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KATA PENGANTAR

Puji syukur selalu kita panjatkan kepada Allah, Tuhan Yang
Maha Kuasa sehingga monograf yang berjudul “SUPLEMENTASI
JINTAN HITAM (NIGELLA SATIVA) PADA PENDERITA COVID-19”
dapat diselesaikan. Pada buku ini memberikan informasi tentang
pemanfaatan Nigella sativa sebagai suplementasi pada penderita
Covid-19 khususnya pada penderita COVID-19 derajat sedang. Buku
ini merupakan bagian dari pemenuhan kewajiban Program Dosen
Wajib Meneliti tahun 2022 yang didanai oleh LPPM ULM.

COVID-19 pertama kali terjadi di Indonesia pada tanggal 2
Maret 2020, dengan jumlah kasus yang semakin lama semakin
bertambah. Bulan Februari 2022, Indonesia mencatat lebih dari 5
juta penduduknya terkonfirmasi COVID-19 dengan angka
mortalitas yang tinggi yaitu lebih dari 147.000 kasus. Hingga saat
ini, belum ditemukan obat untuk mengatasi Covid tersebut,
sehingga diperlukan eksplorasi bahan alam yang dapat digunakan
untuk suplementasi. Salah satunya adalah Nigella Sativa atau jintan
hitam, yang menjadi topik utama dalam pembahasan monograf ini.

Ucapan terima kasih kami sampaikan kepada Rektor ULM
yang telah memberikan pendanaan melalui PDWM 2022, serta
semua pihan yang tak dapat disebutkan satu persatu. Dalam
penulisan ini, masih banyak kekurangan, yang dapat menjadi ide
dan gagasa riset-riset selanjutnya.

Banjarmasin, Januari 2023

Tim Penulis



ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN NIGELLA SATIVA DALAM MENURUNKAN
KERUSAKAN OKSIDATIF PADA PASIEN COVID-19 : KAJIAN KLINIS
DAN IN

Latar belakang: Mortalitas dan morbiditas pada COVID-19 yang
tinggi berhubungan dengan adanya kerusakan oksidatif. Reactive
oxygen species yang terbentuk vyang akan mengekspresi
antioksidan seperti Peroksidase (Px), Catalase (CAT), dan
Superoxide dismutase (SOD), peroksidasi lipid dan
Malondialdehyde (MDA), yang akan semakin meningkat sehingga
kerusakan oksidatif juga meningkat. Nigella sativa (NS) terbukti
memiliki kandungan Thymoquinone (TQ), Palmitic acid, Methyl
linoleate, Linoleic acid dan lain-lain yang memiliki efek sebagai
antioksidan sehingga bisa menurunkan kerusakan oksidatif.

Metode: Penelitian ini adalah penelitian eksperimental, clinical
trial dengan single blind pada pasien COVID-19 derajat sedang
untuk mengetahui pengaruh pemberian NS dengan dosis 1x600 mg
dan 2x600 mg terhadap aktivitas enzim Superoxide dismutase,
Catalase, Malondialdehyde, Peroksida dan AOPP serta gejala klinis,
kemudian dievaluasi menggunakan analisis in silico dengan metode
molecular docking.

Hasil: Pemberian NS pada kelompok dengan dosis 1x600 mg, 2x600
mg dan kontrol terdapat perbedaan yang bermakna terhadap nilai
MDA dan Peroksida. Pemberian NS densgan dosis 2x600 mg lebih
baik dalam menurunkan MDA dan Peroksida p<0.05 masing-masing
(p=0.002 dan 0.001). Terdapat perbedaan yang tidak signifikan
pada rerata harian gejala klinis pasien COVID-19 derajat sedang di
semua kelompok. Gejala batuk, sesak nafas, dan frekuensi nafas
mengalami perbaikan dalam durasi rerata harian pada kelompok
pemberian senyawa NS yang dievaluasi menggunakan pendekatan
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in silico dan didapatkan bahwa semua ligan NS mempunyai afinitas
yang kuat terhadap reseptor KEAP1 dan berpotensi dalam
meningkatkan enzim Superoxide dismutase, meningkatkan
enzim Catalase, dan menurunkan kadar Malondialdehyde dan
Peroksida pada pasien COVID-19, terutama pada Linoleic acid yang
tidak bersifat hepatotoksik, karsinogenik, imunotoksik, mutagenik
atau sitotoksik sehingga NS aman untuk dikonsumsi sebagai terapi
tambahan pada pasien COVID-19 derajat sedang.

Kesimpulan: Pemberian Nigella Sativa pada pasien COVID-19
memberikan perbedaan bermakna terhadap nilai MDA dan
Peroksida. Linoleic acid menunjukkan interaksi paling kuat dengan
sisi aktif dari KEAP1 dan NS aman untuk dikonsumsi sebagai terapi
tambahan pada pasien COVID-19 derajat sedang.

Kata Kunci: Nigella sativa, COVID-19, Thymoquinone, Superoxide
Dismutase, Catalase, Malondialdehyde, Peroksida, AOPP
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BAB | : PENDAHULUAN

Human Corona Virus Disease 2019 (COVID-19) dilaporkan
pertama kali di China pada tanggal 31 Desember 2019, yang
kemudian menyebar sangat cepat sebagai pandemi di seluruh
dunia. Virus SARS-CoV 2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) merupakan varian baru penyebab COVID-19 dan
dinyatakan sebagai pandemi global oleh World Health Organization
(WHO) pada bulan Februari 2020. COVID-19 pertama kali terjadi di
Indonesia pada tanggal 2 Maret 2020, dengan jumlah kasus yang
semakin lama semakin bertambah. Bulan Februari 2022, Indonesia
mencatat lebih dari 5 juta penduduknya terkonfirmasi COVID-19
dengan angka mortalitas yang tinggi yaitu lebih dari 147.000

1-3
kasus.

Angka mortalitas dan morbiditas pada COVID-19 yang tinggi
berhubungan dengan adanya kerusakan oksidatif. Kerusakan ini
disebabkan oleh penghambatan aktivitas Angiotensin Converting
Enzyme-2 (ACE2). Salahshoori et al. menjelaskan bahwa virus SARS-
Cov-2 yang masuk ke dalam sel alveoli melalui reseptor ACE2 dan
Transmembrane Protease Serine 2 (TMPRSS2) akan mengarah pada
pengenalan patogen oleh pattern recognition receptor (PRR),
keterlibatan sel imun, dan peningkatan sitokin proinflamasi. Proses
ini diikuti oleh regulasi sistem renin angiotensin (RAS), yang dalam
hal ini keduanya berperan dalam pembentukan radikal

bebas/reactive oxygen species (ROS).4'5 Stres oksidatif merupakan
suatu kondisi ketidakseimbangan antara antioksidan dan radikal
bebas yang mengakibatkan kerusakan biomolekul yang ireversibel.
Reactive oxygen species yang terbentuk dapat berikatan dengan
faktor Nrf2 (Nuclear Factor Erythroid Related Factor 2), yang
selanjutnya akan mengekspresi antioksidan seperti Peroksidase

-1-



(Px), Catalase (CAT), dan Superoxide dismutase (SOD). Pada kondisi
ini pula, peroksidasi lipid, seperti Malondialdehyde (MDA) akan

4,5
meningkat sehingga kerusakan semakin meluas.

Kerusakan oksidatif pada COVID-19 mulai terjadi serta dapat
dievaluasi pada kasus derajat sedang. Di sisi lain, kerusakan
oksidatif ini masih dapat dicegah dengan meningkatkan kapasitas
antioksidan tubuh. Beberapa antioksidan yang dipakai dalam terapi
standar COVID-19 saat ini antara lain N-asetilsistein (NAC), Vitamin
C, dan Vitamin D. Namun hingga saat ini belum ada terapi definitif
untuk COVID-19, terutama tatalaksana terkait kerusakan

oksidatif.e_9

Jintan hitam atau Nigella sativa merupakan salah satu
tanaman yang tumbuh subur di wilayah tropis, termasuk Indonesia.
Nigella sativa ini terbukti memiliki kandungan Thymogquinone (TQ),
Palmitic acid, Methyl linoleate, Terpineol, y-Terpinene, Linoleic acid,
Nigellimie, Nigellidine, a-hederin dan a-8 pinene yang memiliki efek
sebagai antioksidan. Studi Hosseinzadeh et al. menyebutkan TQ
memiliki efek antioksidan yang serupa dengan enzim SOD, CAT, dan
Glutation peroksidase dalam menurunkan kerusakan oksidatif.
Puspowardojo et al. menyebutkan kandungan TQ dari Nigella
sativa meningkatkan aktivitas SOD dan dalam penelitian Sirait et al.
Thymoquinone dapat mengurangi kadar MDA pada serum plasma
tikus yang diberi paparan asap rokok. Penelitian oleh Rahman
melaporkan potensi TQ dan Nigellimine dapat menghambat
masuknya virus ke dalam pneumosit dan memblokir RdRp (RNA-
dependent RNA Polymerase) virus COVID-19 dengan pemberian
Nigella sativa oil dan zinc pada pasien COVID-19. Penelitian oleh
Koshak et al. menyebutkan bahwa Nigella Sativa dapat menjadi
terapi potensial pada pasien COVID-19 derajat ringan selama 10
hari. Serupa dengan hasil penelitian diatas, penelitian Ashraf et al.
pada pasien COVID-19 derajat sedang dan berat menunjukkan
luaran berupa perbaikan gejala klinis dengan pemberian Nigella

9-14
sativa dan madu dibanding kelompok kontrol.
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In silico adalah suatu kajian penelitian dalam bidang biologi
dan kimia yang berbasis komputasi dengan menggunakan teknologi
komputer dan database. Pendekatan in silico saat ini telah menjadi
metode yang efektif untuk menganalisis potensi suatu senyawa.
Salah satu penerapan metode in silico dengan menggunakan
molecular docking untuk melihat interaksi senyawa kimia sebagai
ligan dengan reseptor protein yang saling bertaut satu dengan
lainnya.

Shaikh et al. mengidentifikasi pasien COVID-19 dengan
pemberian Nigella sativa dan mengikat reseptor SARS-CoV-2 dan
hasil molecular docking menunjukkan  Dithymoquinone,
Thymohydroquinone, Thymol, serta Thymoquinone menghambat
terjadinya keparahan COVID-19. Serupa dengan penelitian Salim et
al. Nigellidine dan a-hederin juga dapat menghambat terjadinya
keparahan COVID-19. Hasil dari dua penelitian ini mendorong
penelitian secara in vitro dan in vivo serta mendorong penggunaan
Nigella sativa sebagai terapi profilaksis. Penelitian Duru et al.
menggunakan molecular docking terhadap kandungan Nigella
sativa dengan virus SARS-Cov-2, mengindikasikan bahwa tingginya
tingkat kesembuhan pasien COVID-19 yang mengkonsumsi Nigella

sativa berhubungan erat dengan kemampuan inhibisi virus oleh

15-20
caryophyllene oxide, a-bergamotene, dan 8- bisabolene.

Penggunaan Nigella sativa sebagai terapi untuk menurunkan
kerusakan oksidatif pada penderita COVID-19, hingga saat ini masih
sedikit dan jarang dilakukan, bahkan belum pernah diteliti di
Indonesia. Dari hal inilah kami tertarik untuk mengetahui
bagaimana pemberian suplementasi Nigella sativa dalam
menurunkan kerusakan oksidatif pada pasien COVID-19 ditinjau
dari kajian biomedis dan in silico di RSUD Ulin, RSUD Dr. H. Moch.
Ansari Saleh dan RSUD Sultan Suriansyah Banjarmasin.
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BAB Il : COVID-19

2.1 Pengantar

COVID-19 adalah penyakit infeksi pernapasan menular
akibat virus SARS- CoV-2. Virus ini memiliki kapsul, nukleokapsid,
spike glikoprotein, RNA rantai tunggal dan protein non struktural
lainnya. Coronavirus telah dikenal selama lebih dari 50 tahun
dengan penularan yang umum pada hewan. Namun, pada tahun
2019, COVID-19 menjadi pandemi global yang dapat menginfeksi
manusia dari berbagai kalangan usia terutama pada pasien dengan
komorbid seperti diabetes melitus dan hipertensi, dengan

morbiditas dan mortalitas yang mengkhawatirkan.1

COVID-19 pertama kali dilaporkan sebagai suatu penyakit
pernapasan atipikal akut yang terjadi di Wuhan, Cina pada bulan
Desember 2019. Setelah mewabah di Cina, SARS-CoV-2 menyebar
ke seluruh dunia pada bulan April 2020 dengan tingkat penularan
yang sangat tinggi. Center for Systems Science and Engineering
(CSSE) di John Hopkins University melaporkan adanya penyebaran
COVID-19 sebanyak 1.400.000 kasus secara global. Kasus tertinggi
berada di Amerika Serikat, diikuti oleh Spanyol serta Italia. WHO
per tanggal 20 Februari 2022 mencatat 426.634.859 kasus
terkonfirmasi COVID-19, dengan 5.899.578 kematian di seluruh

.23
dunia

Indonesia pertama kali melaporkan adanya 2 kasus pasien
yang terkena COVID-19 pada tanggal 2 Maret 2020. Pada laporan
situasi WHO per tanggal 19 Januari 2022, Pemerintah Indonesia
telah melaporkan total 4.275.528 kasus terkonfirmasi COVID-19,
dengan 144.192 kematian, dan 4.120.540 kasus sembuh. Angka ini
terus bertambah dengan sebaran yang dilaporkan, yaitu sebanyak

4
5.350.902 kasus positif per tanggal 23 Februari 2022.



2.2 Etiologi

Virus corona secara umum dikenal sebagai virus RNA
berantai tunggal positif dengan diameter 120 nm, yang memiliki
struktur seperti mahkota. SARS-CoV-2 termasuk dalam anggota

genus virus beta corona dari famili Coronaviridae. 1>
Spike Glycoprotein (S)
:n w
capsid(N)
GP v,'
S AD

SARS-CoV-19
(COVID-19 virus) 3D

Membrane (M)

RNA viral genome Envelope (F)

Gambar 2. 1 Struktur virus SARS CoV-2*4

Virus SARS-CoV-2 tersusun atas empat protein struktural,
termasuk membran (M), envelope (E), nukleokapsid (N), dan spike
(S) (Gambar 2.1). Protein M memiliki peran penting dalam
memasukkan virus ke dalam tubuh dan membentuk kapsul virus.
Protein E bertanggung jawab untuk proliferasi, pembentukan
kapsul, dan penyebaran virus. Protein N berguna untuk
peningkatan transkripsi dan perakitan virus. Protein S bertanggung
jawab untuk mengikat reseptor sel inang (subunit S1) dan berperan
dalam penyatuan pada membran virus secara seluler (subunit
S2).15

Transmisi penularan SARS CoV-2 terjadi secara person-to-
person melalui droplet pernapasan. Keberadaan virus dapat
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dikonfirmasi melalui sputum dan swab faring. Median masa
inkubasi COVID-19 adalah 5,2 hari dengan onset gejala dalam 11
hingga 15 hari. Oleh karena itu, direkomendasikan untuk
mengkarantina penderita yang terpapar infeksi tersebut selama 14
hari.1

Siklus hidup virus SARS CoV-2 dalam menginfeksi manusia
terdiri dari 5 tahap, yaitu penempelan di permukaan membran,
penetrasi ke dalam membran, biosintesis protein, maturasi, serta
pelepasan gen-gen protein virus. Ketika virus mengikat reseptor
inang (penempelan), virus kemudian masuk kedalam sel inang
(penetrasi). RNA virus yang telah memasuki nukleus kemudian
direplikasi dan memanfaatkan mRNA virus untuk membentuk
protein virus (biosintesis). Setelah itu, proses biosintesis selesai,
partikel virus baru akan terbentuk (maturasi) dan kemudian

2
dilepaskan.
Dalam proses pengikatan virus ke sel inang, SARS CoV-2
menginfeksi melalui reseptor ACE2 yang terdapat di dalam sel
5

alveoli mamalia yang dibantu oleh TMPRSS2 (Gambar 2.2)

SARS-CoV-2 Entry through Host ACE2

Extracellular Intracellular

SARS-CoV-2 viral replication

Gambar 2. 2 Virus SARS CoV-2 menginfeksi sel alveoli melalui reseptor
ACE2.4

Secara umum, ACE2 bertindak sebagai reseptor di
permukaan sel dan menyebabkan SARS-CoV-2 melalui protein spike
masuk kedalam sel inang serta plasma dan diekspresikan pada
organ seperti paru, jantung, dan ginjal dengan catatan bahwa
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ekspresi ACE2 di sel epitel alveolar tipe 1 dan 2 pada paru manusia
lebih tinggi daripada organ tubuh yang lain. Peningkatan ekspresi
ACE2 kemudian melepaskan materi genetik RNA virus dan
menyebabkan kerusakan alveolus serta diikuti reaksi sistemik
bahkan kematian. Salah satu fungsi penting dari ACE2 adalah
mengatur RAS, yang salah satu penyebab perkembangan COVID-19
adalah gangguan keseimbangan ACE/ACE2 dan aktivasi RAS oleh
SARS-CoV-2 (Gambar 2.3), terutama pada pasien dengan masalah

5,6
penyakit kardiovaskular, hipertensi, dan diabetes.
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ACEZ T 1 RAS l
5 1 50 @
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Gambar 2. 3 Proses pembentukan ROS pada infeksi virus SARS CoV-2.°

Pada Gambar 2.3, virus masuk ke dalam sel melalui reseptor
ACE2 dan protease serin TMPRSS2 yang terletak pada membran sel,
kemudian akan mengarah pada pengenalan patogen oleh Pattern
Recognition Receptor (PRR), keterlibatan sel imun, serta
peningkatan sitokin proinflamasi, sehingga terjadi stres oksidatif
dan produksi ROS. Sejalan dengan proses ini, adanya regulasi RAS
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yang dalam hal ini berkontribusi pada peningkatan respons

inflamasi dan produksi ROS.”

Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
Oxidase/NADPH Oksidase (NOX) menjadi enzim utama yang
diekspresikan oleh granulosit dan makrofag, yang kemudian juga
berperan dalam menginduksi produksi ROS, dimulai dengan ROS
yang terbentuk dari dua molekul oksigen dan elektron tidak
berpasangan, anion superoksida (0%). Kemudian terjadi penurunan
kemampuan transpor rantai elektron yang mengarah pada
pembentukan ROS lain secara berurutan, seperti H202 dan (OH").
Dengan adanya peroksidasi asam lemak tak jenuh ganda dan
kerusakan jaringan yang dihasilkan oleh stres oksidatif, maka tubuh
kemudian mengekspresikan faktor nuklir Nrf2 yang terjadi
bersamaan dengan protein sMAF. Selanjutnya, mengarah ke
ekspresi elemen respons antioksidan (AREs) dan produksi enzim
antioksidan, seperti sebagai SOD, Glutathione peroxidases (GPXs)
serta CAT. Dalam kondisi homeostatis, KEAP1 menekan aktivitas
Nrf2 untuk degradasi cepat melalui sistem ubiquitin-proteasome,
sehingga mencegah Nrf2 mencapai inti sel dan menyalin gen

respons antioksidan.s'6

Pada stadium | (derajat ringan) terjadi pengikatan target
menggunakan reseptor ACE2 pada sel alveoli manusia, yang
merupakan tanda infeksi awal. Stadium ini biasanya muncul
sebagai gejala pernapasan dan sistemik ringan. Stadium Il (derajat
sedang-berat) menunjukkan adanya keterlibatan paru, baik tanpa
hipoksia (lla) ataupun dengan hipoksia (llb). Pada stadium ini,
infeksi telah memasuki multiplikasi virus serta peradangan lokal di
paru dan pasien pada stadium ini biasanya menunjukan gejala
pneumonia virus, yang ditandai dengan batuk, demam, dan dapat
terjadi hipoksia (PaO2/Fi02 <300 mm Hg). Pencitraan dengan
rontgen dada atau computed tomography pada stadium ini
menunjukkan infiltrat bilateral atau ground glass appearance. Tes
darah juga dapat menunjukkan peningkatan limfopenia, bersama
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dengan transaminitis. Penanda adanya peradangan sistemik dan

kerusakan molekuler mulai teridentifikasi.7

Stadium Il (derajat kritis) merupakan bentuk hiperinflamasi
sistemik, dengan manifestasi sebagai sindrom hiperinflamasi
sistemik ekstrapulmoner. Tahap ini, menjadi penanda peningkatan
peradangan sistemik dari stadium sebelumnya. Penelitian
sebelumnya mengungkapkan bahwa sitokin inflamasi serta
biomarker seperti IL-2, IL-6, IL-7, Granulocyte Colony Stimulating
Factor, Macrophage Inflammatory Protein 1-a, Tumor Necrosis
Factor-a, protein C-reaktif, feritin, dan D-dimer meningkat
signifikan.7

Sun et al. melaporkan pada pasien yang terinfeksi SARS-CoV-
2, terdapat peningkatan sitokin proinflamasi seperti IFN-y, IL-1, IL-
6, IL-12, dan TGFp serta kemokin (ligan CCL2, CXCL10, CXCL9) dan
terdeteksi pada kasus derajat berat. Di Rumah Sakit Pusat Wuhan
Bagian Selatan menemukan bahwa kadar IL2, IL7, IL10, GSCF, IP10,
MCP1, MIP1a dan TNF meningkat secara signifikan dalam darah
terutama pada pasien COVID-19 derajat berat dibandingkan pasien
derajat ringan atau sedang. Pada derajat sedang kadar serum level
sitokin proinflamasi dan kemokin tersebut tidak terlalu meningkat
dan keparahan kerusakan oksidatif pun lebih banyak terjadi pada
kasus derajat berat dan kritis. Tingkat IL-6 dalam darah kelompok
derajat berat adalah 76% lebih tinggi dari pada kelompok derajat
ringan (30%). Selanjutnya, pemeriksaan histologis dan sampel
biopsi pasien yang meninggal akibat terinfeksi SARS-CoV-2 derajat
berat dan kritis menunjukkan peningkatan konsentrasi sel T,
CCR4+, CCR6+, Th17+ dan CD4 yang sangat hiperaktivasi dan hal ini

terutama sel T berkontribusi terhadap keparahan derajat penyaki’c.8

Badai sitokin sering terjadi pada pasien derajat berat hingga
kritis dimana pada saat yang bersamaan, limfosit dan jumlah sel NK
berkurang drastis dengan peningkatan kadar D-dimer, protein C-
reaktif (CRP), feritin, dan prokalsitonin. Akibatnya, terjadi
kerusakan alveolar secara difus vyang ditandai dengan
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pembentukan membran hialin dan infiltrasi limfosit interstisial.
Kerusakan jaringan kolateral, kegagalan pada berbagai organ, dan

respons inflamasi yang tak terkendali terjadi pada derajat ini.9
Proses patofisiologi COVID-19, berkaitan dengan terjadinya
stres oksidatif. Studi terbaru menggambarkan bahwa peningkatan
ROS dan deprivasi mekanisme pertahanan antioksidan memiliki
peran yang sangat penting dalam patogenesis dan keparahan
stadium pada kasus COVID-19 ini. ARDS (Acute Respiratory Distress
Syndrome) pasien tergantung pada aktivasi stres oksidatif dan
peningkatan respons host proinflamasi. Berbagai mekanisme telah
dikemukakan untuk menjelaskan peningkatan pembentukan ROS,
termasuk peningkatan angiotensin Il, zat prooksidan dan pro-
inflamasi, penghambatan ACE2, peningkatan radikal superoksida
H202 oleh makrofag dan neutrofil, produksi ROS oleh heme dan
besi yang dilepaskan oleh eritrosit yang rusak, serta hipoksemia
akibat edema alveolar. Studi lain juga menyebutkan terdapat
perbedaan peningkatan ROS dan penurunan antioksidan yang
signifikan antara kelompok ringan, sedang dan berat. Gambar 2.4
menjelaskan perbedaan patogenesis pada infeksi SARS-COV-2

. . . . . 7,10,11
mulai dari stadium | hingga stadium Il
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Gambar 2. 4 Klasifikasi stadium penyakit COVID-19 dan target terapi
potensial.

-13-



Gambar ini menjelaskan 3 fase peningkatan perkembangan
penyakit COVID-19 dengan tanda, gejala, serta terapi spesifik fase
yang terkait.”
Cekeravac et al*’.. melaporkan adanya kenaikan stres
oksidatif yang tinggi akibat peningkatan zat prooksidan. Pada
pasien COVID-19 derajat ringan, kadar anion superoxide radical (O
) adalah 3.50 nmol/ml. Pada derajat sedang adalah sebesar 4,84
nmol/ml, dan pada derajat berat adalah 11,3 nmol/ml. Hal ini dapat
disimpulkan bahwa pada pasien COVID-19, kadar anion superoxide
radical (Oy") dapat menjadi penanda zat prooksidan terhadap

peningkatan kejadian stres oksidatif.

2.3 Manifestasi Klinis

Gejala COVID-19 cukup beragam pada beberapa pasien.
Terdapat beberapa kasus COVID-19 yang dilaporkan tanpa gejala.
Biasanya, pada tahap awal infeksi, gejala yang paling sering terjadi
dapat berupa demam, batuk kering, serta kelelahan. Gejala lain
dapat muncul berupa mual atau muntah, nyeri sendi atau otot,
nyeri tenggorokan, hilangnya indra penciuman atau perasa bahkan
keduanya, hidung terasa tersumbat, adanya konjungtivitis, nyeri
kepala, dapat muncul berbagai jenis ruam di kulit, diare, dan
menggigil. Pada derajat infeksi yang lebih berat, pasien akan
mengalami gejala pernapasan seperti sesak napas yang berat,
penurunan oksigen darah (hipoksia), kerusakan pada paru, dan

terdapat beberapa disfungsi organ.5

Permasalahan yang menyebabkan kematian pasien yaitu
karena adanya badai sitokin saat terjadi ARDS. Badai sitokin
merupakan reaksi inflamasi agresif yang menyebabkan terjadinya
sekresi sitokin dalam jumlah yang masif disebabkan oleh respons
imun terhadap virus SARS-CoV-2 sehingga dapat menyebabkan
kerusakan paru, kegagalan organ, bahkan memiliki prognosis yang
buruk® (Gambar 2.5)
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Gambar 2. 5 Proses inflamasi akibat covid-19

Berdasarkan derajat beratnya gejala COVID-19 dapat

3
dibedakan menjadi 5 gejala, yaitu:1

1) Tanpa gejala yaitu kondisi paling ringan.
2) Ringan yaitu pasien disertai gejala tetapi tidak terdapat hipoksia

4)

atau pneumonia. Sering muncul gejala demam, batuk, napas
yang pendek, kelelahan, kehilangan nafsu makan, bahkan nyeri
sendi/nyeri otot. Gejala nonspesifik seperti rasa tidak nyaman di
tenggorokan, hidung tersumbat, sakit di bagian kepala, mual,
diare, serta muntah, gangguan indra penciuman (anosmia) atau
hilangnya indra pengecapan (ageusia). Sedangkan, pada pasien
lanjut usia disertai immunocompromised memiliki khas seperti
kelelahan, penurunan mobilitas, diare, hilangnya nafsu makan,
tidak disertai demam dan delirium.

Sedang. Untuk derajat sedang pada usia dewasa dan remaja
memiliki manifestasi klinis seperti demam, dispnea, batuk, dan
takipnea tanpa disertai pneumonia berat dimana Sp0O2 > 93%
pada udara ruangan.

Berat. Terdapat manifestasi klinis pneumonia berat seperti
batuk, dipsneu, demam dan takipnea ditambah dengan satu
dari frekuensi napas > 30 x/menit, SpO2 < 93% pada udara
ruangan serta adanya distres pernapasan berat.

Kritis seringkali terjadi pada pasien ARDS, sepsis dan juga syok
sepsis.
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WHO merekomendasikan pemeriksaan pada pasien COVID-
19 secara molekuler dengan cara mendeteksi NAAT (Nucleic Acid

Amplification Test) seperti pemeriksaan RT—PCR.2 Hasil darah rutin
lengkap pada fase awal biasanya ditemukan seperti adanya
peningkatan leukosit atau normal atau leukopenia disertai dengan
adanya limfopenia serta trombositopenia. Pemeriksaan CT scan
toraks didapatkan gambaran opasitas ground glass multipel

bilateral pada bagian basal serta perifer pada paru bilateral.z' "
Berdasarkan definisi operasional, diagnosis COVID-19 kasus
konfirmasi dimana seseorang memenuhi salah satu kriteria, yaitu:
pasien dengan hasil NAAT positif, pasien yang sesuai dengan
kriteria suspek atau kontak erat dengan hasil RDT-Ag positif di

wilayah B dan C, serta hasil laboratorium RDT -Ag positif di wilayah
13

C.

2.4 Tatalaksana Farmakologis
Tatalaksana COVID-19 meliputi isolasi dan pemantauan,
tatalaksana non- farmakologis, dan tatalaksana farmakologis yang

disesuaikan dengan derajat penyakit pasien. Adapun tatalaksana

13
kasus terkonfirmasi COVID-19 derajat sedang, yaitu:

e Vitamin C diberikan dengan dosis 200 hingga 400 mg per 8 jam
di drip dalam 100 ml NaCl 0,9% habis dalam 1 jam.

e Vitamin D juga dapat diberikan dengan dosis 1000 hingga 5000
IU/hari.

e Diberikan juga terapi farmakologis dengan salah satu antivirus
sebagai berikut:

e Padaderajat sedang, diberikan antivirus drip Remdesivir dengan
dosis 200 mg IV pada hari ke-1 kemudian dilanjutkan 1x100 mg
IV drip pada hari ke 2-5 atau hari ke-2 sampai dengan hari ke-
10. Apabila Remdesivir tidak tersedia maka pemberian antivirus
disesuaikan dengan ketersediaan obat di fasilitas kesehatan
tersebut, misalnya:
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- Favipiravir loading dosel600 mgperl2jam secara
oral(sediaan200 mg) pada hari ke-1 dan selanjutnya dengan
dosis 2 x 600 mg pada hari ke 2 sampai dengan hari ke-5, atau

- Molnupiravir dengan dosis 800 mg per 12 jam secara oral
selama 5 hari (sediaan 200 mg), atau

- Nirmatrelvir/Ritonavir dengan sediaan 150 mg atau 100 mg.
Nirmatrelvir diberikan 2 tablet per 12 jam, Ritonavir
diberikan 1 tablet per 12 jam selama 5 hari.

e Pada derajat sedang, dapat diberikan antikoagulan LMWH (Low
Molecular Weight Heparin)/UFH (Unfractioned Heparin)
berdasarkan evaluasi DPJP

e Pengobatan secara simtomatis.

e Pengobatan komorbid serta komplikasi yang ada.

Pada pasien COVID-19 derajat sedang, tatalaksana
farmakologis yang diberikan berupa antioksidan, antivirus, dan
terapi suportif lainnya. Pemberian antioksidan ditujukan untuk
mencegah kerusakan oksidatif yang mulai terjadi, dengan
meningkatkan kapasitas antioksidan tubuh. Antioksidan yang telah
dipakai dalam terapi standar COVID-19 saat ini adalah N-
asetilsistein (NAC) memiliki sifat antioksidan melalui pelepasan
gugus sistein sebagai senyawa prekursor dalam proses sintesis
glutation (gambar 2.6) Vitamin C sebagai antioksidan, kofaktor,
modulator mendonorkan elektron serta melindungi neutrofil dan
fagosit untuk mendorong terjadinya apoptosis dan menghambat
nekrosis. Vitamin D memiliki kemampuan sebagai anti inflamasi
dan antioksidan yang mengurangi aktivasi RAAS (Renin Angiotensin

Aldosterone) serta menurunkan pembentukkan ROS pada infeksi
13, 14-16

SARS-CoV-2.
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Gambar 2. 6 Keterlibatan NAC pada sistem glutation

DAFTAR PUSTAKA

Azer SA. COVID-19: pathophysiology, diagnosis,
complications and investigational therapeutics. New
Microbes New Infect. 2020;37:100738.
do0i:10.1016/j.nmni.2020.100738

Yuki K, Fujiogi M, Koutsogiannaki S. COVID-19
pathophysiology: A review. Clin Immunol.
2020;215:108427. doi:10.1016/j.clim.2020.108427

World Health Organization. WHO Coronavirus (COVID-19)
Dashboard. Published 2021. Accessed November 24, 2021.
https://covid19.who.int/

World Health Organization. WHO Indonesia Situation
Report - 81. Int Organ. 2021;8(4):586-588.
doi:10.1017/50020818300007645

Salahshoori |, Mobaraki-As| N, Seyfaee A, et al. Overview of
COVID-19 Disease: Virology, Epidemiology, Prevention
Diagnosis, Treatment, and Vaccines. Biologics. 2021;1(1):2-
40. doi:10.3390/biologics1010002

Fernandes IG, de Brito CA, dos Reis VMS, Sato MN, Pereira
NZ. SARS-CoV-2 and Other Respiratory Viruses: What Does
Oxidative Stress Have to Do with It? Carvalho V de F, ed.
Oxid Med Cell Longev. 2020;2020:1-13.
doi:10.1155/2020/8844280



10.

11.

12.

13.

Siddigi HK, Mehra MR. COVID-19 illness in native and
immunosuppressed states: A clinical-therapeutic staging
proposal. J Hear Lung Transplant. 2020;39(5):405-407.
doi:10.1016/j.healun.2020.03.012

Sun X, Wang T, Cai D, et al. Cytokine storm intervention in
the early stages of COVID-19 pneumonia. Cytokine Growth
Factor Rev. 2020;53:38-42.
doi:10.1016/j.cytogfr.2020.04.002

Wang J, Jiang M, Chen X, Montaner LJ. Cytokine storm and
leukocyte changes in mild versus severe SARS-CoV-2
infection: Review of 3939 COVID-19 patients in China and
emerging pathogenesis and therapy concepts. J Leukoc
Biol. 2020;108(1):17-41. doi:10.1002/JLB.3COVR0520 -
272R

Dogan S, Bal T, Cabalak M, Dikmen N, Yaqoobi H, Ozcan O.
Oxidative stress index can be a new marker related to
disease severity in COVID-19. Turkish J Biochem.
2021;46(4):349-357. doi:10.1515/tjb-2021-0013

Iddir M, Brito A, Dingeo G, et al. Strengthening the Immune
System and Reducing Inflammation and Oxidative Stress
through Diet and Nutrition: Considerations during the
CovID-19 Crisis. Nutrients. 2020;12(6):1562.
doi:10.3390/nu12061562

Cekerevac |, Turnic TN, Draginic N, et al. Predicting Severity
and Intrahospital Mortality in COVID-19: The Place and
Role of Oxidative Stress. Kocic G, ed. Oxid Med Cell Longev.
2021;2021:1-15. doi:10.1155/ 2021/6615787
Perhimpunan Dokter Paru Indonesia (PDPI), Perhimpunan
Dokter Spesialis Kardiovaskular Indonesia (PERKI),
Perhimpunan Dokter Spesialis Penyakit Dalam Indonesia
(PAPDI), Perhimpunan Dokter Anestesiologi dan Terapi
Intensif Indonesia (PERDATIN), lkatan Dokter Anak
Indoneisa (IDAI). Pedoman Tatalaksana COVID-19 Edisi 3.;

-19-



-20-

14.

15.

16.

2020. https://www.papdi.or.id/download/983- pedoman-
tatalaksana-covid-19-edisi-3-desember-2020
Perhimpunan Dokter Paru Indonesia (PDPI), Perhimpunan
Dokter Spesialis Kardiovaskular Indonesia (PERKI),
Perhimpunan Dokter Spesialis Penyakit Dalam Indonesia
(PAPDI), Perhimpunan Dokter Anestesiologi dan Terapi
Intensif Indonesia (PERDATIN), lkatan Dokter Anak
Indoneisa (IDAI). Pedoman Tatalaksana COVID-19 Edisi 3.;
2020. https://www.papdi.or.id/download/983- pedoman-
tatalaksana-covid-19-edisi-3-desember-2020

Milani GP, Macchi M, Guz-Mark A. Vitamin C in the
Treatment of COVID-19. Nutrients. 2021;13(4):1172.
d0i:10.3390/nu13041172

De las Heras N, Martin Giménez VM, Ferder L, Manucha W,
Lahera V. Implications of Oxidative Stress and Potential
Role of Mitochondrial Dysfunction in COVID-19:
Therapeutic Effects of Vitamin D. Antioxidants.
2020;9(9):897. doi:10.3390/antiox9090897.



BAB IlIl : POTENSI NIGELLA SATIVA
SEBAGAI ANTIOKSDAN

3.1 Antioksidan

menjadi

Antioksidan adalah senyawa penetral radikal bebas dengan
resipien atau donor elektron. Antioksidan bereaksi

menghambat aktivitas senyawa tersebut melalui reaksi donor

elektron dimana posisi senyawa radikal sebagai senyawa resipien.

Struktur antioksidan terdiri dari struktur cincin aromatik dan dapat

mendelokalisasi terutama pada elektron yang tidak berpasangan.

Antioksidan dibagi menjadi 3 berdasarkan mekanisme kerjanya,

yaitu:1?

a.

Antioksidan endogen (primer) Antioksidan ini, yang dikenal
sebagai antioksidan enzimatik, bekerja dengan mencegah
pembentukan radikal bebas dan mengubahnya menjadi
molekul yang tidak berbahaya. SOD, Catalase, dan glutathione
peroksidase adalah antioksidan endogen.

Antioksidan sekunder (eksogen) bekerja dengan cara
memutus reaksi berantai pada senyawa radikal bebas. Zat
yang mengandung antioksidan sekunder adalah
Thymoquinone, vitamin E (a-tokoferol), asam urat, 8 karoten,
vitamin C, albumin dan bilirubin.

Antioksidan tersier membantu memperbaiki lesi biomolekular
karena tingginya kadar radikal bebas. Zat yang mengandung
antioksidan tersier yaitu metionin sulfoksida reduktase dan
enzim DNA repair.
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Antioksidan tubuh bekerja secara komprehensif dan berkelanjutan.
Mekanisme kerja antioksidan di dalam tubuh dapat dilihat pada
gambar 3.1
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Gambar 3. 1 Cara kerja antioksidan di dalam tubuh

3.1.1 Superoxide dismutase (SOD)

SOD adalah enzim antioksidan endogen, turunan dari oksigen yang
berfungsi mengkatalisis penghilangan radikal bebas superoksida,
dan dalam beberapa situasi ketika terjadi stres oksidatif, sintesis
enzimatik SOD dapat diinduksi dengan cepat. SOD juga berperan

dalam mengkonversi superoksida anion (027). Ada dua sistem
pertahanan SOD yaitu, sistem pertahanan preventif bersama enzim
katalase dan Glutation peroksidase, serta sistem pertahanan yang

memisahkan reaksi radikal seperti isoflavon, vitamin A, C, dan E.l'2
SOD terbagi menjadi Superoxide dismutase-1 atau CuZn-Sitosolik
(CuZn- SOD) yang mengandung tembaga serta seng, ditemukan di
sitoplasma intraseluler dan mampu berpindah dengan cepat ke
dalam nukleus untuk menjaga stabilitas genom (Gambar 3.2).
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Gambar 3. 2 Struktur Cu-Zn SOD (Kode PDB 1HLS5)

Superoxide dismutase-2 atau Mn-Mitokondrial (Mn-SOD) yang
mengandung mangan dan enzim ini berada di mitokondria (gambar
3.3). Superoxide dismutase- 3 (EC-SOD) mengandung tembaga dan
seng yang aktif melindungi dari stres oksidatif di permukaan sel.

Gambar 3. 3 Struktur Mn-SOD (Kode PDB 2ADQ)
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Enzim ini mengandung peptida dan bekerja di ekstraseluler. SOD
bekerja dengan mengubah anion superoksida (0;) menjadi
komponen vyang kurang reaktif/berbahaya, yaitu hidrogen
peroksida (H,0,) kemudian menjadi O, + H,0 oleh enzime

C(Jtalase.a_5

Superoxide dismutase merupakan enzim antioksidan sebagai lini
pertama pertahanan melawan ROS terlibat langsung dalam
mengurangi migrasi sel inflamasi dengan mengatur molekul adhesi
dan ekspresi sitokin inflamasi. Pada COVID-19, respons inflamasi
yang tidak terkontrol menyebabkan jumlah limfosit rendah dan
terjadi pengurangan transportasi oksigen ke jaringan (sel dalam
keadaan hipoksia) yang dapat menghasilkan spesies reaktif seperti
superoksida dan H202. Virus SARS-CoV-2 dapat menekan sistem
antioksidan termasuk SOD, CAT, glutathione S-transferase, dan
glutathione peroksidase pada sel epitel alveolus tipe 2 dan sel epitel

6
saluran napas kecil.

3.1.2 Catalase (CAT)

Catalase merupakan enzim antioksidan endogen yang berfungsi
mengkatalisis reaksi hidrogen peroksida menjadi molekul oksigen
(0,) dan molekul air (H,0). Molekul H,0, mengoksidasi heme yang
terdapat dalam enzim Catalase dari bentuk enzyme resting-state
(Enz(Por-Felll)) menjadi oxyferryl selanjutnya molekul H202
digunakan sebagai reduktor senyawa | melalui reaksi redoks yang
melibatkan transfer dua elektron dari donor elektron (molekul H,0,
kedua) untuk regenerasi enzyme resting-state (Enz(PorFelll)), air
(H,0) dan oksigen (0O,) (Gambar 3.4). Tidak hanya SOD, Catalase
juga berfungsi sebagai lini pertama melawan ROS. Enzim
antioksidan ini terdapat di hati, eritrosit dan sel epitel alveolar.
Pada COVID-19, Catalase membantu dalam mengatur produksi
sitokin, melindungi sel dari kerusakan oksidatif dan menekan

replikasi SARS-CoV-2.
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Fe?*

Gambar 3. 4 Struktur Human Catalase (Kode PDB 1QQW)

3.1.3 Malondialdehyde (MDA)

Malondialdehyde (MDA) adalah senyawa toksik yang menjadi
indikator peningkatan stres oksidatif dan hasil akhir peroksidasi
lipid yang dapat merusak membran sel. Bila kadar MDA tidak
segera diturunkan dapat mengganggu fungsi sel. MDA banyak
terdapat dalam darah dan pertama kali digunakan pada tahun
1950-an digunakan untuk penanda pembusukan pada makanan.
MDA saat ini dapat digunakan dalam riset biomedis sebagai
indikator peningkatan stres oksidatif terutama yang terlibat dalam
proses peroksidasi lipid. MDA di mitokondria menghambat
pyruvate dehydrogenase (PDH) dan a-ketoglutarate
dehydrogenase berinteraksi langsung dengan kelompok sulfhydryl
pada asam lipoat. Dalam siklus Kreb, enzim ini penting dan reaksi

oksidatifnya melalui fosforilasi terlibat dalam reduksi NAD*
menjadi NADH. Studi lain dalam uji coba pada tikus, yang
ditemukan pada hipokampus tikus menunjukan kadar MDA yang
sangat tinggi dan bersifat sitotoksik pada sel. MDA bereaksi dengan

Nat/K*-ATPase pada membran plasma untuk mendepolarisasi
membran, membuka voltage gate channel, sehingga

2+
memungkinkan Ca masuk kedalam sel terutama sitosol dan
mengaktifkan apoptosis. Stres oksidatif menyebabkan disfungsi
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mitokondria menimbulkan penurunan energi seluler, terdapat

banyaknya akumulasi mediator sitotoksik, serta terjadinya

10,11
kerusakan seluler.

Peningkatan kadar serum MDA pada pasien COVID-19 dilaporkan
dalam bahwa radikal bebas yang berlebih dapat menghancurkan
membran lipid sehingga terjadi peningkatan lipid MDA dan 8-
Isoprostaglandin  F2 Alpha (8-iso-PGF2a) sebagai produk
sampingan. Penelitian ini juga menyelidiki konsentrasi PGF2a
dalam plasma pasien COVID-192, Mekanisme pembentukan MDA

dapat dilihat pada gambar 3.5
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Gambar 3. 5 Pembentukan MDA pada inflamasi

3.2 Nigella sativa

Nigella sativa adalah tanaman tradisional yang telah
diketahui banyak orang manfaatnya dari 100 tahun yang lalu.
Nigella sativa memiliki berbagai sebutan seperti jintan hitam,
sannouj, Habbat El Baraka, serta Black Cumin. Tanaman Nigella
sativa ini dibudidayakan di beberapa negara seperti di Mediterania,
Benua Eropa dan benua Asia. Nigella sativa sering digunakan untuk
bahan penyedap rasa dan dijadikan obat tradisional. Penelitian dan
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penggunakan Nigella sativa sebagai pengobatan alternatif semakin
berkembang beberapa tahun terakhir, seiring dengan temuan

kandungan antioksidan yang tinggi pada Nigella sativa.13' 14

Nigella sativa mengandung protein monosakarida sebagai
sumber energi yang mudah diserap tubuh dan mengandung
polisakarida yang dapat menjadi sumber serat, fixed oil, minyak
essensial, protein, alkaloid, dan saponin. Biji Nigella sativa (Gambar
3.6) terkenal dengan kandungan zat aktifnya yang berperan sebagai
antioksidan, seperti Thymoquinone, O-cymene, Beta-pinene,
Palmitic acid, Oleic acid, Linoleic acid, 1-Heptatriacotanol, dan

11, 13, 15
Thymol. Thymogquinone (TQ) adalah komponen utama zat
aktif dari Nigella sativa. Adapun efek zat aktif dari Thymoquinone
(2-isopropyl-5-methylbenzo-1,4- quinone) antara lain melindungi

sel terhadap kejadian stres oksidatif, anti inflamasi, inhibitor lipid

. . . 13, 16,17
peroksidase, dan anti radikal bebas.

Gambar 3. 6 Nigella sativa®®

Studi sebelumnya yang meneliti pemberian oil dari biji
Nigella sativa menyebutkan bahwa Thymoquinone berperan
sebagai zat aktif yang memiliki efek protektif dari kerusakan
oksidatif akibat radikal bebas. Telah diuji potensi senyawa TQ,
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Dithymoquinone, dan Thymol pada beberapa radikal bebas
termasuk ROS. Dari hasil percobaan tersebut diketahui TQ,
Dithymoquinone, dan Thymol memiliki efek sebagai antioksidan
yang kuat. TQ secara signifikan dapat berfungsi sebagai penangkal

ROS dan memiliki kemampuan untuk meningkatkan produksi

17-19
antioksidan seperti SOD, Catalase, dan glutathione peroksida.

3.3 Aktivitas farmakologis Nigella sativa sebagai antioksidan
Sejumlah penelitian terkait antioksidan secara in vitro, ex
vivo dan in vivo telah dilakukan dengan ekstrak Nigella sativa,
minyak biji dan Thymoquinone. Temuan ini menunjukkan bahwa
Nigella sativa dan komponen bioaktif turunannya memiliki
kemampuan menangkap radikal yang kuat serta kapabilitas sebagai
penghambatan stres oksidatif. Thymoquinone secara signifikan
mengubah parameter termasuk adenosin deaminase, CAT,
myloperoxidase, lipid peroksidase, reduced glutathione,
glutathione peroksidase, SOD, dan nitric oxide untuk mengurangi
stres oksidatif. Nigella sativa juga mengurangi kadar MDA,
conjugated diene dan mediator pro-inflamasi seperti interleukin IL-
1-beta, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), IFN-y, dan

20
prostaglandin (Gambar 3.7).
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Gambar 3. 7 Aktivitas antioksidan pada Nigella sativa.?°
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Thymoquinone (TQ) adalah senyawa aktif yang secara
farmakologi memiliki peran paling besar dalam Nigella sativa,
dimana TQ disebut memiliki kandungan sebagai antikanker, anti-
inflamasi dan antioksidan. Lebih lanjut lagi, molecular docking
menunjukkan bahwa TQ dapat mengganggu perlekatan SARS-CoV-
2 ke HSPAS5 (Heat Shock Protein Family A (Hsp 70) Member 5)
dengan mengikat erat protein ini pada permukaan sel.
Thymoquinone juga mengikat erat ke HSPA5/GRP78 (Glucose-
regulated protein 78) sehingga dapat mengurangi ekspresinya dan
meningkatkan fungsi mitokondria. Dengan demikian keduanya
dapat mengurangi risiko infeksi SARS-CoV-2 (Gambar 3.8).22°24

Thymogquinone (TQ)

o
| |
— NS
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Gambar 3. 8 Aktivitas farmakologis TQ pada infeksi SARS-CoV-2, Nrf2
dan GRP78.%

Pada gambar 3.7. menjelaskan pengaruh TQ pada infeksi SARS-
CoV-2, Nrf2, dan GRP78. Pada gambar tersebut, TQ mengaktifkan
Nrf2 dengan fosforilasi, menyebabkan translokasi di dalam nukleus,
mengikat ARE (elemen respons antioksidan) dan Maf. Pengikatan
ini menghasilkan pengurangan NF-kB, produksi sitokin, inflamasi,
kerusakan oksidatif dan peningkatan detoksifikasi gen sitoprotektif
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dan enzim seperti enzim HO-1. Selain itu, TQ menurunkan ekspresi
GRP78, ekspresi reseptor ACE2, serta menurunkan entri virus.?*

3.4 Potensi Senyawa Bioatif Nigella sativa sebagai Antioksidan

Virus adalah parasit intraseluler obligat yang menginvasi sel
inang  untuk  bereplikasi. Infeksi  virus  menyebabkan
ketidakseimbangan substansial dalam lingkungan  mikro
intraseluler, seperti terganggunya sistem redoks, yang kemudian
menginduksi enzim penghasil ROS, seperti nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidases (NADPH oksidase, NOX) dan
xanthine oxidase (XO), hingga menyebabkan ketidakseimbangan
antioksidan dan radikal bebas (stres oksidatif). Granulosit juga
memainkan peran yang relevan dalam infeksi virus. Neutrofil
menghasilkan radikal bebas superoksida yang signifikan dan H,0,,
yang merupakan mekanisme penting dalam eliminasi patogen,
serta menyebabkan kelebihan produksi ROS hingga terjadi
kerusakan jaringan.® 2> 26

Sebagai bentuk pertahanan tubuh dari peningkatan ROS dan
kondisi stres oksidatif, antioksidan endogen akan diekspresikan
secara bervariasi sesuai dengan stadium infeksi. Dalam model
kultur sel, beberapa jam pertama setelah infeksi, tubuh akan
menginduksi enzim SOD1, SOD2, glutathione S-transferase (GST),
CAT, dan GPx. Seiring dengan infeksi yang terus berkembang, hanya
SOD2 yang terus meningkat, menghasilkan produksi H,0, dalam
jumlah yang banyak, sedangkan enzim antioksidan lainnya,
termasuk yang penting untuk menetralkan H,0,, justru akan
mengalami penurunan. Dalam kasus ini, antioksidan eksogen
diharapkan dapat memegang peran penting agar tidak terjadi
kerusakan jaringan akibat infeksi virus SARS CoV-2.% 2% 26

El Gindy et al. menjabarkan aktivitas farmakologi yang luas
yang dimiliki oleh Nigella sativa seperti antidiabetes, analgesik,
antipiretik, antiinflamasi, antibakteri, dan antioksidan. Senyawa
utama yang terkandung dalam Nigella sativa adalah Thymoquinone
(30-48%), P-cymene (7-15%), Carva crol (6—12%), 4-terpineol (2—
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7%), dan T-anethole (1-4%). Penelitian ini kemudian dilakukan
terhadap pemberian Nigella sativa pada pakan kelinci, dan
didapatkan hasil yang menyebutkan bahwa pemberian Nigella
sativa dengan dosis 600 mg/kgBB menunjukan hasil yang lebih
efektif daripada 300 mg/kgBB dalam meningkatkan kinerja kelinci
secara produktif, memperbaiki profil lipid darah, status kekebalan,
serta status antioksidan.?’

Studi Hosseinzadeh et al. sebelumnya telah mempublikasi
sebuah review article yang merangkum berbagai studi tentang
penggunaan klinis Nigella sativa dan TQ dalam pencegahan dan
pengobatan berbagai penyakit. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa Nigella sativa memiliki efek menguntungkan bila digunakan
dalam terapi untuk berbagai penyakit, termasuk kardiovaskular,
sistem saraf, kulit, infeksi, sistem reproduksi, sistem pernapasan,
dan penyakit gastrointestinal. Hal ini juga berhubungan dengan
hasil penelitian yang menyebutkan bahwa TQ memiliki efek
antioksidan yang serupa dengan enzim SOD, CAT, dan Glutation
peroksidase dalam menurunkan kerusakan oksidatif.?®

Puspowardojo et al. telah melakukan sebuah penelitian
berupa penelitian true experimental pada tikus Sprague dawley.
Perlakuan yang diberikan yaitu dengan memberikan ekstrak jintan
hitam (Nigella sativa L) dan asap rokok, dengan luaran berupa
aktivitas SOD dalam plasma tikus dengan dosis harian yang
diberikan adalah 500 mg/hari selama 21 hari. Hasil penelitian
menyebutkan kandungan TQ dari Nigella sativa dapat
meningkatkan aktivitas SOD pada serum plasma tikus yang diberi
paparan asap rokok dengan peningkatan pada kelompok perlakuan
sebesar 32.48%. Penelitian serupa oleh Sirait et al. melakukan
penelitian selama 28 hari pada tikus dengan Nigella sativa dosis 500
mg/hari. Spesimen darah diambil dari pleksus vena retro orbita
sampel pada hari ke-29. Penelitian tersebut menyebutkan bahwa
Nigella sativa dengan dosis 500 mg/hari dapat mencegah
terjadinya stres oksidatif pada tikus akibat paparan asap rokok
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serta menurunkan kadar Malondialdehyde (MDA) pada serum tikus
yang telah diberikan paparan asap rokok.®

Penelitian lain dari Maideen melaporkan bahwa Nigella
Sativa dapat melindungi terhadap peningkatan H,0, yang akan
menginduksi stres oksidatif. Nigella Sativa berfungsi sebagai
senyawa bioaktif konstituen seperti TQ, carvacrol, T-anethole, dan
terpineol. Thymoquinone yang terkandung dalam Nigella sativa,
bekerja dengan mengaktifkan enzim yang mempertahankan sel
dari kerusakan sel yang diakibatkan oleh stres oksidatif. Beberapa
penelitian telah menunjukkan bahwa TQ dapat meningkatkan
ekspresi mRNA dan merangsang berbagai enzim antioksidan
sitoprotektif, termasuk enzim Catalase, SOD, glutathione
reduktase, serta glutathione-S-transferase (GST). Dengan demikian,
pemberian TQ pada pasien COVID-19 dapat meningkatkan
perlindungan dengan mencegah kejadian stres oksidatif akibat
penurunan aktivitas antioksidan endogen.30-33

Penelitian oleh Rahman di Malaysia juga melaporkan bahwa
Nigella sativa mengindikasikan sejumlah manfaat sebagai
tatalaksana COVID-19 seperti menghalangi masuknya virus ke
dalam pneumosit serta menyediakan ionofor untuk meningkatkan
penyerapan Zn*" yang dapat meningkatkan respons imun pejamu
terhadap SARS-CoV-2 serta dapat menghambat replikasi virus
dengan memblokir RdRp. Penelitian ini menyebutkan bahwa
penggunaan Nigella sativa dapat diberikan dengan dosis antara 40-
80 mg/kg/hari sebagai terapi tambahan tanpa efek samping.3*

Penelitian oleh Koshak et al. saat ini telah memasuki uji fase
Il clinical trial terkait pemberian Nigella sativa pada 200 orang
pasien COVID-19 derajat ringan. Sejauh ini, penelitian tersebut
menyebutkan bahwa Nigella Sativa dapat menjadi terapi potensial
pada COVID-19 derajat ringan, dengan pemberian Nigella sativa oil
softgel capsule 2x500 mg secara oral selama 10 hari.3> Penelitian
Ashraf et al. juga telah melakukan uji klinis acak multisenter di 4
rumabh sakit di Pakistan. Responden yang merupakan pasien COVID-
19 derajat sedang dan berat, secara acak dibagi dalam rasio 1:1
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diberikan madu (1 gram/KgBB/hari) dan Nigella sativa (80
mg/KgBB/hari) serta plasebo selama 13 hari bersamaan dengan
tatalaksana standar COVID-19. Hasil penelitian menunjukkan
luaran berupa perbaikan gejala seperti batuk, sesak napas
(takipnea dan hipoksia), demam, myalgia, dan penurunan tingkat
keparahan penyakit, dibanding kelompok kontrol plasebo. Dalam
penelitian ini pada pasien derajat sedang dan berat, virus clearance
dapat terjadi 4-5 hari setelah diberikan intervensi terutama pada
kelompok pemberian madu dan Nigella sativa. Pada COVID-19
derajat berat saturasi oksigen rata-rata di atas 90% dicapai pada
hari ke-6. Pada kelompok derajat sedang, dicapai pada hari ke-4
dan lebih dari separuh peserta (terutama kelompok pemberian
madu dan Nigella sativa) keluhan demam menjadi afebrile.
Sementara pada pasien kelompok kontrol tetap mengalami
demam. Pada hari ke-6, pada kasus derajat sedang sebagian besar
pasien dapat melanjutkan aktivitas normal sehari-hari terutama
pada kelompok pemberian madu dan Nigella sativa dibandingkan
dengan kelompok kontrol dimana pasien yang termasuk dalam
kelompok tersebut masih memiliki aktivitas terbatas. Pada hari ke-
8, pasien dengan COVID-19 derajat sedang (98.13%) dan berat
(70%) menjadi asimtomatik dengan pengobatan madu dan Nigella
sativa. Angka mortalitas sebesar 4 kali lebih tinggi terjadi pada

kelompok kontrol.3¢

1 Anti inflamasi ' Immunomodulatory
Badai Sitokin Respons Imun
{IL-15, IL 6, TNF o) (Seluler - Humoral)
> Multiorgan Protectio >
S[ um d lﬁ Komorbid & Mrusalu
(RS) - l Multiorgan
> 1 Antiviral > Adjust Terapi @
Transmisi Virus. A tivirol Drug m‘ jced
[ACE 2 - HSPAS) Adverse Effects
Antibakterial Anticoagulan
l Secs erial 1 COVID-19 Associated
Infection- Co inf ion ‘Thrombosis
Gambar 3. 9 Efek perlindungan multitarget Thymoquinone terhadap
patogenesis COVID-19.37
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Pada gambar 3.9 menjelaskan potensi efek vyang
menguntungkan dari TQ pada pasien COVID-19. Thymoquinone
adalah prinsip bioaktif utama dalam Nigella sativa dan telah
ditemukan karena memberikan berbagai keuntungan terapeutik
termasuk sebagai antioksidan, anti inflamasi, antikanker,
antibakteri, antijamur, antikoagulan, antisepsis, dan antikonvulsan.
Biji Nigella Sativa juga telah menunjukkan sebagai efek
imunomodulator.  Sementara  itu, beberapa penelitian
menunjukkan bahwa biji Nigella sativa memiliki beberapa efek
antivirus, sifat imunomodulator, antioksidan, efek anti iskemik
pada beberapa organ, termasuk pada organ otak, ginjal, jantung,
hati, dan usus. Adanya bukti tersebut menunjukkan bahwa bij
Nigella sativa dan konstituen aktifnya memiliki potensi terapeutik
yang signifikan terhadap COVID-19.%”

Selain metabolit sekunder, senyawa metabolit primer seperti
senyawa peptida yang terdapat pada NS, diduga memiliki aktivitas
antioksidan. Akan tetapi, hal tersebut tidak banyak diteliti.

Protein NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 5,
chloroplastic merupakan protein enzim yang terdapat pada rantai
pernafasan pada NS. Pada reaksi ini, NADH merupakan tenaga
pereduksi yang mengubah plastaquinon menjadi plastaquinol.
Protein NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 5, chloroplastic
dari NS memiliki 542 asam amino. Hasil sekuens protein tersebut
disajikan pada gambar 3.10.

>tr| AOA161GVV5| AOA161GVV5_NIGSA NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 5, chloroplastic|
(Fragment) OS=Nigella sativa OX=555479 GN=ndhF PE=3 SV=1
GDFGLFLGILGLYWITGSFEFRDLFEITNNLVDNNETSSLFLILCAFLLFVGTVAKSAQF
PLHVWLPDAMEGPTPISALIHAATMVAAGIFLVARLFPLFTAIPSIMNIISLVGIITILL
GATLALSQRDIKRSLAYSTMSQLGYIMLALGMGSYRAALFHLITHAYSKALLFLGSGSII
HSMETIVGYSPDKSQNMALMGGLTKYVPITKTSFLLGTLSLCGIPPLACFWSKDEILNDS
WLYSPIFAIIACFTAGLTAFYMFRMYLLTFEGHLNVNFQNYSGKKNNAFYSISIWGKRGP
ELLKNICIFSTMNNKEKASFLSKKACPIDGNGVRDMRRPFIINNFANKKISTYPYESDNT
MLLPLLLLVLFILFVGFIGIPFGYEESDILSRWLTPSINFLHSNSNSSFDWYEFLINAIF
SVSIASLGIFIASTLYGPAYSYFHNFNLINLFVKRGPRRIICDPIINGIYNWSYNRGYID
VFYAKTLTRGIRGLAELTYFFDKQVIDGITNGIGLSNFFVAEIKYIGGGRISSYIFFYLFY

Gambar 3. 10 Sekuens protein NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit
5, chloroplastic dari NS

-34-



Sekuens protein tersebut kemudian dilakukan skrening
peptide yang memiliki aktivitas antioksidan. Hasilnya disajikan pada
Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Aktivitas antioksidan peptida dari NS

Peptida Stuktur FRS Chel
Score Score
lle-Arg (IR) 0.38 0.25
Phe-Cys (KP) 0.41 0.28
Lys-Pro (FC) o 0.43 0.27
0 \ NH
Hh, N H
HoN
Gly-Thr-Trp o NH. 0.47 0.24
(GTW) ) afl
NH o
H N 5
@)
H
N
N
H
Tyr-Tyr-Glu 0.58 0.21
(YYE)
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Cys-Tyr-Tyr H 0.59 0.22

(cvy) iw@ o
8] NH i

N
H
O

OH

Peptida pada tabel 3.1, selanjutnya dilakukan docking molecular
dengan protein KEAP-1. Hasil docking molekul disajikan pada tabel
3.2.

Tabel 3.2 Hasil docking molekul antara peptida dengan KEAP1

Peptida Atomic Ikatan Hidrogen Ikatan Hidrofob
Contact | Residu Jarak Residu Jarak
Energi
(kJ/mol)
lle-Arg (IR) -75,69 Ser431 2,41 Arg415 4,35
Gly433 3,12 Ala556 4,50
Phe-Cys -20,71 Val465 3,27 Alad66 4,61
(KP) Val604 3,02
Lys-Pro (FC) -239,17 | Val418 2,94 Cys513 5,06
Val465 2,90 Ala366 4,09

Val467 2,85
Val514 3,65

Gly-Thr-Trp -251,59 | ASN414 2,72 ILE461 5,32
(GTW) ARG415 4,32
Tyr-Tyr-Glu -262,85 Arg4d83 2,76 Tyr525 5,00
(YYE) Argd15 2,56 Tyr572 5,09

Ser602 | 3,55
Cys-Tyr-Tyr | -361,23 | ASN382 | 2,59 Tyr334 3,91
(CYY) Ser555 2,68
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Visualisasi docking molekul pada tabel 3.2, disajikan pada gambar
3.11.

IR_KEAP1 KP_KEAP1

(b)

GTW_KEAP1

(c) (d)

CYY_KEAPL YYE_KEAP1

_____ W5
' 04

(e) (f)
Gambar 3. 11 Interaksi protein KEAP1 dengan peptide (a) lle-Arg (b) Phe-
Cys (c) Lys-Pro (d) Gly-Thr-Trp (e) Tyr-Tyr-Glu dan (f) Cys-Tyr-Tyr

Berdasarkan hasil uji toksisitas peptide NS diperoleh hasil seperti
pada tabel 3.3.

Tabel 3. 3 Uji toksisitas peptide NS

Peptida LD50 Hepato karsinogen Imuno mutagen Sito
(mg/kg) toksik toksik toksik

lle-Arg 1000 Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
Phe-Cys 5000 Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
Lys-Pro 6800 Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
Gly-Thr-Trp 800 Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
Tyr-Tyr-Glu 5000 Tidak Tidak Tidak Ya Tidak
Cys-Tyr-Tyr 5000 Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
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Peptida-peptida Tyr-Tyr-Glu dan Cys-Tyr-Tyr merupakan
peptide NS yang memikili skore > 0,5 (tabel 1). Hal ini menunjukkan
bahwa peptida-peptida tersebut memiliki kemampuan untuk
menangkap radikal bebas lebih 50%. Pada sisi lain, peptidaTyr-Tyr-
Glu dan Cys-Tyr-Tyr memiliki Atomic Contac Energy (ACE) yang
paling rendah yang berarti ikatan antara peptide dengan KEAP1
semakin kuat.!” Dengan demikian, dapat dijelaskan bahwa peptida
tersebut bekerja dengan cara menghambat pembentukan
kompleks Nrf2-KEAP1.38 39

Dalam kondisi basal, Nrf2 berlokasi di sitoplasma dan
inaktif, yang kemudian berikatan dengan molekul represor
Kelchlike ECH Association Protein 1 (KEAP1) membentuk kompleks
Nrf2-KEAP1. KEAP1 merupakan suatu protein dengan berat
molekul protein 69-kDa memiliki fungsi fisologi dengan protein
Kelch sebagai pengikat aktin dan berperan sebagai regulator
negatif dari Nrf, 38 3°

Keapl terdiri atas beberapa residu sistein yang bertindak
sebagai sensor terhadap status redoks intraselular.'® Nrf2 secara
cepat akan didegradasi oleh jalur ubikuitin proteosom. Sinyal dari
ROS dan elektrofil senyawa peptide akan mengakibatkan disosiasi
NRf2 dari KEAP1. Kemudian, NRf2 akan bertranslokasi ke nukleus.
Di dalam nukleus, NRf2 terikat pada sekuens regulator yang disebut
antioxidant response element atau electrophile response elements
(ARE/ApRE) yang berlokasi di regio promotor dari gen yang
mengkode antioksidan, misalnya superoksida dismutase, catalase,
peroksidase, dan lain-lain. Penghambatan jalur Nrf2/KEAP1 oleh
peptide-peptida dari NS dimungkinkan berpengaruh terhadap
fungsi fisologi. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa peptide pada
NS berperan sebagai antioksidan dengan berinteraksi dengan
KEAP1,3839

Interaksi yang terbentuk antara peptide-peptida NS
dengan protein KEAP1 berkontribusi terhadap kuat-lemahnya
ikatan yang diindikasikan oleh ACE (Tabel 2). Selain itu tinggi
rendahnya hidrofobisitas, peranan donor/acceptor pada ligand-
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protein. Nilai ACE yang rendah akan menguatkan interaksi antara
peptida dan protein. Interaksi peptida dan protein yang yang kuat
akan menstabilkan kompleks peptida-protein. Hidrofobisitas yang
rendah berbanding terbalik dengan jumlah ikatan hidrofobisitas
dan meningkatkan permeabilitas senyawa pada membran sel.

Pada tabel 3, terlihat bahwa dari ke enam peptide tersebut
Gly-Thr-Trp merupakan peptide yang tergolong toksik dibanding
peptida lain. Sementara itu, Tyr-Tyr-Glu merupakan peptide yang
berpotensi sebagai mutagen, vyakni molekul vyang dapat
menyebabkan mutasi pada gen. Dengan demikian, secara umum
Cys-Tyr-Tyr merupakan peptide yang memiliki aktivitas antioksidan
dan tidak menimbulkan efek hepatotoksik, karsinogenik,
imunotoksik, mutagen, dan sitotoksik.
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BAB IV: METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini yaitu penelitian eksperimental, clinical trial
dengan single blind pada pasien COVID-19 derajat sedang untuk
mengetahui pengaruh pemberian Nigella Sativa terhadap gejala
klinis, aktivitas enzim Superoxide dismutase, Catalase, dan kadar
Malondialdehyde, serta kemudian dievaluasi menggunakan analisis
in silico dengan molecular docking.

4.2 Populasi dan Sampel
4.2.1 Populasi Penelitian

Populasi pada penelitian ini adalah pasien COVID-19 dengan
derajat sedang yang dirawat di RSUD Ulin di Ruang Isolasi Mawar,
RSUD Dr. H. Moch. Ansari Saleh dan RSUD Sultan Suriansyah
Banjarmasin pada bulan Mei — Oktober 2022.

4.2.2 Sampel Penelitian
Sampel penelitian ini adalah seluruh pasien COVID-19
derajat sedang yang dirawat di Ruang Isolasi Mawar RSUD Ulin,
ruang isolasi RSUD Dr. H. Moch. Ansari Saleh dan RSUD Sultan
Suriansyah Banjarmasin dari Bulan Mei — Oktober 2022 sesuai
dengan kriteria inklusi dan eksklusi.
Kriteria Inklusi:
e Usia>18-65 tahun.
e Pasien COVID-19 terkonfirmasi dengan derajat sedang.
e Bersedia mengikuti penelitian dengan menandatangani
informed consent.
Kriteria Eksklusi:
e Pasien COVID-19 derajat ringan, berat, atau kritis.
e Pasien COVID-19 yang sedang hamil dan menyusui.
e Pasien COVID-19 yang mendapatkan terapi tambahan seperti
anti-IL6, Plasma Konvalesen dan Intravena Immunoglobulin.
-45-



e Pasien penyakit liver yang berat (nilai SGOT/SGPT > 5x dari
nilai batas normal).
e Pasien dengan penyakit gagal ginjal kronis.

Drop Out:

e Pasien menyatakan mundur atau meninggal dunia dari
penelitian.

e Pasien tidak teratur saat mengikuti protokol penelitian.

e Pasien yang mengalami kondisi perburukan sehingga
ditetapkan sebagai kasus derajat kritis dan atau memerlukan
ventilasi mekanis.

4.2.3 Teknik Pengambilan Sampel

Sampel penelitian ditentukan dengan Consecutive sampling
pada pasien yang sesuai dengan kriteria inklusi dan eksklusi.
Consecutive sampling merupakan teknik non-probability sampling
paling baik karena sebagian besar penelitian klinis menggunakan
teknik ini dalam pengambilan sampel penelitian. Pada teknik ini
semua sampel penelitian yang memenuhi kriteria inklusi sampai
kurun waktu tertentu diambil sehingga jumlah sampel terpenuhi.
Setiap prosedur penelitian telah disetujui sebelumnya oleh Komite
Etik Fakultas Kedokteran Universitas Lambung Mangkurat, RSUD
Ulin, RSUD Dr. H. Moch. Ansari Saleh dan RSUD Sultan Suriansyah
Banjarmasin. Pasien secara sukarela berpartisipasi dalam
penelitian dan menandatangani formulir persetujuan atau
informed consent.

Sampel untuk penelitian ini dibagi menjadi tiga kelompok
penelitian. Kelompok tersebut terdiri dari kelompok pasien yang
diberikan Nigella sativa dengan dosis 1x600 mg, kelompok pasien
yang diberikan Nigella sativa dengan dosis 2x600 mg, dan
kelompok tanpa perlakuan sebagai kontrol. Besaran sampel pada
penelitian ini dihitung berdasarkan rumus Federrer dengan
perhitungan:
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(r-1)(t-1)
t = Jumlah perlakuan

215

(r-1)(3-1) >15
n =Jumlah replikasi
(r=1) (2) 2 15
2r-2 215
r=(15+2)/2

r=17/2=85=9
Dengan demikian jumlah sampel minimal adalah sebanyak 30

pasien.

4.3 Variabel Penelitian dan Definisi operasional
4.3.1 Variabel Penelitian

Variabel bebas
Variabel terikat

Variabel pengganggu

: Nigella sativa

: Gejala dan tanda klinis (batuk, demam,
dispnea, takipnea dan saturasi oksigen),
aktivitas enzim Superoxide dismustase,
enzim Catalase, dan kadar
Malondialdehyde pada serum.

: Usia, jenis kelamin, komorbid, pemberian
antioksidan selain Nigella sativa (NAC,
vitamin C, vitamin D) dan penggunaan
kortikosteroid.

4.3.2 Definisi Operasional

Variabel

Definisi Operasional Skala

Pasien COVID-19
terkonfirmasi

Pasien COVID-19 terkonfirmasi
Swab PCR yang dirawat di Ruang
Isolasi  Mawar RSUD Ulin
Banjarmasin.

Kategorik

Pasien COVID-19
derajat sedang

Pasien yang memiliki tanda klinis
pneumonia (demam, batuk,
sesak, serta napas cepat tanpa
adanya tanda pneumonia berat)

Kategorik
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dan atau status oksigenasi
dengan Sp02 93 - 95 % dengan
udara ruangan.

Gejala dan tanda
klinis

Gejala klinis sebagai parameter
mengacu tanda klinis pada
pasien COVID-19 derajat sedang,
meliputi demam, batuk, sesak
(dispnea), napas cepat tanpa
adanya tanda pneumonia berat
(takipnea) serta saturasi oksigen
>93%

Kategorik

Pemberian
Nigella Sativa

Pemberian Nigella sativa kapsul
dosis 1x600mg dan 2x600mg
selama 10 hari.

Kategorik

Aktivitas enzim
Catalase (CAT)

Dilihat dari kemampuan enzim
Catalase dalam mengkatalisis
H,O, menjadi air dan O,
molekuler.  Aktivitas  enzim
Catalase diukur menggunakan
spektrofotometri dengan
panjang gelombang 240 nm.
Hasil yang diperoleh dicatat
sebagai kadar CAT plasma dalam
satuan U/L

Numerik

Aktivitas enzim
Superoxide
dismutase (SOD)

Enzim yang dihasilkan dari stres
oksidatif. Penghitungan enzim
menggunakan metode Misra
dan Fridovich kemudian diukur
absorbansinya  menggunakan
spektrofotometer dengan A =
480 nm. Hasil yang diperoleh
dicatat sebagai kadar SOD
plasma dalam satuan U/L

Numerik
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Pengukuran dengan
menggunakan 100 pL serum
dimasukkan ke dalam tabung
Aktivitas reaksi, . yang diukur
Malondialdehyde absorbansinya den.gan Numerik
(MDA) spektrofotometer pada r?anjang
A maks =532 nm. Hasil yang
diperoleh dicatat sebagai kadar
MDA plasma dalam satuan
ng/ml.
Menggunakan metode

molecular  docking  dengan
menggunakan server Patchdock.
Hasil molecular docking adalah
energi ikatan (AG) dan ikatan
hidrogen  yang  terbentuk.
Metabolit Nigella sativa yang
In Silico digunakan berupa Numerik
(Thymoquinone,  Beta-pinene,
Linoleic acid dan Thymol) dan
dievaluasi pada KEAP1 sel tubuh
(PDB: 5CGJ) yang diperoleh dari
data base protein (rcsb.org).
Hasil docking divisualisasikan
dengan program Chimera 1.14.

4.4 Molecular Docking pada Nigella sativa

Metode in silico adalah kajian penelitian dalam bidang
biologi dan kimia yang berbasis komputasi, dengan menggunakan
teknologi komputer dan database sebagai pengembangan
penelitian lebih lanjut. Metode in silico terdiri dari tahapan
prediksi, pengajuan hipotesis, hingga didapatkan hasil berupa
temuan baru dalam pengobatan dan terapi. Salah satu penerapan
metode in silico adalah dengan menggunakan molecular docking.
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Penelitian ini dilakukan dengan cara mengamati model
interaksi ligand-protein menggunakan kajian in silico. Pengamatan
dimulai dengan preparasi senyawa ligan docking yang didapat dari
hasil analisis kromatografi dari Nigella sativa sebagai ligan. Rumus
senyawa berasal dari database PubChem
(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/). Senyawa tersebut, yaitu:
Thymogquinone (CID: 10281), Beta-pinene (CID: 14896), Linoleic acid
(CID: 5280450), dan Thymol (CID: 6989). Selanjutnya struktur 3D
senyawa diviualisasikan melalui program Chimera 1.14. Preparasi

ligan meliputi minimize structure, penambahan hidrogen, dan
pengaturan muatan yang dilakukan dengan program Chimera 1.14.
Hasil preparasi ligan disimpan dalam file dengan format *.pdb
untuk persiapan molecular docking.

Molecular docking dilakukan dengan menggunakan server
Patchdock. Domain makro sel yang dipilih sebagai reseptor adalah
KEAP1 (PDB: 5CGJ) yang diperoleh dari data base protein (rcsb.org).
Hasil docking divisualisasikan dengan program Chimera 1.14. Data
yang akan ditampilkan adalah Atomic Contact Energy, ikatan
hidrogen, dan interaksi hidrofob antara ligan dan residu asam
amino dari protein reseptor docking. Analisis akan dilakukan secara
deskriptif dengan membandingkan gambar hasil visualisasi
interaksi antara senyawa ligan (Nigella sativa) melalui program
Chimera 1.1.4 serta energi ikatan (AG) dan ikatan hidrogen yang
terbentuk.
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4.5 Alur Penelitian
Alur penelitian ini disajikan pada gambar 4.1

Pasien COVID-19 derajat sedang yang dirawat di
Ruang Isolasi Mawar RSUD Ulin, RSUD Anshari
Shaleh, dan RSUD Sultan Suriansyah Banjarmasin

Kriteria Inklusi
I Kriteria Eksklusi I
Informed Concent

Subjek penelitian

| Nigella sativa sebagai senyawa |

antioksidan potensial
I

y ¥ y
Subjek penelitian dengan Subjek penelitian dengan Subjek penelitian tanpa
pemberian Nigella sativa pemberian Nigella sativa pemberian Nigella sativa
1x600 mg (n=10) 2x600 mg (n=10) (kontrol) (n=10)

|P i ligan Docking d |
Pengambilan sampel darah pasien 3 ml, sebelum dan repam;\;i gfﬂz s afg, Eng a
sesudah diberi Nigella sativa dan tidak diberi Nigella sativa

Sampel penelitian

Observasi gejala dan tanda klinis: Pengukuran aktivitas enzim Molecular docking in silico
- Demam SOD, Catalase dan MDA Nigella sativa
- Batuk
- Dispnea
- Takipnea
- Saturasi Oksigen Pengumpulan dan

pengolahan data

Penyusunan laporan

Gambar 4.1 Alur Penelitian Pengaruh Pemberian Nigella sativa dalam
Menurunkan Kerusakan Oksidatif pada Pasien COVID-19: Kajian Klinis dan
In Silico.

4.6 Prosedur Pengolahan Sampel dan Pengumpulan Data
Sampel dibagi menjadi tiga kelompok, yaitu kelompok
perlakuan dengan pemberian Nigella sativa 1x600 mg, kelompok
perlakuan dengan pemberian Nigella sativa 2x600 mg, serta
kelompok kontrol tanpa diberikan suplementasi Nigella sativa.
Sebelum perlakuan dan setelah 10 hari perlakuan, pasien diambil
darahnya untuk dibuat serum, dengan cara mengambil 3 mL darah
kemudian dimasukkan ke dalam tabung merah lalu disentrifugasi
300 rpm selama 10 menit. Cairan yang berwarna bening hasil
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sentrifugasi diambil dan digunakan untuk pengukuran kerusakan
oksidatif.

Pengukuran enzim SOD dilakukan dengan cara mengambil
sebanyak 500 pL supernatant dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
tambahkan 800 L buffer karbonat 100 mM pH 10,2 dan 100 uL 12
efinefrin 3 mM. Ukuran serapan pada panjang gelombang 480 nm
sebagai AO. Setelah 15 detik ukur lagi serapan pada panjang
gelombang 480 nm sebagai Al. Satu unit SOD didefinisikan sebagai
banyaknya enzim yang menghambat 50 % autooksidasi efinefrin.

Pengukuran Catalase dilakukan dengan cara mengambil
sebanyak 0,1 ml serum ke dalam tabung reaksi, kemudian
tambahkan sebanyak 1,9 ml buffer fosfat pH 7,0 konsentrasi 50 mM
dan 1 mL larutan H,0, 30 mM. Reaksi dimulai setelah penambahan
H,0, kemudian baca absorbasi pada panjang gelombang 570 nm
(A0). Ukur kembali serapan absorbansi pada panjang gelombang
570 nm setelah 30 detik (Al). Blanko diukur dengan
mencampurkan 2,9 ml buffer fosfat 50 mM pH 7 dengan H,0,
sebanyak 0.1 ml.

Pengukuran Malondialdehyde dilakukan dengan cara
mengambil sebanyak 100 pL serum kemudian dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, ditambah 550 pl, 100 pl TCA, 100 uL HCL 1 N
,100 uL NaThio 1 % dan dihomogenkan kembali. Setelah itu
disentrifugasi dengan kecepatan 500 rpm selama 10 menit,
dipanaskan dalam water bath 1000 Celcius selama 30 menit, lalu
kemudian diukur dengan spektrofotometer dengan panjang
gelombang maksimum (A maks = 532 nm).

Sumber data yang digunakan penelitian ini yaitu data primer
yang dikumpulkan berdasarkan hasil pemeriksaan aktivitas enzim
Superoxide dismutase, enzim Catalase dan MDA pada serum pasien
COVID-19 sebelum dan sesudah dilakukan pemberian Nigella sativa
serta observasi gejala dan tanda klinis seperti demam, batuk,
dispnea, takipnea dan saturasi oksigen. Masing-masing data
selanjutnya dibuat tabulasi data berbentuk tabel dan kemudian di
analisa.
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4.7 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini menggunakan program SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) versi 25.1. Data

dianalisis melalui uji homogenitas dan normalitas. Karena jumlah

sampel yang diuji sedikit, uji distiribusi data menggunakan uiji

Shapiro-Wilk, dan diuji homogenitas variannya dengan uji Levene’s

test.
i

Analisis Univariat

Analisis univariat berguna untuk memaparkan nilai
persebaran data atau masing-masing variabel penelitian
melalui statistik deskriptif atau ringkasan data yang
dikumpulkan sehingga diperoleh informasi yang jelas
misalnya nilai mean, modus, dan standar deviasi kemudian
dapat disajikan dalam bentuk tabel, grafik atau ukuran
statistik lainnya.

Analisis Bivariat

Jika data terdistribusi normal dan homogen, maka dilakukan
analisis parametrik menggunakan uji One Way Anova dengan
tingkat kepercayaan 95% (a = 0.05). Jika sebaran data tidak
terdistribusi normal dan homogen, maka uji statistik yang
digunakan adalah uji Kruskal-Wallis dengan tingkat
kepercayaan 95%.

Analisis Multivariat

Analisis multivariat merupakan analisis yang menggunakan
variabel lebih dari dua variabel. Analisis Multivariat
menggunakan Manova (Multivariate Analysis of Variance)
untuk menguji perbedaan variansi vektor mean aktivitas
enzim SOD, CAT, dan MDA pada pasien COVID-19 setelah
pemberian Nigella Sativa selama 10 hari.

4.8 Metode In Silico

Pendekatan in silico saat ini telah menjadi salah satu metode

yang efektif digunakan untuk menganalisis potensi suatu senyawa.

Metode in silico adalah kajian penelitian dalam bidang biologi dan
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kimia yang berbasis komputasi, dengan menggunakan teknologi
komputer dan database sebagai pengembangan penelitian lebih
lanjut. Metode in silico terdiri dari tahapan prediksi, pengajuan
hipotesis, hingga didapatkan hasil berupa temuan baru dalam
pengobatan dan terapi. Penggunaan metode ini untuk
memprediksi efek farmakologi suatu senyawa kimia terhadap
target gen yang diteliti. Salah satu penerapan metode in silico
adalah dengan menggunakan molecular docking.*®20-38

Molecular Docking adalah studi tentang interaksi senyawa
kimia sebagai ligan dengan reseptor protein yang saling bertautan
antara satu dengan lainnya. Molecular docking menggunakan
prosedur komputasional yang digunakan untuk mengetahui,
memahami serta memprediksi keadaan suatu molekuler yang
menggambarkan interaksi antara molekul obat sebagai ligan
dengan reseptor. Proses komputasi tersebut akan mencari ligan
yang menunjukkan adanya kecocokan geometris dan kecocokan
energi (memprediksi afinitas ikatan). Metode dengan proses
penambatan molekuler vyang akurat dapat memberikan
keuntungan dalam memangkas waktu, energi, serta biaya yang
dibutuhkan dibandingkan metode konvensional. Dengan molecular
docking dapat diketahui gambaran aktivitas senyawa tanpa perlu
melakukan sintesis senyawa terlebih dahulu. Analisis potensi
senyawa dengan teknik molecular docking dilakukan secara
bertahap, mulai dari persiapan ligan hingga pemilihan protein
target, docking, dan uji ADME (adsorbsi, distribusi, metabolisme
dan juga ekskresi). 16174142

Persiapan ligan dilakukan dengan pengunduhan data sekuen
DNA atau protein yang diperoleh melalui percobaan laboratorium
yang kemudian disimpan dalam berkas komputer. Data dapat
diunduh melalui PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm. nih.gov),
yang merupakan sebuah arsip terbuka yang berisi informasi secara
luas berbagai entitas kimia, termasuk 18 molekul kecil, lipid,
karbohidrat, asam amino (yang dimodifikasi secara kimiawi), serta
urutan asam nukleat (termasuk siRNA/ small interfering RNA dan
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miRNA). Setiap berkas sekuen berisi informasi mengenai asal
organisme, sekuens, dan nomor akses yang digunakan untuk
mengidentifikasi sekuens tersebut. Selain struktur sekuens,
makromolekul seperti DNA RNA, dan protein juga dipresentasikan
dalam bentuk struktur tiga dimensinya yaitu format PDB (Protein
Data Bank).*>*3

Rumus senyawa Nigella sativa sebagai ligan yang akan diteliti
diambil dari database PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)berupa:Thymoquinone (CID:
10281), Beta-pinene (CID: 14896), Linoleic acid (CID: 5280450), dan
Thymol (CID: 6989). Sedangkan domain makro yang dipilih sebagai
reseptor adalah KEAP1 (PDB: 5CGJ) pada sel tubuh yang diperoleh
dari data base protein (rcsb.org). Hasil docking kemudian

divisualisasikan dengan program Chimera 1.14.18%

Hasil dari penambatan molekul kemudian dianalisis dengan
energi bebas Gibbs/energi ikatan, ikatan hidrogen dan kemiripan
residu asam amino dari masing-masing ligan yang diuji dan dapat
dilihat pada tabel visualisasi. Hasil molecular docking adalah energi
bikatan dan ikatan hidrogen yang terbentuk. Energi ikatan atau
energi bebas Gibbs (AG) digunakan untuk menunjukkan kekuatan
ikatan antara senyawa dengan protein. Secara termodinamika
reaksi metabolisme dalam tubuh berlangsung secara eksergonik
dan endergonik. Reaksi eksergonik merupakan reaksi yang dapat
menghasilkan energi bebas Gibbs, yaitu energi untuk melakukan
kerja pada suhu dan tekanan yang tetap. Reaksi eksergonik dapat
menimbulkan energi ikatan molekul pereaksi menjadi turun,
karena energi ikatan tersebut dibebaskan pada saat reaksi
berlangsung maka dapat menyebabkan energi ikatan produk
menjadi lebih rendah dibandingkan dengan energi ikatan pereaksi.
Semakin rendah energi ikatan suatu molekul, maka molekul
tersebut semakin stabil serta reaksi berjalan secara spontan. Jika
AG < 0 maka reaksi berjalan spontan (reaksi berjalan ke produk).
AG =0 maka reaksi berjalan reversibel. Jika AG > 0 maka reaksi tidak
terjadi. Hal ini yang disebut dengan keseimbangan termodinamika
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karena semakin negatif energi ikatan maka reaksi akan semakin

spontan serta memiliki ikatan yang stabil. Jenis ikatan hidrogen

yang terbentuk digunakan untuk menganalisis mekanisme sutau

interaksi yang terbentuk.**
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BABV : EFEK NIGELLA SATIVA SEBAGAI
ANTIOKSIDAN: LABORATORIUM DAN
ASPEK KLINIS

5.1 Alur Penelitian

Penelitian ini merupakan uji klinis multisenter, acak, dengan
clinical trial single blind untuk mengetahui pengaruh pemberian
Nigella Sativa terhadap gejala klinis, aktivitas enzim Superoxide
dismutase, Catalase, Malondialdehyde, Peroksida dan AOPP, serta
kemudian dievaluasi menggunakan analisis in silico dengan
molecular docking. Alur penelitian disajikan pada gambar 5.1.

Setelah pasien terkonfirmasi PCR SARS CoV2 positif, pasien
yang memenuhi kriteria inklusi/eksklusi, akan dimasukkan ke
dalam kelompok secara berurutan, pasien 1 masuk kelompok 1
(Kelompok 1x600 mg), pasien ke 2 masuk kelompok 2 (Kelompok
2x600 mg), pasien ke 3 masuk kelompok 3 (Kelompok Kontrol) dan
seterusnya.

Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah usia > 18 — 65
tahun, pasien COVID-19 terkonfirmasi dengan derajat sedang dan
bersedia mengikuti penelitian dengan menandatangani informed
consent. Sedangkan kriteria eksklusi antara lain : Pasien COVID-19
derajat ringan, berat, atau kritis, pasien COVID-19 yang sedang
hamil dan menyusui, pasien COVID-19 yang mendapatkan terapi
tambahan seperti anti-IL6, Plasma Konvalesen dan Intravena
Immunoglobulin, pasien penyakit liver yang berat (nilai SGOT/SGPT
> 5x dari nilai batas normal) dan pasien dengan penyakit gagal ginjal
kronis.

Untuk kriteria dropout adalah pasien menyatakan mundur
atau meninggal dunia dari penelitian, pasien tidak teratur saat
mengikuti protokol penelitian dan pasien yang mengalami kondisi
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perburukan sehingga ditetapkan sebagai kasus derajat kritis dan
atau memerlukan ventilasi mekanis.

Pasien akan dilakukan pemeriksaan darah, sampel darah
diambil dari vena sebanyak 3cc kemudian dilakukan sentrifugasi
300 rpm selama 10 menit. Cairan yang berwarna bening hasil
sentrifugasi diambil dan digunakan untuk pengukuran kerusakan
oksidatif, yaitu Superoxide dismutase, Catalase, Malondyaldehide,
Peroksida dan Oksidasi Protein (AOPP). Subjek penelitian diberikan
suplemen berupa kapsul Nigella sativa selama 10 hari.

Jintan hitam dibuat

Diberikan kepada
dalam bentuk kapsul

penderita COVID-19

Diambil darah

Uji antioksidan b—p Uji parameter kerusakan oksidatif
in silico
Gambar 5. 1 Alur penelitian

Penelitian ini menggunakan sampel awal sebesar 30 orang,
yang akan dikelompokkan dalam 3 kelompok dan dibandingkan
antara kelompok yang satu dengan yang lainnya serta bagaimana
terjadi kerusakan terhadap sel-sel dalam darahnya. Namun, dalam
penelitian ini hanya mendapatkan 27 pasien walaupun sudah
dilakukan di multisenter dikarenakan beberapa alasan, vyaitu
meliputi penurunan angka infeksi COVID-19 dibandingkan Tahun
2019-2021, sulitnya menemukan pasien COVID-19 derajat sedang
karena masyarakat sudah mendapatkan vaksin dan booster
sehingga ketika mereka terinfeksi COVID-19 pun gejala yang
dirasakan hanya gejala derajat ringan.
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COVID-19 merupakan penyakit yang telah menjadi masalah
kesehatan yang cukup serius di seluruh dunia yang disebabkan oleh
SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2).
Penyakit ini memiliki tingkat penularan yang sangat tinggi dan
mengakibatkan kematian lebih dari 6 juta kematian di seluruh

dunia hingga menyebabkan krisis pada kesehatan secara gIobaI.1
Mengingat bahaya virus ini, sangat disayangkan bahwa hingga saat
ini terapi yang diberikan untuk pasien COVID-19 hanya terapi
suportif dan simptomatik sesuai dengan gejala. Terapi yang
sepenuhnya efektif untuk meningkatkan hasil pada pasien COVID-

19 masih belum tersedia.2

Antivirus dapat diberikan pada pasien COVID-19 namun
berdasarkan sebuah penelitian sistematik review bahwa antivirus
lebih efektif bila diberikan pada awal perjalanan penyakit.
Meskipun begitu, pada kenyatannya tidak ada pengobatan
antivirus yang menunjukkan efektivitas yang signifikan dalam

mengurangi kematian akibat COVID-19.3 Hanya beberapa antivirus
yang diperbolehkan untuk digunakan, seperti baloxavir marboxil,
lopinavir/ritonavir (LPV/r), atazanavir, sofosbuvir, daclatasvir,
remdesivir, ribavirin, favipiravir, umifenovir (Arbidol), azvudine dan
novaferon. Hasil Sofosbuvir/daclatasvir menunjukkan perbaikan
klinis, meskipun kekuatan statistiknya rendah. Remdesivir
menunjukkan kemanjuran dalam mengurangi waktu pemulihan,
tetapi hasilnya tidak konsisten di seluruh uji coba. Antibiotik dan
antifungi boleh diberikan jika terbukti ada ko-infeksi pada pasien
COVID-19. Kortikosteroid banyak digunakan selama pandemi
COVID-19, namun tidak terdapat bukti yang signifikan terhadap
penggunaannya dan WHO menyarankan untuk tidak menggunakan

4
kostrikosteroid kecuali dengan indikasi yang lain.

Gejala penyakit ini sangat bervariasi setiap orang, namun
sebagian besar pasien mengalami demam (83-99%), batuk (59-
82%), kelelahan (44-70%), anoreksia (40-84%), sesak napas (31-
40%), produksi dahak (28—-33%) dan mialgia (11—35%).5 Dilaporkan
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bahwa diantara gejala minor yang dialami, dua per tiga pasien

6
COVID-19 mengalami gangguan penciuman dan pengecapan.

Sebagian besar pasien COVID-19 berkembang menjadi penyakit
dengan gejala pneumonia, gagal nafas, bahkan kematian.
Perkembangan ini dikaitkan dengan adanya peningkatan secara
ekstrim pada sitokin inflamasi termasuk IL2, IL7, IL10, GCSF, 1P10,

MCP1, MIP1A, dan TNFOL.7 Penelitian menunjukkan stress oksidatif
dalam perjalanan penyakit COVID-19 dapat menyebabkan
peningkatan peroksidasi lipid dan respons antioksidan total yang
tidak adekuat, sehingga replikasi virus dan penularan virus juga

meningkat.8 Mengingat penyakit ini belum ada terapi definitif dan
perjalanan penyakit COVID-19 sangat erat berkaitan dengan stress
oksidatif, sehingga hal ini bisa dikontrol dengan terapi selain yang
telah disebutkan di atas. Sebuah penelitian membuktikan bahwa
madu dan Nigella sativa mampu membentuk sifat antivirus,
antibakteri, antiinflamasi, antioksidan, dan imunomodulator
sehingga bisa menurunkan viral load yang signifikan pada pasien

COVID-19.

5.2 Karakteristik subjek penelitian

Penelitian dilakukan dengan membagi sampel menjadi 3
kelompok, dengan jumlah masing-masing kelompok sebanyak 9
orang diberikan Nigella sativa dosis 1x600 mg, 9 orang diberikan
Nigella sativa 2x600 mg, dan 9 orang tanpa pemberian Nigella
sativa sebagai kelompok kontrol. Pasien akan diambil serum
darahnya sebelum perlakuan dan setelah 10 hari perlakuan (Hari ke
11). Lokasi penelitian ini dilakukan pada pasien COVID-19 derajat
sedang di Ruang Isolasi RSUD Ulin, RSUD Dr. H. Moch. Ansari Saleh,
dan RSUD Sultan Suriansyah Banjarmasin. Karakteristik data umum
yang didapatkan pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 5.1.

Pada penelitian ini didapatkan jumlah sampel sebanyak 27
pasien. Berdasarkan jenis kelamin, sampel penelitian hampir sama
persentase totalnya, namun jumlah pasien tetap didominasi oleh

-66-



laki-laki sebanyak 14 (52%) dengan masing-masing 3 (33%) pada
kelompok pemberian Nigella sativa dosis 1x600 mg, 7 (78%) pada
kelompok pemberian Nigella sativa dosis 2x600 mg dan 4 (44%)
pada kelompok kontrol. Ditinjau dari umur maka didapatkan usia
rata-rata sampel adalah 47 + 12 tahun.

Laki-laki dinyatakan lebih rentan terinfeksi COVID-19
dibandingkan perempuan. Gelombang COVID-19 pertama di
Wuhan dilaporkan didominasi oleh laki-laki dengan persentase 59%

10
dari total kasus. Pandemi COVID-19 saat ini telah menyebabkan
jutaan kematian secara global dan secara tidak langsung

11
proporsional berdampak pada laki-laki. Beberapa penelitian juga
menyatakan bahwa laki-laki merupakan mayoritas pasien dengan

7
proporsi 50-75%. Temuan epidemiologis di berbagai belahan
dunia menunjukkan morbiditas dan mortalitas yang lebih tinggi

12
pada pria daripada perempuan pada COVID-19.
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Tabel 5. 1 Karakteristik sampel penelitian pasien COVID-19 derajat

sedang
Variabel Total (n=27) Kontrol Nigella Sativa Nigella Sativa
(n=9) dosis 1x600 (n=9) dosis 2x600 (n=9)

Usia — median (IQR) 4712 459 53+12 41+13
Jenis kelamin

Laki-laki 14 (52%) 4 (44%) 3 (33%) 7 (78%)

Perempuan 13 (48%) 5 (56%) 6 (67%) 2 (22%)
SOD (U/L)

Pre 27 (100%) 0,018+0,009 0,021£ 0,013 0,013+ 0,004

Mean £ SD

Post 27 (100%) 0,03140,016 0,028+0,004 0,05240,08

Mean + SD

Selisih 0,013 0,007 0,039
CAT (U/L)

Pre 27 (100%) 3474563 2,3142,97 1,3310,97

Mean + SD

Post 27 (100%) 3,69+5,59 328434 2,69+1,88

Mean + SD

Selisih 0,22 0,97 1,36
MDA (ng/ml)

Pre 27 (100%) 223163 348+132 3274190

Mean + SD

Post 27(100%) 200+42 280+79 103136

Mean + SD

Selisih 14 68 224
Peroksida (mg/dl)

Pre 27 (100%) 0,60,27 1,47£1,56 3,49+7,08

Mean £ SD

Post 27 (100%) 0,5+0,36 0,47+0,36 0,5+0,46

Mean t SD

Selisih 0,1 1 2,99
AOPP (mg/dl)

Pre 27 (100%) 0,89+0,44 2,95+4,08 1,75+1,63

Mean t SD

Post 27 (100%) 0,740,35 1,15£1,6 0,76+0,26

Mean * SD

Selisih 0,19 1,85 0,99

Beberapa faktor yang mendukung seperti ekspresi ACE 2
(angiotensin-converting enzyme-2) yang merupakan reseptor
untuk coronavirus, lebih tinggi pada pria daripada wanita dan juga
terdapat perbedaan imunologis berbasis jenis kelamin yang
didorong oleh hormon seks dan kromosom X. Sebagian besar dari
perbedaan jumlah kematian ini disebabkan oleh perilaku dan gaya
hidup laki-laki seperti merokok dan minum alkohol yang lebih tinggi
di kalangan pria dibandingkan dengan wanita sehingga kelompok
laki-laki memiliki respons imun yang kurang jika dibandingkan
kelompok perempuan, terutama yang tidak merokok dan minum

alkohol.”
Tingkat kematian kasus COVID-19 dipengaruhi oleh faktor-
faktor seperti usia, kondisi yang mendasari, dan tingkat keparahan
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penyakit dan secara signifikan bervariasi antar negara.1 Pada
penelitian ini usia rata-rata sampel adalah 47+12 tahun, dengan
masing-masing rata-rata sampel pada kelompok pemberian Nigella
sativa 1x600 mg adalah 53112, kelompok pemberian Nigella sativa
2x600 mg adalah 41412 dan kelompok kontrol 45+12. Insidensi
penyakit COVID-19 tertinggi pada kelompok umur 50-59 tahun,

sedangkan angka terendah pada kelompok umur 0-9 tahun.14
Kelompok usia < 40 tahun ditemukan keparahan penyakit sekitar
30,42% dengan angka kejadian kematian 11,54%, sedangkan
kelompok usia 40-60 tahun ditemukan keparahan penyakit sekitar
32,51% dengan angka kejadian kematian adalah 12,84%, pada usia
yang lebih tua > 60 tahun, tingkat keparahan penyakit ditemukan

15

sebesar 35,74% dan angka terjadinya kematian sebesar 10,49%.
Penelitian pada 99 pasien dengan penyakit COVID-19 di
Wuhan menunjukkan rerata usia adalah 55 tahun yang terbagi

7
menjadi 67 laki-laki dan 32 perempuan. Usia dan komorbiditas
secara signifikan terkait dengan lamanya rawat inap terkait COVID-

16
19 dan waktu pemulihan. Komplikasi lebih sering terjadi pada
kelompok usia yang lebih tua dan dilaporkan ada 18 kematian, 16
orang diantaranya merupakan responden dari kelompok usia yang

lebih tua.17 Telah diketahui pada penelitian sebelumnya bahwa
mortalitas untuk COVID-19 secara dramatis lebih tinggi pada orang
tua dan enzim SOD secara signifikan regulasinya menurun terutama
pada pasien COVID-19.

Pasien berusia = 60 tahun biasanya memiliki faktor komorbid
yang mendasar seperti obesitas, penyakit kardiovaskular, penyakit
ginjal kronis, diabetes, penyakit paru kronis, merokok, dan kanker,
dimana berbagai komorbid tersebut jika terkait dengan keparahan
akibat COVID-19 maka dapat dijumpai dengan adanya peningkatan
ROS yang lebih tinggi dan terdapat gangguan mekanisme
antioksidan endogen, sehingga memiliki peningkatan risiko terkena

COVID-19 dengan gejala sedang berat bahkan kritis.65 Hal ini tentu
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akan berpengaruh terhadap kadar enzim antioksidan seperti SOD,
CAT, MDA, Peroksida dan AOPP.

Penelitian oleh Hamza et al.”® juga melaporkan bahwa
persentase pasien yang meninggal karena COVID-19 ternyata 12
kali lebih tinggi pada mereka yang memiliki komorbid yang sudah
ada sebelumnya dibandingkan mereka yang tidak memiliki
komorbid dengan perbandingan 19,5% vs 1,6%. Persentase pasien
COVID-19 yang membutuhkan rawat inap enam kali lebih tinggi
pada mereka yang memiliki komorbid yang sudah ada sebelumnya
dibandingkan mereka yang tidak memiliki komorbid dengan

18
perbandingan 45,4% vs 7,6%.

5.3 Pengaruh Pemberian Nigella sativa terhadap Stres Oksidatif
Nigella sativa sebagai antioksidan eksogen bisa menjadi
terapi tambahan untuk pasien COVID-19 untuk membantu
keseimbangan kadar oksidan dan antioksidan pada tubuh, karena
pada pasien COVID-19 kadar antioksidan dalam tubuh tidaklah
cukup untuk memenuhi keseimbangan, sehingga stress oksidatif
tetap mendominasi pathogenesis COVID-19.'° Nigella sativa atau
yang biasa disebut jintan hitam atau black cumin merupakan
ramuan herba yang dikenal dengan berbagai manfaatnya dalam
kesehatan. Salah satunya adalah efek farmakologis karena memiliki
komponen bioaktif utama yang disebut Thymoquinone (TQ).
Nigella sativa dipercaya memiliki kemampuan untuk melemahkan
stress oksidatif dan peradangan untuk meningkatkan kekebalan
imun, kelangsungan hidup sel, metabolism energi, perlindungan
terhadap gangguan metabolisme, kardiovaskular, pencernaan,
hati, ginjal, pernapasan, hati, ginjal, pernapasan, reproduksi,
neurologis, kanker dan lain-lain.?®
Penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
bermakna pada kelompok Nigella sativa dengan dosis 1x600 mg
dan 2x600 mg pada kadar MDA dan Peroksida dan yang lebih baik
dalam menurunkan MDA dan Peroksida adalah kelompok dosis
2x600 mg dengan nilai masing-masing p< 0.05 (0.002 dan 0.001).
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Responden juga menunjukkan penurunan kadar MDA dan
Peroksida dengan pemberian Nigella sativa baik itu dosis 1x600 mg
ataupun 2x600 mg. Pemberian Nigella sativa dosis 1x600 mg
mampu menurunkan kadar MDA sebesar 68 ng/ml. Sedangkan
pemberian Nigella sativa dosis 2x600 mg mampu menurunkan
kadar MDA sebesar 224 ng/ml. Sejalan dengan hal tersebut, kadar
Peroksida juga menurun. Pemberian Nigella sativa dosis 1x600 mg
mampu menurunkan kadar Peroksida sebesar 1 mg/dl. Sedangkan
pemberian Nigella sativa dosis 2x600 mg mampu menurunkan
kadar Peroksida sebesar 0.99 mg/dl. Hal ini sesuai dengan
beberapa penelitian menunjukkan bahwa Nigella Sativa terbukti
memiliki kemampuan sebagai antioksidan dengan mengurangi
produksi ROS, Peroksida dan Malondialdehyde (MDA).?! Meskipun
terdapat perbedaan bermakna pada MDA dan Peroksida, namun
pemberian Nigella sativa 1x600 mg, 2x600 mg dan kontrol tidak
menunjukan perbedaan yang bermakna terhadap nilai SOD, CAT
serta AOPP.

Penelitian lain juga menyebutkan bahwa terapi dengan
Nigella sativa memberikan hasil yang signifikan terhadap MDA dan
NO, namun tidak pada SOD, katalase dan status antioksidan total.??
Hal ini menimbulkan perdebatan karena pada penelitian lainnya,
Nigella Sativa yang memiliki kadar thymoquinone tingkat tinggi
juga mampu meningkatkan produksi dan aktivitas enzim
antioksidan seperti superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx), dan glutathione S transferase (GSH-
ST).8” Penelitian metaanalisis dari 293 subjek menunjukkan bahwa
pengobatan dengan Nigella sativa meningkatkan kadar SOD (48,18;
95% Cl 30,29 menjadi 66,08; p <0,01), tetapi tidak ada pengaruh
yang signifikan terhadap kadar MDA (-5,32; 95% Cl -1,19 hingga
0,128; p=0,114) dan kadar total antioxidant capacity (TAC) (0,219;
95% Cl -0,136 hingga 0,573; p = 0,227).88 Diantara semua marker
yang diuji pada penelitian ini MDA yang paling menunjukkan
perbedaan bermakna. Kemungkinan hal ini dikarenakan
pembentukan MDA meningkat sesuai stress oksidatif, kadarnya
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dapat diukur secara akurat dengan berbagai metode, bersifat stabil
dalam sampel cairan tubuh yang diisolasi, tidak dipengaruhi oleh
variasi diurnal dan tidak dipengaruhi oleh kandungan lemak diet,
merupakan produk spesifik dari peroksidasi lemak, dan terdapat
dalam jumlah yang dapat dideteksi pada semua jaringan tubuh dan
cairan biologis, sehingga memungkinkan untuk menentukan
referensi interval.>>2®
5.4 Pengaruh Nigella Sativa terhadap Gejala Klinis COVID-19
derajat sedang

Pada penelitian ini gejala klinis COVID-19 derajat sedang
diamati perbaikannya dengan pemberian Nigella sativa dosis 1x600
mg, 2x600 mg dan pada kelompok kontrol. Pada Tabel 3.2 telah
terdapat perbedaan yang tidak signifikan pada rerata harian gejala
klinis pasien COVID-19 derajat sedang pada kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan yang diberikan Nigella sativa. Data klinis
menunjukkan bahwa Nigella sativa dapat mencegah dan
mengobati pasien COVID-19 dengan tingkat pemulihan yang lebih
cepat.?’

Tabel 5. 2 Data analisis pengaruh Nigella Sativa terhadap gejala
klinis COVID-19 derajat sedang (dalam satuan hari)

KELOMPOK
0,
VARIABEL Kontrol Nigella satl('lil ) Nigella sativa Nilai P
dosis 1x600 dosis 2x600
Batuk 6(4,5-82) 5(3,3-6,9) 6(3,9-7,6) 0,608
Sesak nafas 4(1,8-6) 3(1,24,5) 4(2,3-5,5) 0,422
Demam 1() 1(0,82,1) 2(1-2,1) 0,228
Saturasi Oksigen 5(2,1-7,3) 6(3,4-8,6) 6(3,2-8,6) 0,729
Frekuensi Nafas 4(2,1-6,6) 3(1,6-5,3) 3(1,9-4,1) 0,488

Meskipun demikian, Nigella sativa pada penelitian ini tidak
memberikan perbedaan yang signifikan pada rerata harian gejala
klinis pasien COVID-19 derajat sedang pada kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan yang diberikan Nigella sativa. Hal ini sejalan
dengan penelitian Randomized Clinical Trial (RCT) sebelumnya yang
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mengungkapkan bahwa tidak ada perbedaan yang signifikan dari
sepuluh hari pengobatan dengan berbagai dosis Nigella sativa pada
gejala klinis, profil diferensiasi, dan penanda peradangan pasien
dengan COVID-19. Penelitian lain juga menyebutkan bahwa Nigella
sativa oil dapat memberikan perbaikan gejala klinis dan
kesembuhan yang lebih cepat, namun penelitian tersebut hanya
dilakukan pada pasien COVID-19 derajat ringan. Ternyata pada
penelitian lainnya juga menyebutkan bahwa kombinasi antara
Nigella sativa dan vitamin D3 sebagai tambahan terapi COVID-19
efektif dalam membantu viral clearance dalam waktu singkat, serta
pengurangan keparahan dan perkembangan gejala klinis, sehingga
tidak hanya perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait efek
Nigella sativa pada pasien derajat sedang, namun juga dapat
dipertimbangkan kombinasi Nigella sativa dengan obat lainnya
untuk memperkuat efek antioksidannya terutama pada pasien
COVID-19.

Hasil dari penelitian ini menyebutkan bahwa gejala klinis
batuk rata-rata pada kelompok kontrol menghilang pada hari ke-6,
sedangkan gejala klinis batuk rata-rata pada pemberian Nigella
sativa dengan dosis 1x600 mg menghilang pada hari ke-5 dan pada
pemberian Nigella sativa dosis 2x600 mg menghilang pada hari ke-
6.
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Gambar 5. 2 Kurva probabilitas Kaplan-Meier untuk waktu yang
dibutuhkan (dalam hari) terhadap pengurangan gejala pada COVID-19
derajat sedang.

Gejala klinis sesak nafas rata-rata pada kelompok kontrol
menghilang pada hari ke-4, sedangkan gejala klinis sesak nafas rata-
rata pada pemberian Nigella sativa dengan dosis 1x600 mg
menghilang pada hari ke-3 dan pada kelompok dosis 2x600 mg
menghilang pada hari ke-4. Gejala klinis demam rata-rata pada
kelompok kontrol menghilang pada hari ke-1. Hal ini juga terjadi
pada kelompok pemberian Nigella sativa dengan dosis 1x600 mg
dimana demam menghilang pada hari ke-1. Pada kelompok Nigella
sativa dosis 2x600 mg menghilang pada hari ke-2. Ashraf et al.
melakukan penelitian pada sampel dengan pemberian madu dan
Nigella sativa didapatkan hasil pada COVID-19 derajat sedang, pada
hari ke 4, lebih dari separuh sampel pada kelompok madu dan
Nigella sativa menjadi tidak demam sedangkan sampel kelompok

14
kontrol tetap mengalami demam. Saturasi oksigen pada COVID-
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19 derajat sedang dimana saturasi oksigen < 94% tetapi lebih dari
> 90% dalam suhu ruang udara. Saturasi oksigen rata-rata pada
kelompok kontrol membaik pada hari ke-5, sedangkan saturasi
oksigen rata-rata pada pemberian Nigella sativa dengan dosis
1x600 mg membaik pada hari ke-6. Hal ini juga terjadi pada
kelompok Nigella sativa dosis 2x600 mg yang membaik pada hari
ke-6. Untuk frekuensi nafas rata-rata pada kelompok kontrol
membaik pada hari ke-5, sedangkan frekuensi nafas rata-rata pada
pemberian Nigella sativa dengan dosis 1x600 mg membaik pada
hari ke-6 dan pada kelompok dosis 2x600 mg juga membaik pada
hari ke-6.

Gejala klinis COVID-19 derajat sedang mengalami perbaikan
meskipun tidak signifikan dengan pemberian Nigella sativa dosis
1x600 mg, 2x600 mg dan kelompok kontrol. Hal ini bisa disebabkan
oleh berbagai macam faktor, salah satunya mungkin karena terapi
yang diberikan pada pasien COVID-19 tidak hanya antivirus, namun
juga meliputi antioksidan lain seperti vitamin C, vitamin D, NAC (N-
Acetylsistein), kortikosteroid dan obat-obatan lainnya sebagai
terapi simptomatis. Meskipun kortikosteroid seringkali diberikan
pada pasien COVID-19, keefektifan dan keamanan kortikosteroid
masih belum pasti, sehingga penggunaannya pada pasien COVID-
19 masih menjadi perdebatan. Sebuah penelitian sistematik review
dan metaanalisis dari beberapa penelitian observasional dan RCT
menyatakan bahwa terdapat efek yang menguntungkan dari

penggunaan kortikosteroid pada mortalitas pasien COVID-19

29
jangka pendek dan penurunan kebutuhan ventilasi mekanis.

Penelitian metaanalisis membuktikan berdasarkan tujuh
randomized controlled trials dan satu penelitian kohort prospektif
menunjukkan bahwa terapi kortikosteroid dikaitkan dengan
penurunan angka kematian COVID-19 derajat berat, terutama bila

30
diberikan lebih awal. Kortikosteroid tidak hanya memberikan
sedikit penurunan mortalitas, namun juga membantu menurunkan
kebutuhan ventilasi mekanik dan mengurangi resiko efek samping
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yang serius secara signifikan.31 Banyak terapi yang menunjukkan
bahwa kortikosteroid bisa mengurangi respons inflamasi setelah
dievaluasi, namun bukti kuat manfaatnya masih kurang kuat.
Penggunaan kortikosteroid diketahui dapat menghambat ROS dan
menurunkan kadar LPO, namun jika digunakan dalam waktu jangka
panjang, bisa memicu dan meningkatkan kemungkinan terjadinya
stress oksidatif.3> Hampir semua pasien yang menjadi responden di
penelitian ini diberikan kortikosteroid, sehingga ada kemungkinan
hal ini menjadi salah satu keterbatasan dan kekurangan pada
penelitian ini (hasil yang kurang signifikan terhadap variable
penelitian). Perlu diteliti lebih lanjut interaksi antara
kostrikosteroid dan Nigella Sativa sebagai antioksidan yang
diberikan bersamaan pada pasien COVID-19. Tidak hanya
pemberian kortikosteroid yang mungkin menjadi bias pada
penelitian ini, namun juga pemberian antioksidan lainnya seperti
vitamin C dan vitamin D yang bisa mempengaruhi signifikansi
Nigella Sativa terhadap MDA, CAT, dan SOD.

Diketahui pada asam askorbat (vitamin C), merupakan
antioksidan umum dan penangkal radikal bebas dengan memiliki
sifat anti-inflamasi yang mengurangi mediator- mediator inflamasi
seperti IL-6 dan endotelin-1. Asam askorbat ini juga telah terbukti
memiliki sifat antimikroba dan imunomodulator serta dapat
memblokir beberapa komponen utama pada badai sitokin. Sejauh
ini ada empat puluh lima uji klinis yang telah melakukan penelitian
menggunakan asam askorbat untuk menguji manfaat
terapeutiknya sebagai profilaksis dan terapi tambahan pada
COVID-19. Asam askorbat juga merupakan nutrisi esensial sebagai
antioksidan, kofaktor, modulator yang mendonorkan elektron
serta melindungi molekul dari kerusakan oksidatif, melindungi
neutrofil dan fagosit dari stres oksidatif serta mendorong
terjadinya apoptosis dan menghambat nekrosis. Vitamin C berguna
untuk pembentukan dan pematangan limfosit T dan NK sel, yang
mana akan membantu meningkatkan respon imun terhadap infeksi

virus.”37°
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N-acetylsistein (NAC) ternyata memiliki sifat antioksidan
melalui pelepasan gugus sistein sebagai senyawa prekursor dalam
proses sintesis glutation. Vitamin D merupakan anti inflamasi dan
antioksidan yang kuat yang telah diamati pada beberapa penderita
COVID-19. Vitamin D memiliki kemampuan untuk mengurangi
aktivasi RAAS (Renin Angiotensin Aldosterone) dan dapat
menurunkan pembentukan radikal bebas pada COVID-19. Selain
itu, dapat menstimulasi induksi sel T dan berfungsi sebagai
homeostasis respiratory dengan menstimulasi dari eksibisi anti-
mikrobakterial .33

5.5 Potensi senyawa Nigella sativa secara In silico

Senyawa bioaktif pada Nigella Sativa yang dievaluasi
menggunakan pendekatan in silico berpotensi dalam meningkatkan
enzim Superoxide dismutase, meningkatkan enzim Catalase, dan
menurunkan kadar Malondialdehyde pada pasien COVID-19. Hasil
penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian Duru et al.* yang
menyatakan bahwa pendekatan in silico berpotensi dalam
meningkatkan enzim Superoxide dismutase, meningkatkan enzim
Catalase, dan menurunkan kadar Malondialdehyde pada pasien
COVID-19. Menggunakan metode molecular docking dengan
menggunakan server Patchdock. Hasil molecular docking adalah
energi ikatan (AG) dan ikatan hidrogen yang terbentuk.

Metabolit Nigella sativa yang digunakan berupa
(Thymoquinone, Beta-pinene, Linoleic acid dan Thymol) dan
dievaluasi pada KEAP1 sel tubuh (PDB: 5CGJ) yang diperoleh dari
data base protein (rcsb.org).

(@)

Gambar 5. 3 Struktur a) Thymoquinone, b) Beta-pinene, c) Linoleic acid,
dan d) Thymol
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Pada COVID-19 dalam keadaan homeostasis, KEAP1
menghambat aktivitas transkripsi Nrf2. Selain itu, telah diamati
pada infeksi SARS-CoV Nrf2 dapat dimodulasi untuk mengurangi
potensi infeksi SARS-CoV-2 pada sel inang.

Tabel 5. 3 Hasil Autodocking antara senyawa Nigella sativa dan
KEAP1

Atomic Hydrogen bonds Hydrophobic bonds
Komponen Contact
Energy Residue Distance Residue Distance
(kJ/mol)
Ala556 3.98269
. Gly364 2.48758 Unkl 3.99049
Thymoguinone  -162.75 Gl§603 3.67596 Unkl 5.21244
Unk1 5.07904
Beta-pinene -169.70 - - Ala556 4.39898
Val418 5.34699
o Val465 4.72726
Linoleic acid -333.46 Ala556 2.70133 Vald65 51009
Unkl 5.4575
Thymol -162.64 - - I1e559 5.38794

Pada Tabel 5.3 merupakan hasil estimasi afinitas dari
masing-masing ligan Nigella sativa terhadap reseptor KEAP1 bahwa
semua ligan mempunyai afinitas yang kuat, kemudian ligan dengan
afinitas tertinggi terdapat pada Linoleic acid. Ligan tersebut
mempunyai Atomic molecular energy sebanyak -333,46 kJ/mol.
Ligan dengan nilai AG lebih rendah dari -21 kJ/mol diharapkan
merupakan ligan yang aktif.3* Keempat ligan memiliki nilai AG lebih
rendah dari -21.00, namun Linoleic acid menunjukkan interaksi
paling kuat dengan sisi aktif dari KEAP1.

Hasil redocking reseptor-ligan disajikan pada Tabel 3.4 dan
Tabel 3.5 Hasil docking antara reseptor berupa domain KEAP1
(kode PDB: 5CGJ) dengan ligan berupa beberapa senyawa
dilakukan untuk memprediksi interaksi spesifik dari ligan saat
menempel pada reseptor. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
masing-masing senyawa memiliki afinitas tertentu, namun
berikatan secara spesifik pada sisi aktif. Interaksi antara ligan
dengan reseptor distabilisasi oleh ikatan hidrogen dan reaksi
hidrofobik. Terdapat tiga kriteria utama dalam molecular docking
yaitu intensitas ikatan, pengikatan molekuler dan karakterisasi
molekuler.
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Tabel 5. 4 Visualisasi Thymoquinone, Beta Pinene, Linoleic acid, &

Thymol pada KEAP-1

Nama
Senyawa

Docking 3D

Thymogquinone

Beta-pinene F
Linoleic Acid
s W f 3 ’{
Thymol
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Tabel 5. 5 Visualisasi Docking 3D dan 2D beserta jumlah ikatan
hidrogen yang terlibat.

Jumlah
Nama Senyawa Docking 3D Docking 2D Ikatan
Hidrogen
ALA
A:556
ARG
A15
Thymogquinone 02
GLY
A603
GLY
A:364
Beta-pinene 00
ALA
A:556
L
A48
A‘;g')
4
Linoleic Acid : 01
"l @
®
Thymol 4 00

ILE
A:559

Dari Tabel 5.4 dan Tabel 5.5 tersebut didapatkan bahwa
afinitas ikatan yang menentukan kuat interaksi antara senyawa
dengan protein mengindikasikan kekuatan ikatan yang lebih baik

apabila bernilai lebih negatif dan menyatakan semakin baik prediksi
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penambatan molekular.?® Pada penelitian ini didapatkan bahwa
senyawa Thymogquinone berinteraksi dengan residu asam amino
Alanin 556, Glycine 603, Glycine 364, dan Arginine 415 melalui
ikatan hidrogen. Beta-pinene berinteraksi dengan residu asam
amino Alanine 556 melalui ikatan hidrogen. Lineloic acid
berinteraksi dengan residu asam amino Valine 418, Valine 465,
Isoleucine 559, dan Leucine 557 melalui ikatan hidrogen. Thymol
berinteraksi dengan residu asam amino Isoleucine 559 melalui
ikatan hidrogen. Berdasarkan afinitas ikatan, maka urutan kuat
afinitas ikatan yaitu Lineloic acid > Thymoquinone > Thymol > Beta-
pinene.

Jumlah ikatan hidrogen dengan residu asam amino
tertinggi terdapat pada Thymogquinone (3 ikatan hidrogen dengan 5
residu asam amino), Linoleic acid (3 ikatan hidrogen dengan 5
residu asam amino). Semakin banyak ikatan hidrogen yang
terbentuk dengan residu asam amino, maka ikatan akan semakin
kuat dan stabil.3>3®

Sejalan dengan penambatan molekular, evaluasi kandidat
obat umumnya dilakukan melalui analisis sifat kemiripan dengan
obat (drug-likeness) dan profil penyerapan, distribusi,
metabolisme, ekskresi, dan toksisitasnya. Evaluasi sifat mirip obat
secara umum dilakukan berdasarkan aturan Lipinski (rule of five)
sedangkan prediksi ADMET dapat memberikan informasi mengenai
bioavabilitas oral, permeabilitas sel, metabolisme, eliminasi, dan
toksisitas yang menjadi karakteristik farmakokinetik dan
farmakodinamik dari sebuah molekul obat.?*
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Tabel 5. 6 Lipinski’s Rule of Five, afinitas pengikatan, dan residu
asam amino aktif

Afinitas

Nama Formula Lipinski’s Rule of Five Tkatan Residu asam
senyawa (keal/mol) amino aktif
Molecular weight (< 500 Da)  164.20 Alus56,
Thymoquinone  CioH1202 f{aifm(ii'jior (<3 1'57 -1.75 ggggg:
H bond acceptor (<10) 2 Arghl3, Unkl
Molecular weight (<500 Da)  136.24
. LogP (<5) 3
Beta-pinene CuHis H bond donor (<) 0 -6.49 Ala556, Unkl
H bond acceptor (<10) 0
Molecular weight (< 500 Da)  280.45 Val418,
LogP (<35) 5.88 Val465,
Linoleic Acid ~ CisH102 H bond donor (< 5) 1 -15.48 Ile559,
Leu 557,
H bond acceptor (<10) 1 Unk1
Molecular weight (< 500 Da)  150.22
LogP (<35) 2.82
Thymol CioH1:0 H bond donor (< 5) 1 -7.74 11e559, Unk1
H bond acceptor (<10) 1

Tabel 5. 7 Hasil prediksi ADMET pada Thymoquinone, Beta pinene,
Linoleic Acid dan Thymol

PPB  Inhibisi/substrat Toksisitas  Kelarutan

Senyawa HIA HOB BBB o Karsinogenisitas  oral akut Dalam
(100%) Cyp (Kg/mol) Air
. Non-inhibitor Non-
Thymoquinone  + + + 0.805 Non-substrat kersinopenik 0.6763 -2.006
N Non-inhibitor Non-
Beta-pinene + + + 0.559 Non-substrat karginopenik 0.8344 -4.326
CYP2C9
P substrate Non-
Linoleic Acid + + + 0.749 CYPIA2 Karsinogenik 0.8289 -4.04
inhibition
CYP2C9
substrate
CYP2D6 Non-
Thymol + + + 0.892 substrate Karsinogenik 0.8351 -2.158
CYPIA2
inhibition

The absorption, distribution, metabolism, excretion, and
toxicity (ADMET) menunjukkan farmakokinetik dan
farmakodimanik terlampir pada Tabel 3.6 dan 3.7 dimana senyawa
yang dipelajari dalam penelitian ini yaitu Thymoquinone, Beta
pinene, Linoleic Acid dan Thymol. Pada Tabel 5.9 penelitian ini
menunjukkan bahwa Thymoquinone, Beta-pinene, dan Thymol
memiliki log P yang memenuhi syarat masing-masing nilai Log P
(Thymoquinone yaitu 1.67, Beta-pinene yaitu 3, dan Thymol yaitu
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2.82). Ternyata Linoleic acid memiliki Log P sebesar 5.88 dan hal ini
masih memenuhi aturan Lipinski karena kandidat obat yang baik
tidak boleh melanggar lebih dari satu aturan Lipinski.®

Analisis sifat mirip obat (drug likeness) berdasarkan aturan
Lipinski menyatakan bahwa suatu senyawa mempunyai sifat yang
mirip dengan obat apabila berat molekul (BM) senyawa kurang dari
500 Dalton, nilai koefisien partisi log P kurang dari 5, jumlah donor
ikatan hidrogen (hydrogen bond donor, HBD) kurang dari 5, dan
jumlah akseptor ikatan hidrogen (hydrogen bond acceptor, HBA)
kurang dari 10. Prediksi profil ADMET memperlihatkan berbagai
profil absorpsi, distribusi, metabolisme, ekskresi, dan toksisitas
yang meliputi absorpsi pada usus manusia (human intenstial
absorption, HIA), bioavailabilitas oral manusia (human oral
bioavailability, HOB), distribusi sawar darah otak (blood brain
barrier, BBB), ikatan protein plasma (plasma protein binding, PPB),
parameter inhibisi dan substrat P-glikoprotein (Pgp), profil
karsinogenisitas dan toksisitas oral akut.®

Hasil yang diperoleh dari penelitian ini sebagaimana dapat
dilihat pada Tabel 3.7 menunjukkan bahwa senyawa
Thymoquinone, Beta-pinene, Linoleic acid dan Thymol memiliki nilai
positif untuk HIA dan HOB. Hasil ini mengindikasikan penyerapan
yang baik pada tubuh manusia dan tingkat penyerapan yang baik
pada usus manusia.®

Pada penelitian ini hasil prediksi distribusi terhadap
Thymoquinone, Beta-pinene, Linoleic acid dan Thymol
menunjukkan bahwa keempat senyawa memiliki kemampuan
dapat melalui sawar darah otak dan ikatan protein plasma yang
cukup baik dengan nilai berturut-turut sebesar 80.5%, 55.9%,
74.9% dan 89.2%. Selanjutnya, dari penelitian ini hasil prediksi
distribusi terhadap Thymoquinone, Beta-pinene, Linoleic acid dan
Thymol menunjukkan bahwa keempat senyawa memiliki
kemampuan dapat melalui sawar darah otak (BBB+) dan ikatan
protein plasma yang cukup baik dengan nilai berturut-turut sebesar
80.5%, 55.9%, 74.9% dan 89.2%. Distribusi yang baik mensyaratkan
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kemampuan penyaluran BBB dan PPB yang baik. Paramater BBB
merupakan kemampuan yang memungkinkan pembuluh darah
dapat melakukan vaskularisasi sistem saraf pusat (central nervous
system, CNS) yang mengatur dengan ketat pergerakan ion,
molekul, dan sel antara darah dan otak. Kemudian, untuk nilai PPB
merupakan derajat distribusi pengikatan protein dalam darah,
sehingga tubuh dapat mendistribusikan darah yang telah terikat
senyawa obat. Semakin besar kemampuan ikatan protein plasma
maka distribusi senyawa obat dalam darah juga semakin baik.
Kemampuan ikatan protein plasma ditentukan dalam persentase
unit ikatan. Menurut Ashraf S et al., metabolit aktif dalam Nigella
sativa  terdiri dari  Thymoquinone, = Thymohydroquinone,
Dithymoquinone, Thymol, Carvacrol, Nigellicine, Nigellidine, dan
Hedrin. Namun ternyata, Thymoquinone memiliki sifat hidrofobik
dan memiliki ukuran relatif lebih kecil sehingga dapat dengan
mudah melewati membran plasma sel yang terinfeksi. Saat
melakukan transit ke sel yang terinfeksi, Thymoquinone dapat
berikatan dengan membran lipofilik dari virus SARS-CoV-2 karena
sifat hidrofobiknya sehingga dapat menghancurkan virus sebelum
memasuki sel.**

Prediksi distribusi dengan parameter inhibisi dan substrat
P-glikoprotein (Pgp) menjadi penting karena P-glikoprotein adalah
salah satu pengangkut obat yang menentukan penyerapan dan
pengeluaran berbagai obat.3” Hasil prediksi menunjukkan bahwa
Thymogquinone dan Beta-pinene bersifat nonsubstrat dan
noninhibitor terhadap P- glikoprotein. Sedangkan pada Linoleic acid
memiliki sifat CYP2C9 substrate dan CYP1A2 inhibition dan Thymol
memiliki sifat CYP2C9 substrate, CYP2D6 substrate dan CYP1A2
inhibition terhadap P- glikoprotein.®®

Pada penelitian ini juga diketahui berat molekul (BM)
senyawa Thymoquinone, Beta-pinene, Lineloic acid dan Thymol
kurang dari 500 Dalton. Sedangkan jumlah donor ikatan hidrogen
dan jumlah akseptor ikatan hidrogen dari senyawa-senyawa
tersebut sudah sesuai dengan aturan Lipinski. Berdasarkan hasil
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analisis ini maka penelitian ini dapat dinyatakan bahwa
Thymoquinone, Beta-pinene, Lineloic acid, dan Thymol memiliki
sifat kemiripan dengan obat.?® Berat molekul senyawa adalah <500
dan hidrofobisitasnya (log P) tidak melebihi 5. Donor ikatan
hidrogen (< 5 hidrogen) dan akseptor ikatan hidrogen (tidak lebih
dari 10 hidrogen) dan dari senyawa tersebut sejalan dengan aturan
Lipinski. lkatan yang dapat diputar (tidak lebih dari 3) sejalan
dengan aturan tiga, dan nilai toksisitas oral akutnya jauh di bawah
5 mg/kg. Thymoquinone, Beta-pinene, dan Thymol larut dalam air,
Linoleic acid tidak larut. Adsorpsi di usus manusia dan sawar darah
otak dari senyawa tersebut sangat tinggi dan senyawa tersebut
tidak bersifat karsinogenik. Hasil ini merupakan indikasi bahwa
Thymoquinone, Beta-pinene, Linoleic acid, dan Thymol sebenarnya
adalah kandidat obat yang sangat baik.>®

Tabel 5. 8 Toksisitas pada Thymoquinone, Beta pinene, Linoleic Acid
dan Thymol

Senyawa (;[;jjs(:) Hepatotoksisitas  Karsinogenisitas Imunotoksisitas Mutagenisitas  Sitotoksik
Thymoquinone 2400 063 inaktif 0,63 inaktif 097 inaktif 0,91 inaktif ifﬁ ;
Betapinene 4700 0.8 inakiif 066inaktif  097inakif  095inakif 7L
Linoleic Acid 10000 0.55 inaktif 0.64 inaktif 0.96 inaktif 1.0 inaktif il?itlif
Thymal 640 075 inakif 060inaktif 093 inaktif  0.99 inakiif h?a“ifi ;

Tabel 5.8. menunjukkan bahwa diantara empat senyawa,
yaitu Thymoquinone, Beta-pinene, Linoleic Acid, dan Thymol
ternyata Thymol merupakan senyawa yang toksik jika dibandingkan
dengan senyawa lainnya. Dengan demikian, secara umum Linoleic
acid merupakan senyawa dengan aktivitas antioksidan yang tidak
bersifat hepatotoksik, karsinogenik, imunotoksik, mutagenik atau
sitotoksik dengan toksisitas oral akut yang cukup aman.

Dosis Letal tengah atau LDg5g adalah tolak ukur statistik

setelah pemberian dosis tunggal yang sering dipergunakan untuk
menilai tingkatan dosis toksik suatu obat.?” Kriteria klasifikasi dan
kategori toksisitas akut oral (mg/kg) jika: Kategori 1 yaitu LDg < 5
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(super toksik), Kategori 2 yaitu 5 - 50 mg (sangat toksik), Kategori 3
yaitu >50 - 500 mg (toksik), Kategori 4 yaitu > 500 -2000 mg (toksik
sedang), Kategori 5 yaitu >2000 - 5000 mg (toksik ringan) dan
kategori 6 bila LDsp > 5000 mg (tidak toksik). Semakin besar LD50
suatu obat maka semakin aman obat tersebut.?” Dari penelitian ini
didapatkan Thymoquinone masuk tingkat toksisitas V (toksik
ringan), Beta-pinene masuk tingkat toksisitas V (toksik ringan),
Linoleic acid masuk tingkat toksisitas VI (tidak toksik) dan Thymol
termasuk ke dalam golongan toksisitas oral akut kategori IV (toksik
sedang). Sehingga dapat disimpulkan bahwa dalam penelitian ini
Linoleic acid merupakan senyawa yang tidak toksik.3’
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BAB VI : KESIMPULAN DAN SARAN

Pemberian Nigella Sativa pada pasien COVID-19 tidak
memberikan perbedaan bermakna terhadap nilai SOD, CAT dan
AOPP pada kelompok dosis 1x600 mg, kelompok 2x600 dan
kelompok kontrol. Pemberian Nigella Sativa pada pasien COVID-19
memberikan perbedaan bermakna terhadap nilai MDA dan
Peroksida pada kelompok dosis 1x600 mg dan 2x600 mg.

Pada kelompok pemberian Nigella sativa dosis 1x600 dan
2x600 mg dapat menurunkan nilai MDA dan Peroksida dan yang
lebih baik dalam menurunkan adalah kelompok pemberian Nigella
sativa dosis 2x600 mg.

Linoleic acid menunjukkan interaksi paling kuat dengan sisi
aktif dari KEAP1. Linoleic acid merupakan senyawa dengan aktivitas
antioksidan vyang tidak bersifat hepatotoksik, karsinogenik,
imunotoksik, mutagenik atau sitotoksik dengan toksisitas oral akut
yang cukup aman.

Thymol merupakan senyawa yang toksik jika dibandingkan
dengan senyawa lainnya.

Saran untuk penelitian ini adalah :

e Nigella Sativa dapat menjadi pertimbangan sebagai terapi
antioksidan tambahan pada pasien COVID-19 derajat sedang.

e Penelitian selanjutnya dapat menggunakan subjek yang lebih
banyak dengan sebaran data yang homogen. Jumlah responden
yang terbatas pun dapat menjadi salah satu alasan yang
memungkinkan memberi pengaruh bias terhadap hasil
penelitian ini. Total sampel yang minimal didapatkan adalah 30
orang, namun peneliti hanya bisa mendapatkan 27 responden
walaupun sudah dilakukan di multisenter di Ruang Isolasi RSUD
Ulin, RSUD Dr. H. Moch. Ansari Saleh, dan RSUD Sultan
Suriansyah Banjarmasin dan dikarenakan beberapa alasan,
meliputi penurunan angka infeksi COVID-19 dibandingkan tahun
2019- 2021, sulitnya menemukan pasien COVID-19 derajat

-03-



sedang karena masyarakat sudah mendapatkan vaksin dan
booster sehingga ketika mereka terinfeksi COVID-19 pun gejala
yang dirasakan hanya gejala derajat ringan.

Penelitian selanjutnya dapat mengendalikan faktor pengganggu
berupa jenis pengobatan yang didapat, komorbid dan onset
penyakit secara lebih ketat.Penelitian selanjutnya dapat
dilakukan pada pasien COVID-19 derajat ringan dan berat untuk
mengetahui efektivitas Nigella Sativa terhadap derajat
keparahan lainnya.

Hasil penelitian dapat digunakan sebagai bahan edukasi
masyarakat dan peneliti selanjutnya.
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