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A. Latar Belakang



Penyakit diabetes melitus (DM) merupakan satu penyebab utama kematian di
dunia (Yedjou et al., 2023). Organisasi International diabetes Federation (IDF)
memperkirakan sedikitnya 483 juta orang pada usia 20-79 tahun didunia menderita
diabetes (IDF., 2019). Salah satu komplikasi penyakit DM kronis adalah penyakit
kardiovaskular (CVD). Penyakit DM-CVD merupakan penyebab utama
peningkatan risiko kematian dini (Ma et al., 2022). CVD yang terkait diabetes
melitus tipe 2 seperti hipertensi, dislipidemia, aterosklerosis, gagal jantung, infark
miokard dan stroke (Dinesh et al., 2015; Yang et al., 2019). Penyakit DM-CVD
menyebabkan terjadinya disfungsi endotel (Janaszak-Jasiecka et al., 2023).

Hiperglikemi pada pasien DM menyebabkan pembentukan advanced
glycation end product (AGEs) (Bath et al.,2017). AGEs adalah molekul heterogen
yang berasal dari produk nonenzim dari reaksi glukosa atau derivatif sakarida
lainnya dengan protein atau lipid (Anna Perrone ef a/, 2020). AGEs dapat memicu
terjadinya disfungsi endotel pada pasien DM-CVD dapat diinduksi oleh senyawa
(Song et al.,, 2021). Ikatan AGEs dengan Reseptor AGEs (RAGE) dapat
mengaktivasi berbagai jalur signal seperti fosfoinositida 3 kinase (PI3k-Akt),
mitogen-aktif protein kinase (MAPK). Aktivasi jalur signal tersebut memicu
aktivasi NADPH oksidase yang menyebabkan pembentukan spesies oksigen reaktif
intracellular (ROS) yang memicu terjadnya stress oksidatif. Selain itu peningkatan
transkripsi nuklir faktor kappa-B (NF-kB) yang mengatur ekspresi sitokin (TNFa,
IL-1a, IL-6, MCP-1), faktor pertumbuhan (seperti TNF, IGF-1, IFN-Y) dan molekul

adhesi (VCAM-1, ICAM-1). Sehingga ikatan AGEs-RAGE pada pasien DM



menyebabkan kerusakan sel dan memediasi perkembangan penyakit aterosklerosis
dan stroke iskemik (Prasad, 2021).

Apigenin merupakan komponen flavonoid dari tanaman seledri. Apigenin
terbukti dapat menghambat pembentukan AGEs melalui penghambatan stress
oksidatif dan memblokir ikatan AGEs-RAGE. Akibatnya terjadi penghambatan
jalur sinyal NF-kB dan menekan ekspresi molekul ICAM-1 pada disfungsi endotel
vascular (Xu Y et al, 2022). Asiatic acid dari tanaman centela asiatica telah terbukti
memiliki efek kardioprotektif dan menghambat pembentukan TGF-f1, TNF-a
melalui penekanan ekpresi NF-kB (Mohd Razali NN ez a/, 2019; Huo L et al, 2016).
Sinensetin pada tanaman kumis kucing memiliki aktivitas sebagai imunomodulator,
antioksidan, kardioaktif, antidiabetes, antiinflamasi serta agen pelindung syaraf
(Ashraf K, 2018; Chung YS et al, 2020). Penggunaan kombinasi ekstrak dapat
meningkatkan efektivitas farmakologi melalui efek sinergis, menstimulasi berbagai
aktivitas target, mengurangi komponen dosis individu, dan meminimalkan efek
samping. Kami bertujuan untuk menyelidiki efek inhibitor sinergis dari tanaman

obat yang dipilih (Jeong et al.,2023).

Apigenin, Asiatic acid dan sinensetin memiliki bioavailabilitas yang rendah
oleh karena itu perlu dilakukan metode untuk meningkatkan bioavalabilitas dan
bioaktivitas salah satunya menggunakan nanoteknologi (Gunasekaran T et al,
2014). Strategi penerapan nanoteknologi pada kombinasi ekstrak penghantaran obat

dapat mencapai organ target, meminimalkan resiko efek samping dan meningkatkan



aktivitas (Hesari M et al, 2021). Efektivitas nanoformulasi herbal sudah banyak

diteliti untuk pencegahan atapun pengobatan penyakit DM-CVD, namun belum ada

sediaan Nano-polimerik kombinasi ekstrak seledri, pegagan dan kumis kucing yang

berfokus pada penghambatan pembentukan AGEs secara in-vitro dan in-vivo untuk

mencegah perburukan pada penderita penyakit DM-CVD.

B.

1.

C.

l.

Rumusan Masalah
Bagaimanakah pengaruh sediaan Nano-polimerik kombinasi ekstrak daun
seledri, pegagan dan kumis kucing dalam menghambat produksi ROS secara in
vitro ?
Bagaimanakah pengaruh sediaan Nano-polimerik kombinasi ekstrak daun
seledri, pegagan dan kumis kucing dalam menghambat pembentukan AGEs
secara in vitro?
Bagaimanakah pengaruh sediaan Nano-polimerik kombinasi esktrak daun
seledri, pegagan dan kumis kucing dalam menekan ekspresi TNFa secara in
vitro ?
Bagaimanakah pengaruh sediaan Nano-polimerik kombinasi ekstrak daun
seledri, pegagan dan kumis kucing dalam menekan menekan ekspresi ICAM-1
secara in vitro?
Tujuan
Diketahui pengaruh sediaan Nano-polimerik kombinasi ekstrak daun seledri,

pegagan dan kumis kucing dalam menghambat produksi ROS secara in vitro ?



2. Diketahui pengaruh sediaan Nano-polimerik kombinasi ekstrak daun seledri,
pegagan dan kumis kucing dalam menghambat pembentukan AGEs secara in
vitro?

3. Bagaimanakah pengaruh sediaan Nano-polimerik kombinasi esktrak daun
seledri, pegagan dan kumis kucing dalam menekan ekspresi TNFa secara in
vitro?

4. Bagaimanakah pengaruh sediaan Nano-polimerik kombinasi ekstrak daun
seledri, pegagan dan kumis kucing dalam menekan menekan ekspresi ICAM-1

secara in vitro?

BABII
TINJAUAN PUSTAKA



A. Penyakit Kardiovaskuler pada pasien diabetes mellitus

Penyakit kardioskular akibat komplikasi pada pasien DM banyak menyebakan
kematian dini. Komplikasi CVD ini dapat mengarah pada stroke yang disebabkan oleh
penyumbatan aliran darah ke jantung dan otak. Penggunaan tanaman obat atau herbal
medicine atau obat herbal terus dikembangkan sebagai pengobatan alternatif pada
CVD-DM. Obat herbal mengandung banyak senyawa bioaktif dengan berbagai
aktivitas seperti antioksidan, vasorelaksan, antiinflamasi, antiproliferatif, atau diuretik.
Obat herbal juga dapat mencegah peralihan fenotipik VSMC, menghambat disfungsi
endotel, aktivasi trombosit, peroksidasi lipid, produksi ROS, dan aterogenisitas
makrofag (Shaito et al., 2020). Berbagai senyawa aktif ditemukan dalam tanaman
untuk penyakit kardiovaskular adalah alkaloid, flavonoid, polifenol, sterol dan

terpenoid (R. K. Bachheti, L. A. Worku, 2022).

Komplikasi CVD pada pasien DM dapat disebabkan oleh pembentukan dan
aktivasi AGEs yang terlibat pada kerusakan sel endotel (Shen et al., 2020). Hasil
penelitian sebelumnya senyawa apigenin dalam seledri, asiatikosida dalam pegagan
terbukti dapat menghambat pembentukan AGEs (Hafiz et al., 2020; Zhou et al., 2019).
Sedangkan sinensetin dalam kumis kucing terbukti memiliki efek imunomodulator dan
kardioprotektif (Ashraf et al, 2018). Namun penelitian-penelitian tersebut yang
dilakukan menggunakan ekstrak tunggal. Selain itu ketiga senyawa tersebut memiliki
bioavailabilitas rendah, ukuran molekul besar sehingga mempengaruhi penyerapan

senyawa aktif tersebut. Penggunaan kombinasi ketiga ekstrak tersebut diharapkan



dapat meningkatkan efektivitas farmakologis, efek sinergisme, mengurangi dosis dan
meminimalkan efek samping. Selain itu untuk memperbaiki bioavailabilitas dan
bioktivitas ketiga senyawa tersebut pengembangan formulasi sediaan nanopartikel
diharapkan dapat memecahkan masalah tersebut. Sediaan nanopartikel meningkatkan
pelepasan dan absorpsi senyawa aktif dalam sediaan dan mengurangi efek samping

yang merugikan penggunaan sediaan konvensional.

Keterbaruan dari penelitian ini adalah pemanfaatan nanoteknologi dalam bentuk
nanopolimerik yang mengandung kombinasi ekstrak daun seledri, pegagan dan kumis
kucing yang belum pernah diteliti sebelumnya. Pemanfaatan nanoteknologi terbukti
mampu meningkatkan efektivitas sediaan karena efek sinergis kombinasi ekstrak

tersebut dan meminimalkan efek samping akibat pemberian sediaan konvensional.

B. Advanced Glycation End-Products (AGEs)

AGE:s adalah molekul heterogen yang berasal dari produk non enzim dari reaksi
glukosa atau derivatif sakarida lainnya dengan protein atau lipid (Perrone ef al., 2020).
Pembentukan AGEs di dalam tubuh dapat meningkat pada kondisi hiperglikemi baik
dalam keadaan normal terlebih lagi pada penderita DM atau DM-CVD (Bansal et al,,
2023). Faktor lain yang mempengaruhi pembentukan AGEs di dalam tubuh adalah
radikal bebas yang akan memicu terbentuknya reactive oxygen species (ROS) sehingga
aktivitas c-Jun N-terminal protein kinase (JNK) dan NADPH oksidase menginduksi

disfungsi mitokondria dan stress oksidatif (Rungratanawanich et al., 2021).



Proses pembentukan AGEs dibagi menjadi tiga tahap yaitu tahap pertama, dalam
beberapa jam, glukosa yang mengandung gugus karbonil bereaksi dengan gugus amino
secara reversible membentuk basa schiff yang tidak stabil. Pada tahap ini proses reaksi
tergantung pada konsentrasi glukosa. Dalam beberapa minggu, adducts base schiff
mengalami rearrangement intramolecular secara spontan dan membentuk produk
amadori yang relatif stabil, terikat kovalent, atau dikenal sebagai produk glikasi awal
(Twarda-Clapa et al., 2022). Tahap kedua pada proses pembentukan AGEs sebagian
kecil dari produk amadori secara langsung diubah menjadi AGEs melalui jalur oksidasi
maupun non oksidasi yang bersifat ireversible yang dikenal sebagai jalur Hodge
(Sharma et al., 2015). Tahap terakhir sisa produk amandori pada reaksi sebelumnya
mengalami rearrangement menjadi senyawa dikarbonil seperti glyoxal (GO),
methylglyoxal (MGO) dan 3-deoxyglucosone (3-DG) melalui jalur polio maupun
peroksidasi lipid. Senyawa dikarbonil akan bereaksi secara polimerisasi dengan

struktur protein membentuk senyawa AGEs yang stabil (Song et al., 2021).

AGEs berdasarkan sumbernya dibagi menjadi dua kelompok yaitu endogen dan
eksogen. AGEs endogen terbentuk secara spontan dan terakumulasi dalam tubuh
sedangkan AGEs eksogen sebagian besar berasal dari asupan makanan, dengan
kandungan lemak dan protein tinggi (Song et al., 2021). Berdasarkan struktur kimia
dan fluoresensi ada empat kelompok yaitu: a. Noncrosslinked nonfluorescent products;
b. Crosslinked nonfluorescent products; dan c. Crosslinked fluorescent products.

AGEs fluorescence merupakan jenis AGEs yang paling banyak dan dapat diukur untuk



mengetahui jumlah AGEs total dalam tubuh. AGE dengan berat molekul yang tinggi
memiliki potensi patogenik tinggi. AGEs crosslinking memiliki afinitas tinggi dan
tahan terhadap degradasi, sehingga menyebabkan efek toksik bagi tubuh (Song ef al.,
2021). Hasil penelitian baru-baru ini menunjukkan bahwa AGEs dapat menjadi
penanda atau biomarker pada komplikasi kardiovaskular yang terkait dengan DM.
AGEs menyebabkan kekakuan jaringan dengan membentuk ikatan silang, serta
memicu peradangan melalui Receptor Advanced Glycation End Products (RAGE)
(Chen et al.,, 2023). Akumulasi AGEs terjadi dalam jaringan pada kondisi
hiperglikemia, insufisiensi ginjal, dan kebiasaan merokok. AGEs telah terdeteksi
dalam pembuluh darah, lesi aterosklerosis dan jantung. Temuan ini menunjukkan
bahwa AGE dapat menjadi target yang relevan dalam pencegahan dan penanganan

penyakit kardiovaskular, terutama pada pasien dengan CVD-DM (Hirai ef al., 2022).

RAGE adalah reseptor transmembran yang terlibat dalam sistem imun. RAGE
memiliki struktur domain ekstraseluler V, C1, C2 dan ekstraseluler N-terminal.
Domain ini memungkinkan RAGE untuk berinteraksi dengan berbagai ligan termasuk
AGEs. RAGE berperan dalam mengenali dan merespon produk-produk hasil
glikasi/AGEs yang terbentuk dari reaksi antara glukosa dan protein atau lipid terutama
pada kondisi hiperglikemi Reseptor ini terlibat dalam proses patologis di berbagai
penyakit seperti DM, CVD, alzheimer, kanker, dan kondisi inflamasi kronis lainya.

(Perrone et al., 2020).
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Ikatan AGEs dengan RAGE mengaktifkan berbagai jalur sinyal intraseluler
seperti MAPK, ERK, p2lras, p38, dan JAK-STAT. Aktivasi jalur sinyal tersebut
menyebabkan peningkatan kadar ROS melalui aktivasi NADPH oksidase. Selain itu
ikatan AGEs dengan RAGE dapat memicu aktivasi jalur sinyal pro inflamasi seperti
NF-kB. Aktivasi ini menyebabkan peningkatan produksi sitokin pro inflamasi (TNF-
a, IL-1, IL-6), molekul adesi (VCAM-1 dan ICAM-1) dan molekul lainnya. Pada
pasien DM interaksi AGEs-RAGE dapat meningkatkan risiko komplikasi yang serius
seperti aterosklerosis, penyakit jantung iskemik, gagal jantung dan stroke (Perrone et

al., 2020).

C. Reactive Oxygen Species (ROS)

ROS merupakan produk sampingan dari reaksi enzimatik, yang terdiri dari
oksigen radikal bebas dan non radikal bebas, yang dihasilkan di berbagai kompartemen
sel seperti retikulum endoplasma (ER), mitokondria, dan membran sel (Minjarens et
al.,2023). ROS radikal bebas memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan
pada orbital terluarnya, contoh superoksida (O2e-) sedangkan ROS non radikal tidak
memiliki elektron yang tidak berpasangan tetapi merupakan senyawa reaktif yang
dapat diubah menjadi ROS radikal bebas, contoh hidrogen peroksida (H202) diubah

menjadi radikal hidroksil (-OH) (Rubio & Cerén, 2021).

Sumber produksi ROS dalam pembuluh darah meliputi NADPH oksidase, xantin
oksidase, eNOS, jalur metabolisme asam arakidonat, disfungsi sistem transfer elektron

mitokondria, dan autooksidasi katekolamin. NADPH oksidase merupakan sumber

11



yang paling penting dalam produksi ROS dan diaktitkan oleh sitokin dan zat vasoaktif
(Higashi, 2022). ROS dapat mempercepat produksi AGEs dalam tubuh terutama pada
kondisi stres oksidatif yang diakibatkan hiperglikemi pada pasien DM. Selain itu dapat
mengaktivasi protein kinase, peningkatan fluks melalui jalur poli-alkohol, dan
peningkatan fluks melalui jalur heksosamin. Jalur-jalur ini dapat menyebabkan
kerusakan endotel yang diinduksi oleh stres oksidatif pada DM melalui produksi ROS

yang berlebihan (An et al., 2023).

D. Tumor Necrosis Factor (TNF-a)

Dalam sistem pertahanan tubuh, TNF-o merupakan bagian dari sistem imunitas
non spesifik. Namun karena keterlibatanya dalam aktivitas interleukin, TNF-o
seringkali dikatakan terintegrasi ke dalam sistem kekebalan non spesifik (Silva et al.,
2019). Studi sebelumnya menunjukkan bagaimana peningkatan kadar TNF-a terjadi
pada saat ditemukan abnormalitas atau cedera kardiovaskular, sehingga berpotensi
untuk dijadikan penanda biologis penyakit kardiovaskular maupun target terapi
(Haryanto et al., 2022; Nassef et al., 2014; Sun et al., 2007; Zhang et al., 2017). Di sisi
lain, beberapa penelitian juga telah mempelajari bagaimana TNF-o berperan dalam
proses signaling dari reseptor maupun sitokin lain. Di antaranya penelitian oleh Tanaka
et.,al., yang menentukan bahwa TNF-a ikut menginduksi produksi atau pembentukan

RAGE (Tanaka et al., 2000).

TNF-o merupakan sitokin yang berperan pada respon inflamasi yang disebabkan

kondisi resistensi insulin, obesitas dan diabetes melitus. TNF-a diproduksi oleh

12



monosit, limfosit jaringan adiposa dan sel otot. Sinyal TNF-a diinduksi oleh NF«B,
menyebabkan peningkatan sekresi molekul adhesi, salah satunya Intercelluler Cell
Adhesion Molecul-1 (ICAM-1) pada sel adiposa menyebabkan penurunan sensitifitas

insulin dan cenderung menstimulasi dislipidemia aterogenik (Kaur et al., 2014).

E. Intercelluler Cell Adhesion Molecule-1 (ICAM-1)

ICAM-1 merupakan glikoprotein yang terdapat pada permukaan sel endotel dan
lekosit pada sistem imun (Lawson & Wolf, 2009; Meng et al., 2016). Ekspresi ICAM-
1 distimulasi oleh sinyal TNF-a yang berfungsi untuk menarik lekosit ke endotelium
kemudian melakukan migrasi ke jaringan perifer sehingga terjadi peningkatan
permeabilitas vaskular. Peningkatan permeabilitas vaskular sebagai bentuk respon dari

reaksi inflamasi (Lu et al., 2016).

ICAM-1 berperan dalam mengatur homeostatis tubuh dan menyebabkan
gangguan pada kondisi patologi seperti kanker, aterosklerosis, fibralasi atrium, infark
miokard, stroke, obesitas, penyakit ginjal. Tahap awal aterosklerosis disebabkan oleh
disfungsi endotel, yang berhubungan dengan ekspresi berlebih ICAM-1 dan VCAM-1.
Peningkatan regulasi molekul adhesi seluler (ICAM-1 dan VCAM-1), merupakan salah
satu karakteristik fenotip disfungsi endotel (VCAM-1). Indikasi adanya aterosklerosis
adalah peningkatan regulasi ekspresi adhesi monosit interseluler ke endotel. Disfungsi
endotel, yang telah dikaitkan dengan perkembangan aterosklerosis, telah ditemukan

dipromosikan oleh peningkatan ROS ( Singh et al., 2023).

13



F. Nanopartikel

Nanopartikel adalah teknologi untuk mengembangkan ukuran bentuk sediaan
pada rentang 10-1000 nm (Noval et al., 2021), mengandung bahan yang dapat
digunakan untuk pengobatan sebagai pembawa obat yang senyawa aktifnya telah larut
dan dienkapsulasi (Kurniasari & Atun, 2017). Nanopartikel bertujuan untuk mengatasi
kelarutan bahan aktif yang sukar larut, meningkatkan bioavailabilitas yang rendah,
meningkatkan stabilitas bahan aktif dari degradasi lingkungan (penguraian enzimatis,
oksidasi, dan hidrolisis), memodifikasi sistem penghantaran obat agar obat dapat
langsung menuju ke target terapi, meningkatkan penyerapan senyawa makromolekul,

dan mengurangi efek iritasi zat aktif pada saluran cerna (Abdassah, 2017).

Nanopartikel umumnya diidentifikasi berdasarkan ukuran, morfologi dan muatan
permukaannya, menggunakan teknik mikroskopis canggih seperti pemindaian
mikroskop elektron atau scanning electron microscope (SEM), transmission electron
microscope (TEM) dan atomic force microscope (AFM) (Ghomrasnil et al., 2020).
Rata-rata diameter partikel, distribusi ukuran dan muatannya mempengaruhi stabilitas
fisik dan distribusi in vivo dari nanopartikel. Teknik mikroskop elektron sangat berguna
dalam memastikan bentuk keseluruhan nanopartikel polimer yang juga dapat
menentukan toksisitasnya. Muatan permukaan nanopartikel mempengaruhi stabilitas
fisik, redispersibilitas dispersi polimer serta kinerja in vivo (Khanmohammadi et al.,

2015).
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Pembuatan nanopartikel dapat menggunakan beberapa metode, salah satu
metode yang digunakan yaitu dengan metode gelasi ionik. Metode memiliki kelebihan
yaitu prosesnya yang sederhana, pelarut yang digunakan tidak berasal dari pelarut
organik, dan prosesnya dapat dikontrol dengan mudah sehingga metode gelasi ionik
dapat digunakan untuk pembentukan nanopartikel (Samudra et al., 2021). Metode
gelasi ionik melibatkan proses sambung silang antara polielektrolit dengan adanya
pasangan ion multivalennya dan seringkali diikuti dengan kompleksasi polielektrolit
dengan polielektrolit yang berlawanan. Pembentukkan ikatan sambung silang ini akan

memperkuat kekuatan mekanis dari partikel yang terbentuk (Iswandana et al., 2013).

Pada teknik gelasi ionik dilakukan pencampuran antara polimer yang bersifat
polikation dengan polianion. Polimer polikation yang umum digunakan adalah kitosan
karena memiliki sifat yang tidak beracun, biocompactible, biodegradable dan mudah
dimodifikasi secara kimia. Sedangkan polimer polianion yang umum digunakan adalah
zat yang dapat berfungsi sebagai pengikat silang yang baik misalnya tripolifosfat
(TPP). Dengan adanya penambahan TPP kekuatan mekanik gel kitosan dapat
meningkatkan sebab TPP memiliki rapatan muatan negatif yang tinggi sehingga
interaksi dengan polikationik kitosan akan lebih besar (Pakki ez al., 2016). Penambahan
larutan kitosan ke dalam formulasi nanopartikel yang disiapkan sebelumnya
merupakan cara yang mudah. Larutan kitosan dapat pula ditambahkan selama
pembentukan nanopartikel lainnya untuk melapisinya (Sreekumar et al., 2018). Di

bidang nanoteknologi farmasi, kitosan telah banyak digunakan sebagai polimer
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pembentuk partikel dan paling inovatif sebagai pelapis permukaan. Nanopartikel
polimer, nanopartikel lipid, dan nanopartikel berbasis logam (atau logam oksida)
adalah contoh nanopartikel pembawa obat atau zat aktif lainnya yang telah

dimodifikasi dengan kitosan diberbagai aplikasi (Gour & Jain, 2019)

G. Seledri (Apium Graveolens)

1. Morfologi Seledri

Seledri adalah jenis tumbuhan sayuran daun dan tumbuhan obat yang
termasuk keluarga Apiaceae yang sehari—hari dimanfaatkan sebagai bumbu
masakan. Tanaman ini berwarna hijau, batangnya termasuk batang tanaman tidak
berkayu (Dwinanda et al., 2019). Tanaman seledri berasal dari Eropa Selatan.
Namun saat ini sudah banyak ditanam oleh orang-orang untuk diambil daun, akar,

dan buahnya.

Batang seledri dapat tumbuh dengan ketinggian 1 meter. Batang tidak
berkayu, beralus, beruas, bercabang, tegak, dan berwarna hijau pucat. Daunnya
tipis majemuk, daun muda melebar atau meluas dari dasar, hijau mengkilat, segmen
dengan hijau pucat, tangkai di semua atau kebanyakan daun. Daun bunganya
berwarna putih kehijauan atau putih kekuningan, yang panjangnya sekitar % - %

mm.
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Gambar 2. 1 Seledri (Apium Graveolens)

Bunganya tunggal, dengan tangkai yang jelas, sisi kelopak yang
tersembunyi, daun bunga putih kehijauan atau merah jambu pucat dengan ujung
yang bengkok. Bunga betina majemuk, tidak bertangkai atau bertangkai pendek,
sering mempunyai daun berhadapan atau berbatas dengan tirai bunga. Tirai bunga
tidak bertangkai atau dengan tangkai bunga tidak lebih dari 2 cm panjangnya.
Panjang buahnya sekitar 3 mm, batang angular, berlekuk, sangat aromatik, dan

akarnya tebal (Kurniawan et al., 2018).

. Manfaat Tanaman Seledri

Seledri adalah tumbuhan serbaguna, terutama sebagai sayuran dan obat-
obatan. Seledri termasuk salah satu sayuran komersial yang bisa memberikan
tambahan pendapatan. Pemanfaatan secara umum sebagai sayuran, daun, tangkai

daun, dan umbi sebagai campuran sup. Daun juga dipakai sebagai lalap, atau
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dipotong kecil-kecil lalu ditaburkan di atas makanan sebagai pelengkap masakan.
Seledri (terutama buahnya) sebagai bahan obat sebagai "penyejuk perut". Seledri
disebut-sebut sebagai sayuran antihipertensi. Fungsi lainnya adalah sebagai
peluruh (diuretika), anti reumatik serta pembangkit nafsu makan (karminativa).
Umbinya memiliki khasiat yang mirip dengan daun tetapi digunakan pula sebagai
afrodisiak (Kurniawan et al., 2018). Pada penelitian yang terdahulu, menyebutkan
bahwa kandungan kimia yang berada di dalam tanaman seledri memiliki efek
seperti antioksidan (Jung et al., 2011), sebagai antideperesan (Desu &

Sivaramakrishna, 2012) dan antiketombe (Mahataranti et al., 2012).

. Kandungan Seledri

Seledri mengandung flavonoid, saponin, tanin 1%, minyak asiri 0,033%,
flavo-glukosida (apiin), apigenin, fitosterol, kolin, lipase, pthalides, asparagine, zat
pahit, vitamin (A, B dan C), apiin, minyak menguap, apigenin dan alkaloid (Saputra
& Fitria, 2016). Kadar flavonoid ekstrak seledri pada organ daun diperoleh hasil
terbesar, jika dibandingkan dengan organ tanaman yang lain, sedangkan organ
batang memiliki kadar flavonoid paling kecil dibandingkan yang lain. Hal ini
terjadi karena daun merupakan organ tempat berlangsungnya proses fotosintesa

pada tanaman (Kusumadewi & Widiyastuti, 2010).
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H. Pegagan (Centella asiatica (L.))

1. Morfologi Pegagan

Pegagan merupakan tumbuhan berhabitus menahun, batang menjalar,
memiliki umbi pendek, percabangan dengan geragih (stolon) merayap, panjang 10-80
cm. Daun tungal, tersusun dalam roset akar, terdiri dari 2-10 daun, kadang-kadang
agak berambut, panjang tangkai daun 1-50 mm, helai daun berbentuk ginjal, ukuran
1-7 x 1,5-9 cm, tepi daun beriggit tidak tajam, terutaman kearah pangkal daun.
perbungaan berupa bunga majemuk payung tunggal atau 2-5 bersama, payung tunggal
tersusun atas 3 bunga, ukuran 3-4 mm; Panjang ibu tangkai bunga 5-50 mm, mula-
mula tegak kemudian mengangguk; daun pelindung2-3 helai; tangkai bunga sangat
pendek. Daun mahkota ungu sampai kemerahan dengan pangkal hijau muda,
panjangl-1,5 mm, lebar hingga 0,75 mm. Buah pipih, lebar lebih kurang 7 mm dan
tinggi lebih kurang 3 mm, berlekuk dua, jelas berusuk, berwarna kuning kecoklatan,
berdinding agak tebal. Pegagan tumbuh baik di Indonesia terutama di daerah beriklim
tropis baik didataran rendah sampai ketinggian 2500 mdpl. Tumbuh di tempat yang
terbuka atau sedikit ternaung, pada tanah yang lembab dan subur seperti pematang
sawah, padang rumput, tepi parit dan di tepi jalan (Badan Pengawas Obat dan

Makanan Republik Indonesia, 2010).
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Gambar 2. 2 Pegagan (Centella Asiatica)

2. Manfaat Pegagan
Herba pegagan adalah seluruh bagian di atas tanah C. asiatica (L) Urb., suku

Apiaceae yang megandung asiatikosida tidak kurang dari 0,7%. Herba pegagan berupa
lembaran daun yang menggulung dan berkeriput disertai stolon dan tangkai daun yang
terlepas, warna hijau kelabu, berbau aromatik lemah mula-mula tidak berasa
kemudian pahit, helai daun berbentuk ginjal atau berbentuk bundar, umumnya dengan
tulang daun yang menjari; pangkal helaian daun berlekuk; ujung daun membundar;
pinggir daun beringgit sampai bergerigi, pinggir pangkal daun bergigi; permukaan
daun umumnya licin, tulang daun pada permukaan bawah agak berambut; stolon dan
tangkai daun berwarna cokelat kelabu, berambut halus (Departemen Kesehatan

Republik Indonesia, 2008).
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3. Kandungan Pegagan

Kandunagan kimia herba pegagan adalah terpenoid, minyak esensial,
flavonoid, polisakarida, asam amino, asam lemak, alkaloid, sterol, karotenoid tannin,
klorofil, pektin, garam anorganik. Triterpen adalah komponen utama dan paling
penting yang ada dalam herba pegagan, sekaligus digunakan sebagai marker

constituent dalam hal kontrol kualitas (Zheng & Qin, 2007).

Secara umum triterpen pentasiklik dalam pegagan terbagi menjadi dua
kerangka yaitu oleanane dan ursane, berdasarkan atas substitusi metil pada atom Cio
dan Cyo. Termasuk dalam golongan ursane misalnya asiatikosida dan madekasosida
sedangkan centella sapogenol , centella saponin A, asam terminolik termasuk dalam
golongan oleanane (James & Dubery, 2009). Herba pegagan juga mengandung
brahmosida (3,8%), asam brahmat, brahminosida (1,6%), (Sudarsono et al., 2002),
tankunisida, isotankunisida, sentelosida, asam madasiat, asam sentoat, asam senelik,

asam betulinik dan asam indosentoat.

Pegagan yang berasal dari Tawangmangu memiliki kadar asiatikosida sebesar
0,21% (Pramono & Ajiastuti, 2004). pegagan juga memiliki kandungan flavonoid
antara lain kuersetin, kaempferol, katekin, rutin dan naringin, sebagai bagian dari
kandungan total fenol, yang berperan terhadap aktivitas antioksidan herba pegagan
(Zheng & Qin, 2007). Herba pegagan juga mengandung minyak esensial dalam
jumlah sedikit (0,1%), senyawa triterpene steroid seperti stigmasterol dan sitisterol

dan poliasetilen (Brinkhaus ef al., 2000; Pramono & Ajiastuti, 2004).
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I. Kumis Kucing (Orthosiphon Stamineus)

1. Morfologi Tanaman

Tanaman kumis kucing memiliki ketinggian 0,3-1,5 m dan memiliki batang 4
sudut. Daunnya sederhana, memiliki lebar 2-4 cm dan panjang 4-7 cm. Bunganya
berwarna putih, biru atau ungu. Ketika bunga terbuka, benang sari dan putik meluas
jauh melampaui kelopak, yang terlihat seperti "kumis kucing". Tanaman kumis
kucing banyak ditemukan di negara tropis seperti Asia dan Australia. Budidaya
tanaman ini dapat dilakukan di dataran dengan ketinggian 500-1200 mdpl dengan
curah hujan lebih dari 3000 mm/tahun. Kondisi tanah yang subur dan gembur dengan
pH 5-7,7, mengandung banyak humus, memiliki aliran air yang baik dan terkena
sinar matahari langsung merupakan habitat yang cocok untuk budidaya tanaman ini

(Herliana, 2013).

Gambar 2. 3 Kumis Kucing (Orthosipon Stamineus)
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2. Manfaat Kumis Kucing

Bagian tanaman yang sering digunakan sebagai obat adalah bagian herba
(terutama daunnya), baik yang segar maupun yang telah dikeringkan. Herba kumis
kucing rasanya manis sedikit pahit, sifatnya sejuk. Tanaman ini berkhasiat sebagai
anti radang, hipertensi, peluruh kencing (diuretik), menghilangkan panas dan lembab,
serta menghancurkan batu saluran kencing (Wijayakusuma, 2011). Selain manfaat di
atas tanaman daun kumis kucing juga digunakan sebagai obat tradisional oleh
masyarakat Indonesia. Beberapa manfaatnya di antaranya sebagai obat rematik, DM,
hipertensi, amandel, epilepsi, haid tidak lancar, gonore, sipilis (Mohamed et al.,
2011). Kemampuan kumis kucing sebagai obat adalah karena adanya senyawa
bioaktif yang terdapat pada daun. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
(Alshaws et al., 2012) daun kumis kucing mengandung senyawa kimia yang
mempunyai daya hambat antibakteri yaitu, alkaloid, saponin, tanin, flavonoid. Hal
ini dibuktikan dengan muncul diameter zona hambat pada bakteri gram positif seperti
Staphylococcus aureus dan Streptococcus agalactiae.

3. Kandungan Kumis Kucing

Kandungan tanaman kumis kucing mengandung senyawa-senyawa flavonoid
polimetoksilasi, fenil propanoid (turunan asam kafeat), dan terpenoid (terutama
diterpen dan triterpen). Flavonoid yang paling menonjol, yang diisolasi dari ekstrak
daun kumis kucing adalah sinensetin, eupatorin, 3-hidroksi-5,6,7,4-tetrametoksi-
flavon, 20 salvigenin, ladanein, vomifoliol, 7,3, 4-tri-O-metil luteolin, dan

skutellarein tetra metil eter (Ameer et al., 2012). Sinensitin merupakan senyawa
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golongan flavonoid yang menjadi senyawa fitokimia paling penting dan menjadi

senyawa marker dari tanaman kumis kucing (Himani et al., 2013).
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BAB III
METODE PENELITIAN

A. Tempat Penelitian

1.

Laboraturium Farmakognosi-Fitokimia, Fakultas Famasi Universitas Ahmad
Dahlan untuk proses ekstraksi simplisia dan uji profil senyawa kimia dalam
ekstrak seledri (4. graveolens L), pegagan (C. asiatica) dan kumis kucing (O.
Stamineus).

Laboraturium Penelitian Terpadu dan Pengujian (LPTP), Fakultas Farmasi
Universitas Ahmad Dahlan untuk pembuatan sediaan nanopolimerik kombinasi
ekstrak seledri (4. graveolens L), pegagan (C. asiatica) dan kumis kucing (O
Stamineus).

Laboraturium /n vitro Bagian Faal, Fakultas Kedokteran (FK) Universitas
Gadjah Mada untuk kultur primer, sekunder dan pemaparan HUVEC dengan
perlakuan, pengukuran absorbansi ELISA ROS, AGEs, TNF-a dan ICAM-1
serta hasil imunohistokimianya.

Laboraturium Farmakologi, Fakultas Farmasi Universitas Gadjah Mada untuk
uji in vitro sediaan nanopolimerik kombinasi ekstrak seledri (4. graveolens L),

pegagan (C. asiatica) dan kumis kucing (O. stamineus).
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B. Rancangan Penelitian

Penelitian yang akan dilakukan merupakan rancangan penelitian eksperimental
secara in silico dan in vitro menggunakan sediaan nanopolimerik kombinasi ekstrak
herbal seledri (4. graveolens L), pegagan (C. asiatica) dan kumis kucing (O.
Stamineus) untuk melihat aktivitas penghambatan AGEs. Pada penelitian ini tahap
pertama yang dilakukan yaitu ekstraksi dari masing-masing tanaman kemudian
dilakukan standarisasi spesifik ekstrak seledri, pegagan dan kumis kucing dengan
senyawa marker. Sebelum dilakukan optimasi formula terlebih dahulu dilakukan uji
in silico menggunakan komputasi untuk mengetahui senyawa yang berpotensi
memiliki aktivitas farmakologi yang paling baik. Sediaan dibuat dalam bentuk
nanopolimerik menggunakan metode gelasi ionik. Setelah sediaan nanopolimerik
dibuat dilakukan uji ukuran partikel, zeta potensial menggunakan particle size
analyzer (PSA) dan morfologi. Sediaan nanopolimerik kombinasi ekstrak herbal
yang sudah diuji ukuran partikel, zeta potensial dan morfologi dilakukan uji secara

in vitro untuk melihat aktivitas dari sediaan nanopolimerik yang telah dibuat.

Uji in vitro dilakukan mengunakan sel endotel vena umbilikalis manusia atau
human umbilical vein endothelial cell (HUVEC). Uji in vitro diawali dengan kultur
sel endotel yang berasal dari umbilikus bayi kelahiran pagi, siang maupun malam
dengan waktu pengerjaan isolasi dan kultur tidak melebihi 24 jam kelahiran secara

normal. Pengujian efektivitas pada sediaan nanopolimerik kombinasi ekstrak herbal
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untuk mencegah perburukan penyakit kardiovaskular menggunakan parameter ROS,

MGO, AGEs, TNF-a, ICAM-1.

C. Variabel yang digunakan

1. Variabel Bebas: Sediaan nanopolimerik kombinasi ekstrak seledri (4.

graveolens L), pegagan (C. asiatica) dan kumis kucing (O. stamineus).

2. Variabel Terikat:

a)

b)

Reaktive Oxygens Spesies (ROS)

ROS merupakan suatu jenis radikal bebas yang dapat digunakan sebagai
salah satu indikator peningkatan stress oksidatif yang dapat menyebabkan
terjadinya disfungsi endotel. ROS diukur menggunakan ROS ELISA kit

dan flow cytometry.

Methylglyoxal (MGO)

MGO merupakan senyawa dikarbonil yang bersifat reaktif. MGO dapat
bereaksi cepat dengan protein sehingga mengindukasi pembentukan AGEs.
Pembentukan MGO merupakan salah satu penyebab terjadinya disfungsi

endotel yang dapat memicu berbagai macam penyakit.

Advanced glycation end products (AGEs)
AGEs merupakan suatu senyawa hasil reaksi nonenzimatik antara gula
pereduksi dan protein, lipid asam nukleat. Akumulasi AGEs menyebabkan

ikatan AGEs dengan RAGE yang akan mengindukasi terjadinya
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pembentukan ROS, sitokin inflamasi dan molekul adhesi. Pengukuran

AGEs menggunakan AGEs ELISA Kit.

d) Sitokin inflamasi (TNF a)
TNF o merupakan mediator inflamasi yang meningkat pada saat terjadi
aktivasi nukleur factor kaffa beta (NFxB). Protein ini diukur secara

kuantitatif menggunakan ELISA kit dan imunohistokimia.

e) Molekul adhesi (ICAM-1)
Molekul adhesi merupakan molekul sel endotel yang berfungsi sebagai
vaskular adresin. utama yang merupakan bagian dari imunoglobulin gene
superfamily yaitu ICAM dan VCAM. Disfungsi endotel dapat di induksi
oleh molekul adhesi akibat ekspressi dari nuclear factor kaffa beta (NFkB)
sehingga menyebabkan peningkatan ekspresi pada molekul adhesi.
Pengukuran menggunakan ELISA kit dan imunohistokimia.
D. Alat dan Bahan

1. Alat

Seperangkat alat maserasi, blender, batang pengaduk, timbangan digital,
kertas saring, spuit 1cc, alat gelas (pyrex), waterbath, inkubator, magnetic strirer,
spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-1800), Particle Size Analyzer (PSA)
(Malven), alat sentrifugasi (Centrifuge PLC-05), Scanning Electron Microscope
(SEM) (Phenom Pro-X) dan Spektrofotometer Fourier Transform InfraRed

(FTIR) (Perkin Elmer Spectrum 100). Kit Advanced Glycation End Product
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(AGESs) Activity Assay, Kit Reactive Oxygen Species (ROS) Assay, Kit Tumor
Necrosis Alpha (TNF-0) Assay, Kit Intraceluler adhesion molecule 1 (ICAM-1)
Assay, ELISA reader seperangkat alat histologi (Slide, object glass, microtome,
cetakan blok, parafin, mikroskop dan stopwatch). Alat uji in silico berupa
perangkat keras yaitu laptop dengan spesifikasi RAM 8 GB, windows 13 sebagai
sistem operasi dan perangkat lunak Autudock Vina, Marvin Sketch, Biovia
Discovery Studio, PubChem, PDB (Protein Data Bank), Pymol dan LigPlot+.

Prosedur

2. Bahan

a) Standarisasi spesifik ekstrak seledri, pegagan dan kumis kucing dengan
senyawa marker menggunakan apigenin, asiatikosida, sinensetin, etanol
70% LP, etanol P, aluminium klorida P 10%, natrium asetat, silika gel 60
Fas4, toluen P-etil asetat P-asam format P, n-heksan P etil asetat P-
dietilamin, kloroform P-etil asetat.

b) Ekstrak daun seledri (4. graveolens L), pegagan (C. asiatica) dan kumis
kucing (O. stamineus)

¢) Bahan pembuatan nanoenkapsulasi yaitu kitosan (Merck), natrium alginate
(Merck), natrium tripolifosfat (Merck), etanol p.a (Bratachem), asam asetat
glasial (Merck), Pb asetat (Merck), akuabides, tween 80, dimethyl
sulfoxide 10 % (DMSO 10 %).

d) Bahan untuk isolasi sel HUVEC yaitu Hank's Balance Salt Solution
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g)

h)

(HBSS), gentamisin sulfat (Sigma), natrium bikarbonat (Sigma), Phenol
red (Sigma), Larutan asam hidroksietilpiperazin etana sulfonat (HEPES),
air deionisasi, kolagenase (Sigma tipe ITA).

Bahan untuk media kultur sel HUVEC yaitu Serum free yng mengandung
Medium 199 (Gibco), penisilin (100 m/ml), streptomisin (100m/ml)
(Sigma), Larutan natrium bikarbonat-fenol merah (21mM/ml), glutamin
(2mM/ml).

Buffer pencuci, berupa phosphate-buffered sodium (PBS) atau tris-
buffered saline (TBS) murni.

Media yang mengandung serum yaitu Serum free medium, fetal serum
(20%), new born serum (NBS).

Bahan untuk perlakuan kultur yaitu H202, cuture great dari sigma.

Prosedur Penelitian

Penelitian dikerjakan dalam tiga tahapan utama. Tahap pertama dengan topik

ekstraksi dan standarisasi spesifik ekstrak seledri, pegagan dan kumis kucing dengan

senyawa marker. Tahapan kedua dengan topik formulasi dan optimasi sediaan

nanopolimerik kombinasi ekstrak seledri, pegagan dan kumis kucing. Tahap ketiga

terkait studi in vitro penghambatan Advanced Glycation End Product (AGEs).

1.

Proses ekstraksi

Penyiapan sampel dilakukan dengan cara mendapatkan daun seledri (4.
graveolens), pegagan (C. asiatica) dan kumis kucing (O. stamineus) dengan

Certificate of Analysis (CoA) yang terdiri dari uji organoleptis, penetapan bobot
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jenis, penentuan kelarutan etanol 70% dan strandarisasi ekstrak menggunakan

metode densitometri.

a)

b)

Ekstraksi daun seledri (4. graveolens).

Daun seledri dibersihkan dari pengotor, dicuci, dikering anginkan,
dirajang kecil - kecil dan ditimbang sebanyak 500 gram, lalu dimaserasi
dengan etanol destilat. Selanjutnya maserat divapkan dengan didestilasi
vakum dan dilanjutkan dengan rotary evaporator hingga didapatkan
ekstrak kental (Nazir, 2020).

Ekstraksi daun pegagan (C. asiatica)

Simplisia pegagan ditimbang sebanyak 500 gram dimasukkan dalam
wadah maserasi, tambahkan etanol 96% 750 ml (hingga simplisia
tersebut terendam), biarkan selama 5 hari dalam bejana tertutup dan
terlindung dari cahaya sambil berulang-ulang diaduk. Setelah 5 hari,
simplisia disaring dan ampasnya direndam lagi dengan cairan penyari
yang baru. Hal ini dilakukan sebanyak 3 kali sampai didapat larutan
yang jernih (kehijauan). Selanjutnya diuapkan dengan menggunakan
rotary evaporator hingga memperoleh ekstrak pegagan (Marwati,
2015).

Ekstraksi daun kumis kucing (Orthosiphon stamineus)

Bagian tanaman kumis kucing yang digunakan pada penelitian ini
adalah bagian daunnya. Satu kilogram daun kumis kucing dicuci bersih

dengan air mengalir untuk menghilangkan kotoran yang menempel lalu
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dikering anginkan. Sampel kering daun kumis kucing dihaluskan
dengan blender hingga menjadi serbuk halus. Proses ekstraksi
dilakukan dengan metode maserasi, yaitu merendam 200 gram serbuk
halus daun kumis kucing ke dalam toples kaca yang berisi 600 ml
pelarut n-heksana selama 3 hari. Perlakuan yang sama untuk proses
maserasi daun kumis kucing dengan pelarut methanol (Surahmaida et
al., 2019).
2. Pembuatan Nanopolimerik
Pada tahap ini mencakup formulasi, optimasi dan evaluasi formula

optimum. Alur jalanya penelitian bagian kedua dapat dilihat pada gambar.

1. Orientasi formulasi
Orientasi dilakukan untuk mencari rentang konsentrasi dari masing-masing
komponen yang sesuai. Tahap orientasi dilakukan berdasarkan data dari
penelitian sebelumnya. Data orientasi digunakan dalam formulasi
nanopolimerik dan optimasi menggunakan pendekatan Simplex Lattice

design (SLD)

2. Optimasi pembuatan nanopartikel kombinasi esktrak seledri, pegagan dan
kumis kucing
Ekstrak kental seledri, pegagan dan kumis kucing dibuat menjadi ukuran
nanometer (1-1000 nm) dengan menggunakan metode botton up, yakni

dimulai dari atom-atom atau model molekul ektrak kombinasi seledri,
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pegagan dan kumis kucing yang telah diencerkan dengan senyawa target
yang dikumpulkan membentuk partikel berukuran nanometer (Patil et al.,

2012).

Rancangan percobaan optimasi dan penentuan run metode Simplex Lattice
design (SLD)

Penentuan formula optimum nanopolimerik kitosan-NaTPP pembawa
kombinasi ekstrak seledri, pegagan dan kumis kucing menggunakan
metode SLD. Rancangan percobaan, analisis pemodelan, prediksi dan
verifikasi dari metode SLD menggunakan bantuan piranti lunak design-
expert (DX®). Alasan pemilihan level minimum dan maksimum untuk
setiap variabel bebas berdasarkan konsentrasi optimum kitosan-NaTPP
dari berbagai referensi. Evaluasi sebagai respon dibatasi pada ukuran

partikel, PDI, zeta potensial, mobilitas, efisiensi penyerapan dan stabilitas

partikel.
Tabel 3. 1 Formulasi Sediaan Nano Polimerik
Bahan Formulal | Formula 2 | Formula 3

Ekstrak seledri (mg) 150 150 150
Ekstrak pegagan (mg) 300 300 300
Ekstrak kumis kucing 150 150 150
(mg)
Kitosan 0,2% dalam asetat 50 40 30
glasial
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NaTPP 0,1% dalam 10 20 30
aquades (ml)

4. Preparasi larutan kitosan, NaTPP dan ektrak seledri, pegagan dan kumis
kucing
Larutan kitosan sebagai stok awal disiapkan dalam konsentrasi 1% serbuk
kitosan sejumlah 1 g dilarutkan dalam 10 mL asam asetat 1%. Larutan
NaTPP. Natrium tripolifosfat (Na-TPP) ditimbang sebanyak 200 mg
kemudian dilarutkan dengan aquades hingga 100 mL, kemudian diaduk
dengan magnetic strirer hingga larut. ekstrak poliherbal ditimbang ekstrak

seledri 150 mg, pegagan 300 mg dan ekstrak kumis kucing 150 mg.

5. Prosedur pembuatan nanopolimerik

Pembuatan nanopartikel kombinasi ekstrak seledri, pegagan dan kumis
kucing dimulai dengan melarutkan 150 mg ekstrak seledri, 300 ekstrak
pegagan dan 150 mg ekstrak kumis kucing dari hasil maserasi ke dalam
(100) mL larutan kitosan dengan menggunakan pengaduk magnetic stirrer.
Kemudian ditambah (40) mL larutan natrium tripolifostat (NaTPP) 0,1%
pada suhu kamar dibawah putaran homogenizer dengan kecepatan 3000
rpm selama 30 menit hingga semua larutan NaTPP habis dan terbentuk
suspensi nanopartikel.

Penggunaan NaTPP bertujuan untuk menghindari terbentuknya agregat

dan sebagai penstabil nanoaprtikel yang terbentuk. Kemudian ditentukan
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ukuran,morfologi dan kristalinitas partikel menggunakan SEM

(Muchtaromah et al., 2018).

Evaluasi ukuran partikel, indeks polidispersitas, zeta potesial dan mobilitas
elektroforesis.

Penentuan ukuran, partikel, indeks polidispersitas, zeta potesial dan
mobilitas partikel dilakukan menggunakan alat DLS-PSA. sampel berupa
suspensi nanopartikel sejumlah 1 mL dimasukkan ke dalam kuvet dan
pengukuran dilakukan dengan spesifikasi yang telah ditentukan. Media
pendispersi air dengan reflaktif indeks 1,330 kcps. Analisis dibantu
menggunakan piranti lunak zetasizer 7.12 sehingga didapatkan hasil
berupa data-data diameter partikel (nm), PDI, zeta potensial (mV) dan

mobilitas elektroforesis (umem/Vs).

Evaluasi morfologi partikel

Evaluasi morfologi partikel menggunakan alat SEM. Karakteristik
dilakukan dengan alat scanning electron microscope (SEM). Sampel
disiapkan dengan menaruh sampel pada carbon tape yang ditempelkan
pada plat. Plat kemudian dimasukkan ke dalam alat SEM dan ditembakkan

dengan elektron untuk penggambaran perbesaran.

Penetapan persen efisiensi enkapsulasi (%EE)
Penentuan persen efisiensi enkapsulasi (% EE) digunakan senyawa standar

kombinasi ekstrak sebagai target. Analisa dan penetapan kadar
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10.

menggunakan instrument Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT).
Kadar ekstrak pada masing-masing konsentrasi run ditetapkan kadarnya
(kadar awal). Penentuan persen EE diawali dengan purifikasi nanopolimer
dengan cara sentrifugasi pada kecepatan 15.000 rpm selama 30 menit.
Sampel yang dianalisa adalah bagian supernatan hasil sentrifugasi (kadar
akhir). Sampel diinjeksikan dalam kolom HPLC untuk analisis penetapan
Kombinasi ekstrak. Persen EE dihitung menggunakan perhitungan pada

persamaan berikut.

kadar awal — kadar akhir
Persen EE (%) = radar awal x 100%

Profil interaksi bahan nanoenkapsulasi dengan fourir transform infrared
(FTIR)

Analisis FTIR dilakukan pada nanopolimerik formula optimum, basis
nanoenkapsulasi kitosan-NaTPP dan ekstrak poliherbal (seledri, pegagan
dan kumis kucing). Selanjutnya dilakukan pembacaan pada bilangan

gelombang antara 4000 cm’!.

Stabilitas partikel

Uji dilakukan dengan menyimpan sampel nanopolimerik pada suhu
ruangan 25°C-30°C selama 7 hari. monitoring partikel dengan evaluasi
diameter partikel, indeks polidispersitas, zeta potesial dan mobilitas

menggunakan instrument DSL-PSA. Uji stabilitas termodinamik
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menggunakan metode cooling cycle dengan cara menyimpan formula pada
suhu 4°C dan 45°C secara bergantian selama 24 jam (1 siklus) yang
dilakukan sebanyak 6 siklus. setiap 1 siklus selesai dilihat ada tidaknya

pemisahan fase untuk mengidentifikasi stabilitas fisik dari sediaan.

3. Uji In vitro Penghambatan ROS, MGO, AGEs, TNF, ICAM-1

1.

Pengukuran kadar ROS intraselluler
a. Pengukuran ROS menggunakan flow cytometri
Mengikuti instruksi dari kit dichlorofluorescein diacetate (DCFDA)

(Abcam, USA).

Sel HUVECs ditanam sebanyak 2x10° dalam 24 well-plate menggunakan
DMEM-komplit, diinkubasi selama semalam dalam inkubator 37°C. Hari
berikutnya, sel diamati dibawah mikroskop, dan apabila sudah menempel
media dibuang dan dicuci dengan 1 x PBS. Sampel uji ditambahkan dalam
well-plate dengan triplikasi. Kontrol positif dan kontrol negatif tidak diberi
perlakuan, kemudian plate diinkubasi selama semalaman atau 20 jam
dalam inkubator 37°C. Setelah semalaman atau 20 jam, media dibuang dan
dicuci dengan 1 x PBS. Sel dipanen dengan cara ditambahkan tripsin-
EDTA sebanyak 100 pL kemudian inkubasi selama 5 menit dalam

inkubator 37°C. Sel diamati dibawah mikroskop, setelah sel lepas
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ditambahkan buffer kedalam well dan dipindahkan ke microtube kemudian

sentrifus.

Supernatan dibuang lalu endapan sel ditambahkan DCFA 45 uM sebanyak
50 uL kedalam microtube. Microtube dilapisi alumunium foil (DCFA
bersifat fotosensitif), dan diinkubasi selama 30 menit dalam inkubator
37°C. Setelah 30 menit, pada microtube sampel uji, kontrol H>O> dan
vitamin C 500 pM ditambahkan H202 1200 uM sebanyak 450 pL kedalam
well.  Microtube diinkubasi dibaca mengguakan flowcytometri
menggunakan Panjang gelombang eksitasi 488nm dan emisi 535 nm. Hasil

intensitas flouresensi dinyatakan dalam:

_ ((% fluoresensi sel target—% fluoresensi blanko)x100)

ROS (% of control) =

(% fluoresensi H202—% fluoresensi blanko)

(Herisman, 2022)

b. Pengukuran Kadar ROS dengan ELISA Reader

Menyiapkan mikroplat U dan tempat sampel yang akan dimasukkan
ditandai. Pengenceran sebanyak 2 ml p-Nitro Blue Tetrazolium Chlorida
(NBT) dalam Hank'’s Balanced Salt Solution (HBSS) bebas fenol red 0,9%.
Pengenceran Reactive oxygen species (ROS) sebanyak 200 pg/ml ke dalam
larutan HBSS bebas fenol red 0,9%. Sampel 100 pl dimasukkan ke dalam
sumur mikroplat kemudian 100 pl simoxan 150 pg/ml juga dimasukkan

pada tiap sumuran yang terisi sampel dan diinkubasi selama 10 menit.
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Terakhir 100 ul NTB dimasukkan pada setiap sumuran yang berisi sampel.

Mikroplat ditutup dengan alumunium foil dan diinkubasi selama 30 menit

pada suhu kamar. Langkah terakhir dilakukan pembacaan hasil

menggunakan ELISA reader dengan Panjang gelombang 450 nm dan

diperoleh data nilai Optical Density (OD) dari superoksida (Bahari S,

2020).

Pengukuran kadar MGO dengan ELISA kit

a.

Pembuatan MGO conjugate-coated plate

Reagen IX conjugate diluent disiapkan segera sebelum digunakan
dengan melarutkan 100X conjugate diluent ke dalam 1 x PBS,
kemudian tambahkan 50 pL ke dalam 4,95 ml PBS 1X. Sebelum
digunakan, siapkan 500 ng / mL MG konjugat dengan mengencerkan
1,0 mg / mL Konjugat MG dalam conjugate diluent. Tambahkan 5 pLL
dari 1,0 mg / mL konjugat MG ke 995 puLL PBS 1X, vortex secara
menyeluruh, dan pindahkan 500 pL ke tabung lain yang berisi 4,5 mL
conjugate diluent 1X. Tambahkan 100 pL konjugat MG 500 ng / mL
ke setiap sumuran dan inkubasi semalaman pada suhu 4°C. Buang
larutan pelapis konjugat MG dan cuci dua kali dengan 1X PBS. Tepuk-
tepuk plate di atas tisu untuk menghilangkan kelebihan cairan.
Tambahkan 200 pL larutan uji ke setiap sumur dan blokir selama 1

jam pada suhu kamar. Pindahkan plate ke suhu 4°C.
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b. Cara Pengukuran MGO
Siapkan semua reagen, sampel, dan standar, yang akan digunakan lalu
tambahkan 50 pL standar atau sampel ke dalam sumur Methylglyoxal
Conjugate pelat berlapis dan inkubasi selama 10 menit. Tambahkan
50 pL antibodi anti-Methylglyoxal yang diencerkan dan inkubasi
selama 1 jam. Langkah selanjutnya cuci dengan 250 puL. wash buffer
Ix. Tambahkan 100 pL konjugat antibodi-HRP sekunder yang
diencerkan dan inkubasi selama 1 jam. Cuci seperti sebelumnya
dengan wash buffer sebanyak 1x. Tambahkan 100 pL larutan substrat
hangat dan inkubasi selama 2-20 menit. Hentikan reaksi enzim dengan
menambahkan 100 pL larutan stop ke setiap sumur. Baca absorbansi

segera pada pelat mikro pembaca menggunakan 450 nm

Pengukuran kadar TNF-o dengan metode imunohistokimia

Sel HUVEC yang sudah dikultur sebanyak 24 lembar difiksasi dengan
formalin 4% lalu sel dicuci dalam larutan PBS. Sel ditetesi dengan 3%
H>0> selama 10 menit untuk memblokir aktivitas peroksidase endogen.
Sel-sel kemudian bloking dengan bovin serum albumin (BSA) 5% selama
30 menit dan kemudian diinkubasi dengan TNFa (1:500) antibodi selama
120 menit pada 37°C. Sel-sel kemudian diinkubasi dengan antibodi
sekunder konjugasi biotin TNFa selama 120 menit pada suhu kamar, dan

pewarnaan divisualisasikan menggunakan 3,3-diaminobenzidin. Sel-sel
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ditanggapi dengan hematoxylin dan gambar diambil menggunakan
mikroskup dan perangkat lunak Image-Pro Plus 6.0. Sebagai kontrol,

antibodi primer diganti dengan PBS.

Pengukuran kadar ICAM-1 dengan ELISA kit

Prinsip pengukuran ICAM-1 endotel secara ELISA adalah dengan teknik
sandwich menggunakan enzim. Antibodi monoklonal spesifik untuk
ICAM-1 telah dilapiskan pada microplate. Larutan standar, sampel, kontrol
dan konjugat diaspirasi dan dibuang dari sumuran ICAM-1 yang ada diapit
(sandwich) dengan antibody immobile dan antibody monoclonal terkait
enzim yang spesifik untuk ICAM-1. Setelah langkah pencucian untuk
menyingkirkan ICAM-1 yang tidak terikat, larutan substrat ditambahkan
pada sumuran. Intensitas warna yang terbentuk secara proporsional
berbanding lurus dengan banyaknya ICAM-1 yang terikat. Pembentukan

warna dihentikan, kemudian intensitasnya diukur.

Pengukuran ICAM-1 menggunakan kit ELISA human sICAM-1/CD54
yang dikeluarkan dari freezer kemudian dihangatkan dalam suhu ruang dan
dibuka isinya. Larutan wash buffer 25x dalam volume 20 ml diencerkan
dengan distilled water dalam volume 480 ml, sehingga mencapai volume
akhir 500 ml. Destilled water dalam volume 1 ml dimasukkan kedalam vial
berisi serbuk ICAM-1 standar, sehingga didapatkan larutan stok ICAM-1

standar dalam konsentrasi 250 ng/ml; larutan stok ICAM-1 standar
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didiamkan minimal selama 15 menit. Dilusi serial larutan stok ICAM-1
standar. Pembungkusan mikroplate ELISA ICAM-1 dibuka dan microplate
96 sumuran ELISA telah dilapisi immobilized antibody terhadap ICAM-1
dikeluakan. ICAM-1 konjugat dalam volume 100 pl dimasukkan dalam
tiap sumuran. Larutan strander, balnko dan sampel dalam volume 100 pl
masing-masing dimasukkan kedalam tiap sumuran yang sesuai. Mikroplate
ELISA ditutup dengan strip adhesif dan diinkubasi dalam suhu ruang
dengan shaking 500 £50 rpm selama 1,5 jam. Mikroplate ELISa dicuci
dengan wash buffer sebanyak 4x dan diakhiri dengan decanting. Larutan
substrat solution dalam volume 200 pl dimasukkan ke dalam tiap sumuran.
Mikroplate ELISA ditutup dengan strip adhesif dan diinkubasi dalam
kondisi tidak terkena cahaya (ditutup alumunium foil) selama 30 menit;
pada akhir masa inkubasi sumuran berwarna biru. Stop solution dalam
volume 50 pl dimasukkan ke dalam tiap sumuran; terjadi perubahan warna
sumuran dari biru menjadi kuning. Mikroplate diletakkan dimesin pembaca
ELISA dan OD dibaca pada Panjang gelombang 450 nm dengan Panjang
gelombang koreksi 570 nm. Hasil OD dikonversi menjadi konsentrasi

ICAM-1 dengan 4-parameter logistic curve.
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4. Analisa Data

a)

b)

Analisis Optimasi Nanopolimer

Optimasi formula, cara analisis dengan menentukan modl persamaan yang
terintegrasi pada piranti lunak design-expert. Jika p-value <0,05 maka dapat
ditafsirkan terdapat perbedaan yang signifikan. Respon-respon hasil analisis
statistik yang memiliki signifikansi positif selanjutnya digabungkan menjadi
overlay plots sehingga diperoleh formula optimum. Karakteristik formula
optimal, membandingkan nilai desirability tertinggi yang diperoleh.

Analisi Uji Penghambatan ROS, MGO, AGEs, TNF-a dan ICAM-1
Metode pengujian hipotesis menggunakan analisis Shapiro-Wilk untuk
mengetahui kenormalan data. Jika data normal, analisis dilanjutkan dengan
one way anova dan uji least significant different (LSD). bila hasil one way
anova menunjukan hasil yang signifikan yaitu adanya peningkatan
dilanjutkan dengan uji post hoc test untuk mengetahu signifikansi anatar
kelompok perlakuan dengan nilai signifikansi 0,05. Data yang terdistribusi
tidak normal, maka analisis dilakukan dengan Krukal-Wallis Test
dilanjutkan dengan Mann Whitney dengan taraf kepercayaan 95%.

Data hasil penelitian yang didapat diolah dengan uji analisa variasi
(ANOVA). Uji analisis data yang dilakukan adalah uji homogenitas dan uji
distribusi normal. Uji normalitas dilakukan dengan menggunakan uji
kolmogorov-smirnov untuk mengetahui data terdistribusi normal atau tidak.

Sedangkan untuk wuji homogenitas menggunakan uji /leveme untuk
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mengetahui data homogen atau tidak. Apabila data yang diperoleh
terdistribusi normal (sig>0,05) dan homogen (sig>0,05), maka analisis dapat
dilanjutkan dengan uji statistik parametrik dengan uji Anova satu arah
dengan taraf kepercayaan 95% dilanjutkan dengan uji Post Hoc (LSD) untuk
mengetahui perbedaan yang signifikan antar pasang kelompok perlakukan.
Jika uji Kolmogorov-Smirnov dan uji Levene didapatkan data tidak
terdistribusi normal dan tidak homogen maka dilanjutkan dengan uji non
paraetrik yaitu Kruskal-Wallis dengan taraf kepercayaan 95%. Apabila hasil
signifikan < 0,05, maka dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney dengan taraf
kepercayaan 95% untuk membandingkan antar dua kelompok dalam satu
variabel. Apabila hasil signifikan < 0,05 berarti ada perbedaan yang

bermakna.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Proses Ekstraksi

Simplisia daun seledri, kumis kucing dan pegagan dilakukan pengecilan ukuran
selanjutnya dilakukan ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol
70% pada ektrak seledri dan kumis kucing sedangkan ekstrak pegagan menggunakan
etanol 96% (Rahmi et al., 2017; Yunita & Sari, 2022). Penggunaan etanol 70%
bertujuan agar dapat menarik senyawa yang terkandung dalam simplisia daun seledri
dan kumis kucing baik senyawa polar maupun senyawa non polar (Rahmi et al., 2017).
Pemilihan pelarut etanol 96% tersebut didasarkan pada kemudahannya saat diuapkan
serta sifatnya yang mampu melarutkan hampir semua zat, baik yang bersifat polar, semi
polar dan nonpolar (Sulastri & Oktaviani, 2015). Ekstraksi dengan cara maserasi adalah
salah satu metode ekstraksi secara dingin yang dilakukan dengan pengadukan pada
suhu ruangan. Kelebihan dari cara ini adalah mudah dan tidak dibutuhkan pemanasan
yang bisa menyebabkan senyawa pada simplisia menjadi terurai atau rusak.

Maserasi dilakukan pergantian pelarut sebanyak tiga kali yang tujuannya untuk
mencegah kejenuhan dari pelarut sehingga senyawa pada simplisia daun pegagan dapat
tertarik (Putri et al., 2024). Selanjutnya cairan yang diperoleh dari hasil maserasi
(ekstrak cair) dimasukkan dalam vacuum rotary evaporator untuk dihasilkan ekstrak
kental. Prinsip alat vacuum rotary evaporator adalah menguapkan pelarut ekstraksi dan

akan menyisakan senyawa hasil ekstraksi yang dinamakan ekstrak dengan bekerja di
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bawah tekanan atmosfer (vakum) sehingga pelarut akan menguap pada suhu di bawah

titik didihnya. Hasil ekstraksi dapat dilihat pada tabel berikut ini.

Tabel 4. 1 Hasil Uji Rendemen Ekstrak Seledri, Kumis Kucing dan Pegagan

Sampel Bobot simplisia Bobot ekstrak  Rendeman Standar
(gram) (gram) (%) FHI edisi 2
Seledri 615 153 24,87 24,6
(Apium graveolens)
Kumis kucing 697 84,02 12,05 8,7
(Orthosiphon stamineus)
Pegagan (Centella asiatica) 944 74,21 7,86 7.3

B. Hasil Uji Organoleptis Ekstrak Seledri, Kumis kucing dan Pegagan
Penilaian organoleptik adalah salah satu parameter spesifik yang dievaluasi
menggunakan panca indera. Tujuan dari penilaian ini adalah untuk memberikan
pengenalan awal yang sederhana dan subjektif terhadap ekstrak yang akan
distandarisasi. Pemeriksaan organoleptik ekstrak yang meliputi bau, warna, rasa dan
bentuk. Hasil uji organoleptik dari ekstrak kental dicantumkan dalam tabel berikut.
Pada ekstrak didapatkan hasil yaitu ekstrak kental daun seledri, kumis kucing dan

pegagan dalam dilihat pada tabel 4.9.
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Tabel 4. 2 Hasil Uji Organoleptis Ekstrak Seledri, Kumis Kucing dan Pegagan

Sampel
Seledri Pegagan Kumis kucing
No Parameter (Apium graveolens) (Centella asiatica)  (Orthosiphon
stamineus)
1. Bentuk Kental Kental Kental
2. Warna Hijau gelap Hijau kehitaman Hijau gelap
3 Rasa Agak pedas Pahit ringan Sedikit pahit
sedikit getir agak getir
4. Aroma Khas seledri Khas rumput Khas herbal
aromatik basah

C.
D. Hasil Uji Kadar Air Ekstrak Seledri, Kumis kucing dan Pegagan
Kadar air merupakan salah satu parameter standardisasi non spesifik yang
dilakukan untuk memberikan batasan minimal atau range terkait banyaknya kandungan
air dalam bahan. Range maksimal yang diperbolehkan berhubungan dengan kemurnian
dan kontaminasi dalam bahan (Kemenkes RI, 2017). Metode yang digunakan untuk uji
kadar air menggunakan metode gravimetri dengan proses pemanasan di dalam oven.
Hasil penetapan kadar air ekstrak seledri, kumis kucing dan pegagan data dilihat pada
Tabel 4.10. Hasil rata-rata kadar air ketiga ekstrak <10 % sesuai dengan persyaratan
yang ditetapkan dalam FHI edisi II, kadar air ekstrak kental daun seledri, kumis kucing
dan pegagan adalah kurang dari 10% (Kemenkes RI, 2017). Kadar air lebih dari 10%
dapat menyebabkan degradasi kandungan senyawa akibat adanya reaksi enzimatis
sehingga stabilitas ekstrak dapat berkurang dan mempercepat kerusakan ekstrak karena

mudah ditumbuhi mikroba (Dewi, 2021).
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Tabel 4. 3 Hasil Pengukuran Kadar Air Ekstrak Daun Seledri, Kumis Kucing dan

Pegagan
No. Ekstrak Kadar air Standar nilai rujukan
(b/b) (FHI edisi II)
1. Seledri (Apium graveolens) 6,72% 10%
2.  Pegagan (Centella asiatica) 6,93 % 10%
3. Kumis kucing (Orthosiphon stamineus) 4,92% <10 % v/b

E. Hasil Uji Kadar Abu Ekstrak Seledri, Kumis kucing dan Pegagan
Pengujian kadar abu bertujuan untuk memberikan gambaran kandungan
mineral internal dan eksternal yang berasal dari proses awal sampai terbentuknya
ekstrak, dimana dipanaskan dalam temperatur yang menyebabkan senyawa organik
beserta turunannya terdestruksi dan menguap sehingga meninggalkan unsur mineral
dan anorganik saja. Hasil kadar abu menunjukan bahwa ekstrak Seledri (Apium
graveolens), Pegagan (Centella asiatica), dan Kumis Kucing (Orthosiphon stamineus)

sesuai dengan persyaratan yang ditetapkan oleh FHI edisi II.

Tabel 4. 4 Hasil Pengukuran Kadar Abu Ekstrak Daun Seledri, Kumis Kucing dan

Pegagan
No. Ekstrak Kadar abu Standar nilai rujukan
(b/b) (FHI edisi II)
1. Seledri (dpium graveolens) 4,38% 16,1%.
2. Pegagan (Centella asiatica) 1,94 % 16,6%
3. Kumis kucing (Orthosiphon stamineus) 2,83% <10,2 % b/b
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F. Skrining Fitokimia Ekstrak Seledri, Kumis Kucing dan Pegagan

Pada pengujian Skrining fitokimia ekstrak seledri (Apium graveolens), pegagan
(Centella asiatica), dan kumis kucing (Orthosiphon stamineus) didapatkan hasil positif
mengandung senyawa flavonoid dilihat dari pengujian dengan reagen AICI3 1%
menghasilkan warna kuning intens pada ketiga ekstrak (Supomo et al., 2021).
Flavonoid merupakan salah satu senyawa yang memiliki peran dalam pembentukan
warna tanaman. Selain itu, flavonoid merupakan salah satu senyawa metabolit
sekunder pada tanaman yang memiliki berbagai aktivitas farmakologi diantaranya
sebagai antioksidan, antibakteri, antiinflamasi, antivirus, antimikroba, anti-aging dan
anti jamur (Ullah ef al., 2020). Uji alkaloid dengan reagen Meyer menghasilkan
endapan kuning pada ketiga ekstrak, yang menunjukkan adanya senyawa alkaloid
(Supomo et al., 2021). Alkaloid sering dikaitkan dengan sifat antiinflamasi dan
penghilang rasa sakit, serta memiliki potensi pengobatan untuk beberapa penyakit
(Muhaimin et al., 2021).

Pengujian saponin pada ketiga ekstrak didapatkan hasil positif dibuktikan
dengan terbentuk busa yang stabil. Seperti hal nya pengujian alkaloid, flavonoid dan
saponin pada pengujian tanin juga di dapatkan hasil positif dibuktikan terbentuknya
warna biru kehijauan menggunakan reagen Folin-Ciocalteau (A’yun & Laily, 2015).
Tanin memiliki sifat antioksidan, antibakteri, dan antimikroba, yang berguna dalam
berbagai pengobatan tradisional (Sunani & Hendriani, 2023). Hasil uji steroid sedikit

berbeda dengan uji lainya dimana kandungan steroid hanya ditemukan pada ekstrak
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pegagan dan kumis kucing yang ditandai dengan terbentuknya cincin coklat sedangkan

pada ekstrak seledri tidak ditemukan (Faramayuda et al., 2021).

Tabel 4. 5 Hasil Uji Kualitatif Ekstrak Seledri, Kumis Kucing dan Pegagan

Ekstrak Tipe uji Reagen/metode Perubahan yang terjadi Hasil
Flavonoid AlCI3 1% Campuran berwarna kuning +
intensif
Alkaloid Meyer Terbentuknya endapan +
Seledri kuning
(Apium Tanin Folin Ciocalteau Campuran berwarna biru +
Graveolens) kehijauan
Saponins Froth Terdapatnya busa yang stabil +
Steroids Libermann Terbentuk cincin coklat -
Burchard’s
Flavonoid AlCI3 1% Campuran berwarna kuning +
intensif
Alkaloid Meyer Terbentuknya endapan +
Pegagan kuning
(Centella Tanin Folin Ciocalteau Campuran berwarna biru +
asiatica) kehijauan
Saponin Froth Terdapatnya busa yang stabil +
steroid Libermann Terbentuk cincin coklat +
Burchard’s
Flavonoid AlCI3 1% Campuran berwarna kuning +
intensif
Kumis Alkaloid Meyer Terbentuknya endapan +
kucing . . kuning .
] Tanin Folin Ciocalteau Campuran berwarna biru +
(Orthosipon .
stamineus) . kehijauan .
Saponin Froth Terdapatnya busa yang stabil +
Steroid Libermann Terbentuk cincin coklat +
Burchard’s

Penentuan total flavonoid ekstrak seledri, kumis kucing dan pegagan dilakukan
secara kolorimetri dengan metode aluminium klorida (AICI3) serta menggunakan
quersetin sebagai standar. Quersetin adalah senyawa flavonoid yang termasuk dalam

senyawa flavonol yang di dalam strukturnya setelah flavon dan flavonol terdapat gugus
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keto pada C4 dan gugus hidroksil pada atom C3 atau C5 (Azizah et al., 2014). Prinsip
penentuan flavonoid total dalam penelitian ini yaitu terbentuknya kompleks berwarna
kuning yang disebabkan oleh reaksi antara AICI3 dengan gugus keto maupun gugus
hidroksi dari flavon serta flavonol. Metode ini didasarkan pada terbentuknya kompleks
antara AlCI3 dengan gugus hidroksil pada C3 dan CS5 dari senyawa flavon dan flavonol
dan AICI3 dengan gugus keton pada C4 (Suryani et al., 2016). Larutan standar
quersetin dibuat pada konsentrasi (50 ppm) dari larutan induk quersetin 400 ppm.
Digunakan alat spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 400-600 nm
untuk mengukur absorbansi larutan standar quersetin, larutan sampel serta larutan

blanko.

Tabel 4. 6 Hasil Uji Flavonoid Total Ekstrak Seledri, Kumis Kucing dan Pegagan

Sampel Bobot Konsentrasi Absorbansi Hasil
(mg) (mg QE/gram
ekstrak)
Apium graveolens ~ 50.08 16.190 0.135 1.850+0.046
Centella asiatica 50.03 4,901 0,044 0,957+0,046
Orthosipon 50.08 9.395 0.080 3.216+0.046
stamineus

Hasil pengujian diperoleh kadar total flavonoid yang dihitung sebagai kuersetin
tertinggi dalam ekstrak kumis kucing sebesar 3.216 mg QE/gram esktrak. Hasil ini
menunjukkan bahwa tiap gram ekstrak mengandung kuersetin sebesar 3,216 mg. Hasil
ini sejalan dengan peneltian yang dilakukan oleh Hardianti et al (2024) yang

menyatakan bahwa total flavonoid pada ekstrak kumis kucing lebih tinggi
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dibandingkan dengan ekstrak seledri. Selain itu penelitan serupa oleh Halim et al
(2017) yang menyatakan bahwa kadar flavonoid total ekstrak kumis kucing sebesar
3,36 mg QE/ gram ekstrak. Menurut Hidayah & Anggarani (2022) semakin
meningkatnya kadar senyawa flavonoid maka semakin besar pula aktivitas
antioksidannya. Flavonoid yang ditemukan pada tanaman umumnya berbentuk
glikosida akibat berikatan dengan gula sehingga mudah larut pada pelarut polar
(Aminah et al., 2017). Senyawa flavonoid yang terdapat dalam tanaman dapat
berfungsi sebagai antioksidan yang dapat melindungi tubuh dari stress oksidatif
(Simanjuntak, 2012). Aktivitas ini berperan dalam pencegahan penyakit
kardiovaskular dengan mekanisme meningkatkan fungsi endotel sehingga dapat
mengurangi pembentukan plak aterosklerotik pada pembuluh darah (Ciumarnean et al.,

2020).

G. Karakteristik Formula Optimum

1. Ukuran partikel
Diameter ukuran partikel hasil pengukuran pada formula optimum sebesar 186
+ 46.81 nm. Hasil pengukuran tersebut menunjukkan diameter tersebut menunjukkan
bahwa partikel masih berada dalam rentang satuan nanopartikel (1 nm — 1000 nm).
Ukuran partikel yang terbentuk sangat dipengaruhi oleh material tween 80, kitosan dan
NaTPP yang digunakan. Hasil pengukuran diameter ukuran partikel secara keseluruhan

memenuhi standar analisis menggunakan DLS-PSA.
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Secara teori bioavailabilitas zat aktif dapat ditingkatkan dengan ukuran partikel
dalam rentang nanopartikel. Diameter ukuran yag semakin kecil akan mempengaruhi
proses absorbsi dan menentukan kecepatan serta tingkat pelepasan senyawa aktif yang

terserap dalam sistem polimerik nanopartikel (Bilia ef al, 2014).

2. Indeks polidispersitas (PDI)

Pengukuran indeks polidispersitas (polydispersity index; PDI) berjalan
Bersama dengan ukuran partikel. Nilai indeks polidispersitas pada formula optimum
sebesar 0,87+0,04. Secara teori nilai ini menunjukkan bahwa nilai PDI > 0,3
menunjukkan bahwa distribusi ukuran partikel pada sediaan yang dibuat kurang
seragam. Nilai indeks polidispersitas menggambarkan distribusi ukuran partikel yang
mewakii kesamaan antar partikel. Ketidakseragaman suatu distribusi ukuran partikel
ditunjukkan dengan nilai indeks polidispersitas yang besar (= 0,5). Suatu partikel
dikategorikan homogen jika memiliki nilai indeks polidispersitas mendekati nol, maka
dapat diasumsikan distribusi ukuran partikel relatif seragam (Pratiwi et al, 2019).
Keseragaman distribusi partikel atau homogenitas suatu partikel mempengaruhi
stabilitas sistem nanopolimerik yang dikembangkan dan terbukti mampu

meningkatkan biovailabilitas (Nasr et al, 2016).

3. Zeta potensial

Zeta potensial adalah beda potensial antar permukaan partikel. Nilai zeta
potensial berhubungan dengan gaya tolak menolak antar partikel yang berdekatan

akibat jenis muatan yang sama dalam dispersi. Partikel atau molekul kecil dengan zeta
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potensial yang tinggi maka dapat terjadi gaya tolak-menolak antar partikel dan tidak
terjadi agregasi sehingga meningkatkan stabilitasnya dalam disperse. Ketika zeta
potensial rendah, maka gaya Tarik-menarik lebih besar daripada gaya tolaknya yang
menyebabkan disperse dapat pecah dan terjadi flokulasi partikel. Zeta potensial yang
tinggi diharapkan dalam formulasi (positif atau negatif) karena mengindikasikan
kestabilan sistem (Parmar ef al, 2011).

Karakteristik zeta potensial dilakukan untuk mengetahui kestabilan dari
formula nanopolimerik esktrak SKP. Semakin besar (baik + maupun -) nilai zeta
potensial menandakan gaya tolak antar partikel lebih besar dibandingkan gaya tarik-
menariknya sehingga dapat mencegah terjadinya agregasi. Nilai prediksi dari piranti
lunak menunjukkan nilai sebesar -30,08 mV dengan nilai confident interval (CI)
sebesar -31.85 - -28.31 mV dan nilai prediction interval (PI) sebesar -38.37 --21.79

mV.

4. Morfologi Partikel

Transmission Electron Microscopy (TEM) digunakan sebagai alat untuk
mengamati dan menganalisis ukuran nanopartikel. TEM adalah jenis mikroskop
elektron yang memanfaatkan berkas elektron untuk menghasilkan gambar dengan
resolusi sangat tinggi, yang memungkinkan pengamatan struktur internal objek pada
skala nanometer. TEM sering digunakan dalam karakterisasi nanopartikel karena
mampu menangkap detail morfologi, ukuran, dan distribusi partikel dengan akurat

(Zhang & Wang, 2023). Hasil uji morfologi sediaan nanopartikel polimerik terlihat
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bahwa partikel memiliki morfologi yang cenderung amorf, ditandai dengan bentuk
yang tidak teratur dan tidak menunjukkan kristalinitas yang jelas. Ukuran partikel yang
teramati berkisar pada skala nanometer, dengan bar skala menunjukkan ukuran 100
nm. Struktur partikel terlihat menyebar secara merata, menunjukkan bahwa proses
pembuatan nanopartikel berhasil menghasilkan partikel dengan ukuran yang relatif
seragam. Secara keseluruhan, hasil TEM menunjukkan bahwa sediaan nanopolimerik
ini memiliki karakteristik morfologi yang baik, dengan partikel yang homogen, kecil,
dan tersebar merata, menunjukkan potensi aplikasi yang optimal di bidang
nanoteknologi, terutama dalam pengantaran obat atau aplikasi farmasi lainnya (Wilson

& Prud’homme, 2021)

L BRI

Gambar 4. 1 Hasil Pengamatan TEM
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5. Analisis FTIR

Spektroskopi Fourier Transform Infrared (FTIR) merupakan teknik analisis
untuk mengidentifikasi gugus fungsi dan interaksi molekul dalam suatu sampel
sehingga diperoleh data mengenai komposisi kimia dan struktur biomolekul dari
sampel tersebut (Eid, 2022). Hasil analisis FTIR menunjukkan puncak pita utama pada
rentang 1650-1630 cm™ merupakan puncak yang nampak gugus C=C aromatik pada
ektrak seledri, kumis kucing, pegagan, E SKP dan N. SKP. Hasil ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan Nomi et a/ (2024) dan Krysa ef al (2022) yang menyatakan
bahwa puncak pada bilangan gelombang sekitar 1600—-1450 cm™ dan 1700-1660 cm™
puncak ini mencerminkan adanya ikatan rangkap C=C dalam cincin siklik triterpenoid
atau gugus karbonil (C=0) yang mungkin berada dalam bentuk konjugasi dengan
struktur aromatik atau alifatik.

Pada puncak serapan lain pada rentang 1400-1500 cm™ hal ini menunjukkan
serapan dari bengkokan O-H yang masuk dalam golongan senyawa fenol. Hasil ini
sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Wulandari e al (2020) yang menyatakan
bahwa pada puncak 1600-1400 cm™', mengindikasikan vibrasi peregangan C=C pada
cincin aromatik menunjukkan adanya senyawa fenolik dan flavonoid dari ekstrak
seledri dan kumis kucing. Puncak 1272,5 cm™ diidentifikasi sebagai uluran C-O
dimana biasanya muncul pada daerah bilangan gelombang 1000-1300 cm™ (Nilasari et
al., 2022). Selain itu puncak 1100-1040 cm™' menunjukkan C-O stretching, C—C

stretching yang khas pada flavonoid dan triterpenoid, senyawa bioaktif dengan
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aktivitas antioksidan dan anti-inflamasi yang ditemukan dalam ekstrak kumis kucing
dan pegagan (Andriansyah et al., 2022; Rani et al., 2011).

Hasil lain dalam uji FTIR dilihat pada puncak serapan pada bilangan gelombang
1405 cm™ dan 1274 cm pada spektra nanopartikel poliherbal tidak terlihat ini
berfungsi sebagai bukti bahwa ada perubahan ukuran partikel (Fitriyah &
Cahyaningrum, 2023). Ukuran partikel secara signifikan mempengaruhi intensitas dan
area pita inframerah dalam spektra sampel (Kova & Udvardi., 2006). Perbedaan
intensitas puncak pada spektrum Nano SKP dibandingkan ekstrak tunggal
menunjukkan interaksi antara senyawa aktif dengan matriks polimer, yang dapat

meningkatkan stabilitas dan memperlambat pelepasan senyawa aktif (Jangde et al.,

2021).
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6. Stabilitas Partikel Nanopolimer Formula Optimum

Stabilitas adalah sifat produk untuk bertahan dalam batas yang telah ditetapkan
sepanjang periode penyimpanan dan penggunaan, sifat dan karakteristiknya sama
dengan yang dimilikinya pada saat pertama kali dibuat. Pengujin stabilitas nanopartikel
dikerjakan menggunkan dynamic light scattering (DLS) dengan instrument Malvern.
Formula optimum disimpan pada suhu ruang dan dilakukan pengukuran pada hari ke-
1, 15, 30 dan 60. Stabilitas fisik diamati dari perubahan ukuran partikel, indeks

polidispersitas dan nilai zeta potensial dari sampel.

Tabel 4. 7 Stabilitas Partikel Nanopolimerik Pada Suhu Ruang

Parameter Hari ke-1 Hari ke-15 Hari ke-30 Hari ke-60
Perubahan Bening Bening Bening Bening
warna kehijauan kehijauan kehijauan kehijauan
Endapan ada ada ada ada
Dlameter 186 + 46.81 187,33+1,15 188,67+1,53 193, 67+4,04
partikel
PDI 0,62+0,04 0,63+0,03 0,64+0,03 0,69+0,01
Zeta potensial ~ -29,69+1,54 -29,37+0,40 -28,94+0,127 -28,12+0,37

Ukuran partikel mengalami peningkatan pada hari ke-15, 30 dan 60. Partikel-
partikel kecil sangat dimungkinkan bergabung membentuk aglomerat seiring dengan
bertambahnya waktu penyimpanan. Oleh karena itu, saat pengukuran hari ke 15, 30
dan 30 diameter partikel yang terukur semakin besar. Secara teori semakin

bertambahnya waktu dapat membentuk endapan di bagian bahwa sistem.
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Indeks polidispersitas yang teramati pada hari ke 15, 30 dan 30 masih
menunjukkan memenuhi rentang 95% PI dari nilai yang dipersyaratkan oleh design
expert. Zeta potensial menunjukkan besarnya gaya tolak menolak antar partikel yang
bermuatan didalam sistem partikel. Semakin besar gaya tolak menolak antar partikel
menyebabkan sistem lebih stabil karena cenderung tidak terjadi aglomerasi partikel.
Hasil peneltian menunjukkan bahwa baik dari nilai ukurn partikel, indeks
polidispersitas, dan zeta potensial nanopolimerik esktrak SKP masih cukup stabil pada
hari ke 14 dan 60 dengan kondisi penyimpanan pada suhu ruang.

Hasil penelitin ini sejalan dengn penelitian Fan et a/ (2012)mengenai pengaruh
suhu terhadap ukuran nanokitosan yang memberikan hasil bahwa pada penyimpanan
suhu yng rendah 10°C-25°C ukuran partikel masih relatif kecil. Lopez-Leon et al (2005)
mengevaluasi satbilitas larutan nanopartikel kitosan pada rentang suhu -10°C, 5°C dan
25°C. Larutan nanopartikel kitosan pada penyimpanan suhu -10°C diabaikan karena
terjadi distabilitas. Diameter ukuran partikel secara signifikan mengalami peningkatan

pada penyimpanan suhu 5°C dan 25°C yang diamati hari ke 7 dan 15.

7. Uji aktivitas Nanopolimerik poliherbal Terhadap Parameter AGEs, GST,
Nrf2, NFxB dan TNFa

1. Aktivitas Nanopolimerik Poliherbal Terhadap AGEs
Aktivitas penghambatan pembentukan AGEs dilakukan menggunakan teknik
ELISA untuk mengukur kadar AGEs pada sampel. Analisis data dilakukan melalui

serangkaian uji statistik, yang meliputi uji normalitas, uji homogenitas, ANOVA satu
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arah, dan uji lanjutan (LSD) untuk mengidentifikasi perbedaan signifikan antar
kelompok kontrol dan perlakuan. Hasil uji normalitas dan homogenitas menunjukkan
bahwa data parameter AGEs terdistribusi normal dan homogen, sehingga analisis
selanjutnya dapat dilakukan dengan uji ANOVA satu arah pada taraf kepercayaan 95%.
Berdasarkan hasil uji ANOVA, ditemukan pengaruh yang signifikan dari pemberian
sediaan nanopolimerik kombinasi herbal seledri, kumis kucing, dan pegagan (NSKP)
terhadap pembentukan AGEs, dengan nilai p < 0,002 (p < 0,005). Hasil uji LSD
menunjukkan bahwa pemberian NSKP 1% dan NSKP 3% secara signifikan
menurunkan kadar AGEs dibandingkan dengan kelompok kontrol. Selain itu,
perbandingan antara kelompok NSKP 1% dan NSKP 3% juga menunjukkan adanya
penurunan kadar AGEs yang signifikan pada kelompok NSKP 1%. Hasil ini
mengindikasikan bahwa sediaan nanopolimerik kombinasi herbal SKP memiliki
potensi yang lebih besar dalam menghambat pembentukan AGEs pada konsentrasi
tertentu, dibandingkan dengan kelompok kontrol. Hasil uji dapat dilihat pada diagram
box plot dibawah ini.

Hasil penelitian ini sejalan dengan temuan Zhou et a/ (2019) yang menunjukkan
bahwa senyawa apigenin memiliki kemampuan untuk mengurangi stres oksidatif dan
inflamasi akibat pembentukan AGEs dalam sel HUVECs. Selain itu, penelitian oleh
Liu et al (2021) mengungkapkan potensi senyawa sinensetin dalam menghambat
aktivitas o-glukosidase dan proses glikasi non-enzimatik, yang secara langsung
berkontribusi pada pengendalian kadar gula darah dan pencegahan pembentukan AGEs

pada penderita diabetes tipe 2. Lebih lanjut, penelitian Legiawati et al (2023)
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mendukung peran Centella asiatica (CA) sebagai inhibitor AGEs melalui senyawa
aktifnya, seperti asiaticoside, madasiatic acid, dan madecassic acid. Berdasarkan
simulasi dinamika molekuler senyawa-senyawa tersebut terbukti efektif dalam
menghambat pembentukan AGEs sehingga tidak terjadi interaksi AGEs dengan
reseptor RAGE. Tidak terbentuknya ikatan AGEs-RAGE dapat mencegah aktivasi
jalur pro-inflamasi dan stres oksidatif. Sinergi dari senyawa aktif ini menjadikan CA

sebagai kandidat potensial dalam mencegah komplikasi yang terkait dengan AGEs.
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Gambar 4. 3 Diagram Box Plot Parameter AGEs

2. Aktivitas nanopolimerik Poliherbal Terhadap GST
Hasil analisis menggunakan statistik pada parameter GST menunjukkan data
terdistribusi normal dan homogen, hasil analisis ANOVA menunjukkan nilai

signifikansi (p < 0,023). Hal ini menunjukkan bahwa pemberian nanopolimerik NSKP
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1% dan 3% secara signifikan dapat meningkatkan kadar GST di dalam tubuh yang
dapat mencegah terjadinya stress oksidatif yang dapat menyebabkan kerukasakan sel
endotel dan jaringan kardiovaskular. Hasil perbandingan aktivitas antar kelompok
diperoleh data bahwa NSKP 1% memiliki kemampuan dalam meningkatkan kadar

GST lebih tinggi dibandingkan dengan NSKP 3%.
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Gambar 4. 4 Diagram Box Plot Parameter GST

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Ali ef a/
(2017) yang menunjukkan bahwa apigenin dapat meningkatkan aktivitas enzim
Glutathione S-transferase (GST). Apigenin berperan dalam mendukung detoksifikasi
senyawa berbahaya dan mengelola stres oksidatif yang berkontribusi pada peningkatan
ekspresi GST dalam sel tubuh. Penelitian ini juga sejalan dengan temuan yang

dilakukan oleh Ijaz et al (2024) yang membuktikan bahwa sinensetin senyawa aktif
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dalam tanaman kumis kucing dapat meningkatkan aktivitas GST. Peningkatan ekspresi
GST ini membantu mengurangi kadar reactive oxygen species (ROS) dan memperkuat
kemampuan tubuh untuk melawan kerusakan akibat stres oksidatif. Selain itu, hasil
penelitian ini juga mendukung temuan dari Samananda et al (2024) yang menunjukkan
bahwa Centella asiatica melalui senyawa aktif seperti asiaticoside, madecassic acid,
dan madasiatic acid dapat meningkatkan aktivitas GST. Senyawa-senyawa tersebut
bekerja dengan memperkuat fungsi GST dan enzim antioksidan lainnya sehingga
mengurangi kerusakan oksidatif dan peradangan serta memberikan perlindungan
terhadap stres oksidatif.

GST memainkan peran yang krusial dalam patofisiologi penyakit
kardiovaskular melalui mekanisme pengelolaan stres oksidatif yang merupakan faktor
utama penyebab kerusakan jantung (Pahwa ef al., 2017). Sebagai enzim utama dalam
sistem glutathione GST berfungsi untuk mendetoksifikasi senyawa berbahaya dan
mengurangi akumulasi ROS yang berlebihan sehingga dapat menyebabkan kerusakan
pada sel-sel jantung dan memicu respons inflamasi serta apoptosis (M. Tan et al.,
2023). Penurunan aktivitas GST sering kali dikaitkan dengan peningkatan peroksidasi
lipid dan stres oksidatif yang berkontribusi pada perkembangan penyakit
kardiovaskular seperti infark miokard dan gagal jantung (Negm et al., 2025). Oleh
karena itu, peningkatan ekspresi dan aktivitas GST dapat memberikan perlindungan
tambahan terhadap kerusakan jantung dengan mengurangi tingkat stres oksidatif,
mencegah perburukan kondisi kardiovaskular, dan mendukung pemulihan sel-sel

jantung yang terpapar kerusakan oksidatif.
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3. Aktivitas Nanopolimerik polyherbal Terhadap Nrf2

Faktor nuclear eritroid 2 terkait dengan faktor 2 (Nrf2) adalah protein pengatur
transkripsi yang memainkan peran penting dalam melindungi sel dari stress oksidatif
(Jiang et al., 2010). Faktor ini bekerja dengan mengaktifkan ekspresi gen antioksidan
dan enzim detoksifikasi yang membantu menetralkan radikal bebas dan melindungi sel
dari kerusakan (Almeer et al., 2018). Pada pasien DM kondisi hiperglikemia
menyebabkan peningkatan produksi ROS yang memicu stres oksidatif dan inflamasi.
Akumulasi ROS yang berlebihan berdampak pada kerusakan sel endotel, disfungsi
vaskular, dan perkembangan komplikasi kardiovaskular seperti aterosklerosis, stroke,
dan gagal jantung. Dalam hal ini, NRF2 berperan melindungi sel dengan mengaktivasi
gen-gen yang terlibat dalam sistem pertahanan antioksidan, seperti glutathione S-
transferase dan NAD(P) H:quinone oxidoreductase 1, yang bekerja menetralkan ROS.
Selain itu, NRF2 juga menghambat aktivasi jalur AGEs-RAGE dan NF-xB, yang
merupakan jalur utama dalam proses inflamasi dan kerusakan vaskular pada diabetes.
Aktivasi NRF2 telah terbukti menurunkan kadar sitokin proinflamasi, memperbaiki
fungsi endotel, dan meningkatkan sensitivitas insulin, sehingga secara keseluruhan
mampu mengurangi risiko dan progresivitas komplikasi kardiovaskular pada pasien
DM. Namun, pada kondisi diabetes, ekspresi NRF2 sering menurun, yang melemahkan
sistem pertahanan tubuh terhadap stres oksidatif. Oleh karena itu, pendekatan

terapeutik yang menargetkan aktivasi NRF2, baik melalui agen alami maupun
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farmakologis, menjadi strategi yang menjanjikan untuk mencegah kerusakan vaskular
dan komplikasi kardiovaskular pada penderita diabetes.

Hasil ANOVA untuk ekspresi Nrf2 menunjukkan perbedaan signifikan antar
kelompok dengan nilai signifikansi p = 0.040. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
nanopolimerik NSKP 1% dan 3% secara signifikan dapat meningkatkan kadar Nrf2.
Peningkatan ekspresi Nrf2 berperan penting dalam mengurangi kerusakan akibat stres
oksidatif yang dapat menyebabkan komplikasi kardiovaskular seperti aterosklerosis
dan hipertensi. Sebaliknya, penurunan ekspresi Nrf2 dapat meningkatkan risiko
penyakit kardiovaskular. Hasil perbandingan aktivitas antar kelompok diperoleh data
bahwa NSKP 1% memiliki kemampuan dalam meningkatkan kadar Nrf2 lebih tinggi
dibandingkan dengan NSKP 3%.

Berdasarkan studi sebelumnya yang menyatakan bahwa aktivasi Nrf2
mencegah aterosklerosis dan kerusakan pembuluh darah dengan mengurangi stres
oksidatif. Kekurangan Nrf2 dapat memperburuk kondisi tersebut. Jalur pensinyalan
Nrf2/HO-1 juga berperan dalam melindungi endotelium dan menghambat
perkembangan penyakit kardiovaskular, menjadikan aktivasi Nrf2 sebagai strategi
potensial untuk mengurangi risiko stres oksidatif dan komplikasi kardiovaskular (Y.

Tan et al., 2021).
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4. Aktivitas Nanopolimerik Poliherbal Terhadap NFxB

Nuclear Factor Kappa Beta (NFxB) merupakan mediator utama dalam
inflamasi yang terkait dengan berbagai penyakit kardiovaskular dan resikonya
termasuk diabetes (Fiordelisi et al., 2019). Aktivasi NF-kB memicu produksi sitokin
pro inflamasi (seperti TNFa dan I1-6) dan ROS. Baik sitokin inflamasi maupun ROS
juga dapat menjadi stimulus untuk aktivasi NF-kB sehingga menyebabkan aktivasi
terus menerus dari NF-kB. NF-kB berperan dalam komplikasi DM seperti disfungsi
vaskuler, nefropati diabetes, neuropati diabetes. Salah satu mekanisme utama aktivasi
NF-kB pada disfungsi vaskular adalah meningkatnya pembentukan AGEs akibat
hiperglikemi. AGEs akan berikatan dengan reseptornya (RAGE) pada sel endotel, yang
kemudian mengaktifkan NF-kB. Aktivasi ini menyebabkan peningkatan ekspresi

molekul peradangan dan adhesi seperti TGF-B, ICAM-1, dan VCAM-I1, serta
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peningkatan sitokin inflamasi seperti TNF-a, IL-6, dan IL-1p. Proses ini menyebabkan
peradangan kronis dan kematian sel endotel. Aktivasi NF-kB yang berlangsung terus-
menerus berperan besar dalam munculnya komplikasi makrovaskular pada diabetes,
seperti aterosklerosis, hipertensi, dan gagal jantung. Oleh karena itu, penghambatan
jalur NF-xB dianggap sebagai pendekatan terapi yang menjanjikan untuk mencegah
kerusakan pembuluh darah dan mengurangi risiko komplikasi kardiovaskular pada
pasien diabetes.

Hasil analisis data melalui uji statistik ANOVA menunjukkan perbedaan
signifikan antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan dengan konsentrasi 1%
dan 3% dengan nilai signifikansi 0,004 (< 0,005). Hasil Multiple Comparisons
menggunakan LSD (Least Significant Difference) untuk variabel antara kelompok
(Kelompok Kontrol, NSKP 1%, dan NSKP 3%) menunjukkan bahwa NSKP 3%
memiliki kemampuan menghambat ekspresi NFkB paling baik dibandingkan dengan
kelompok lainya. Penghambatan aktivasi NF-kB dapat mencegah komplikasi
kardiovaskular dengan mengurangi peradangan, stres oksidatif, dan kerusakan pada
pembuluh darah.

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan
bahwa Apigenin secara efektif mengurangi translokasi NF-xB/p65, sehingga mampu
menekan peradangan dan stres oksidatif yang menjadi penyebab utama disfungsi
endotel (Shukla er al., 2015). Selain itu, apigenin dapat mencegah aterosklerosis
dengan menurunkan ekspresi gen inflamasi, seperti VCAM-1 dan ICAM-1, serta

menghambat pembentukan inflammasom NLRP3 (Yamagata ef al., 2019). Sinensetin
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menunjukkan aktivitas antiinflamasi dengan menghambat jalur NFkB sehingga dapat
mencegah produksi mediator inflamasi. Penghambatan jalur NF-kB memiliki peran
penting dalam mengurangi risiko komplikasi kardiovaskular (Lin ef al., 2023). Aktivasi
NF-«B memicu ekspresi molekul proinflamasi seperti TNF-a, IL-6, MCP-1, ICAM-1,
dan VCAM-1, yang berperan dalam peradangan vaskular, disfungsi endotel, dan
aterosklerosis (Cai et al., 2022). Hasil penelitian lain yang relevan dengan penelitian
ini yang dilakukan oleh Zhang et al/ (2011) juga menunjukkan bahwa injeksi
asiatikasida intraperitoneal pada kaki belakang tikus menurunkan serum NO, kadar
TNF-a dan IL-13, MDA, dan ekspresi iNOS, COX-2, serta NF-kB pada model edema

kaki tikus.
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5. Aktivitas Nanopolimerik Poliherbal Terhadap TNFa

TNFa merupakan salah satu sitokin pro inflamasi yang berperan dalam
inflamasi pada pasien DM dan resiko penyakit kardiovaskular (De Rosa ef al., 2018).
TNF-a dapat memicu pembentukan spesies oksigen reaktif (ROS) yang mengakibatkan
terjadinya stress oksidatif dan disfungsi endotel sehingga produksi nitrit oksida (NO)
berkurang. Selain itu, TNF-a dapat meningkatkan ekspresi molekul adhesi seperti
ICAM-1 dan VCAM-1 yang berperan dalam proses peradangan kronis dan
mempercepat aterosklerosis (Majeed et al., 2022). Pada hasil uji normalitas dan
homogenitas diperoleh bahwa data pada parameter TNFa dinyatakan tidak normal dan
homogen sehingga untuk uji selanjutnya menggunakan Uji Kruskal-Wallis. Hasil
analisis data melalui uji statistik Krukal-Wallis menunjukkan perbedaan signifikan
antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan dengan konsentrasi 1% dan 3%
dengan nilai signifikansi 0,027 (< 0,05). Hasil Multiple Comparisons menggunakan
LSD (Least Significant Difference) untuk variabel antara kelompok (Kelompok
Kontrol, NSKP 1%, dan NSKP 3%) menunjukkan bahwa NSKP 3% memiliki
kemampuan menghambat ekspresi TNFa paling baik dibandingkan dengan kelompok
lainya.

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Chae et a/
(2017) dan Shin et a/ (2012) yang menyatakan bahwa sinensetin dapat menghambat
aktivasi NF-kB pada makrofag RAW 264.7 yang distimulasi oleh lipopolisakarida
(LPS) dengan cara menjaga stabilitas [kB-a dan mencegah degradasinya sehingga

mengurangi inflamasi yang berlebihan tanpa mempengaruhi fosforilasi MAPK. Selain
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itu sinensetin dapat menurunkan sekresi NO, ekspresi iNOS dan COX-2 serta
mengurangi kadar sitokin pro-inflamasi seperti IL-1p, IL-6, dan TNF-a. Penelitian lain
juga menyatakan bahwa senyawa asiatikasida dan mampu menghambat pembentukan
TNFa sehingga mampu melindungi fungsi endotel pada keadaan inflmasi yang
disebabkan oleh TNFa (Cai et al., 2022; Fong et al., 2015). Penelitian lain juga
membuktikan senyawa apigenin berperan sebagai agen anti-TNF alpha dengan
mengurangi kadar TNF-o, terutama bentuk larut (sTNF-a), yang terlibat dalam
peradangan kronis. Apigenin menurunkan produksi TNF-a di sel dendritik dan
makrofag, mengatur jalur NF-kB, dan menghambat respons inflamasi yang berlebihan.
Apigenin menghambat produksi TNF-a dan mengurangi aktivasi jalur NF-xB.
(Mulherkar et al., 2021; Seo et al., 2014).

TNF-a berperan dalam penyakit kardiovaskular dengan memicu peradangan
vaskular, disfungsi endotel, dan aterosklerosis melalui jalur NF-xB. Aktivasi TNFa
juga mengurangi ketersediaan nitrogen oksida (NO) meningkatkan stres oksidatif, dan
memperburuk kerusakan vascular (Clayton et al., 2016, Harding et al., 2024). Semua
faktor ini berkontribusi pada perkembangan penyakit kardiovaskular, seperti infark
miokard dan gagal jantung. Oleh karena itu, penghambatan TNF-a dapat menjadi
strategi  terapeutik yang efektif untuk mencegah dan mengatasi penyakit

kardiovaskular.
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