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Abstrak

Latar Belakang:Diabetes gestasional adalah jenis diabetes yang terjadi selama masa kehamilan. GDM ditegakkan
dengan kondisi hiperglikemi dalam darah. Hiperglikemi memicu respon inflamasi yang ditandai dengan ekskresi
sitokin pro inflamasi, salah satunya adalah TNF-a. Centella asiatica dan Rosmarinus officinalis dikenal sebagai anti-
diabetes dan anti-inflamasi. Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari efek kombinasi nanoemulsi Centella asiatica
dan Rosmarinus officinalis terhadap ekspresi TNF-a di larva Zebrafish yang diinduksi glukosa 3%. Hiperglikemi
ditandai dengan terjadinya peningkatan kadar Phosphoenolpyruvate carboxykinase di larva Zebrafish.
Metode:Phosphoenolpyruvate carboxykinase dan TNF-a akan diukur menggunakan metode Reverse Transcription
PCR. Kombinasi nanoemulsi Rosmarinus officinalis dan Centella asiatica diberikan dengan tiga dosis yang berbeda
yaitu dengan konsentrasi 2.5 ng/mL, 5 ng/mL dan 10 ng/mL. Analisis statistic yang digunakan adalah One Way
ANOVA untuk mengukur kadar ekspresi TNF-a. Hasil: Analisis statistic One Way ANOVA menyatakan nilai
probabilitas 0,42 (¢=0,05). Penelitian ini menunjukkan bahwa kombinasi nanoemulsi Rosmarinus officinalis dan
Centella asiatica tidak signifikan mempengaruhi kadar ekspresi TNF-a (p>0,05).Kesimpulan: Penelitian ini adalah
mengkombinasikan nanoemulsi Rosmarinus officinalis dan Centella asiatica dengan dosis 2,5 ng/mL; 5 ng/mL; dan
10 mg/mL tidak signifikan mempengaruhi kadar TNF-a, di larva Zebrafish yang diinduksi glukosa tinggi (3%).

Kata kunci: Centella; Hyperglikemi; TNF-o; Rosmarinus

PENDAHULUAN

Diabetes Mellitus Gestasional (DMG) tercatat mengalami peningkatan prevalensi global,
terutama di negara berkembang, di mana dari angka 3,8% menjadi 21% (1). Data dari WHO
menyebutkan bahwa wilayah Asia Tenggara merupakan terbesar ke dua dalam angka prevalensi
Diabetes Mellitus Gestasional (DMG) di dunia. Berdasarkan data prevalensi komplikasi DMG di
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Indonesia menggambarkan 2 dari 5 perempuan diabetes berada pada usia reproduksi. Tahun 2015
terdapat 16,2% kelahiran yang menunjukkan tanda hiperglikemi selama kehamilan, dan 85,1%
diantaranya karena DMG (2).

Berdasarkan data dari American Diabetic Association (ADA), DMG adalah kondisi di mana
tubuh mengalami intoleransi terhadap glukosa karena retensi insulin yang menyebabkan perbahan
metabolisme selama kehamilan dari trimester dua sampai trimester tiga (tidak terdeteksi
sebelumnya). Resistensi insulin dapat terjadi karena peningkatan kebutuhan kadar glukosa darah
untuk memenuhi kebutuhan tumbuh kembang janin (2). Factor predisposisi dari DMG diantaranya
adalah kombinasi dari kondisi lingkungan, gaya hidup, dan factor genetic.

Wanita dengan DMG memiliki resiko komplikasi baik untuk Wanita itu sendiri maupun
janin yang dikandungnya, dalam jangka pendek maupun jangka panjang (3). Angka kejadian ibu
hamil dengan DMG juga berbanding dengan angka kejadian DM pada anak dan remaja(4).
Peningkatan kadar glukosa dan insulin di sirkulasi darah ibu akan memberikan dampak ke
metabolisme janin, yang akan mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan janin (5).

Kondisi hiperglikemik akan mempengaruhi proses gluconeogenesis, yang akan
meningkatkan kadar glukosa di liver. Phospoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) salah satu
enzim yang bertindak sebagai katalisator di orga liver dan ginjal , sehingga PEPCK bisa menjadi
penanda (marker) kondisi hiperglikemik (6). Esensi dari patofisiologi DMG adalah terjadinya
resistensi insulin (7). Pensinyalan insulin berkaitan dengan phosporilasi reseptor insulin atau
insulin reseptor substrate (IRS-1), meskipun jumlah di permukaan sel stabil. Sitokim pro inflamasi
diekskresikan oleh jaringan adiposa juga memiliki peran untuk meningkatkan mekanisme
resistensi insulin. Sitokin pro inflamasi seperti TNF-a, IL-1-B, dan IL-6 berperan untuk
menghambat pensinyalan insulin dengan menghambat IRS-1 melalui serin phosporilase (8). Kadar
TNF-a yang tinggi selama kehamilan, khususnya di trimester II, menyebabkan resistensi insulin
dengan cara menghambata beberapa jalur pensinyalan insulin (9). Penghambatan pensinyalan
insulin dengan penghambatan IRS-1 karena peran dari TNF-a adalah factor utama dalam
kedaruratan DMG karena menghambat pengambilan glukosa oleh sel dengan menghambat kerja
glucose transporter protein (GLUT4) (10).

Ikan Zebra (Danio rario) usia 0-72 jam hour of fertiization (hpf) dianalogikan sebagai janin
di dalam uterus. Ikan Zebra memiliki 70% gen homolog dengan vertebrata (manusia). Penelitian
terbaru membuktikan bahwa ikan Zebra memenuhi standar untuk digunakan sebagai model DMG.
Kelebihan lain yang dimiliki oleh ikan Zebra adalah mudah dikembangbiakkan untuk bereproduksi
dalam jumlah yang besar dalam waktu yang relative singkat (6).

Manajemen pencegahan dan manajemen deteksi dini dari DMG sangat terbatas. Diketahui
bahwa RO mengandung Phenolic acid dan CA mengandung Pentacyclic triterpenoid saponins (
asiaticoside, madecassoside, sapogenin) yang memiliki efek terapeutik kuat sehingga dikenal
sebagai antihiperglikemik, antioksidan, dan antiinflamasi (11).

(12) dalam studi in vivo nya menyatakan bahwa RO dapat berfungsi sebagai antiinflamasi
pada mencit dan tikus coba dengan menekan kadar TNF-a sebagai sitokin pro inflamasi. Studi
tersebut menggunakan eksperimen hewan coba tikus dan mencit sebagai vertebrata mamalia,
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sedangkan studi ini menggunakan hewan coba ikan Zebrafish sebagai vertebrata pisces. Penelitian
yang dilakukan oleh (13) menyatakan bahwa CA meningkatkan penyerapan glukosa di Co-Culture
3T3-L1 jaringan adiposity dengan menghambat TNF-a. Teknik studi itu menggunakan in vitro,
sedangkan penelitian ini menggunakan Teknik in vivo. Novelti yang dihadirkan dalam penelitian
ini adalah aplikasi dari kombinasi 2 bahan alam yang disajikan dalam bentuk nanoemulsi. Oleh
karena itu penelitian ini bertujuan meneliti efek dari pemberian kombinasi nanoemulsi RO dan CA
terhadap ekspresi TNF-a pada larva ikan Zebrafish yang diinduksi glukosa tinggi 3.

METODE
Sampel (Bahan) Penelitian

Penelitian ini mendapatkan persetujuan etik dari komite etik Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya dengan nomerNo.50/EC/KEPK/03/2023. Embrio Zebrafish usia 0 dpf didapatkan dari
hasil fertilisasi jantan dan betina Zebrafish dewasa yang dikembangkan dan dipelihara di akuarium
di Laboratorium Reproduksi Fakultas llmu Perikanan dan Kelautan, Universitas Brawijaya.
Sampel penelitian menggunakan embrio Zebrafish usia 2 hpf (hour post fertilization) sampai 72
hpf yang berjumlah 30 sampel tiap sumuran yang dilakukan 4 kali pengulangan. Sampel diambil
secara acak alokasi. Kelompok perlakuan dalam penelitian ini terdiri atas 5 kelompok, sehingga
jumlah sampel total adalah 600 embrio Zebrafish. Kriteria inklusi dalam pemilihan sampel
penelitian ini adalah embrio Zebrafish usia0-2 hpf yang bersih, korion transparan, berbentuk bulat,
dan tidak ada serat putih/jamur putih saat dilihat dengan mikroskope optimal(6). Sebaliknya,
kriteria eksklusi yang kami terapkan dalam penelitian ini adalah embrio dengan kondisi mati
ditandai dengan adanya bleaching (chorion berwarna putih, tidak jernih), embrio yang tidak
terbuahi, dan terdapat jamur (serabut putih). Sampel untuk pengukuran ekspresi TNF-o masing-
masing berjumlah 40 sampel kelompok perlakuan pada usia 3 dpf. Komposisi dari medium
embrionik yang digunakan adalah 0,25 gr bubuk CacCl, 0,15 gr KCI, 5 gr NaCl, 0.815 gr MgS04,
dan 500 ml air suling (6).

Prosedur kerja
Pembuatan Kombinasi Nanoemulsi Rosmarinus officinalis (RO) dan Centella asiatica (CA)

Persiapan pembuatan kombinasi nanoemulsi RO dan CA adalah dengan menggunakan 5 gr
ekatraksi RO dan 5 gr ekstraksi CA. Campur semua bahan minyak dan surfaktan (PEG 400 (40%),
PEG 40 (32,07%), Span 80 (11,56%), minyak kedelai (16,37%)) sejumlah 100 ml menggunakan
overhead stirrer di suhu 40° C selama 15 menit degan kecepatan 1000 rpm. Setelah homogen
tambahkan tambahkan 5 gr ekatraksi RO dan 5 gr ekstraksi CA lalu aduk dengan overhead stirrer
di suhu 40° C - 60° C (di jaga jangan lebih dari 60°C) selama 15 menit degan kecepatan 1000 rpm
sampai homogen. Setelah itu letakkan kombinasi nanoemulsi RO dan CA di botol tertutup dan
simpan di chiller dengan suhu 4°C

Prosedur Perlakuan Induksi Paparan Glukosa dan Kombinasi Nanoemulsi RO dan CA

Setiap sumuran di isi 30 embrio Zebrafish. Pembagian masing-maisng kelompok perlakuan adalah
sebagai berikut : 1) Kelompok kontrol negatif (KN) adalah embrio Zebrafish dipelihara hingga
menjadi larva zebrafish usia 3 dpf yang hanya diberikan 5 ml medium embrionik (ME), 2)
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Kelompok kontrol positif (KP) adalah embrio zebrafish yang dipelihara hingga menjadi larva
zebrafish usia 3 dpf yang diberikan medium embrionik dan paparan glukosa 3%, 3) Kelompok
perlakuan 1 (P1) adalah kelompok embrio zebrafish yang dipelihara hingga menjadi larva
zebrafish usia 3 dpf yang diberikan medium embrionik dan paparan glukosa 3% serta terapi
kombinasi nanoemulsi RO dan CA dosis 2,5 ug/mL, 4) Kelompok perlakuan 2 (P2) adalah
kelompok embrio zebrafish yang dipelihara hingga menjadi larva zebrafish usia 3 dpf yang
diberikan medium embrionik dan paparan glukosa 3% serta terapi kombinasi nanoemulsi RO dan
CA dosis 5 pg/mL, serta 5) Kelompok perlakuan 3 (P3) adalah kelompok embrio zebrafish yang
dipelihara hingga menjadi larva zebrafish usia 3 dpf yang diberikan medium embrionik dan
paparan glukosa 3% serta terapi kombinasi nanoemulsi RO dan CA dosis 10 pg/mL. Pemberian
perlakuan kombinasi nanoemulsi RO dan CA dimulai dari 2 hpf, 24 hpf, sampai 72 hpf di dalam
media embrionik yang akan diganti setiap 24 jam.

Pengukuran ekspresi Beta Aktin, PEPCK, dan TNF-a

Ekspresi Beta aktin,PEPCK, dan TNF-a akan diukur di dalam penelitian ini. Kadar ekspresi Beta
Aktin adalah sebagai control. PEPCK sebagai indikator hiperglikemi. TNF-a sebagai indikator
terjadinya inflamasi. Hasil ekspresi yang terlihat adalah nilai density. Observasi ini dilakukan
menggunakan metode Reverse Transcription PCR. Reverse Transcription PCR adalah sebuah
teknik laboratorium yang bekerja dengan cara menggabungkan transkrip balik RNA menjadi DNA
komplementer (¢cDNA) dengan reaksi polymerase berantai (PCR) untuk mengamplifikasi DNA
spesifik. Metode ini menggunakan prinsip dengan mengubah RNA menjadi cDNA yang akan
menjadi template untuk amplifikasi. Setelah larva Zebrafish dipanen di usia 3 dpf (day post
fertilization), mereka dibekukan. Setelah dibekukan, kemudian larva Zebrafish diekstraksi
menjadi ekstraksi RNA murni. RNA yang sudah murni kemudian di proses lagi untuk
mendapatkan cDNA. cDNA Zebrafish 3 dpf ini yang akan dijadikan sampel. Setelah didapatkan
sampel yang siap dipakai, kemudian diproses menggunakan Reverse Transcription PCR dengan
tahapan mulai dari pre-denaturasi 95° C (3 menit), denaturasi 95° C (30 detik), Annealing 62,3°C
(30 detik), Extension 72° C (1 menit) dan 72° C (5 menit) sejumlah 40 siklus. Setelah dilakukan
Reverse Transcription PCR kurang lebih 3-3,5 jam, hasilya diobservasi menggunakan 5% agarose
gel metode elektroforesis.

Analisis Statistik

Analisis statistic yang digunakan adalah menggunakan IBM Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versi 26. Uji normalitas data menggunakan Shapiro Wilk, dengan kriteria apabila
nilai probabilitas > level of significance (alpha = 5%) maka dinyatakan normal. Uji normalitas dari
pengujian perbedaan pengaruh pemberian kombinasi nanoemulsi pegagan (Centella asiatica) dan
rosemary (Rosmarinus officinalis) terhadap ekspresi TNF-a adalah 0.956 dengan probabilitas
sebesar 0.724. Hal ini dapat diketahui bahwa probabilitas > level of significance (alpha =0,05),
sehingga dinyatakan berdistribusi normal. Perubahan ekspresi mRNA PEPCK dan TNF-a
dianalisis menggunakan one-way ANOVA. Nilai signifikansi probabilitas nya adalah P<0,05.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekspresi PEPCK

Berdasarkan hasil pengukuran , terlihat bahwa ekspresi PEPCK pada kelompok kontrol positif
(induksi glukosa 3%) meningkat dibandingkan dengan kelompok kontrol negative. Ekspresi
PEPCK akan mengalami penurunan dengan paparan kombinasi nanoemulsi RO dan CA pada
kelompok P1, P2, dan P3. Hasil terlihat seperti gambar di bawah (Gambar.1).

(K-);(K+);(P1);(P2);(P3)

Gambar.1 Hasil Pengaruh Pemberian kombinasi Nanoemulsi RO CA terhadap ekspresi PEPCK
pada larva zebrafish yang dipapar glukosa 3%

Ekspresi TNF-a

Berdasarkan hasil penelitian, dapat dilihat bahwa ekspresi TNF-o in kelompok kontrol positif
(induksi glukosa 3%) meningkat dibandingkan dengan kelompok kontrol negative. Akan tetapi,
ekspresi TNF-a menunjukkan penurunan dengan variasi yang cukup besar setelah diberikan
perlakuan kombinasi nanoemulsi RO dan CA di P1 (2,5 pg/mL), P2 (5 pg/mL), dan P3 (10
pg/mL). variasi yang cukup besar ini disebabkan oleh kondisi fisiologi dna tingkat stress sel dari
hewan coba. Hal ini karena pembiakan dan pemeliharaan hewan coba dilakukan penuh di
laboratorium sejak dalam bentuk telur. Kondisi ini menyebabkan respon biologi yang beraneka
ragam dari masing-masing individu hewan coba.

Dari kelompok negatif (K-) ke kelompok positif (K+) mengindikasikan peningkatan kadar
ekspresi TNF-a. Tes analisis statistic One Way ANOVA menyatakan bahwa nilai probabilitas
0,42 (a=0,05). Karena nilai probabilitas lebih dari P Value maka dinyatakan Ho diterima. Ini dapat
diartikan bahwa tidak ada pengaruh yang signifikan pada ekspresi TNF-a pada 5 kelompok
perlakuan. Karena uji One Way ANOVA ini tidak signifikan, menyebabkan tidak ada uji lanjut
Post Hoc. Disimpulkan bahwa pemberian perlakuan glukosa 3% dan kombinasi nanoemulsi RO
CA tidak memberikan pengaruh yang signifikan terhadap rerata ekspresi TNF-a pada larva
Zebrafish model DMG
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TNF-a

(K-);(K+);(P1);(P2);(P3)

Gambar 3.Hasil Pengaruh Pemberian kombinasi Nanoemulsi RO CA terhadap ekspresi TNF-a
pada larva zebrafish yang dipapar glukosa 3%

Tabel .2 Tabel rerata ekspresi TNF-a larva zebrafish yang dipapar glukosa 3%

Kelompok Perlakuan Rerata = SD p-value
K- (Negatif) 71827 + 35335,54
K+ (Glukosa 3%) 87730 + 19684,44
P1 (Glukosa 3% + Nanoemulsi RO CA 2,5 pg/mL) 64278,5+16111,43
P2 (Glukosa 3% + Nanoemulsi RO CA 5 pg/mL) 81328,5 +£6992,58 0,42
P3 (Glukosa 3% + Nanoemulsi RO CA 10 pg/mL) 72214,5 +19574,84
Total 377378,5 + 97698,83

Keterangan: Rerata ekspresi TNF-a didapatkan dari analisis dari hasil RT PCR dengan
visualisasi menggunakan agarose gel 5%.
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Gambar.4 Grafik rerata ekspresi TNF-o larva zebrafish yang dipapar glukosa 3%
Penurunan Ekspresi PEPCK karena Induksi Glukosa Tinggi (3%0)

Ekspresi Phosphoenolphyruvate carboxikinase (PEPCK) pada model larva Zebrafishh
kelompok kontrol negatif (tanpa paparan glukosa 3% dan kombinasi nanoemulsi RO CA)
menunjukkan nilai rata-rata 206700 + 45000 a.u. serta meningkat pada kelompok kontrol positif
(dengan paparan glukosa 3%) yaitu dengan nilai rata-rata 803190 *+ 574440 a.u. Hasil dari
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penelitian ini sejalan dengan penelitian dari (Khotimah et al., 2021) karena memperlihatkan
peningkatan ekspresi PEPCK pada kondisi hiperglikemi. Penggunaan PEPCK untuk analisis
kondisi hiperglikemi karena pada larva Zebrafish usia 3 dpf belum memiliki cukup darah untuk
dilakukan analisis, sehingga menggunakan kadar enzim yang berkaitan dengan aktivitas glukosa.
PEPCK dapat meningkat pada kondisi hiperglikemi karena ROS akan diproduksi lebih banyak
untuk meningkatkan pengaktifan jalur sterss oksidatif yang berakibat insulin mengalami reisten.
Resistensi insulin hepatik mengaktivasi p38 MAP kinase yang menyebabkan fosforilasi ATP 2.
Fosforilasi ini mengaktifkan promotor PEPCK. Di jalur lain, dengan kondisi hiperglikemik jalur
kaskade tarnsduksi insulin PI3k/Akt/mTOR akan dihambat yang sehingga PEPCK dan glukosa 6-
fosfatase (G6Pase) akan meningkat (6).

Phosphoenolphyrufate carboxikinase (PEPCK) adalah enzim katalisator untuk terjadinya
glukoneogenesis di organ liver. Diketahui bahwa liver adalah organ yang bertanggungjawab dalam
menjaga homeostatis kadar glukosa darah melalui mekanisme glukoneogenesis. Produksi glukosa
endogen yang meningkat,khususnya di organ liver merupakan indikator utama terjadinya
hiperglikemi puasa pada diabetes mellitus tipe 2 dan gestasional. Oleh karena itu pengurangan
kadar glukosa hati menjadi salah satu indikator dalam terapi diabetes mellitus dan gestasional.
Kondisi  hiperglikemi meningkatkan glukoneogenesis hati. Diketahui, dalam kondisi
normoglikemi, insulin menekan ekspresi PEPCK yang memicu reistensi insulin. Untuk
kompensasi glukosa darah enzim PEPCK menjadi katalisator untuk mengubah oksaloasetat
menjadi fosfor- piruvat sebagai permulaan gluconeogenesis (14). Peningkatan ekspresi PEPCK
akan menginduksi glukoneogenesis dan menekan insulin melalui mekanisme phosphoinositide 3-
kinase (PI3K/Akt) (15).

PEPCK mengalami penurunan setelah diberikan perlakuan P1, P2, dan P3. Artinya
ekspresi PEPCK menurun pada kondisi hiperglikemi yang dipapar dengan kombinasi nanoemulsi
RO CA. Penurunan terbaik adalah pada kelompok P2 karena paling mendekati kelompok kontrol
yaitu 173985+/-36585 a.u dan penggunaan dosis medium. Hasil ini didukung oleh penelitian (16)
bahwa Saponin yang terdapat di CA dengan dosis medium akan optimal bekerja menekan PEPCK
dengan mekanisme peningkatan transduksi sinyal insulin melalui jalur IRS-1/PI3K/AKT .
Diketahui RO mengandung senyawa asam Fenolik. Fenolik akan menghambat ekspre nitric oxide
(NO) dan aktivitas faktor transkripsi oleh NF-kB sehingga ekskresi insulin meningkat jalur
P13k/Akt. Ekskresi insulin yang meningkat akan menekan PEPCK (6).

Dampak Pemberian Kombinasi Nanoemulsi terhadap Kadar Ekspresi TNF-a di Larva
Zebrafish Yang Diinduksi Glukosa Tinggi (3%0)

Kontrol negatif adalah sampel tanpa perlakuan apapun kecuali pemberian medium
embrionik. Sedangkan kontrol positif adalah sampel dengan perlakuan pemberian glukosa 3%
mulai 2 hpf (hour post fertilitation) sampai 3 dpf (day post fertilitation). Hasil menunjukkan bahwa
ekspresi TNF-a mengalami peningkatan akan tetapi tidak bermakna pada kelompok dengan
perlakuan induksi glukosa 3% (K+). Artinya, TNF-o meningkat pada kondisi kadar glukosa yang
tinggi dalam tubuh tetapi tidak dalam jumlah yang signifikan. Meningkatnya ekspresi TNF-a
karena TNF-a akan menghambat pensinyalan insulin secara langsung dan tidak langsung.
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Mekanisme langsung adalah dengan memicu disfungsi sel B-pankreas. Sedangkan
mekanisme tidak langsung dengan menghambat translokasi glukosa ke dalam sel melalui membran
sel oleh transporter glukosa 4 (GLUT4) dengan mengaktifkan protein kinase C (PKC) (17).
Embrio yang terpapar glukosa tinggi (3%) mengalami mekanisme pertukaran zat saat masa
pengandungan/kehamilan. Embrio yang mengalami hiperglikemi, dalam kondisi hipoksia, akan
mengaktifkan protein hypoxia inducible factor (HF-1) untuk meregulasi sel protein yang lain (18).
Kemudian HF-1 akan mengikat promotor khusus Toll-Like Reseptor 4 (TLR-4) untuk
mengekspreisikannya. Jika TLR-4 sudah diekspresikan di dalam sel maka akan diikuti dengan
ekspresi Nuclear Factor-kappa Beta (NF-kB). NF-kB ini berperan mengekspresikan TNF-a
sebagai sitokin pro inflamasi di dalam sel (19).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekspresi TNF-a dari kontrol positif ke kelompok
perlakuan (P1), (P2), dan (P3) mengalami penurunan walaupun tidak bermakna berdasarkan
analisis statistik. Hasil ini serupa dengan hasil dari (20) yang menyatakan bahwa pemberian RO
dan oleh (17) bahwa pemberian CA akan menurunkan kadar TNF-o. RO adalah tumbuhan yang
terbukti mengandung senyawa aktif yang berfungsi sebagai antiinflamasi. RO terbukti mampu
menekan terjadinya inflamasi melalui mekanisme penghambatan produksi sitokin pro inflamasi,
diantaranya TNF-o (21). Menurut (22) dalam penelitiannya terhadap minyak esensial RO
menyatakan bahwa dalam RO terdapat kandungan 1,8-Cineole dari golongan monoterpen dan
kamper (23) yang dominan sebagai antiinflamasi. Sedangkan CA memiliki 3 senyawa aktif yang
menonjol dalam dunia pengobatan. Diantaranya asiaticoside, madecassosside dan sapogenin yang
tergabung dalam kelompok saponin triterpenoid pentasiklik (24). Menurut (17) antiinflamasi
pegagan didapatkan dari kandungan asiaticoside Asiaticoside terbukti mengurangi kadar glukosa
di dalam sirkulasi dengan menekan enzim kunci metabolisme krabohidrat. Dijelaskan oleh
penelitian dari (25) bahwa triterpenoid pentasiklik terutama oleh asiaticoside berperan
meningkatkan aktivitas enzim glikolitik dan peningkatan glikogenesis yang akan membantu
mengurangi kadar glukosa dalam regulasi darah.

Diberikan perlakuan kombinasi dengan CA karena mampu menjaga serebral mendekati
kondisi normoglikemi pada diabetes dengan mekanisme cerebro-protektif melalui penekanan
TNF-o di serebral (26), di mana tidak dilakukan oleh RO. Akan tetapi hasil analisis statistik
penelitian tersebut menyatakan bahwa pemberian kombinasi nanoemulsi RO CA tidak
memberikan pengaruh yang bermakna terhadap rerata ekspresi TNF-a pada larva Zebrafish dalam
kondisi hiperglikemi. Kondisi ini dapat disebabkan oleh beberapa hal yang terjadi saat proses
penelitian. Diantaranya yaitu pengaruh sitokin yang lain dan variasi individu model penelitian.
Adanya sitokin proinflamasi lain yaitu IL-6 yang berasal dari jaringan otot akan menghambat
pelepasan dari TNF-o. Penelitian dari (27) menyatakan bahwa IL-6 juga mengalami peningkatan
pada kondisi tubuh ibu hamil yang hiperglikemi. Menurut penelitian (28) menyatakan bahwa
ekspresi factor inflamasi dan RT PCR sangat dipengaruhi oleh kondisi factor host dan respon
biologi individu. Selain itu perubahan komunitas dan habitat tempat hidup yang ekstrim akan
mempengaruhi perilaku dan kondisi fisiologi suatu individu termasuk model hewan coba dalam
sebuah penelitian (10). Perbedaan kondisi biologi dan fisiologi hewan coba akanmenimbulkan
nilai standar deviasi yang tinggi, sehingga p value akan rendah (29). Hewan coba yang digunakan
dalam penelitian ini dirawat dan dikembangkan di luar habitat alami, yaitu di laboratorium dari
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telur hingga menetas. Ditambah lagi, salah satu karakter gen inflamasi adalah mudah rentan
dengan waktu uji coba yaitu naik di waktu yang singkat dilanjutkan turun juga dalam waktu yang
singkat. Jika sampel tidak dibri perlakukan “Peak Time” maka dapat menyebabkan reaksi yang
tidak terlihat. Oleh karena itu hasil dari RT PCR sangat dikendalikan oleh waktu(30). Hal ini
mungkin saja terjadi karena perlakuan dari tim peneliti yang variatif dan berulang kali. Jika
regulasi metabolisme fisiologi yang berubah maka akan merubah komponen-komponen besar atau
kecil di dalamnya.

KESIMPULAN

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian perlakuan kombinasi nanoemulsi
Rosmarinus o. dan Centella a. yang tidak signifikan menurunkan ekspresi TNF-a pada Zebrafish
(Danio rerio) terinduksi glukosa tinggi dapat disebabkan karena factor biologi dan fisiologi dari
hewan coba. Pemeriksaan tingkat DNA yang sangat membutuhkan ketelitian tinggi, menjadi alas
an kondisi hewan coba harus dalam kondisiyang terbaik. Saran yang dapat diberikan untuk
penelitian yang selanjutnya adalah penelitian dilakukan dengan kondisi memaksimal habitat
hewan coba yang meminimalisir perubahan biologi dan fisiologinya, serta dengan perhitungan
wkatu yang efisien dan teliti.
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