechanism | Target molecwle . New
aTget Y Existing l:hen]iﬂ\ mm N
Cylosol Folate metabolism Thbydrofolate Pyrimcthamine xog; Chexprogoanil
e ase Salfadoxine, -
Dihpkopteroate | dapsone: uorocrotate
L synthase Gossypol
Sy Thymidylate derivatives
synthass
Lactate
Parasi Phospholipad Chadine G25
R i Aanspocier Drmcleoside
Membwurs: rnsport Unique cuamels . dinwrs -
Foxd vaccie Tleme polyierizaton | Fematin Quinclines New quinolines
Hemoglobin i Prolease
rydrolysis Falcipaing inhibitors
Free radical ishibitoers
gcmm i New peroxides
Miiochondrion Electron (ransport Cyle Alovagquone
oldoceducinse
Apicoplast Prolin synthesis Apicoplast Antibiohics
DMA synthesis ribasomne Quinolones
T ipli DNA pyrase Rifampm .
Type II fatty acid RNA polymetase Thmlmmycm
brosymifiesis Fabi1 Triclasan
Tsoprenocid synthesis 3 Fabl Fosmidomycin
Protein tarnesylstion | DOXP Peptidomimetics
TeAUCT SmeTase
Farnrsyl
transiose

2.6  Protcase dan Invasi dan Rupturnya Eritrosit

Beberapa peneliti sebelumnya tclah menduga bahwa invasi eritrosit
berkaitan dengan adanya perubahan komponen permukaan sel yang disebabkan
oleh protease chymotripsine-like parasit. Braun-Breton et af yang memfokuskan
peneliliannya tentang aktivitas protease malaria, melakukan percobaan invasi
merozoil secara in vitro. Invasi merozoit termyata lebih sensitif dengan adanya
chymosiatin sama halnya dengan efek yang ditimbulkan oleh reagen spesifik
serine profease yaitn DFP dan Pefabloc SC (4-(2-aminoethyl) berzensulforyl
fluoride (Blackman, 1998).

Protease (falcipain) yang dihasilkan oleh tropozoit muda, terbukti

menyebabkan lisisnya eritrosit karena merusak cytoskleton membran, yaitu suatu
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membran yang terdapat pada bagian dalam eritrosit dengan komponen utama
heterodimeric protein spectrin yang berfungsi untuk stabilisssi membran (Hanspal
et al, 2002).

Beberapa protein malaria yang dihasilkan selama fase skizont dan
merozoit juga bersifat proteolytic. Walaupun peranan yang spesifik dari protease
ini belum jelas, tetapi telah terbukti secara konsisten bahwa cysreine dan serine
protease inhibitor menghambat invasi dan rupturnya eritrosit. Selain itu, protease
mang juga juga turut berperan dalam ruptumya eritrosit oleh Pfalciparum. Pada
beberapa studi yang dilakukan oleh Roggwiller et al, telah diperlihatkan bahwa
urokinasg inang berikatan dengan pemukaan ertrosit yang terinfeksi
P.falciparum, dan penurunan kadar wrokinase pada medium kultur menghambat
rupturnya entrosit oleh skizont matur. Schrevel J e al dan Mayer R et g/
memperlihatkan bahwa suatu peptida inhibitor sintetik (Pf 68) terbukti meng-
hambat invasi parasit pada media kultur. Hal ini membuktikan bahwa suatu
protease spesifik dibutuhkan oleh parasit malaria wakfu menginvasi eritrosit dan
ini merupakan suaty target yang potensial untuk pengembangan obat malaria baru
(Blackman, 1998).

2.7 Katabolisme Hemoglobin dan Detoksifikasi Haem didalam
Plasmodium
Merozoit merupakan fase ekstraselluler malaria yang berlangsung sangat
singkat dan segera menginvasi eritrosit. Kemudian berubah menjadi bentuk cincin
sebelum menjadi tropozoit Bentuk tropozoit merupakan bentuk yang paling aktif

metabolismenya sclama siklus hidup parasit ini. Dalam 38 jam, tropozoit ind akan
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matang menjadi shizont dan menghasilkan merozoit baru, yang akan dilepaskan
kembali ke dalam darah seiring dengan ruptumya eritosit. Merozoit ini akan
kembali mengivasi eritrosit dan melanjutkan siklusnya kembali.

Tropozoit akan mengambil dan mendegradasi sebagian besar hemoglobin
(60-80 %) dalam eritrosit. Parasit ini memerlukan asam amino sebagai sumber
protein yang dihasilkan dari degradasi hemogiobin. Selain untuk mendapatkan
asam amino, parasit mendegradasi bemoglobin untuk mendapatkan Tuang yang
lebih untuk dirinya sendiri dan untuk mempertahankan tekanan osmotik eritrosit.
Proses degradasi Hb dimwlsi dengan diambilnya sitosol eritrosit kedalam
organella khusus yang disebut food vacuole (FV) dengan suatn zat pembawa
{(transport vehicle) melaki cytostome (suatu struktur yang terbentuk melahzi

proses invaginasi pada parasitophorus vacuolar membrane).

Rasenthal PL 1998

Gambar 2.5 : Skema target protease pada daur hidup malaria fase eritrosit.
Skema diatas menunjukkan posisi protease pada berbagai stage parasit se-
bagai target kemoterapi.
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FV ini mengandung beberapa enzym proteolittk yang bekerja pada Hb yang
diambil. Untuk mendegradasi hemoglobin ini setidaknya dilakukan oleh 3 klas
enzym yang ada dalam FV yaitu aspartic proteases (plasmepsins 1, Il dan 1V dan
histo-aspartic protease or HAP), cysteine proteases (falcipain-1, 2 and 3) dan
zine metalloproiease (fulcilysin).

Plasmepsin I dan I{ sangat aktif dalam proses degdradasi Hb sedangkan
plasmepsin IV mempunyat efek proteolitik yang lemah, tetapi akan bekerja secara
sinergis dengan plasmepsin 1 dan II. HAP bekerja pada globin, dan tidak
mempengarubi Hb. Falcipain-2 juga tidak mempengaruhi Hb, tetapt bekerja pada
globin hasil degradasi. Fulcylisin bekerja pada peptida hasil degradasi dengan
memecahnya kedalam fragmen yang lebih kecil. Semua enzyme ini akan bekerja
bersama-sama terhadap Hb. Plasmepsin I dan IT akan memecahkan Hb, kemudian
plasmepsin IV dan HAP akan mendegradasi hemoglobin untuk menghasilkan
globin sedangkan falcipain-2 akan menghidrolisis fragmen globin ini. Dengan
efek proteolitik dari jalcylysin, peptida ini akan dirubah memjadi oligomer,
Kemudian oligomer peptida ini akan dihidrolisis menjadi asam amino di
sitoplasma parasit setelah dieksport dari FV. Jad: penghambatan kerja protease i
merupakan suatu target antimalarial yang relevans.

Selain globin, haem (ferroprotoporphyrin LX atau Fe(Il}PFIX) juga akan
dihasilkan selama proses hidrolisis Hb. Melalui proses autooksidasi haem akan
diubah menjadi hematin (agua’hydroxoferriprotoporphyrin LX atau H20/HO-

Fe(l1l)PPLX) (Egan, 2004).
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Egan 14, 2004

Gambar 2.6 ' Gambar eritrosit yang mengandung parasit. Parasit tinggal dalam  suatu
parasitophorous vacuole dan sitosol eritrosit akan diambil oleh parasit melalut cyfostome. Sitosol
eritrosit ini diangkut oleh suatu transpors vehicle kedalam /V. Degradasi Hb terjadi didalam FV
dan menghasilkan hematin. Konversi hematin menjadi haemozoin juga terjadi dalam F¥" Globin
yang dihasilkan akan dieksport ke sitosol parasit unituk menghasilkan asam amino

Haem ini bersifat toksik terhadap malaria, oleh karena itu untuk mencegah efek
toksiknya, parasit akan mendetoksifikasi zat ini. Parasit malaria mempunyai
mekanisme yang khas untuk mendetoksifikasi haem yang dikenal dengan “heme
polymerase”. Hasil detoksifikasi haem bebas ini berupa zat yang insolubel,
berbentuk mikrokristal, berwarna coklat gelap yang tersebar didalam FV parasit

yang dikenal sebagai hematin (malaria pigment) (Tripathi and Tekwani, 1999).

2.8  Hematin

Pigmen malaria telah lama menarik perhatian para malariologist. Meckel
(1847) merupakan orang pertama yang menandai pigment dalam darah dan spleen
manusia. Kemudian Virchow (1849) menggambar dan menerangkan bentuk
pigment pada pasien penderita malaria kronik, Dialah orang yang pertama yang
menghubungkan keberadaan pigment ini dengan malaria. Pada tahun 1850, Hischl
mengkonfirmansikan adanya pigment pada demam yang intermitten, Akhirnya
Laveran (1880) berhasil menghubungkan semua pencmuan diatas setelah

menemukan adanya parasit yang mengandung pigmen (pigmented parasites) pada
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tentara Algerian. [ia berhasil mengindentifikasi sel yang mengandung pigment
(cell pigmented) pada 26 orang lebih penderita malaria. Pada tahun 1890 Golgi
berhasil dan merapakan orang pertama yang mendokumentasikan pigmen pada

parasit malaria dengan fotographi.

Gambar 2.7; Struktur molekul hematin. Dua unit heme pada rantai
polymer heme dihubungkan oleh ironcarboxylate bond, dimana kedufa
polymer heme dihubungkan oleh hydrogen bord. (Tripathi and Tekwani,
1999)

Brown (1911) membedakan pigmen malaria dengan melanin dan menarik
kesimpulan bahwa zat ini merupakan asal muasal hematin. Dia juga menyatakan
pigmen malaria yang coklat kehitaman merapakan hematin tetapi masih belum
murni. Brown juga menduga bahwa kerja enzym proteolitik pada hemoglobin
merupakan kemungkinan besar penyebab adanya malaria pigmen. Sinton dan
Gosh (1934) memberikan pama “hgemozoin” untuk menggantikan nama

“plasmodin” dan “haemo-melanin”. Pada dua penelitiannya Ghosh and Nath
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(1934) dan Ghosh and Simton (1934) memperlihatkan bahwa haemozoin
mengandung besi dan spektrum haemozoin dalam preparasi alkalin identik dengan
haeme. Pada tahun 1991, Slatter ¢f o/ memberi posmlat akan ikatan /ron-
carboxylate yang unik antara dua haem pada haemozoin dengan spektroskopi
infrared dan X-ray (Sullivan, 2002).

Hematin merupakan unsur utama hemozoin. Dalam suasana basa
haemozoin akan larut dan mielepaskan hematin. Dengan dasar ini, dua percobaan
yang dilakukan oleh Ginsburgh H (1998) dan Loria P (1999) mencoba men-
dapatkan kuantitas hematin dengan menghitung daya absorbans hematin yang

sudah dilarutkan
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BAB3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Infeksi dimulai dengan masuknya sporozoit melalui gigitan nyamuk
Anopheles betina yang terinfeksi parasit. Sporozoit-sporozoit yang masuk
kedalam peredaran darah dalam waktu 30 menit akan memasuki sel-sel parenkim
hati (hepatosit). Sporozoit stadium lever (fase ekstraeritrosit) ini akan berubah
memjadi puluhaﬁ sampai ribuan merozoit yang menyebabkan hepatosit pecah.
Merozoit-merozoit ini akan memasuki sirkulasi darah dan memasuki eritrosit yang
kemudian berbentuk menjadi s¢l tunggal dinamakan tropozoit. Berikuinya tcrjadi
pembelahan nukleus beberapa kali dan terus berlangsung sampai parasit menjadi
matur. Selanjutnya terjadi proses skizogoni dengan pembentukan merozoit,
stadium eritrosit pada Plasmodium jalciparum berlangsung selama 48 jam dan
eritrosit yang terinfeksi akan pecah dan melepaskan eritrosit ke plasma darah dan
kembali menginfeksi eritosit lain.

Tropozoit ini akan mengambil dan mendegradasi sebagian besar
hemoglobin (60-80%) dalam eritrosit. Parasit ini memerlukan asam amino sebagai
sumber protein yang dihasilkan dari degradasi hemoglobin. Selain untuk
mendapatkan asam amino, parasit mendegradasi hemoglobin untuk mendapatkan
ruang vang lebih untuk dirinya sendiri dan untuk mempertahankan tekanan
osmotik eritrosit. Proses degradasi Hb dimulai dengan diambilnya sitosol eritrosit
kedalam organcila khusus yang disebut food vacuole (FV) dengan suatn zat

pembawa (fransport vehicle) melalui cytostome (suatu struktur yang terbentuk
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melalui proses invaginasi pada parasitophorus vacuolar membrane). FV ini
mengandung beberapa enzym proteolitik yang bekerja pada Hb yang diambil.
Untuk mendegradasi hemoglobin ini setidaknya dilakukan oleh 3 kias enzym yang
ada dalam FV yaiw aspartic proteases (plasmepsins 1, 11 dan IV dan histo-
aspartic protease or HAP), cysteine proteases (faleipain-1, 2 and 3) dan zinc
metalloprotease (falcilysin). Plasmepsin { dan /I sangat aktif dalam proses
degdradasi Hb sedangkan plasmepsin [V mempunyai efek proteolitik yang lemah,
tetapi akan bekerja secam sinergis dengan plasmepsin [ dan II. HAP bekerja pada
globin, dan tidak mempengarahi Hb. Falcipain-2 juga tidak mempengaruhi Hb,
tetapi bekerja pada globin hasil degradasi. Falcylisin bekerja pada peptida hasil
degradasi dengan memeccatinya kedalam fragmen yang lebih kecil. Semua enzyme
ini akan bekerja bersama-sama terhadap Hb. Plasmepsin I dan II akan
memecahkan Hb, kemudian plasmepsin iV dan HAP akan mendegradasi
bemoglobin  unfuk menghasilkan globin sedangkan jfalcipain-2 akan
menghidrolisis fragmen globin ini,

Dengan efek proteolitik dari falcylysin, peptida ini akan dirubah menjadi
oligomer. Kemndian oligomer peptida ini akan dihidrolisis menjadi asam amino
untuk keperlnan protein parasit di sitoplasma parasit setelah dieksport dari FV.

Selain globin, haem (ferroprotoporphyrin IX atau Fe(ll)PPLX) juga akan
dibasilkan selama proses hidrolisis Hb. Haem ini bersifat toksik terhadap malaria,
oleh karena itu untuk mencegah efek toksiknya, parasit akan mendetoksifikasi zat
ini. Parasit malaria mempunyai mekanisme yang khas untuk mendetoksifikasi
haem yang dikenal dengan “heme polymerase™. Hasil detoksifikasi haem bebas ini

berupa zat yang insolubel, berbentuk mikrokristal, berwama coklat gelap yang
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tersebar didalam £V parasit yang dikenal sebagai hematin (malaria pigment)
(Tripathi and Tekwani, 1999).

Momordica charantia L. atan yang dikenal sebagai Pare merupakan salah
satu tanaman yang digunakan secara tradisional sebagai obat antimalaria, selain
peluruh dahak, obat cacing dan anti diabetes (Hien, 1999. Syamsuhidayat, 1991).
Dengan pendekatan etnofarmakologi Momordica charantia L. telah digunakan
sebagai antimalaria dan mengobati demam di Brazil, Guatemala, Peru, India,
Nikaragua, USA, Venezuela, Mexico, dan Indonesia. Bagian yang digunakan
adalah akar, batang, daun, bunga dan buah (Hadi S, 2001. Kohler, 2002,
Syamsuhidayat SS, 1991. Taylor L, 2002).

Ueno, Doyama, dan Padovani E Salata (1996) di Brazil, meneliti efek
antimalaria in vivo dari ekstrak etanol batang dan infusion dann Momordica
charamtia L. terbadap mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium berghei dan
kedua ekstrak tersebut mempunyai aktivitas antimalaria dengan dosis masing-
masing 1 gr/kgbb (Taylor L, 2002). Percobaan secara in vitro aktivitas antunalaria
dari ekstrak lipophilik batang dan daun Momordica charontia L. yang dilalukan
oleh Kohler er al memperlihatkan efek antimalaria dengan I/Cse 6-25 pm/ml
terhadap Plasmodium fadciparum (Kohler, 2002).

Banyak polongan scnyawa dari tumbuhan yang bersifat antimalaria, tetapi
beberapa senyawa yang peating dan mempunyai biopotensi antimalana antara
lain: alkaloid, lakton, terpencid, xanton dan flavonoid (Saxena, 2003.
Ignarmshchenko er &, 1997). Kandungan senyawa yang terdapat dalam biji
Momordica charantia 1. antara lain resin, triterpen, proteid, lipid, steroid,

karbohidrat, alkaloid, glikosida saponin tipe cucurbitacin (Taylor L, 2002. Hien,
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1999, Syamsuhidayat, 1991). Dari senyawa yang dikandung biji Momordica
charantia L. tersebut ada beberapa senyawa yang berefek antimalaria yaitu
triterpen dan alkaloid.

Selain untuk melihat pengaruhnya terhadap penghambatan pertumbuhan
parasit, penelitian ini juga bertujuan untuk melihat pengaruh ckstrak air biji
Momordica charantia Linn (pare) terhadap kadar hematin yang dihasilkan pada

darah mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium hergher.

3.2  Hipotesis

1. Ekstrak air biji Pare (Momordica charantia I..) menurunkan kadar parasitemia
mencit yang diinfeksi Plasmodium berghei

2. Ekstrak air biji Pare (Momordica charantia L.) menghambat pertumbuhan
plasmodium mencit yang diinfeksi Plasmodium berghei.

3. Ekstrak air biji Pare (Momordica charantia L.) menurunkan kadar hematin

darah mencit yang diinfeksi Plasmodium berghei.

Efek Antiplasmodial Ekstrak Biji
Pare (Momordica Charantia L) Pada
_ Mencit (Mus Musculus) Yang . . .
Tesis Marihot Pasaribu



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga 37

Nyamuk (Anopheles spp) melepaskan

sporozeit kedalam darah Momordica
J charantia L.
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Gambar 3.1 ;: Bagan Kerangka Konseptual
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BAB4

MATERI DAN METODE PENELITIAN

4.1  Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penclitian eksperimental laboratoris demgan
desain The Postiesi-Conirol Group Design (pengambilan data dilakukan setelah

perlakuan) dan dibandingkan dengan kontrol (Nazir, 1985), dengan rancangan

percobaan sebagai berikut:
- e s O:
—— K+ —* (O
T (] —r O
R I B, —* 0O

L —* O
——= P T *

BV b v

—le e U5

Gambar 4.1: Rancangan Percobaan

Keterangan.

R = Sampel (mencit diinfeksi P berghet)
Kt = Koutrol positif

K- = Kontrol negatif

P = Perlakuan

Q = Pergamatan

33
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Tabel 4.1 : Rancangan Pelaksanaan.
KELOMPOY
No Hani ke~
K+ k- P, P B Py P B
1|1 Inckulasi Plasmodinm berghei secara i.p sebunyak 107 parasit dalam 0,2 ml darah
2 v =HI
Lamtun Ekstrak Ekstrak : Ekstrak Ekstrak
3 V=12 CQ=10 penbawa | air biji air biji air biji B hii air biji air bt
CMCHNa | Pare= Pare = L a = Pare =
L 0.01 0.1 P Prae = 10 | 1000
4 | V=H ; i i mgkghb | mglkghb
0 2ml mg/kgbb [ mg/kgbb mgkgbp | mg/kghd
5 Vil = H4
6 | v 24 jumn setelah pemberian dosis terakhir dilakukun pengambilan dargh secara inrakardinl intuk
pemeriksaan kadur hematin dan parmsitemia
Ket :

¥ Pemeriksaan kadar parasitemia (pembuatan hapusan darah  tipis)
dilakukan sebelum pemberian perlakuan berikutnya
= Perlakuan hari ke-1 s/d hari ke-4
Kadar Parasitemia Awal
Kontrol Positif
Kontrol Negatif
Kelompok Perlakuan 1 s/d 6

H;-H, =
H, =
K+
K-
P-Pg =

4.2  Populasi, Besar Sampel dan Teknik Pengambilan Sampel.

Pada penelitian ini digunakan 6 (enam) kelompok hewan coba dan

masing-masing 1 (satu) kelompok kontrol negatif dan positif. Setiap kelompok

masing-masing dengan 3 (tiga) replikasi. Besarnya replikasi didapatkan dengan

rumus sebagai berikut (Saunders-Dawson, 1994).

Persamaan 4.1 Rumus Pengambilan Sampel.

(Za+ ZB)S

d

Pare (Momordica Charantia L) Pada

Ket;

Za

Zp

. o

LT

batas atas nilai konversi pada tabel
distribusi normal untuk batas
kemaknaan
batas bawah nilal konversi pada
tabel distribusi normal untuk batas
kemnaknaan
standar deviasi perkiraan perbedaan
mean deviasi perbedaan.
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Drari penelitian sebelunnya tentang aktivitas antimalaria bahan alam terhadap
Plasmodium berghei didapatkan standar deviasi (S§) - 5.3 (3.6 — 7.1), dengan
rats-rata perbedaan (d) = 4.4 -13.7 (Franssen, 1997). Dengan o = 0.03 (Za =1.96,
ZB = [.645) maka didapatkan juinlah sampel () = [.96 = 2, maka junlah sampel
minimal 2, dalam penelitian ini jumlah sampel (1) — 3.

Sampel penelitian ini adalah darah mencit (Mus musculus L. stram balb/c).
Besar sampe] adalah 3 untuk setiap kelompok sehingga sampel penelitian yang
diperlukan sejumlah 24 ckor mencit. Pengambilan sampel dilakukan secara acak
sederhana dengan tekanik undian, Pemberian nomoy masing-masing hewan coba
disesuaikan dengan k¢lompok dan jenis perlakuan. Kemudian dilakokan
pemilihan undian secara acak terhadap nomor hewan coba imtuk menctapkan

sampel. Setiap hewan coba digunakan untuk satu kali percobaan.
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Plasmodium berghei diinokulasikan kemencit secara Lp sebanyek 107 parasit dalam 0,2 mi darah.

I

K- Pl P 7 P3 P.| B % Pﬁ K+

1.0 1. 1. 1.9 1.0 4| 1.0 1.
21 29 2.0 20 2 2 A o 20
3 3. 3y 3 3y 3 31 3

¥ F y v r
Hari ke-4, 5, 6 dan 7 diberi perlakuan p.o sekali sehari, dan parasitemin diperiksa sebelurn
pemberian periakuan benkutiya

N0 I Nl Aed T TR

49 49 4% 41 40 4.0 49

4 v v 4 ¥ 4 v
7.0 7% 7% 7rs 7 7 70

! v v s Y ! ¢ v

24 jam setelah pemberian dosis lerakhir dilakukan pengambilan hapusan darah tepi untuk
pemeriksaan parasiternia dilanjutkan pengambilan darah secara intrakardial untuk pemertksaan
hematin

HASIL

b

ANALISA DATA SECARA STATISTIK
DENGAN UJI ANOVA DUA ARAH DAN 13D

h J

KESIMPULAN

Gambar 4.2 : Bagan Alur Penelitian

Keterangan :
¥+ = Kloroknin 20 mg/kgBB
K- = Landan CMCNa 0,5 %

P, = Ekstrak air biji Pare 0.01 ma/kgBB
P, = Ekstrak air biji Pare 0.1 mg/kgBB
P = Ekstrak air biji Pare | mg/kgBB

P, = Ekstrak air biji Pare 10 mg/kgBB
Ps = Ekstrak air biji Pare 100 mg/kgBB
P = Ekstrak air biji Pare 1000 my/kgBB
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43  Variabel Penelitian.

43.1 Klasifikasi variabel.

A. Variabel bebas : Variabel bebas dalam penclitian ini adalah ekstrak biji
pare (Momordica charantia L.).

B. Variabel kendali ; Variabel kendali dalam peoelitian ini adalah: Hewan
coba, umur, strain, berat badan, makanan dan minuman, kandang, tablet
klorokuin, alat-alat yang digunakan, dan lama perlakuan.

C. Variabel intervening : Varabe! intervening dalamn penelitian ini adalah
Plasmodium berghei galur ANKA.

D. Variabel terganfung: Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah
kadar parasitemiz dan panjang gelombang alkaline hematin dan

oxyhemaoglobin dalam darah hewan coba.

43.1 Defenisi operasional variabel
A. Variabel bebas : Ekstrak biji pare yang digunakan dalam penelitian in:
terbagi dalam dosis 0.01; 0.1; 1; 10; 100 dan 1000 mg/kgbb mencit yang
diberikan secara oral dengan sonde dimulai pada hari ke-3 setelah inokulasi
Plasmodium berghei (dianggap scbagat hari ke-1 perlakuan = D)) pada mencit
yang schat. Perlakuan kemudian dilanjutkan pada hari ke4 (Ds), ke-5 (Ds), ke-6
(D4) dan ke-7 (D) dengan dosis dan cara sama (Phillipsor, 1991, Fidock, 2004),
B. Variabel kendali :

Hewan coba yang digunakan adalah mencit betina (AMus musculus L.) galur
balb/c dengan berat badan 20-30 gram, umur + 2 bulan, yang didapat dari Pusat

Veterinaria Farmoa (Pusvetma) Surabaya. Makanan yang diberikan sesuai dengan
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standar Pusat Veterinaria Farma (Pusvetma) Surabaya dan minuman diberikan
secara ad libitum.

Kandang yang digunakan adalah kandang milik Laboratorium Farmasi
Fakultas Farmasi Universitas Airlangga.

Tablet klorokuin yang digunakan adalah klorouin difosfat p.a yang
diperoleh dari Sigma, yang diberikan pada kelompok kontrol positif dengan dosis
terapi 10 mg/kgbb (Philippson, 1991).

Alat-alat yang digunakan meliputi alat untuk pemeriksaan parasitemia dan
menscanning pahjang gelombang alkaline hematine dan oxyhemoglobin. Lama
perlakuan dimutai sejak inokulasi plasmodiun berghei sampai pembunuhan tikus
untuk pengambilan darah selama 8 hari.

C. Variabel intervening : Variabel ntervening dalam penelitian ini adalah
suspensi darah yang mengandung 107 parasit yang didapatkan dari mencit donor
yang telah terinfeksi Plasmodium berghes.

D. Variabel (ergantung : Variabel tergantung dalam penelitian adalah
tingkat parasitemia daci mencit coba dan panjang gelombang alkine hematin dan

oxyhemoglobin pada darah mencit,

43  Bahan-bahan Pepelitian
4.4.1 Bahan tanaman

Biji Pare (Momordica charantia L) didapatkan dari buah pare yang sudah
matang. Buah pare yang sudah matang ditandai dengan perubahan warna buah
dari hijan berubah menjadi orannye yang pecah dengan tiga katup, biji berwamna

coklat kekuningan, bentuknya pipih memanjang, dan keras. Biji M Charantia
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diperoleh Surabaya, Jawa Timur dan didetenminasi di Kebun Raya Purwodadi ,
Pasuruan, Jawa Timur, Diekstraksi di Lab Fkstraksi Fakultas Farmasi Unair,
Surabaya.

442 Plasmodium berghei : Plasmodium berghei yang digunakan adalah
Plasmodium berghei strain ANKA yang diperoleh dari Lembaga Biomolekuler
Eijkman, Jakarta.

443 Bahan untuk pemeriksaan parasitemia : Hapusan darah tipis, larutan
PBS, pewarna Giemsa, buffer fosfat, dan minyak imersi.

444 Bahan untuk pemeriksaan Alkaline Hematin dan Oxyhaemoglobin :
Darah mencit yang telah terinfeksi, EDTA, aquades, dan alkaline alkohol.

4.45 Bahan pelarnt : Pelarut yang digunakan antara lain: aquadestillata,
CMCNa .5 %, atkalin alkohol,

4.4.6 Bahan habis pakai : Kapas, tissue, spuit dan alkohol.

4.5  Instrumen Penelifian
4.5.1 Alat untuk ekstraksi

Timbangan, toples, penangas air, corong pisah, gelas ukur, gelas beker,
tabung erlenmeyer, freeze drying, dan batang pengaduk.
452 Alat untuk pemeriksaan parasitemia : Hemositometer, syringe,
uukroskop, gelas objek, mikropipet dau tip, gelas ukur, pipet volum 1 dan 5 ml
453 Alat untuk pemeriksaaan panjang gelombang Alkalin hematin dan
oxyhaemoglobin : Alat yang yang digunakan adalah Spectrophotometer cahaya

tampak dengan panjaug kuvet 0.5 cm,
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4.6  Persiapan Penelitian
4.6.1 Pembuatan ekstrak

Ekstraksi terhadap biji Pare (Momordica charantia 1..) dilakukan dengan
mengikuti prosedur ekstraksi sebagai berikut: biji M charantia L dikeringkan
tanpa menggunakan suhu tinggi (tidak dengan sinar matahari langsung), dengan
sirkulasi udara yang baik. Kemudian dengan menggunakan mesin penggiling, biji
dihaluskan untuk mendapatkan serbuk halus. Serbuk halus kering sebanyak 50 g
dicampur dengan 500 cc air, kemudian dipanaskan diatas air tangas selama 15
menit terhitung mulai subu mencapai 90° C sambil sekali-kali diaduk. Kemudian
diserkai dengan kertas saring selagi panas, tambahkan air panas secukupnya
melalui ampas sampai didapatkan volume 500 cc. Scielah dingin dilakukan freeze
dried, sehingga didapatkan ekstrak air biji Momordica charantia L.
4.6.2 Persiapan hewan coba

Mencit sebagai hewan coba diadaptasikan dalam kandang yang dirancang
khusus selama 3 hari sebelum diberi perlakuan. Makanan dan minuman diberikan
secara ad libitum sesuai dengau standar Pusat Veteriner Farma (Pusvetma).
4.6.3 [Inokulasi Plasmodium berghei

Inokulasi dilakukan secara intra peritoneat (ip) sebanyak 107 parasit
dalam 0,2 ml darah untuk tiap mencit. Jumlah eritrosit/ml darah dan parasitemia
mencit donor yang akan ditransfer terlebih dabulu dihitung. Untuk menghitung
jumiah eritrosit, darah diambil dani ujung ekor sebanyak 10 pl dan dilakukan
pengenceran 10°x dengan larutan PBS. Kemudian jumlah eritrosit dihituag dalam
kamar hitung eri Naubauer (Hemositometer). Parasitemia dihitung dari sediaan

hapusan darah tipis yang telah dipulas dengan pewarnaan Giemsa 10%. Jumlah
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parasit dihitung per 1000 eritrosit dengan mikroskop dengan pembesaran 1000x.
Dengan mengalikan jumliah eritrosityml darah dengan parasitemia, didapatikan
jumiah parasit /ml darah. Selanjutnya dilakukan pengenceran dengan larutan PBS
untuk mendapatkan konsentrasi parasit 107 dalam 0,2 ml darah, kemudian larutan

tersebut ditransfer secara i.p kemencit perlakuan.

4.7 Tahap Pelaksanaan
4,7.1 Pemberian perlakuan.

Mencit yang sudah diinfeksi dengan Plasmodium berghei dibagi dalam 6
kelompok perlakuan, dan masing-masing 1 kelompok konirol positif, dan kontrol
negatif. Kelompok kontrol positif diberi kiorokuin dengan dosis 10 mg/kg bb
dalam 02 ml aquades. Kelompok kontrol negatif diberi larutan pembawa CMCNa
0,5% 0,2 m). Kelompok perlakuan diberi ¢kstrak biji pare dengan dosis masing-
masing 0.01; 0.1; 1; 10; 100 dan 1000 mg/kgbb mencit yang diberikan secara oral
dengan sonde dalam 0,2 mi suspensi 0,5 % CMCNa. Perlakuan diberikan setelah
3 hari inokulasi Plasmodium berghei pada mencit yang schat, kemudian

dilanjutkan pada hari ke-4, 5 dan 6 dengan dosis dan cara sama.

4,72 Pemeriksaan parasitemia

A. Pembuatan hapusan darah tipis. Diambil tetes darah dari ekor mencit
dengan cara menggunting ekor mencit dan diteteskan pada ujung gelas objek.
Dengan bantuan sam sisi gelas objek yang lain, ratakan suspensi sel parasit
tersebut. Lalu biarkan sampai kering di udara terbuka. Kemudian hapusan darah

tipis tersebut difiksasi dalam methano! absolut selama + 1-5 detik, biarkan kering
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diudara terbuka. Kemudian dilakukan pewarnaan dengan Giemsa 10%, biarkan
selama + 30 menit, pulas dengan air mineral dan dikeringkan,
B. Penghitungan parasitemia

Penghitungan parasitemia dilakukan sctiap han sebelun diberi perlakuan.
Jumlah eritrosit yang terinfeksi parasit dihitung tiap 1000 eritrosit dengan
mikroskop perbesaran 1000 kali. Parasit malaria ditandai dengan inti berwarna

merah dengan plasma berwama birn sedangkan sel darah berwarna merah muda.

4.73  Uji aktivitas antimalaria ekstrak biji Pare.

Uji aktivitas antimalaria yang dilakukan merupakan modifikasi dani “The
4-days suppresive test of blood schizomtocidal aection” dari Peter’'s Test
(Phillipson, 1991). Setelab kadar parasitemia didapatkan, maka perbedaan rata-
rata antara kontrol (dianggap 100%) dengan rata-rata perlakuan merupakan nilai
reduksi (= aktivitas) dari ekstrak, dengan cara penghitungan sebagat berikut:

Persamaan 4.1 Aktivitas Antimalana.

. <
meanparasatumau-eated X 100}

Activity = 10 {meanmrasﬂﬂma confrol

Ket:

Mean parasitemia treated: Rata-rala kadar parasitemia pada mencit yang mendapat
periakuan dengan ekstrak air bijf pare.
Mean parasitemnia conirol : Rata-rona kadar parasitemia poda mencit yang mendancy
peridkuan dengan loritan pembawa (kontrol negatif).
Activity B Nilai reduksi ( - aktiviras} dari ekstrak air biji pare
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4.7.4 Penentuan kadar hematin
A, Persiapan sampe! : Setelah 24 jam pemberian dosis terakhir (8 han
setelah infeksi), tikus dibunuh untuk diambil darahnya secara intra kardial dan
dilakukan pemeriksaan alkalin hematin dan oxyhemoglobin (Ball e a/, 1948).
B. Pemeriksaan hematin

Kadar hematin didapatkan melalni perbandingan antara total alkaline
hematin dengan oxyhemoglobin secara spektroskopik menurut Bail et al (Ball ef
al, 1948). Sampe! darah dilarutkan dalam aquades untuk menghitung densitas
oxyhemoglobin dan dilarutkan dalam alkalin alkohot (0,04 gm KOH dalam 80%
ethyl alkohol} untuk menghitung densiias alkaline hematin, dengan perbandingan
1:6 kemudian didiamkan selama 15 menit. Setelah itu disentrifus beberapa saat
sampai terjadi ekstraksi lengkap ditandai dengan putihnya presipitat. Kemudian
densitas optik (opfical density) supernatan dibaca dengan spektrophotometer
{Spectrophotometer cahaya tampak). Nilai log Jo/f dari supernatant dibaca dalam
kuvet 0,5 cm dengan panjang gelombang berikut: 540, 576, 593, nm. Kemudian
densitas masing-masing sampel dijumiahkan dan dihitung rasionya. Untuk
menghitung persentasi hematin yang terbentuk sebagai free hematin digunakan
formula berikut:

Persamaan 4.2 Kadar Hematin,

(Parasitized blood ratio) - (Normal blood ratio) L )
(Parasitized blood ratio) X 100 = % Kadar Hematin

Ker:

Parasitized Blood Ratio: Rota-raa rasic absorbansi daorah mencit pada kelompok perlakuan
dengan ekswrak air biji pare.
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Normal Blood Ratio: Ravta-rara rasio absorbunsi pada darah mencit vang tidak diinfeksi dan
tidak mendapat periakuan.

%a of Total HemativFree: Persentasi kadar hematin yang rerbentuk

48  Pengolahan dan Analisa Data.

Untuk menganalisa data yang didapatkan digunakan Analisis Sidik Ragam
{(ANOVA) dengan tingkat kepercayaan 3% (@ = 0,05). Apabila hasil antar
periakuan berbeda uyata, dengan hasil F# > It maka dilanjutkan dengan uji LSD

(Least Signifikan Difference) untuk melihat perfakuan yang paling bermakna.
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BABS

HASIL PENELITIAN DAN ANALISA DATA

5.1  Efek ekstrak air biji pare (Momordica charantia L.) terbadap kadar
parasitemia mencit yang diinfeksi dengan P berghei

Rata-rata persen parasitemia dari mencit yang diberi ekstrak air biji pare
dan kontrol diperlihatkan pada tabel dibawah ini.

Tabel 5.1:  Rata-rata persen parasitemia dari mencit yang diinfeksi dengan P
berghei yang diberi ekstrak air biji pare (Momordica charantia L.)

dan kontrol.
Parasitemia (%)
(x £ SD)
Hari |
K- 0.01 0.1 1 10 100 1000 K+
mg/kpbb | mg/kpbb | mg/kebb | mg/kebb | mgkgbb | mg/kgbb
H, 343+ | 497+ 6.03 + 6.99 6.86 748 % 7.04 + 712+
0.95 1.25 0.65 .15 075. 0.30 0.41 0.50
- 1040+ | 974 9.35+ 821+ 930+ 962+ 9,96+ 5794
L 0.27 0.36 055 0.26 0.58 0.47 0.04 0.15
- 1158+ | 1005+ | 11,12+ | 1288+« | 1147+ | 24=% | 1243+ | 2714
2 1.09 0.27 0.78 0.35 0.91 0.37 0.57 0.76
H 1331+ | 1080 | 11.79£ | 1347+ | 1207+ | 1299+ | 13.01x | 099%
G 1.14 0.38 0.76 0.35 0.98 0.35 0.52 0.60
§413+ | 11.85+ | 12.37x | 13982 | 1260+ | 13.47x | 13.44x | 086+
L Hy 112 0.38 0.75 0.32 0.93 0.31 0.14 1.034|
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GAMBAR 5.1. Efek ekstrak air biji pare (Momordica charantia L.) tethadap
persentasi parasitemia mencit yang diinfeksi dengan P berghei. Dosis ekstrak air
biji pare (Momordica charantia L.) yang diberikan adalah : 001 m),01( )1
(), 10 (*), 100(®), 1000 (@) mg/kgbb, kontrol negatif CMCNu 0,5 % 0,2 ml (¢)
dan kontrol positif klorokuin 10 mg/kgbb (—).

Pada Hy (sebelum diberi perfakuan pertama sekali, bertujuan untuk mengetahui
parasitemia awal) kadar parasitemia masing-masing kelompok dihitung terlebih
dahulu. Uji statistika rerata parasitemia antar kelompok perlakuan pada Hp
didapati perbedaan bermakna ({Jji Anova, p<<0,05; Uji LSD; p < 0.05; SE =
0.560). Parasitemia tertinggi dijumpai pada kelompok perlakuan dosis 100
mg/kgbb ekstrak air biji M charantia L (N=3; Mean - 7,47; SD = 0.06; Sk =
0,38), sedangkan rerata parasitemia terendah dijumpai pada kelompok dosis 0,01
mg/kgbb ekstrak air biji M charantia 1. (N-3; Mean = 6,56; SD = 0,41; SE -
0,24) (p < 0,05; SE = 0,560). Rerata parasiteinia antara kelompok perlakuan
dengan kelompok kontrol juga berbeda nyata (U/ji Anova, p<0,05; Uji LSD; p <
0.05; 8K = 0,595), dimana rerata parasitemia terendah dijumpai pada kelompok

kontrol (N -3; Mean = 3,43; SD = 1,5; SF = 0,327).
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Pada H, (hati pertama perlakuan), uji statistik revata parasitemia aptar kelompok
perlakuan didapati perbedaan bermakna (Ui Anova, p<0,05; Uji LSD; p «’ 3,05;
SE — 0,343). Parasitenia fertinggi dijumpai pada kelompok perlakuan dosis 1000
mg/kghb ekstrak air biji M charantia L (N=3; Mean ~ 9,96; SD = 0,36; SE =
0,20), sedangkan rerata parasitexﬁia terendah dijmnpai'pada kelompok ddéis 1
mg/kghb ekstrak air biji M charantia L (N=3; Mean - 9,75; 8D = D,041; SE =
0,024}, Rerata parasitemia antara kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol
juga berbeda nyata (Uji Anova, p<0,05; Usi L8D; p < 0,05; SE = 0,329), dimana
rerata parasitemia tertinggi dijumpai pada kelompok konmtrol (N=3; Mean =
10,39; 8D = 0,273, Sk = 0,157),

Pada H; (hari kedua perlakuan), uji statistik rerata parasitemia antar
kelompok perlakuan didapati perbedaan bermakna (Ujt Anova, p<0,05; Uji LSD;
p < 003; SE = 0,483). Parasitemia tertinggi dijumpai pada kelompok perlakuan
dosis 1 mg/kgbb ekstrak air biji M charantia 1. (N=3; Meun = 12,88; SD = 0,91;
SE = 4,33), sedangkan rerata parasitemia terendah dijumpai pada kelompok dosis
0,05 mg/kebb eksirak air biji M charantia L (N=23; Mean = 10,05, SD = 0,57; SE
~ 0,33). Rerata parasitemia antara kelompok perlakuan dengan kelompok kontro}
juga berbeda nyata (Uji Anova, p<0.05; Uji LSD; p < 0,05; SE = 0,560), dimana
rerata parasitemia kelompok kontrol (N=3; Mean = 11,58; SD = 1,09; SE =
0,63), lebih tinggl terhadap verata parasitemia kelompok dosis fevendah pada
kelompok perlakuan,

Pada Hs (hari ketipa perakuan), ujt statistk rerata parasitemia antar
kelompok perdakuan didapati perbedaan bermakna (Ujy Anova, p~0,08; Uiy L80;

p < 0,05; SE = (,492). Parasttemis tertinggi dijumpai pada kelompok perlakuan

Efek Antiplasmodial Ekstrak Biji
Pare (Momordica Charantia L) Pada
Mencit (Mus Musculus) Yang . . .
Tesis Marihot Pasaribu



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga 53

dosis 1 mgfkebb ckstrak aic biji M charantia L (N—3; Mean — 13,48, S0 — §,94;
SE = 0,57), sedangkan remta parasitemia terendah dijumpai pada kelompok dosis
0,01 mg/kgbb ekstrak air biji M charantia L (N=3; Mean = 10,8; SD = 0,52; SE
= {),30). Rerata parasitemia antara kelompok perlakuan dengan kelompok konirol
juga berbeda nyata (Uji Anova, p<0,05; Uji LSD; p < 0,05; SE = §,575), dimana
rerata parasitemia kelompok kontrol (N=3; Mean = [3,31; 8D = 1,14; SE =
0.66), lcbih tinggi techadap rerata parasitemia kelompok dosis terendah pada
kelompok perakuan.

Pada Hy (hari keempat perlakuan), ujt statistik rerata parasitemia antar
kelompok perlakuan didapati perbedaan bennakna (Ufji Anova, p<0,05; Uji LSD;
P < 0,05; SE = 0,447). Parasitemia tertinggi dijumpai pada kelompok perlakuan
dosis 1 my/kebb ekstrak air biji M charantia L (N=3; Mean = 13,97; SD = 0,93;
SE = 0,54), sedangkan rerata parasitemia terendah dijumpai pada kelompok dosis
0,01 mg/kgbb ekstrak air biji M charantia L. (N=3; Mean = 11,84; SD = 0,14; SE
= {J,08). Rerata parasitemia antara kelompok perlakuan dengan kelompok kontro)
juga berbeda nyata (Uji Anova, p+0,03; Uji LSD; p < 0,03; SE = 0,539), dimana
rerata parasitemia tertinggi dijumpai pada kelompok kontrol (N=3; Mean =

14,13; 8D = 1,11; 8E = 0,65).
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Tabel 5.2 : Rata-rata penghambatan pertambuhan parasit mencit yang diinfeksi
dengan Plasmodium berghei dan mendapat perlakuan ckstrak air biji pare
(Momordica charantia L.) dan kontrol.

o Rata-Rata Penghambatan (%)
(mg/kghb) (% + SD)
K+ 100 +£0.00°
K- 0.67+1.166°
0.0 34.80 £2.06°
0.1 40.80x£5216°
T 1 34.80 - 3.89 °¢
10 46.51 +1.714¢
100 44.09 £0.948 °
1000 40.26 + 8.155

*) super script yang berbeda pada kolom yang sama
menvatakan perbedaan yang bermaina

Uji statistika rerata pertumbuhan parasit antar kelompok perlakuan berbeda ber-
makna (Ufi Anova, p<0,05; Uji LSD; p < b,ﬂj,' SE = 0,095). Rerata pertumbuhan
parasit tertinggi dijumpai pada kelompok perlakuan dosis 0,01 mg/kpbb ekstrak
air biji M charantia L. (N=3; Mean = 1,75; SD = 0,56, SE = 0,032), sedangkan
rérata pertumbuhan terendah dijumpai pada kelompok perlakuan dosis 10
mg/kgbb (N = 3; Mean ~ 1,43; SD = 0.09; SE = 0,028). Rerata pertumbuhan
parasit antara kelompok perlakuan dengan kontrol berbeda bermalma (Uji Anova,
p<0,05; Uji LSD; p < 0,05; SE = 0,089), dimana rerata perfumbuhan parasit
tertinggi dijumpai pada kelompok kontrol (N=3; Mean = 2,68, SD = 0,042; SE = |
0,041),

Uji statistika rerata penghambatan pertumbuban parasit antar kelompok
perlakuan berbeda bermakna (Uji Anova, p<0,05; Uji LSD; p < 0,05; SE = 3,59).

Rarata penghambatan pertumbuhan parasit terfinggi dijumpai pada kelompok
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perlakuan dosis 10 mg/kgbb ekstrak air biji A charantia L. (N=3; Mean -~ 46,5,
SD - 1,71; SE = 0.99), sedangkan rerata penghambatan pertumbuthan terendah
dijumpai pada kelompok perlakuan dosis 0,01 mg/kgbb (N = 3; Mean = 34,79,
SD = 206; SE — 1,19). Rerata penghambatan pertumbuhan parasit antara
kelompok perlakuan dengan kontrol berbeda bermakna (/i Anova, p<<0,05; Uji
LSD; p < 0,05, SE = 3,35), dimana rerata penghambatan perfurnbuhan parasit
terendah dijumpai pada kelompok kontrol (N=3; Mean — 0,67; SD‘ = 1,17, SE-

0,67).
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Gambar 5.2. Elek ekstrak air biji pare (Momordica charantia L.) terhadap
penghambatan pertumbuhan parasit terhadap mencit yang diinfeksi dengan P
berghei. Dosis ekstrak air biji pare (Momordica charantia L.) yang diberikan
adalah : 0.01 (2),0.1 (3), 1 (4), 10 (5), 100 (6), 1000 (7) mg/kgbb, kontrol negatif
CMCNa 0,5 % 0,2 ml (I} dan kontrol positif kloroknin 10 mg/kgbb (8).
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5.2  Efek ekstrak air biji pare (Momordica charantia L) terhadap kadar

hematin darah mencit yang diinfeksi dengan P berghei

Kadar hematin yang terbentuk didapatkan dari perbandingan rasio

absorbansi sampel darah hewan coba yang dilarutkan dalam alkalin alkohol dan

aquadestillata yang dibandingkan dengan rasio absorbansi sampel darah mencit

normal yang tidak diinfeksi dan tidak mendapat perlakuan. Hasil pengukuran

absorbansi pada darah mencit dengan spektrofotometer setelah diinfeksi dengan

Plasmodium berghef dan mendapat perlakoan dengan ekstrak air biji pare terdapat

pada lampiran, .

Tabel 5.3 : Rata-rata kadar hematin yang terbentuk pada darah mencit
yang dtinfeksi dengan Plasmodium berghei dan mendapat perlakuan

ekstrak air biji pare (Momordica charantia L..) dan kontrol.

DOSIS Kadar Hematin (%)
(mg/kgbb) (x = SD)

K+ 25.812£22962°

K- 77.351 £6.738°
0.01 59.940 + 11.550°
0.1 66.076 £22.733°

1 60.625 +23710°

10 63.172£4272°
100 81,897 £7.096 "
1000 81.622+10.630°

*jsuper script yang berbeda pada kolom ya_ng sama
menatakan perbedaan yang bermakna
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Uji statistika rerata kadar hematin antar kelompok perlakuan tidak berbeda (L
Anova, p>0,05; Uji LSD; p=0,05; SE - 12,44). Rerata kadar hematin antara
kelompok perlakuan dengan kontrol tidak berbeda (U/ji Anova, p>0,05; Uji LSD;

p>0,05; SE = 11,7).
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Gambar 5.3. Efek ekstrak air biji pare (Momordica charantia L.) terhadap kadar
hematin darah mencit yang diinfeksi dengan P berghei. Dosis ekstrak air biji pare
(Momordica charantia L.) yang diberikan adalah : 0.01 (2), 0.1 (3), 1 (4), 10 (),
100(6), 1000 (7) mg/kgbb, kontrol negatif CAMMCNa 0,5 % 0,2 m! (1) dan kontroi
positif klorokuin 10 mg/kgbb (8).
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5.3  Uji Probit aktivitas antimalaria ekstrak air biji M charantia L.
terhadap mencit yang diinfeksi dengan P berghel

Hubungan antara peningkatan konsentrasi dengan besarnya aktivitas
antimalaria diketahui dengan membuat grafik antara dosis dengan persen
penghambatan pertumbuhan Plasmodium berghei dan dilakukan Analisa Probit.
Hasil Uji Probit dengan program SPSS 11.5 for Windows, harga EDj yang
diperoleh tidak prospektif. Dimana EDs, yang didapatkan jauh diatas 1000

mg/kgbb.
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PEMBAHASAN

Malaria tetap menjadi masalah kesehatan utama di dunia. Hal inj
disebabkan terjadinya resistensi plasmodiom terbadap obat yang ada dan
meningkatmya kekebalan vektor nmyamuk (dnopheles) terhadap insektisida
(Gunawan, 2000. Phillipson, 1991). Pada tabun 1955-1939 dikembangkan
pembasmian atau eradikasi malaria, setelah ditemukannya khasiat insektisida dari
DDT (Muller dan Wresman, 1936-1939).

Bahan alam ini merupakan sumber penting dari berbagai bahan aktif
biologik yang potensial dikembangkan sebagai obat antimalaria baru. Pada
umumnya bahan aktif biologik dari alam ini lebih aman terhadap mammalia,
termasuk manusia. Kesuksesan antimalaria kuinin dan penemuan artemisinin yang
poten sebagai antimalaria, dimana kedua obat tersebut berasal dari bahan alam
tumbuhan, menjadi faktor pendorong untuk mendapatkan antimalaria baru yang
berasal dan tumbuh-tumbuhan. Penelitian dengan pendekatan secara etmo-
farmakolopgi merupakan cara terbaik untuk memprediksi tumbuhan yang
tnempunyai efek antimalaria.

Momordica charantia L. atau yang dikenal sebagai Pare merupakan salah
satu tanaman yang digunakan secara tradisional sebagai obat antimalaria, selain
peluruh dahak, obat cacing dan anti diabetes (Hien, 1999. Syamsubidayat, 1991).
Dengan pendekatan emofarmakologi Momordica charantia L. telah digunakan
sebagai antimalaria dan mengobati demam di Brazil, Guatemala, Peru, India,

Nikaragua, USA, Venezuela, Mexico, dan Indonesia. Bagian yang digunakan

59

Efek Antiplasmodial Ekstrak Biji
Pare (Momordica Charantia L) Pada

Mencit (Mus Musculus) Yang . . .

Tesis Marihot Pasaribu



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga 60

adalah akar, batang, daun, bunga dan buah (Hadi S, 2001. Kohler, 2002.
Syamsuhidayat $8, 1991. Taylor L, 2002). Ueno, Doyama, dan Padovani E Salata
{(1996) di Brazil, meneliti efek antimalaria j» vive dari ekstrak etanol batang dan
infusion daun Momordica charantia L. terhadap mencit yang diinfeksi dengan
Plasmodium berghei dan kedua ekstrak tersebut mempunyai aktivitas antimalaria
dengan dosis masing-masing 1 gr/kgbb (Taylor L, 2002). Percobaan secara in
vitro gktivitas antimalaria dari ekstrak lipophilik batang dan daun Momordica
charantia L. yang dilakukan oleh Kohler et al memperlihatkan efek antimalaria
dengan ICs 6-25 pm/ml terhadap Plasmodium falciparum (Kohler, 2002).

Bagian tanaman Pare yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji.
Karena golongan senyawa dari tumbuhan yang bersifat antimalaria dan
mempunyai biopotensi antimalaria antara lain: alkaloid, lakton, terpenoid, xanton
dan flavonoid (Saxena, 2003), kandungan senyawa yang terdapat dalam biji
Momordica charantia 1. antara lain resin, triterpen, proteid, lipid, steroid,
karbohidrat, alkaloid, glikosida saponin tipe cucurbitacin (Taylor L, 2002.
Hien, 1999, Syamsuhidayat, 1991). Diduga bahwa biji pare mempunyai efek
terhadap parasitemia, penghambatan pertumbuhan plasmodium dan mem-
pengaruhi kadar hematin pada mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium berghei.

Uji aktivitas malaria dilakukan secara in vivo pada mencit menggunakam
Plasmodium berghei strain ANKA, karena sifat infeksinya yang lebih cepat dan
lebih ganas dibandingkan spesies lain yang menyerang rodensia, sehingga apabila
ada efek penghambatan, se¢lama 5 hari percobaan perubahan % parasitemia pada
tiap harinya akan terlihat lebih jelas dibandingkan spesies yang per-

kembangannya lambat. Parasit ini terbukti merupakan analog dari malaria pada
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manusia dan primata lain dalam beberapa hal aspek esensial seperti struktur,
fisiologi, dan sikius hidup (Janse, 2002. Noble dan Noble, 1989).

Metode pengujian yang dilakukan berdasarkan metode Pefer’s Test
sehingga bisa didapatkan harga EDsy dimana harga ini sebagai salah satu
parameter yang penting untuk memutuskan apakah suatu ekstrak tanaman cukup
prospektif sebagai antimalaria, dan dengan waktu pengujian yang lebih cepat.

Pemilihan mencit sebagai hewan coba disebabkan parasit malaria yang
menginfeksi hewan pengerat, yang salah satunya adalah mencit, telah lama
digunakan sebagai model penelitian untuk pengujian antimalaria, Selain
pemeliharaan mencit yang mudah, serta harganya yang lebih e¢konomis
dibandingkan hewan pengerat lainnya menyebabkan mencit sangat sesual
digunakan sebagai hewan coba,

Pada percobaan ini, mencit coba diinokulasi dengan parasit dari darah
mencit donor bukan langsung dari simpanan beku parasit yang di-thawing, hal ini
dimaksudkan untuk memperoleh jumiah parasit yang culkup besar sehingpga akan
didapat perkembangan parasit yang cukup cepat dalam tubuh mencit coba. Selain
itn, pada simpanan beku, terdapat kemungkinanan banyak parasit yang mati
selama penyimpanan, dan jumlahnya pun bervariagi schingga menyulitkan
penghitungan jumlah parasit yang diinjeksikan ke mencit coba.

Seluruh mencit coba diinfeksi dengan jumlah parasit yang dibuat sama |
pada setiap mencit. Hal ini dimaksudkan agar mencit coba, mempunyai persen
parasitemia yang sama, schingga kondisi mencit pada awal pengujian dapat
diasumsikan sama. Kadar parasitemia awal uji aktivitas malaria dibuat minimal

antara 1-5%. Kadar parasitemia ini dimaksudkan agar tidak terjadi kematian
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hewan coba yang disebabkan oleh jumlah parasit yang telalu tinggi.

Pengujian aktivitas antimalaria dilakukan secara single dose terhadap tiga
macam bahan uji, yaitu larutan kontrol negatif, kontrol positif, dan suspensi
ekstrak air biji buah Momordica charantia.L. Uji kontrol negatif dilakukan untuk
menghindari positif palsa yang ditimbulkan pelarut, dan untuk mengetahui
pertumbuhan parasit dalam tubuh mencit tanpa dipengaruhi faktor penghambatan
pertumbuhan oleh senyawa yang diduga mempunyai aktivitas antimalaria.
Klorckuin difosfat digunakan sebagai kontrol positif karena klorokuiri adalah obat
standar dalam pengobatan malaria (drug of choice), sedangkan pemilihan dosis 10
mg/kgbb karena menurut penelitian Phillipson (1991), pada dosis ini sudah terjadi
penghambatan 100% terhadap P.berghei strain ANKA.

Melihat data parasitemia seluruh mencit coba pada HO (parasitemia
sebelum diberi perlakuan pertama untuk mengetahui parasitemia awal) terlihat
variasi yang cukup besar anta: mencit walaupun jumlah dan volume eritrosit yang
diinjeksikan sama. Hal ini menandakan adanya perbedaan fisiologis antar mencit
yang cukup mempengaruhi pertumbuban parasit, kemungkinan penyebab
perbedaan ini adalah perbedaan sistem imun dan proses absorbsi pada masing-
masing mencit. Faktor teknis yang mungkin terjadi adalah kurang sempurnanya
penginjeksian seperti kurang dalamnya jarum suntik sehingga darah donor yang
disuntikkan terkadang keluar lagi walaupun sedikit yang mungkin akan
mempengaruhi jumiah parasit yang masuk kedalam peredaran darah sistemik.
Untuk meminimalisasi kesalahan ini, suspensi diinjeksikan dengan kadar yang
encer dan volume yang cukup besar (250 ul), sehingga biia masih ada darah yang

keluar waktu penginjeksian, maka diharapkan parasit yang masith ada dalam
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suspensi yang diinjeksiken masih cukup banyak untuk memasuki sirkulasi
sistemik.

Hasil evaluasi pertumbuhan parasit dari hari pertama perlakuan (H1)
sampai hari keempat perlakuan (H4), pertumbuhan parasit antar kelompok
perlakuan berbeda bermakna (Uji Anova, p<0,05; Uji LSD; p < 0,05; SE = 0,095)
dimana rerata pertumbuhan parasit tertinggi dijumpai pada kelompok perlakunan
dosis 0,01 mg/kgbb ekstrak air biji M charantia L. (N=3; Mean = 1,75; 5D =
0,56: SE = 0,032). Sementara dibanding dengan kontrol negatif pertumbuhan
parasit berbeda bermakna terhadap kelompok perlakuan (Uji Anova, p<0,05; Uji
LSD; p < 0,05; SE = 0,089). Ini memperlihatkan bahwa pertumbuhan parasit
dihambat oleh ekstrak air biji M charantia L.

Dari uji statistika terhadap rerata penghambatan pertumbuhan parasit
diketahui bahwa penghambatan tertinggi diperlihatkan oleh kelompok dosis 10
mg/kgbb ekstrak air biji M charantia L (N=3; Mean = 46,5%; SD = 1,71, SE =
0,99). Penghambatan ini berbeda bermakna terhadap kontrol negatif (Lji Anova,
p<0,05; Uji LSD; p < 0,05; SE = 0,089). Kemudian rerata penghambatan pada
kelompok perlakuan di uji statistik dengan kontrol posiif. Hasil uji statistika
memperlihatkan bahwa daya hambat kelompok perlakuan berbeda nyata (U7
Anova, p<0,05; Uji 1LSD; p < 0,05; SE = 3,33) dengan daya hambat kontrol
positif (N=3; Mean -~ 100; SD = 0,0; SE = 0,0). Hasil ini memperlihatkan bahwa |
ekstrak air biji M charantia L mempunyal aktivitas penghambatan pertumbuhan
terhadap parasit Plasmodium berghei, tetapi aktivitasnya masih berbeda nyata
dengan antimalaria standar.

Hasil uji probit dengan program SPSS 11.5 for Windows, harga EDsp yang
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diperoleh tidak prospektif Dimana EDso yang didapatkan jauh diatas 1000
mg/kgbb, suatu batas dosis yang ditolerir untuk uji aktivitas antimalaria dari
bahan alam (Phillipson, 1991, Iidock DA et al, 2004).

Dari kurva log dosis terhadap probit dapat dilihat model farmakokinetika
ekstrak air biji M charantia I, adalah farmakokinetika non linier atau disebut juga
farmakokinetika tergantung dosis. Banyak faktor kemungkinan yang
menyebabkan perilaku farmakokinetika non linier ini. Seperti proses absorbsi
yang menyebabkan kejenuhan transpor dalam dinding usus, kejenuban °firs pass”
metabolisme pada dinding usus atau hepatik; proses distribusi yang menyebabkan
terjadinya kejenuhan ikatan protein plasma, kejenuhan transpor masuk dan keluar
jaringan; proses eliminasi karena sekresi aktif, kejenuhan ikatan protein plasma;
atau eliminasi selain ginjal yang menyebabkan terjadinya metabolisme kapasitas
terbatas, penjenuhan enzym dan keterbatasan ko-faktor (Shargel L dan Yu ABC,
1988).

Faktor penting yang diduga sebagai mekanisme penghambatan tumbuhnya
parasit adalah proses penghambatan mekanisme “polimerisasi” heme oleh parasit
menjadi hematin (Egan TJ, 2004). Tropozoit akan mengambil dan mendegradasi
scbagian besar hemoglobin (60-80 %) dalam eritrosit. Parasit ini memeriukan
asam amino sebagai sumber protein yang dihasilkan dari degradasi hemoglobin.
Selain globin, haem (ferroprofoporphyrin IX atau Fe(I)PPLX) juga akan
dihasilkan selama proses hidrolisis Hb. Melalui proses autooksidasi haem akan |
diubah menjadi hematinhematin (agqua‘hydroxoferr-iprotoporphyrin IX atau
H20/HO-Fe(Ill[) PPLX). Haem ini bersifat toksik terhadap malaria, oleh karena itu

untuk mencegah efek toksiknya, parasit akan mendetoksifikasi zat dengan
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mekanisme ‘“heme polymerase”, Hasil detoksifikasi haem bebas ini berupa zat
yang insolubel, berbentuk mikrokristal, berwarna coklat gelap yang tersebar
didalam FV parasit yang dikenal sebagai hematin (malaria pigment) (Tripathi and
Tekwani, 1999. Egan, 2004).

Kadar hematin yang terbentuk dari proses degradasi hemoglobin,
diketahui melalui rasio absorbansi antara alkalin hematin dengan oxyhemoglobin
dengan Persamaan 4.3. Absorbansi sampel darah diukur dengan spektrofotometer
cahaya tampak pada panjang gelombang 540, 576 dan 593 nm. Darah hewan coba
yang dilarutkan dalam aquadestilla akan melepaskan hemoglobin dalam bentuk
oxyhemoglobin. Untuk mendapatkan alkalin hematin maka sampel darah
dilarutkan dengan alkalin alkoho. Alkalin alkohol ini akan merubah hemoglobin
menjadi hematin dan menarik hematin yang telah terbentuk dalam parasit. Rasio
ini juga diukur pada mencit normal yang tidak mendapat perlakuan ataupun
tnfeksi, sebagai patokan kadar hematin (Ball, 1948).

Percobaan yang dilakukan memperlihatkan rerata kadar hematin antar
kelompok perlakuan tidak berbeda (Uji Anova, p>0,05; Uji LSD; p>0,05; SE =
12,44). Rerata kadar hematin antara kelompok perlakuan dengan kontrol tidak
berbeda (UJji Anmova, p>0,05; Uyi LSD; p>0,05; SE = 11,7). Hal ini
mengindikasikan bahwa ekstrak uji tidak menghambat pembentukan hematin
dalam mekanisme efek penghambatan pertumbuhan parasit.

Ada beberapa kemungkinan mekamisme efek penghambatan pertumbuhan
parasit oleh ekstrak uji dalam menimbulkan efek antimalaria :

a. Menghambat enzim dihidrofolat reduktase plasmodia yang bekerja dalam

rangkaian reaksi purin, sehingga menyebabkan gagalnya pembelahan inti pada
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pertumbuhan skizon dalam hati (Sukarban 1995, Rosenthal et al 2001).

b. Mencegah pembentukan asam folinat dari PABA sehingga menghambat
pertumbuhan parasit (Sukarban 1995, Rosenthal et al 2001).

¢. Menghasilkan senyawa endoperoksidase yang akan menghambat sintesis
protein parasit (Sukarban 1995, Rosenthal et al 2001, Ridley 2002).

d. Menghambat biosintesis protein “prokaryote-like” pada organella khusus
apicoplast plasmodium (Rosenthal et al 2001, Ridley 2002).

e. Menghambat reinvasi eritosit oleh merozoit dengsn cara bereaksi dengan
lectin dan menginhibisi protease yang dihasilkan merozoit (Tambajong, 2000.
Blackman 1998)

Pemilihan metode ekstraksi didasarkan secara etmofarmakologi, dimana
penggunaan tumbuhan ini sebagai obat antimalaria dan demam secara tradsional
adalah dalam bentuk perasan air. Perasan ini yang diberikan/diminumkan ke
penederita demam atau malaria. Pada penelitian ini, ekstrak uji diberikan sccara
peroral schingga akan mengalami metabolisme terlebih dahulu sebelum diabsorpsi
dan disistribusikan ke sefuruh tubuh hewan coba. Oleh karena itu belum diketahui
apakah potensi antimalaria ekstrak ini berasal dari senyawa aktif atau
metabolitnya, sehingga masih diperlukan uji antimalaria in vitro. Karena dalam
penelitian ini belum bisa ditentukan senyawa yang efektif yang mempunyai efek
antimalaria terhadap Plasmodium berghei, maka masih diperlukan dilakukan |
fraksinasi dan/ataupun isolasi terhadap senyawa ekstrak uji terutama pada
golongan alkoid dan triterpen yang diduga mempunyai efek penghambatan
pertumbuhan plasmodium pada mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium

berghei.
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BAB 7
PENUTUP

7.1  Kesimpulan

1. Ekstrak air biji Pare (Momordica charantia.L) tidak menurunkan kadar
parasitemia mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium berghei.

2. Pada dosis 10 dan 100 mg/kgbb mencit eksirak air biji Pare (AMomordica
charantia.L) menghambat pertumbuhan plasmodium (antiplasmodial) pada
mencit yang diinfeksi Plasmodium berghei.

3. Ekstrak air biji Pare (Momordica charantia.L) tidak menurunkan kadar

hematin darah mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium berghei.

7.2  Saran

i Perlu dilakukan uji aktivitas antimalaria ekstrak ethanol biji Momordoca
charantia L terhadap Plamodium berghei secara in-vive dan terhadap
Plasmodium falciparum secara in vitro.

2. Perlu dilakukan penelitian dan isolasi senyawa aktif yang menghambat
pertumbuhan P bergher dari ekstrak air biji Momordica charantia L.

3. Perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui mekanisme efek anti-
plasmodial dari biji Momordica charantia.

4, Perlu dilakukan uji toksisitas akut dan kronik terhadap ekstrak air biji pare |

(Momordica charantia L.).
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Lampiran 2
Biaya Satuan Penclitian

1. Honorarium
a. Tenaga Laboran/Teknist
b. Tenaga Administrasi

2. Bahan dan peralatan penelitian
a. Bahan habis pakai

b. Alat

c. Sewa alat

3. Perjalanan
a. Biaya perjalanan
b. Transportasi lokal

4. Laporan Penelitian
a. Penggandaan

5. Seminar
a. Konsumsi
b. Biaya penyelenggaraan

Total
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t 500 000,00
500 000,00

3 500 000,00
1 500 000,00
750 0000,00

1 200 000,00
500 000,00

500 000,00
600 000,00

450 000,00
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Lampiran 3

Gambar Buah dan Biji Pare (Momordica charantia L.)

Gambar bush Pare (Momordica charantia L.} (A) yang muda (kanan) dan yang
matang (kiri) dan biji Pare (B). (pox FRIBADI).

Lampiran 4  Gambar hapusan darah tipis mencit yang diinfeksi dengan Plasmodium berghei
dan mendapat pertakuan dengan ekstrak air Biji Pare (Momordica charantia L.)

Bentuk ring, trophozoite dan schizont P. berghei pada mencit
dengan pewamaan Giemsa 10 %.
{DOK. PRIBADI)

Lampiran
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Lampiran 5
Pembua si Ekstrak Uji.

1000 mg ekstrak uji + larutan CMCNa 0,5 % sampai 10 ml = 100 mg/ml.
Volume suspensi yang diberikan = 250 ul/25 g BB mencit.

= 0,25 x 100 mg/ml
= 25 mg /25 g BB mencit
1000 mg/keBB weuc

+ larutan CMCNa 0,5 % sampai 10 ml

= 0,25 x 10 mg/ml = 0,25x 4,1 mg/ml = 0,25 x 0,001 mg/mi
= 2.5mg/25 ¢ BB wenel = 0,025 mg/25 g BB mencit = 0,00025 mg/ 25 gBB mengit
= 100 mp/kgBB mencit = | mg/kgBB mencit = 0,01 mg/kgBB mencit
v ¥
= 0,25% 1 mg/ml = 0,25 x 001 mg/ml
= 0,25 mg/25gBB mencit = 0,025 mg / 25gBB mencit
= 10 mg/kgBB mencil, = {.| mg/kgBR mencit
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Lampiran §

Yolume Suspensi Ekstrak Uji Yang di Sondekan.

Berdasarkan berat badan mencit, dihitang volume larotan uji yang diberikan pada
mencit. Contoh perhitungannya sebagai berikut :

Larutan ekstrak wi 1000 mg/kg BB:

1. Mencit I =23 g; Volume snspensi yang diberi = 23 g X 250 ul/25 g=230 ul.
2. Mencit 2 = 26 g ; Volume suspensi yang diberi = 26 g X 250 pl/25 g =260 pl.

3. Mencit 3 =28 g ; Volume suspensi yang diberi = 28 p X 250 pl/25 g = 280 pl.

Lampiran 7‘ '
Penghitungan Persen Parasitemia.

Contoh penghitungan persen parasitemia
Untuk menghitung persen parsitemia digunakan sebagai berikut
% parasitemia = (Jumlah eritrosit yang terinfeksi X 1000 eritrosit) / 100 %.

Mis ; jumlah exitrosit yang terinfeksi tiup 1000 entrosit = 37

Yo parasitenia {37/1000) X 100 %

a

= 3.7 %
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Lampiran 8
Penghitungan Pertumbuban Parasit.

Untuk mendapatkan harga pertumbuhan, digunakan persamaa berikut:

% pertumbuhan = P(d, -dp) + P(dp-di i . +P(d,—d. ;)
jumlah hari - 1

P(d, — d.;) = % parasitemia hari xdikurangi % parasitentia hari sebelurnnya.
Apabila terjadi penirunan % parasitemia (P(d. — d..;) = negatif), maka
pertumbuhan dianggap nol.

Countoh perhitungan sebagai berikut

Data parasitemia dosis 1000 mg/kg BB hari ke-1 ( Do ) sampai hari ke-5 (D4 ¥:
Mencit | : Dy=7.04 ; D+ 996; Dy~ 12.43; D;= 13.01; Dy= 13.44.

24 Pertumbuhan = (9.96-7.04) + {12.43 - 9.96) + (13.01 - 12.43}+ (13.44 13.01)

4
= 2924+247+058+043
4
= 64174
= 16%
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Lampiran 9
Penghitungan Aktivitas Antimalaria Ekstrak Uji.
Untuk mencari Aktivitas antimalaria ekstrak bahan uji = penghambatan
pertumbuhan parasit.
Activity = 100 % - {(mean parasitemia treated | meanparasitemia control) X
100}.

= % penghambatan = 100 % - {(rata pertumbuhan parasit pada kelompok _
perlakuan rata pertumbuhan parasit pada kontrol negatif)

X 100}.
Contoh :
% pertumbuhan pada dosts 1000 mg/kgbb = 1.6 %
% pertumbuhan pada kontrol negatif = 2.68%

maka % penghambatan dosis 1000 mg/kgbb adalah :
= 100 % - {(1.6/2.68) X 100}

- 100 % - (0.597 X 100)

= 100 % - 59.7

% 40.3 %.
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Lampiran 10

Penghitungan Absorbanst Darah Hewan Coba.

Rasio absorbansi darah hewan coba didapatkan dengan persamaan berikut.

R = Ry Ry

R; = A+ Ap+ Ay

R = Mgyt Axat Az

Al = Absorbansi darah mencit yang dilarutkan dalam alkalin
alkohot pada panjang gelombang 540 nm

Az = Absorbansi darah mencit yang dilanikan dalam alkalin
alkohol pada panjang gelombang 576 nm

Ans T Absorbansi darah mengit yang dilarutkan dalam alkalin
alkohol pada panjang gelombang 593 nm

Az = Absorbansi darah mencit yang dilarutkan dalam
aquadestillata pada panjang gelombang 540 nm

Ays = Absorbansi darah mencit yang dilarutkan dalam
aquadestillata pada panjang gelombang 576 nm

Azs = Absorbansi darah mencit yang dilarutkan dalam
aquadestillata pada panjang gelombang 593 nm

R, = Jumiah total absorbansi Absorbansi darak mencit yang
dilarutkan dalam alkalin alkohol

R; = Jumlah total absorbansi Absorbansi darah mencit yang
dilarutkan dalam aquadestiliata

Contoh perhitungan:

Absorbansi darah mencit 1 pada dosis 1000 mg/kgbb :

- Alkalin alkohol = 0.074; 0.073; 0.06

- Aquadcstillata = 0.298; (0.245; 0.1C¢1
Maka :

R, = 0.074 + 0.073 + 0.06 = 0.207

Rs = 0.298 +0.245 + 0.101 = 0.644

R = 0.207/0.644

= 0.321429
Rasio absorbansi darah mencit 1 = (0.321429.
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Lampiran 11 |
Penghitungan Kadar Hematin

Kadar hematin (% total free hematin) didapatkan melalui pechifungan

% of total hematin Free = (PBR—-NBR)} X 100

PBR
PBR = Parasitezed Blood Ratio
Rata-rata rasio absorbansi darah mencit pada kelompok perlakuan
dengan ekstrak air biji pare .
NBR = Normal Blood Ratio

Rata-rata Rasio absorbansi darah mencit pada kelompok yang
tidak diinfeksi dan tidak mendapat perlakuat.

Contoh perinfungan :

Rata-raia rasio absorbansi pada dosis 1000 mgrkgbb = 021
Rata-rata rasio absorbansi pada mencit normal = 0.03
Maka :
Kadar hematin = (0.21 -0.03) X 100
0.21
- §! gzg og
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Lampiran 12
Kadar Parasitemia dari Mengcit vang Diberi Ekstrak Ajr Biii Pare dan Kontrol.
PARASITEMIA (%)
DOSIS F
mg/kgbb HO H1 HZ H3 Ha
Rep | _il _
()| % len(t)] % lei(t)] % jen(®| % jei(n| %
| 77 560 134 10.35 157 1214 | 142 11259 le4 13.01
1000P1) | 2 | 124 [779] 108 | 965 | 175 | 1268 | 158 | 1331 169 | 1371
3 88 7.73 131 Q.87 142 1248 | 160 | 13.14 | 167 13.62
1 83 678 122 (1026 137 {11581 142 [12.18} 161 | 1266
1002y | 2 | 135 |s08| 117 | 932 | 159 | 1313 | 183 [13.68.) 172 |14.14
3 97 |756| 105 | 928 | 154 11257 ] 156 | 134l | 162 [ 13.61
1 83 (6R61| 124 | 959 | 163 | 1136 134 | 1198 | 142 | 1252
10 (P3) 2 91 7.01 101 9.08 162 | 1186 | 160 | 1246 | 159 | 1295
w3 3 77 |672] 108 | 924 | 129 |11181 144 11179} 147 | 1232
1 101 6861 111 | 867 | 157 [ 12271 144 | 1285 165 | 1337
1 (P4} 2 109 (779 117 8.39 225 (1393 ] 191 1460 | 183 15.05
3 74 6.30 88 7.56 141 1245 | 162 | 1298 | 152 | 13.50
=] 64 [s568) 107 1 904 | 142 (1137 ] 151 [120% | 163 | 1258
0.1(P5) | 2 74 1624] 114 1902 127 11069 139 {1139 146 | 1202
3 93 (615 128 | 989 | 142 [1130 | i35 {11.98 | 147 | 12.51
1 63 4353 132 9,70 135 1047 | 142 (1119 | 143 11.75
0.01(P6) | 2 63 504 120 [ 9078 | 120 | 1028 130 | 1100} 123 |1200
3 | 61 |s534| 133 | 976 | 119 | 941 | 119 |1021] 136 | 11.78
1 53 |400| 135 (1032 156 | 1284 157 [1405( 188 | 14.91
K- 2 53 (3861 146 [ 1017 151 [1091] 175 |13.89 | 182 | 14.64
3 35 |235) 132 11070] 131 {1099 | 148 | 1200 | 145 | 1285
1 87 |672] 71 {578 24 {202 | 19 1168 | 16 | 142
K+ 2 77 6.95 67 5.65 31 2,57 6 0.54 4 0.31
3 104 | 7.6% 68 595 42 3.53 9 0.76 i0 0.84
Ket:
H,y = Hari Perlakuan
Hy = Kadar Parasitemia awal
K e Kontrol negatif
K= Kontrol Positif
Rep "= Replikasi
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Lampiran 13 Rekapitulasi Data Absorbansi Darah Hewan
[ ABSORBANST )
I R TOTAL R1/R2
Ke ® ™ Sampel A540 2576 2593
1 Rl 0.7 0.073 0.06 0.207 0.921
R2 0,258 0.245 0.101 0.644 )
2 R} 0.064 0.058 0.057 0179 0o
P1 R2 0.389 0.337 0.156 (.882 0.203
3 Rl 0.054 0.05 0.05 (.154 0103
R2 0.704 (.555 0.202 1.501 )
{ R1 0062 .03 0.065 0.19 0.121
X R2 0,728 0.639 {1198 1.563 .
2 Rl 0.062 0.065 .07 0.198
P2 R2 0,333 0.282 0.108 0.723 1
3 R1 .07 0.069 0.069 (.208 0178
R2 0.578 0.408 0.18 1.166 ]
i Rl 0.068 0.062 0.06 0.19 0.079
R2 1,14 0.966 0.306 2412 il
2 Ri 0.081 0.083 0.085% 0.249
P3 R 1.19 1652 TE7) 2,562 P
3 Rl U.066 0.065 0.064 0.195 0.078
R2 1.124 0.979 0.365 2.468 )
1 RI1 0.048 0.051 0,052 0.151 0052
R2 1.M9 1.26% 0,302 189 ]
2 Rl 0067 0069 0.073 0211
P4 R2 0.419 0.351 0.126 0.896 ! e
3 R1 0.048 0.045 (.046 0.1392 0.068
R2 (.955 0.8328 (.253 2.046 3
1 R1 D.049 0.047 0,048 0.144 0.055
R2 1.209 1.142 0.288 2,639 i
2 Rl 0.06 0,056 0.055 0.171
PS B 0292 0235 0.099 0.626 .3
3 Rl D064 0.062 0,064 0.19 0.092
R2 0.96 (1.851 0.24% 2.06 .
1 Ri 0.042 0.4 (1038 0.121 0.065
R2 0853 0.797 0.204 1.854 .
2 R1 0.055 0.054 0.056 0.165
Po6 R2 0.66 0.592 0.172 1424 S
3 R 0.053 0.035 0.055 0.168 0.067
— RZ 1.149 1.058 0282 2,489 ;
1 R1 0.075 0.08 0,083 0.238 0.12%
R2 (.892 0,771 0.245 1.908 3
2 R1 0.067 0,067 0.068 0.202
K- R 0.076 6.652 0.253 0,983 i
3 Rl D73 0.074 G.077 0.224 0111
R2 0,942 — 0838 0244 2.044 3
1 RI 0.075 0.08 0683 0.238 —_—"
R2 0.892 2.771 0,245 1.008 :
Y Ri 0.067 0.067 0.0608 0.202
K+ R2 0.076 0.652 0235 0.683 2
3 Ri 0073 0.074 0.077 1.224 0111
R2 (1,942 0838 0.244 2.024 :
1 R1 0.040 0.034 {.029 0.103 0.043
R2 1.066 1.105 0.222 2393 )
2 Rl 0.054 (.041 0.032 0.127
N R 1749 1785 1344 1878 "
3 Rl 0.056 0.643 0.034 G133 0.028
R2 2.409 2,427 0.507 52587 )
Keterangan:
R; Absarbansi sampel darah dalam larutan alkalin alkohol
R Absorbansi sampel darah dalom lgrutan aguodestillaio
Pry Kelompok perlakuan
K+ Kontrol posinif; K- Kontrol negatif
Rep Replikasi |, N : Kelompok tanpa infeksi dan perlakuan
Ry R, Rasio total absorbanst RI terhadap Rs
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Lampiran 14
Compare Means Periumbuhan Parasit
Motes
Input Data DATA Eksperiment. sav
Filter <pone>
Weight <none>
Split File “none>
N of Rows in 24
Working Data File
Missing Value Definition of e
Handiirg19 Missing User-defined missing values are treated as missing.
Cases Used .
Statistics for 2ach analysis are based on cases with no missing data
for any variabia in the analysis.
Syntax
ONEWAY {umbuh BY dosis /STATISTICS DESCRIPTIVES
HOMOGENEFTY /MISSING ANALYSIS /POSTHOC =1SD
ALPRAL.05).
Resources I Elapsed Time 0-00: 0. 03
Descriptives
PERTUMBUHAN PARASIT
95% Confdence iterval
Sid. Std for Mean
N | Mean Deviation Eror Lower Upper Minimwn § Maximum
Bound Bound
1000 e
L — 3| 1.6000 21855 | 12503 1.0820 2 1380 1.47 85
100 MGKGBB | 3| 14067 02308 | 01333 1,4393 1.5540 1.47 1.51
0 MG/KGEB 3| 1.4333 04933 | 07848 1.3108 1,555 1.40 1.49
1 MG/KGEB 3] 17487 16116 | 05840 1.4954 1.9080 1.63 1.81
0. "MG/RGBER 31 15867 13503 | 07796 1.2512 +.9221 1.45 1.72
OMMGKGBB | a| 17500 05568 | 03215 16117 1.8883 1.70 1.81
K- 3 | 267867 044963 | 02404 25732 2.7801 2863 271
K+ 3{ .0ooo .00000 { 00000 0000 .0000 00 00
Totai 24 1 1.5382 70832 | 14418 1.2380 1.8345 o0 2.7
Test of Homogenseity of Variances
PERTUMBUHAN PARASIT )
Levene Statistic aft [ e Sig.
5.009 7 1 18 004
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ANOVA
PERTUMBUHAN PARASIT
Sum of Squares df ¢  Mean Square F Sig.

Between Groups 11308 7 1615 155392F .000

Within Groups 66| 18 010

Total 11.474 1 23

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: PERTUMBUHAN PARASIT

LSD

(HDosIs () DOSIS Mean Difference | Std. 95% Confidenca interval

PERLAKUAN PERLAKUAN ) Error | Sig Lower Upper
: Bound Bound

K- 1000 MGKGBD 1.0767(*) | .08325| 000 8002 1.2631
100 MG/KGBB 1.1800¢") | .0&3zs !l 000 1.0035 1.3565
10 MG/RGBR 12433 | 083251 .00 1.0659 1.4198
1 MG/<GBB G300(4) | 08325 | 000 7535 1.1085
0.1MG/KGEB 10000 | .08225] .000 9135 1.2685
0.01MG/KGEB a267() | 08325 | 000 7502 1.1031
K+ 26787~ o0&325)] o000 25002 28531

* The mean difference is significant at the .05 leval.
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Lampiran 15

Compare Means Penghambatan Pertumbuhan Parasit

Noles
Input Data CADocumenis and Setings\MARIHOTWMy

Documents\PENELITIANWPENELITIANDATA
EKSPERIMENTALDATA Ekspariment sav

Filter <none>
Weight <none>
Split File <none>
N of Rows in Workine Data 24
File

Missing Valus Handling Definition of Missing L
User-defined missing values are treated as missing.

Coseny/ ¥ Statistics for each analysis are basad 0D cases with

no missing data for any variable in the analysis.

Syntax ONEWAY hambat BY dosis /STATISTICS
DESCRIPTIVES HOMOGENEITY /MISSING
ANALYSIS POSTHOC = LD ALPHMAL.05).

Resources ,Elapsed‘ﬁma 00000, 11
Descriptives
PENGHAMBATAN PARASIT
5% Confidence Interval
Std. Std. for Mean
N Mean Deviation Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound

000
Nen 3] 402600{ 811534 468538 20.1004 604196 30.60 45.05
100
MG/KGER 3! 44.0867 94817 [ 547431 4173131  46.4421 43.49 45,18
10
MG/KGER 3| 485067 171260 | 98935 | 422498 50.7635 44,55 4774
T
MG/KGEE 3 347987 3.80241{ 224728 25.1274 a4 4650 3228 30.28
0.1
s 31 407967 521634 | 3411166 27 8386 53.7548 3565 46.08
0.01
MGAGED 3 3M.7933| zosses| 148660 | 206878 39,8988 3263 38,72
K- 3 6733 1186825 | 67333 -22038 3.5705 .00 202
K+ a{ 100.0000 60000 { .00000) 1000000 | 1000000 100.00 100.00
Total 24 427392 | 26.24031 | 5.35628 31.6569 53.8195 .00 100.00

Test of Homogsaneity of Variances

_PENGHAMBATAN PARASIT _ | -
| Levene Statistic | a1 ( dr2 Sig.
{ 5.084 i 7 [ 16 003
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ANOVA
PENGHAMBATAN PARASIT
Sum of
Squares of Mean Square F _Sig.
Between Groups 15601.459 7 2228780 151.567 .000
Within Groups 235.279 16 14.705
Total 15836.738 23
Post Hoc Tests
Multipie Comparisons
Dependesnit Variable: PENGHAMBATAN PARASIT
LSD
' 95% Confidence Interval
(1 DOSIS (Jy DOSIS Mean Diffarence | Sid
PERLAKUAN PERLAKUAN (-5 Emror [ Sig Lower Upper
Bound Bound
K- 1000 MG/KGBB -39.5887(%) | 31302 | 000§ se2241| 29402
100 MGYKGBE -43.4133( | 313102 | 000 | -BO.0508| -3BTI5E
10 AGIKGES 4583334 | 313102} .ooof -S24708] -30.1959
1 MGIKGEE 34.1233(") | 319102 ) .000f 807608 | -27.4559 |
0. IMGKGBB -40.1233(*) | 313102 oop| -467608| -33.4859
0.0TMGKGEE -34.1200( | 3.13102 | .000| 407575| -27.4825
K+ 93267 | 313102 | .c00| -105.9641 526862
K+ 1000 MG/KGEEB 50.7400(") | 3.13102 | .000 53.1025 86.3775
100 MGIKGBEB 55.9133(% | 3.13102 | .000 49.2759 82,5508
10 MG/KGES 53,4033+ | 3.13102 | .000 46 8559 £0.1308
1 MGKGEB 65.2033(*) | 313102 | .000 585658 71.8408
0. 1MG/KGBB 56.2033¢%} | 3.13102 | .000 52.5659 65.8408
0. CIMG/KGEE 65.2067(1 { 3.13102{ .000 58,5602 71.6441
K- 89.3267(") | 313102 { 000 g26892 | 1059641

* The mean difference is significant at the .05 level.
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Compare Means Rasio Absorbansi Sam@' { Darah

Notes
Input Data CDocuments and SetlingeMARIAOTWMy
DocumentsPENELITIANPENELITIANMDATA
EXSPERIMENTALDATA Eksperiment sav
Fitter <pIKIE=
Weight <none>
Split Fie <none>
N of Rows in Working Data 24
File
Whssing Value Handling Definfion of Missing User-defined missing values are treated as missing.
Gases Used Statistics for each analysis are based on cases with
ne missing data for any variable in the anatysis.
Syitax ONEWAY absrban BY dosis /STATISTICS
DESCRIPTIVES HOMOGENEITY /MISSING
ANALYSIS /POSTHOG = | SD ALPHA{.G5).
Respurces I Elapsed Time o00:00.03
Descriptives
RASIO ABSORBANS!
95% Confidence Interval
Std, St for Mean
N Mean Deviation Error Lower Upper Minirmm | Maximum
Bourkd Bound
1000
MAKGES 3 .2090 10892 | 08300 - 0624 .4B01 A0 .32
100 MG/KGEB 3 1803 07625 | 04402 0009 .3798 A2 27
10 MG/KGBE 3 .0850 01039 | 00600 0502 .1108 .08 10
T MG/KGBS 3| 1183 40135 | .0s852 -1334 3T 05 24
0. 1MG/RGBE 3 . 1400 11866 | 08735 - 1498 4298 .08 27
0.OTMGIKGER 3 0827 02888 | 01668 0109 1544 07 A2
K- 3 1470 05071 | 02928 210 2730 RE 21
K+ a 0453 1629 | 00940 D049 0858 03 .08
Total 24 1272 082381 .0%682 0924 1620 03 32
Test of Homogeneity of Variances
RASIO ABSORBANSI _ .
___ Levene Statistic 13 _ dft dfi2 Sig. _
2.819 | 7 16 041
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ANQVA
RASIO ABSQRBANS)
Sum of )
Squares of Mean Sgquare F Sig.
Between Groups 085 7 009 1.645 183
Within Groups KUy 16 006
Total 156 23
Post Hoc Tests
Muttiple Comparisons
Dependent Variable: RASIO ABSORBANSI
LSD
Maan 95% Confidence Intarval
{I) DOsIS {J) DOSIS Difterence Std. Lower Upper
PERLAKUAM PERLAKUAN {-J} Ermor Sig. Bound Boktnd
K- 1000 MGHGBES -p620 | 06150 328 - 1924 0684
100 MG/KGEB -0433 | .06150 A9 -A737 0870
10 MG/KGEB L0820 06150 328 - 0684 924
1 MG/KGEB 0287 | .06150 547 - 1017 T
0. YMGKGEB 0070 | 06150 a1 - 1234 374
C.01MGHGEE 06431 06150 .31 -.0680 1947
K A0t7 | 08150 118 0287 2320
K+ 1000 MG/RGBB ~1837(%) | 06150 017 -2840 -.0333
100 MG/KGEB ~14500%) | 08150 03 -2754 -.0148
10 MG/KGSERB ~0397 | 06150 .528 -1700 0807
1 MG/KGBB -0730 | 08150 253 -.2034 0574
0. IMG/RGEB -0047 | 06150 143 - 2250 0357
0.01MGKGBE -0373| 08150 552 1677 0030
K- -1017 | 08150 118 -.2320 o287

* The mean difference is significant at the .05 level.
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Lampiran 17
Compare Means Kadar Hematin
Notes

input Data C:ADocuments and SetingsWARIHOTWMYy
DocumantstPENELITIANVENELITIANDATA
EKSPERIMENTALDATA Ekspariment. sav
Fitter <nanes
Weight <pone>
Spiit Fite <poner
N of Rows in Warking Data 24

File

Missing Yalue Handling

Definition of Missing

User-defined missing values are trested as missing

Cases Used Statistice for each anelysis are bazed on cases with
na missing data for any variable in the analys:s.
Syntax ONEWAY hematin 8Y dosis /STATISTICS
DESCRIPTIVES HOMOGENEITY MISSING
ANALYSIS /POSTHOC = LSD ALPHA{.U5).
Resouicas I?Iapsed Time G:00:00.20
Descriptives
TOTAL FREE HEMATIN
85% Confidence
Sid. irterval for Mean
N Mean Deviation § Std. Emror Lower Upper Minimum ] Maxdmumn
Bound Bound
1000 MGKGBE | 31 s1a220 | 1063076 | 813787 | 552137 408.0003 69.79 90.38
100 MGKGBB 3l s1Bos7| 7005861 4.00880 | 647606 89.5238 74,47 88.60
10 MG/IKGBE 3| s34717} az7104} 246641 | 525508 737838 8065 68.10
1 MG/RGES 3| soe2a7 | 2371074| 1368839 1.7240] 1195253 4087 86.84
0. 1MG/HGBB 3] es0760 | 273312 | 1312497 | 86038 | 1226482 43.19 88.65
0.0IMG/KGEE sl 509387 | 1155036 | B.68861| 312470 886324 52.50 73.25
K- 3| 7735031 6738071 380023 | eve120| 940806 71.99 84 91
K+ 3| 268120 2296228 1325727 3120 82853 830 51.81
Total 24| Base16 | 2160608 | 442870} 5540027 7372 8.30 90.36
Test of Homogeneity of Variances
 TOTAL FREE HEMATIN ¥ - o
Levene Statistic ) df1 a2 Sig.
2.009 k| 7 16 117
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a1
ANOVA
TOTAL FREE HEMATIN
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 8893.196 7 984 742 4.006 010
Within Groups 3933.268 16 245.836
Total 10826.564 23
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: TOTAL FREE HEMATIN
LSD
{h DOSIS {J) DOSIS Mean Difference Std.
PERLAKUAN PERLAKUAN {I-J) Emor | Sig. | 95% Confidence Interval
Lower Upper
Bound Bound
K- 1000 MGKGBB 42717 | 1280197 | .743] -31.4108 228673
100 MG/KGER 45483 1 1280197 § .727| -31,6853 22,5028
10 MG/KGEB 14,1787 | 12.80197 | 284 | 12,9603 413176
T MGIRGRD 16,7257 | 1280197 | 210 -10.4133 43,8646
0.1MGRGBB 1912743 | 1280197 | .392 | -15.8846 284133
0.0I MG/ RGBB 17.4107 | 12.80197 | .03 -8.7283 44 5496
K+ 51.5383(*) { 12 80187 | .001 24.3004 78.6773
K+ 1000 MG/KGBB 558100(%) | 1280197 | .000| 829400 -286T10
100 MG/KGEB -56.0847(" | 1280187 | 0oo{ s322as| 280457
10 MG/KGBB 37.3597(% ] 1280197 | .010 | -B4.4886F -10.2207
1 MG/KGBB 41274 | 1280107 | .015 | -81.8546 -7.8737
0. IMGIKGBE -402640(*) { 1280197 | .006 | -B7.4030| -13.1250
0.01M¥HGEB 34,4277} | 12.80197 | .07 | 612668 B.5887
K- 51,5383(") | 1280187 | 001 | 786773 | -24.3904

* The mean difference is significant at the .05 level.
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Lampiran 18
Probit Ekstrak Air Momordica charantia LINN
Notas
Outpat Created 07-81AR-2005 18:18:14
Input Data CADocuments and SettingSMARIHOT\Wy
Documents\PENELITIANPENE LITLAM st
prabiti.say
Fitter <nonex
Weight <npne>
Split File <nona>
N of Rows in Woiking Data
File 6
Syntax PROBIT hamixa OF total WITH dosis AOG 10
MODEL PROBIT /PRINT FREQ CI /CRITERIA
P{.15) ITERATE{20) STEPLIMIT{.1).
Resources | Elapsed Time . 0:00:00.02
* ARk A SN kT DISDENERHT T T AN EERE S K G S
DATA Lnformation i

€ unweighted cases accepted.

D cases rejected because of missing data.

0 cases are in the control group.

0 cases rejected because LOG-transform can't be done.
MODEL Information

ONLY Ncormal Sigmoid 1s requested.

* % & &k x ¥ ¥ v xx PROBIT ANALYSIS * ¥+

Parameter estlmates converged after 5 iterations.
Optimal solution found.
Parameter Estimates {PROBIT model:

(FROBIT (p}) = Intercept + BX):

Regression Coeff, Standard Error Coeff./5.E.
DOSIS 03626 03037 1.19400
Intercept 3tandard Error Intercept/S.E.
-~.26658 .05413 —-4.92442
Pearson Goodness-of-Fit Chi Square =3.316 DF = 4 P =_506

8ince Goodness-of-Fit Chi square is NOT significant, no
heterogeneity factor is used in the calculation of confidence
limits.
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* * &

2k * x * *

PROBIT

Observed and Bxpected Frequencies

DOSIS

-2.00
~1.00
.00
1.00
z2.00
3.00

* &

confidence Limits for Effective DOSIS

Prob
.01
.0z
.03
.04
.05
.06
.07
.08
.09
.19
.15
.20
.25
.30
NG
.40
.45
.50
.35
.60
.65
.70
.75
.80
-85
-90
.91
.52
.93
.94
.95
.96
.87
.98
no

* w* w k * & Kk

Homber of Dbserved Expected
Subjects Responses Responses
100.0 34.8 36,727
104.0 40.8 38.101
1G0.0 34.8 39,450
106.0 46.5 40.892
100.0 44.1 42 .306
100,0 40.3 43.730

DOSIS
1.545200E-57
5.100453E-50
3.005623R-45
1.165373E~41
9.67068BE-39
2.951063E-36
4.450589E-34
3.971457E-32
2.359831E-30
1.013419E-28
5.840586E-22
1.379183E-16
5.614608E-12

- 00000

. 00053
2.31721
7703.71751
22521592.6609
656841216536, 9
2.188%933E+14
9.554864F+17
6.549799E+21
9.033973E4+25
3,677700E+30
8.684439E+35
5.005078E+42
2.149400E+44
1.277169E+46
1.139674B+48
1.71B77BE+50
5.244943E+52
4,352446E+55
1.6B7577E+59
2.944645E+63
3.282565E+71

PROBIT

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

ARALYSTS
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95% Confidence Limits

Lower

Upper
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* ok ok kA K &k

Residual Prob
-1.937 L3627
2.699 .38101
. =4 .650 .3949%0
5.618 L 40892
1.7864 .42306
-3.470 .43730

* ok h w® Kk

& %
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