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ABSTRAK

Latar Belakang: Paparan sinar ultraviolet B (UVB) secara terus menerus dapat
meningkatkan jumlah melanin, menyebabkan hiperpigmentasi pada kulit. Proses
ini melibatkan peran penting dari Necrosis Tumor Factor-a (TNF-a) dan
Superoxide Dismutase (SOD). Daun sukun (Artocarpus Altilis) mengandung
flavonoid berpotensi sebagai anti inflamasi, dapat menurunkan kadar TNF-a dan
meningkatkan SOD yang mempengaruhi proses melanogenesis.

Tujuan penelitian: Untuk mengetahui pengaruh pemberian serum ekstrak daun
sukun (Artocarpus Altilis) terhadap kadar TNF-o dan SOD pada marmut yang
dipapar UVB.

Metode: Merupakan penelitian eksperimental in vivo dengan post test only control
group design. Sebanyak 30 ekor marmut jantan dibagi ke dalam 5 kelompok yaitu
: Kelompok 1 sham, kelompok Il kontrol negatif, kelompok 3 perlakuan serum
ekstrak daun sukun 2%, kelompok 4 perlakuan serum 4% dan kelompok 5
perlakuan serum 6%. Kemudian dianalisis menggunakan uji One-way ANOVA
untuk mengetahui perbedaan antar kelompok.

Hasil: Didapatkan rerata kadar TNF-a terendah pada kelompok P2 (4,958), nilai
lainnya P1 (5,820), P3 (5,964), KS (6,069) dan KN (5,811). Sedangkan rerata kadar
SOD pada semua kelompok tidak jauh berbeda, P2 (5,802), P1 (5,975), P3 (5,906),
KS (6,054) dan KN (6,000). Pada uji One-way ANOVA terhadap TNF-a dan SOD
tidak terdapat perberbedaan signifikan, p>0,05.

Kesimpulan: Pemberian serum ekstrak daun sukun (Artocarpus Altilis) terutama
4% menyebabkan penurunan kadar TNF-a tetapi tidak signifikan, dan tidak terjadi
peningkatan kadar SOD, pada marmut yang dipapar sinar UVB.

Kata Kunci: ekstrak daun sukun (Artocarpus Altilis), TNF-a, SOD
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ABSTRACT

Background: Continuous exposure to ultraviolet B (UVB) 1ight can increase the
amount of melanin, causing hyperpigmentation on the skin. This process involves
the important role of Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) and Superoxide Dismutase
(SOD). Artocarpus Altilis contain flavonoids that have anti-inflammatory
potential, can reduce TNF-a levels and increase SOD which affects the
melanogenesis process.

Research objective: To determine the effect of administering Artocarpus Altilis
extract serum on TNF-a and SOD levels in guinea pigs exposed to UVB.

Method: This is an in vivo experimental study with post test only control group
design. A total of 30 male guinea pigs were divided into 5 groups, namely: Group
1 sham, group 2 negative control, group 3 treated with 2% aArtocarpus Altilis
extract serum, group 4 treated with 4% serum and group 5 treated with 6% serum.
Then analyzed using the One-way ANOVA test to determine differences between
groups.

Results: The lowest mean TNF-o levels were found in group P2 (4.958), other
values were P1 (5.820), P3 (5.964), KS (6.069) and KN (5.811). Meanwhile, the
average SOD levels in all groups were not much different, P2 (5.802), P1 (5.975),
P3 (5.906), KS (6.054) and KN (6.000). In the One-way ANOVA test on TNF-a and
SOD there was no significant difference, p>0.05

Conclusion: Administration = Artocarpus Altilis extract serum, especially 4%,
caused a decrease in TNF-a levels but was not significant, and there was no
increase in SOD levels, in guinea pigs exposed to UVB light.

Keywords: Artocarpus Altilis extract, TNF-a, SOD
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Faktor lingkungan yang sangat berpengaruh dalam proses penuaan kulit
adalah radiasi sinar ultraviolet. Paparan sinar ultraviolet B (UVB) secara terus-
menerus dapat menyebabkan perubahan kulit, seperti hiperpigmentasi.t
Hiperpigmentasi adalah salah satu tanda penuaan pada kulit, yang terjadi akibat
peningkatan jumlah melanin.? # Melanogenesis yang memicu terjadinya pigmentasi
tidak lepas dari peran Necrosis Tumor Factor-a (TNF-o) yang terbentuk akibat
inflamasi pada proses penuaan karena paparan sinar matahari. Sitokin proinflamasi
seperti  TNF-o memainkan peran penting dalam inflamasi-penuaan yang
disebabkan oleh peradangan kronis. Hubungan timbal balik antara sitokin
proinflamasi dan penuaan seluler memperburuk penuaan inflamasi.>

Hiperpigmentasi juga dipengaruhi oleh peningkatan Reaktive Oksigen
Species (ROS) akibat radiasi sinar UVB, selanjutnya terjadi kerusakan DNA,
mengaktifkan p53, dan memicu melanogenesis.® Superoksida Dismutase (SOD)
merupakan salah satu antioksidan enzimatik, yang berfungsi menangkap radikal
bebas ROS.” Penelitian yang dilakukan oleh Kim HY, et al, 2018, mengungkapkan
bahwa SOD menekan produksi ROS yang diinduksi UVB, dan menghambat
sintesis melanin pada sel melanosit.®

Saat ini, bahan pencerah kulit yang banyak digunakan untuk mengatasi
masalah hiperpigmentasi bekerja sebagai tyrosinase inhibitor,® diantaranya adalah

asam askorbat, arbutin, asam kojik, dan hidrokuinon. Krim hidrokuinon 4% sudah



menjadi baku emas untuk pengobatan hiperpigmentasi lebih dari 50 tahun,® namun
hidrokuinon memiliki efek samping seperti dermatitis alergi atau iritan dan
okronosis.!*"12 Oleh karena itu penggunaan hidrokuinon saat ini sudah mulai sangat
dibatasi.® Berdasarkan hal tersebut, maka perlu dicari bahan-bahan pencerah kulit
lain yang bersifat alami dengan efek samping yang minimal.*°

Salah satu bahan pencerah kulit alami yang dapat mempengaruhi
pigmentasi kulit adalah tanaman sukun, karena tanaman ini menghasilkan senyawa
antioksidan.}* Tanaman sukun merupakan salah satu tanaman yang mudah
didapatkan dan secara empiris telah digunakan di masyarakat tertentu di Indonesia
sebagai obat tradisional.X° Daun sukun (Artocarpus altilis) mengandung senyawa
flavonoid,® yang berperan sebagai antioksidan penghambat ROS, anti inflamasi
dan menghambat aktivitas enzim tirosinase yang berkhasiat sebagai pencerah
kulit.!® Flavonoid adalah senyawa fenolik alam dari metabolit sekunder yang
banyak dijumpai pada tanaman hijau lainnya.’

Beberapa penelitian menunjukkan potensi senyawa flavonoid dengan
kemampuannya sebagai anti inflamasi mampu menurunkan kadar TNF-o melalui
mekanismenya sebagai anti oksidan.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Yang CY et al., 2022 : ekstrak
batang kayu Artocarpus Altilis mengandung senyawa flavonoid, dapat mengurangi
kelebihan produksi ROS intraseluler, mengurangi ekspresi protein inflamasi,
termasuk TNF-a dan reseptor TNF-1 (TNFR1).18

Studi eksperimental secara invivo dan invitro yang dilakukan oleh

Tiraravesit et al., 2015, melaporkan : ekstrak batang kayu Artocarpus altilis



mengandung senyawa flavonoid, secara topikal dapat menekan perubahan
struktural pada kulit yang rusak akibat radiasi UVB, terjadi penurunan produksi
MMP-1 di fibroblas, serta penurunan produksi TNF-o dan I1L-6 dalam keratinosit.*°

Penelitian oleh Yang et al., 2022, melaporkan : ekstrak Artocarpus Altilis
topikal berpotensi untuk dikembangkan sebagai bahan aktif anti oksidan untuk
mencegah oksidasi kulit, inflamasi dan penuaan, serta mengembalikan fungsi
pelindung kulit.!8

Penggunaan sediaan serum sebagai produk kosmetik pencerah kulit banyak
dijumpai, karena serum memiliki kelebihan yaitu zat aktif yang terkandung di
dalamnya lebih banyak, daya serap tinggi, dan daya sebar oftimal. Serum memiliki
partikel kecil, nyaman, serta mudah dalam pengaplikasiannya, sehingga serum
lebih cepat dan efektif dalam mengatasi permasalahan kulit.?°

Maka dalam penelitian ini akan diteliti mengenai pengaruh ekstrak daun
sukun (Artocarpus Altilis) terhadap kadar TNF-a dan SOD pada marmut yang

dipapar sinar UVB, yang diberikan dalam bentuk sediaan topikal berupa serum.

1.2 Rumusan Masalah Penelitian
Adakah pengaruh pemberian serum ekstrak daun sukun (Artocarpus
Altilis) terhadap kadar TNF-o dan kadar SOD pada kulit marmut yang

dipapar sinar UVB?

1.3 Tujuanan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Untuk mengetahui pengaruh pemberian serum ekstrak daun sukun



(Artocarpus Altilis) terhadap kadar TNF-a dan kadar SOD pada kulit

marmut yang dipapar sinar UVB.

1.3.2 Tujuan Khusus

a. Untuk mengetahui pengaruh pemberian serum ekstrak daun sukun
(Artocarpus Altilis) terhadap kadar TNF-a pada kulit marmut yang
dipapar sinar UVB

b. Untuk mengetahui pengaruh pemberian serum ekstrak daun sukun
(Artocarpus Altilis) terhadap kadar SOD pada kulit marmut yang
dipapar sinar UVB

c. Untuk mengetahui pengaruh pemberian serum ekstrak daun sukun
(Artocarpus Altilis) terhadap kadar TNF-o. dan kadar SOD antara

kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan.

1.4 Manfaat Penelitian
a. Sebagai literasi ilmiah mengenai pengaruh pemberian serum ekstrak daun
sukun (Artocarpus Altilis) terhadap kadar TNF-o dan kadar SOD pada kulit
marmut yang dipapar sinar UVB

b. Pedoman melakukan uji dengan parameter berbeda.



1.5 Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

No Peneliti  Judul Penelitian  Metode Hasil Penelitian
1. Riliani Pemberian Krim  Eksperimental, Pemberian ekstrak daun sukun
M, Ekstrak Daun In Vivo, 3% (Artocarpus
Pangkahi  Sukun Metode post altilis) krim mencegah
laWw, (Artocarpus test only peningkatan melanin kulit pada
AAGP altilis) Mencegah  control group ~ marmut (Cavia procellus) yang
W.10 Peningkatan design terpapar
Jumlah Melanin ultraviolet B. Pemberian krim
Kulit Marmut ekstrak daun sukun
(Cavia porcellus ) (Artocarpus altilis) 3%
yang Dipapar memiliki efek
Sinar Ultraviolet efektivitas yang sama dengan
B (UVB). Krim hydroguinone 4%.
2. Tiraraves Artocarpus altilis ~ InVitro dan In  Ekstrak Artocarpus altilis
it N, heartwood extract Vivo. menekan jalur MAP, kinase
Yakaew  protects skin Uji ELISA dan  (proliferasi) dan pelepasan
S, against UVB in Western sitokin perubahan struktural
Rukchay  vitroand in vivo.  blotting pada kulit yang rusak akibat
R, etal.l® radiasi UVB. Dimediasi oleh
penurunan produksi MMP-1 di
fibroblas dan TNF-a dan
produksi I1L-6 dalam
keratinosit.
3. Yang Antioxidant, Anti- Eksperimental, AAM (Artocarpus altilis)
CY,Pan Inflammation and Analisis berpotensi untuk
CC, Antiaging Western dikembangkan sebagai bahan
Tseng Activities of aktif antipolusi pada produk
CH, Yen Artocarpus altilis kulit topikal untuk mencegah
FL.1® Methanolic oksidasi kulit, inflamasi dan
Extract on Urban penuaan, serta mengembalikan
Particulate fungsi pelindung kulit.

Matter-Induced
HaCaT
Keratinocytes
Damage.



4  Sholikha Formulasi Dan Eksperimental, Ekstrak sukun memiliki nilai

M, Evaluasi Gel In Vitro IC50 antioksidan 31,25 ppm.
Febriani  Ekstrak Daun Nilai antioksidan gel formula I,
A, Sukun I1, 111 berturut-turut sebesar
Nirmala  (Artocarpus 10%, 13,71% dan 20,48%.
SA.16 Altilis) Sebagai Penghambatan tirosinase
Antioksidan Dan dengan substrat L-DOPA
Inhibitor diperoleh gel formula I, I, 111
Tirosinase berturut-turut sebesar 40,35%,

39,11% dan 37,21%.

Dari berbagai penelitian yang sudah ada, terbukti adanya potensi ekstrak
batang kayu dan daun sukun sebagai agen alternatif untuk mencerahkan kulit akibat
paparan UVB. Belum ada penelitian sebelumnya menggunakan serum ekstrak daun
sukun yang dapat mempengaruhi kadar TNF-a dan SOD, yang diduga kuat terlibat

dalam proses melanogenesis.
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2.1 Anatomi kulit
Kulit adalah organ tubuh terbesar, berfungsi penting bagi manusia,
karena itu kesehatan kulit perlu dijaga. Kulit terdiri dari dua lapisan, epidermis
di bagian luar, dan dermis di bagian dalam. Kulit melekat ke jaringan di
bawahnya (otot atau tulang) melalui hipodermis, yang merupakan suatu lapisan
jaringan ikat longgar.?* Fungsi kulit sebagai penghalang kimia dan fisik yang
melindungi jaringan internal dari bahaya eksternal seperti patogen mematikan,
sinar UV dan zat beracun.?” Kulit juga menghasilkan peptida antimikroba yang
mencegah infeksi, hormon, neuropeptida dan sitokin yang memberikan efek
biologis, tidak hanya secara lokal pada kulit tetapi juga secara sistemik di
seluruh tubuh.®
2.1.1. Lapisan epidermis
Epidermis terbentuk dari lima lapisan sel epitel skuamosa. Sel
melanosit terdapat pada lapisan basal. Melanosit mensintesis melanin
dan karena itu bertanggung jawab untuk pigmentasi kulit dan
perlindungan UV, juga terdapat sel Langerhan yang berkontribusi pada
respon imun kulit.?*?? Ketebalan berkisar 0,5 mm (kelopak mata) hingga
1,5 mm (telapak tangan dan telapak kaki).??
2.1.2. Lapisan dermis
Di bawah epidermis, lapisan tebal jaringan fibrosa dan elastis, yang

disebut dermis, memberikan dukungan struktural dan nutrisi.?® Dermis



merupakan lapisan jaringan ikat yang mengandung banyak serat elastin
(untuk peregangan) dan serat kolagen (untuk kekuatan), serta banyak
pembuluh darah dan ujung saraf khusus.?
2.1.3. Lapisan hipodermis
Lapisan di bawah dermis, yaitu hipodermis, tersusun atas selsel
lemak (jaringan adipose), kolagen dan pembuluh-pembuluh darah yang

lebih besar.?!

Stratums

corncum
fuecie

granulosum

=== Collagen
e Dermal fibroblast

Elastin

Neutrophil

Mast Cell

Tecll

Dermal dendritic cell
——=1_ Mesenchymal stem cell
Adipose depot
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Gambar 2.1. Skema lapisan kulit. Referensi pada gambar menunjukkan: (1)
batang rambut; (2) stratum korneum; (3) pori keringat; (4) folikel rambut; (5)
otot arrector pili; (6) kelenjar sebaceous; (7) saraf; (8) kelenjar keringat ekrin;
(9) pleksus vaskular kulit; (10) depot adiposa. Bagian (A) Dan (B) menyoroti
struktur rinci epidermis dan kulit masing-masing.?

2.2 Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)
2.2.1 Definisi TNF-a

Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) adalah sitokin yang memiliki



efek pleiotropik pada berbagai jenis sel. Telah diidentifikasi sebagai
pengatur utama respon inflamasi dan diketahui terlibat dalam patogenesis
beberapa penyakit inflamasi dan autoimun.?

TNF-a adalah protein homotrimer yang terdiri dari 157 asam amino,
terutama dihasilkan oleh makrofag aktif, limfosit T, dan sel NK. Secara
fungsional diketahui memicu serangkaian berbagai molekul inflamasi,
termasuk sitokin dan kemokin lainnya. Secara umum, TNF-a mengikat
reseptornya, terutama TNFR1 dan TNFR2, dan kemudian
mentransmisikan sinyal ~molekuler untuk fungsi biologis seperti
peradangan dan kematian sel.?*

Dua jenis TNF-oa adalah bentuk terlarut (STNF-a) dan bentuk
transmembran (tmTNF-o). TNF-a terutama memengaruhi sel dengan
mengikat reseptor TNFR1 (p55) dan TNFR2 (p75), yang kemudian
mengirimkan sinyal molekuler untuk berbagai tujuan biologis, termasuk
menjadi  reseptor yang - mengontrol respons imun dan mampu
menyebabkan berbagai efek seluler. termasuk apoptosis, nekroptosis,
peradangan, efek proliferatif atau merangsang pertumbuhan, dan efek
hematopoietik.24?°

TNFR1 memicu jalur pensinyalan aktivasi faktor nuklir kB (NFkB)
dan mitogen-activated protein kinases (MAPKSs), yang dikenal persinyalan
komplek 1 atau sebagai induksi peradangan, jaringan, kelangsungan hidup
dan proliferasi sel, dan pertahanan kekebalan terhadap patogen. TNFR1

sangat penting untuk menginduksi respons TNF-a proinflamasi, sementara
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TNFR2 sebagian besar dapat memediasi aktivasi, migrasi, atau proliferasi
sel.?4
2.2.2 Aktivasi TNF-a

Sitokin proinflamasi memainkan peran penting dalam inflamasi
penuaan yang disebabkan oleh peradangan kronis. Sitokin tipe | seperti
TNF-o berpartisipasi dalam proses proinflamasi. Keseimbangan sitokin
seperti 1L-6 dan TNF-a, memainkan peran yang menentukan dalam
penuaan, variasi genetik di daerah promotor gen sitokin proinflamasi dan
teregulasi memiliki efek pada peradangan dan kerentanan terhadap
penyakit yang berkaitan dengan usia.® Sitokin proinflamasi seperti TNF-a
dan IFN-y menginduksi penuaan secluler dalam sel epitel dengan
memproduksi ROS dan mengaktifkan jalur pensinyalan ATMP53/P21
(WAF1/Cipl), selanjutnya terjadi kerusakan DNA dan mengaktivasi jalur
NF-KB.®

Radiasi UV menyebabkan kerusakan langsung pada DNA atau
secara tidak langsung dengan memproduksi radikal. Di kulit, keratinosit
epidermal adalah sumber utama produksi sitokin dan fibroblas dermal
adalah sumber utama MMP, dan telah dibuktikan bahwa kerusakan DNA
menyebabkan pelepasan molekul inflamasi dari keratinosit epidermal
termasuk TNF-a, dan dari fibroblas dermal memicu peningkatan MMP.2°

Paparan UVB menyebabkan peningkatan sekresi IL-1 dan TNF-a,
akan merangsang tyrosinase melalui kaskade pensinyalan intraseluler

spesifik, yang diaktifkan setelah pengikatan endothelin-1 (EDN1) atau
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stem cell factor (SCF) terhadap masing-masing reseptor endothelin B
(EDNRB) atau reseptor stem cell growth factor, yang dikenal sebagi proto-
oncogen c-KIT (c-KIT), selanjutnya terjadi aktivasi melanosit

menghasilkan stimulasi pigmentasi epidermis.?’

Stimulated
Pigmentation
o

| Activation of |
Melanocytes

\ “Increased pro ' {
- ——Dermal fib : { i

Gambar 2.2. Mekanisme sitokin parakrin mendasari hiperpigmentasi pada
melanosis UVB, TNF ; faktor nekrosis tumor; IL-1 : interleukin-1; EDN1 :
endotelin-1; mSCF : faktor sel induk yang terikat membran; sSCF : faktor sel
punca terlarut.?’

UVB diserap oleh sel epidermis menyebabkan kerusakan DNA,
meningkatkan stres oksidatif, species oksigen reactive (ROS), dan
menyebabkan penuaan dini.?® Stres oksidatif ini dapat meningkatkan
produksi ROS, dan dapat memulai peradangan dan aktivasi sitokin pro-
inflamasi, seperti interleukin-2 (IL-2), interleukin-6 (IL-6), dan tumor
necrosis factor-a (TNF-a), dalam melibatkan banyak jalur termasuk
penambah rantai ringan faktor kappa nuklir dari B teraktivasi (NF-kB),

faktor yang diinduksi hipoksia 1-alpha (HIF-1a), faktor nuklir terkait
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eritroid 2 terkait faktor 2 (Nrf- 2), dan protein aktivator 1 (AP-1).%°

2.3 Superoxide dismutase (SOD)
2.3.1 Definisi SOD

Superoksida dismutase (SOD) merupakan salah satu antioksidan
enzimatik, dan metaloenzim dalam tubuh, aktivitasnya tergantung pada
kofaktor logam Cu, Fe, Zn, dan Mn. SOD adalah metaloenzim yang
mengkatalisis reaksi reduksi radikal anion superoksida menjadi hidrogen
peroksida (H202), dan oksigen (O2). Enzim ini bersifat tidak stabil
terhadap panas, cukup stabil pada kondisi basa (PH 6,5-7,5), dan masih
mempunyai aktivitas walaupun disimpan sampai 5 tahun pada suhu 5°C.’

SOD merupakan salah satu antioksidan endogen. Anti oksidan
endogen adalah antioksidan yang diproduksi oleh tubuh manusia sebagai
penangkal radikal bebas eksogen maupun radikal bebas endogen.
Antioksidan enzimatik disebut juga antioksidan sekunder, yaitu
antioksidan yang berfungsi menangkap radikal bebas dan menghentikan
pembentukan radikal bebas.’

SOD merupakan salah satu antioksidan enzim yang terdapat dalam
tiga isoform di dalam tubuh yang masing-masing merupakan produk gen
yang berbeda, tetapi mengkatalisis reaksi yang sama, yaitu mengubah
anion superoksida (O2") menjadi hidrogen peroksida dan oksigen. Ketiga
isoform SOD tersebut adalah sitosolik atau tembaga-seng SOD (CuZn-

SOD atau SOD1), mangan SOD (Mn-SOD atau SOD2) yang terletak
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dalam mitokondria, dan suatu ekstraselular dari CuZn-SOD (EC-SOD atau
SOD3).’

SOD adalah enzim yang sangat terkonservasi, banyak diekspresikan
dalam sitoplasma organisme aerob dan berperan penting dalam
melindungi sel dari stres oksidatif.>> SOD merupakan enzim yang
mengkatalisis dismutasi radikal superoksida. Radikal ini dihasilkan dalam
banyak proses seluler.!

Dalam fibroblas, Cu/Zn SOD tampaknya terlokalisasi dalam
peroksisom. Menanggapi stres oksidatif, kadar H>O. yang tinggi
mendorong translokasi nuklir Cu/Zn SOD dan sebagai faktor transkripsi,
enzim mengatur ekspresi resistensi oksidatif dan gen perbaikan.®2

2.3.2 Peran SOD

Kulit manusia merupakan gabungan antara mekanisme pertahanan
antioksidan enzimatik dan non enzimatik terhadap ROS. Enzim katalase,
glutation peroksidase, dan superoksida dismutase (SOD) adalah contoh
antioksidan enzimatik. Antioksidan yang berfungsi melalui enzim
menstabilkan H202. H20> yang kurang reaktif terhadap ROS, dihasilkan
oleh enzim superoksida dismutase. Pemecahan selanjutnya dari hidrogen
peroksida menjadi air dan oksigen akan terjadi karena katalase dan GSH
(Gluthation) peroksidase.®

Antioksidan merupakan inhibitor pada proses oksidasi, bahkan pada
konsentrasi yang relatif kecil, tubuh memiliki mekanisme pertahanan

terhadap pembentukan ROS dengan membentuk antioksidan.
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Antioksidan bekerja dengan cara berbeda terhadap proses oksidatif
yaitu scavenging radikal bebas secara enzimatik atau dengan reaksi kimia
langsung, scavenging radikal lipid peroksil, berikatan dengan ion logam
dan memperbaiki kerusakan oksidatif. Antioksidan berfungsi menarik atau
melepaskan elektron untuk menetralisir ROS, sehingga radikal bebas
menjadi stabil dan menghambat terjadinya oksidasi.

Pada penerapannya antioksidan terdiri atas antioksidan enzimatik
dan nonenzimatik. Antioksidan enzimatik yang terdapat pada kulit yaitu
superoksida dismutase (SOD), katalase dan glutation peroksidase (GSH
peroksidase). Sedangkan antioksidan non enzimatik adalah vitamin C
(asam askorbat), vitamin E (alfa tokoferol), vitamin A (retinoid) dan
ubiquinon.®

Agen eksogen dan endogen sel kulit menghasilkan ROS, yang
kadarnya berlebihan dapat menyebabkan kerusakan sel. ROS memodulasi
jalur pensinyalan MAP yang mengarah ke aktivasi faktor transkripsi AP-1
(protein aktivator-1) dan NF-kB. Mereka juga menginduksi : penurunan
sintesis prokolagen melalui pemblokiran pensinyalan TGF-B/SMAD;
peningkatan proses inflamasi; dan peningkatan degradasi kolagen melalui
sintesis MMPs degenerasi matriks. Selanjutnya, ROS memungkinkan
faktor nuklir Nrf2 untuk melepaskan diri dari penghambat sitoplasmanya,
keap-1, untuk mentranslokasi ke nukleus dan mengaktifkan transkripsi gen
antioksidan. a-MSH juga distimulasi oleh ROS untuk mengaktifkan jalur

dependen Nrf2 dan kemudian terjadi peningkatan ekspresi gen
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antioksidan. Jalur Nrf2 diaktifkan tidak hanya pada sel kulit yang berbeda

seperti keratinosit dan melanosit, tetapi juga pada fibroblas.3!*
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Gambar 2.3. Skema pensinyalan/efek ROS dan sistem pertahanan pada
kulit.®

Penelitian yang dilakukan oleh Kim HY, et all, mengungkapkan
bahwa SOD menekan produksi ROS yang diinduksi UVB, secara signifikan
menghambat sistesis melanin melalui reseptor endhotelin-1 (ET-1)/
endothelin B, protein kinase C, reseptor melanocortin 1 (MC1R)/ protein
kinase A, Wnt7a/B-catenin, dan jalur mitogen aktivasi protein kinase, yang
dapat menurunkan ekspresi microphthalmia-associated transcription factor
(MITF), tirosinase, protein tirosinase-1 dan tautomerse dopakrom, yang

pada akhirnya mencegah produksi melanin pada sel melanosit.?
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2.4 Radiasi sinar UV pada kulit

Radiasi UV adalah bagian tak terlihat dari spektrum cahaya yang
memiliki panjang gelombang antara sinar tampak dan sinar-X. Berdasarkan
panjang gelombangnya, sinar UV dibagi menjadi UV-A (320-400 nm), UV-B
(280-320 nm) dan UV-C (200-280 nm).*

Radiasi ultraviolet dengan sifat penting dari molekul pengion dan
menginduksi reaksi kimia membuatnya terpisah dari sinar tampak dan
karenanya, bertindak sebagai mutagen lingkungan yang kuat melalui
komponen seluler yang merusak, yang menyebabkan penyakit yang dimediasi
kekebalan dan secara negatif dapat menyebabkan penyakit fatal seperti
kanker.*

Respon akut kulit terhadap UVR adalah peradangan, seperti eritema dan
edema, serta kerusakan DNA dan mitokondria yang disebabkan oleh ROS.
Secara keseluruhan, paparan kronis terhadap UVR menghasilkan peningkatan
oksidase nicotinamide adenine -dinucleotide phosphate (NADPH) dan
menghasilkan ROS, yang meningkatkan peradangan, sitokin, kemokin, dan
penuaan kulit.?® Peradangan kronis dan persisten yang disebabkan oleh UVR
dapat melemahkan mekanisme pertahanan kulit dan menurunkan serat kolagen
dan elastin, dan pada akhirnya menyebabkan penuaan dini.?®

Iradiasi UVB menginduksi sitokin pro-inflamasi termasuk interleukin-1
(IL-1) dan tumor necrosis factor-o (TNF-a) di kulit. TNF-0 merangsang
kemotaksis sel inflamasi pada kulit. Sel-sel ini mengeluarkan metaloproteinase

(MMPs) dan enzim lain yang merusak matriks kulit.*
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Radiasi UV memicu meningkatkan ROS menyebabkan peningkatan
sitokin inflamasi, Growht Factor dan reseptop aktivator (peningkatan NF-kB
dan AP1, penurunan TGF-p), sehingga terjadi penurunan produksi kolagen,
peningkatan kerusakan kolagen, peningkatan akumulasi elasatin yang ditandai
sebagai fhotoaging, solar elastosis, wrinkel, telangiektasis dan pigmentasi.®

Iradiasi UVB menyebabkan defek fungsional pada imunitas yang
diperantarai sel melalui perubahan profil sitokin inflamasi epidermal,
penekanan fagositosis dan meningkatkan produksi ROS oleh Kkeratinosit,
penurunan presentasi antigen oleh sel Langerhans, induksi penipisan limfosit
dini dan sel T akhir. Proliferasi, Selanjutnya, paparan UVB pada kulit
menyebabkan peningkatan generasi ROS yang dapat merusak DNA dan

memulai apoptosis, cedera sel dan melanogenesis.*

2.5 Tanaman sukun
Tumbuhan yang termasuk dalam genus Artocarpus dalam famili
Moraceae, sukun (Artocarpus altilis) tersebar luas di daerah tropis seperti
Malaysia dan Indonesia.®” Masyarakat di pulau Jawa memanfaatkan tanaman
ini untuk pertanian.®

Tanaman sukun mempunyai sistematika sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Divisio : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida

Ordo : Urticales
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Familia : Moraceae
Genus - Artocarpus
Spesies > Artocarpus communis

Tumbuhan yang berkerabat dengan sukun antara lain Mentawa, Kluwih,
Pintau, Cempedak, Selangking, Benda, Nangka, Monkey Jack, Klempatak,
Tampang, dan Betoh. Pohon dari tanaman sukun dapat tumbuh hingga setinggi
30 meter, namun biasanya tingginya hanya mencapai 12 hingga 15 meter.
Beberapa tanaman juga mengandung getah yang mudah mengalir.3®

Pohon sukun merupakan salah satu tanaman yang mudah didapatkan dan
secara empiris telah digunakan di masyarakat tertentu di Indonesia sebagai obat
tradisional. Ekstrak tumbuhan sukun memainkan peran penting dalam
kosmetik, antioksidan, antiinflamasi, antityrosinase dan antiaging. Penelitian
Luangpraditkun, et all tahun 2016, Artocarpus altilis telah digunakan sebagai
obat tradisional untuk penuaan kulit. Ekstrak dietil eter dari batang pohonnya
mengandung artocarpin sebagai senyawa utama. Artocarpin menunjukkan
banyak aktivitas biologis yang berguna untuk cosmeceutical.>®
2.5.1 Daun sukun (Folium)

Secara umum, daun memiliki belahan simetris dan urat daun
menyirip dan dapat soliter, bergantian, lonjong, atau panjang. Dengan
tepian daun bercabang dan ujung meruncing. Permukaan atas daun licin
dan berwarna hijau mengkilap, sedangkan bagian bawah kasar, berbulu,

dan berwarna kusam. Panjang daun antara 50 dan 70 cm dan lebar 25
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hingga 50 cm dan tebal .*°

Gambar 2.4. Daun sukun

Salah satu antioksidan alami yang ditemukan pada tanaman daun
sukun adalah bahan kimia flavonoid, yang berfungsi sebagai pertahanan
terhadap jamur dan radiasi UV yang dapat merusak tumbuhan. Flavonoid
dan fenolat merupakan salah satu komponen dalam daun sukun, memiliki
kemampuan berperan sebagai antioksidan alami dan memerangi radikal
bebas, juga menghambat enzim tyrosinase.*°

2.5.2 Ekstraksi Daun sukun

Ekstraksi adalah proses pemisahan suatu bahan dari campurannya
dengan menggunakan pelarut yang sesuai.** Semakin lama waktu
maserasi maka kadar flavonoid terekstrak semakin banyak. Hal ini
dikarenakan kontak antara bahan dan pelarut bertambah lama sehingga
kemampuan pelarut untuk mengambil flavonoid dalam bahan semakin
optimal. Rendemen ekstrak semakin meningkat sampai konsentrasi
etanol 70 % dan rendemen ekstrak yang diperoleh menurun pada

konsentrasi etanol 80% dan 90%. Semakin meningkat kelarutannya
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hingga konsentrasi etanol 70% dan mengalami penurunan setelah
konsentrasi etanol 70%. Pelarut etanol 70 % merupakan pelarut yang
cocok untuk melarutkan senyawa flavonoid.*?
2.5.3 Ekstraksi Serum Daun sukun
Serum adalah sediaan yang mengandung bahan aktif konsentrasi
tinggi, dapat meresap lebih dalam ke kulit untuk menghantarkan bahan
aktif viskositas yang rendah dan menghasilkan lapisan tipis pada

permukaan kulit.?°

2.6 Hubungan Flavonoid dengan kadar TNF-a

Flavonoid adalah antioksidan eksogen, berfungsi mengurangi spesies
reaktif dengan menghambat sintase nitrat oksida (NO), sintase xanthine oksida,
atau mengatur saluran ion. Memodulasi enzim yang terlibat dalam mekanisme
oksidatif.** Selain itu, flavonoid mengurangi oksidasi low-density lipoprotein
(LDL) oleh peroksinitrit yang dihasilkan oleh interaksi ion NO dan superoksida
yang diinduksi oleh makrofag aktif.** Apigenin juga diamati untuk mengurangi
penanda stres oksidatif seperti glutation peroksidase, malondialdehida, dan
superoksida dismutase dan aktivasi caspase-3 juga diturunkan.*®

Flavonoid dengan sifat anti-inflamasi dapat berinteraksi dengan banyak
molekul yang terlibat dalam jalur inflamasi dan menurunkan aktivitas sitokin,
kemokin dan juga enzim inflamasi.** Dalam flavonoid, apigenin terbukti
menurunkan tingkat mMRNA yang diinduksi oleh TNF-a dan dengan demikian

menurunkan ekspresi molekul adhesi antar sel-1 (ICAM-1), E-selektin, dan
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molekul adhesi sel vaskular-1 (VCAM-1) pada sel endotel. Juga diamati bahwa
sel-sel yang diberi perlakuan sebelumnya dengan apigenin menunjukkan
penghambatan yang diinduksi oleh TNF-a, IL-1, IL-6, dan juga prostaglandin
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Gambar 2.5. Jalur inflamasi utama yang ditargetkan oleh flavonoid.*

Aktivitas molekuler flavonoid termasuk penghambatan faktor
transkripsi seperti NF-kB dan mengaktifkan protein-1 (AP-1), serta aktivasi
faktor nuklireritroid 2 terkait faktor 2 (Nrf2).%® Flavonoid menghambat kinase
terminal c-Jun N dan Kkinase yang diatur sinyal ekstraseluler, sehingga
menghambat aktivitas MAPK dan AP-1 dan NFxB. Katekin juga menghambat
MAPK, AP-1, dan NF-kB dengan menghambat c-Jun N terminal kinase dan
p38 kinase.*®

Sebagian besar flavonoid menargetkan jalur NF-kB, MAPK, ERK, dan
Akt untuk mengurangi peradangan dan stres oksidatif. Flavonoid mampu

mereduksi sitokin inflamasi seperti TNF-a, IL-6, IL-8, IL-1B, IL-17, dan IFN-
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y. Mereka juga efisien dalam mereduksi enzim seperti iNOS, COX2,
glukuronidase, dan lisozim. Mereka bertindak pada apoptosis dan
kelangsungan hidup sel, yang mengarah ke peningkatan jalur Nrf2 dan AMPK
dan enzim antioksidan seperti glutathione-S-transferase (GST), Heme-
oxygenase-1, SOD, dan CAT. Ini memainkan peran penting dalam mengurangi

penyakit terkait peradangan.**

2.7 Hubungan Flavonoid dengan kadar SOD
Spesies oksigen reaktif (ROS) diproduksi dalam tubuh manusia terutama
sebagai produk sampingan dari rantai transpor elektron. Mereka sangat penting
untuk fosforilasi- protein, inisiasi berbagai faktor transkripsi, apoptosis,
imunitas, dan proses diferensiasi. Namun, ROS juga menyebabkan stres
oksidatif saat bereaksi dengan molekul seperti lipid, protein, atau asam nukleat.
Peroksidasi lipid oleh ROS menyebabkan kerusakan membran sel. Membran
ini memiliki potensial, dengan muatan positif di luar sel, dan muatan negatif di
dalam sel. Kerusakan membran mengubah potensial membran sel dan tekanan
sosmotik sel, akhirnya menyebabkan kematian sel dan fotoaging.*®
Flavonoid berperan sebagai antioksidan eksogen dan langsung dioksidasi
olen radikal membentuk spesies yang kurang reaktif melalui empat
mekanisme, yaitu (1) penghambatan aktivitas sintase nitrat oksida, (2)
penghambatan aktivitas xantin oksidase, (3) modulasi jalur jalur, atau dengan
(4) berinteraksi dengan sistem enzim lain.*®

Flavonoid mengaktifkan jalur antioksidan yang memberikan efek anti-
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inflamasi. Mereka menghambat sekresi enzim seperti lisozim dan f3-
glukuronidase dan menghambat sekresi asam arakidonat, yang mengurangi
reaksi inflamasi. Flavonoid seperti quercetin, genistein, apigenin, kaempferol,
dan epigallocatechin 3-gallate memodulasi ekspresi dan aktivasi sitokin seperti
interleukin-1beta (IL-1B), Tumor necrosis factoralpha (TNF-a), interleukin-6
(IL-6), dan interleukin-8 (IL-8); mengatur ekspresi gen dari banyak molekul
pro-inflamasi seperti faktor nuklir kappa-penambah rantai cahaya sel B
teraktivasi (NF-xB), protein aktivator-1 (AP-1), molekul adhesi antar sel-1
(ICAM), sel vaskular molekul adhesi-1 (VCAM), dan E-selektin; dan juga
menghambat inducible nitric oxide (NO) synthase, cyclooxygenase-2, dan

lipoxygenase, yang merupakan enzim pro-inflamasi.**

2.8 Peran TNF-a dan SOD pada pencerahan kulit

Kulit tersusun dari beberapa layer termasuk stratum corneum, epidermis
dan dermis, keinginan alami untuk tampil cantik, terutama pada wanita yang
Kini lebih sadar akan pentingnya perawatan kulit dan warnanya. Paparan sinar
matahari adalah faktor utama yang menyebabkan kulit menjadi lebih gelap.
Penggunaan produk kimia digunakan untuk mengurangi hiperpigmentasi kulit
dengan berbagai mekanisme, termasuk menurunkan jumlah melanin, yang
dikenal sebagai agen pencerah kulit. Saat ini mencerahkan kulit adalah salah
satu prosedur paling umum untuk menghambat pigmentasi pada kulit. Agen
pencerah kulit ini telah banyak menjadi perhatian di bidang kosmetik untuk

dikembangkan oleh para peneliti dan industri farmasi.*’
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Radiasi ultraviolet menginduksi melanogenesis melalui p53 memicu
peningkatan ekspresi proopiomelanocortin (POMC) untuk mensekresikan o-
MSH yang mengatur ekspresi MITF, selanjutnya memicu enzim tyrosinase,
Tyrpl dan Tyrp2. Selain itu, radiasi UV meningkatkan produksi spesies
oksigen reaktif (ROS) dalam sel keratin dan melanosit, dan pada
konsentrasi tinggi ROS menyebabkan kerusakan DNA, mengaktifkan p53
lebih lanjut, dan dengan demikian memicu melanogenesis.®

SOD menekan produksi ROS yang diinduksi UVB, secara signifikan
menghambat sintesis melanin melalui reseptor endhotelin-1 (ET-1)/ endothelin
B, protein kinase C, reseptor melanocortin 1 (MC1R)/ protein kinase A,
Wnt7a/B-catenin, dan jalur mitogen aktivasi protein Kinase, yang dapat
menurunkan ekspresi microphthalmia-associated transcription factor (MITF),
tirosinase, protein tirosinase-1 dan tautomerse dopakrom, yang pada akhirnya

mencegah produksi melanin pada sel melanosit.®
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Gambar 2.6. Kaskade transduksi sinyal umum askematik dari melanogenesis pada
manusia.®

Efek whitening dapat dicapai dengan mengganggu selama proses
sintesis melanin. Karena tirosin adalah enzim yang sangat penting dalam
proses melanogenesis, dan memainkan peran kunci dalam proses ini, maka
menjadi target dalam pemutihan kulit. Selain itu juga dapat terjadi dengan
memodulasi MC1R, menghambat ROS, penghambatan transfer melanosom

atau dengan meningkatkan penyebaran melanin. 4’



BAB 111
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN
HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka teori

Radiasi UVB menyebabkan kerusakan DNA dengan memproduksi ROS
oksidatif, mengaktivasi beberapa jalur sintesis melanin, inaktivasi jalur sintesis
kolagen dan proses inflamasi.*® Peningkatan ROS menyebabkan pelepasan MMP
yang memecah protein matriks ekstraseluler (ECM) seperti kolagen, fibronektin,
elastin, dan proteoglikan, yang semuanya berkontribusi terhadap photoaging.*®
Peningkatan spesies oksigen reaktif (ROS) mempercepat penuaan kulit dengan
meningkatkan proliferasi melanosit dan sintesis melanin.>® TNF-a adalah suatu
sitokin yang memiliki peran penting dalam pembentukan melanin melalui jalur NF-
KB.Y

Enzim antioksidan yang sangat penting dalam menekan tingkat ROS seperti
Superoksida dismutase ekstraseluler (SOD), merupakan salah satu faktor
terpenting dalam mengurangi produksi melanin akibat radiasi matahari.® Daun
sukun mengandung senyawa flavonoid memiliki potensial dalam menghambat
tirosinase, yaitu polifenol yang dapat mecerahkan kulit. Flavonoid adalah salah satu
dari polifenol memiliki peran besar dalam aktifitas penghambat tirosinase.*
Flavonoid adalah senyawa fenolik alam dari metabolit sekunder yang dijumpai
pada tanaman hijau, berpotensi menjadi sebagai penghambat tirosinase. Tirosinase
merupakan enzim yang berperan dalam proses pembentukan melanin (zat warna

kulit). Sintesis melanin yang berlebihan dapat memberikan dampak yang kurang
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disukai dimana kulit menjadi gelap.’

Dari mekanisme diatas, dapat disusun kerangka teori sebagai berikut:

Paparan UVB

Serum ekstrak daun sukun

A

Kadar Flavonoid

v

Kadar SOD

ROS 1 |7
L y
Keratinosit _ Stress
Epidermal | Oksidatif
\ 4
Kerusakan DNA
|
¥ v
Aktivasi P53 Aktivasi AP1

Ekspresi POMC

v

'

Ekspresi NF-xB

Ekspresi o-MSH

v

|

Aktifasi MC1R

Kadar TNF-a

.

EDNL1, SCF

MITF, Tyrosinase

Gambar 3.1.

Aktivasi melanosit

v

Jumlah melanin

v

Kecerahan kulit <

Skema kerangka teori
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3.2 Kerangka konsep

Dosis serum ” Kadar TNF-a
ekstrak daun
sukun L
Kadar SOD

Gambar 3.2. Skema kerangka konsep

3.3 Hipotesis
a. Terdapat pengaruh pemberian serum ekstrak daun sukun (Artocarpus
Altilis) terhadap kadar TNF-a pada kulit marmut yang dipapar sinar UVB.
b. Terdapat pengaruh pemberian serum ekstrak daun sukun (Artocarpus
Altilis) terhadap kadar SOD pada kulit marmut yang dipapar sinar UVB.
c. Terdapat pengaruh pemberian serum ekstrak daun sukun (Artocarpus
Altilis) terhadap kadar TNF-o dan kadar SOD antara kelompok kontrol

dengan kelompok perlakuan.



BAB IV
METEDOLOGI PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental in vivo
dengan rancangan post test only control group design yang menggunakan hewan
coba marmut (Cavia porcellus) jantan sebagai subjek penelitian, dengan berat
badan antara 300-350 gram. Validasi dengan pemeriksaan Mexameter pada
hari ke-29 sebelum dilakukan terminasi, dan pemeriksaan Histopatologi.

Perlakuan pada penelitian ini terdiri dari :

a. Kontrol Sham (marmut sehat, yang tidak dipapar UVB dan tidak diberi
perlakuan).

b. Kontrol Negatif (marmut dipapar sinar UVB dosis 65 mJ/cm? selama 130
detik, 3x perminggu selama 28 hari, dan diberi perlakuan base serum).

c. Perlakuan 1 (marmut di aplikasikan serum ekstrak daun sukun 2% 20 menit
sebelum dipapar sinar UVB dosis 65 mJ/cm? selama 130 detik, setelah 4
jam paparan aplikasikan kembali serum ekstrak daun sukun 2%, perlakuan
3x perminggu selama kurun 28 hari).

d. Perlakuan 2 (Marmut di aplikasikan serum ekstrak daun sukun 4% 20 menit
sebelum dipapar sinar UVB dosis 65 mJ/cm? selama 130 detik, setelah 4
jam paparan aplikasikan kembali serum ekstrak daun sukun 4%, perlakuan
3x perminggu selama kurun 28 hari).

e. Perlakuan 3 (Marmut di aplikasikan serum ekstrak daun sukun 6% 20 menit

sebelum dipapar sinar UVB dosis 65 mJ/cm? selama 130 detik, setelah 4

29
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jam paparan aplikasikan kembali serum ekstrak daun sukun 6%, perlakuan

3x perminggu selama kurun 28 hari).

KS UVB(-), P(-) » 01
KN UVvB KN 02
S > A R P1 UvB » Pl » O3

P2 UvB P2 » O4
P3 uvB P3 05

Keterangan :

S = Sampel KN = Kontrol negatif

A = Adaptasi P = Perlakuan

R = Randomisasi O = Observasi

KS = Kontrol ' Sham

Gambar 4.1. Alur rancangan penelitian

4.2. Variabel dan Definisi Operasional
4.2.1.Variabel Penelitian
a. Variabel Bebas
Sebagai variabel bebas dalam penelitian ini adalah serum ekstrak
daun sukun dengan dosis 2%, 4%, dan 6%.
b. Variabel Terikat
Sebagai variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar TNF-a dan

kadar SOD
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4.2.2. Definisi Operasional

a. Serum ekstrak daun sukun
Serum ekstrak daun sukun diperoleh dengan cara maserasi. Metode
maserasi menggunakan pelarut etanol 70%. Hasil maserasi disaring
kemudian diuapkan pelarutnya dengan menggunakan rotary
evaporator, sehingga dapat ekstrak kental yang bebas dari pelarut.
Ekstrak yang dihasilkan selanjutnya dibuat dalam tiga formulasi 2%,
4% dan 6%, dengan menambahkan bahan tambahan yang terdiri dari
. carbomer, trietanolamin dan glyserin Ditambahkan bahan-bahan
lain seperti : natrium benzoate, dinatrium EDTA sebagai pengikat
dan aquadest sebagai pembawa. Dalam formulasi fase minyak yang
dipilih yaitu carbomer, karena memiliki sifat pembentuk basis yang
baik dalam proses pembuatan serum.
Skala : rasio.
Satuan : persen

b. Kadar TNF-a
Kadar TNF-a adalah TNF-a yang terkandung pada jaringan kulit
sampel marmut setelah perlakuan dengan serum dan paparan UVB
diambil pada hari ke-29. Kadar TNF-o didapat dengan analisis
menggunakan metode ELISA dengan prosedur menyesuaikan
sampel dari jaringan kulit secara lokal.
Skala : rasio.

Satuan : ekspresi relatif (x)
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c. Kadar SOD
Kadar SOD adalah SOD yang terkandung pada jaringan kulit sampel
marmut setelah perlakuan dengan serum dan paparan UVB diambil
pada hari ke-29. Kadar SOD didapat dengan analisis menggunakan
metode ELISA dengan prosedur menyesuaikan sampel dari jaringan
kulit secara lokal.
Skala : rasio.

Satuan : ekspresi relatif (x).

4.3. Subjek dan Sampel Penelitian
4.3.1.Subjek Penelitian
Subjek yang digunakan dalam penelitian ini- adalah marmut (Cavia
porcellus) jantan, berusia 2-3 bulan, dengan berat badan 300-350 gram,
yang dinyatakan sehat dan layak digunakan untuk penelitian. Diadaptasi
selama 7 hari di Laboratorium hewan coba Integrated biomedical
laboratorium (IBL) Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
4.3.2. Sampel penelitian
4.3.2.1. Kriteria inklusi
Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
a. Marmut jantan kondisi sehat
b. Berat badan antara 300-350gram

c. Berumur 2-3 bulan
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4.3.2.2. Kriteria Eksklusi

Kriteria Eksklus pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

a. Marmut yang tidak sehat, memiliki kelainan anatomi tubuh

b. Terdapat luka pada bagian kulit marmut

c. Marmut dengan usia yang sudah tua
4.3.2.3. Kriteria Drop Out

Marmut terkena infeksi atau mati selama perlakuan penelitian.

4.3.2.Cara Pengambilan Sampel penelitian
Pengambilan sampel penelitian dilakukan secara acak. Marmut dibagi
menjadi 5 kelompok yaitu : Sham (marmut sehat), Kontrol Negatif
(Marmut hanya dipapar UVB), Perlakuan 1 (Marmut dipapar UVB
dengan perlakuan serum ekstrak daun sukun 2% diberikan secara
topikal), Perlakuan 2 (Marmut dipapar UVB dengan perlakuan serum
ekstrak daun sukun 4% diberikan secara topikal), dan Perlakuan 3
(Marmut dipapar UVB dengan perlakuan serum ekstrak daun sukun 6%
diberikan secara topikal).
4.3.2.Besar Sampel
Sampel minimal menggunakan kriteria World Health

Organization (WHO). Total sampel pada penelitian ini berjumlah 30 ekor
marmut, yang dibagi kedalam 5 kelompok, masing-masing kelompok
berjumlah 6 ekor. Pengambilan sampel dilakukan 1 kali pada hari ke-8
dengan cara randomisasi.

Besar sampel yang diperlukan dalam penelitian ini menggunakan
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rumus sampel eksperimental dari Federer, dengan rumus :>
(t-1)(n-1)>15
(5-1)(n-1)>15
dn-4>15
4n>19
n > 4,75 - ditetapkan sampel 6 ekor setiap kelompok
keterangan : t = banyaknya perlakuan

n = banyaknya sampel setiap perlakuan

4.4. Instrument dan Bahan Penelitian
4.4.1. Instrumen Penelitian
Penelitian ini menggunkan peralatan antara lain:

a. Microplate reader
b.  Inkubator 37°C
c. Mikropipet
d. Tip
e. Gelas Beker

f.  Mikrotube 1,5 mL

g. Tissue

h.  Marker Ink
i. Rakslides
j.  Rakcelup

k. Humidity chamber
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Microwave
Deck glass
Entellan
Tissue

Timer

4.4.2 Bahan Penelitian

Bahan dan reagensia yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

a.

b.

Parafilm
Larutan H202 3%

Etanol konsentrasi 70%, 80%, 90%, 100% I, 100% II

. Xylene

PBS

Citrate buffer

. ELISA Kit SOD
. ELISA Kit TNF-a
. Sampel jaringan kulit marmut

. Aguades

4.5. Cara penelitian

4.5.1. Perolehan Ethical clearance

Ethical clearence penelitian diajukan Fakultas Kedokteran Universitas

Islam Sultan Agung Semarang.
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4.5.2.Skrining dan Uji Flavoinoid

Prosedur Skrining dan uji flavonoid yaitu :

1.

0l

Analisis flavonoid dilakukan menggunakan reagen larutan standar
kuersetin Konsentrasi 2ppm, 4ppm, 6ppm, 8ppm, ddan 10 ppm.
Pengukuran absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis
dengan panjang gelombang 415 nm.

Absorbansi yang dilakukan untuk pengujian flavonoid dilakukan dengan
variasi konsentrasi etanol yaitu 60%, 70%, 80%, 90% dan 99,8% serta
variasi waktu masserasi yaitu 24 jam, 30 jam, 36 jam, 42 jam dan 48 jam.
Hasil nilai absorbansi dimasukan sebagai nilai x pada persamaan regresi
kurva standart.

Didapat hasil kadar flavonoid daari daun sukun.

4.5.3.Cara Membuat Ekstrak Daun Sukun

Pembuatan ekstrak daun sukun dilakukan masserasi dengan ethanol 70%.

Prosedurnya sebagai berikut :

1.

Pemilihan daun sukun yang akan diekstrak, dilakukan pengeringan dengan
oven suhu 35°C.

Pembuatan masserasi dengan menghaluskan daun sukun dengan blender
hingga 40 mess.

Setelah didapat serbuk daun sukun, dilakukan ekstraksi menggunakan
etanol 70%.

Proses penyaringan dengan kertas saring hingga didapat filtrasi.
Penguapan etanol dengan vacuum rotary evaporator untuk memisahkan
flavonoid dengan etanol

Didapat hasil flavonoid dari daun sukun.
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4.5.4.Cara Membuat Serum Ekstrak Daun Sukun,>?

1.

Carbomer (basis) ditimbang sesuai jumlah lalu dikembangkan
dengan air panas suhu 80°C selama 5 jam.

Carbomer yang telah mengembang diaduk dan ditambahkan TEA
hingga mengental

Natrium benzoat dan dinatrium EDTA dilarutkan ke dalam gliserin
kemudian dicampurkan ke dalam basis

Esktrak daun sukun (dibuat base serum dan sediaan 3 formula serum
ekstrak daun sukun dengan konsentrasi 2%, 4% dan 6%), dilarutkan
dengan 5 mL etanol 70% kemudian ditambahkan ke dalam
campuran basis dan diaduk hingga homogen

Serum yang. terbentuk dilakukan berbagai pengujian yaitu pH,

viskositas, daya sebar dan daya lekat.

4.5.5. Penetapan dosis

Dosis pemberian-ekstrak serum daun sukun secara topical

ditentukan sebelum penelitian dilakukan berdasarkan pada studi literatur.

Penelitian sebelumnya menyatakan : pemberian krim ekstrak daun sukun

(Artocarpus altilis) 3% dapat mencegah peningkatan melanin kulit pada

marmut (Cavia procellus) yang dipapar sinar UVB. Pemberian krim

ekstrak daun sukun (Artocarpus altilis) 3% sama efektifnya dengan krim

hidrokuinon 4% dalam mencegah peningkatan jumlah melanin kulit

marmut.’® Pada penelitian lain secara eksprimental in vitro yang

dilakukan oleh Sholikha M, dkk., menegaskan bahwa : gel ekstrak sukun
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kadar 2%, 4%, dan 6% menghambat tyrosinase dengan substrat L-Dopa,

dengan formaula secara berurutan 40,35%, 39,11% dan 37,21%.%°

Pada penelitian ini menggunakan dosis 2%, 4% dan 6% serum

ekstrak daun sukun yang dioles secara topical pada kulit marmut yang

dipapar sinar UVB.

4.5.6.Penyinaran UVB dan Perlakuan

1.

2.

Marmut diadaptasi 7 hari di tempat penelitian.

Bulu marmut pada bagian punggung dicukur dengan diameter 2 cm.
Punggung marmut dipapar sinar UVB menggunakan lampu Exo Terra
Reptile UVB 150-25 W Desert Terrarium Bulb, yang dikalibrasi
dengan radiometer FLUX; berjarak 15 cm; selama 130 detik;
dilakukan 3x perminggu (hari senin, rabu dan jum’at); dengan dosis
tunggal 65 mJ/em? selama 4 minggu, sehingga dosis total selama 28

hari didapatkan 780 mJ/cm?2°3°4

. Kontrol Sham, marmut sehat tidak diberi perlakuan.

Kontrol Negatif, diberi perlakuan dengan base serum secara topical
20 menit sebelum dipapar UVB, dan 4 jam setelah dipapar UVB.

Marmut Perlakuan 1 diberikan serum ekstrak daun sukun 2% secara
topical 20 menit sebelum dipapar UVB, dan 4 jam setelah dipapar

UVB.

. Marmut Perlakuan 2 diberikan serum ekstrak daun sukun 4% secara

topical 20 menit sebelum dipapar UVB, dan 4 jam setelah dipapar

UVB.



39

8. Marmut Perlakuan 3 diberikan serum ekstrak daun sukun 6% secara
topical 20 menit sebelum dipapar UVB, dan 4 jam setelah dipapar
UVB.

9. Pada hari ke-29 dilakukan teminasi untuk diambil sampel jaringan
kulitnya.

4.5.7.Pengambilan Sampel Jaringan Untuk Pemeriksaan ELISA

Marmut pada hari ke-29 diterminasi menggunakan cairan

kloroform yang telah dibasahi pada kapas, kemudian dimasukkan ke
dalam wadah tertutup. Selanjutnya diambil sampel jaringan dengan
cara bisopsi pada bagian punggung dengan ukuran 1x1 cm sampai
subkutan, ketebalan kira-kira 2 mm.#% Sampel jaringan dimasukkan ke
dalam tabung dan direndam dengan cairan PBS, kemudian disimpan
dalam freezer suhu -80° sehingga proses analisis ELISA dapat
dilakukan.

5.5.8. Prosedur Pemeriksaan ELISA TNF-a dan SOD

1. Siapkan semua reagen, larutan standar dan sampel sesuai instruksi.
Bawa semua reagen ke suhu ruang sebefum digunakan. Pengujian
dilakukan pada suhu ruang.

2. Tentukan jumlah strip yang diperlukan untuk pengujian. Masukkan strip
yang tersisa ke dalam alumunium zip untuk disimpan.

3. Strip yang tidak digunakan harus disimpan pada suhu 2-8°C.

4. Tambahkan 50ul standar ke sumuran standar. Catatan: Jangan

menambahkan antibodi ke standar karena larutan standar
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mengandung antibodi terlabel biotin.

5. Tambahkan 40ul sampel yang sudah disonikator, dan dilisiskan
dengan PBS ke sumuran sampel lalu tambahkan 10ul antibodi anti
TNF-a atau SOD ke sumuran sampel, lalu tambahkan 50ul
streptavidin-HRP ke sumuran sampel dan sumur standar (Bukan
sumuran blanko). Campur dengan baik. Tutupi plate dengan sealer.
Inkubasi 60 menit pada suhu 37°C.

6. Lepaskan sealer dan cuci sumuran 5 kali dengan wash buffer
setidaknya 0,3 ml selama 30 detik hingga 1 menit untuk setiap
pencucian.

7. Tambahkan 50ul larutan substrat A ke masing-masing sumuran dan

kemudian tambahkan 50p1 larutan substrat B ke setiap sumuran.

8. Inkubasi plate yang ditutup dengan sealer baru selama 10 menit pada
suhu 37°C di tempat gelap.
9. Tambahkan 50ul Stop Solution ke masing-masing sumuran, warna
biruakan langsung berubah menjadi kuning.
10. Tentukan nilai OD masing-masing sumuran menggunakan
microplate reader yang diset pada 450 nm dalam waktu 10 menit

setelah menambahkan stop solution.

4.6. Tempat dan waktu penelitian
Penelitian dilaksanakan di laboratorium IBL FK Unissula, Rencana riset

dilaksanakan bulan September-Nopember 2023.
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4.7. Analisis data

Data yang diperoleh terlebih dahulu dilakukan pemprosesan, disunting,
dan ditabulasi, dengan menggunakan aplikasi dekstop SPSS for windows.
Kemudian dilakukan uji normalitas data mempergunakan Shapiro Wilk test dan
pengujian varian data mempergunakan Levene test (p>0,05). Untuk
mengetahui perbedaan tiap kelompok digunakan uji One-way ANOVA
(p<0,05) dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui perbedaan
bermakna antar kelompok (p<0,05).

Jika didapatkan hasil penelitian dengan distribusi data tidak normal,
terlebih dahulu dilakukan transformasi data, jika distribusi data tetap tidak
normal setelah transformasi, maka dilanjutkan alternatif uji non-parametrik
dengan Kruskal Wallis test. Untuk mengetahui perbedaan antar kelompok

(p<0,05), dilanjutkan dengan Man Whitney test.



4.8. Alur penelitian

30 Ekor Marmut

Adaptasi (7 hari)

'

Randomisasi dan cukur bulu punggung
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Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
I I 11 v \%
(Kontrol (Kontrol (Serum (Serum (Serum
Sham) Negatif base ekstrak daun ekstrak daun ekstrak daun
serum) sukun 2%) sukun 4%) sukun 6%

A A 4

Aplikasi serum ekstrak daun sukun 20 menit sebelum paparan
sinar UVB setiap hari

\ 4

Dipapar sinar UVB 3x perminggu (Senin, Rabu dan Jumat) dengan dosis 65
mJ/cm? selama 130 detik, dalam kurun 28 hari (dosis total 780 mJ/cm?)
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metode ELISA bertujuan melihat kadar TNF-a dan SOD
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Hasil, Olah data dan kesimpulan

Gambar 4.2. Alur penelitian



BAB V
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Penelitina ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh pemberian serum
ekstrak daun sukun (Artocarpus Altilis) terhadap kadar TNF-o dan SOD pada
marmut yang dipapar sinar UVB. Studi eksperimental in vivo dilakukan selama
Bulan September-Nopember 2023 di laboratorium IBL FK Unissula Semarang.
Penelitian ini menggunakan hewan coba marmut (Cavia porcellus) jantan, berusia
2-3 bulan, dengan berat badan antara 300-350 gram. Bulu punggung marmut
dicukur dengan diameter 2 cm, kemudian dipapar sinar UVB menggunakan lampu
Exo Terra Reptile UVB 150-25 W Desert Terrarium Bulb, berjarak 15 cm, selama
130 detik, dilakukan 3x perminggu, dengan dosis tunggal 65 mJ/cm? selama 4
minggu, sehingga dosis total didapatkan 780 mJd/cm. Dilakukan randomisasi ke
dalam 5 kelompok penelitian yang terdiri dari : Kelompok | adalah Sham atau
hewan sehat; kelompok Il kontrol negatif yang dipapar sinar UVB dan diberikan
base serum; kelompok IlI diberikan perlakuan 1 (serum ekstrak daun sukun 2%);
kelompok 1V diberikan perlakuan 2 (serum ekstrak daun sukun 4%); dan kelompok
V diberikan perlakuan 3 (serum ekstrak daun sukun 6%). Setelah selesai perlakuan,
1 hari kemudian hewan coba diterminasi untuk diambil jaringan, dan selanjutnya
dilakukan pemeriksaan ELISA terhadap kadar TNF-a dan SOD, yang dibandingkan
antar kelompok penelitian. Adapun waktu penelitian berlangsung selama 5 minggu
(1 minggu hewan coba diadaptasi, dan 4 minggu berikutnya dipapar UVB dan

diberi perlakuan).
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5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Determinasi dan Ekstraksi Serum Daun Sukun

Daun sukun (Artocarpus Altilis) yang digunakan dalam penelitian ini
didapatkan dari perkebunan lokal kota Semarang. Determinasi bahan dilakukan di
Laboratorium Biologi Universitas Negeri Semarang.

Daun sukun dikeringkan dan dimaserasi dengan ethanol 70% selama 3 hari,
kemudian disaring menggunakan kertas saring, residu yang didapat dilakukan
proses remaserasi dengan sisa pelarut ethanol selama 2 hari untuk mengekstrak zat
aktif pada daun sukun. Filtrat yang didapat diuapkan menggunakan rotary
evaporator dan waterbath sehingga didapatkan ekstrak kental daun sukun. Pada
bagian akhir formulasi fase minyak yang dipilih adalah carbomer, karena memiliki
sifat pembentuk basis yang baik dalam proses pembuatan serum. Sediaan dibuat ke
dalam 1 base serum dan 3 dosis lainnya yaitu 2%, 4% dan 6%. Telah dilakukan uji
fitofarmaka, hasilnya menunjukkan : serum ekstrak daun sukun tersebut positif

mengandung alkaloid, flavonoid, saponin dan tanin.

5.1.2. Uji Mexameter dan gambaran Histopatologi sesudah perlakuan
5.1.2.1. Uji Mexameter sesudah perlakuan

Pada penelitian ini, dilakukan pemeriksaan menggunakan alat Mexamater
sesudah perlakuan penelitian pada semua kelompok. Setelah adaptasi hewan coba
salama 7 hari, dilajutkan perlakuan penelitian, kemudian dilakukan pengukuran
Mexameter setelah selesai perlakuan minggu ke-4 penelitian, atau sebelum marmut

diterminasi. Pemeriksaan ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan rerata indeks
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melanin setiap kelompok penelitian, hal ini dilakukan sebagai pembanding terhadap
pengukuran kadar TNF-a dan SOD masing-masing kelompok sesudah perlakuan.

Adapun hasil pengukuran Mexameter seperti terlihat pada tabel di bawah ini.

Tabel 5.1. Uji normalitas dan homogenitas indeks melanin setelah perlakuan setiap
kelompok penelitian.

Kelompok Rerata SD Shaphiro Wilk  Levene test One-way ANOVA

KS 337,57 48,36 0,664 0,879 0,000*
KN 422,47 38,25 0,482
P1 331,50 43,83 0,262
P2 280,67 45,69 0,187
P3 420,50 27,97 0,874

Tanda * = Bermakna signifikan (p<0,05)

Grafik 5.1. Nilai rerata indeks melanin setelah perlakuan setiap kelompok penelitian
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Berdasarkan tabel 5.1. dan Grafik 5.1. di atas didapatkan nilai rerata indeks
melanin tertinggi pada kelompok KN (kontrol negatif) yaitu 422,47 + SD 38,25.
Nilai rerata indeks melanin terendah pada kelompok perlakuan P2 (serum ekstrak

daun sukun 4%) yaitu 280,67 + SD 45,69; diikuti kelompok perlakuan P1 (serum



46

ekstrak daun sukun 2%) yaitu 331,50 £ SD 43,83. Jadi dalam hal ini perlakuan
serum ekstrak daun sukun 4% paling baik dalam mempengaruhi penurunan indeks
melanin, sementara pada dosis 6% kurang efektif. Data terdistribusi normal pada
semua kelompok penelitian dengan nilai p>0,05, varian data homogen dengan nilai
Levene test 0,879 (p>0,05). Pada uji One-way ANOVA didapatkan nilai 0,000

(p<0,05), kemudian dilanjutkan uji Post Hoc LSD.

Tabel 5.2. Perbedaan rerata indeks melanin antar kelompok penelitian setelah perlakuan

Kelompok KS KN Bl P2 P3
KS - 0,002* 0,802 0,025* 0,002*
KN 0,002* - 0,001* 0,000* 0,935
P1 0,802 0,001* - 0,044* 0,001*
P2 0,025* 0,000* 0,044* - 0,000*
P3 0,002* 0,935 0,001* 0,000* -

Tanda * = Bermakna signifikan (p<0,05)

Berdasarkan tabel 5.2 di atas didapatkan hasil uji Post Hoc LSD indeks
melanin sebagai berikut : Kelompok KS berbeda signifikan terhadap KN (p=0,002);
Kelompok KS berbeda signifikan terhadap P2 dan P3 (p2=0,025; p3=0,002);
namun Kelompok KS tidak berbeda signifikan terhadap P1 (p=0,802). Kelompok
KN berbeda signifikan terhadap P1 dan P2 (p1=0,001; p2=0,000); tetapi Kelompok
KN tidak berbeda signifikan terhadap P3 (p=0,935). Kelompok P1 berbeda
signifikan terhadap P2 dan P3 (p2=0,044; p3=0,001); dan Kelompok P2 berbeda
signifikan terhadap P3 (p=0,000). Jadi kelompok perlakuan P3 kurang efektif

dibanding P2 dan P1.
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5.1.2.2. Gambaran Histopatologi sesudah perlakuan
Dengan pengecatan Fontana, pigmen melanin berwarna coklat kehitaman
tersebar terutama di area basal dan folikel rambut. Dengan sofware Image, dan

mengubah tipe gambar menjadi 16 bite sebaran pigmen terlihat warna kehitaman.

Gambar 5.1. Histopatologi pengecatan Masson Fontana antar kelompok penelitian
sesudah perlakuan

Pengecatan Font Ga nbar yang diadjust

Kelompok

KS

KN

P12%

P2 4%




48

P3 6%

Keterangan : Pengecatan Masson Fontana pigmen melanin berwarna coklat kehitaman
tersebar terutama di area basal dan folikel rambut. Dengan sofware Image, mengubah tipe
gambar menjadi 16 bite sebaran pigmen terlihat berwrna kehitaman

Berdasarkan gambar 5.1. di atas, Gambaran melanin ditunjukkan oleh tanda
panah. Pada kelompok kontrol KS terlihat kumpulan melanin berwarna
coklat/hitam yang padat berkelompok terutama memenuhi area basal epidermis dan
seluruh lapisan atas epidermis; Kelompok KN melanin lebih padat dari KS;
sedangkan Kelompok perlakuan P2 (serum ekstrak daun sukun 4%) kumpulan
melanin lebih sedikit dan tersebar merata di seluruh basal dan permukaan epidermis

dibanding P1 dan P3.

5.1.3. Pengaruh pemberian serum ekstrak daun sukun (Artocarpus Altilis)
terhadap kadar TNF-a pada kulit marmut yang dipapar sinar UVB
Setelah dilakukan paparan UVB dan perlakuan selama 28 hari, setelah 24

jam selanjutnya pada hari ke-29, marmut diterminasi dan sampel jaringan kulit

diambil dan dianalisis menggunakan metode pemeriksaan ELISA untuk mengukur

kadar TNF-a dan SOD pada setiap kelompok.



Tabel 5.3. Uji normalitas dan homogenitas kadar TNF-a antar kelompok penelitian
setelah perlakuan

Kelompok Rerata SD  Shaphiro Wilk  Levene test Oneway ANOVA
KS 6,069 1,40 0,200 0,725 0,508
KN 5811 1,04 0,200
P1 5820 0,88 0,200
P2 4,958 1,04 0,200
P3 5964 142 0,096

Tanda * = Bermakna signifikan (p<0,05)

Grafik 5.2. Nilai rerata kadar TNF-a antar kelompok penelitian setelah perlakuan
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Berdasarkan tabel 5.3. dan Grafik 5.2. di atas didapatkan nilai rerata kadar

TNF-a terendah pada kelompok perlakuan P2 (serum ekstrak daun sukun 4%) yaitu

4,958 + SD 1,04; sedangkan rerata kadar TNF-a pada Kelompok sham (KS) sebesar

6,069 + SD 1,40; dan Kelompok kontrol negatif (KN) 5,811 *

SD 1,04. Data

terdistribusi normal pada semua kelompok penelitian dengan nilai p>0,05, varian

data homogen dengan nilai Levene test 0,725 (p>0,05). Pada uji One-way ANOVA

didapatkan nilai 0,508 (p>0,05), artinya meskipun kadar TNF-a pada kelompok

perlakuan P2 (serum ekstrak daun sukun 4%) paling rendah, namun tidak ada
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perbedaan signifikan kadar TNF-a antar kelompok penelitian.

5.1.4. Pengaruh pemberian serum ekstrak daun sukun (Artocarpus Altilis)
terhadap kadar SOD pada kulit marmut yang dipapar sinar UVB
Hasil analisis uji ELISA terhadap kadar SOD antar kelompok penelitian
setelah perlakuan seperti yang terlihat pada tabel di bawah ini.

Tabel 5.4. Uji normalitas dan homogenitas kadar SOD antar kelompok penelitian setelah
perlakuan

Kelompok Rerata ~ SD _ Shaphiro Wilk ~ Levene test = One-way ANOVA

KS 6,054 084 0,895 0,709 0,979
KN 6,000 0,79 0,967
P1 5975 0,45 0,901
P2 DI, ~ @i 0,980
P3 5906 0,68 0,898

Tanda * = Bermakna signifikan (p<0,05)

Grafik 5.3. Nilai rerata kadar SOD antar kelompok penelitian setelah perlakuan
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Berdasarkan tabel 5.4. dan Grafik 5.3. di atas didapatkan nilai rerata kadar

SOD tidak jauh berbeda pada semua kelompok, baik pada kelompok kontrol
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maupun perlakuan. Adapun rerata kadar SOD pada kelompok P2 (serum ekstrak
daun sukun 4%) sebesar 5,802 + SD 0,81; sedangkan rerata kada SOD pada
Kelompok sham (KS) : 6,054 = SD 0,84; dan Kelompok KN : 6,000 = SD 0,79.
Data terdistribusi normal pada semua kelompok dengan nilai p>0,05, varian data
homogen dengan nilai uji Levene test 0,709 (p>0,05). Pada uji One-way ANOVA
didapatkan nilai 0,979 (p>0,05), artinya tidak ada perbedaan signifikan kadar SOD

antar kelompok penelitian.

5.2. Pembahasan

Paparan sinar UVB secara terus menerus dapat menyebabkan perubahan
kulit, yaitu ketebalan epidermis, elastase dermal, penurunan jumlah protein ECM,
peningkatan aktivitas MMP dan fragmentasi - kolagen, peningkatan infiltrat
inflamasi dan telangiectasia. Selain itu, UVB dapat memicu Kerusakan DNA
keratinosit yang menginisiasi pelepasan mediator inflamasi, misalnya sitokin IL-
la, IL-6, dan TNF-a. UVB secara langsung juga menginduksi p53 yang akan
mempengaruhi jumlah melanin kulit.*

Radiasi UVB juga memicu meningkatkan ROS menyebabkan peningkatan
sitokin inflamasi, Growht Factor dan reseptop aktivator (peningkatan NF-kB dan
AP1, penurunan TGF-B), sehingga terjadi penurunan produksi kolagen,
peningkatan kerusakan kolagen, peningkatan akumulasi elastin yang ditandai
sebagai fotoaging, solar elastosis, wrinkel, telangiektasis dan pigmentasi.>®

Radiasi UVB menginduksi melanogenesis melalui p53 memicu

peningkatan ekspresi proopiomelanocortin (POMC) untuk mensekresikan aMSH
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yang mengatur ekspresi MITF, selanjutnya memicu enzim tyrosinase, Tyrpl dan
Tyrp2. Selain itu, radiasi UVB meningkatkan produksi spesies oksigen reaktif
(ROS) dalam sel keratin dan melanosit, dan pada konsentrasi tinggi ROS
menyebabkan kerusakan DNA, mengaktifkan p53 lebih lanjut, dan dengan
demikian memicu melanogenesis.®

Hal penting yang menjadi perhatian, dalam proses peningkatan pigmen
melanin kulit (melanogenesis) seperti diungkapkan artikel di atas adalah adanya
radiasi UVB akan memicu peningkatan ROS dan mediator inflamasi seperti TNF-
a. Oleh karena itu penelitian ini khusus memeriksa dua parameter yang relevan
yaitu SOD sebagai penghambat ROS, dan mediator inflamasi berupa TNF-a,
keduanya terlibat langsung dalam proses melanogenesis. Adapun obyek bahan aktif
yang kami pilih adalah serum ekstrak daun sukun karena, yang dipercaya memiliki
efek secara alami menghambat proses melanogenesis.

Daun sukun (Artocarpus altilis) mengandung senyawa flavonoid yang dapat
berperan sebagai antioksidan penghambat ROS, anti inflamasi dan menghambat
aktivitas enzim tirosinase yang berkhasiat sebagai pencerah kulit. Ekstrak daun
sukun mengandung senyawa saponin, flavonoid, triterpenoid dan steroid. Adanya
senyawa fenolik maupun flavonoid yang telah dilaporkan seperti flavonol, stilben,
asam fenolik, dan kuersetin memberikan kontribusi dalam menghambat aktivitas
tirosinase sehingga mencegah terjadinya hiperpigmentasi kulit.

Penelitian ini menggunakan sediaan dalam bentuk serum, karena Salah satu
keuntungannya adalah zat aktif yang terkandung di dalam serum bisa lebih banyak

dibandingkan sediaan kosmetik lainnya sehingga serum lebih cepat dan lebih
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efektif mengatasi masalah kulit.>®

Uji validasi pada penelitian ini menggunakan pengukuran Mexameter, dan
pemeriksaan Histopatologi. Hasil mexameter yang diperoleh, kemudian
dibandingkan antar kelompok. Terdapat perbedaan signifikan indek melanin pada
semua kelompok perlakuan P1, P2 dan P3. Didapatkan nilai rerata indeks melanin
tertinggi pada kelompok KN (kontrol negatif) yaitu 422,47 + SD 38,25. Nilai rerata
indeks melanin terendah pada kelompok perlakuan P2 (serum ekstrak daun sukun
4%) yaitu 280,67 + SD 45,69; ditkuti kelompok perlakuan P1 (serum ekstrak daun
sukun 2%) yaitu 331,50 £ SD 43,83.

Paparan UVB menyebabkan peningkatan sekresi IL-1 dan TNF-a, akan
merangsang tyrosinase melalui kaskade pensinyalan intraseluler spesifik, yang
diaktifkan setelah pengikatan endothelin-1 (EDN1) atau stem cell factor (SCF)
terhadap masing-masing reseptor endothelin B (EDNRB) atau reseptor stem cell
growth factor, yang dikenal sebagi proto-oncogen c-KIT (c-KIT), selanjutnya
terjadi aktivasi melanosit menghasilkan stimulasi pigmentasi epidermis.?’

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa nilai rerata kadar TNF-o terendah
pada kelompok perlakuan P2 (serum ekstrak daun sukun 4%) yaitu sebesar 4,958 +
SD 1,04; namun tidak berbeda signifikan jika dibandingkan terhadap kelompok
kontrol baik KS maupun KN. Sedangkan nilai rerata kadar TNF-o pada kelompok
perlakuan P1 dan P3 hampir sama dengan nilai rerata kadar kelompok kontrol (KS
dan KN), dan tidak berbeda signifikan. Semua Kelompok perlakuan baik P1, P2,
dan P3 jika diperbandingkan satu sama lain juga tidak berbeda signifikan.

Penurunan kadar TNF-a karena pengaruh serum ekstrak daun sukun pada
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penelitian ini sesuai dengan teori yang diungkapkan oleh Imokawa G, mengenai
mekanisme inhibisi jalur persinyalan intraseluler menyebabkan depigmentasi.?’
Hasil penelitian ini sesuai dengan studi eksperimental secara in vivo dan in vitro
yang dilakukan oleh Tiraravesit et al., tahun 2015, tentang penggunaan ekstrak
batang kayu Artocarpus altilis secara topikal dapat menurunkan TNF-a dan IL-6
pada jaringan keratinosit.!® Pada penelitian lain oleh Yang et al., 2022, juga
melaporkan bahwa ektrak Artocarpus Altilis memiliki efek anti-penuaan dan anti-
inflamasi dengan mengatur fosforilasi protein pensinyalan MAPK dan NF-kB.®

Penelitian ini juga memeriksa kadar SOD jaringan, Adapun hasilnya adalah
nilai rerata kadar SOD pada semua kelompok Dbaik kontrol maupun perlakuan
hampir sama, dan tidak ada perbedaan signifikan. Nilai rerata kadar SOD pada
kelompok P2 (serum ekstrak daun sukun 4%) sebesar 5,802 + SD 0,81; tidak
berbeda signifikan jika dibandingkan terhadap kelompok kontrol baik KS maupun
KN. Semua Kelompok perlakuan baik P1, P2, dan P3 jika diperbandingkan satu
sama lain juga tidak berbeda signifikan.

Penurunan Kadar TNF-a pada penclitian ini terjadi pada kelompok
perlakuan P2, sementara pada kelompok perlakuan lainnya (P1 dan P3) tidak terjadi
penurunan. Sedangkan SOD tidak terjadi perubahan pada semua kelompok
perlakuan (P1, P2, dan P3). Hal ini menjadi keterbatasan dalam penelitian,
perubahan yang tidak signifikan pada TNF-o dan SOD ini mungkin disebabkan
karena : jumlah sampel penelitian yang sedikit, jenis marmut yang dipilih berwarna
putih tidak homogen, atau sensitifitas alat ukur penggunaan pemeriksaan ELISA

terhadap jaringan kulit kurang sensitif dalam mendeteksi perubahan terutama
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terhadap SOD.

Pada uji validasi menggunakan Mexameter terdapat penurunan signifikan
indeks melanin terutama pada Kelompok P2, diikuti P1. Sementara gambaran
Histopatologi dengan pengecatan Fontana pada Kelompok perlakuan P2 (serum
ekstrak daun sukun 4%) terlihat gambaran berupa : kumpulan melanin lebih sedikit
dan tersebar merata di seluruh basal dan permukaan epidermis dibanding P1 dan
P3. Sedangkan pada pemeriksaan lain : aktivitas anti oksidan serum ekstrak daun

sukun lebih lemah dibandingkan vitamin C.



BAB VI
KESIMPULAN

6.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh dapat diambil kesimpulan sebagai

berikut :

6.1.1.

6.1.2.

6.1.3.

Pemberian serum ekstrak daun sukun (Artocarpus Altilis) dapat
menurunkan kadar TNF-o pada kulit marmut yang dipapar sinar UVB,
tetapi tidak signifikan.

Pemberian serum ekstrak daun sukun (Artocarpus Altilis) tidak berpengaruh
signifikan terhadap peningkatan kadar SOD pada kulit marmut yang dipapar
sinar UVB.

Pemberian serum ekstrak daun sukun' (Artocarpus Altilis) 4% dapat
menurunkan kadar TNF-o tetapi tidak signifikan, namun tidak terjadi

peningkatan kadar SOD pada kulit marmut yang dipapar sinar UVB.

6.2. Saran

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

Perlu penelitian lebih lanjut dengan jumlah sampel yang lebih besar.

Perlu penelitian lebih lanjut dengan hewan coba marmut putih yang
homogen

Perlu penelitian lebih lanjut dengan metode pemeriksaan lainnya yaitu

menggunakan paremeter pengukuran PCR jaringan.
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