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ABSTRAK

Latar Belakang: Inflammaging ditandai dengan peningkatan stres oksidatif dan
sitokin proinflamasi seperti TNF-o serta penurunan aktivitas antioksidan endogen.
Ashwagandha (Withania somnifera) diketahui memiliki potensi antioksidan dan
antiinflamasi. Penelitian ini bertujuan menganalisis pengaruh ekstrak akar
Ashwagandha terhadap kadar GPx dan TNF-a pada tikus Wistar jantan model
inflammaging.

Metode: Penelitian eksperimental post-test only control group menggunakan 24
ekor tikus Wistar jantan yang dibagi menjadi 4 kelompok: K1 (sehat), K2 (D-
galaktosa + diet tinggi lemak), K3 (D-galaktosa + diet tinggi lemak +
Ashwagandha 150 mg/kgBB/hari), dan K4 (D-galaktosa + diet tinggi lemak +
Ashwagandha 300 mg/kgBB/hari). Perlakuan diberikan selama 28 hari, kemudian
kadar GPx dan TNF-a diperiksa dengan metode ELISA.

Hasil: Kadar GPx tertinggi terdapat pada K2 (27,87 + 1,35 ng/L) dan terendah
pada K1 (15,73 £ 2,07 ng/L), dengan penurunan signifikan pada kelompok
perlakuan Ashwagandha (p<0,001). Kadar TNF-a tertinggi ditemukan pada K4
(232,70 + 13,86 ng/L) dan terendah pada K3 (171,66 £ 13,58 ng/L). Analisis
menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok (p<0,001), dengan K3 tidak
berbeda signifikan dari K1, sedangkan K4 meningkat signifikan dibanding
kelompok lain.

Kesimpulan: Ekstrak akar Ashwagandha dosis 150 mg/kgBB/hari menurunkan
kadar GPx dan TNF-a, menunjukkan efek protektif homeostasis terhadap
inflammaging. Namun, pada dosis 300 mg/kgBB/hari justru meningkatkan TNF-a,
mengindikasikan proses inflamasi yang lebih berat.

Kata kunci: Ashwagandha, inflammaging, GPx, TNF-a, ELISA.
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ABSTRACT

Background: Inflammaging is characterized by increased oxidative stress and
pro-inflammatory cytokines such as TNF-a«, along with decreased endogenous
antioxidant activity. Ashwagandha (Withania somnifera) is known to possess
antioxidant and anti-inflammatory properties. This study aimed to analyze the
effect of Ashwagandha root extract on GPx and TNF-a levels in male Wistar rats
with D-galactose and high-fat diet-induced inflammaging.

Methods: An experimental post-test only control group design was conducted
using 24 male Wistar rats divided into four groups: K1 (healthy), K2 (D-galactose
+ high-fat diet), K3 (D-galactose + high-fat diet + Ashwagandha 150
mg/kgBW/day), and K4 (D-galactose + high-fat diet + Ashwagandha 300
mg/kgBW/day). Treatments were given for 28 days, followed by measurement of
GPx and TNF-a levels using ELISA.

Results: The highest mean GPx level was found in K2 (27.87 + 1.35 ng/L) and the
lowest in K1 (15.73 = 2.07 ng/L), with significant reduction observed in the
Ashwagandha-treated groups (p<0.001). TNF-a levels were highest in K4 (232.70
+ 13.86 ng/L) and lowest in K3 (171.66 + 13.58 ng/L). Statistical analysis
revealed significant differences among groups (p<0.001), with K3 not differing
from K1, while K4 showed a significant increase compared to all other groups.

Conclusion: Ashwagandha root extract at 150 mg/kgBW/day reduced GPx and
TNF-a levels, indicating protective effects of homeostasis against inflammaging.
However, the 300 mg/kgBW/day dose increased TNF-«. level, suggesting a severe
inflammatory process.

Keywords: Ashwagandha, inflammaging, GPx, TNF-a, ELISA.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Perubahan gaya hidup sedentari dan pola makan yang tidak seimbang
menjadi tantangan paling mendesak di abad ke-21."% Kemajuan teknologi di
berbagai sektor menjadi pendorong utama budaya sedentari di masyarakat
sehingga waktu yang dihabiskan untuk duduk dalam durasi panjang
meningkat secara signifikan, sementara kesempatan untuk melakukan
aktivitas fisik semakin berkurang.®* Kombinasi toksik dari asupan energi
berlebih dan pengeluaran energi yang minim menjadi pondasi meningkatnya
prevalensi penyakit degeneratif dan serangkaian kelainan metabolik yang
berkaitan dengan inflammaging, serta terbukti meningkatkan stres oksidatif
dan menurunkan kadar antioksidan dalam tubuh.®* Inflammaging, atau
peradangan kronis tingkat rendah yang terkait dengan penuaan, adalah
masalah kesehatan yang signifikan dan semakin banyak disoroti dalam dunia
medis.>* Kondisi ini sebagai kontributor aktif terhadap berbagai penyakit
degeneratif seperti penyakit kardiovaskular, neurodegeneratif, dan
metabolik.® Proses inflammaging ditandai dengan disregulasi jalur inflamasi
dan stres oksidatif, yang mengakibatkan peningkatan produksi ROS dan
sitokin pro-inflamasi.* Meskipun mekanisme molekuler inflammaging sudah
mulai dipahami, namun intervensi yang efektif untuk memitigasi proses ini

masih terus diteliti. Salah satu pendekatan yang menjanjikan adalah



eksplorasi bahan alam dengan potensi antioksidan dan anti-inflamasi.
Ashwagandha adalah tanaman obat Ayurveda yang memiliki sifat
adaptogenik, anti-stres, dan anti-inflamasinya.>’ Ashwagandha mengandung
berbagai zat aktif utama seperti withanolides, alkaloid, flavonoid, fenolik, dan
saponin.>® Senyawa ini dapat meningkatkan aktivitas enzim antioksidan
tubuh, termasuk GPx yang berfungsi untuk memecah peroksida dan
melindungi sel-sel dari kerusakan oksidatif.>®° Senyawa tersebut juga dapat
menurunkan kadar TNF-o sebagai sitokin pro-inflamasi.> Berbagai studi
praklinis menunjukkan bahwa ekstrak Ashwagandha memiliki kemampuan
untuk maodulasi stres oksidatif dan respons inflamasi melalui berbagai jalur,
akan tetapi penelitian yang secara spesifik mengkaji pengaruh ekstrak akar
Ashwagandha terhadap indikator biokimia seperti GPx dan TNF-a dalam
konteks inflammaging yang diinduksi pada model hewan, khususnya yang
menyerupal kondisi penuaan masih terbatas sehingga diperlukan penelitian
lebih lanjut untuk menguji efek Aswagandha terhadap inflammaging.®

GPx adalah salah satu enzim antioksidan endogen yang berperan
dalam menetralkan ROS, sementara TNF-o adalah sitokin pro-inflamasi
utama yang terlibat dalam respons imun dan peradangan.*® Pada kondisi
inflammaging, aktivitas GPx seringkali menurun, sementara kadar TNF-a
meningkat, sehingga mempercepat kerusakan seluler dan jaringan.®

Model tikus jantan galur Wistar yang diinduksi D-galaktose dan diet
tinggi lemak merupakan model yang relevan untuk mensimulasikan kondisi

inflammaging, karena D-galaktose diketahui mempercepat penuaan dan



1.2.

1.3.

memicu stres oksidatif, sementara diet tinggi lemak berkontribusi pada
peradangan sistemik.’

Penelitian ini secara spesifik mengisi kesenjangan pengetahuan
dengan mengevaluasi secara eksperimental pengaruh ekstrak akar
Ashwagandha terhadap kadar GPx dan TNF-a pada model inflammaging
hewan coba yang diinduksi D-galaktose dan diet tinggi lemak. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat memberikan bukti ilmiah yang lebih kuat
mengenai potensi Ashwagandha sebagai agen terapeutik atau preventif dalam

manajemen inflammaging dan penyakit terkait.®

Rumusan Masalah
Adakah pengaruh pemberian ekstrak akar Ashwagandha terhadap
kadar GPx dan TNF-a. pada tikus jantan galur wistar yang diinduksi D-
Galaktose dan diet tinggi lemak?
Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Menganalisis pengaruh pemberian ekstrak akar Ashwagandha
terhadap kadar GPx dan TNF-o pada tikus jantan galur wistar yang
diinduksi D-Galaktose dan diet tinggi lemak.
1.3.2. Tujuan Khusus
1. Menganalisis pengaruh pemberian ekstrak akar Ashwagandha 150
mg/kgBB/hari dan 300 mg/kgBB/hari terhadap kadar GPx pada
tikus jantan galur wistar yang diinduksi D-Galaktose dan diet

tinggi lemak.



2. Menganalisis pengaruh pemberian ekstrak akar Ashwagandha 150
mg/kgBB/hari dan 300 mg/kgBB/hari terhadap kadar TNF-o pada
tikus jantan galur wistar yang diinduksi D-Galaktose dan diet
tinggi lemak.

3. Menganalisis perbedaan efek antar kelompok perlakuan terhadap

kadar GPx dan TNF-a.

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1. Manfaat Teoritis

Memberikan bukti ilmiah mengenai potensi antioksidan dan
anti-inflamasi ekstrak akar Ashwagandha sebagai agen terapeutik
pada inflammaging.

1.4.2. Manfaat Praktis

Mengembangkan pendekatan berbasis herbal Ashwagandha

untuk meningkatkan kualitas hidup pada individu lanjut usia.



1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

No. Peneliti Judul Penelitian Metode Penelitian  Hasil Penelitian
1.  Baghalpour, Antinociceptive, anti- Pengujian W. somnifera
etal 2023  inlammatory, and ekstraksi, dapat
antioxsidant studies identifikasi meningkatkan

on Withania senyawa, serta aktivitas enzim
somnifera (L.) Dunal  pengujian aktivitas GPx dan
biologis melalui perlindungan
model hewan dan terhadap
analisis kerusakan sel
laboratorium yang disebabkan
oleh stres
oksidatif
2.  Sharma,et  The agueous root Pengujian dengan ~ Ashwagandha
al 2020° extract of Withania metode in silico dapat memulihkan
somnifera ameliorates (simulasi docking keseimbangan
LPS-induced molekuler) dan in enzimatik dan
inflammatory changes - vitro (uji pada sel mengurangi stres
in the in vitro cell- Vero E6) untuk oksidatif yang
based and mice menganalisis efek  diinduksi oleh
models of Withania somnifera paparan
inflammation terhadap SARS- gelombang mikro
CoV-2, pada hewan coba.
3. Singh,etal  Withania somnifera Studi literatur Senyawa
20221 (L.) Dunal berbasis in silico withanone dalam
(Ashwagandha) for dan farmakologi ashyvagandha
the possible molekuler un_tuk berikatan kugt
; mengevaluasi dengan  protein
th_er_apeutlcs and potensi W. spike virus
clinical management  somnifera sebagai  (energi binding -
of SARS-CoV-2 agen 8.5 kkal/mol)

infection: Plant-based

drug discovery and
targeted therapy.

imunomodulator
dan antivirus dalam
penatalaksanaan
COVID-19.

serta menurunkan
ekspresi  TNF-a
sebesar 40% dan
meningkatkan

aktivitas GPx 1,5
kali lipat pada sel
yang terinfeksi

4. Dutta, et al
2018

Protective effects of
Withania somnifera

extract in SOD1G93A

mouse model of
amyotrophic lateral
sclerosis

Tikus diberi ekstrak
Withania somnifera
secara oral.

Withania
somnifera
memiliki peran
penting dalam
peningkatan
aktivitas enzim




antioksidan,SOD
dan GPx, serta
menurunkan
ekspresi sitokin
inflamasi, TNF-a

dan IL-1p
Alanazi &  The Studi literatur yang  Withania
Elyasa, immunomodulatory meninjau berbagai  somnifera
2023% role of withania penelitian (Ashwagandha)
somnifera (L.) dunal  sebelumnya memiliki ~ peran
in inflammatory mengenai aktivitas  imunomodulator
imunomodulator yang efektif
dari Withania dalam mengobati
somnifera berbagai penyakit,
termasuk kondisi
alergi dan
inflamasi.

Semua penelitian di atas mengevaluasi kemampuan Ashwagandha
untuk meningkatkan aktivitas antioksidan kadar GPx dan menurunkan sitokin
pro-inflamasi TNF-a, menunjukkan konsistensi tujuan ilmiah. Studi tersebut
melibatkan model hewan, khususnya tikus, yang diinduksi dengan kondisi
seperti stres oksidatif, inflamasi kronis, atau penuaan, menunjukkan
pendekatan standar untuk menguji hipotesis. Semua penelitian menunjukkan
hasil positif, yaitu peningkatan signifikan pada GPx dan TNF-a setelah
pemberian ekstrak Ashwagandha. Hal ini mendukung hipotesis bahwa
Ashwagandha memiliki potensi sebagai agen antioksidan dan antiinflamasi.

Penelitian ini  secara spesifik mengkaji pengaruh ekstrak
Ashwagandha terhadap kadar GPx dan TNF-a pada model tikus yang
diinduksi D-galaktose dan diet tinggi lemak yang merupakan model stres
oksidatif yang terkait dengan inflammaging. Penelitian ini berfokus pada

kadar GPx dan TNF-o secara bersamaan sebagai indikator spesifik untuk



menilai efek antioksidan dan antiinflamasi ekstrak akar Ashwagandha yang
kemudian diharapkan dapat memberikan kontribusi orisinal yang relevan
untuk memperkuat literatur tentang efek Ashwagandha, terutama dalam
konteks penuaan dan degenerasi jaringan. Originalitas tambahan dari
penelitian ini terletak pada penggunaan kombinasi diet tinggi lemak dan gula,
yang secara sinergis terbukti mempercepat pembentukan spesies oksigen
reaktif (ROS) dan mengaktivasi jalur inflamasi seperti NF-xB. Pendekatan
ini mencerminkan kondisi nutrisi modern yang berkontribusi terhadap
penuaan dini dan inflamasi kronis rendah (inflammaging), namun belum
dieksplorasi secara - spesifik dalam studi ~Ashwagandha sebelumnya,
khususnya di Indonesia. Sampai saat ini, penelitian terkait pengaruh ekstrak
akar Ashwagandha terhadap kadar GPx dan TNF-a belum banyak dilakukan
secara spesifik di Indonesia, sedangkan di negara lain, penelitian serupa telah
menunjukkan hasil yang menjanjikan. Pada penelitian ini diharapkan dapat
memberikan kontribusi orisinal yang relevan dan memberikan wawasan baru
mengenai aplikasi ekstrak - Ashwagandha dalam konteks kesehatan di
Indonesia, dengan mempertimbangkan perbedaan faktor lingkungan, pola

makan, dan kondisi genetik yang ada di sini.



BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Glutathione Peroxidase (GPx)

2.1.1. Definisi

Glutathione peroxidase (GPx) adalah enzim yang memiliki
peran kunci dalam sistem pertahanan antioksidan tubuh. Enzim ini
berfungsi untuk mengurangi peroksida, terutama H,O, dan lipid
peroksida, menjadi senyawa yang tidak berbahaya, seperti air atau
alkohol, melalui reaksi reduksi yang melibatkan glutathione sebagai
donor elektron. GPx adalah bagian dari keluarga enzim yang memiliki
seleno-sistein pada situs aktifnya, yang memberikan aktivitas katalitik
untuk reaksi peroksidasi.**

GPx dapat ditemukan dalam berbagai bentuk, baik yang terikat
pada seluler maupun yang larut dalam plasma. Terdapat berbagai
isoenzim GPx, seperti GPx1 yang berperan dalam sitosol, GPx2 yang
ditemukan pada saluran pencernaan, dan GPx4 yang terkait dengan
membran sel. Setiap isoenzim ini memiliki peran yang sangat penting
dalam melindungi sel dari stres oksidatif di berbagai bagian tubuh.'*

GPx bekerja beriringan dengan enzim antioksidan lain seperti
SOD dan CAT, untuk mencegah akumulasi ROS dalam sel.
Keberadaan GPx dalam sel sangat penting untuk mempertahankan

keseimbangan redoks dan menjaga homeostasis seluler.*



2.1.2. Biomolekuler

GPx adalah enzim yang terdiri dari beberapa subunit protein
yang mengandung selenium pada situs aktifnya, yang disebut seleno-
sistein. Seleno-sistein merupakan asam amino yang mengandung
selenium dan sangat penting dalam fungsi GPx karena kemampuannya
untuk memberikan elektron pada molekul peroksida yang dihadapi.
GPx memanfaatkan glutathione dalam prosesnya untuk mengubah
peroksida menjadi senyawa yang lebih aman seperti air, menggunakan
mekanisme redoks.™

GPx beroperasi dalam reaksi yang dikenal sebagai peroksidasi
reduksi, di mana GPx mengkatalisis reaksi antara peroksida dan
glutathione, menghasilkan produk akhir yang tidak berbahaya. Selama
reaksi -ini, dua molekul glutathione akan berinteraksi dengan
peroksida untuk menghasilkan dua molekul glutathione disulfide.
Setelah itu, akan direduksi kembali menjadi glutathione melalui
aktivitas enzim glutathione reductase.**

Struktur GPx juga memungkinkan enzim ini bekerja secara
efisien dalam seluler dan organel seperti mitokondria, di mana tingkat
peroksida umumnya lebih tinggi. Meskipun enzim ini mengandung
selenium, yang merupakan unsur trace, kehadirannya sangat penting
dalam metabolisme tubuh, mengingat selenium adalah kofaktor yang

tidak dapat disubstitusi oleh unsur lain.**



2.1.3.

2.14.

10

Peran GPx dalam Inflamasi

Salah satu peran utama GPx adalah menghambat stres oksidatif,
yang dapat menyebabkan kerusakan oksidatif pada struktur molekul
penting, seperti DNA, protein, dan membran lipid. Tanpa aktivitas
GPx yang efektif, ROS akan mengakumulasi, meningkatkan risiko
kerusakan sel, serta mempercepat penuaan dan disfungsi tubuh.'*

GPx juga berperan dalam mempertahankan keseimbangan
redoks selular. Keseimbangan antara produksi oksidan dan
antioksidan diperlukan untuk mencegah kerusakan akibat radikal
bebas dan stres oksidatif. Dengan mengurangi peroksida yang
berlebihan, GPx berkontribusi merespon homeostasis redoks, yang
merupakan faktor kunci dalam kesehatan jangka panjang.*

Secara klinis kekurangan GPx dapat menyebabkan
peningkatan kerentanannya terhadap penyakit degeneratif dan
inflamasi. Misalnya, gangguan fungsi GPx dapat memperburuk
penyakit kardiovaskular, kanker, penyakit neurodegeneratif, dan
gangguan metabolik. Oleh karena itu, GPx tidak hanya penting untuk
melawan stres oksidatif, tetapi juga untuk menjaga sistem kekebalan
tubuh yang sehat dan mencegah berbagai penyakit kronis.**

Hubungan GPx dengan Berbagai Penyakit

GPx memiliki peran yang sangat penting dalam pencegahan
berbagai penyakit kronis yang terkait dengan stres oksidatif.
Penurunan aktivitas GPx berhubungan dengan peningkatan kerusakan

oksidatif pada sel-sel tubuh, yang dapat memicu perkembangan
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penyakit degeneratif seperti penyakit jantung koroner (PJK). Dalam
kasus PJK, stres oksidatif berkontribusi pada pembentukan plak
aterosklerotik di arteri, yang dapat menyebabkan penyumbatan aliran
darah dan meningkatkan risiko serangan jantung.**

Kekurangan GPx telah ditemukan berhubungan dengan
perkembangan penyakit neurodegeneratif, seperti Alzheimer dan
Parkinson. Stres oksidatif yang berlebihan di otak dapat merusak sel-
sel saraf, memperburuk inflamasi otak, dan menyebabkan disfungsi
kognitif. GPx berfungsi  melindungi neuron dari kerusakan yang
disebabkan oleh peroksida, sehingga kekurangan aktivitas enzim ini
dapat mempercepat perkembangan penyakit neurodegeneratif.*

Stres oksidatif dalam bidang kanker memainkan peran dalam
proses  karsinogenesis, yang melibatkan mutasi genetik akibat
kerusakan DNA yang disebabkan oleh ROS. Penurunan aktivitas GPx
dapat meningkatkan kerusakan DNA, yang berpotensi memicu
pertumbuhan sel kanker. GPx berperan dalam pencegahan kanker

dengan mengurangi tingkat ROS vyang merusak DNA dan

menyebabkan mutasi genetik.**

2.2. Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a)

2.2.1. Definisi

Tumor Necrosis Factor-o (TNF-a) adalah sitokin proinflamasi
yang diproduksi terutama oleh sel makrofag dan sel dendritik sebagai

respons terhadap infeksi atau cedera. TNF-a berperan penting dalam



2.2.2.
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pengaturan reaksi imun dan inflamasi, serta berfungsi untuk memulai
dan mengatur sistem pertahanan tubuh terhadap patogen. TNF-a dapat
mempengaruhi berbagai sel tubuh, termasuk sel endotel, fibroblas, dan
sel-sel imun lainnya, dengan memicu sekresi sitokin dan protein
lainnya yang terlibat dalam inflamasi. Sebagai sitokin utama dalam
respons imun tubuh, TNF-a diproduksi dalam jumlah besar selama
fase akut dari respons peradangan, terutama pada infeksi bakteri dan
virus. TNF-o juga dapat diproduksi oleh sel-sel seperti sel T, sel B,
dan sel NK, yang berperan dalam mempertahankan pertahanan tubuh
terhadap infeksi dan patogen. TNF-a bekerja dengan mengikat
reseptor TNF pada permukaan sel target, yang kemudian menginduksi
berbagai  efek biologis yang beragam, termasuk peningkatan
permeabilitas pembuluh darah dan aktivasi sistem kekebalan tubuh.*®

Biomolekuler

TNF-o adalah sebuah protein kecil yang disintesis sebagai
bentuk prekursor yang tidak aktif dan disebut sebagai pro-TNF-a. Pro-
TNF-o kemudian diproses oleh enzim TNF-a, yang menghilangkan
bagian transmembran dari molekul ini, menghasilkan bentuk aktif
TNF-a yang dapat berfungsi dalam sistem biologis. TNF-a terdiri dari
sekitar 157 asam amino dan dapat berfungsi sebagai homotrimer (tiga

molekul TNF-a yang terikat bersama) dalam bentuk aktifnya.™
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2.2.3. Peran TNF-a dalam inflamasi

TNF-o berfungsi sebagai mediator utama dalam respons
inflamasi tubuh. Ketika tubuh mengalami infeksi atau cedera, TNF-a
dilepaskan untuk merangsang sistem imun dan memulai proses
peradangan. Fungsi utama TNF-o dalam peradangan adalah untuk
meningkatkan permeabilitas pembuluh darah, yang memungkinkan
sel-sel imun dan molekul protektif seperti antibodi dan faktor
pembekuan darah untuk menuju lokasi infeksi atau cedera. Selain itu,
TNF-a juga mengaktifkan makrofag dan neutrofil, dua jenis sel imun
yang sangat penting dalam pertahanan tubuh terhadap patogen.*

TNF-a juga memainkan peran penting dalam pengaturan
apoptosis, yaitu kematian sel terprogram. TNF-a berfungsi untuk
menghilangkan sel-sel yang terinfeksi atau rusak, yang penting untuk
menjaga keseimbangan homeostasis tubuh. Aktivasi jalur apoptosis
oleh TNF-a juga dapat membantu dalam pengaturan pembelahan sel
dan pencegahan pertumbuhan sel yang tidak terkendali, yang
merupakan mekanisme penting dalam pencegahan kanker.'

TNF-a juga mempengaruhi metabolisme tubuh, di mana
produksi TNF-a yang berlebihan dapat mengarah pada kondisi yang
disebut sebagai cachexia, atau penurunan berat badan yang tidak dapat
dijelaskan, yang sering terjadi pada pasien dengan kanker, infeksi
kronis, atau penyakit peradangan lainnya. TNF-a berfungsi untuk
mengatur energi tubuh dengan memengaruhi proses-proses metabolik

di dalam hati, otot, dan jaringan adiposa.*
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2.2.4. Hubungan TNF-a dengan Berbagai Penyakit

TNF-a memiliki peran yang sangat besar dalam sistem
kekebalan tubuh, tetapi jika produksinya tidak terkontrol, TNF-a
dapat menyebabkan berbagai penyakit. Dalam keadaan normal, TNF-
a melindungi tubuh dari infeksi dengan memfasilitasi respon inflamasi
dan mengaktifkan sel-sel imun untuk melawan patogen. Namun,
ketika TNF-a diproduksi secara berlebihan atau terus-menerus, hal ini
dapat berkontribusi pada perkembangan berbagai penyakit inflamasi
kronis, seperti rheumatoid arthritis, penyakit Crohn, dan psoriasis.*

TNF-0. memainkan peran kunci dalam patogenesis kanker.
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa TNF-a dapat meningkatkan
proliferasi sel kanker, terutama dalam jenis kanker yang melibatkan
peradangan kronis, seperti kanker kolon atau kanker hati. Meskipun
TNF-a memiliki kemampuan untuk menginduksi kematian sel pada
sel-sel yang terinfeksi atau tumor, respons inflamasi yang
berkepanjangan yang dipicu oleh  TNF-a juga dapat mendukung
lingkungan yang kondusif untuk pertumbuhan sel kanker dan
metastasis.™

TNF-a juga berperan dalam penyakit neurodegeneratif seperti
Alzheimer dan Parkinson, di mana peradangan kronis di otak dipicu
olen produksi TNF-o. Peningkatan kadar TNF-a di otak dapat
merusak neuron dan memperburuk disfungsi kognitif. Dengan

demikian, TNF-a tidak hanya terlibat dalam pertahanan tubuh
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terhadap patogen, tetapi juga dapat menjadi mediator utama dalam
kerusakan jaringan yang terkait dengan berbagai kondisi penyakit

kronis.*®

2.3. Penuaan
2.3.1. Definisi
Penuaan adalah proses biologis kompleks yang dialami oleh
semua makhluk hidup. Proses ini ditandai oleh penurunan fungsi
fisiologis yang terjadi secara bertahap seiring bertambahnya usia.
Penuaan melibatkan berbagai mekanisme molekuler dan seluler,
termasuk kerusakan DNA, stres oksidatif, disfungsi mitokondria, dan
perubahan epigenetik.***°
2.3.2. Teori Penuaan
Berikut ini adalah penjelasan beberapa teori utama yang
menjelaskan proses penuaan:
1. Teori Genetika
Teori ini berfokus pada peran genetik dalam menentukan
umur panjang dan kecepatan penuaan. Gen tertentu, seperti gen
terkait sistem perbaikan DNA dan antioksidan, mempengaruhi
kemampuan sel untuk mempertahankan homeostasis dan bertahan
terhadap stres. Pemendekan telomer adalah salah satu mekanisme
utama yang menghubungkan genetik dengan penuaan. Telomer

adalah struktur pelindung di ujung kromosom yang memendek
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setiap kali sel membelah. Ketika telomer mencapai panjang Kritis
tertentu, sel memasuki fase penuaan (Senescence) atau
apoptosis.’

Teori Stres Oksidatif

Dikenal sebagai Free Radical Theory of Aging, teori ini
menyatakan bahwa ROS yang dihasilkan selama metabolisme
dapat merusak biomolekul penting seperti DNA, protein, dan lipid,
yang akhirnya mempercepat proses penuaan.’

Akumulasi ~ kerusakan  oksidatif pada mitokondria
berkontribusi pada disfungsi seluler. Kerusakan ini menciptakan
lingkaran setan di mana mitokondria yang rusak menghasilkan
lebih banyak ROS, mempercepat penuaan.'’

Teori Inflamasi (Inflammaging)

Teori ini menjelaskan bahwa penuaan disertai oleh
peradangan tingkat rendah kronis, yang disebut inflammaging.
Peningkatan mediator pro-inflamasi, seperti IL-6, TNF-a, dan
CRP, berkontribusi pada perkembangan penyakit terkait usia,
seperti aterosklerosis, diabetes tipe 2, dan demensia.

Aktivasi kronis dari NLRP3 inflammasome di dalam
makrofag atau sel imun lainnya meningkatkan produksi sitokin
inflamasi, yang merusak jaringan dan organ. Inflammaging juga
mempercepat disfungsi sistem imun, yang dikenal sebagai

immunosenescence.2
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4. Teori Epigenetik

Epigenetik mencakup perubahan ekspresi gen tanpa
perubahan dalam urutan DNA. Modifikasi seperti metilasi DNA,
perubahan histon, dan ekspresi mikroRNA berperan penting
dalam penuaan.

Seiring bertambah usia maka pola metilasi DNA berubah,
mengakibatkan deregulasi gen yang berkontribusi pada penuaan.
Epigenetic clock (misalnya, Horvath clock) digunakan untuk
memprediksi usia biolagis berdasarkan pola metilasi DNA.*

2.3.2 Diet Tinggi Lemak dan Penuaan

Diet tinggi lemak, terutama yang mengandung lemak jenuh
dan trans, dapat berkontribusi pada proses penuaan yang lebih cepat.
Konsumsi lemak jenuh secara berlebihan dapat meningkatkan risiko
peradangan kronis, kerusakan sel, dan stres oksidatif, yang semuanya
berperan dalam mempercepat penuaan. Selain itu, pola makan tinggi
lemak juga dapat memengaruhi kesehatan kulit, meningkatkan risiko
penyakit jantung, dan merusak fungsi organ tubuh lainnya, yang dapat
memperburuk tanda-tanda penuaan. Sebaliknya, diet yang seimbang
dengan lemak sehat, seperti yang ditemukan pada alpukat, ikan
berlemak, dan kacang-kacangan, dapat membantu memperlambat

proses penuaan dan mendukung kesehatan secara keseluruhan.®



2.3.3
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Induksi D-Galaktose dan Inflamaging

Induksi  D-galaktosa merupakan salah  satu  model
eksperimental yang banyak digunakan untuk mempelajari proses
penuaan buatan (accelerated aging) pada hewan. Secara patofisiologis,
pemberian D-galaktosa dalam dosis tinggi menyebabkan akumulasi
metabolit galaktosa seperti galaktitol dan galaktonat, yang tidak dapat
dimetabolisme secara efisien. Akumulasi ini memicu stres oksidatif
melalui peningkatan produksi radikal bebas dan penurunan aktivitas
enzim antioksidan seperti superoksida dismutase (SOD) dan glutation
peroksidase. D-galaktosa mengaktivasi jalur peradangan dengan
meningkatkan ekspresi sitokin proinflamasi seperti IL-1p, I1L-6, dan
TNF-a, serta menginduksi kerusakan DNA, protein, dan lipid melalui
mekanisme peroksidasi lipid. Aktivasi jalur-jalur tersebut berujung
pada kerusakan sel, disfungsi mitokondria, dan kematian sel, yang
secara keseluruhan meniru-berbagai perubahan biologis yang terjadi
pada penuaan alami, termasuk penurunan fungsi organ, atrofi jaringan,
dan penurunan kognitif. Oleh karena itu, model D-galaktosa
memberikan pendekatan yang relevan untuk mengeksplorasi
patogenesis penuaan dan mengevaluasi efektivitas intervensi anti-

aging.*®
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2.4. Stres Oksidatif dan Penuaan

2.4.1.

2.4.2.

2.4.3.

Definisi Stres Oksidatif

Stres oksidatif terjadi ketika terdapat ketidakseimbangan
antara produksi ROS dan kemampuan sistem pertahanan antioksidan
tubuh untuk menetralkan ROS. Ketidakseimbangan ini menyebabkan
kerusakan oksidatif pada komponen seluler seperti DNA, protein, dan
lipid, yang berkontribusi pada perkembangan berbagai penyakit dan
penuaan.™*°
Hubungan Antara Stres Oksidatif dan Penuaan

Teori radikal bebas yang diperkenalkan oleh Harman (1956)
menyatakan bahwa penuaan adalah hasil akumulasi kerusakan
oksidatif yang disebabkan oleh ROS. Dalam proses metabolisme,
mitokondria menghasilkan ROS sebagai produk sampingan.
Akumulasi ROS vyang tidak terkontrol mempengaruhi fungsi seluler
dan jaringan, sehingga mempercepat proses penuaan.

Penelitian modern juga menunjukkan bahwa stres oksidatif
memengaruhi pemendekan telomer, penurunan fungsi mitokondria,
dan peningkatan inflamasi sistemik, yang semuanya merupakan tanda
utama penuaan.*

Kerusakan Oksidatif pada Molekul Biomolekuler

Stres oksidatif dapat merusak biomolekul penting dalam tubuh,
antara lain:

1. DNA: ROS menyebabkan mutasi genetik dan kerusakan DNA,
seperti pembentukan aduk oksidatif 8-OHdG, yang menghambat

replikasi DNA dan mempercepat apoptosis sel.*’



2.4.4.

2.4.5.
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2. Protein: ROS memicu oksidasi protein, mengubah struktur dan
fungsi protein, sehingga berkontribusi pada penyakit degeneratif
seperti Alzheimer dan Parkinson.”

3. Lipid: Lipid peroksidasi oleh ROS menghasilkan produk toksik
seperti MDA dan 4-HNE, yang merusak membran sel dan

|-19

organe

Mekanisme Antioksidan dalam Melawan Stres Oksidatif

Tubuh memiliki sistem pertahanan antioksidan untuk melawan
efek ROS, yang meliputi:

1. Antioksidan Enzimatik: Enzim seperti SOD, CAT dan GPx
bertugas menetralkan ROS.

2. Antioksidan Non-Enzimatik: Molekul seperti vitamin C, vitamin
E, glutation, dan polifenol membantu mengurangi kerusakan
oksidatif."®

Kemampuan sistem antioksidan ini menurun seiring
bertambahnya usia, yang meningkatkan kerentanan terhadap stres
oksidatif dan mempercepat penuaan.”*

Implikasi Klinis Stres Oksidatif dalam Penuaan

Kerusakan oksidatif yang diakibatkan oleh stres oksidatif
memiliki peran penting dalam berbagai penyakit degeneratif yang
berkaitan dengan penuaan, seperti:*

1. Penyakit Kardiovaskular: Stres oksidatif memicu aterosklerosis

melalui oksidasi LDL.
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2. Diabetes: ROS berkontribusi pada komplikasi diabetes melalui
kerusakan pembuluh darah dan jaringan saraf.

3. Neurodegenerasi: Stres oksidatif dikaitkan dengan kerusakan
neuron pada penyakit Alzheimer dan Parkinson.

2.4.6. Strategi Mengurangi Stres Oksidatif
Upaya untuk mengurangi dampak stres oksidatif dalam

penuaan meliputi:

1. Intervensi Nutrisi: Mengonsumsi makanan kaya antioksidan
seperti buah, sayuran, dan teh hijau.’

2. Olahraga Teratur: Latihan fisik intensitas sedang dapat
meningkatkan kapasitas antioksidan tubuh.®

3. Terapi Antioksidan: Penggunaan suplemen seperti vitamin C,

vitamin E, dan senyawa polifenol untuk mengurangi ROS."

2.5. Inflamasi pada Penuaan (Inflammaging)
2.5.1. Definisi

Istilah  inflammaging pertama kali diperkenalkan untuk
menggambarkan keadaan inflamasi  kronis tingkat rendah yang
berkembang selama penuaan.® Kondisi ini ditandai dengan
peningkatan kadar biomolekul inflamasi seperti 1L-6, TNF-a dan CRP.
Inflammaging merupakan salah satu tanda utama penuaan dan
diyakini sebagai faktor kunci dalam perkembangan berbagai penyakit
degeneratif terkait usia, seperti aterosklerosis, diabetes dan Alzheimer.

Inflammaging berkontribusi terhadap perkembangan berbagai

penyakit degeneratif terkait usia, seperti:
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1. Penyakit Kardiovaskular: Inflamasi kronis mempercepat
aterosklerosis melalui aktivasi sel endotel dan pembentukan
plak.?

2. DM Tipe 2: Sitokin proinflamasi seperti TNF-a. mengganggu
jalur sinyal insulin, memicu resistensi insulin.??

3. Neurodegenerasi: Inflamasi kronis di otak, terutama yang
dimediasi oleh aktivasi mikroglia, berkontribusi pada patogenesis
Alzheimer dan Parkinson.?*

2.5.2. Mekanisme Dasar Inflammaging

Proses . inflammaging terjadi akibat interaksi berbagai
mekanisme biologis, antara lain:
1. Akumulasi Kerusakan Molekuler
Kerusakan molekuler yang diinduksi oleh radikal bebas,
glikasi, dan stres oksidatif dapat memicu aktivasi respon
inflamasi melalui jalur sinyal seperti NF-xB. Aktivasi ini memicu
produksi sitokin proinflamasi.®
2. Disfungsi Mitokondria
Proses penuaan menyebabkan mitokondria menghasilkan
lebih banyak ROS sebagai produk sampingan metabolisme. ROS
dapat merusak mtDNA dan memicu inflamasi melalui pelepasan
DAMPs, seperti ATP dan protein mitokondria.™
3. Imunosenesens
Penuaan sistem imun (immunosenescence) menyebabkan

perubahan pada komposisi sel imun, seperti penurunan fungsi
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limfosit T dan peningkatan monosit proinflamasi. Kondisi ini
berkontribusi pada lingkungan inflamasi kronis.?*
4. Peran Mikrobiota Usus

Penuaan memengaruhi komposisi mikrobiota usus,
mengurangi  keberadaan bakteri menguntungkan  seperti
Bifidobacteria. Perubahan ini dapat meningkatkan permeabilitas
usus dan memungkinkan translokasi LPS, yang memicu respon
inflamasi sistemik.*

2.5.3. Biomarker Inflammaging

Beberapa biomarker telah diidentifikasi sebagai indikator
inflammaging, antara lain:’
1. IL-6: Sitokin proinflamasi yang meningkat selama penuaan dan
terkait dengan penyakit kardiovaskular serta mortalitas.
2. TNF-a: Dihubungkan dengan kerusakan jaringan dan resistensi
insulin.

2.5.4. Mekanisme GPx dan TNF-a dalam Penuaan

1. Inflamasi Kronis: Keduanya mempromosikan inflamasi kronis
yang menyebabkan kerusakan kumulatif pada jaringan dan organ,
mempercepat proses penuaan.’

2. Induksi Stres Oksidatif: TNF-o meningkatkan produksi ROS,
sementara GPx mengindikasikan keberadaan stres oksidatif.?

3. Gangguan Regenerasi Seluler: terjadi karena disregulasi TNF-o

dan GPx. Tingginya TNF-o memicu inflamasi kronis yang
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menghambat proses perbaikan dan regenerasi jaringan, sementara
GPx adalah antioksidan yang mendukung regenerasi.

GPx dan TNF-a adalah mediator inflamasi utama dalam
penuaan. Peningkatan kronis keduanya menginduksi stres oksidatif,
inflamasi, dan disfungsi metabolik yang berkontribusi pada perubahan
degeneratif khas penuaan. Dengan memahami peran GPx dan TNF-a,
pendekatan baru untuk memperlambat penuaan dan meningkatkan

kualitas hidup dapat dikembangkan.®

2.6. Ashwagandha sebagai Agen Antioksidan dan Anti-Inflamasi

Ashwagandha atau ginseng India adalah tanaman adaptogenik yang
telah digunakan selama berabad-abad dalam sistem pengobatan Ayurveda.
Tanaman ini terkenal karena kandungan metabolit sekundernya yang
memiliki - sifat antioksidan dan anti-inflamasi. Berdasarkan hasil dari
fitokimia akar Ashwagandha lebih sering digunakan karena kandungan
senyawa aktif utamanya Adalah whitanolides dan mengandung konsentrasi
tertinggi bila dibandingkan dengan bagian tanaman lainnya sehingga sampai
saat ini masih digunakan sebagai golden standart untuk pengobatan berbasis
herbal.®> Dengan meningkatnya prevalensi penyakit yang berhubungan
dengan stres oksidatif dan inflamasi, seperti penyakit degeneratif terkait usia,
Ashwagandha menjadi subjek penelitian yang menarik untuk pengembangan

agen terapeutik alami.’
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Gambar 2.1 Efek Ashwaganadha®

Mekanisme kerja Ashwagandha dalam tubuh manusia dapat
dijelaskan secara bertingkat, dimulai dari pengaruhnya terhadap regulator
molekuler hingga tercapainya manfaat fisiologis yang dapat diobservasi
secara klinis. Ekstrak akar Ashwagandha, khususnya dalam bentuk aqueous
root extract, menunjukkan berbagai efek biologis yang dimediasi melalui
jalur neuroendokrin dan imunologis.”

Pada tingkat mediator primer, ekstrak akar Ashwagandha
menyebabkan penurunan kadar hormon kortisol, yaitu hormon utama yang
dilepaskan dalam respon stres melalui aktivasi sumbu hipotalamus—hipofisis—
adrenal (HPA axis). Penurunan kortisol disertai dengan peningkatan kadar
testosteron, yang memainkan peran penting dalam regulasi metabolisme,
fungsi muskular, dan regenerasi jaringan. Bersamaan dengan perubahan
hormonal tersebut, terjadi pula peningkatan aktivitas sistem antioksidan
endogen dan penurunan aktivitas jalur inflamasi NF-xB. Jalur ini diketahui
mengatur transkripsi berbagai mediator inflamasi, termasuk IL-6, TNF-a, dan
COX-2, yang memiliki kontribusi penting dalam patogenesis penyakit kronik

degeneratif.
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Pengaruh pada mediator primer tersebut menghasilkan efek sistemik
tingkat menengah, meliputi perbaikan fungsi kardiovaskular, penurunan
inflamasi  sistemik, serta peningkatan efisiensi metabolik. Peningkatan
efisiensi metabolik tersebut antara lain ditandai dengan sensitivitas insulin
yang lebih baik, perbaikan profil lipid, dan penurunan akumulasi ROS dalam
jaringan perifer. Efek fisiologis akhir atau tertiary outcomes dari konsumsi
ekstrak akar Ashwagandha meliputi peningkatan kekuatan dan daya tahan
otot, peningkatan kapasitas kardiorespirasi, serta percepatan pemulihan pasca
aktivitas fisik atau stres metabolik. Hal ini menjadikan Ashwagandha sebagai
salah satu agen alami yang menjanjikan dalam pendekatan integratif terhadap
gangguan metabolik, inflamasi kronik, dan proses penuaan.?

Dibandingkan tanaman herbal lain seperti Curcuma longa (kunyit)
atau Ginkgo biloba, ashwagandha menawarkan efek holistik karena tidak
hanya mengurangi stres oksidatif dan inflamasi, tetapi juga meningkatkan
ketahanan sel melalui mekanisme adaptogenik, seperti modulasi kortisol dan
peningkatan fungsi mitokondria. Keunggulan ashwagandha semakin terlihat
dalam kemampuannya untuk melindungi sistem saraf, suatu aspek Kritis
dalam penyakit neurodegeneratif. Berbeda dengan herbal lain seperti Panax
ginseng atau Bacopa monnieri yang lebih fokus pada peningkatan kognitif,
ashwagandha secara simultan mengurangi akumulasi beta-amiloid (pada
Alzheimer) dan mencegah apoptosis neuronal melalui regulasi protein Bcl-2
dan Bax. Selain itu, ashwagandha menunjukkan efek sinergis dalam

kombinasi dengan herbal lain, seperti meningkatkan bioavailabilitas
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kurkumin dari kunyit. Kelebihan lain adalah profil keamanannya yang baik,

dengan efek samping minimal dibandingkan tanaman herbal yang berpotensi

hepatotoksik (misalnya Polygala tenuifolia). Dengan demikian, ashwagandha

tidak hanya unggul dalam menangani stres oksidatif dan inflamasi, tetapi juga

memberikan manfaat multifaset dalam memperlambat progresi penyakit

degeneratif terkait usia.”*

2.6.1. Komponen Bioaktif Ashwagandha

Berbagai senyawa bioaktif dalam Ashwagandha berkontribusi

pada sifat terapeutiknya:*>

A

Withanolides: Kelompok withanolides, khususnya withaferin A
dan withanolide D, merupakan senyawa steroidal lakton yang
paling dominan ditemukan dalam akar Ashwagandha. Withaferin
A diketahui  memiliki  aktivitas - antiinflamasi  melalui
penghambatan jalur pensinyalan nuklir faktor kappa B (NF-«xB),
yang merupakan regulator transkripsi utama dari berbagai gen
proinflamasi. Senyawa ini juga mampu menekan ekspresi enzim
siklooksigenase-2 (COX-2) dan nitric oxide synthase (iNOS),
serta berperan dalam induksi apoptosis pada sel yang mengalami
kerusakan oksidatif atau transformasi maligna. Withanolide D
turut berkontribusi dalam mempertahankan integritas membran
sel dan memberikan perlindungan terhadap kerusakan jaringan
akibat proses inflamasi kronis. Selain withanolida, akar
Ashwagandha juga mengandung sitoindosida, yang merupakan

derivat glikosida dari withanolida. Sitoindosida VII hingga X



28

telah terbukti secara eksperimental meningkatkan aktivitas enzim-
enzim antioksidan endogen seperti superoxide dismutase (SOD),
katalase, dan glutathione peroksidase (GPx), serta menurunkan
kadar malondialdehida (MDA), yang merupakan produk akhir
peroksidasi lipid dan penanda stres oksidatif.

Alkaloid: Kandungan alkaloid seperti somniferin dan anaferin
memberikan efek sedatif ringan, serta mendukung kestabilan
fungsi sistem saraf pusat.

Flavonoid dan Tannin: Komponen flavonoid dan senyawa fenolik
yang terdapat dalam akar, seperti quercetin dan asam klorogenat,
berperan sebagai penangkal radikal bebas (free radical scavenger),
yang bekerja dengan cara menstabilkan spesies oksigen reaktif
(ROS) dan-mencegah kerusakan biomolekul penting seperti DNA,
protein, dan lipid membran.

Saponin: Saponin dikenal memiliki aktivitas imunostimulan,
antiinflamasi, dan antimikroba. Dalam konteks imunomodulasi,
saponin dapat meningkatkan respon imun nonspesifik, termasuk
aktivasi fagosit dan peningkatan produksi sitokin antiinflamasi.
Selain itu, saponin berperan dalam menstabilkan membran sel,
serta memiliki efek hipokolesterolemik, yang bermanfaat dalam
menurunkan kadar kolesterol serum melalui peningkatan ekskresi
asam empedu.

Fitosterol dan withanone: Komponen fitosterol, seperti f-

sitosterol, turut berkontribusi dalam aktivitas antiinflamasi dan
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kardioprotektif melalui modulasi kadar kolesterol serta efek
stabilisasi membran. Senyawa withanone, yang juga ditemukan
dalam akar, memiliki aktivitas protektif terhadap sel normal serta
menunjukkan selektivitas sitotoksik terhadap sel abnormal. Selain
itu, akar Ashwagandha mengandung sejumlah mineral, termasuk
besi (Fe), dan asam amino seperti triptofan, yang relevan dalam
sintesis serotonin serta fungsi metabolik lainnya.
2.6.2. Aktivitas Antioksidan Ashwagandha
Stres  oksidatif terjadi akibat ketidakseimbangan antara
produksi ROS dan kemampuan tubuh untuk menetralkannya.
Ashwagandha menunjukkan aktivitas antioksidan melalui mekanisme
berikut:
1. Eliminasi ROS
Ekstrak  Ashwagandha memiliki = kapasitas  untuk
mengurangi ROS seperti superoksida dan hidrogen peroksida,
sehingga melindungi biomolekul dari kerusakan oksidatif.?®
2. Stimulasi Enzim Antioksidan
Tanaman ini meningkatkan ekspresi enzim antioksidan
seperti SOD, CAT, dan GPx. Hal ini membantu menjaga

integritas seluler dengan mencegah peroksidasi lipid dan oksidasi

protein.”®
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3. Perlindungan DNA

Studi  menunjukkan  bahwa  Withania  somnifera
melindungi DNA dari kerusakan oksidatif, terutama terhadap
serangan radikal bebas.?

2.6.3. Aktivitas Antiinflamasi Ashwagandha
Inflamasi  kronis adalah salah satu faktor utama yang
memengaruhi perkembangan penyakit degeneratif. Ashwagandha
bertindak sebagai agen anti-inflamasi melalui berbagai mekanisme:
1. Inhibisi Jalur NF-xB

NF-xB adalah jalur sinyal utama yang memicu ekspresi
gen proinflamasi seperti TNF-a, IL-6, dan COX-2. Withania
somnifera secara signifikan menghambat aktivasi NF-xB,
sehingga menekan respon inflamasi.?

2. Modulasi Sitokin Proinflamasi

Tanaman ini menurunkan kadar sitokin proinflamasi
seperti IL-1B, IL-6, dan TNF-a, yang memainkan peran kunci
dalam inflamasi sistemik.**

3. Inhibisi COX dan LOX

Ekstrak Ashwagandha menghambat aktivitas COX dan

LOX, yang merupakan enzim utama dalam jalur inflamasi.*’
4. Efek pada Inflamasi Kronis

Withania somnifera telah terbukti efektif dalam model
hewan dengan penyakit inflamasi kronis, seperti artritis reumatoid,

dengan menekan peradangan pada jaringan sendi.?’
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Aplikasi Klinis
Penggunaan Ashwagandha sebagai agen antioksidan dan anti-
inflamasi telah dieksplorasi dalam berbagai penyakit:

1. Penyakit Neurodegeneratif: Tanaman ini menunjukkan potensi
dalam mencegah kerusakan neuron akibat stres oksidatif, seperti
pada penyakit Alzheimer dan Parkinson.”®

2. Penyakit Kardiovaskular: Sifat antioksidan membantu mencegah
aterosklerosis dengan mengurangi peroksidasi lipid.?®

3. Diabetes: Efek anti-inflamasi dan antioksidan mendukung
perlindungan terhadap komplikasi diabetes.*®

4. Kanker: Ashwagandha menghambat proliferasi sel kanker melalui
efek imunomodulasi dan anti-inflamasi.?®

Keamanan dan Toksisitas

Studi toksikologi menunjukkan bahwa Ashwagandha aman
digunakan dalam dosis terapeutik. Namun, konsumsi jangka panjang
dalam dosis tinggi harus dihindari untuk mencegah efek samping
seperti gangguan gastrointestinal.*®

Dosis ekstrak akar Withania somnifera (Ashwagandha) yang
digunakan dalam berbagai penelitian bervariasi tergantung pada
tujuan terapeutik, desain studi, serta model hewan atau manusia yang
digunakan. Pada umumnya, dosis Ashwagandha yang telah diteliti
berkisar antara 50 mg/kgBB hingga 1000 mg/kgBB pada model

hewan, dan 250 mg hingga 600 mg per hari pada manusia.?
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Beberapa studi in vivo pada hewan menggunakan dosis tinggi
untuk menstimulasi efek farmakologis secara lebih nyata. Misalnya,
Anbalagan & Sadique menggunakan ekstrak air Ashwagandha pada
dosis 100 mg/kg dan 200 mg/kgBB untuk menilai efek antiinflamasi
pada model edema tikus, dan hasilnya menunjukkan penurunan
signifikan aktivitas enzim pro-inflamasi dan leukosit. Dalam
penelitian lain, Gupta et al. menggunakan dosis 50, 100, dan 200
mg/kgBB untuk mengevaluasi efek imunomodulasi dan menunjukkan
respons dosis-respons yang baik terhadap parameter inflamasi.*’

Pada penelitian yang dilakukan pada manusia lebih sering
menggunakan dosis yang terstandarisasi dan dibatasi pada kisaran
250-600 mg per hari, terutama untuk memastikan keamanan jangka
panjang. ~ Penelitian yang dilakukan  Chandrasekhar et al.
menggunakan dosis 300 mg dua kali sehari (total 600 mg/hari) pada
orang dewasa untuk mengkaji efek Ashwagandha terhadap stres dan
biomarker inflamasi, yang menunjukkan perbaikan kadar kortisol serta
pengurangan keluhan somatik. Studi lain oleh Auddy et al. (2008)
juga menggunakan 125 mg, 250 mg, dan 500 mg dua kali sehari,
dengan hasil bahwa dosis 250 mg dan 500 mg menunjukkan perbaikan
signifikan dalam parameter stres dan peradangan.?’

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa dosis 100-300
mg/kgBB (hewan) atau 250-600 mg/hari (manusia) efektif untuk

menurunkan marker stres oksidatif lain seperti malondialdehyde
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(MDA) atau meningkatkan aktivitas enzim antioksidan seperti GPx
dan catalase.”’

Di antara berbagai dosis yang telah diteliti, dosis 300 mg/hari
merupakan salah satu yang paling banyak digunakan dalam penelitian
klinis maupun preklinis karena dianggap sebagai dosis efektif dan
aman, terutama untuk memperoleh efek antiinflamasi, antistres, dan
imunomodulator.?’

Salah satu studi yang cukup sering dirujuk adalah oleh yang
menggunakan 300 mg ekstrak akar Ashwagandha dua kali sehari
(total 600 mg/hari) selama 60 hari pada orang dewasa sehat. Studi ini
menunjukkan penurunan signifikan kadar kortisol serum, peningkatan
daya tahan tubuh terhadap stres, serta perbaikan pada parameter
inflamasi dan kualitas hidup subjek.?’

Penelitian oleh Auddy et al. juga menggunakan dosis
bertingkat (125 mg, 250 mg, dan 500 mg dua kali sehari) dan
menemukan bahwa dosis 250 mg dua kali sehari menghasilkan
perbaikan bermakna terhadap skor kelelahan dan biomarker stres. Ini
mengindikasikan bahwa dosis 300-500 mg/hari sudah memadai untuk
mencapai efek fisiologis tanpa menyebabkan efek samping.?’

Dalam model hewan, dosis ekuivalen 300 mg/hari pada
manusia telah disesuaikan dan dikonversi ke dosis berdasarkan berat
badan tikus (menggunakan rumus konversi interspesies mg/kg), dan
menghasilkan efek penurunan mediator inflamasi serta meningkatkan

enzim antioksidan, walaupun secara spesifik belum banyak yang
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menilai kadar GPx dan TNF-a yang diinduksi D-galaktose dan diet

tinggi lemak secara bersamaan.?’

2.7. Model Tikus

Tikus merupakan salah satu model hewan yang paling sering
digunakan dalam penelitian biomedis, termasuk studi tentang penuaan. Tikus
memiliki berbagai keunggulan, seperti kemiripan fisiologis dengan manusia,
siklus hidup yang relatif pendek, dan kemudahan dalam manipulasi genetik
serta kontrol lingkungan. Studi menggunakan tikus telah memberikan
wawasan penting mengenai mekanisme molekuler, fisiologis, dan biokimiawi
dari penuaan serta pengembangan intervensi anti-penuaan.*®

2.7.1. Karakteristik Tikus Sebagai Model Penuaan
Tikus memiliki beberapa karakteristik yang menjadikannya
ideal sebagai model penuaan:®

1. Siklus Hidup Cepat: Tikus memiliki umur rata-rata sekitar 2-3
tahun, memungkinkan studi longitudinal penuaan dalam waktu
relatif singkat.

2. Kemiripan Genetik: Tikus berbagi sekitar 90% gen dengan
manusia, membuat hasil penelitian pada tikus relevan dengan
biologi manusia.

3. Respons Fisiologis yang Serupa: Proses penuaan pada tikus
melibatkan perubahan yang sama seperti pada manusia, seperti
penurunan fungsi kognitif, kerentanan terhadap penyakit, dan

akumulasi kerusakan oksidatif.
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2.7.2. Penggunaan Tikus dalam Penelitian Penuaan

Studi penuaan pada tikus melibatkan berbagai pendekatan,

termasuk pengamatan perubahan biologis selama siklus hidup dan

intervensi anti-penuaan.

1. Studi Perubahan Biologis Selama Penuaan

a.

Kerusakan DNA dan Genom: Tikus menunjukkan
peningkatan kerusakan DNA dan disfungsi telomer dengan
bertambahnya usia."’

Penurunan  Fungsi  Imun: Tikus tua  mengalami
Imunosenesens, termasuk penurunan fungsi limfosit T dan
peningkatan inflamasi sistemik (inflammaging).”®

Stres Oksidatif: Studi menunjukkan bahwa tikus tua memiliki
kadar ROS yang lebih tinggi dan kapasitas antioksidan yang

menurun dibandingkan tikus muda.

2. Model Penyakit Degeneratif

Tikus sering digunakan untuk mempelajari penyakit yang

berkaitan dengan penuaan, seperti:®

a.

Penyakit Kardiovaskular: Tikus menunjukkan perubahan
tekanan darah, penebalan dinding pembuluh darah, dan
peningkatan aterosklerosis dengan bertambahnya usia.

Diabetes Tipe 2: Model tikus penuaan digunakan untuk
memahami mekanisme resistensi insulin yang berkembang

selama penuaan.
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c. Neurodegenerasi: Tikus digunakan untuk mempelajari
patogenesis Alzheimer dan Parkinson, termasuk akumulasi
protein beta-amiloid dan disfungsi mitokondria.

Studi Intervensi Anti-Penuaan

Tikus adalah subjek utama untuk menguji berbagai
intervensi anti-penuaan, seperti:'’

a. Restriksi  Kalori (CR): pada tikus telah terbukti
memperpanjang umur - dan meningkatkan kualitas hidup
dengan mengurangi stres oksidatif dan inflamasi.

b.  Senolitik: Senyawa yang menargetkan sel tua (senescent cells)
pada tikus menunjukkan perbaikan fungsi jaringan dan
perpanjangan umur.

C.Antioksidan dan Suplemen: Tikus digunakan untuk menguji
efek suplemen ‘seperti vitamin E, resveratrol, dan

Ashwagandha terhadap penuaan.

2.7.3. Keunggulan Tikus sebagai Model Penuaan

1.

Reproduksi Cepat: Tikus berkembang biak dengan cepat,
memungkinkan studi multigenerasi.'®

Variasi Genetik: Tersedia berbagai strain tikus dengan
karakteristik genetik tertentu, seperti tikus Sprague-Dawley dan
Wistar, yang sering digunakan dalam penelitian penuaan.*
Manipulasi  Genetik:  Teknologi  seperti  CRISPR-Cas9
memungkinkan modifikasi gen untuk mempelajari gen spesifik

yang terlibat dalam penuaan.'’
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2.7.4. Keterbatasan Tikus Sebagai Model Penuaan

Meskipun tikus adalah model yang kuat, mereka memiliki
beberapa keterbatasan:*’

1. Perbedaan Metabolisme: Metabolisme tikus lebih cepat daripada
manusia, yang dapat memengaruhi relevansi beberapa hasil
penelitian.

2. Perbedaan Ukuran dan Fisiologi: Tikus berbeda dalam hal ukuran
organ, metabolisme, dan beberapa aspek fisiologi lainnya.

3. Kurangnya Representasi Kompleksitas Penuaan pada Manusia:
Beberapa aspek penuaan, seperti faktor sosial dan psikologis, sulit

dimodelkan pada tikus.



BAB I11
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN
HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori
Induksi D-galaktose dapat memberikan efek penuaan melalui
mekanisme peningkatkan stres oksidatif melalui regulasi NF-xkB memicu
sitokin pro-inflamasi inflamasi seperti IL-1p, 1L-6, dan TNF-0.°
D-galaktosa dalam jumlah berlebih dapat memicu stres oksidatif
melalui tiga jalur metabolik utama, yaitu reduksi oleh galactose reductase,
oksidasi oleh galactose oxidase, dan glikasi non-enzimatik. D-galaktosa
diubah menjadi galaktitol oleh galactose reductase pada jalur reduksi. Karena
galaktitol tidak dapat dimetabolisme lebih lanjut, akumulasinya menyebabkan
stres osmotik dan gangguan sistem antioksidan seluler. Galactose oxidase
mengubah D-galaktosa menjadi aldehida reaktif dan hidrogen peroksida
(H2O,) pada jalur oksidasi, yang dapat menurunkan kadar SOD dan
selanjutnya akan meningkatkan ROS dan dapat merusak struktur sel.®*
D-galaktosa juga mengalami reaksi glikasi non-enzimatik, membentuk
advanced glycation end-products (AGEs). AGEs akan mengikat reseptor
RAGE, mengaktifkan NADPH oxidase dan jalur transduksi sinyal inflamasi

seperti NF- « B, yang turut meningkatkan produksi ROS dan sitokin

proinflamasi seperti IL-6. Kombinasi ketiga jalur ini memperkuat stres
oksidatif dan inflamasi, sehingga mempercepat proses penuaan dan kerusakan

jaringan.®*
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Konsumsi diet tinggi lemak dikaitkan dengan berbagai masalah
kesehatan seperti obesitas dan penyakit kardiovaskular.*” Diet tinggi lemak
dapat memicu serangkaian aktivasi ROS dan proses inflamasi yang dapat
menyebabkan kerusakan pada komponen seluler, termasuk lipid pada
membran sel, protein, dan DNA sehingga memicu aktivasi enzim antioksidan
GPx.* Diet tinggi lemak dapat mengaktivasi ROS melalui regulasi NF-xB
memicu pelepasan sitokin pro-inflamasi TNF-o.* Diet tinggi lemak juga
dapat menyebabkan perubahan mikrobiota dalam usus.** Bakteri
Lactobacillus sakei memiliki mekanisme pertahanan antioksidan yang kuat
sehingga bakteri yang rentan terhadap stres oksidatif akan berkurang
jumlahnya, sementara bakteri yang resisten seperti L. sakei mendapatkan
keuntungan kompetitif dan dapat berkembang biak tanpa banyak saingan.®
Peningkatan signifikan satu jenis bakteri secara dominan merupakan salah
satu bentuk disbiosis (ketidakseimbangan mikrobiotaa usus) yang dapat
ditemukan pada individu obesitas yang mengonsumsi diet tinggi lemak.*®
Peningkatan ini menjadi biomarker kerusakan permeabilitas usus sehingga
mengaktifkan jalur sinyal Toll-like receptor 4 (TLR4) sebagai penghubung
krusial antara mikrobiota yang berubah dan respons peradangan sistemik.>***
Meningkatnya populasi bakteri Gram-negatif dapat meningkatkan konsentrasi
LPS di dalam usus.>* Kombinasi dari peningkatan LPS dan usus yang bocor
memungkinkan LPS untuk berpindah dari usus ke dalam aliran darah.®
Aktivasi jalur TLR4 ini mengarah pada produksi dan pelepasan sitokin pro-
inflamasi (seperti TNF-a dan IL-6), yang menyebabkan proses inflamasi

kronis di seluruh tubuh, termasuk di jaringan lemak.*



40

Penuaan adalah proses biologis yang melibatkan perubahan
degeneratif progresif pada sel, jaringan, dan organ yang mengarah pada
penurunan  fungsi  fisiologis.> Mekanisme penuaan  melibatkan
ketidakseimbangan antara produksi ROS dan kapasitas antioksidan tubuh,
menyebabkan kerusakan biomolekuler seperti DNA, protein, dan lipid. Efek
pada penuaan berupa peningkatan ROS menyebabkan kerusakan DNA, lipid,
dan protein, serta mempercepat proses apoptosis dan disfungsi mitokondria.®
Inflamasi kronis tingkat rendah atau inflammaging yang berkembang seiring
bertambahnya usia, ditandai dengan peningkatan sitokin pro-inflamasi seperti
TNF-0. Mekanismenya adalah melalui aktivasi jalur NF-xB memicu
pelepasan sitokin proinflamasi seperti TNF-a, yang selanjutnya memperburuk
kondisi inflamasi dan disfungsi imun (immunosenesens) meningkatkan pada
individu yang menua.®

Salah satu upaya untuk mengurangi efek penuaan adalah dengan
menggunakan bahan alami seperti-ekstrak akar Ashwagandha. Tanaman ini
mengandung withanolides, alkaloid, saponin, falvonoid, dan fenolik yang
memiliki aktivitaas antioksidan dan anti-inflamasi. Aktivitas antioksidan dari
tanaman ini meningkatkan ekspresi enzim antioksidan seperti SOD, CAT, dan
GPx, serta melindungi DNA dan lipid dari kerusakan oksidatif yang dapat
mempercepat penuaan.*!

Ekstrak akar Ashwagandha juga memiliki aktivitas antiinflamasi yang
bekerja dengan menghambat jalur NF-«xB. Menurunkan tingkat sitokin

proinflamasi seperti IL-1f, IL-6, dan TNF-a. membantu mengurangi inflamasi
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sistemik yang berhubungan dengan berbagai penyakit kronis. Penurunan
inflamasi ini dapat mengurangi kerusakan pada organ dan jaringan tubuh
yang terkait dengan penuaan, memperlambat proses penuaan, dan

memperbaiki kondisi fisiologis secara keseluruhan.**
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3.2. Kerangka Konsep

Kadar GPx

\4

Dosis ekstrak akar Ashwagandha

Kadar TNF-a

\4

Gambar 3.2 Kerangka Konsep

3.3. Hipotesis
Terdapat pengaruh pemberian ekstrak akar Ashwagandha terhadap
kadar GPx dan TNF-a pada tikus jantan galur wistar yang diinduksi D-

Galaktose dan diet tinggi lemak.



BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain eksperimental dengan pendekatan
true experimental design. Model yang digunakan adalah post-test only control
group design untuk mengukur efek perlakuan terhadap parameter biologis

penuaan yang menggunakan objek penelitian tikus Jantan galur wistar.

> K1 [ O-K1
Populasi
—> K2 | O-K2
v
Sampel » Randomisasi > K3 [ O-K3
—> K4 | O-K4
Gambar 4.1 Rancangan Penelitian
Keterangan:
K1 (Kelompok tikus sehat tanpa perlakuan)
K2 (Kelompok kontrol negatif yakni tikus yang diinduksi D-Galaktose

dan diet tinggi lemak dengan pemberian CMC 0,1%)
K3 (Kelompok yang diinduksi D-Galaktose dan diet tinggi lemak yang
mendapat perlakuan pemberian ekstrak akar Ashwagandha 150

mg/KgBB/hari)
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K4

O-K1 :

O-K2 :

O-K3 :

O-K4
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(Kelompok yang diinduksi D-Galaktose dan diet tinggi lemak yang
mendapat perlakuan pemberian ekstrak akar Ashwagandha 300
mg/kgBB/hari)

Observasi/pengkuran kadar GPx dan TNF-a pada kelompok K1
Observasi/pengkuran kadar GPx dan TNF-a pada kelompok K2
Observasi/pengkuran kadar GPx dan TNF-a pada kelompok K3

Observasi/pengkuran kadar GPx dan TNF-o pada kelompok K4

4.2. Populasi dan Sampel Penelitian

4.2.1.

Populasi

Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus jantan galur

wistar yang diperoleh dari Laboratorium IBL FK Unissula. Adapun

kriteria inklusi sampel adalah sebagai berikut:

1.

2.

Tikus jantan galur wistar
Usia sekitar 2 bulan
Berat badan tikus sekitar 200-250 gram
Tikus dalam kondisi sehat
Tikus dipelihara dalam lingkungan terkontrol (suhu, kelembaban,
pencahayaan, dan siklus siang-malam).
Adapun kriteria drop out adalah sebagai berikut:

Tikus yang mati dan sakit saat dilakukan penelitian.
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4.2.2. Sampel

Teknik pengambilan sampel penelitian ini menggunakan cara
simple random sampling setelah tikus memenuhi kriteria inklusi dan
eksklusi. Jumlah sampel dihitung menggunakan rumus Federer's, yaitu
(n - 1)(t-1) > 15, di mana t adalah jumlah kelompok perlakuan dan n
adalah jumlah hewan uji per kelompok. Dalam penelitian ini terdapat
4 kelompok perlakuan (t=4), sehingga berdasarkan perhitungan
diperoleh bahwa minimal jumlah sampel per kelompok adalah lebih
dari 6. Dengan demikian, total tikus yang digunakan adalah 24 ekor.

Tikus yang digunakan pada penelitian ini merupakan tikus
jantan galur Wistar, karena galur ini lazim digunakan dalam penelitian
biomedis dan memiliki karakteristik fisiologis yang seragam serta
respons imun yang stabil. Pemilihan tikus jantan juga dimaksudkan
untuk meminimalkan variabilitas hormonal yang dapat memengaruhi
hasil penelitian. Setelah jumlah dan jenis hewan ditentukan, tikus
dibagi secara acak menjadi 4 kelompok, masing-masing kelompok
terdiri dari 6 ekor tikus dan menerima perlakuan yang berbeda sesuai
desain eksperimen, serta masing-masing kelompok akan ditambahkan

1 tikus cadangan.

4.3. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.3.1. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis ekstrak akar

Ashwagandha.



47

4.3.2. Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas kadar

GPx dan TNF-q.

4.3.3. Definisi Operasional

1.

Dosis ekstrak akar Ashwagandha yang digunakan sebesar 150 dan
300 mg/KgBB/hari. Ekstrak akar Ashwagandha yang digunakan
dalam penelitian ini diperolen dari PT Mensa Binasukses,
Pulogadung.
e Dosis ekstrak akar Ashwagandha 150 mg/KgBB/hari
0,15 gr x 200 gr = 30gr/hari
0,15 gr x 200 gr x 28 hari =840 gr
e Dosis ekstrak akar Ashwagandha 300 mg/KgBB/hari

0,30 gr x 200 gr = 60 gr/hari

0,30 gr x 200 gr x 28 hari = 1.680 gr
Ekstrak akar - Ashwagandha diberikan secara oral dengan
menggunakan sonde dalam suspensi CMC-Na (Natrium
Carboxymethyl Cellulose) 0,1% selama 28 hari. Diukur dengan
skala ordinal.
Kadar GPx. Pengukuran kadar GPx dilakukan pada hari ke-29
dengan metode ELISA menggunakan sampel plasma darah vena
orbital tikus untuk mengetahui kapasitas antioksidan. Reagen,
standar dan sampel disiapkan kemudian masing-masing
dimasukkan ke dalam well dan diinkubasi. Penambahan biotin-
labeled antibody dan macam solution kemudian dibaca pada alat
microplate ELISA. Satuan hasil menggunakan U/mL dengan

skala rasio.
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Kadar TNF-a. Pengukuran kadar TNF-a dilakukan dilakukan
pada hari ke-29 dengan metode ELISA menggunakan sampel
plasma darah vena orbital tikus untuk mengetahui tingkat
inflamasi. Reagen, standar dan sampel disiapkan kemudian
masing-masing dimasukkan ke dalam well dan diinkubasi.
Penambahan biotin-labeled antibody dan macam solution
kemudian dibaca pada alat microplate ELISA. Satuan hasil

menggunakan pg/mL dengan skala rasio.

4.4. Bahan dan Instrumen Penelitian

4.4.1. Bahan Penelitian

1. Ekstrak akar Ashwagandha
2. Suspensi CMC-Na (Natrium Carboxymethyl Cellulose) 0,1%
3. Aguades

4.4.2. Instrumen untuk Perlakuan

1.

Gavage oral: Alat pemberi dosis oral untuk memastikan
pemberian ekstrak yang tepat.

Timbangan digital: Untuk menimbang berat badan tikus secara
akurat guna menentukan dosis ekstrak.

Kit Enzim Antio ksidan: Kit komersial untuk analisis aktivitas
GPx sesuai protokol.

ELISA Reader: Untuk analisis kadar sitokin proinflamasi (TNF-a)
menggunakan kit ELISA spesifik.

Centrifuge: Untuk pemisahan serum dari darah tikus.
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6. Kandang hewan standar: Untuk menjaga kondisi lingkungan yang
seragam bagi tikus.
7. Mikropipet: Untuk pengambilan volume sampel darah agar

presisi.

4.5. Prosedur Penelitian

45.1.

45.2.

45.3.

Perolahan Ethical Clearance

Permohonan ethical clearance diajukan kepada Komisi Etik.
Penelitian FK Unissula ' Semarang. Persetujuan ethical clearance
menjadi syarat utama sebelum penelitian ini dilaksanakan.

Pembuatan Suspensi CMC-Na 0,1%

CMC-Na adalah turunan selulosa yang larut dalam air dan
digunakan sebagai pengental/ peningkat viskositas, pengemulsi dan
penstabil, pengikat, pembentuk gel, dan agen suspending. Senyawa ini
berbentuk bubuk atau granul yang tidak beracun, bersifat
biodegradable, dan dapat membentuk larutan koloidal yang stabil.

CMC-Na 0,1 gr dilarutkan dalam 100 ml aguades hangat (suhu
40-50°C) hingga homogen.

Pembuatan Ekstrak Akar Ashwagandha

Ekstrak akar Ashwagandha dilengkapi dengan sertifikasi yang
menjamin aspek keamanan dalam penggunaannya, serta memastikan
kualitas, kemurnian, dan efektivitas bahan aktif. Bahan baku ini
menggunakan standar kualitas yang ketat, keefektifan bahan tetap

terjaga, sehingga mendukung validitas hasil penelitian secara optimal.
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4.5.4. Perlakuan pada Hewan Coba

Tikus dipelihara dalam kandang standar dengan pakan dan air
minum ad libitum. Pakan yang diberikan merupakan pakan padat yang
mengandung diet tinggi lemak. Pakan akan diberikan sebanyak 100
gram dan dari 100 gram tersebut 60% total kalori berasal dari lemak.
Pakan diberikan dalam bentuk pellet padat dengan konsumsi rata-rata
20-25 gram per hari per ekor setara dengan +7 gram lemak per hari.
Pakan akan diberikan secara oral selama 4 minggu. Tikus diadaptasi
selama 7 hari sebelum perlakuan dimulai.

Tikus akan diinduksi D-Galactose cair dengan dosis 300
mg/kgBB (0.75 ml) setiap hari melalui sonde dengan kombinasi
makanan tinggi lemak (60% energi yang dibutuhkan tikus atau 2 gram
lemak per hart) yang diberikan melalui pellet selama 28 hari. Induksi
akan dilakukan selama 28 hari sehingga terjadi inflammaging. Induksi
kemudian akan tetap diikuti perjalanan intervensi dari hari ke-1

hingga hari ke-28.

4.6. Tempat dan Waktu Penelitian

4.6.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Pengambilan sampel penelitian dilakukan di Laboratorium IBL
FK Universitas Islam Sultan Agung Semarang (UNISSULA) pada

bulan Desember 2024 — September 2025.



4.7. Alur Penelitian
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24 tikus jantan galur wistar sehat dan 4 tikus cadangan diadaptasi selama
7 hari, kemudian dilakukan randomisasi, dan dibagi menjadi 4 kelompok.

A 4

A 4

\ 4

A 4

selama 28 hari

diet tinggi lemak
dan pemberian

diet tinggi lemak
dengan perlakuan

K1 (n=6) K2 (n=6) K3 (n=6) K4 (n=6)

Tikus sehat Tikus yang Tikus yang Tikus yang
tanpa diinduksi D- diinduksi D- diinduksi D-
perlakuan Galaktose dan Galaktose dan Galaktose dan

diet tinggi lemak
dengan perlakuan

CMC-Na 0,1% dan pemberian dan pemberian

selama 28 hari ekstrak akar ekstrak akar
Ashwagandha Ashwagandha
150 300
mg/KgBB/hari) mg/kgBB/hari)

selama 28 hari selama 28 hari

\ 4

Tikus dipuasakan 10-12 jam, kemudian dilakukan
pengambilan sampel plasma darah vena orbital
pada hari ke-29

l

Pengukuran kadar GPx dan TNF-a dengan metode ELISA

\ 4

Analisis Data dan Hasil Penelitian

\4

Kesimpulan

Gambar 4.2 Alur Penelitian
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4.8. Analisis Data

Data hasil penelitian merupakan data rasio sehingga yang perlu
dilakukan pertama kali adalah uji normalitas dan homogenitas. Uji normalitas
menggunakan uji Shapiro-Wilk dan uji homogenitas menggunakan uji
Levene. Data terdistribusi normal dan homogen maka dianalisis dengan uji
one-way Anova dan dilanjutkan uji post hoc LSD untuk mengetahui
perbedaan antar kelompok. Keputusan menolak atau menerima hipotesis
berdasarkan alpha 5%. Pengolahan data menggunakan Software Statistik
SPSS seri 27 dan menggunakan Microsoft Excel untuk pengelolaan data

awal.



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk menilai pengaruh ekstrak akar
Ashwagandha (Withania somnifera) terhadap kadar Glutathione Peroxidase
(GPx) dan Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) pada model inflamaging
yang diinduksi dengan D-galaktosa dan diet tinggi lemak pada tikus Wistar
jantan. Total 24 ekor tikus Wistar jantan sehat digunakan dalam penelitian ini.
Sebelum perlakuan, hewan uji diadaptasi terlebih dahulu selama tujuh hari
untuk menyesuaikan diri dengan kondisi lingkungan penelitian. Setelah
periode adaptasi, tikus dibagi ke dalam empat kelompok perlakuan.
Kelompok K1 merupakan kelompok sehat tanpa induksi maupun perlakuan,
yang dipelihara selama 28 hari. Kelompok K2 sebagai kontrol negatif, yaitu
tikus yang diinduksi D-galaktosa dan diberi diet tinggi lemak, serta mendapat
Carboxymethylcellulose (CMC-Na) 0,1% selama 28 hari. Kelompok K3 juga
diinduksi dengan D-galaktosa dan diet tinggi femak, kemudian diberikan
ekstrak akar Ashwagandha dosis 150 mg/kgBB selama 28 hari. Sementara itu,
kelompok K4 memperoleh perlakuan serupa dengan K3, tetapi dengan dosis
ekstrak akar Ashwagandha 300 mg/kgBB selama 28 hari.

Setelah perlakuan selesai, sampel darah diambil dari semua tikus
untuk pemeriksaan kadar GPx dan TNF-o menggunakan metode ELISA.

Selanjutnya, data dianalisis untuk mengetahui efek pemberian ekstrak akar
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Ashwagandha terhadap biomarker stres oksidatif dan inflamasi pada model
inflamaging. Validasi tidak dilakukan pada penelitian ini karena rancangan
yang digunakan adalah post-test only control group design. Induksi D-
galaktosa yang dikombinasikan dengan diet tinggi lemak telah banyak
digunakan dalam model penelitian penuaan buatan, karena keduanya dapat
meningkatkan stres oksidatif, inflamasi, serta perubahan metabolik yang
menyerupai kondisi penuaan alami.

5.1.1 Pemeriksaan Kadar GPx pada Darah

Hasil ‘analisis kadar GPx menunjukkan bahwa rerata tertinggi
terdapat pada kelompok K2 (27,87 + 1,35 ng/L), diikuti oleh K3
(22,43 + 4,05 ng/L), K4 (19,66 + 0,71 ng/L), dan terendah pada
kelompok K1 (15,73 + 2,07 ng/L). Uji normalitas dengan Shapiro-
Wilk menunjukkan nilai p>0,05 pada seluruh kelompok (K1: p=0,179;
K2: p=0,266; K3: p=0,056; K4: p=0,293), sehingga dapat disimpulkan
bahwa data terdistribusi normal. Uji homogenitas varians
menggunakan Levene’s Test menghasilkan nilai p=0,093 (p>0,05),
yang berarti varians antar kelompok homogen. Karena data
berdistribusi normal dan homogen, maka analisis dilanjutkan dengan
uji One Way ANOVA. Hasil uji One Way ANOVA menunjukkan nilai
p<0,001 (p<0,05), yang menandakan terdapat perbedaan bermakna
kadar GPX antar kelompok perlakuan. Dengan demikian, diperlukan
uji Post Hoc (Tukey) untuk mengetahui kelompok mana saja yang

berbeda secara signifikan.
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Tabel 5.1 Kadar GPx pada Darah

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 p
Rerata+SD ReratatSD Rerata+SD Rerata+SD value

Kadar GPx 15,73+ 27,87 £ 22,43 + 19,66 +
(ng/L) 2,07 1,35 4,05 0,71
Saphiro 0,179 0,266 0,056 0,293
Wilk
Levene’s 0,093
Test
One Way <0,001
ANOVA *

Berdasarkan hasil uji Post Hoc Tukey terhadap kadar GPx pada
tabel 5.2, diperoleh perbedaan bermakna (p<0,05) antara K1 dan K2,
K1 dan K3, serta K2 dengan K3 dan K4. Sementara itu, tidak
ditemukan perbedaan bermakna antara K1 dan K4 (p=0,071) maupun
antara K3 dan K4 (p=0,281). Hasil ini menunjukkan bahwa kelompok
kontrol negatif (K2) memiliki kadar GPx yang secara signifikan lebih
tinggi dibandingkan kelompok sehat (K1) maupun kelompok
perlakuan dengan ekstrak akar Ashwagandha dosis 150 mg/kgBB (K3)
dan 300 mg/kgBB (K4). Selain itu, pemberian ekstrak Ashwagandha
dosis 150 mg/kgBB (K3) mampu menurunkan kadar GPx secara
signifikan dibanding K2, namun tidak berbeda bermakna dengan
kelompok dosis 300 mg/kgBB (K4). Dengan demikian, dapat
disimpulkan bahwa ekstrak akar Ashwagandha, baik pada dosis 150
mg/kgBB maupun 300 mg/kgBB, mampu menekan peningkatan kadar
GPX vyang terjadi pada kelompok kontrol negatif, meskipun

penurunan lebih nyata terlihat pada dosis 150 mg/kgBB.
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Tabel 5.2 Uji Post Hoc Kadar GPx

Kadar GPx
Kelompok K1 K2 K3 K4
K1 - <0,001*  0,001* 0,071
K2 - <0,008*  <0,001*
K3 - 0,281
K4 -
351
30t
27.87 £ 1.35
25t
Elg‘ 2ot 19.66 = 0.71
x
&
TRt
o
N
10t
5 -

K2 K3
Kelompok perlakuan

Keterangan:
K1: Kelompok Sehat
K2: Kontrol Negatif
K3: Dosis Ekstrak Akar Ashwagandha 150 mg/kgBB
K4: Dosis Ekstrak Akar Ashwagandha 300 mg/kgBB

Gambar 5.1 Kadar GPx pada Darah
5.1.2 Pemeriksaan Kadar TNF-a pada Darah
Hasil analisis kadar TNF-o menunjukkan bahwa rerata
tertinggi terdapat pada kelompok K4 (232,70 = 13,86 ng/L), diikuti
oleh K2 (186,26 + 12,30 ng/L), K1 (172,78 = 7,66 ng/L), dan terendah
pada kelompok K3 (171,66 = 13,58 ng/L). Uji normalitas dengan
Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa seluruh kelompok memiliki nilai

p>0,05 (K1: p=0,990; K2: p=0,810; K3: p=0,993; K4: p=0,243),
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sehingga data dapat disimpulkan terdistribusi normal. Uji homogenitas
varians menggunakan Levene’s Test memberikan hasil p=0,660
(p>0,05), yang berarti varians antar kelompok homogen. Karena data
berdistribusi normal dan homogen, maka analisis dilanjutkan dengan
uji One Way ANOVA. Hasil uji One Way ANOVA menunjukkan nilai
p<0,001 (p<0,05), menandakan adanya perbedaan bermakna kadar
TNF-0 antar kelompok perlakuan. Dengan demikian, diperlukan
analisis lanjutan menggunakan uji Post Hoc (Tukey) untuk mengetahui
kelompok mana yang berbeda signifikan.

Tabel 5.3 Kadar TNF-a pada Darah

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 p value
RerataxSD Rerata:zSD RerataxSD Rerata+SD

Kadar TNF-a 172,78+ 186,26 + 171,66 + 232,70 +

(ng/L) 7,66 12,30 13,58 13,86

Saphiro Wilk 0,99 0,810 0,993 0,243

Levene’s Test 0,660
One Way <0,001*
ANOVA

Berdasarkan hasil uji Post Hoc Tukey terhadap kadar TNF-a,
diperoleh perbedaan bermakna (p<0,05) antara K1 dan K4, K2 dan K4,
serta K3 dan K4. Sementara itu, tidak terdapat perbedaan bermakna
antara K1 dan K2 (p=0,248), K1 dan K3 (p=0,999), maupun K2 dan
K3 (p=0,191). Hasil ini menunjukkan bahwa kelompok K4
(Ashwagandha dosis 300 mg/kgBB) memiliki kadar TNF-a yang
secara signifikan lebih tinggi dibandingkan kelompok sehat (K1),
kontrol negatif (K2), maupun Ashwagandha dosis 150 mg/kgBB (K3).
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Sementara itu, kadar TNF-a pada kelompok K1, K2, dan K3 tidak
menunjukkan perbedaan yang bermakna satu sama lain. Dengan
demikian, dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak akar
Ashwagandha dosis 300 mg/kgBB justru meningkatkan kadar TNF-a
dibandingkan kelompok lain, sedangkan dosis 150 mg/kgBB tidak
memberikan perubahan signifikan dibandingkan kelompok sehat
maupun kontrol negatif.

Tabel 5.4 Uji Post Hoc Kadar TNF-a

Kadar TNF-a
Kelompok Kl K2 K3 K4
K1 . 07,_27£-18 0,999 <0,001*
K2 . . . 0,191 <0,001*
K3 W Al . - <0,001*
K4 { (] -
250.F
200

186.26 = 12.30
172.78 + 7.66

150

100

Kadar TNF-a (ng/L)

50

K2 K3
Kelompok perlakuan

Keterangan:
K1: Kelompok Sehat
K2: Kontrol Negatif
K3: Dosis Ekstrak Akar Ashwagandha 150 mg/kgBB
K4: Dosis Ekstrak Akar Ashwagandha 300 mg/kgBB

Gambar 5.2 Kadar TNF-a pada Darah
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5.2 Pembahasan

Penggunaan kombinasi D-galaktosa (D-gal) dan diet tinggi lemak
(high-fat diet/HFD) dalam penelitian ini bertujuan membentuk model
inflammaging pada tikus Wistar. D-gal dalam dosis kronis mengalami auto-
oksidasi menghasilkan radikal bebas, serta membentuk advanced glycation
end products (AGEs). AGEs berikatan dengan reseptornya (RAGE),
mengaktivasi jalur transduksi sinyal NF-xB, dan meningkatkan ekspresi
sitokin proinflamasi seperti TNF-a dan IL-6. Selain itu, metabolisme D-gal
melalui aldosa reduktase menghasilkan. sorbitol yang berkontribusi pada
peningkatan ROS, menyebabkan kerusakan DNA, protein, dan lipid. Diet
tinggi lemak memperburuk kondisi dengan meningkatkan kadar asam lemak
bebas, menyebabkan- lipotoksisitas, resistensi insulin, dan kerusakan
mitokondria. Aktivasi reseptor TLR4 pada adiposit dan makrofag oleh asam
lemak bebas memicu inflammasome NLRP3, yang pada akhirnya
meningkatkan sekresi sitokin proinflamasi. Dengan demikian, kombinasi D-
gal dan HFD secara sinergis mempercepat terjadinya stres oksidatif dan

inflamasi sistemik, meniru kondisi biologis penuaan fisiologis (accelerated

35,36

aging).

Penelitian ini menunjukkan bahwa rerata kadar GPx serum meningkat
signifikan pada kelompok kontrol negatif (K2: 27,87 + 1,35 ng/L)
dibandingkan kelompok sehat (K1: 15,73 = 2,07 ng/L). Setelah diberikan
ekstrak Withania somnifera (ashwagandha), kadar GPx mengalami penurunan

pada kelompok perlakuan, yaitu K3 (22,43 + 4,05 ng/L) dan K4 (19,66 £ 0,71
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ng/L), meskipun keduanya tetap lebih tinggi dibanding K1. Uji Post Hoc
memperkuat temuan ini dengan menunjukkan perbedaan bermakna antara K1
dan K2 (p < 0,001), serta antara K2 dengan K3 (p = 0,008) dan K2 dengan
K4 (p < 0,001). Sebaliknya, perbedaan antara K3 dan K4 tidak signifikan (p =
0,281). Pola ini menunjukkan adanya respons kompensasi antioksidan pada
kondisi inflammaging yang kemudian mengalami normalisasi setelah
pemberian ashwagandha.

Induksi D-galaktosa dikombinasikan dengan diet tinggi lemak
meningkatkan produksi ROS secara signifikan. Kondisi ini mengaktivasi jalur
transduksi sinyal Nrf2-ARE, yang berperan dalam menginduksi ekspresi
berbagali enzim antioksidan, termasuk glutathione peroksidase (GPx).
Aktivasi jalur ini pada fase awal biasanya menghasilkan peningkatan kadar
GPx sebagai upaya adaptasi protektif terhadap lonjakan ROS. Hasil uji Post
Hoc (K1 vs K2, p < 0,001) mendukung fenomena ini, di mana kadar GPx
meningkat signifikan pada kelompok kontrol negatif dibanding kelompok
sehat. Penelitian sebelumnya pada model hewan terinduksi D-gal juga
melaporkan peningkatan aktivitas GPx pada fase awal paparan, sejalan
dengan hasil penelitian ini.*’

Meskipun demikian, beberapa kajian lain melaporkan adanya
penurunan aktivitas enzim antioksidan, termasuk GPx, pada paparan D-
galaktosa atau HFD kronis. Hal ini sangat dipengaruhi oleh faktor jaringan
yang diperiksa, usia hewan coba, serta lama dan waktu paparan.*®*° Sebagai

contoh, penelitian pada jaringan jantung memperlihatkan penurunan aktivitas
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SOD dan GPx akibat paparan D-gal jangka panjang. Dengan demikian,
peningkatan kadar GPx pada K2 dalam penelitian ini lebih tepat dipahami
sebagai fase kompensasi awal terhadap stres oksidatif, yang konsisten dengan
aktivasi Nrf2, sedangkan pada paparan lebih lama mekanisme protektif ini
dapat menurun akibat kelelahan antioksidan.*

Pemberian ekstrak akar ashwagandha menghasilkan penurunan kadar
GPx signifikan dibanding K2 (K2 vs K3, p = 0,008; K2 vs K4, p < 0,001).
Penurunan ini  menunjukkan bahwa intervensi ashwagandha mampu
mengurangi beban oksidatif, sehingga tubuh tidak perlu lagi mempertahankan
ekspresi GPx pada kadar yang tinggi. GPx bekerja bersama SOD dan katalase
sebagal garis depan antioksidan enzimatik. SOD mengubah radikal
superoksida (O, ¢~ ) menjadi H, O, , sedangkan GPx mengubah H, O,
menjadi H, O dengan bantuan glutation (GSH).** Mekanisme yang
mendasari efek ini diduga melalui modulasi jalur Nrf2/HO-1, sebagaimana
ditunjukkan pada beberapa penelitian yang melaporkan bahwa withanolide,
komponen bioaktif utama ashwagandha, menurunkan ROS dan menormalkan
homeostasis redoks.***

Peningkatan kadar GPx pada K2 dapat dijelaskan sebagai mekanisme
homeostasis redoks. Ketika ROS meningkat akibat induksi D-gal dan HFD,
Nrf2 dilepaskan dari ikatan dengan Keapl, lalu translokasi ke inti dan
mengikat antioxidant response element (ARE). Hal ini meningkatkan
transkripsi GPx1. Peningkatan GPx di K2 adalah respon kompensasi tubuh

untuk mempertahankan homeostasis redoks dengan mereduksi H, O,
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menggunakan GSH sebagai donor elektron. Mekanisme ini mencegah H, O,

berubah menjadi radikal hidroksil (*OH) yang sangat toksik. **® Pasca
pemberian ashwagandha, kadar GPx menurun pada K3 dan K4 karena beban
ROS berhasil ditekan. Withanolide dalam ashwagandha menurunkan produksi
ROS mitokondria, meningkatkan regenerasi GSH melalui aktivasi glutathione
reductase, dan menormalkan sinyal Nrf2. Dengan demikian, tubuh tidak lagi
mempertahankan GPx tinggi secara kompensasi, melainkan kembali ke
homeostasis fisiologis.*’**?

Pada pemeriksaan kadar TNF-o menunjukkan adanya variasi pada

masing-masing kelompok. Kelompok kontrol negatif (K2: 186,26 + 12,30

ng/L) mengalami peningkatan kadar TNF-o dibandingkan kelompok sehat

(K1: 172,78 + 7,66 ng/L), meskipun perbedaan ini tidak signifikan (p

0,248). Pemberian ekstrak Withania somnifera dosis rendah (K3: 171,66

I+

13,58 ng/L) menghasilkan penurunan kadar TNF-a mendekati kelompok
sehat dan tidak berbeda signifikan dari K1 (p = 0,999). Sebaliknya, kelompok
perlakuan dosis tinggi (K4: 232,70 £ 13,86 ng/L) menunjukkan peningkatan
signifikan kadar TNF-a dibandingkan seluruh kelompok lainnya (p < 0,001).
Hasil uji ANOVA (p < 0,001) dan Post Hoc mendukung perbedaan tersebut
secara statistik.

Kenaikan kadar TNF-a pada kelompok kontrol negatif mencerminkan
aktivasi respon inflamasi akibat paparan D-galaktosa dan diet tinggi lemak.
Paparan tersebut diketahui meningkatkan stres oksidatif, yang kemudian

mengaktivasi jalur transkripsi NF-xB, sehingga mendorong produksi sitokin
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proinflamasi  termasuk TNF-o. Peningkatan sitokin ini merupakan
karakteristik inflammaging, yaitu inflamasi kronis tingkat rendah yang
ditandai dengan akumulasi ROS dan disfungsi mekanisme antioksidan
fisiologis. Dengan demikian, hasil pada K2 sejalan dengan literatur yang
menyebutkan bahwa induksi D-galaktosa dan HFD mempercepat proses
penuaan melalui peningkatan TNF-a sebagai mediator utama inflamasi
sistemik. %3

Pemberian ekstrak ashwagandha dosis 150 mg/kgBB (K3)
menurunkan kadar TNF-o sehingga tidak berbeda signifikan dengan
kelompok sehat. Hal ini menegaskan efek antiinflamasi ashwagandha yang
telah dilaporkan menekan aktivasi NF-kB dan menurunkan ekspresi TNF-a
melalui modulasi jalur redoks Nrf2-HO-1.* Penelitian lain menunjukkan
bahwa ashwagandha secara in vitro menghambat ekspresi IL-18 dan TNF-a
serta menurunkan produksi superoksida.*® Studi lain juga melaporkan bahwa
ekstrak ashwagandha menghambat jalur NF-xB dan MAPK, yang berdampak
pada penurunan TNF-a. Dengan demikian, dosis rendah terbukti memberikan
efek protektif terhadap inflamasi yang diinduksi D-galaktosa dan HFD.*’

Keseimbangan sistem imun atau homeostasis imun pada kelompok K2
mengalami pergeseran yang ditandai dengan peningkatan kadar TNF-o.
Tubuh berusaha mengatasi stres oksidatif melalui aktivasi NF-kB oleh ROS,
yang kemudian memicu ekspresi TNF-a sebagai mediator inflamasi. Upaya
adaptif ini menunjukkan adanya mekanisme kompensasi, namun kadar TNF-

a yang lebih tinggi mengindikasikan bahwa homeostasis bergeser ke arah
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proinflamasi.*’ Pemberian ashwagandha dosis rendah (K3) mengembalikan
keseimbangan tersebut dengan menormalkan kadar TNF-a. Jalur molekuler
yang berperan meliputi penghambatan fosforilasi IkB sehingga NF-«xB tetap
berada di sitoplasma, aktivasi Nrf2/HO-1 yang meningkatkan produksi enzim
sitoprotektif, serta modulasi MAPK (p38, JNK) yang menekan transkripsi
TNF-o. Melalui mekanisme ini, homeostasis inflamasi berhasil dipulihkan,
ditunjukkan dengan kadar TNF-a yang kembali mendekati kondisi fisiologis
(K1).*® Homeostasis kembali terganggu pada kelompok K4, di mana kadar
TNF-a meningkat tajam. Pemberian ashwagandha dosis tinggi berpotensi
menimbulkan stres oksidatif sekunder, yang muncul - akibat akumulasi
metabolit fitokimia. = Kondisi ini meningkatkan ROS, mengaktivasi
inflammasome NLRP3, serta menstimulasi- ulang jalur NF-xB. Hasilnya,
transkripsi TNF-a melonjak lebih tinggi, mencerminkan kegagalan menjaga
homeostasis. Sistem imun justru mengalami hiperaktivasi, meskipun kadar
ROS total tampak lebih rendah sebagaimana ditunjukkan oleh penurunan
aktivitas GPx,*%**

Secara keseluruhan, penelitian ini menunjukkan bahwa induksi D-
galaktosa dan diet tinggi lemak dapat memicu stres oksidatif dan inflamasi
sistemik. Pada kelompok kontrol negatif (K2) didapatkan peningkatan
signifikan kadar GPx dan TNF-a. Pemberian ekstrak akar Ashwagandha dosis
150 mg/kgBB/hari terbukti menurunkan kadar GPx mendekati nilai normal
serta menekan kadar TNF-o hingga tidak berbeda signifikan dengan

kelompok sehat. Temuan ini mengindikasikan bahwa Ashwagandha bekerja
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melalui mekanisme antioksidan (jalur Nrf2-ARE) dan antiinflamasi (inhibisi
NF-kB). Sebaliknya, dosis 300 mg/kgBB/hari memberikan efek ganda:
penurunan GPx yang signifikan, namun diikuti dengan peningkatan tajam
TNF-a. Fenomena ini menunjukkan adanya pola dose-response biphasic atau
hormesis, di mana dosis rendah hingga moderat bersifat protektif, sementara
dosis tinggi justru menimbulkan kecenderungan pro-inflamasi.**4>°*
Meskipun hasil penelitian yang dilakukan belum bisa membuktikan
hipotesis, penelitian ini juga memiliki keterbatasan. Pertama, hasil pada tikus
belum sepenuhnya bisa diterapkan pada manusia karena perbedaan
metabolisme, fisiologi, dan sistem imun. Kedua, model inflammaging dengan
induksi penuaan buatan dalam hal ini D-galaktosa mungkin akan berbeda
dibandingkan dengan penuaan alami. Ketiga, rentang durasi penelitian 28 hari
memberikan efek pada pemberian dosis yang berbeda. Keempat, pengukuran
kadar GPx dan TNF-o tidak  cukup mewakili seluruh mekanisme
inflammaging. Oleh karena itu, penelitian lanjutan dengan rentang dosis lebih
luas dan analisis mekanisme molekuler yang lebih detail sangat diperlukan

untuk menegaskan dosis optimal Ashwagandha yang efektif dan aman dalam

modifikasi stres oksidatif serta inflamasi pada kondisi inflammaging.



BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1.

Terdapat pengaruh signifikan pemberian ekstrak akar Ashwagandha
terhadap kadar GPx dan TNF-a pada tikus jantan galur wistar yang
diinduksi D-galaktosa dan diet tinggi lemak.

Terdapat pengaruh signifikan pemberian ekstrak akar Ashwagandha
dosis 150 mg/kgBB/hari dan 300 mg/kgBB/hari terhadap kadar GPx pada
tikus jantan galur wistar yang diinduksi D-galaktosa dan diet tinggi
lemak.

Terdapat pengaruh signifikan pemberian ekstrak akar Ashwagandha
dosis 150 mg/kgBB/hari dan 300 mg/kgBB/hari terhadap kadar TNF-a
pada tikus jantan galur wistar yang diinduksi D-galaktosa dan diet tinggi
lemak.

Pemberian ekstrak akar Ashwagandha menunjukkan adanya perbedaan
bermakna antara K2 — K3 dan K2 — K4 terhadap kadar GPx. Sebaliknya
antara K3 — K4 tidak signifikan terhadap kadar GPx. Pemberian ekstrak
akar Ashwagandha menunjukkan adanya perbedaan bermakna masing-
masing kelompok. K2 mengalami peningkatan kadar TNF-o bila
dibandingkan dengan K3. K2 mengalami penurunan kadar TNF-a bila
dibandingkan dengan K4. K3 mengalami penurunan kadar TNF-a bila
dibandingkan dengan K4. Sedangkan K4 menunjukkan peningkatan

signifikan kadar TNF-a dibandingkan kelompok lainnya.

66
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6.2 Saran

1.

Penelitian selanjutnya disarankan adanya validasi pemeriksaan glukosa
darah, HDL, LDL, kolesterol sebelum perlakuan untuk identifikasi
metabolik.

Penelitian lanjutan disarankan pada tikus dengan penuaan alami untuk
mengetahui perubahan kadar GPx dan TNF-a.

Penelitian lanjutan disarankan menggunakan variasi dosis yang lebih luas
(misalnya rendah, sedang, tinggi, dan sangat tinggi) agar dapat
memastikan dosis optimal yang memberikan efek protektif tanpa
menimbulkan respon pro-inflamasi.

Perlu dipertimbangkan variasi lama intervensi untuk menilai dinamika
perubahan kadar GPx dan TNF-a pada fase awal, menengah, dan kronis,
sehingga dapat diketahui apakah efek ashwagandha bersifat jangka

pendek atau jangka panjang.
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