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PRAKATA

Puji syukur dihaturkan kehadirat Allah SWT, yang telah
memberikan rahmat dan karunia-Nya sehingga buku referensi ini
dapat diselesaikan. Buku berjudul "Mekanisme Anti-Inflamasi Daun
Karamunting (R. Tomentosa): in silico dan in vivo pada Kombinasi Asma
dan Pajanan Debu Batubara” memberikan tujuan untuk memberikan
wawasan kepada pembaca tentang mekanisme anti-inflamasi daun
karamunting secara in silico dan in vivo.

Topik-topik yang dikemas dalam buku ini memaparkan aspek-
aspek bioinformatika mekanisme peranan bahan bioaktif ekstrak
etanol daun karamunting sebagai anti-inflamasi melalui jalur in silico
dengan menggunakan jalur penghambatan molekul yang berperan
pada pengaturan produksi sitokin pro-inflamasi. Hasil penelitian potensi
sebagai anti-inflamasi ekstrak etanol daun karamunting secara in vivo
juga dimasukkan dalam buku ini. Topik ini memberikan kesempatan
pembaca dari bidang kedokteran, biologi molekuler dan peminat dalam
imunologi kombinasi asma dan pajanan debu batubara.

Akhir kata semoga buku ini dapat dimanfaatkan sebagai salah
satu sarana untuk membantu pembaca memahami tanaman yang dapat
digunakan sebagai anti-inflamasi. Penulis mengharapkan masukan
dan saran dari seluruh pembaca agar dapat menjadi kesempurnaan
bagi buku ini.

Banjarmasin, Desember 2021
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Asma bronkial adalah gangguan inflamasi kronik saluran
nafas yang melibatkan banyak sel dan produknya. Inflamasi kronik
menyebabkan peningkatan hiperresponsif saluran nafas yang
menimbulkan gejala episodik berulang berupa mengi, sesak nafas,
dada terasa berat dan batuk yang bervariasi intensitasnya dari waktu
ke waktu. Gejala tersebut bersamaan dengan keterbatasan aliran udara
ekspirasi dan keterbatasan ini dapat menjadi persisten (Reddel et al.,
2021).

Prevalensi asma bronkial di seluruh dunia menunjukkan angka
yang tinggi. Berdasarkan data dari Global Initiative for AsthmalGINA
(2011), di seluruh dunia terdapat 300 juta orang menderita asma bronkial
dan tahun 2025 diperkirakan jumlah pasien asma bronkial menjadi 400
juta. Data prevalensi penyakit asma pada tahun 2018 dari berbagai
propinsi menunjukkan bahwa Kalimantan Selatan (2,8%) termasuk dari
9 propinsi teratas dari 15 propinsi yang mempunyai prevalensi penyakit
asma melebihi angka nasional (2,4%) (Balitbangkes Kemenkes RI,
2018). Fenomena ini diduga disebabkan oleh peningkatan pajanan
dari lingkungan seperti debu, bahan kimia, polutan dari industri dan
kendaraaan bermotor, serta asap rokok yang dapat menstimulasi
ekspresi faktor proinflamasi (Hough et al., 2020; Reddel et al., 2021).

Beberapa penelitian menunjukkan polusi udara menyebabkan
penurunan fungsi saluran nafas kecil pada penderita asma (Liu et al.,
2009). Penelitian lain telah membuktikan hubungan antara eksaserbasi
asma dengan polusi udara yang mengandung particulate matter 2,5
(PM2,5), ozone (03), nitrat dioksida (NO2) (Tétreault et al., 2016).
Pajanan PM10 dan PM2,5 menyebabkan eksaserbasi asma. Hal
ini berfungsi sebagai parameter epidemiologi yang berguna untuk
manajemen klinis risiko asma pada populasi sensitif (Wu et al.. 2019;
Zuo et al., 2019). Salah satu polutan udara yang penting di daerah
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tambang adalah PM debu batubara.

Badan Geologi Indonesia (2015) menunjukkan bahwa
Kalimantan Selatan termasuk salah satu 3 propinsi penghasil tambang
batubara yang terbesar di Indonesia. Tambang batubara meningkatkan
devisa negara, namun di sisi lain debu batubara merupakan salah
satu polusi udara penting di daerah tambang batubara. Inhalasi debu
batubara berkontribusi terhadap peningkatan penyakit pernafasan
termasuk peningkatan remodeling paru pada hewan (Kania et al., 2011;
Saputri et al., 2014). Sangat beresiko individu yang berada di daerah
tambang batubara (Ishtiaq et al., 2018).

Adanya perubahan lingkungan hidup pada penderita asma
memungkinkan terjadinya perubahan fenotifik asma yang dominan
eosinofil. Kortikosteroid merupakan pengobatan jangka panjang untuk
mengontrol asma dan memiliki efek utama mengurangi proses inflamasi
pada dinding saluran nafas, menekan ekspresi berbagai gen inflamasi
pada saluran nafas dan memperbaiki hiperresponsivitas bronkus
(GINA, 2020). Pada umumnya pasien asma berespon baik terhadap
pemberian kortikosteroid, tetapi sejumlah kecil (5-10%) dari pasien
asma menunjukkan respon buruk bahkan tidak berespon terhadap
pemberian kortikosteroid (Henderson et al., 2020). Sehingga diperlukan
pengobatan baru yang dapat mencegah rekruitmen dan aktivasi sistem
imun dan sel inflamasi di paru (Caramori et al., 2021). Pengobatan baru
dapat berasal dari tanaman.

Berbagai tumbuhan digunakan dalam pengobatan tradisional
telah dikenal sejak bertahun-tahun lalu. Banyak penelitian menunjukkan
efek terapeutik dari obat-obatan herbal, termasuk antioksidan, ant-
inflamasi, antikanker, antimikroba dan imunomodulator (Das et al.
2020). Diantaranya adalah Lychnis coronaria menunjukkan efek ant
asmatik melalui penurunan hiperresponsivitas saluran nafas dan sitokin
proinflamasi(Vermaetal., 2021). Contohlainadalahtanamankaramunting
(Rhodomyrtus tomentosa). Tanaman ini termasuk keanekaragam
hayati yang ada di lahan basah Kalimantan Selatan. Berdasarkan has®
penelitian aktivitas farmakologis R. tomentosa menunjukkan berbaga
potensi terapeutik termasuk aktivitas antibakteri, antitumor, ant-
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inflamasi dan antioksidan baik in vivo maupun in vitro (Jeong et.al.,
2013). Senyawa yang diduga mempunyai aktifitas farmakologis pada
tanaman karamunting diantaranya adalah triterpenoid, flavonoid, fenol,
dan meroterpenoid. Bagian daun R. tomentosa mengandung senyawa
alkaloid, flavonoid, fenol, tanin, saponin, dan terpenoid (Sutomo dkk,
2016). Tanaman R. tomentosa dapat digunakan sebagai kandidat anti-
inflamasi pada pengobatan baru asma.




&<

2

 (R.tomentosa)

2.1 Klasifikasi Tanaman

Rhodomyrtus tomentosa adalah anggota keluarga Myrtacea R.
tomentosa termasuk tanaman semak setinggi sekitar 1-2 m. Tanaman
ini memiliki cabang dengan warna keabu-abuan. Daun R. tomentosa
sering berlawanan dan helai daun elips untuk obovate. Bunga R.
tomentosa memiliki 5 sepal hypanthium obovoid dengan warna abu-abu.
Kelopak obovate dan benang sari merah juga dapat ditemukan pada
bunga R. tomentosa. Buah R. tomentosa adalah berry hitam urceolate.
Tahap berbunga berkisar dari April sampai Mei, dan fase buah matang
biasanya dari Juli sampai Agustus (Lai et al., 2015).

Gambar 2.1 Tanaman karamunting (Rhodomyrtus tomentosa)

2.2 Kandungan Zat Gizi

Buah R. Tomentosa mengandung zat gizi termasuk protein,
karbohidrat, lipid, vitamin, mineral, serat makanan, minyak esensial dan
mineral. Prosentasi kandungan zat gizi dalam buah sebagai berikut:
protein total 4%, asma amino utama triptofan. Kadar serat makanan total
66,6%. Selulosa merupakan serat tidak larut utama dengan kandungan
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hingga 50%, serat yang larut sekitar 7,6% dari total kandungan serat
pangan. Kadar gula yang dapat dicerna buah R.tomentosa tidak tinggi
(19,96% DW) dibandingkan dengan buah tropis lainnya. Selain itu,
buah R. tomentosa mengandung lipid dengan kadar rendah (4,19%
DW). Kandungan asam lemak dalam tanaman ini adalah asam linoleat
(75,36%) dan asam palmitat (10,45%) dari total asam lemak, total
fenolat (49,21 mg/setara dengan asam galat/g berat kering). Selain
itu, terdapat mineral dalam R. tomentosa, antara lain kalium (221,76
mg/150 g buah), kalsium (73,65 mg/150 g buah), mangan (3,23 mg/150
g buah), zat besi (1,54 mg/150 g buah), seng (0,61 mg/150 g buah), dan
tembaga (0,40 mg/150 g buah). Hasil ini menunjukkan R. tomentosa
mempunyai sifat rendah kalori dan dapat meningkatkan kesehatan

(Huang et al., 2010; Lai et al., 2015; Wu et al., 2004).
2.3 Karakteristik fisikokimia

Analisis fitokimia R. tomentosa menunjukkan adanya senyawa
golongan jenis utama adalah triterpenoid, flavonoid, fenol dan
meroterpenoid. Semua senyawa tersebut seperti penjelasan berikut:

Triterpenoid

R. tomentosa mengandung banyak triterpenoid. Sampai saat ini,
24 senyawa triterpenoid telah diisolasi dari R. tomentosa. Di antaranya
sebagian besar adalah senyawa triterpenoid pentasiklik sapogenin.
B-sitostenone dan B-stigmasterol adalah lanostane jenis tetrasiklik
triterpenoid sapogenins, dan laevigata noside A adalah pentasiklik
saponin triterpenoid. Kerangka dasar sapogenin triterpenoid pentasiklik
dapat dibagi menjadi tiga jenis seperti ursane, oleanane dan lupane
(Zhang et al., 2017).

Flavonoid

Kandungan flavonoid dalam R. Tomentosa sangat banyak.
Strukturnya terutama mengandung kerangka myricetin yang ditandai
dengan 3',4°,5 -trihidroksil gugus pada cincin C dari flavonoid. Turunan
antosianin, sejenis senyawa flavonoid bermuatan positif, sering dianggap
sebagai pigmen alami yang berharga pada tumbuhan. Analoginya
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kaempferol, quercetin juga telah diisolasi dari R. tomentosa. Selain itu
telah diidentifikasi dari R. Tomentosa, jenis flavonoid lainnya termasuk

laricitrin, vitexin, naringenin dan blumeatin A (Zhao et al., 2018).
Polifenol

R.tomentosa banyak mengandung senyawa fenol. Sekitar 34
jenis fenol telah diisolasi dari R. tomentosa secara total. Diantaranya,
fenol sederhana dan dapat ditemukan fenol asam, seperti progallin A,
asam galat, metil galat, resveratrol dan analognya, piceatannol, astringin
dan seterusnya. Selain itu, tanin terhidrolisis dengan unit asam galat
dalam struktur fenol juga telah diisolasi dari R.tomentosa.

Rhodomyrtone adalah senyawa khas dengan beberapa
bioaktivitas yang diisolasi dari R.tomentosa, dapat dianggap sebagai
turunan dari phloroglucinol. Beberapa sifat bioaktif senyawa ini telah
banyak dilaporkan termasuk antimikroba (Saising et al., 2018), antitumor
(Chorachoo et al., 2016) dan anti-inflamasi (Na-Phatthalung et al.,
2018b). Bioaktivitas yang menguntungkan terkait erat dengan struktur
diastereomer senyawa ini, yaitu terdapat beberapa karbon kiral C2,
C4 dan C9). Selain itu, rhodomyrtone dan turunannya dapat diperoleh
dengan sintesis organik melalui serangkaian reaksi kondensasi dengan
bantuan katalis asimetris (Tan et al, 2017), dengan phloroglucinol
sebagai bahan awal, menunjukkan kemungkinan produksi skala industri
untuk floroglucinol.

Gambar 2.2 Struktur rhodomyrtone (Zhao et al., 2021)



Analisis spektroskopi dan perbandingan dengan senyawa
terkait telah diindentifikasi senyawa asylphloroglucinol bernama
rhodomyrtosones A-C dan turunan lepstospermone bernama
rhodomyrtosone D yang diisolasi dari ekstrak aseton daun R.tomentosa
(Aiton) Hassk (Hiranrat et al., 2008).

Gambar 2.3 Struktur rhodomyrtone A-D (Hiranrat et al., 2008)
Meroterpenoid

Meroterpenoid adalah produk alami hibrida yang sebagian
berasal dari jalur terpenoid (Geris dan Simpson, 2009). Kerangka dari
meroterpenoid ini terdiri dari dua bagian, unit asam syncarpic teralkilasi
dengan bagian terpenoid (Zhang et al., 2016). Keragaman struktural
mono atau seskuiterpen bagian struktur dari meroterpenoid ini. Senyawa
ini juga terdapat dari famili Myrtaceae termasuk Eucalyptus tereticornis
(Liu et al., 2018), Leptospermum brachyandrum (Zou et al., 2018) dan
Callistemon rigidus (Cao et al., 2018). Pada struktur meroterpenoid dari
R. tomentosa terdapat karbon kiral dan gugus isobutil

Hasil analisis spektroskopi (IR, UV, NMR, ECD, dan HRESIMS)
telah diindentifikasi seskuiterpen baru (A), turunan B-triketon (B),
bersama dengan lima senyawa yang sudah diketahui (3-7) diisolasi
dari daun R.tomentosa. Selain itu, senyawa 1 dan 6 menunjukkan efek
penghambatan yang lemah pada sel HeLa, dan 3 menunjukkan aktivitas

antiinflamasi yang lemah (Luo et al., 2019).

(o]
; :
oH r
A

Gambar 2.4 struktur (A) seskuiterpen baru, (B) turunan B-triketon
(Luo et al., 2019).




2.4 Sifat Farmakologis

Ekstraksi konstituen sebagian besar memiliki berbagai sifat
farmakologis, seperti potensi antibakteri, anti-tumor, anti-inflamasi dan
antioksidan.

Anti-bakteri

Beberapa senyawa yang diisolasi dari R. tomentosa telah
terbukti sebagai antimikroba dan antijamur. Hal ini dimungkinkan karena

adanya kandungan meroterpenoid yang tinggi (Saeloh et al., 2018).
Ekstrak metanol R. tomentosa mampu menghambat pertumbuhan
mikroba S.aureus dan E.coli (Rosli et al., 2017), ekstrak etanol dapat
menghambat B.cereus, C.albicans, S.tiphi, dan Pacnes (Kusuma
et.al., 2016). Ekstrak etanol dan ekstrak air dari daun R.tomentosa
dapat menghambat pertumbuhan mikroba S.aureus (Sukeri et al.,
2021). Meroterpenoid sebagai metabolit sekunder dari Myrtaceae
(Nicoletti et al., 2018), aplikasinya dalam sanitasi tanah sebagai
agen antibiotik (Prosser et al., 2016). Oleh karena itu, R. tomentosa
berpotensi digunakan sebagai agen biokontrol dan pengawet alami

untuk mencegah pembusukan mikroba serta memperpanjang umur
simpan makanan (Salehi ef al., 2018).

Ekstrak etanol R.tomentosa (EER) menunjukkan efek antibakteri
terhadap 47 jenis isolat klinis S.pyogenes (konsentrasi penghambatan
minimum/MIC:  3,91-62,5g/mL) (Limsuwan et al, 2012). Ekstrak
tanaman ini terbukti berperan dalam pengobatan S. mastitis sapi
(Mordmuang & Voravuthikunchai, 2015), dan menurunkan kerusakan
jaringan dan cedera inflamasi yang disebabkan oleh infeksi bakteri.
Infeksi bakteri terhadap isolat stafilokokus berkurang setelah pemberian
EER dengan nilai MIC 16-64 g/mL (Mordmuang et al., 2015). Ekstrak
yang bergantung pada dosis mempromosikan hidrofobisitas permukaan
sel bakteri dan mengurangi adhesi sel bakteri ke jaringan. Ekstrak ini
juga sebagai agen biokontrol dalam menghambat L.monocytogenes
(Odedina et al., 2015). Ekstrak etanol tanaman diberikan selama 30
menit dengan konsentrasi 128 g/mL, telah menghentikan fase diam
sel L. monocytogenes lebih dari 3-log unit. Ekstrak menurunkan jumlah
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L. monocytogenes pada tingkat inokulum yang berbeda dalam daging
ayam dengan pembilasan dan injeksi (Odedina et al, 2016). EER
yang dilarutkan menurunkan jumlah bakteri L. monocytogenes setelah
dibilas selama 5 menit, menunjukkan bahwa R. tomentosa dapat
digunakan dalam memasak ayam sebagai agen bio-aditif ampuh untuk
memastikan keamanan pangan. Dalam S.agalactiae dan model tilapia
Nil yang terinfeksi S.iniae, EER memberikan efek antibakteri yang kuat
terhadap patogen ikan bergantung dosis dengan MIC: 7,8-62,5 g/mL
(Na-Phatthalung et al., 2017). Selain itu, dengan induksi H,0,, sel-sel
S.agalactiae diberi perlakuan sebelumnya dengan EER menjadi lebih
sensitif terhadap stres oksidatif, dan kematian ikan nila berkurang melalui
dengan pemberian ekstrak. EER menunjukkan pengurangan yang
luar biasa dalam resistensi methicillin Staphylococcus aureus (MRSA)
adhesi ke keratinosit HaCaT manusia (Srisuwan & Voravuthikunchai,
2017). Pada konsentrasi tidak beracun (128 mg/L), EER menunjukkan
antibakteri yang kuat efek terhadap MRSA intraseluler. Selain itu,
sitotoksisitas yang diinduksi MRSA setidaknya berkurang 50% oleh
R. tomentosa. EER menunjukkan potensi untuk berkembang sebagai
agen terapi alternatif melawan kandidiasis mulut (Hmoteh et al., 2018).
Pada dosis yang berbeda, penghambatan EER terhadap faktor virulensi
C.albicans dapat diartikan sebagai indikasi penurunan kemampuan
untuk pembentukan biofilm, dan promosi fagositosis dan efek neutrofil
dalam penghancuran organisme.

Rhodomyrtone, yang diisolasi dari ekstrak daun R. fomentosa,
menunjukkan efek antibakteri pada S.pyogenes (Limsuwan et al., 2011).
Analisis proteomik menunjukkan rhodomyrtone mengubah protein
seluler dan disekresikan terkait dengan tiga jalur metabolisme pada
pertumbuhan S.pyogenes. Senyawa ini menurunkan faktor virulensi
sel-sel S.pyogenes termasuk siklik adenosin monofosfat (CAMP)
dan gliseraldehida-3-fosfat dehidrogenase. Rhodomyrtone dapat
digunakan sebagai anti-MRSA (Visutthi et al., 2011). Rhodomyrtone
menunjukkan penekanan ekspresi berlebih protein ekstraseluler MRSA,
dan menurunkan protein antigenik stafilococus seperti staphylococcal
secretory antigen (SsaA). Hal ini disebabkan rhodomyrtone mengganggu
sistem WalK/WalR (YycG/YycF), yang terlibat dalam sintesis autolisin
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terkait dengan metabolisme dinding sel dan pembentukan biofilm.
Rhodomyrtone menunjukkan aktivitas antibakteri dengan menginduksi
ekspresi faktor-faktor yang terkait dengan respon imun bawaan dalam
monosit THP-1 MRSA (Srisuwan et al., 2014). Senyawa rhodomyrtone
dengan dosis rendah menyebabkan upregulasi interleukin 6 (IL-6) dan
inducible NO synthase (INOS) pada monosit THP-1. Senyawa ini juga
meningkatkan ekspresi faktor kunci respon reseptor imun bawaan
seperti tol (TLR2) dan ekspresi tumor nekrosis faktor alpha (TNF-a). Hal
ini menunjukkan rhodomyrtone mempunyai aktivitas imunostimulator
dan anti-inflamasi. Di sisi lain, rhodomyrtone juga dapat mengaktifkan
monosit dengan meningkatkan ekspresi reseptor imun bawaan untuk
membantu membersihkan MRSA.

Ekstrak etanol daun R. tomentosa dan senyawa rhodomyrtone,
berfungsi sebagai agen potensial yang terkait dengan penyakit mulut,
dengan aktivitas anti-pelekatan terhadap mikroba mulut termasuk
S.aureus ATCC 25923 dan S.mutans (Limsuwan et al., 2014). Setelah
C. albicans ATCC 90028 diperlakukan selama 48 jam, ditemukan
adanya penghambatan adhesi dari rhodomyrtone. Senyawa ini dapat
digunakan sebagai agen anti-jerawat baru karena kemampuan inhibisi
yang kuat pada produksi enzim virulensi, pembentukan biofilm dan
penghancuran sel-sel biofilm matang pada Pacnes (Wunnoo et al.,
2017). Setelah media kultur diberi rhodomyrtone pada 1/2 MIC, daerah
lipolitik sementara berkurang untuk semua isolat hanya 50% isolat yang
menurunkan efek proteolitik. Senyawa pada konsentrasi yang berbeda
juga menurunkan pembentukan biofilm. Isolat yang- diperlakukan
dengan rhodomyrtone pada 8 MIC (2 mg/mL) struktur sel bakteri
terdistorsi dan persentase kelangsungan hidup mereka adalah antara
39% dan 75%. Rhodomyrtone menargetkan sel bakteri dan membran
sel mamalia (Saising et al., 2018). Rhodomyrtone menekan produksi
asam oleh S.mutans. Mikroba ini sebagai agen kariogenik utama pada
manusia dengan menghambat aktivitas enzim yang bertanggung jawab
untuk produksi dan toleransi asam, termasuk enzim terikat membran
F-ATPase dan sistem fosfotransferase (PTS), serta enzim glikolisis
gliseraldehid fosfat dehidrogenase (GAPDH) dan piruvat kinase (PK)
dalam sitoplasma S.mutans (Bach et al., 2020).
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Rhodomyrtone menghilangkan potensial membran dengan
cepat dan mendorong pelepasan adenosin trifosfat (ATP) dan protein
sitoplasma, tanpa pembentukan nukleus dalam S.aureus. Penambahan
asam lemak jenuh dan lipopolisakarida (LPS) menetralkan efek
antimikroba rhodomyrtone. Senyawa ini menyebabkan vesikel
intraseluler menangkap berbagai protein membran dengan menginduksi
invaginasi membran dan merombak membran dengan berinteraksi
secara langsung dengan kepala fosfolipid daripada masuk ke lipid
bilayer (Saeloh et al., 2018). Rhodomyrtosone B dari daun R.tomentosa
menunjukkan aktivitas antibakteri in vivo yang signifikan melalui
gangguan potensi membran bakteri dan peningkatan permeabilitas
membran dan menunjukkan aktivitas antibakteri dengan menghilangkan
ulkus kulit pada model murine in vitro (Zhao et al., 2018).

Tomentosone C dan rhodomyrtone dari daun R. tomentosa
mempunyai efek antimikroba terhadap mikroba gram positif S.aureus
dengan fraksi larut n-heksana dan etil asetat dari ekstrak etanol
dengan nilai MIC masing-masing sebesar 3,66 dan 1,83 g/mL (Liu et
al., 2016a). Faktor Sigma B (SigB) yang mengontrol ekspresi S.aureus
juga terkait dengan efek penghambatan rhodomyrtone terhadap strain
bakteri (Mitsuwan et al., 2019), dengan perkembangan mikrobiologi
memungkinkan menggunakan senyawa dari R.tomentosa sebagai
antibiotik (Saeloh et al., 2018).

Anti-tumor

Beberapa studi telah menemukan bahwa R. tomentosa
juga menunjukkan efek anti-tumor tertentu pada beberapa model
penelitian. Beberapa konstituen diisolasi dan dikarakterisasi dari
daun R. tomentosa oleh Zhang et al (2018). Di antara senyawa
yang diisolasi, rhodomyrtone memberikan efek anti-tumor paling
kuat pada sel HelLa (IC50: 0,33 M), dan menunjukkan selektivitas
yang menguntungkan antara sel normal dan sel tumor (IC50 untuk
sel Vero: 0,94 M, indeks selektivitas: 2,85). Chorachoo et al. (2016)
melaporkan bahwa rhodomyrtone (2-32 mg/mL) yang bergantung
waktu menghambat proliferasi sel keratinosit HaCaT in vitro tanpa
iritasi kulit in vivo, menunjukkan potensi untuk berkembang sebagai
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agen anti psoriasis alami. Setelah dirawat selama 24, 48, dan 72 jam,
rhodomyrtone menghambat strain sel uji dengan tingkat penghambatan
masing-masing 13,62-61,61%, 50,59-80,16%, dan 61,82-85,34%.
Tayeh et al (2017) menemukan bahwa rhodomyrtone pada konsentrasi
subsitotoksik (0,5 dan 1,5 g/mL) menunjukkan penghambatan nyata dari
metastasis kanker dengan mengurangi migrasi sel, kemampuan adhesi
sel dan invasi sel pada sel karsinoma epidermoid A431. Penelitian
lebih lanjut menunjukkan bahwa rhodomyrtone menekan metastasis
sel dengan mengurangi aktivitas dan ekspresi matrix metalloproteinase
(MMP)-2/9 melalui penghambatan jalur sinyal ekstraseluler yang
diatur sinyal kinase 1/2 (ERK1/2), p38 dan fokal adhesi kinase (FAK)
melalui aktivitas NF-kB. Serangkaian meroterpenoid diisolasi dari R.
Tomentosa, diantaranya adalah, tomentodione D. Senyawa tersebut
menunjukkan aktivitas penghambatan metastatik paling kuat terhadap
sel DLD-1 dengan menghambat aktivasi Akt dan ERK yang diinduksi
oleh 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate, yang akhirnya mengatur
penurunan ekspresi MMP-2 dan MMP-9 (Zhang et al., 2016).

Anti-Inflamasi

Rhodomyrtus tomentosa memiliki potensi dalam akuakultur
untuk melindungi ikan dari penyakit terkait inflamasi. Ekstrak etanol
daun R.tomentosa (EER) mempunyai aktivitas anti-inflamasi dalam
model trout pelangi dengan memperantarai ekspresi gen terkait imunitas
(Na-Phatthalung et al., 2018a). Di organ yang berbeda, beberapa gen
termasuk IL-10, SAA, hepcidin, transforming growth factor-g (TGF-B) dan
iNOS dipengaruhi oleh R. tomentosa. Setelah diperlakuakn dengan LPS,
R. tomentosa (10 g per ikan) menghambat kadar sitokin pro-inflamasi IL-
1B, IL-8, yang menunjukkan aktivitas anti-inflamasi R.tomentosa. Selain
itu, R. fomentosa menurunkan kadar kortisol tetapi tidak berdampak
pada parameter hematologi, menunjukkan potensi untuk berkembang
sebagai agen anti-stres. EER dan rhodomyrtone menunjukkan aktivitas
imunostimulator dan anti-inflamasi dengan menginduksi ekspresi gen
yang berhubungan dengan imun dalam model makrofag ginjal ikan
kepala pelangi. Hasilnya menunjukkan bahwa EER dan rhodomyrtone
mengubah ekspresi gen terkait imun, termasuk sitokin pro-inflamasi (IL-
1B, IL-8, dan TNF-a) dan sitokin anti-inflamasi (IL-10 dan :I'GF-B). Selain
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itu, setelah pajanan rhodomyrtone selama 4 jam, terjadi pengaturan
ekspresi IL-1B, IL-8, TNF-a dan peningkatan kadar ekspresi IL-10 dan
TGF-B di makrofag ginjal ikan (Na-Phatthalung et al., 2018b).

Watsonianone A yang diisolasi dari buah R. fomentosa secara
signifikan menghambat reaksi inflamasi melalui induksi respiratory-
syncytial-virus (RSV) pada makrofag RAW264.7 dan sel HEp-2
(Zhuang et al., 2017). Senyawa watsonianone menurunkan ekspresi
TNF-q, IL-6, dan monosit chemoattractant protein-1 (MCP-1) dalam sel
RAW264.7 yang terinfeksi virus pernapasan (RSV). Studi lebih lanjut
mengungkapkan bahwa watsonianone menghambat aktivasi jalur NF-
kB melalui stimulasi sistem thioredoxin dan mengurangi spesies oksigen
reaktif intraseluler (ROS) yang terkait erat dengan respon inflamasi.
Ekstrak metanol daun R. tomentosa memiliki efek antiinflamasi pada
makrofag terstimulasi LPS in vitro dan model inflamasi akut in vivo.
Ekstrak menghambat produksi mediator inflamasi (NO dan PGE2)
dalam sel RAW264.7 dan makrofag peritoneum yang terpajan LPS
dengan cara yang bergantung pada dosis. Selain itu, R. tomentosa
secara langsung menargetkan jalur pensinyalan aktivasi NF-kB dan
protein aktivator (AP)-1 melalui inhibisi langsung enzim Syk/Src dan
IRAK1/IRAK4 (Jeong et al., 2013).

Antioksidan

Ekstrak aseton daun R. tomentosa mempunyai aktivitas
antioksidan secara in vitro dan in vivo (Lavanya et al., 2012). Potensi
sebagai antioksidan dengan aktivitas scavenging DPPH (Kusuma dkk,
2016; Rosli et al., 2017). Hal ini disebabkan R. tomentosa terutama
dapat menghambat peroksidasi lipid, meningkatkan kemampuan
mereduksi dan menangkap radikal bebas tergantung dosis secara in
vitro. Sementara itu, ekstrak R. fomentosa (0,8 g/kg) secara efektif
mencegah peningkatan kadar zat reaktif asam tio-barbiturat (TBARS)
dan penurunan kadar glutathione (GSH), superoksida dismutase (SOD),
katalase (CAT) dan glutathione peroksidase (GPx) yang diinduksi
oleh CCl4 pada tikus Swiss Albino. Buah R. tomentosa dilaporkan
menunjukkan potensi efek antioksidan (Lai et al, 2015). Senyawa
fenolik dalam jumlah tinggi (49,21 mg setara asam galat/g berat kering)

14



menghasilkan kapasitas antioksidan yang tinggi (431,17 mol setara
Trolox/g berat kering), menunjukkan potensi untuk dikembangkan
sebagai sumber senyawa yang meningkatkan kesehatan. Kapasitas
antioksidan dari sub-fraksi yang berbeda dari ekstraksi R. tomentosa
dievaluasi dengan: uji scavenging radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil,
DPPH), kapasitas antioksidan pereduksi tembaga (CUPRAC) dan
uji pemutihan-karoten (Abd Hamid et al., 2017). Fraksi metanol
menunjukkan aktivitas antioksidan paling signifikan pada pemutihan
DPPH, CUPRAC dan B-karoten dengan nilai EC50 masing-masing
110,25; 53,84 dan 58,62 g/mL. aktivitas antioksidan yang kuat diduga
berkaitan erat dengan adanya kandungan total flavonoid dan total fenol

yang tinggi.
Aktivitas lain

Aktivitas lain dari R.tomentosa telah diteliti oleh Chai et al
(2019). Senyawa rhodomyrtone memberikan efek antidepresan dalam
mencegah penurunan perilaku sosial pada model tikus stres ringan
-kronis (Chai et al., 2019).

Senyawa rhodomyrtone mencegah gangguan memori spasial,
membalikkan cacat kepadatan dendritik tulang belakang, menekan
peningkatan aktivitas glikogen sintase kinase-3B, dan membalikkan
penurunan faktor neurotropik yang diturunkan dari otak dan kepadatan
protein pascasinaps 95. Ekstrak petroleum eter dari daun dan batang
R. tomentosa menunjukkan tingkat penghambatan asetilkolinesterase
(AChE) yang signifikan (81%, 500 g/mL), dan memberikan efek inhibisi
AChE, dengan nilai IC50 masing-masing 6,6: 8,8 dan 6,0 uM (Qin et al.,
2019).

Ekstrak alkohol 70% dari R. tomentosa menunjukkan efek
antiulkus. Efek antiulkus dibuktikan dengan penurunan indeks ulkus,
peningkatan kadar superoksida dismutase dan katalase, dan penurunan
peroksidasi lipid (Geetha et al., 2015).

R. tomentosa berpotensi sebagai agen terapeutik untuk
osteoporosis. Senyawa aktif yang diisolasi dari R. tfomentosa
diungkapkan mempromosikan aktivitas alkaline phosphatase, sintesis
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kolagen, dan mineralisasi nodul sel osteoblastik MC3T3-E1. (Nguyen
et al., 2009).

Ekstrak etanol daun R.tomentosa dan konstituen aktif
piceatannol dilaporkan menekan sitotoksisitas yang diinduksi ultraviolet
(UV) dalam kultur keratinosit epidermis manusia normal. Ekstrak
dan senyawa piceatannol menurunkan produksi dimer siklobutana
pirimidin yang diinduksi UV dan meningkatkan aktivitas enzim seluler
DNA polimerase. Hal ini menunjukkan bahwa kerusakan DNA yang
dirangsang oleh UV diperbaiki oleh polimerase (Shiratake et al.,2015).
Hasil ini mengungkapkan nilai pasar potensial untuk R. tomentosa dan

kemungkinan untuk dikembangkan sebagai produk perawatan kulit.
1.5 Toksisitas

Toksisitas ekstrak etanol daun karamunting termasuk lemah
pada dosis 8 kali MIC (Limsuwan et al., 2012). LD50: 43,4 dan 8,5 g/ml
(Kusuma et.al., 2016).

Ekstrak etanol daun R.tomentosa dengan dosis 0,5-3,0 g/
kg berat badan mencit diberikan secara oral setiap hari sampai 14
hari. Integritas perilaku dan fungsional dinilai dengan analisis baterai
observasional fungsional (FOB). Perubahan histopatologi dan
ultrastruktur divisualisasikan masing-masing di bawah mikroskop cahaya
dan mikroskop elektron transmisi. Ekstrak pada konsentrasi hingga 3,0
g/kg berat badan per hari selama 14 hari tidak menyebabkan kematian.
Ekstrak pada 0,5-2,0 g/kg berat badan tidak menunjukkan efek samping
atau tanda-tanda toksisitas. Terbukti ekstrak R. tomentosa aman sampai
dosis 2,0 g/kg berat badan mencit per hari yang setara dengan 20,0 g/
hari untuk 70 kg orang. Menurut Pedoman Pengembangan Kerjasama
Ekonomi (OECD), dosis mematikan ekstrak R. tomentosa berada di
bawah nilai kelas empat tanpa tanda-tanda toksisitas pada 2,0 g/kg
berat badan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak R. fomentosa
dianggap aman karena tidak ada efek samping terkait penggunaannya
(Mordmuang et al., 2021).
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3.1 Asma

Asma adalah penyakit inflamasi kronis saluran nafas,
yang mempengaruhi lebih dari 300 juta orang. Patogenesis asma
menunjukkan heterogenitas yang ditandai dengan banyak fenotipe
yang menentukan karakteristik yang terlihat dan endotipe yang
menentukan mekanisme molekuler (Kaur & Chupp., 2019).

Asma dikaitkan dengan aktivasi sistem kekebalan,
hiperresponsif saluran napas (airway hyperresponsiveness
(AHR), aktivasi sel epitel, produksi mukus yang berlebihan dan
remodeling saluran napas. Baik imunitas bawaan maupun adaptif
berperan dalam mekanisme imunologis asma. Asma tipe 2 dengan
eosinofilia adalah fenotipe umum pada asma. Ini terjadi dengan
dan tanpa alergi yang terlihat (Lambrecht et al.,2019).

Endotipe tipe 2 terdiri dari; Sel T helper tipe 2 (Th2), sel
limfoid bawaan tipe 2 (ILC2), sel B yang mensekresi IgE dan
eosinofil. Asma eosinofilik nonalergi didominasi ILC2, yang
menghasilkan IL-5 untuk merekrut eosinofil ke dalam mukosa
saluran napas. Subkelompok utama kedua asma adalah asma
non-tipe 2, yang mengandung kelompok endotipe dan fenotipe
yang heterogen, seperti asma yang disebabkan oleh olahraga,
asma yang diinduksi oleh obesitas, dll (Akar-Ghibril et al., 2020;
Kaur & Chupp., 2019).

Asma neutrofilik tidak diinduksi oleh alergen tetapi dapat
diinduksi oleh infeksi, asap rokok dan polutan (Cooper et al,
2020). IL-17 yang diproduksi oleh sel Th17 dan ILC tipe 3, dapat
merangsang inflamasi saluran napas neutrofilik. Makrofag, sel
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dendritik, dan sel NKT semuanya mampu memproduksi sitokin
yang diketahui berkontribusi pada asma alergi dan non-alergi.
Aktivasi sel epitel bronkus dan pelepasan sitokin, seperti IL-33,
IL-25 dan TSLP memainkan peran utama dalam asma. Terutama,
alergen atau pajanan lingkungan terhadap agen beracun, seperti
polutan, knalpot diesel, deterjen dapat mempengaruhi penghalang
epitel yang mengarah pada perkembangan asma (Potaczek et al.,
2020; Sozener et al., 2020).

3.2 Patofisiologi asma

Gambaran khas inflamasi asma vyaitu sel mast aktif,
peningkatan jumlah eosinofil aktif, peningkatan jumlah reseptor
sel T yang berlainan, natural killer T sel dan T helper 2 limfosit
(TH2). Mekanisme imun yang menggerakkan proses inflamasi
diperantarai sel-sel imun, terutama sel limfosit T. Jumlah sel
limfosit T CD4+ meningkat pada hewan coba yang disensitisasi
ovalbumin dengan dominasi sel limfosit Th2 (Faturrahman et al.,
2012; Kasaian et al., 2013; Munayakorn et al., 2013).

Pajanan alergen pada saluran nafas selanjutnya terjadi
prosesing alergen dan presentasi antigen (Ag) oleh sel dendritik
menginduksi diferensiasi sel T CD4* naive menjadi sel efektor
Th2. Sel ini mensekresi sitokin IL-4 dan IL-13 Sitokin IL-4 berperan
penting dalam tahapan diferensiasi TH2. Sinyal IL-4 melalui IL-4R
mengaktivasi faktor transkripsi stat 6, berfungsi untuk meningkatkan
ekspresi protein faktor transkripsi GATA-3 spesifik Th2-lineage.
GATA-3 berikatan ke skuen gen sitokin Th2 (IL-4, IL-5, IL-9, dan
IL-13) dan mempromosikan ekspresinya. Sitokin IL-4 bersama
dengan IL-13 dapat mendorong sel B untuk menghasilkan IgE. IL-4
bersama dengan IL-9, IL-13 menarik dan mendorong diferensiasi
sel mast. Sitokin tersebut juga meningkatkan afinitas reseptor IgE
pada sel mast tapi mengurangi afinitas reseptor IgE pada sel B
dan sel fagosit mononuklear (gambar 3.1) (Wenzel, 2012; Maest
etal., 2012).

18



Cytokines (e g L4 IL-1Y)

rd N
Late asthmatic response  Early asthmatic response

Gambar 3.1 Gambaran aktivasi faktor transkripsi oleh kaskade signal IL-4 dan

IL-13. (1) Peranan IL-4 untuk diferensiasi ke arah TH2,(2) Polarisasi sel
B untuk menghasilkan IgE spesifik alergen diperantarai IL-4 dan IL-13,
(3) Efek IL-5 pada aktivasi dan rekrutmen eosinofil dan IL-9 aktivasi
serta rekrutmen sel mast, (4) IgE yang dilepaskan sel plasma berikatan
dengan reseptor IgE pada sel mast, basofil dan eosinofil,(6) Histamin,
leukotrien, prostaglandin D2 menginduksi kontraksi sel otot polos dan
vasodilatasi pembuluh darah,(7) Sitokin IL-13 dan IL-4 menginduksi
sekresi mukus dan hiperplasia sel goblet, (8) Sitokin IL-4 dan IL-13
berkontribusi pada rekrutmen sel inflamasi dengan meningkatkan
pengaturan ekspresi vascular cell adhesion moleculer-1, yang
memfasilitasi transmigrasi eosinofil, basofil, monosit, dan sel T karena
respon dari kemokin yang diturunkan sel mast (respon lambat asmatik),
(9) Sitokin IL-13 meningkatkan produksi kolagen pada fibroblast melalui
aktivasi TGF-B, MMP (Maest et al., 2012)

Sellimfosit B memiliki peranan penting pada asma melalui sintesis

IgE. Imunoglobulin E menempel pada sel mast jaringan dan basofil
sirkulasi melalui reseptor Fc (FceRI) yang diekspresikan di permukaan
sel. Alergen menempel pada IgE spesifik dan berikatan dengan sel
mast, kemudian terjadi aktivasi sel mast yang akan menyebabkan
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pelepasan mediator-mediator inflamasi seperti histamin, leukotrien
C,, leukotrien D,, leukotrien E,, prostaglandin D, yang menyebabkan
bronkokontriksi. Hal tersebut menyebabkan terjadi gejala asma melalui
pengaruh langsung terhadap reseptor syaraf dan pembuluh darah pada
saluran nafas dan juga reseptor otot polos. Histamin dan leukotrien dari
basofil maupun sel mast menyebabkan timbulnya gejala secara cepat
dalam beberapa menit. Selain itu sel mast akan melepaskan sitokin IL-
4, IL-5, dan IL-13. Stem-cell factor yang dihasilkan oleh sel epitel akan
menarik lebih banyak sel mast ke saluran nafas (Kasaian et al., 2013;
Munayakorn et al., 2013).

Sitokin IL-5 akan menuju sumsum tulang dan menyebabkan
diferensiasi eosinofil. Eosinofil sirkulasi masuk ke daerah inflamasi
alergi dan mengalami migrasi ke paru, mengalami aktivasi, adhesi,
ekstravasasi dan kemotaksis. Sel epitel melepaskan beberapa
kemokin dan sitokin seperti eotaksin, monocyte chemotactic protein
(MCP)-1, dan macrophage inflamatory protein (MIP)-1a, yang akan
menyebabkan infiltrasi eosinofil, sel mast, basofil, limfosit T dan sel
Langerhan ke saluran nafas. Eosinofil teraktivasi melepaskan mediator
inflamasi antara lain leukotrien, faktor pertumbuhan, enzim elastase,
metaloproteinase, kemokin (RANTES, MIP-1a, eotaksin), mediator
lipid dan sitokin untuk mencederai saluran nafas. Survival eosinofil
diperlama oleh IL-4 dan GM-CSF, mengakibatkan inflamasi saluran
nafas persisten (Faturrahman et al., 2012; Wenzel, 2012; Kasaian et
al., 2013; Munayakorn et al., 2013).

Eosinofil juga terlibat dalam remodeling saluran nafas yang
akan menyebabkan refractory asthma. Fibrosis subepitel terlihat pada
proses remodeling asma alergi (gambar 3.2). Eosinofil menghasilkan
sitokin, kemokin, mediator lipid, faktor pertumbuhan dan mampu
meningkatkan sekresi mukus, menyebabkan fibrosis subepitel. Eosinofil
teraktivasi melepaskan protein toksik yang mengakibatkan kerusakan
jaringan saluran nafas yaitu major basic protein (MBP) dan eosinophil
cationic protein (ECP) yang merusak sel epitel dan syaraf, eosinophil-
derived neurotoxin (EDN), eosinophil peroxidase dan mediator lipid.
Eosinofil menghasilkan protein yang menyebabkan fibrogenesis dan
angiogenesis yang dapat mengaktifkan sel mesenkim dan merangsang
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sintesis protein matriks ekstraseluler (ECM). Aktivasi fibroblast dilakukan
oleh IL-4, IL-6, IL-11, IL-13, IL-17, TGF-B, NGF dan PDGF. Sitokin
tersebut akan menyebabkan diferensiasi dan migrasi fibroblast (Kay,
et.al., 2004). |

Transforming growth factor (TGF)-B dan fibroblast growth factor
(FGF)-2 mempunyai pengaruh langsung terhadap otot polos saluran
nafas. Eosinofil menghasilkan angiogenic factor yaitu VEGF dan
angiogenin. Sel endotel diaktifkan oleh FGF-2 dan tumor necrosis factor
(TNF)-a.. Sitokin yang dilepaskan eosinofil yakni TGF-8, IL-4, IL-13 dan
TGF-o. akan mengaktivasi sel epitel, sintesis ECM dan hipersekresi
mukus (Al-Muhsen et al., 2011; Holgate, 2012; Wenzel, 2012).
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Gambar 3.2. Peranan eosinofil pada remodeling saluran nafas asma. Eosinofil
menghasilkan sejumlah protein yang terlibat dalam fibrogenesis dan

angiogenesis (Kay, et.al., 2004).
3.2 Particulate matter Debu Batubara

Particulate matter (PM) debu batubara salah satu contoh polutan
udara yang banyak terdapat di daerah tambang batubara. Badan Geologi
Indonesia (2015) menunjukkan bahwa Kalimantan Selatan termasuk
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salah satu 3 propinsi penghasil tambang batubara yang terbesar di
Indonesia. Tambang batubara meningkatkan devisa negara, namun di
sisi lain PM debu batubara merupakan salah satu polusi udara penting
di daerah tambang batubara. Inhalasi debu batubara berkontribusi
terhadap peningkatan penyakit pernafasan termasuk peningkatan
remodeling paru pada hewan (Kania et al., 2011; Saputri et al., 2014).

Particulate matter debu batubara yang terinhalasi memicu
terjadinya inflamasi, stres oksidatif dan remodeling paru. Komponen
debu batubara yang berbahaya terhadap kesehatan adalah Pb, Cr ,
Cd, Ni, Cu, Co, dan Zn (Ishtiaq et al., 2018). Komposisi debu batubara
Kalimantan Selatan adalah logam transisi yaitu Fe, Si, Mo, Al, Ca, S,
Ti dan mineral yang lain berada di bawah <1% (Kania et al., 2011).
Studi pada hewan coba yang dipajan debu batubara membuktikan
peningkatan jumlah makrofag dan PMN (polimorfonuklear) alveolar
dalam BAL (bronchoalveoler liquid) tikus (Kania et al., 2012). Makrofag
alveoler yang teraktivasi akan melepaskan mediator seperti sitokin,
kemokin, dan enzim proteolitik (Kania et al., 2012).

3.3 Respon imunologi pajanan PM debu batubara

Respon imun paru terhadap pajanan akut PM debu batubara
yaitu, (1) infiltrasi leukosit dan influks neutrofil, dan (2) adanya
dominansi makrofag alveoler. Makrofag alveoler berpotensi utama
dalam membersihkan dan memproses PM debu batubara (Pinho et al.,
2005). Hal ini dibuktikan pada hewan coba yang dipajan PM10 debu
batubara akut menunjukkan terjadinya inflamasi yang dicirikan oleh
peningkatan makrofag alveolar yang berkorelasi positif dengan dosis
pajanan (Kania et al., 2012).

Particulate matter debu batubara terinhalasi akan masuk
ke bronkiolus terminal, menarik makrofag alveolar, leukosit, neutrofil
ke bagian yang terdapat PM debu batubara. Makrofag alveolar dan
interstitial akan memfagosit partikel tersebut. Makrofag alveoler
mempunyai peran poten dalam membersihkan PM debu batubara,
transportasi dan memperosesnya melalui mukosiliar atau limfatik
interstitial (Gambar 3.3) (Schins & Borms, 1999).
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Gambar 3.3 Overview jalur seluler utama yang berhubungan dengan
perkembangan CWP (Schins & Borms, 1999)

Partikel kasar (PM ukuran <10 uym) menginduksi respon imun
innate melalui jalur endotoxin-toll-like receptor (TLR)-4 (He et al.,
2010). Sementara partikel halus (PM ukuran <2,5 ym) dan ultra halus
(UFP, =0,1 ym) menginduksi melalui ROS oleh logam transisi dan/
atau poliaromatik hidrokarbon (PAH). Particulate matter 2,5 dibagian
permukaannya banyak logam transisi dan berpotensi meningkatkan
stres oksidatif. Partikel ultra halus kaya PAH, juga mempunyai
kemampuan untuk menyebabkan stres oksidatif. Respon imun innate
ditandai dengan aktivasi faktor transkripsi nuclear factor-«B (NF-xB) dan
activator protein-1 (AP-1) dan mengatur produksi sitokin proinflamasi
termasuk IL-1B, IL-6, dan TNF-a (Huang et al., 2002; Ulker et al., 2008).

Partikel debu difagositosis oleh makrofag alveoler dan
interstisial melalui jalur opsonin (Ab dan komplemen) dan endositosis
tidak tergantung opsonin yaitu melalui scavenger reseptor/SR (SRI/
I, dan MARCO/magrofag receptor collagen structure). Partikel yang
berinteraksi dengan SR-A memberikan efek pengurangan regulasi
ekspresi sitokin proinflamasi dan mencegah infiltrasi PMN ke jaringan
paru (Beamer et al., 2010). Pada jalur kedua terutama debu yang
mengandung komponen anorganik. Partikel terinternalisasi memacu
respon adaptif yang melibatkan ekspresi major histocompatibility
complex class Il (MHC II), perekrutan molekul costimulatory dan respon
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sel Th. Debu batubara mengatur makrofag alveoler mengarahkan profil
Th1 tetapi respon skunder ke arah Th1 atau Th2 tergantung dari kondisi
lingkungan. Produksi sitokin IL-4 dan IL-10 lebih dominan maka profil ke
arah Th2, tetapi jika IL-12 dan IFNy yang dominan, profil lebih dominan
Th1 (Myata & van Eeden, 2011). Hasil penelitian Zho, et al menunjukkan
rasio Th1/Th2 rendah pada pasien CWP (Zho et al., 2014).

Secara umum partikel debu difagosit oleh AM dengan
berbagai reseptor, mengaktifkan sinyal intraseluler serta endositosis
partikel melalui SR atau opsonin tergantung jalur fagosit (fagositosis
diperantarai Fc atau CR3 ). Jalur TLR4-MyD88-IRAK4 dirangsang oleh
PAMP/DAMP berasal dari materi partikel mengakibatkan aktivasi NF-
kB/AP-1 yang lebih diaktifkan oleh kalsium intraseluler diinduksi ROS.
Senyawa oksigen reaktif akibat pajanan materi partikulat merupakan
molekul signaling yang mengaktifkan faktor transkripsi yakni NF-kB dan
AP-1 serta mengubah signal mitogenik dan fibrogenik yang melibatkan
IL-6. Activator protein-1 dan nuclear factor of activated T cells (NFAT)
adalah faktor transkripsi penting yang mengendalikan upregulasi sitokin
proinflamasi (Huang et al., 2002). Aktivasi jalur MyD88 mempromosikan
pematangan APC termasuk produksi IL-12 (faktor polarisasi Th1).
Sementara stres oksidatif yang berlebihan menyebabkan peningkatan
sitokin seperti IL-4 dan IL-10 yang mengatur polarisasi ke arah Th2.
Aktivasi jalur MyD88 juga dihubungkan dengan produksi monosit dan
pelepasan monosit dari sumsum tulang. Monosit yang dilepaskan akan
direkrut ke paru untuk berdiferensiasi menjadi monosit jaringan dan
makrofag alveoler (Myata & van Eeden, 2011).

Makrofag alveoler yang teraktivasi akan melepaskan mediator
sepertisitokin, kemokin, enzim proteolitik. Kemoatraktan yang dilepaskan
makrofag memicu perekrutan monosit darah perifer atau netrofil dari
darah perifer. Sel epitel, fibroblast, dan sel endotel juga turut teraktivasi
dan melepaskan berbagai mediator yang meningkatkan infiltrasi sel-
sel inflamasi ke ruang dan dinding alveoler paru. Pada saluran nafas
pekerja tambang batubara ditemukan peningkatan kadar IL-1B, IL-6,
dan TNF-a serta intercellular cell adhesion molecule (ICAM)-1 dan
model hewan dengan fibrosis paru. Mediator-mediator tersebut ikut
berperan dan proses remodeling melalui stimulasi proliferasi fibroblast
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dan sintesis kolagen (Yucesoy et al., 2008).

Fibroblast akan mensekresi retikulin, suatu senyawa
yang berfungsi untuk mengikat makrofag. Sekresi retikulin akan
meningkat berkaitan dengan banyaknya makrofag yang lisis (Lyon
etal., 2004). Banyaknya makrofag lisis dan mediator yang disekresi
seperti ROS dan mediator inflamasi di alveolus dan jaringan paru
menyebabkan kerusakan bronkiolus dan alveolus yang akhirnya
terjadi perubahan arsitektur normal paru misalnya fibrosis dan
emfisema yang merupakan bentuk remodeling pada bronkiolus
dan alveolus. Inhalasi debu batubara yang mengandung silika akan
mempercepat melisiskan makrofag dan fibroblast memicu lebih
banyak lagi produksi kolagen di percabangan limfatik. Makrofag
yang bermigrasi sampai pembuluh limfatik kemudian lisis maka
akan semakin banyak disekresikan retikulin dan kolagen oleh
fibroblast di pembuluh darah dan menyebabkan nekrosis iskemik
(Zhou et al., 2012).

3.4 Inflamasi pada kombinasi asma dan pajanan debu
batubara

Ada beberapa faktor mempengaruhi keparahan asma.
Faktor-faktor tersebut antara lain alergen, asap rokok, polusi
udara, bahan bakar biomassa dan genetik (Leung & Sin, 2017;
Hikichi et al., 2018), debu batubara (Fujiati et al., 2019). Asma
dengan gejala mirip COPD dikenal dengan Asma-COPD overlap
(ACO) ditandai dengan keterbatasan aliran udara persisten dengan
beberapa ciri khas yang terkait dengan asma dan COPD (Hikichi
et al., 2018). Inflamasi yang terjadi pada ACO dengan peningkatan
jumlah eosinofil, rasio neutrofil dan limfosit darah, FeENO yang
dihembuskan (li et al., 2020).

Hasil penelitian menunjukkan pajanan PM5 debu batubara
pada mencit asma dapat mempengaruhi konsentrasi IL-13 (sitokin
dari sel Th2), TGF-B3 cairan BAL (Tabel 3.1) (Fujiati et al., 2019).
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Tabel 3.1 Rerata kadar IL-13 dan TGF-B3 cairan BAL

OVA +
Kontrol PMS dabu OVA PM5 debu
batubara
batubara
(K) (P1) (P2) (P3)
IL-13 (ng/L) 55,02+4,90 69,07+6,47* 65,60+5,05* 59,0415,40°*
TGF-B3 pg/ml) 181,37428,05 201,86+15,08* 213,52+10,49* 223,08+25,13"

Keterangan: *p<0,05 berbeda bermakna dibandingkan kelompok kontrol;
°p<0,05 berbeda bermakna dibandingkan kelompok dipajan PM5 debu
batubara.
*p<0,05 berbeda bermakna dibandingkan kelompok disensitisasi OVA.

Kadar IL-13 meningkat ditemukan pada model hewan
disensitisasi ovalbumin, atau pada asma (Lee et al., 2017; Nakamura
et al., 2017). Hasil penelitian menggambar kan kadar IL-13 pada model
kombinasi mencit yang disensitisasi OVA dan PM5 debu batubara
lebih rendah bermakna dibandingkan dengan yang hanya disensitisasi
OVA. Hasil tersebut mengimplikasikan bahwa PM5 debu batubara
kemungkinan mempengaruhi  keseimbangan sel Th1/Th2 pada
keadaan setelah sensitisasi OVA yang sebelumnya didominasi sel
Th2. Kemungkinan sitokin yang dilepaskan sel Th1 yang terlibat pada
fenomena tersebut adalah IL-2 dan IFN-y. Sitokin proinflamasi IL-2
dan IFN-y berpartisipasi dalam perkembangan peradangan (Hanada
T & Yoshimura A, 2002; Zhu J & Paul WE, 2010). Sitokin IFN-y telah
menghambat ekspresi IL-13 in vivo dan ex vivo pada infeksi Rhinovirus
tikus belum dewasa (Han et al., 2017).

Pergeseran keseimbangan Th1/Th2 kearah profil Th1 mungkin
memproteksi dari asma dan alergi. Setelah pajanan PM5 debu batubara
kemungkinan sitokin seperti IFN-y yang disekresi sel Th1 ikut terlibat
dalam penghambatan sekresi IL-13. IFN-y efektor utama sel Th1,
mempunyai peran penting dalam diferensiasi sel Th1, menginduksi
produksi IL-12 oleh sel dendritik dan makrofag. IFN-y juga memberikan
efek penghambatan langsung pada produksi sitokin sel Th2, mengurangi
kadar IL-4 dan IL-5. Jalur signal IFN-y dengan mengaktifkan protein
T-bet, protein transkripsi spesifik Th1, dan faktor penekan Th2. Sitokin
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tersebut juga menekan hiperresponsifitas dan inflamasi saluran nafas
dari hewan coba yang diinduksi RSV/Respiratory syncytial virus
(menginduksi eksaserbasi asma) (Nguyen et al., 2018).

Hasil penelitian yang diperoleh menggambarkan kadar TGF-B,
BAL kelompok perlakuan lebih tinggi bermakna dibandingkan dengan
kontrol negatif. Hal ini disebabkan bahwa OVA maupun PM5 debu
batubara dapat menstimulasi produksi TGF-B3. Individu yang terpajan
debu batubara menunjukkan adanya peningkatan TGF-B serum (Lee,
et al.,, 2014). Studi Kariyawasam et al menunjukkan ada peningkatan
mRNA TGF-B3 dalam saluran nafas tikus alergi, tetapi tidak ada
perubahan pada mRNATGF-B1 dan TGF-B2 (Kariyawasam et al., 2009).
Peningkatan pengaturan produksi TGF-B3 pada saluran nafas hewan
alergi salah satunya disebabkan defisiensi faktor aktivasi reseptor Lyn,
tirosin kinase nonreseptor. Lyn mengatur penurunan produksi TGF-B3 (Li
et al., 2013). Pajanan PM5 debu batubara mempunyai kecenderungan
meningkatkan produksi TGF-B3 pada mencit yang disensitisasi OVA,
walaupun tidak bermakna.

Tabel 3.2 Rerata jumlah eosinofil, kadar IL-13, TGF-3, paru

Kantrol iy OVA PM5 dabu batubara
(K) (P1) (P2) (P3)
Eosinofil (%) 2,170,401 4,6740,52* 5,17+0,75* 6,33+0,52**
IL-13 (ng/L) 21,80+4,88 15,3043,09* 12,87+1,41* 18,28512,89*
TGF-B3 (pg/m) 530941165 43842788  33,895:2,30% 21,32052,01*

Keterangan: *p<0,05 berbeda bermakna dibandingkan kelompok kontrol;
°p<0,05 berbeda bermakna dibandingkan kelompok dipajan PM5 debu
batubara.

*p<0,05 berbeda bermakna dibandingkan kelompok disensitisasi OVA.

Peningkatan respon inflamasi melalui peningkatan sel inflamasi
dan produksi sitokin inflamasi sebagai pemicu dalam peningkatan
eksaserbasi asma. Hasil penelitian menunjukkan peningkatan infiltrasi
sel inflamasi eosinofil, TGF-B3, dan IL-13 jaringan paru (Tabel 3.2).
Hasil ini menunjukkan bahwa debu batubara sebagai agen potensial
dalam meningkatkan inflamasi dalam penyakit paru.
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Kadar IL-13 homogenat paru semua perlakuan kecenderungan
lebih rendah dari kontrol. Hal ini dimungkinkan adanya komunikasi
seluler sel-sel inflamasi di ruang udara alveolar dengan jaringan
struktural memungkinkan mediator yang dilepaskan sel inflamatori dan
respon sel epitel memberikan sinyal untuk pergerakan sel-sel inflamasi
jaringan menuju tempat alergen atau partikel polutan. Pemberian alergen
berulang memungkinkan adanya mekanisme adaptasi pembersihan
alergen yang ditunjukkan oleh penurunan inflamasi (<kontrol) paru. Hasil
penelitian ini berbeda dengan penelitian yang dilakukan Bruggemann
et al., (2017) yang membuktikan adanya peningkatan produksi IL-13
jaringan paru setelah sensitisasi OVA (Bruggemann et al., 2017). Ban et
al (2012) dalam studinya mengemukan pajanan berulang menyebabkan
terjadinya penurunan inflamasi. Pengukuran kadar IL-13 di jaringan paru
pada pajanan kronik OVA tidak tepat sebagai penanda inflamasi kronik.
Huang et al., (2018) menyarankan bahwa evaluasi sitokin proinflamasi
lebih baik di cairan BAL.

Akumulasi populasi berbeda makrofag yang diturunkan dari
monositdan aktivasi residen makrofag jaringan menyebabkan perubahan
fenotipe sesuai perkembangan respon inflamatori pada organ. Beberapa
penelitian menjelaskan bahwa ada perbedaan mendasar untuk awal
dan sinyal homeostasis pada residen makrofag jaringan dan makrofag
yang diturunkan dari monosit, dan monosit mampu berkembang menjadi
bermacam-macam fenotipe dan fungsi setelah masuk ke jaringan.
Pada penelitian ini didapatkan bahwa untuk ketiga kelompok perlakuan
ada kecenderungan kadar IL-13 lebih rendah dibandingkan dengan
kontrol negatif. Hal ini dimungkinkan setelah sensitisasi ovalbumin
maupun pajanan debu batubara, makrofag di alveoler lebih banyak
dibandingkan dengan di parenkima paru. Makrofag jaringan paru deplesi
mempengaruhi imunitas yang diperantrai sel Th2. Makrofag berperan
penting dalam rekrutmen dan aktifasi sel CD4+ Th2 jaringan paru,
seperti yang dijelaskan oleh Borthwick et al. bahwa makrofag jaringan
yang deplesi tidak mampu menarik sel T ke jaringan dan secara aktif
memelihara respon imun yang berlokasi di jaringan sehingga dengan
cepat menyelesaikan inflamasi dan fibrosis oleh IL-13 yang diturunkan
dari sel Th2 sehingga kadar IL-13 serta IL-5 berkurang di jaringan paru
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(Borthwick et al., 2016). Polarisasi fenotipe makrofag yang aktif setelah
injuri paru mempengaruhi aktivasi sel T untuk mengekspresikan IL-4
dan IL-13 (Chung et al., 2016).

Mekanisme inflamasi saluran nafas kronis pada asma
dipertimbangkan tergantung pada infiltrasi dan aktivasi berkelanjutan
sel inflamasi. Sel-sel inflamasi yang terlibat antara lain limfosit, eosinofil,
neutrofil, basofil, dan makrofag yang diikuti dengan sintesis dan
pelepasan berbagai mediator inflamasi, sitokin, dan ROS. Sitokin yang
dilepaskan berbagai sel tersebut memberikan karakteristik khas dari
respon imun sel Th2, termasuk sintesis IgE, eosinofil, aktivasi sel mast,
hiperplasia sel goblet, dan polarisasi makrofag. Sitokin seperti IL-4 dan
IL-13 memberikan efek pada sel endotel vaskular, sel epitel saluran
nafas untuk mengekspresikan molekul adhesi, kemokin dan produksi
TGF-B. Molekul-molekul tersebut mengarahkan masuknya sel eosinofil,
basofil, limfosit dan lain-lain dari sirkulasi ke jaringan paru (Bezerre-diaz
etal., 2017)

Limfosit Th2 adalah kunci dari inflamasi yang diinduksi OVA
dan asma early-onset (Faturrahman et al., 2012; Kasaian et al., 2013;
Munayakorn et al., 2013), memulai dan mengembangkan inflamasi
melalui pelepasan sitokin IL-4, IL-5, IL-13,dan TGF-B yang berperan
merekrut dan mengaktifkan eosinofil, sel-sel efektor pada asma. Infiltrasi
eosinofil ke saluran nafas berkaitan dengan produksi IL-5, sitokin
penting untuk proliferasi, aktivasi dan migrasi eosinofil (Munayakorn et
al., 2013).

Pajanan alergen pada saluran nafas menyebabkan terjadi
prosesing alergen dan presentasi antigen (Ag) oleh sel dendritik
menginduksi diferensiasi sel T CD4+ naive menjadi sel efektor Th2
(Barlianto et al., 2009). Sel ini mensekresi sitokin IL-4, IL-5, IL-9 dan
IL-13. Sitokin IL-4 berperan penting dalam tahapan diferensiasi TH2.
Sitokin IL-13 bersama dengan IL-4 dapat mendorong sel B untuk
menghasilkan IgE. Interleukin-13 bersama dengan IL-4 dan IL-9,
menarik dan mendorong diferensiasi sel mast. Sitokin IL-5 akan menuju
sumsum tulang dan menyebabkan diferensiasi eosinofil. Eosinofil
sirkulasi masuk ke daerah inflamasi alergi dan mengalami migrasi ke

29



paru, mengalami aktivasi, adhesi, ekstravasasi dan kemotaksis.

Eosinofil teraktivasi melepaskan mediator inflamasi antara
lain TGF-B, dan IL-13 akan mengaktivasi sel epitel, sintesis ECM dan
hipersekresi mukus untuk mencederai saluran nafas (Kozlik et al., 2021;
Kandikattu et al., 2021). Pada penelitian ini didapatkan peningkatan
jumlah eosinofil dan kadar IL-13 jaringan paru secara signifikan setelah
sensitisasi OVA. Infiltrasi eosinofil dan IL-13 mencerminkan gambaran
inflamasi alergi, dan dapat digunakan sebagai standar adanya
sensitisasi oleh OVA. Hasil penelitian ini sama dan konsisten dengan
studi lain, bahwa sensitisasi OVA dapat meningkatkan eosinofil (Ma et
al., 2021;Shin et al., 2018).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pajanan debu batubara
mempengaruhi secara bermakna kadar TGF-B3 paru mencit yang
disensitisasi OVA. Transforming growth factor-B3 diekspresikan lebih
tinggi dalam makrofag alveoler dan sel epitel bronkiolus setelah
pemberian alergen HDM (Li et al., 2017). Efek pajanan PM5 debu
batubara terhadap kadar TGF-B3 di paru merupakan penelitian yang
baru. Beberapa penelitian lebih banyak menjelaskan efek debu
batubara terhadap TGF-B1 pada pekerja tambang batubara yang
memiliki fibrosis. Studi sebelumnya menjelaskan partikulat debu
batubara meningkatkan aktivasi makrofag alveoler (Kania et al., 2012).
Sel inflamasi ini merupakan salah satu sumber yang mengekspresikan
TGF-B3 (Okumura et al., 2015). Hal ini memungkinkan peningkatan
kadar TGF-B3 paru pada kelompok yang disensitisasi OVA dan dipajan
PM5 debu batubara dipengaruhi oleh aktivasi makrofag alveoler.
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4.1 Docking dari senyawa ekstrak etanol daun karamunting
(R.tomentosa) pada NF-kf8

Jalur sinyal nuclear factor-kB merupakan salah satu jalur
pengaturan respon inflamasi dengan menginduksi produksi sitokin
proinflamasi seperti IL-1B, IL-6, IL-8, dan TNF-a. Aktivasi yang kuat
dari jalur pensinyalan NF-kB dalam sel epitel saluran napas diamati
pada pasien asma (Suzuki et al., 2011; Xu et al., 2020). Jalur ini dapat
dihambat dengan inhibitor yang berasal dari tanaman sehingga dapat
meredam inflamasi yang berkepanjangan. Studi yang dilakukan Herath
etal (2020) dengan menggunakan senyawa polifenol ekstrak Sargassum
horneri sebagai anti-inflamasi melalui inhibisi aktivasi NF-kB. Hasilnya
(1) mengurangi infiltrasi granulosit ke dalam saluran napas, (2) menekan
ekspresi mMRNA dari TLR (TLR2/4/7) yang bergantung pada MyD88, (3)
menurunkan ekspresi sitokin pro-inflamasi (IL-1B, TNF-a, TGF-B, IL-6),
sitokin pro-alergi (TSLP, IL-25, IL-33), dan kemokin (IL-8) di paru tikus
asma yang diperburuk oleh PM. Contoh lain adalah penggunaan minyak
atsiri dari daun Abies holophylla (EOA) yang memiliki sifat anti-inflamasi
terkait dengan jalur pensinyalan terkait IL-17. EOA menghambat
hiperplasia epitel pernapasan, deposisi kolagen dan - aktivasi sel
goblet di paru dan jaringan trakea. Selain itu, EOA mengurangi jumlah
eosinofil, limfosit dan makrofag di BALF, menghambat sitokin terkait
IL-17, meningkatkan sitokin terkait Treg dan menurunkan TRAF6 dan
MAPK dan, menekan aktivitas transkripsi nuklir NF- kB, dalam model
tikus asma (Herath et al., 2020; Park et al., 2021).

Daun karamunting (R.tomentosa) mengandung komponen yang
bersifat aktivitas anti-inflamasi (Na-Phatthalung et al., 2018). Komponen
tersebut antara lain flavonoid, fenol, triterpenoid dan meroterpenoid
(Kuntorini et al., 2019; Na-Phatthalung et al., 2018; Sutomo dkk., 2016).
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Berdasarkan hasil GC-MS diperoleh senyawa organik dalam
ekstrak etanol daun karamunting antara lain: Trans-B-ionon-5,6-
epoxide, Trans-caryophyllene, dan nerol (Brian et al., 2021). Trans-B-
ionon-5,6-epoxide merupakan salah satu golongan karbonil dengan
rumus kimia C,H, O, atau 4-(2,2,6-Trimethyl-7-oxabicyclo [4.1.0]

13" 20
hept-1-yl)-3-buten-2-one. Kerangka karbon tersusun dari isoprena unit
C (CH=C(CH)-CH=CH), yang terdiri dari 5 atom karbon yang melekat
pada 8 atom hidrogen (C5H8) (UNEP, 2014).

Trans (B)-caryophyllene termasuk sesqueterpenoid dengan
rumus molekul trans-4,11,11-trimethyl-8-methylene bicyclo [7,2,0]
undec-4-ene (C15H24), berat molekul 204 (Chang et al., 2007). Nerol
(C10H180) (cis-2,6-dimethyl-2,6-octadien-8-0l), suatu monoterpen
asiklik, secara alami terdapat dalam minyak atsiri tumbuhan (Marques
et al., 2013; Mo et al., 2021).

Nerol. Berat molekul nerol 154,25 g/mol, titik didih 225°C dan
kelarutan dalam air sebesar sekitar 255,8 mg/L pada 25°C. Nerol
ditemukan di beberapa tanaman obat, seperti Lippia spp dan Melissa
officinalis L. Penelitian sebelumnya telah menunjukkan keterkaitan
nerol dengan sifat ansiolitik, antioksidan dan antivirus. Sementara itu,
nerol memiliki aktivitas antijamur terhadap Aspergillus niger, Aspergillus
flavus dan dapat digunakan sebagai agen antijamur yang potensial
untuk pengawetan makanan (Marques et al., 2013; Mo et al., 2021).

Interaksi antara komponen bioaktif ekstrak etanol daun
R.tomentosa (dari GC-MS) melalui metode moleculer docking. Dasar
utama yakni prediksi konformasi yang dibentuk ligan serta posisinya dan
arah orientasi yang terbentuk di dalam sisi ikatan dan derajat afinitas
ikatan tersebut terhadap protein NF-kB sebagai ligan penghambat
signaling pengatur ekspresi protein pro inflamasi.

Pola ikatan trans-B-ionon-5,6-epoxide-NF-kp, Trans-
caryophyllene-NF-kB, dan nerol-NF-kp diilustrasikan pada tabel 4.1.

Interaksi trans-B-ionon-5,6-epoxide-NF-kB terutama pada 8
residu asam amino Arg23, Gly31, Met32, Phe34, Arg35, Gly44, Ser45,
Pro47. Jenis ikatan adalah ikatan hidrofob. Perbedaan residu asam
amino ditemukan pada interaksi trans (B)-caryophyllene-NF-kf, ada 3
residu asam amino Met32, Arg33, Phe34, Arg35, Ala43, Gly44, Ser45,

Pro47, Gly117. Ketiga residu tersebut adalah Arg33, Ala43, Gly117.
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Tabel 4.1 Interaksi ligan dari komponen bioaktif ekstrak etanol
daun R.tomentosa-protein

Interaksi

Ligan Protein ligan-protein

Hy
trans-B-ionon-5,6-
epoxide NF-«p

He, H
HaC V4

H

HC
Trans (B)-
caryophyllene

Nerol

R

oy
o' "\K
HO'
OH
Salbutamol (sebagai
standar)

Begitu juga interaksi nerol-NF-k( terdapat 9 ikatan hidrofob pada
residu asam amino Tyr36, Val121, Lys122, Lys123, Leu154, Arg187,
Ala188, Pro189 dan 1 ikatan hidrogen pada residu Asp185. Interaksi
salbutamol-NF-kB terjadi pada residu asam amino Lys28, GIn29,
Glu193, Glu 279, Leu280, Ser281 dengan jenis ikatan hidrofob dan 2
ikatan hidrogen pada residu asam amino Arg30 yang berbeda dengan
residu asam amino ketiga ligan dari ekstrak etanol daun R.tomentosa.
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Tabel 4.2 Energi ikatan antara ligan dengan NF-k

Ligan TRANS-.BETA.-IONON-5,6-EPOXIDE

Protein Delta G (kcal/ Ikatan H | Residu AA dengan lkatan
mol) hidrofob
NF-kB -6,485 - Arg23, Gly31, Met32, Phe34,

Arg35, Gly44, Ser4d5, Pro47

Ligan Trans (B)-Caryophyllene

NF-kB -6,089 - Met32, Arg33, Phe34, Arg35,
Alad3, Gly44, Ser45, Pro47,
Gly117

Ligan Nerol

NF-kB -6.440 Asp185 |Tyr36, Vall21, Lys122,
Lys123, Leul54, Arg187, Ala
188, Pro189,

Ligan Salbutamol

NF-kB 7.529 Arg30 (2 | Lys28, GIn29, Glu193, Glu
ikatan) |[279, Leu280, Ser281

Energi ikatan trans-B-ionon-5,6-epoxide-NF-kB (-6,485
kcal/mol) lebih tinggi dari nerol-NF-kB (-6.440 kcal/mol) dan
trans-(B)-caryophyllene-NF-kB (-6,089 kcal/mol). Sedangkan
energi ikatan salbutamol-NF-kB (7,529 kcal/mol). Energi bebas
ikatan/afinitas ikatan merupakan aspek penting dalam menilai
interaksi ligan dan protein. Semakin kecil nilai energi bebas ikatan
menunjukkan bahwa semakin sedikit energi yang dibutuhkan
untuk melakukan pengikatan atau interaksi suatu ligan dengan
protein. Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi afinitas
ikatan antara ligan dan protein. Interaksi elektrostatis, van der
waals, interaksi hidrofobik adalah faktor penting disamping faktor-
faktor lainnya seperti entropi, desolvasi, fleksibilitas struktur
protein, dan struktur molekul air pada situs ikatan (Suparman
dkk., 2021).
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Formasi docking dengan afinitas terbaik antara nerol-NF-
KB membentuk satu ikatan hidrogen dengan asam amino Asp185
dengan jarak maksimum 3A. Meskipun berbeda dengan posisi
ikatan hidrogen dengan obat standar salbutamol yang berada
pada Arg30, keberadaan ikatan hidrogen ini memiliki peran
penting terhadap afinitas antara ligan dan protein target karena
membentuk interaksi elektrostatik (donor dan akseptor hidrogen).

Docking ligan trans-(B)-caryophyllene pada NF-kf
memperlihatkan afinitas yang lebih rendah dibandingkan
interaksi nerol dan NF-k. lkatan ligan ini diperkuat dengan ikatan
hidrofobik. Ikatan hidrofobik yang dominan pada interaksi ligan
dan protein ini melibatkan kontak antara bagian non polar molekul.
Posisi ikatan hidrofobik pada sisi non polar ini menguntungkan
karena menghasilkan entropi sehingga ikatan ini juga penting
dalam interaksi ligan dan protein. Pengamatan secara umum
dari interaksi 2 ligan (trans-B-ionon-5,6-epoxide dan trans-(B)-
caryophyllene)dan protein NF-k memperlihatkan bahwa asam
amino yang sering terlibat dalam interaksi adalah Met32, Phe34,
Arg35, Gly44, Ser45, Pro47.

Docking ketiga ligan dari ekstrak etanol daun R.tomentosa
pada protein NF-kB diperkuat dari hasil penelian lain. Gou et al.
(2014) menunjukkan trans-caryophyllene (TC) menekan respon
neuroinflamasi yang diinduksi hipoksia melalui penghambatan
aktivasi NF-kB di mikroglia. Senyawa tersebut menghambat (1)
sitotoksisitas yang diinduksi hipoksia serta pelepasan sitokin
proinflamasi, termasuk IL-1B, TNF-a, dan IL-6, melalui aktivasi
mikroglia BV2 setelah paparan hipoksia (1% O,, 24 jam), (2)
produksi spesies oksigen reaktif (ROS) yang diinduksi hipoksia
di mitokondria serta aktivasi faktor nuklir kappa B (NF-kB) di
mikroglia, dengan mematikan CB2R menggunakan interferensi
RNA kecil (Guo et al., 2014).
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Selain itu BCP efektif dalam mengurangi oedema kaki
tikus yang diinduksi faktor pengaktif trombosit, bradikinin dan
ovalbumin, mengurangi pelepasan TNFa, mengurangi produksi
prostaglandin E2 (PGE2), serta ekspresi nitric oxide synthase
(INOS) dan siklooksigenase (COX-2) yang diinduksi oleh injeksi
karagenan intraplantar pada tikus (Fernandes et al., 2007).

Trans (B)-caryophyllene secara aktif mempromosikan
penghambatan akumulasi lipid, oksidasi asam lemak, penurunan
indeks lemak visceral, pengurangan total kolesterol, trigliserida,
dan kadar kolesterol lipoprotein densitas rendah (LDL),
penurunan 3-hidroksi-3-metilglutayl koenzim A (HMG-CoA)
aktivitas reduktase, pengurangan berat badan di model hewan
dan sebagai agen insulinotropik (Kumawat et al., 2020;Youssef
et al., 2019). Khususnya, efektivitas BCP sebagai anti-inflamasi
setidaknya sebagian karena kemampuannya untuk menghambat
mediator inflamasi utama, misalnya, inducible nitric oxide synthase
(INOS), IL-1B, IL-6, TNF-a, NF-kB, siklooksigenase 1(COX-1) dan
siklooksigenase 2 (COX-2) (Ames-Sibin et al., 2018; Kumawat et
al., 2020;Youssef et al., 2019).

Studi in vitro dan in vivo membuktikan efek potensial BCP
pada metabolisme glukosa. Analisis in vitro dalam sel C2C12
menunjukkan konsentrasi BCP 1, 10 dan 100 nM efisiennya sama
dengan insulin dalam merangsang pengambilan glukosa seluler
(Geddo et al., 2019). Selain itu, BCP menginduksi translokasi
vesikel penyimpanan GLUT4 ke membran plasma sel C2C12,
terutama di otot rangka dan jaringan adiposa, secara langsung
berkorelasi dengan kemampuan untuk menurunkan peningkatan
kadar glukosa darah. Studi lain menunjukkan bahwa BCP
menginduksi sekresi insulin pada insulinoma tikus (sel RIN-5F)
(Kumawat et al., 2020) dan pada sel line (MIN) pankreas tikus,
melalui aktivasi CB2 dan protein.G kecil ADP ribosylation factor
(Arf)6, Ras - terkait substrat toksin botulinum C3 (Rac)1 dan
protein kontrol pembelahan sel (Cdc) 42 (Suijun ef al., 2014).
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Senyawa nerol dapat melindungi hepar dari efek toksik
parasetamol pada model hewan. Pemberian nerol 100mg/
Kg secara signifikan membalikkan situasi perubahan yang
diinduksi parasetamol, termasuk enzim hati, protein plasma,
enzim antioksidan dan bilirubin serum, peroksidasi lipid (LPO)
dan kolesterol [misalnya, kolesterol total (TC), trigliserida (TG),
kolesterol lipoprotein densitas tinggi (HDL-c), kadar kolesterol
lipoprotein densitas rendah (LDL-c)] pada hewan. Nerol
bertindak sebagai agen hepatoprotektif yang penting karena
sifat antioksidannya yang sangat baik yang ditunjukkan oleh
aktivitas penangkal radikal bebas dan daya pereduksi (Islam et
al., 2021). Aktivitas penangkal radikal bebas DPPH (26,08mg/
mL) dan daya pereduksi (79,15ug/mL) ditemukan bahkan
lebih besar dibandingkan antioksidan penting lainnya seperti
geraniol, linalool, dan myrcene (Wang et al., 2019).

Nerol memiliki efek perlindungan terhadap toksisitas
hati melalui modulasi enzim SOD, CAT, GSH, dan hal yang
sama telah dibuktikan menggunakan parameter penanda
kerusakan hati di serum. Jalur Nrf2/HO1, faktor inflamasi,
interleukin (IL)-1pB, IL-6, faktor nekrosis tumor (TNF)-a, dan NF-
kKB bersama dengan apoptosis (caspase-3,-9, Bcl2 dan Bax)
dan faktor autophagi kemungkinan jalur yang mengatur untuk
penghambatan toksisitas hepar setelah perlakuan dengan
nerol (Islam, et al., 2021)

4.2 Pengaruh ekstrak etanol daun karamunting terhadap

sel inflamasi pada kombinasi asma dan pajanan PM5
debu batubara

4.2.1 Ekstrak etanol daun karamunting dan eosinofil

Data jumlah sel eosinofii cairan BAL disajikan
dalam gambar 1. Jumlah sel eosinofil pada kelompok yang
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disensitisasi OVA dan dipajan debu batubara lebih banyak
dibandingkan kelompok kontrol (K). Jumlah sel eosinofil
kelompok yang diberi nebulizer salbutamol atau ekstrak
etanol daun R.Tomentosa lebih sedikit dibandingkan dengan
kelompok yang disensitisasi OVA dan dipajan debu batubara.

Hasil uji LSD 5% menunjukkan terdapat perbedaan
yang signifikan antara kelompok kontrol (1,667+0,816)
dan kelompok P1 (4,833+0,753) (p=0,000), P1 dan P2
(2,167+0,753) (p=0,000), P1 dan P3 (2,333+0,816) (p=0,000).
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Gambar 4.1. Rerata dan simpangan baku jumlah sel eosinofil semua kelompok
perlakuan. K=kontrol; P1=0OVA+ debu batubara; P2=0VA+debu
batubara+salbutamol; P3=0OVA+ debu batubara+ ekstrak. Notasi
a,b,c,d menunjukkan perbedaan signifikan secara statistik jika hurup
berbeda (p<0,05)

4.2.2 Ektrak etanol daun karamunting dan neutrofil
Jumlah sel neutrofil kelompok P2 dan P3 dan kelompok
lebih sedikit dibandingkan dengan kelompok P1. Jumlah sel

neutrofil kelompok kontrol tidak berbeda dengan kelompok P2
dan P3.
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Hasil uji ANOVA didapatkan nilai p=0,000 (a<0,005), dan
post hoc test LSD 5% diperoleh hasil ada perbedaan signifikan
antara jumlah neutrofil kelompok P1 (31,500+4,416) dan
kelompok K (10,500+1,472) (p=0,000), P1 dan P2 (16,667+3,011)
(p=0,000), P1 dan P3 (16,667+2,503) (p=0,000), K dan P2
(p=0,002), K dan P3(p=0,002). Hasil statistik menunjukkan tidak
ada perbedaan signifikan jumlah sel neutrofil antara kelompok P2
dan P3 (p=1,000) (Gambar 4.2).
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Gambar 4.2. Rerata dan simpangan baku jumlah sel neutrofii semua
kelompok perlakuan (p<0,05). K=kontrol; P1= OVA+ debu batubara;
P2=0OVA+debu batubara+salbutamol; P3=0VA+debu batubara+
ekstrak. Hurup a,b,c,d menunjuk kan perbedaan signifikan secara

statistik jika hurup berbeda (p<0,05)

4.2.3 Ekstrak etanol daun karamunting dan limfosit

Jumlah sel limfosit kelompok yang diberi nebulizer ekstrak
etanol daun R.Tomentosa lebih sedikit dibandingkan dengan kelompok
kontrol atau kelompok yang diberi nebulizer salbutamol. Jumlah sel
limfosit kelompok perlakuan tanpa diberi nebulizer salbutamol atau
ekstrak lebih banyak dibandingkan kelompok kontrol atau yang diberi
salbutamol atau diberi ekstrak.
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Gambar 4.3. Rerata dan simpangan baku jumlah sel limfosit semua kelompok
perlakuan (p<0,05). K=kontrol; P1=0VA+debu batubara; P2=0VA+debu
batubara+salbutamol; P3=0OVA+ debu batubara+ ekstrak. Hurup
a,b,c,d menunjuk kan perbedaan signifikan secara statistik jika hurup

berbeda (p<0,05)

Berdasarkan analisis ANOVA terdapat perbedaan jumlah sel
limfosit antar kelompok perlakuan (p=0,000). Hasil uji post hoc test
LSD 5% diperoleh hasil bahwa terdapat perbedaan signifikan jumlah
sel limfosit antara kelompok K (2,500+1,517) dan P1 (4,333+1,033)
(p=0,004), K dan P3 (0,333+0,516) (p=0,001), P1 dan P3 (p=0,000),
P1 dan P2 (p=0,000), P2 dan P3 (p=0,03). Tidak terdapat perbedaan
signifikan jumlah sel limfosit antara kelompok K dan P2 (p=0,159).

Jumlah sel eosinofil, neutrofil dan limfosit pada kelompok
mencit yang disensitisasi OVA dan pajanan debu batubara dan tidak
diberi nebulizer ekstrak etanol daun R.Tomentosa lebih banyak jika
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pada model mencit yang
disensitisasi OVA akan terjadi peningkatan sel eosinofil dan limfosit.
Kedua sel ini sebagai pertahanan host terhadap alergen yang masuk
dan akan mengaktifasi sel Th2 untuk memproduksi sitokin proinflamasi
IL-5, IL-9, IL-10 dan IL-13 yang dapat memperkuat inflamasi (Peebles
& Aronica, 2019). Sitokin yang dilepaskan berbagai sel tersebut
mengarahkan masuknya sel eosinofil, basofil, limfosit dan lain-lain dari
sirkulasi ke jaringan paru (Bezerre-diaz et al., 2017). Fenotipe sel Th2
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yang dominan inflamasi eosinofil dapat bergeser ke sel Th1 dengan
keterlibatan sel neutrofil terutama menggambarkan keparahan asma.
Keparahan asma ditandai dengan tingginya jumlah sel eosinofil dan
neutrofil pada darah maupun cairan BAL (Esmaeilzadeh et al., 2021).
Hal ini terjadi karena inflamasi yang diinduksi debu batubara.

Debu batubara dapat menstimulasi suatu respons sistem
imun host yang kemudian dapat menginduksi pelepasan mediator
proinflamasi dan sitokin seperti TNF-q, IL-1B (Gasparotto et al., 2018).
Debu batubara juga meningkatkan ekspresi sitokin inflamasi saluran
nafas dalam cairan BAL (IL-1B, IL-6, IL-17, dan TNF-a) pada model
asma yang diinduksi debu batubara yang dilepaskan sel-sel inflamasi
(Saba et al., 2020). Proses inflamasi yang terus berjalan menyebabkan
terjadinya infiltrasi sel eosinofil, neutrofil dan limfosit sebagai sistem
pertahanan dari tubuh dalam melawan agen-agen perusak. Ledn-
Mejia et al (2018), menjelaskan bahwa pajanan partikel batubara dan
abu debu batubara pada hewan dapat menstimulasi rekrutmen sel
polimorfonuklear ke jaringan paru. Peningkatan frekuensi atas gejala
alergi saluran pernafasan. Para pekerja tambang batu bara yang terpajan
untuk jangka waktu yang lebih lama tanpa masker dan pakaian pelindung
memiliki frekuensi gejala dan gangguan tes fungsi paru alergi saluran
pernapasan atas yang lebih besar dibandingkan dengan kelompok
kontrol (Khan et al., 2021). Protein yang terikat PM dan logam transisi
yang larut asam dalam PM kemungkinan menyebabkan patogenesis
inflamasi saluran nafas alergi (Ogino et al., 2019). Penelitian Huang,
et al. (2002) menjelaskan bahwa debu batubara mengaktifasi faktor
transkripsi NF-k dan AP-1 secara in vitro. Aktivasi faktor transkripsi NF-
kB dan AP-1 memicu respon inflamasi dengan merangsang ekspresi gen
proinflamasi. Makrofag teraktifasi menghasilkan produk berupa faktor-
faktor proinflamasi (LTB4, IL-8,IL-6, TNF-a) yang ditemukan meningkat
dalam serum pekerja tambang batu bara.

Jumlah sel eosinofil dan neutrofil kelompok . mencit yang
diberi nebulizer ekstrak etanol daun R.Tomentosa sama dengan
kelompok kontrol. Hal ini sesuai.dengan penelitian sebelumnya
bahwa R.Tomentosa mampu menurunkan infiltrasi neutrofil dengan
penghambatan sintesis sitokin proinflamasi. Senyawa aktif dalam daun
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R.Tomentosa acylphloroglucinol rhodomyrtone mempunyai kemampuan
untuk menurunkan ekspresi gen terkait proses inflamasi seperti IL-
1B, IL-8, TNF-a, iNOS, SAA, dan Hepcidin dan pengurangan kadar
spesies oksigen reaktif (ROS) dalam makrofag ginjal (Na-Phatthalung
et al., 2018). Inhibitor IL-8 seperti polifenol dapat menurunkan inflamasi
neutrofil saluran nafas (Herath ef al., 2020)

Sitokin proinflamasi tersebut dapat meningkatkan aktivasi
dari sel-sel inflamasi sehingga apabila terjadi penghambatan dari
sekresi mediator-mediator proinflamasi tersebut dapat menyebabkan
penurunan aktivasi sel-sel inflamasi seperti sel eusinofil, neutrofil, dan
limfosit. Sesuai dengan hasil penelitian sebelumnya menunjukkan IL-18
dan TNF-a dapat dihambat oleh R.Tomentosa sehingga menurunkan
rekrutmen eosinofil dan neutrofil (Vo et al., 2019). Senyawa aktif utama
yang terdapat dalam R.Tomentosa antara lain flavonoid, saponin,
terpenoid (Zhao et al., 2020). Senyawa flavonoid terbukti mampu
menghambat eosinofil, dengan menurunkan produksi IL-4 dan IL-5
melalui jalur NF-kB (Balkrishnaa et al., 2020).

Jumlah sel limfosit pada mencit yang diberi nebulizer ekstrak
etanol daun R.Tomentosa lebih sedikit dibandingkan mencit yang tidak
diberi ekstrak. Hal tersebut menunjukkan bahwa terdapat pengaruh dari
senyawa aktif yang ada pada daun R Tomentosa dalam mengurangi
jumlah sel limfosit pada saat terjadi inflamasi. Hasil ini sesuai dengan
hasil penelitian lain yang menunjukkan bahwa kandungan senyawa
flavonoid dari tanaman dapat menekan proses inflamasi yang ditandai
adanya penurunan dari jumlah limfosit (Hwang, et al., 2016). Senyawa
aktif seperti saponin dapat menurunkan inflamasi saluran nafas, dan
juga menurunkan kadar IL-13, IL-4, IL-5 dan IL-8 dalam cairan BAL
model hewan asma. Senyawa tersebut menghambat jalur TNF-a/NF-
kB pada tikus asma dan sel epitel bronkus manusia (Xue et al., 2020).
Sehingga nebulizer ekstrak etanol daun karamunting (R.Tomentosa)
dapat menurunkan jumlah sel eosinofil, neutrofil dan limfosit cairan BAL
pada model mencit kombinasi asma dan pajanan debu batubara.
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Secara biokimia asma alergi diperantarai oleh sel mast, sel CD4+Th2
dan sekresi IL-4, IL-5, dan IL-13. Pertama pajanan alergen yang ditangkap oleh
Antigen Precenting Cell (APC) pada mukosa bronkial. Sel dendritik di saluran nafas
berperan sebagai APC pada asma. Hasil olahan alergen oleh APC selanjutnya
akan dipresentasikan ke sel Cluster of Differentiation (CD)4+ T-Helper (Th)2
melalui ekspresi Major Histocompability Complex (MHC) II. Sel CD4+ Th2 akan
menghasilkan interleukin (IL) 4 dan IL-13 yang memacu sel B (sel-sel plasma) untuk
menghasilkan imunoglobulin (Ig)E. Interleukin 5 juga dihasilkan oleh sel CD4+ Th2
yang akan menarik eosinofil ke tempat inflamasi. Imunoglobulin E yang terbentuk
akan berikatan dengan sel mast dan menyebabkan granulasi sel mast. Mediator
seperti histamin, leukotrien, prostaglandin, dan sitokin dapat menyebabkan
spasme bronkus, edema, peningkatan sekresi mukus, dan kontriksi otot polos
bronkus. Faktor kemotaksis juga dilepaskan sel mast. Faktor-faktor kemotaksis
ini akan mendorong masuknya sel-sel radang seperti eosinofil, limfosit, makrofag,
neutrofil, dan basofil ke dalam jaringan bronkus hingga bronkiolus. Sel-sel radang
menunjukkan terjadinya inflamasi pada bronkus dan bronkiolus. Eosinofil yang
teraktifasi mengalami proses granulasi dan pelepasan protein, enzim proteolitik,
faktor pertumbuhan (Transforming growth factor/TGF-B, Platelet-derived growth
factor/ PDGF, Fibroblast growth factor/FGF), dan produk oksidatif. Sitotoksin
tersebut akan mempercepat kerusakan sel epitel pada saluran nafas. Sel epitel
akan melepaskan kemoatraktan yang berperan untuk rekrutmen sel-sel radang ke
bagian cedera. Makrofag juga melepaskan faktor pertumbuhan seperti TGF-B, FGF,
dan PDGF (Albrecht & Dittrich, 2018; Kusumoto & Mathis, 2021).

Inflamasi pada asma alergi yang didominasi sel eosinofil dapat berubah
ke arah neutrofil dengan stimulasi tambahan dari polutan udara selain alergen itu
sendiri. Fenotipe sel Th2 yang dominan inflamasi eosinofil dapat bergeser ke sel
Th1 dengan keterlibatan sel neutrofil terutama menggambarkan keparahan asma.
Keparahan asma ditandai dengan tingginya jumlah sel eosinofil dan neutrofil pada
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darah maupun cairan BAL (Esmaeilzadeh et al., 2021). Hal ini dapat terjadi karena
diinduksi PM polutan udara.

Derajat inflamasi dalam paru yang diinduksi PM telah dikaitkan dengan
reaktivitas kimia dari konstituen tertentu seperti logam transisi (Fe, Cu, Zn, Ni, dan
V) dan senyawa organik, terutama senyawa aromatik polisiklik. IL-6, IL-8 dan GM-
SCF merupakan sitokin inflamasi bawaan dan kemoatraktan yang berperan penting
dalam persistensi inflamasi melalui perekrutan neutrofil, eosinofil, basofil dan
monosit. Senyawa PM menginduksi transkripsi gen IL-6 dan IL-8 melalui aktivasi
p38 dalam sel epitel bronkial (Hackett, et al., 2011). Hal yang sama dengan pajanan
PM debu batubara. Penduduk yang tinggal di daerah tambang batubara memiliki
resiko lebih tinggi terpajan komponen (Pb, Cr, Cd, Ni, Cu, Co, dan Zn) berbahaya
debu batubara. (Ishtiaq et al. 2018).

Debu batubara dapat menstimulasi suatu respons sistem imun host yang
kemudian dapat menginduksi pelepasan mediator proinflamasi dan sitokin seperti
TNF-q, IL-1B (Gasparotto et al., 2018). Debu batubara juga meningkatkan ekspresi
sitokin inflamasi saluran nafas dalam cairan BAL (IL-1B, IL-6, IL-17, dan TNF-q)
pada model asma yang diinduksi debu batubara yang dilepaskan sel-sel inflamasi
(Saba et al., 2020). Proses inflamasi yang terus berjalan menyebabkan terjadinya
infiltrasi sel eosinofil, neutrofil dan limfosit sebagai sistem pertahanan dari tubuh
dalam melawan agen-agen perusak. Le6n-Mejia et al (2018), menjelaskan bahwa
pajanan partikel batubara dan abu debu batubara pada hewan dapat menstimulasi
rekrutmen sel polimorfonuklear ke jaringan paru. Peningkatan frekuensi atas
gejala alergi saluran pernafasan. Para pekerja tambang batu bara yang terpajan
untuk jangka waktu yang lebih lama tanpa masker dan pakaian pelindung memiliki
frekuensi gejala dan gangguan tes fungsi paru alergi saluran pernapasan atas yang
lebih besar dibandingkan dengan kelompok kontrol (Khan et al., 2021).

Secara umum partikel debu difagosit oleh AM dengan berbagai reseptor,
mengaktifkan sinyal intraseluler serta endositosis partikel melalui SR atau opsonin
tergantung jalur fagosit (fagositosis diperantarai Fc atau CR3). Jalur TLR4-MyD88-
IRAK4 dirangsang oleh PAMP/DAMP berasal dari materi partikel mengakibatkan
aktivasi NF-kB/AP-1 dan lebih diaktifkan oleh kalsium intraseluler diinduksi ROS.
Senyawa oksigen reaktif akibat pajanan materi partikulat merupakan molekul
signaling yang mengaktifkan faktor transkripsi yakni NF-k@ dan AP-1 serta
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mengubah signal mitogenik dan fibrogenik yang melibatkan IL-6. Activator protein-1
dan NFAT adalah faktor transkripsi penting yang mengendalikan upregulasi
sitokin proinflamasi (Huang et al., 2002). Aktivasi jalur MyD88 mempromosikan
pematangan APC termasuk produksi IL-12 (faktor polarisasi Th1). Sementara stres
oksidatif yang berlebihan menyebabkan peningkatan sitokin seperti IL-4 dan IL-
10 yang mengatur polarisasi ke arah Th2. Aktivasi jalur MyD88 juga dihubungkan
dengan produksi monosit dan pelepasan monosit dari sumsum tulang. Monosit
yang dilepaskan akan direkrut ke paru untuk berdiferensiasi menjadi monosit
jaringan dan makrofag alveoler (Myata & van Eeden, 2011).

Sitokin proinflamasi tersebut dapat meningkatkan aktivasi dari sel-
sel inflamasi sehingga apabila terjadi penghambatan dari sekresi mediator-
mediator proinflamasi tersebut dapat menyebabkan penurunan aktivasi sel-sel
inflamasi seperti sel eusinofil, neutrofil, makrofag dan limfosit. Studi sebelumnya
menunjukkan IL-1B dan TNF-a dapat dihambat oleh R.Tomentosa sehingga
menurunkan rekrutmen eosinofil dan neutrofil (Vo et al., 2019). Senyawa aktif utama
yang terdapat dalam R.Tomentosa antara lain flavonoid, saponin, terpenoid (Zhao
et al., 2020). Senyawa flavonoid terbukti mampu menghambat eosinofil, dengan
menurunkan produksi IL-4 dan IL-5 melalui jalur NF-kB (Balkrishnaa et al., 2020).
Pemberian nebulizer ekstrak etanol daun R.Tomentosa pada model kombinasi
asma dan pajanan debu batubara menurunkan infiltrasi eosinofil, neutrofil dan
limfosit ke paru (Fujiati & Haryati, 2022).

Senyawa dalam daun R.tomentosa dapat bersifat anti-inflamasi seperti
flavonoid, fenolik, saponin, dan terpenoid. Senyawa flavonoid dari tanaman dapat
menekan proses inflamasi yang ditandai adanya penurunan dari jumlah limfosit
(Hwang, et al., 2016). Senyawa aktif seperti saponin dapat menurunkan inflamasi
saluran nafas, dan juga menurunkan kadar IL-13, IL4, IL-5 dan IL-8 dalam cairan
BAL model hewan asma. Senyawa tersebut menghambat jalur TNF-a/NF-k pada
tikus asma dan sel epitel bronkus manusia (Xue et al., 2020). Acylphloroglucinol
rhodomyrtone mempunyai kemampuan untuk menurunkan ekspresi gen terkait
proses inflamasi seperti IL-1B, IL-8, TNF-a, iINOS, SAA, dan Hepcidin dan
pengurangan kadar spesies oksigen reaktif (ROS) dalam makrofag ginjal (Na-
Phatthalung et al., 2018). Inhibitor IL-8 seperti polifenol dapat menurunkan inflamasi
neutrofil saluran nafas (Herath et al., 2020). Hasil GC-MS ekstrak etanol daun
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R.tomentosa mengandung senyawa terpenoid yaitu trans-B-ionon-5,6-epoxide,
trans-caryophyllene, dan nerol. Senyawa tersebut dapat berikatan ke beberapa
asam amino pada protein NF-kB melalui molekuler docking. Hasil ini sebagai
peridiksi awal jenis senyawa yang terdapat dalam tanaman mempunyai aktivitas
anti-inflamasi. Residu asam amino, jenis ikatan dan besarnya energi ikatan antara
ligan dan protein target kemudian dibandingkan dengan obat standar sebagai
dasar untuk dilakukan penelitian lebih lanjut. Semakin mirip dengan obat standar
semakin besar kemungkinan senyawa terpenoid dari daun R.tomentosa berpotensi
untuk dijadikan sebagai kandidat anti-inflamasi dalam menggantikan obat standar
anti-inflamasi melalui mekanisme penghambatan NF-kf.
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