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ABSTRAK

Latar belakang: Paparan kronik sinar Ultraviolet B (UV-B) dikaitkan dengan
hiperpigmentasi akibat respon stres oksidatif sehingga terbentuk kadar NO dan
ROS. Kelebihan ROS memicu tranduksi sinyal dan mengaktifkan faktor
transkripsi NF-kf3 sebuah mediator inflamasi. Bunga telang mengandung senyawa
antosianin golongan flavonoid. Antosionin mampu memperlambat penuaan.
Adapun ekstrak bunga telang memiliki kadar antioksidan tinggi yang mampu
menghambat produksi ROS dan menurunkan kondisi inflamasi sehingga dapat
menghambat MMP, mencegah apoptosis sel fibroblast serta menghambat
penurunan kolagen. Peran bunga telang terhadap kadar gen IL-10 dan kadar gen
GPx pada kulit melasma akibat paparan UVB penelitiannya.

Metode: Penelitian eksperimental dengan post test control group. Sampel
menggunakan tikus galur wistar 24 ekor dibagi menjadi 4 kelompok vyaitu
Kelompok K2, K3 dan K4 masing-masing dipapar UVB dengan 302 nm dengan
MED 160 mJ/cm?, sedangkan pada kelompok K1 kelompok sehat. Pada K3 diberi
gel bunga telang 5% dan K4 diberi gel 10% setiap hari selama 14 hari, sedangkan
K2 menerima base gel. Pada hari ke 21 dilakukan, jaringan dianalisis kadar 1L-10
dan GPx menggunakan ELISA.

Hasil: Kadar relative gen IL-10 pada kelompok perlakuan mengalami
peningkatan seiring dengan peningkatan dosis pemberian (K3=83,27+3,11,
K4=90,66+4,00) dibandingkan dengan kontrol (K2=33,26+2,98, sedangkan
K1=104,7+3,26). Kadar relative gen GPx pada Kelompok perlakuan mengalami
peningkatan seiring dengan peningkatan dosis pemberian (K3=44,90+1,44,
K4=54,09+1,00) dibandingkan dengan kelompok kontrol (K2=29,54+0,85,
K1=62,43+0,85).

Kesimpulan: Pemberian gel bunga telang dapat meningkatkan kadar gen 1L-10
dan meningkatkan kadar gen GPx pada jaringan kulit tikus model hiperpigmentasi
yang diinduksi sinar UVB.

Kata Kunci: Gel, Bunga Telang, IL-10, GPx, Hiperpigmentasi.
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ABSTRACT

Background: Chronic exposure to Ultraviolet B (UV-B) light is associated with
hyperpigmentation due to an oxidative stress response resulting in the formation
of NO and ROS levels. Excess ROS triggers signal transduction and activates the
transcription factor NF-kf, an inflammatory mediator. Butterfly pea flowers
contain anthocyanin compounds from the flavonoid group. Anthosionin can slow
down aging. The butterfly pea flower extract has high antioxidant levels which are
able to inhibit ROS production and reduce inflammatory conditions so that it can
inhibit MMP, prevent fibroblast cell apoptosis and inhibit collagen degradation.
The role of butterfly pea flowers on IL-10 gene levels and GPx gene levels in
melasma skin due to UVB exposure is research.

Method: Experimental research with post test control group. Samples using 24
Wistar mice were divided into 4 groups, namely Groups K2, K3 and K4, each of
which was exposed to UVB at 302 nm with a MED of 160 mJ/cm2, while group
K1 was a healthy group. K3 was given 5% butterfly pea flower gel and K4 was
given 10% gel every day for 14 days, while K2 received base gel. On the 21st day,
the tissue was analyzed for IL-10 and GPx levels using ELISA.

Results: The relative rate of the IL-10 gene in the treatment group increased
along with increasing doses (K3=83.27£3.11, K4=90.66+4.00) compared to
controls (K2=33.26+2 .98, while K1=104.7+3.26). The relative rate of the GPx
gene in the treatment group increased along with increasing dose
(K3=44.90+1.44, K4=54.09£1.00) compared to  the control group
(K2=29.54+0.85, K1=62.43+0.85).

Conclusion: Administration of butterfly pea flower gel can increase the rate of
the IL-10 gene and increase the rate of the GPx gene in the skin tissue of mouse
models of UVB light-induced hyperpigmentation.

Keywords: Gel, Butterfly Flower, 1L-10, GPx, Hyperpigmentation.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Paparan kronik sinar Ultraviolet B (UV-B) dikaitkan dengan
hiperpigmentasi akibat respon stres oksidatif sehingga terbentuk kadar nitrit
oksida (NO) dan reactive oxygen species (ROS).! Kelebihan ROS memicu
tranduksi sinyal dan mengaktifkan faktor transkripsi nuclear factor kappa
(NF-kB) sebuah mediator inflamasi.> Respon inflamasi yang dimediasi oleh
heterodimer subunit P50 dan p65 NF-kf menginduksi pelepasan sitokin
proinflamasi seperti interleukin-6 (IL-6), interleukin-13 (IL-1B), dan
interleukin-10 (IL-10) yang menyebabkan inflamasi kulit. * Selain itu ROS
yang diinduksi UV dapat menyebabkan kerusakan DNA, peroksidasi lipid
dan degradasi protein pada sel kulit, serta dapat mengurangi aktivitas enzim
antioksidan di kulit, termasuk glutathione peroksidase (GPx)." Apabila
kadar glutation dalam serum rendah menyebabkan penurunan mobilisasi
Ca2+ dan kegagalan fosforilasi tirosin pada beberapa protein, termasuk
pembentukan reseptor sel imun seperti CD3, sehingga regulasi fungsi sel
imun tubuh terganggu. Glutation disintesis oleh rangkaian gen yang menjadi
glutation (gen GCS). Sintesis GSH diekspresikan secara genetik oleh urutan
gen yang membentuk protein enzim. Bila kadar gen berubah maka sintesis
GSH tersebut terganggu, sehingga tidak terbentuk GSH baru. Akibat
rendahnya GSH maka terjadi keparahan suatu penyakit.’> Penelitian

terdahulu membuktikan bahwa Gel ekstrak Clitoria ternatea L. 5%



terbukti dapat menghambat peningkatan kadar MMP-1 pada kulit tikus
Wistar  yang terpapar sinar UV-B.° Selain itu, interleukin-10 (IL10)
merupakan sitokin anti inflamasi yang memiliki peran penting dalam
mengatur respon imun tubuh terhadap stress oksidatif. Kadar gen IL-10
dapat dipengaruhi oleh berbagai factor eksternal, termasuk paparan UVB.
Oleh karena itu perlu dikaji lebih lanjut manfaat Gel ekstrak bunga telang
(Clitoria  ternatea L.) dengan kandungan antosianin, quercetin, dan
kaempherol diharapkan dapat menghambat kadar gen IL-10 dan
meningkatkan kadar gen GPx pada tikus wistar jantan yang dipapar sinar
UV-B.

Prevalensi melasma di dunia khususnya di Brazil jumlahnya mencapai
5,3%- 9,1%. Penelitian di India menunjukkan bahwa 48,8% penderita
melasma memiliki faktor risiko paparan sinar UV dan sebanyak 58,1%
penderita adalah orang-orang yang bekerja di luar ruangan sehingga
memiliki intensitas terpapar sinar UV cukup tinggi.” Penelitian retrospektif
mendapatkan insiden melasma di RS dr.Soetomo Surabaya periode
20122014 sebanyak 5%. Sementara pada tahun 2016-2018 mendapatkan
insiden melasma sebanyak 60 pasien atau 0,10% dari total 560 pasien baru
di poliklinik kulit dan kelamin.® Penelitian sebelumnya mengungkapkan
bahwa paparan UVB kronis menyebabkan stress oksidatif, sehingga
mengaktivasi fosforilasi mitogen-actived protein kinases (MAPK), aktivasi

jalur p38, JNK, ERK, dan p53, yang kemudian dapat memicu kadar matrix



metalloproteinases (MMPs) yang menyebabkan degradasi extracelluler
matrix (ECM).>*°

Paparan sinar UV menyebabkan peningkatan proliferasi dan
peningkatan aktivitas melanosit pada kulit, sehingga menyebabkan
pigmentasi epidermal terutama pada area yang terpapar matahari. Paparan
berulang dari sinar matahari dengan dosis suberythemal menstimulasi proses
melanogenesis dengan peningkatan jumlah melanin. Penumpukan jumlah
melanin di epidermis dan dermis dapat dibuktikan pada temuan
mikroskiopik kulit pasien melasma. Sinar ultraviolet yang mempengaruhi
proses melanogenesis dimediasi oleh efek langsung UV pada DNA dan
membran melanosit. Radiasi sinar UV akan mengeluarkan diacyl glycerol
(DAG) dan asam arakhidonat dari membran melanosit. Diacyl glycerol
(DAG) akan mengaktivasi protein kinase C (PKC) yang merupakan sinyal
penting jalur transduksi dalam regulasi melanogenesis. Namun kerusakan
DNA atau jalur diacyl glycerol (DAG)/ asam arakhidonat belum diketahui
secara pasti berhubungan dengan melasma.™**?

Tumbuhan bunga telang memiliki kandungan nutrisi yang dikenal
sebagai tumbuhan obat, seluruh bagiannya termasuk akar, biji, dan daun
digunakan sebagai obat dan diakui memiliki efek dalam menurunkan
inflamasi.™*** Bagian petal bunga telang merupakan sumber antosianin dan
berbagai macam jenis flavonoid yang memiliki efek antioksidan.®

Penelitian terbaru menyatakan bahwa pemberian ekstrak bunga telang

(Clitorea ternatea L) memiliki kadar antioksidan tinggi yang mampu



1.2.

menghambat produksi ROS dan menurunkan kondisi inflamasi sehingga
dapat menghambat MMP, mencegah apoptosis sel fibroblast serta
menghambat penurunan kolagen. Penelitian lainnya melaporkan bahwa
antosianin merupakan antioksidan yang kuat untuk menurunkan ROS dan
dapat diberikan secara topical maupun oral. Penelitian lainnya juga
membuktikan bahwa metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak
etanol C. Ternatea adalah flavonoid, saponin, terpenoid dan tanin. Penelitian
ini juga menyebutkan bahwa aktivitas antioksidan C.Ternatea digolongkan
kategori kuat dengan nilai Inhibition Concentration 50% (IC50) sebesar
87,86 ppm.*® Namun demikian belum ada penelitian yang mengkaji peran
bunga telang terhadap kadar gen IL-10 dan kadar gen GPx pada kulit
melasma akibat paparan UVB, dalam penelitian ini tikus akan diperiksa
makroskopis dan mikroskopis untuk ~mengetahui kadar gen. Berlatar
belakang masalah diatas, penelitian-ini bertujuan untuk mengkaji efektifitas
pemberian Gel Ekstrak Bunga Telang terhadap kadar gen IL-10 dan kadar

gen GPx pada tikus galur wistar yang dipapar UVB.

Perumusan Masalah
Adakah pengaruh pemberian Gel Ekstrak Bunga Telang terhadap

kadar 1L-10 dan kadar GPx pada tikus galur wistar yang dipapar UVB?



1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Secara umum penelitian ini untuk membuktikan pengaruh Gel
Ekstrak Bunga Telang terhadap kadar IL-10 dan kadar GPx pada

tikus galur wistar yang dipapar UVB.

1.3.2. Tujuan Khusus

1. Untuk membuktikan pengaruh pemberian Gel Ekstrak Bunga
Telang secara topikal 5% dan topikal 10% terhadap kadar IL10
pada tikus galur wistar yang dipapar UVB dibandingkan
kelompok kontrol.

2. Untuk membuktikan pengaruh pemberian Gel Ekstrak Bunga
Telang secara topikal 5% dan topikal 10% terhadap kadar GPx
pada tikus galur wistar yang dipapar UVB dibandingkan

kelompok kontrol.

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Secara teoritis manfaat yang diberikan dari penelitian ini
adalah menyajikan ilmu pengetahuan kepada masyarakat terkait
peran pemberian gel ekstrak Bunga Telang terhadap kadar IL-10 dan

kadar GPx.



1.4.2. Manfaat Praktis
Secara praktis manfaat dari penelitian ini yaitu dapat menjadi
data dasar bagi penelitian terapan lanjutan yang bermuara pada
produksi untuk terapi melasma akibat paparan UVB dimana salah

satu karakteristiknya yaitu produksi melanin berlebih.

1.5. Originalitas Penelitian
Originalitas penelitian menyajikan perbedaan dan persamaan bidang
kajian yang diteliti antara peneliti dengan peneliti-peneliti sebelumnya,
untuk menghindari adanya pengulangan kajian terhadap hal-hal yang sama

dapat dilihat dalam tabel 1.1.



Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No Peneliti, Judul Metode Hasil
tahun
1. RahayuS Uji  Aktivitas metode FRAP  Aktivitas antioksidan
etal, Antioksidan  Ekstrak (Ferric dari kabupaten
2021.7 Etanol Bunga Telang Reducing Lombok Utara dan
(Clitoria Ternatea L.) Antioxidant Wonosobo masing-
Dari Kabupaten Power) masing nilai  1C50
Lombok Utara Dan sebesar 4,19 ppm dan
Wonosobo 3,08 ppm.
Menggunakan Metode
Frap
2. Zakariaet In vitro protective Studi Klinis Hasil ini
al, 2018."® effects of an agqueous menunjukkan  efek
extract of Clitoria perlindungan dari
ternatea L. flower ekstrak  bunga C.
against hydrogen ternatea melawan
peroxide-induced penuaan kulit.
cytotoxicity and
UVinduced — mtDNA
damage in  human
keratinocytes
3 Dziok et — Cosmetic and In Vitro, hasil ini menunjukkan
al, 2021.°  Dermatological Eksperimental  bahwa bunga telang
Properties of Selected memiliki potensi
Ayurvedic Plant antiinflamasi dan
Extracts antiaging karena
mampu
menghambat enzim
kolagenase.
4 Jayanti et The Formulation and In Vitro, Formula lotion
al. 2021.%  Physical Evaluation ~ Eksperimental  ekstrak bunga telang
Tests of Ethanol in mempunyai aktivitas
Telang Flower antioksidan yang kuat
(Clitoria ternatea L.) dan berpotensi
Extract Losio Form as melindungi kulit dari
Antiox idant radikal bebas
5  Suherl Uji In-Silico Aktivitas In Vitro, Ternatin Al  baik
an et al. Melanogenesis Eksperimental  sebagai
2021.% Senyawa  Ternatin Kandidat
Bunga Kembang antimelanogenesis,
Telang (Clitoria sementara tidak
ternatea) terhadap disarankan ~ menjadi
Reseptor Tirosinase kandidat

antimelanogenesis.




Berdasarkan tabel 1.1 penelitian terdahulu menunjukkan bahwa
aktivitas antioksidan bunga Telang dari kabupaten Lombok Utara dan
Wonosobo masing-masing nilai 1C50 sebesar 4,19 ppm dan 3,08 ppm.'’
Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana ekstrak bunga
telang akan di treatment pada tikus yang dipapar sinar UVB dan dianalisis
kadar IL-10 dan kadar GPx. Penelitian terdahulu menyatakan bahwa Hasil
ini menunjukkan efek perlindungan dari ekstrak bunga C. Ternatea yang
mengandung antosianin poliasilasi dan glikosida flavonol sebagai unsur
utama penggunaan tradisional dan kosmetik bunga C. ternatea melawan
penuaan kulit.'® Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana
ekstrak bunga telang akan di treatment pada tikus yang dipapar sinar UVB
dan dianalisis kadar. IL-10 dan kadar GPx. Hasil penelitian terdahulu
selanjutnya membuktikan bahwa bunga telang memiliki potensi
antiinflamasi  dan antiaging - karena mampu menghambat enzim
kolagenase™. Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana
ekstrak bunga telang akan di treatment pada tikus yang dipapar sinar UVB
dan dianalisis kadar IL-10 dan kadar GPx. Penelitian terdahulu menyatakan
bahwa formula lotion ekstrak bunga telang mempunyai aktivitas antioksidan
yang kuat dan berpotensi melindungi kulit dari radikal bebas.?’ Penelitian
tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana ekstrak bunga telang akan di
treatment pada tikus yang dipapar sinar UVB dan dianalisis kadar 1L-10 dan
kadar GPx. Penelitian terdahulu juga melaporkan bahwa ternatin Al

kandungan bunga telang baik sebagai kandidat antimelanogenesis,



sementara ternatin D1, ternatin B1, dan ternatin C1 tidak disarankan
menjadi kandidat antimelanogenesis.”* Penelitian tersebut juga berbeda
dengan penelitian ini ini dimana ekstrak bunga telang akan di treatment
pada tikus yang dipapar sinar UVB dan dianalisis kadar IL-10 dan kadar

GPx.
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2.1.

BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

Interleukin-10 (1L-10)

2.1.1. Definisi IL-10

IL-10 merupakan sitokin anti-inflamasi dalam sistem imun.
IL10 berfungsi sebagai inhibitor yang kuat dalam proses produksi
sitokin oleh Thl termasuk IL-2 dan IFNy. Fungsi utamanya adalah
mengurangi inflamasi, selain mengendalikan perkembangan dan
diferensiasi sel B, sel NK, sel Th, sel CD8, mastosit, granulosit, sel
dendrit keratinosit dan sel endotelia. 1L-10 merupakan protein yang
berfungsi sebagali mediator peptida yang dihasilkan oleh sel suatu
reaksi imunologik, berfungsi sebagai pengkodean/signal intraseluler
antar sel dalam pengaturan respon inflamasi lokal maupun
sistemik.”

Pada tingkat seluler, IL-10 berperan sebagai agen pengatur
posttranscriptional untuk menekan messenger RNA (mMRNA) untuk
menstabilkan protein HUR (Human antigen R). Selain itu IL-10
dapat menghambat jalur pensinyalan apoptosis, melalui jalur p38
MitogenActivated Protein  Kinase (MAPK), melalui Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3), sehingga

menghambat kematian jaringan dan disfungsi organ setelah cedera.?®

10
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2.1.2. Fungsi IL-10
IL-10 berfungsi sebagai anti-inflamasi dengan cara mencegah
produksi beberapa jenis sitokin pro-inflamasi dan atau cemokyn,
meregulasi ekspresi Major Histocompability Complex (MHC) kelas
dua seperti makrofag dan sel dendritik dalam meningkatkan produksi
sel T, sehingga bersifat imunosupresan dan melindungi cedera

jaringan akibat respon imun yang berlebihan.?*

2.2. Glutathione peroxide (GPx)
2.2.1. Definisi GPx

Glutathione  peroxide (GPx) merupakan senyawa Yyang
mengandung -gugus sulfhidril (-SH). Senyawa yang mengandung
sulfhidril dibagi menjadi dua kelompok yaitu senyawa gugus —SH
protein dan kelompok gugus —SH nonprotein. Glutathione
merupakan salah satu dari senyawa gugus —SH nonprotein.
Glutathione peroxide disentesis oleh enzim y- glutamil-
sisteinsintetase dan glutation sintetase yang terdapat di sitoplasma.
Sel GPx berperan dalam sintesis prekursor DNA, reduksi ikatan
disulfida protein, transpor asam amino, koenzim untuk beberapa
enzim dan melindungi sel terhadap radikal bebas dan komponen
toksik lain, baik yang berasal dari dalam atau dari luar tubuh. GPx
dapat bertindak sebagai substrat untuk glutathione peroxide ataupun
dapat secara langsung sebagai radikal bebas. Gugus sulfhidril bebas

dalam struktur molekul glutathione mampu melindungi sel terhadap



2.2.2.
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beban oksidatif.” Enzim glutathione peroksidase (GPx) dapat
mengkatalisis proses reduksi hidroperoksida lemak menjadi alkohol
dan hidrogen peroksida menjadi air. Pada saat mengkatalisis proses
tersebut ikatan disulfida dari GSH akan berikatan membentuk
Glutathione teroksidasi (GSSG), dan enzim glutathione reduktase
dapat mendaur ulang GSSG menjadi GSH kembali dengan cara
mengoksidasi NADPH. Ketika sel terpapar oleh stres oksidasi maka
akan terjadi penumpukan GSSG dan rasio GSH/GSSG akan

menurun.?

Jenis-jenis GPx

Glutathione peroxidase (GPx) saat ini telah dikenal 8 macam,
mulai dari GPx 1 hingga GPx 8. Sebagian besar merupakan
selenoprotein (GPx 1, GPx 2, GPx 3, GPx 4, dan GPx 6), sedangkan
pada GPx 5, GPx 7 dan GPx 8, tempat aktif residu selenocysteine
diganti dengan cysteine. Fungsi dari masing - masing GPx ini belum
sepenuhnya diketahui.?” Gambar Struktur kristal GPx disajikan pada

Gambar 2.1.
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Gambar 2.1. Struktur Kristal Glutathione peroxide (GPx)
(Sumber : NCBI yang dikutip oleh Dunford)®®

2.2.3. Mekanisme Kerja GPx

Glutathione peroxide (GPx) adalah enzim yang berperan aktif
dalam menghilangkan H,0, dalam tubuh dan mempergunakannya
untuk merubah glutathione (GSH) menjadi glutathione teroksidasi
(GSSG) dengan reaksi sebagai berikut ?%:
Reaksi : H,O, + 2GSH 2H,0 + GSSG

Selain mengkatalis H,O,, GPx juga dapat memecah senyawa
peroksida lainnya, yaitu dengan menggunakan GSH sebagai donor
hidrogen. Hasil reduksi semua senyawa peroksida tersebut adalah
alkohol.
Reaksi : LOOH + 2GSH GSSG + 2H,0+ LOH

Aktivitas GPx memerlukan glutation sebagai kosubstrat dan
enzim glutation reduktase untuk mengubah glutation teroksidasi
(GSSG) menjadi bentuk tereduksi (GSH). Logam Se dalam GPx

berfungsi sebagai katalitik pada bagian aktifnya, kemudian
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memusnahkan H,0,. Enzim tersebut juga dapat menyingkirkan
peroksidasi lipid dari membran sel. Enzim glutation reduktase ini
juga mendukung aktivitas enzim SOD bersama-sama dengan enzim
katalase dan menjaga konsentrasi oksigen akhir agar stabil dan tidak
berubah menjadi pro-oksidan. Glutathione sangat penting sekali
melindungi selaput-selaput sel. Senyawa ini merupakan tripeptida

yang terdiri dari asam amino glisin, asam glutamat, dan sistein.?®

Reduced Glutathione
(2 GSH)
NADP*
Glutathionereductase Glutathione

Riboflavin
(FAD)

NADPH-+H*

J

Gambar 2.2. Mekanisme Oksidasi Glutathione Peroxidase
(Sumber : NCBI yang dikutip oleh Dunford)®®

(GSSG)
Oxidized Glutathione

Mekanisme pertahanan terhadap senyawa oksigen reaktif
dilakukan oleh sistem enzim dan sistem non enzim. Mekanisme
pertahanan enzimatis terhadap senyawa oksigen reaktif bergantung
pada 3 sistem, yaitu glutathione peroxide, enzim superoxida
dismutase, dan katalase. Sistem glutathione redox cycle merupakan
mekanisme pertahanan yang utama terhadap senyawa oksigen

reaktif.?
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2.2.4. Faktor-faktor yang Mempengaruhi Kadar GPx
1. Usia
Stres oksidatif dipengaruhi oleh usia penderita (>50 tahun).
Usia yang semakin tua akan mengalami kerusakan sel sehingga
meningkatkan kadar radikal bebas. Radikal bebas sangat reaktif
menekan status antioksidan dan sistem imun sehingga terjadi
penurunan aktivitas SOD, GPx, dan katalase pada lansia.”®
2. Obesitas
Obesitas menyebabkan peningkatan pengiriman glukosa ke
jaringan adiposa yang semakin meluas dapat menimbulkan
hipoksia. Hipoksia kronik dapat meningkatkan stres oksidatif
tanpa mengompensasi antioksidan melalui jalur xantin oksidase
sehingga menekan kerja GPx.*
3. Aktivitas Fisik
Kadar GPx lebih tinggi pada saat istirahat dan aktivitas
teratur daripada aktivitas berat. Latihan aerobik dan anaerobik
berlebihan dapat menyebabkan kontraktilitas otot terganggu
sehingga menimbulkan stres oksidatif dan menghasilkan ROS

yang dapat merusak jaringan.*

2.2.5. Metode Pengukuran GPx
Beberapa metode pengukuran kapasitas antioksidan secara in
vitro yang digunakan dewasa ini adalah beta karoten bleaching,

1,1Diphenyl-2-Picrylhydrazyl (DPPH Radical Scavenging) method,
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Thiobarbituric Acid-Reactive-Substances (TBARS) assay, enzyme
linked immune sorbent assay (ELISA), Rancimat assay, Oxygen
Radical  Absorbance  Capacity = (ORAC) assay, Total
RadicalTrapping Antioxidant Parameter (TRAP) dan Ferric
Reducing/Antioxidant Power (FRAP) assay, Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity (TEAC) method, Peroxyl Radical Scavenging
Capacity (PSC) dan Total Oxyradical Scavenging Capacity (TOCYS)

method dan Folin- Ciocalteau Total Phenolic Assay dan lain-lain.*

2.3. Melasma
2.3.1. Definisi- Melasma

Melamsa sering terjadi pada wanita dewasa di usia subur,
namun onset juga dapat terjadi setelah menopause. Usia onset antara
30-55 tahun dan pada pria hanya terjadi pada 10% kasus. Melasma
adalah kelainan hipermelanosis kronik, simetris, dan didapat pada
kulit, yang ditandai dengan bercak kecoklatan dengan tepi iregular
terutama pada daerah yang sering terpajan sinar matahari, dan
biasanya dijumpai pada wanita usia reproduksi. Sering mengenai

tipe kulit 11 dan IV Fitzpatrick.
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Basement membrane
disruption

# Solar elastosis
~5

—_
,-’—- Fibroblasts
. Stem cell factor

Melanophage

Neovascularization

Gambar 2.3. Perubahan Patologis pada Dermis Melasma
(Sumber: Phansuk et al)*®

Melasma muncul dalam bentuk makula berwarna coklat terang
sampai gelap dengan pinggir yang iregular, biasanya melibatkan
daerah dahi, pelipis, pipi, hidung, diatas bibir, dagu, dan
kadangkadang mengenai leher. Letaknya yang seringkali pada wajah
menyebabkan pasien kurang percaya diri sehingga berpengaruh

terhadap kualitas hidup pasien.®

2.3.2. Faktor-faktor Penyebab Melasma
1. Paparan Sinar UV
Spektrum sinar matahari dapat merusak gugus sulfhidril
pada epidermis yang menghambat enzim tirosinase dengan cara
mengikat ion Cu dari enzim tersebut sehingga memicu
terjadinya proses melanogenesis. Perlindungan alami akan

mengaktifkan peningkatan melanosit dan perubahan fungsi
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melanosit sehingga menstimulasi melamin yang berlebihan dan
timbulnya tanning cepat dan lambat sebagai respon radiasi UV.
Mekanisme utama yang berperan dalam proses protein kinase A
(PKA), selanjutnya akan menstimulasi c-AMP response-element
binding 9 protein (CREB) vyaitu faktor transkripsi dan
meningkatkan ekpresi dan meningkatkan sintesis melanin.
Terutama pada daerah wajah karena jumlah melanosit epidermal
lebih banyak dari bagian tubuh yang lain, serta daerah wajah
sering terpapar cahaya matahari.
Obat

Misalnya difenil hidantoin, mesantoin, klorpromasin,
sitostatik,. dan minosiklin dapat menyebabkan timbulnya
melasma. Penggunaan obat-obatan ini ditimbun di lapisan
dermis bagian atas dan secara kumulatif yang dapat merangsang
melanogenesis. Sebagal akibat akumulasi melamin yang diikuti
peradangan pada kutaneus nonspesifik dan sering diperberat
karena paparan sinar UV.
Kosmetika

Pemakaian kosmetika yang mengandung parfum, zat
pewama, atau bahanbahan tertentu dapat menyebabkan
fotosensitivitas yang mengakibatkan timbulnya hiperpigmentasi

pada wajah, jika terpajan sinar matahari.
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Genetik

Dilaporkan adanya kasus keluarga sekitar 20-70%. Gen
yang berperan dalam pigmentasi kulit Gen Melanocortin 1
Receptor (MC1R). Dua jenis melamin yaitu eumelanin dan
feomelamin yang akan diregulasi oleh gen MCI1R vyang
merupakan mediator sinyal tranduksi alpha melanocyte
stimulating hormone yang akan mengaktivasi cAMP yang
berperan dalam pengaktivasi trosinase dalam mekanisme
sintesis melamin.
Hormon

Peranan hormone mekanismenya belum diketahui dengan
pasti, namun diyakini hormene yang berperan esterogen,
progresteron dan Melanin Stimulating Hormone. Semua hormon
tersebut meningkatkan produksi tyrosinase dan ukuran
melanosit yang meningkatkan trankripsi gen penyusun enzim
DOPA chrome tautomerase (DCT) yang berperan dalam
timbulnya melasma. Melanosit pada kulit memiliki nukleus dan
reseptor esterogen sistolik yang jika aktif akan membut hipertif
pada melanosit. Di lesi melasma terdapat Melanin Stimulating
Hormone pada keratinosit yang menstimulasi aktivitas
tyrosinase dan terjadinya sintesis melanin yang berperan dalam

proses melanogenesis.
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6. Jenis Kelamin
Melasma terutama dijumpai pada perempuan, meskipun
dapat ditemui pada laki-laki (10%). Di Indonesia perbandingan
kasus perempuan dan laki-laki adalah 24:1 Terutama tampak
pada perempuan usia subur dengan riwayat langsung terkena
paparan sinar matahari. Melasma dapat mengenai ibu hamil,
perempuan yang menggunakan pil kontrasepsi, pemakai
kosmetik, pemakai obat, dan lain-lain. Melasma lebih banyak
ditemuni pada perempuan hal ini berkaitan dengan hormon,
misalnya estrogen, progesteron, dan MSH (Melanin Stimulating
Hormone) berperan pada terjadinya melasma. Pada ibu hamil ,
melasma biasanya meluas pada trimester ke-3. Pada pemakai pil
kontrasepsi, melasma tampak dalam 1 bulan sampai 2 tahun
setelah dimulai pemakaian pil tersebut.
7. Usia
Insiden melasma terbanyak pada usia 30-44 tahun. Hal ini
mungkin dipengaruhi oleh perubahan pada keseimbangan
esterogen, paparan sinar matahari dan sintesis melanin yang

berlebihan.

2.3.3. Histologi Kulit Melasma
Membran basal diamati menonjol ke dalam lapisan dermal,
namun jika dibandingkan dengan hasil imunohistokimia, sel-sel ini

kompatibel dengan melanosit. Hal tersebut menyiratkan bahwa
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gangguan juga dapat menyebabkan melanosit bermigrasi ke lapisan
dermal dan menyebabkan hiperpigmentasi pada melasma (Gambar

A) .34

Subkelompoknya dibagi ;ﬁenjadi empat yaitu®

1. Kelompok melanofag kecil (10—15 pm)
2. Kelompok melanofag besar (15-20 pm)
3. Melanofag Dendritik

4. Melanofag Individu
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2.4. Bunga Telang (Clitoria ternatea L.)
2.4.1. Definisi

Bunga Telang atau biasa disebut Butterfly Pea Flower adalah
tumbuhan perenial yang termasuk dalam famili Fabacceae dan
berasal dari Amerika Selatan. Bunga tlang telah menyebar ke daerah
tropik sejak abad 19 termasuk Indonesia. Tumbuhan ini tidak
memerlukan intensitas cahaya yang tinggi untuk tumbuh sehingga
mampu tumbuh dengan lebat di bawah naungan seperti di

perkebunan kelapa dan karet.*

2.4.2. Sistematika dan Taksonomi Bunga Telang
Menurut ' Cronquist (1981) Bunga Telang secara taksonomi

diklasifikasikan sebagai berikut :

Gambar 2.5. Bunga telang (Clitoria ternatea L.)
(Sumber: Zahara)®’
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Kingdom : Plantae

Sub Kingdom : Tracheobionta
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Rosidae

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae

Genus : Clitoria

Spesies : Clitoria ternatera

2.4.3. Morfologi Tumbuhan

Secara morfologis tanaman bunga telang tidak memiliki
perbedaan yang mencolok pada akar, batang, dan bunga. Bentuk
akar dan batang di dataran rendah dan dataran tinggi memiliki
persamaan, yaitu akar tunggang berwarna putih kekuningan, batang
berbentuk bulat dan berkayu, batang berwarna hijau pada saat masih
muda dan cokelat ketika tua. Morfologi bunga di dataran rendah dan
dataran tinggi sama-sama memiliki 3 buah mahkota berwarna biru
tua dengan 10 kepala sari dan satu putik. Perbedaan morfologi bunga
telang yang dapat diamati yaitu bentuk daun, ukuran daun, polong,
dan biji. Bentuk daun bunga telang di dataran rendah yaitu bulat
telur dengan ujung dan pangkal daun membulat, sementara di
dataran tinggi bentuk daun bulat telur dengan ujung dan pangkal

meruncing. Ukuran daun di dataran rendah lebih pendek dan lebih
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lebar dibandingkan dengan dataran tinggi yang lebih panjang dan

lebih sempit.®

Kandungan Fitokimia Bunga Telang

Hasil analisis profil kandungan senyawa biologis yang
dilakukan penelitian terdahulu mengatakan bahwa Bunga Telang
atau C. ternatea mengandung tanin, flobatanin, karbohidrat,
saponin, fenol flavonoid, triterpenoid, protein, alkaloid, flavanol
glukosida, antrakuinon, stigmasit 4-ena-3,6 dion, minyak volatil,
dan flavonoid. Flavonoid yang banyak terdapat dalam C. ternatea
antara lain terdiri dari anthocyanin, apigenin, kaemferol flavonol,
flaveur, flavanon, dan isoflavon, yang telah dilaporkan memiliki

aktivitas anti-inflamasi.*

Manfaat Bunga Telang pada Inflamasi

Bunga telang dapat menekan inflamasi yaitu dengan cara
menghambat jalur pensinyalan AP-1 dan Nrf-2 melalui turunan
flavonoid pada bunga telang yang mampu menekan produksi TNF-a.
Penelitian terdahulu melaporkan bahwa apigenin pada bunga telang
dapat menekan transkripsi gen MCP-1 yang merupakan salah satu
mediator inflamasi. Kaemferol dan quercetin dilaporkan juga mampu
menekan produksi berbagai mediator pro-inflamasi dari sel-sel
seperti makrofag, endotel, epitel, atau sel hati dengan menghambat

jalur TLR4. Turunan kaempferol lainnya jugaterbukti mempunyai
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khasiat sebagai penghambat aktivitas enzim COX-2 yang bertugas

sebagai pelepas mediator pro-inflamasi seperti PGE2 dan PGD2.%°

2.4.6. Aktivitas Antioksidan Bunga Telang

Umumnya, kadar total fenolik dan total flavonoid berkorelasi
positif dengan aktivitas antioksidan. Aktivitas Antioksidan Ekstrak
Bunga Telang dalam Menghambat Peroksidasi Lipid bagian daun
juga memiliki kadar total fenolik 35,47% dan flavonoid 0,88%,
bagian bunga yang justru menunjukkan aktivitas antioksidan
tertinggi. Perbedaan ini disebabkan adanya kemungkinan bahwa
aktivitas antioksidan dapat berasal dari senyawa selain flavonoid.
Berdasarkan hasil tersebut, disimpulkan bahwa ekstrak air bagian
bunga, daun, dan akar memiliki potensi sebagai sumber antioksidan,

terutama bagian bunga.”*

2.5. Ultraviolet-B (UVB)

Sinar UV terdiri atas UVA (UVAI 340-400nm; UVAII 320-340nm),
UVB (290- 320nm), serta UVC (200-290nm). Pajanan sinar matahari, selain
mempunyai efek bermanfaat, misalnya sintesis vitamin D, internal clock
setting, dan peningkatan fungsi sawar kulit , juga menyebabkan efek yang
merugikan, misalnya peradangan kulit akut dan kronis, induksi kanker,
penuaan dini, kematian sel, serta induksi reaksi samping beberapa obat.
Pajanan sinar ultra violet (SUV) berpotensi menekan respons imun pada

kulit baik lokal maupun sistemik.*?
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2.6. Pengaruh Bunga Telang terhadap Kadar IL-10 dan Kadar GPx

2.6.1.

2.6.2.

Pengaruh Bunga Telang terhadap Kadar IL-10

IL-10 yang diproduksi keratinosit meningkat setelah terjadi
aktivasi oleh radiasi UV, yang merupakan stimulator terbaik
terhadap keratinosit. IL-10 yang dihasilkan oleh keratinosit akibat
induksi UV menyebabkan imunosupresi lokal dan sistemik. Bahkan
telah dibuktikan bahwa kadar IL-10 yang diproduksi keratinosit
akibat radiasi UV masuk ke dalam sirkulasi darah. IL-10 juga
menghambat beberapa jenis respons imun dan inflamasi, dengan
dibuktikan bahwa IL-10 pada mice memicu respons hipersensitivitas
kontak iritan dan alergi.** Penelitian terdahulu mengatakan bahwa
manfaat ekstrak bunga telang sebagai antioksidan, antidiabetes, anti-
obesitas, antiinflamasi, antimikroorganisme, antikanker,

hepatoprotektif, dan beberapa manfaat fungsional lainnya.*

Pengaruh Bunga Telang terhadap Kadar GPx

Enzim  GPx  diketahuir  memiliki kemampuan dalam
mendegradasi ROS menjadi senyawa non radikal bagi tubuh
sehingga tidak menyebabkan induksi inflamasi dan kerusakana
oksidatif.* Senyawa flavonoid bunga telang seperti antosianin,
quercetin, dan kaempherol dapat menghambat kadar ROS melalui
peningkatan produk enzim antioksidan salah satunya GPx.*®

Penelitian terdahulupun mengatakan bahwa Bunga Telang memiliki
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kemampuan antioksidan dengan meningkatkan enzim-enzim

antioksidan, termasuk GPx.*’
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3.1.

BAB IlI

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Melasma berkaitan erat dengan jenis kelamin, faktor genetik,
perubahan hormonal etika hamil, radiasi sinar UV dan penggunaan bahan
kimia dalam kosmetik. Meskipun secara etiologi belum diketahui, tetapi
paparan radiasi sinar UV dianggap sebagai pemicu utama dalam patogenesis
melasma. Secara klasifikasi terdapat tiga jenis sinar UV yaitu UV-A, UV-B,
dan UV-C yang memiliki panjang foton berbeda-beda.” Studi sebelumnya
menunjukkan bahwa radiasi UV pun dapat meningkatkan pembentukan
hiperpigmentasi pada kulit dan meningkatkan reactive oxygen species
(ROS).*® Penelitian terdahulu menyebutka bahwa flavonoid dalam bunga
telang dapat menghambat ROS dengan meningkatkan produksi enzim
endogen yaitu GPx.*

Paparan sinar UVB juga akan menyebabkan hiperpigmentasi, yang
mana dapat memproduksi melanosit sehingga terjadi peningkatan melanin.
Menurut penelitian lampau menyatakan bahwa melanosit dapat mensekresi
IL-10, sebagai mediator inflamasi.*® Bunga Telang atau C. Ternatea
mengandung tanin, flobatanin, karbohidrat, saponin, fenol flavonoid,
triterpenoid, protein, alkaloid, flavanol glukosida, antrakuinon, stigmasit
4ena-3,6 dion, minyak volatil, dan flavonoid. Flavonoid yang banyak
terdapat dalam C. Ternatea antara lain terdiri dari anthocyanin, apigenin,

kaemferol flavonol, flaveur, flavanon, dan isoflavon, yang telah dilaporkan

28
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memiliki aktivitas anti-inflamasi serta sebagai depigment agen sebagai
penghambatan ekspresi gen enzim tirosinase pada proses transkripsi
messenger ribonucleic acid (MRNA).*

Kandungan Bunga Telang terdiri dari flavonoid, kaemferol, flavonol,
antosianin, dan siklotida menunjukkan sifat immunomodulator, antioksidan,
antirematik, antilipidemik, antidiabetik, antipiretik, analgesik, antiinflamasi,
antiasma, nootropik, dan diuretik. Kandungan tersebut menghambat NFk-f
dan terjadi polarisasi M1 menjadi M2, dengan hasil yaitu VEGF, IL-10, dan

TGF- B.
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Gambar 3.1. Kerangka Teori




31

3.2. Kerangka Konsep

IL-10

Gel Ekstrak
Bunga Telang

GPx

Gambar 3.2. Kerangka Konsep
3.3. Hipotesis
Terdapat pengaruh pemberian gel topikal ekstrak bunga telang 5% dan
10 % dapat meningkatkan kadar IL-10 dan meningkatkan kadar GPx pada
tikus galur wistar jantan yang terpapar sinar UVB antar kelompok perlakuan

dibanding kontrol.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan rancangan post

test only control group design terhadap hewan coba tikus jantan galur

wistar.
K1 OK1
K2 OK2
S *l R
» K3 »] OK3
K4 » OK4
Gambar 4.1. skema Rancangan Penelitian
Keterangan:
S : Subyek penelitian
R : Randomisasi menjadi 4 kelompok
K1 : Kelompok kontrol normal yang diberi pakan standard tanpa diberi
paparan sinar UV-B (energi 160 mJ/cm? dengan waktu 20 menit
selama 5 hari)
K2 : Kelompok yang diberi pakan standard dan diberi paparan sinar
UV-B (energi 160 mJ/cm? dengan waktu 20 menit selama 5 hari)
K3 : Kelompok perlakuan yang diberi dosis gel ekstrak bunga telang

5% dan diberi paparan sinar UV-B. (energi 160 mJ/cm? dengan

waktu 20 menit selama 5 hari)
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K4 : Kelompok perlakuan yang diberi dosis gel ekstrak bunga telang
10% dan diberi paparan sinar UV-B. (energi 160 mJ/cm? dengan

waktu 20 menit selama 5 hari)

OK1 : Observasi pada kelompok 1
OK2 : Observasi pada kelompok 2
OK3 : Observasi pada kelompok 3
OK4 : Observasi pada kelompok 4

4.2. Populasi Penelitian

Populasi penelitian yaitu tikus jantan galur wistar berumur 10-12
minggu, dengan berat 180-220 gram, yang dipelihara di Laboratorium
Hewan PSPG UGM. Tikus diberi pakan pellet yang terstandar merk
Citrafeed dan air minum berupa aquades suhu ruangan pemeliharaan
berkisar 28°~ 32° C dengan ventilasi dan luas ruangan yang cukup. Tikus

diadaptasikan selama 7 hari sebelum diberi perlakuan.

4.2.1. Teknik Pengambilan Sampel

Teknik pengambilan sampel penelitian ini menggunakan cara
simple random sampling. Tikus jantan galur wistar sebanyak 24 ekor
yang memenuhi kriteria inklusi dibagi menjadi 4 kelompok secara
acak sederhana, yaitu kelompok kontrol dan tiga kelompok

perlakuan.

4.2.2. Kiriteria Inklusi
a. Tikus sehat, bergerak aktif, makan dan minum cukup

b. Secara makroskopis tikus tidak ada kelainan morfologi
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4.2.3. Kiriteria Eksklusi
a. Memiliki kelainan anatomis
b. Sudah Memiliki kelainan anatomis
c. Sudah pernah digunakan sebagai hewan coba penelitian

sebelumnya

4.2.4. Kriteria Drop Out
a. Tikus mati saat penelitian berlangsung

b. Tikus menjadi sakit selama perlakuan

4.2.5. Jumlah Sampel
Menurut WHO besar sampel perkelompok minimal 5 ekor
dengan cadangan 10% (1 ekor) untuk menghindari loss of follow.™
Sampel dirandomisasi menggunakan cara simple random sampling,
dibagi menjadi 4 kelompok vyaitu 1 kelompok kontrol dan 3
kelompok perlakuan. - Jumlah keseluruhan sampel tikus yang

digunakan dalam penelitian ini sebanyak 24 ekor.

4.3. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis Gel Ekstrak

Bunga Telang (Clitorea ternatea L.).
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4.3.2. Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar IL-10 dan

kadar GPx.

4.4. Definisi Operasional
Definisi yang diberikan kepada suatu variable dengan cara
memberikan arti atau menspesifikan kegiatan, ataupun memberikan suatu
operasional yang diperlukan untuk mengukur variable tertentu.

Tabel 4.1. Definisi Operasional

Variabel Definisi Operasional Skala
Bunga Didapat dari perkebunan lokal di  Ordinal
Telang Surabaya, merupakan ekstrak dari bunga

Telang (Clitorea ternatea L) yang
diekstraksi menggunakan pelarut etanol
yang dibuat sediaan gel dengan dosis 5%
dan 10%. Gel ekstrak bunga telang
200mg dioleskan di punggung tikus 1x
sehari, selama 14 hari

Kadar'IL-10 IL-10 merupakan sitokin anti-inflamasi  Rasio

dalam sistem imun. IL-10 berfungsi
sebagai Inhibitor yang kuat dalam proses
produksi sitokin oleh Thl termasuk IL-2
dan IFNy. Fungsi utamanya adalah
mengurangi inflamasi, selain
mengendalikan  perkembangan  dan
diferensiasi. Digunakan metode ELISA
dan dibaca menggunakan ELISA reader
dengan panjang gelombang 450 nm

Kadar GPx Banyaknya GPx di dalam darah tikus Rasio
galur wistar yang dinyatakan dalam
satuan ng/mL, yang diukur dengan
metode ELISA dan dibaca
menggunakan ELISA reader panjang
gelombang 450 nm

45. Alat dan Bahan Penelitian
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45.1. Alat

Penelitian ini menggunakan peralatan untuk membuat hewan
model yang terdiri dari UV light (puncak emisi 302 nm) dengan
energi 160 mJ/cm?, alat potong rambut elektrik, kandang paparan,
kandang pemeliharaan, dan tempat air minum tikus. Peralatan yang
digunakan untuk pengambilan data antara lain swing sentrifuge,
vacutainer EDTA, tabung hematokrit, pot 5 mL, 6 mm biopsy punch,
mikropipet, 1000 uL micropipet tip, dan vial tube 1,5 mL. Alat yang

digunakan untuk analisis data adalah RT-PCR.

45.2. Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri ekstrak
bunga telang, RNA later, PBS (Phosphate Buffered Saline), DNA
isolation kit, PCR analisis kit, aguades, ketamin, xylazine water base

gel, etanol, akuades, pakan tikus, dan kloroform.

4.6. Cara Penelitian
4.6.1. Perolehan Ethical Clearance
Permohonan ethical clearence penelitian telah diajukan kepada
komisi etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung

Semarang (Terlampir).

4.6.2. Pembuatan Ekstrak Bunga Telang
Bunga Telang sebanyak + 3000 gram dicacah, didehidrasi pada

suhu 50 — 60° C dan dihaluskan menjadi bubuk kering. Bubuk kering
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diekstraksi melalui proses maserasi menggunakan etanol 96%
kemudian disaring dan filtrat yang dihasilkan ditampung, residu
kemudian dimaserasi kembali dengan metode yang sama.
Kandungan etanol dihilangkan dengan cara diuapkan menggunakan

rotaryevaporator hingga membentuk ekstrak kental. Ekstrak kental
yang terbentuk kemudian disimpan dalam lemari pendingin dengan

suhu 2- 8°C.

Penetapan Dosis

Dosis pemberian ekstrak bunga telang secara topical
ditentukan sebelum penelitian dengan studi literatur. Penelitian
sebelumnya menyatakan bahwa dosis ekstrak bunga telang sebanyak
5% untuk penggunaan secara topikal mampu menunjukkan aktivitas
anti- inflamasi yang berujung pada perbaikan kolagen kulit Terdapat
penelitian lainnya yang mengaplikasikan ekstrak bunga telang
konsentrasi 1%, 2,5%, 5%, 7,5%, dan 10% sebagai bahan baku
produk perawatan kecantikan alami menunjukkan hasil bahwa
larutan fermentasi bunga telang tidak hanya menghambat
kemerahan, gatal, alergi, dan iritasi pada kulit, tetapi juga memiliki
sifat antioksidan dan meningkatkan retensi kelembaban dan efek
pemutihan, dan hasilnya meningkat seiring dengan peningkatan
konsentrasi. Sehingga penelitian ini menggunakan dosis 5 % dan 10
% pada pemberian ekstrak Bunga Telang secara topical. Penggunaan

topikal gel bunga telang dilakukan setiap hari sebanyak 200
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mgl/tikus, sehingga dosis ekstrak Bunga Telang yang digunakan
adalah 10 mg/tikus untuk dosis 5% dan 20 mg/tikus untuk dosis

10%

Pembagian Kelompok
Kelompok perlakuan dibagi mmenjadi 4 dan tiap kelompok
terdiri dari 6 buah sampel.

1. Kelompok I : Tikus Sehat (tidak mendapatkan paparan apapun ).

2. Kelompok il : Kelompok Kontrol (Kontrol Positif, tikus dipapar
UV-B dengan pemberian base gel secara topikal)

3. Kelompok Il :Kelompok perlakuan 1 (Perlakuan 1, tikus dipapar
UV-B dengan perlakuan gel ekstrak bunga telang 5% secara
topikal)

4. Kelompok 1V : kelompok perlakuan 2 (Perlakuan 2, tikus
dipapar UV-B dengan perlakuan gel ekstrak bunga telang 10%

secara topikal)

Prosedur Pemeriksaan Glutathione Peroxide (GPx)

Darah tikus sebanyak 2 mL diambil dengan kapiler
mikrohematokrit dari sinus orbitalis, kemudian dimasukkan kedalam
tabung reaksi. Tabung reaksi kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 3500 rpm selama 15 menit untuk memisahkan serum dan
sel-sel darah. Disiapkan reagen, sampel dan larutan standard.

Diusahakan sudah berada dalam suhu ruang +/- 30 menit sebelum
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larutan dipakai. Diambil plate dan strip yang berisi sumuran sesuai
kebutuhan, untuk strip yang tidak dipakai bisa disimpan dalam
pendingin dengan suhu 2-8°C. Dimasukkan 50pl larutan standard ke
dalam sumuran. Dimasukkan 40ul sampel kedalam sumuran dan
tambahkan 10ul anti-GPx antibodi ke dalam sumuran yang berisi
sampel, setelah itu tambahkan 50ul streptavidin-HRP kedalam
sumuran standard dan sampel (kecuali kontrol negatif), campur
larutan dan tutup dengan sealer lalu inkubasi dalam inkubator pada
suhu 37°C selama 1jam. Dibuka sealer dan cuci sumuran selama 5x
dengan buffer cuci sebanyak 0,35 ml setiap sumuran sampai
sumuran penuh, dan serap menggunakan tisu hingga kering.
Dimasukkan ‘50ul larutan substrat-A dan 50ul larutan substrat B
kedalam semua sumuran, lalu inkubasi kedalam inkubator dengan
suhu 37°C dengan kondisi tertutup (gelap) selama 10 menit (hingga
larutan berubah dari bening menjadi biru). Dikeluarkan plate berisi
sumuran tambahkan 50 pl larutan stop kedalam sumuran, larutan
akan berubah dari warna biru menjadi kuning. selanjutnya masukkan
plate ke dalam ELISA reader untuk dibaca absorbansi warnanya
dengan panjang gelombang baca 450 nm (hasil valid jika pembacaan

dilakukan dibawah 10 menit).



4.7. Alur Penelitian

24 Tikus wistar jantan sehat diadaptasi selama 7 hari

A 4

Dilakukan penyinaran UVB 160Mj/cm? selama 5 hari

Tikus sehat dan
pakan standart
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v
Validasi
v
Randomisasi
1
v ! i v
Kelompok K1 Kelompok K2 Kelompok K3 Kelompok K4
\ l \ 4
N Kelompok Kelompok
Kontrol positif perlakuan 1, perlakuan 2,
tikus diberi Tikus diberi Tikus diberi
paparan UVB paparan sinar paparan sinar
UVB UVvB
Gel bunga Gel bunga telang
N telang 5% 10%
v
Pengambilan sampel darah
v
Kadar gen IL 10 dan Gpx
L 2
Analisa data

Gambar 4.1. Alur Penelitian
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Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada Januari 2024 di Laboratorium Pusat Studi

Pangan dan Gizi (PSPG) Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.

Analisis Data

Data yang sudah didapat, diproses, disunting, ditabulasi, dan
dibersihkan, kemudian dilakukan uji deskriptif. Kemudian dilakukan uji
normalitas data dengan uji Shapiro Wilk dan uji varian data dengan uji
Levene. Sebaran data normal dan varian data sama, akan dilakukan uji beda
uji One Way Anova dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc untuk mengetahui
perbedaan masing-masing kelompok. Jika terdapat sebaran data tidak
normal dan varian tidak sama, dilakukan uji Kruskal Wallis dan dilanjutkan
dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan masing-masing
kelompok. Pengolahan analisis data dilakukan dengan menggunakan SPSS

for Windows.



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan tikus Wistar jantan vyang diinduksi
hiperpigmentasi menggunakan UV-B 302 nm dengan intensitas energi UVB 160
mJ/cm? selama 5 hari. Jumlah tikus yang digunakan adalah 24 ekor tikus.
Penelitian ini terdiri dari 4 kelompok dengan 2 kelompok perlakuan, 1 kelompok
sehat, dan 1 kelompok UVB positif. Kelompok perlakuan pertama (K1) terdiri
atas 6 hewan uji dengan pemberian gel bunga telang 5% dan kelompok kedua
(K2) terdiri atas 6 hewan uji dengan pemberian gel bunga telang 10%. Kelompok
UVB positif adalah 6 hewan uji yang mendapatkan paparan UVB dengan gel base
tanpa pengobatan, sedangkan kelompok sehat adalah kelompok tikus sehat tanpa
perlakuan dan intervensi. Pada penelitian ini tikus diadaptasi selama 7 hari dan
diberikan perlakuan sinar UVB selama 5 hari, selanjutnya diberikan perlakuan
pemberian gel bunga telang 5% dan 10% pada K1 dan K2 selama 14 hari. Pada
hari ke-26 dilakukan pengambilan sampel dan selanjutnya dilakukan analisis data.
Pada hari ke-14, tikus dilakukan validasi hiperpigmentasi. Adapun gambaran kulit
tikus mengalami hiperpigmentasi sebagai berikut :

~Sehat (A) Hiperpigmentasi ‘gB)

rY ; @ ’ LN A)
Gambar 5.1. Va

lidasi hiperpigmentasi pada kulit tikus (A) Tikus sehat dan
(B) Tikus yang mendapatkan irradiasi UVB.

42
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5.1. Hasil Penelitian
Tabel 5.1. Data Hasil Penelitian kadar 11-10 dan kadar GPx
Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4
Mean = SD Mean = SD Mean + SD Mean £SD P Value
n==6 n==6 n==6 n==6

Kadar 1L-10 104,7+3,26 33,16+2,98 83,27+3,11 90,66+4,00
Saphiro Wilk 0,350 0,919 0,807 0,677
Levene’s Test 0,816
One Way Anova 0,000
Kadar GPx 62,43+0,85 29,54+0,85 44,90+1,44 54,09+1,00
Saphiro Wilk 0,180 0,204 0,297 0,245
Levene’s Test 0,223
One Way Anova 0,000

Berdasarkan hasil penelitian yang di tunjukkan pada tabel 5.1. Rerata
kadar IL-10 di K1 yang tertinggi, kemudian diikuti oleh rerata kadar IL-10
kelompok K4. Selanjutnya rerata kadar IL-10 kelompok K3 dan yang
terendah ada pada rerata kadar IL-10 kelompok K2. Data kadar IL-10
keempat kelompok semuanya berditribusi normal, ditunjukkan dengan hasil
Shapiro Wilk diperoleh nilai p>0,05 dan juga memiliki varian data yang
homogen ditunjukkan dengan hasil Levene's Test sebesar p>0,05. Distribusi
dan varian data kadar gen IL-10 dan homogen, maka dilakukan analisis
statistik parametrik dengan uji One Way Anova menghasilkan nilai p=0,000
(p<0,05) sehingga dinyatakan terdapat perbedaan rerata kadar 1L-10 yang
bermakna diantara keempat kelompok. Hasil uji Oneway Anova yang
signifikan dilanjutkan dengan uji Post Hoc untuk melihat dosis gel bunga
telang yang paling berpengaruh.

Rerata kadar GPx di K1 yang tertinggi, kemudian diikuti oleh rerata
kadar GPx kelompok K4. Selanjutnya rerata kadar GPx kelompok K3 dan

yang terendah ada pada rerata kadar GPx kelompok K2. Data kadar GPx
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keempat kelompok semuanya berditribusi normal, ditunjukkan dengan hasil
Shapiro Wilk diperoleh nilai p>0,05 dan juga memiliki varian data yang
homogen ditunjukkan dengan hasil Levene’s Test sebesar p>0,05. Distribusi
dan varian data kadar GPx dan homogen, maka dilakukan analisis statistik
parametrik dengan uji One Way Anova menghasilkan nilai p=0,000 (p<0,05)
sehingga dinyatakan terdapat perbedaan rerata kadar GPx yang bermakna
diantara keempat kelompok. Hasil uji Oneway Anova yang signifikan
dilanjutkan dengan uji Post Hoc untuk melihat dosis gel bunga telang yang
paling berpengaruh.

Tabel 5.2. Uji Post-hoc LSD kadar [1-10 dan kadar GPx antar

kelompok penelitian
Kelompok Kelompok Perbandingan  Signifikansi

IL-10 K1 K2 0,000*
K3 0,000*

K4 0,000*

K2 K3 0,000*

K4 0,000*

K3 K4 0,001*

GPx K1 K2 0,000*
K3 0,000*

K4 0,000*

K2 K3 0,000*

K4 0,000*

K3 K4 0,000*

5.1.1. Kadar IL-10
Uji Post Hoc diperoleh nilai p < 0,05 untuk perbandingan
rerata kadar IL-10 antara K1 dengan K2, K3, dan K4 (0,000). Rerata
K1 dengan K2 (0,000) ada perbedaan yang bermakna, K2 dan K3
(0,000) terdapat perbedaan yang bermakna. Pada K3 dan K4 (0,001)

ada perbedaan yang bermakna antara kedua kelompok tersebut.
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Hasil uji Post Hoc LSD pada data kadar IL-10 menunjukkan bahwa
dosis gel bunga telang 5% dan 10 % dapat meningkatkan kadar IL-
10 pada tikus jantan galur wistar hiperpigmentasi. Meskipun kedua
pemberian dosis mampu meningkatkan kadar 1L-10, perlakuan K4

memiliki pengaruh yang signifikan dibandingkan dengan perlakuan

K3.
p=0,000*
! p=0,000* !
p=0,000* p=0,001* T
T L 1
p=0,000* p=0,000%
' "
y
-
-
K K2 K3 K4
Kelompok

Gambar 5.2. Kadar IL-10

Paparan sinar UVB dengan intensitas sedang hingga tinggi
terbukti menginduksi stress oksidatif yang mengarah pada
hiperpigmentasi  kulit. Sitokin yang diekspresikan oleh sel
melanocytes seperti IL-10 menghambat akumulasi reactive oxygen
species (ROS).
Kadar GPx

Uji Post Hoc diperoleh nilai p < 0,05 untuk perbandingan

rerata kadar GPx antara K1 dengan K2, K3, dan K4 (0,000). Rerata
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K1 dengan K2 (0,000) ada perbedaan yang bermakna, K1 dan K3
(0,000) terdapat perbedaan yang bermakna. Pada K3 dan K4 (0,000)
ada perbedaan yang bermakna antara kedua kelompok tersebut.
Hasil uji Post Hoc LSD pada data kadar GPx menunjukkan bahwa
dosis gel bunga telang 5% dan 10 % dapat meningkatkan kadar GPx
pada tikus jantan galur wistar hiperpigmentasi. Meskipun kedua
pemberian dosis mampu meningkatkan kadar GPx, perlakuan K4
memiliki pengaruh yang signifikan dibandingkan dengan perlakuan

K3.

80,0 L p=0,000*
p=0,000*

S -000s - p=0,000*
p=0,000*

p=0,000*

K1 K2 K3 K4
Kelompok

Gambar 5.3. Kadar GPx
Hiperpigmentasi merupakan kondisi patologis kulit yang
perbaikan dan pencegahannya melibatkan reaksi regenerasi jaringan
termasuk pencegahan melanogenesis dan rekonstruksi kolagen.
Paparan sinar UVB terbukti menginduksi degradasi kolagen dengan

peningkatan enzim MMPs. Sitokin yang diekspresikan seperti IL-1,
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IL-6 dan TGF-p mampu menghambat sintesis enzim MMPs dan
mencegah degradasi kolagen dengan menekan jalur mitogen

activated protein kinase (MAPK) sehingga menigkatkan kadar GPx.

5.2. Pembahasan
Paparan UVB adalah faktor resiko utama hiperpigmentasi kulit yang
ditandai dengan peningkatan ekspresi protein pembentuk melanin seperti
MITF.>* Radiasi sinar UVB menginduksi kerusakan DNA melalui
pembentukan ROS oksidatif, yang mengakibatkan aktivasi beberapa jalur
melanogenesis.”. Ekstrak bunga telang mengandung flavonoid, fenol, tanin,
saponin, phlobatannin, triterpenoid, karbohidrat, alkaloid, glikosida,

antrakuinon, steroid dan minyak volatil.*

Kandungan senyawa flavonoid
bunga telang terbanyak adalah senyawa antosianin dengan berbagai struktur
seperti ternatin Al, A2, B1, B2, D1, D2, Preternatin A3 dan A4, dan
delphinidine. Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan bahwa senyawa
golongan flavonoid pada bunga telang yang paling berperan dalam aktivitas
biologisnya. Bunga telang memiliki aktivitas farmakologi antara lain

antioksidan, anti-inflamasi dll.>®

Golongan senyawa dalam tanaman yang
memiliki aktivitas anti-inflamasi antara lain flavonoid dan fenolik.
Flavonoid memiliki beberapa mekanisme aksi anti-inflamasi, misalnya
menghambat enzim seperti Ca2+-ATP- ase, xanthine oxidase,
phosphodiesterase, aldose reduktase, lipoxygenase, dan siklooksigenase.>

Mekanisme aksi fenolik sebagai anti-inflamasi adalah menghambat

enzim siklooksigenase dan prostaglandin serta menangkap radikal bebas
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yang memicu terjadinya biosintesis arakidonat yang menjadi mediator
terjadinya inflamasi.>” ROS yang terbentuk akibat paparan sinar UV akan
mengaktivasi Activator Protein 1 (AP-1) yang menyebabkan down-
regulation kadar gen TGF-Bl1 yang berperan dalam sintesis kolagen
sehingga terjadi peningkatan degradasi kolagen yang memunculkan
manifestasi klinis berbentuk solar scar ataupun kerut. Selain itu, sinar UVB
juga menyebabkan down-regulation kadar IL-10 yang merupakan
komponen kunci dari sitokin.

Kadar 1L-10 berperan dalam mengatur dan menekan kadar sitokin
proinflamasi selama fase pemulihan infeksi dan akibatnya mengurangi
kerusakan yang disebabkan oleh sitokin inflamasi. Kadar sitokin anti-
inflamasi (IL-10) memiliki efek menghambat pigmentasi. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian gel bunga telang terhadap
kadar 1L-10 dan GPx pada tikus model hiperpigmentasi. Penelitian ini
menggunakan tikus jantan galur wistar karena termasuk vetebrata mamalia
dengan struktur kulit mirip kulit manusia. Hewan uji di induksi paparan
sinar UVB 302 nm dengan intensitas energi UVB 160 mJ/cm?selama 5 hari.
Pada penelitian ini menunjukkan bahwa kadar IL-10 pada kelompok K3 (gel
bunga telang 5%) dan K4 (gel bunga telang 10%) mengalami peningkatan
secara signifikan dibandingkan kelompok tikus hiperpigmentasi yang tidak
mendapatkan terapi (K2). Hal ini menujukan bahwa peningkatan kadar IL-
10 dapat mencegah hiperpigmentasi. Penelitian sebelumnya menunjukkan

bahwa efek antiinflamasi ekstrak bunga telang pada peradangan yang
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diinduksi oleh lipopolisakarida pada lini sel makrofag dan menghambat
NFk-B dan terjadi polarisasi M1 menjadi M2, dengan hasil yaitu VEGF, IL-
10, dan TGF- B.*®

Penelitian ini lebih lanjut menunjukan efek peningkatan gel bunga
telang pada kadar GPx. Flavonoid dapat menangkap radikal bebas secara
efektif dengan membentuk radikal semikuinon yang akan berikatan dengan
radikal bebas untuk membentuk: struktur kuinon yang stabil.>® Penelitian-
penelitian sebelumnya telah mengkonfirmasi bahwa senyawa antioksidan
seperti flavonoid mampu menurunkan dan menjaga keseimbangan kadar
ROS dengan cara meningkatkan pembentukan antioksidan.”® Regulasi
keseimbangan antara level ROS dan antioksidan sangat penting dalam
beberapa jalur transduksi sinyal seluler diantaranya pengaturan diferensiasi,
proliferasi, migrasi, kelangsungan hidup, dan apoptosis. GPx atau adalah
enzim yang secara bergantian mengkatalisis 2 GSH teroksidasi menjadi
molekul GSH stabil (GSSG) dan dua molekul air (2H,0).*® GSH teroksidasi
diproduksi sebagai produk sampingan dari metabolisme oksigen dan lipid,
jika tidak diatur, menyebabkan banyak jenis kerusakan sel. Dengan
demikian, GPx merupakan pertahanan antioksidan penting di semua sel
hidup yang terpapar oksigen radikal.*®

Telah dilaporkan bahwa GPx adalah salah satu faktor yang
menghambat penurunan kolagen akibat paparan sinar UV-B.*! Penelitian
sebelumnya membuktikan bahwa radiasi UV-B mampu menekan GPx

secara signifikan, sedangkan diinduksi oleh paparan UV-B yang terus
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menerus dapat mengakibatkan stres fotooksidatif kronis.®? Hasil penelitian
ini menunjukan bahwa ekstrak bunga telang dapat meningkatkan kadar GPx
secara signifikan di bandingkan kelompok kontrol UV-B (K2). Senyawa
golongan flavonoid seperti quercetin membentuk ikatan hidrogen melalui
gugus 3’-OH menyebabkan penghambatan aktivitas protein kinase kinase
(MEK1). Quercetin juga menghambat aktivasi phosphoinositide 3-kinase
(P13K) dan mengaktivasi protein kinase (MAPK) untuk menginduksi kadar
enzim antioksidan.®® Adanya kemampuan senyawa golongan flavonoid
sebagai antioksidan terbukti menurunkan kondisi stress oksidatif dengan
meningkatkan GPx.

Dengan adanya pemaparan sinar UVB pada tikus hiperpigmentasi,
perlu adanya penelitian lanjutan tentang kadar TGF-B, dan TRP1/2 setelah
di berikan perlakuan gel bunga telang dan mekanisme molekuler ekstrak

bunga telang terhadap pencegahan hiperpigmentasi.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
1. Pemberian gel bunga telang 5% dan 10 % berpengaruh secara signifikan
meningkatkan terhadap kadar IL-10 pada tikus galur wistar jantan yang
dipapar UVB dibandingkan kelompok kontrol (sig P=0,000).
2. Pemberian gel bunga telang 5% dan 10 % berpengaruh secara signifikan
meningkatkan terhadap kadar GPx pada tikus galur wistar Jantan yang
dipapar UVB dibandingkan kelompok kontrol (sig P=0,000).
6.2. Keterbatasan Penelitian
1. Peneliti tidak mengekpresikan GPx dan IL-10 dalam ekstrak gel bunga
telang.
2. Peneliti keterbatasan waktu, biaya, dan tenaga sehingga kurang
maksimal.
6.3. Saran
Saran dari peneliti untuk penelitian selanjutnya adalah:
1. Perlu dilakukan kadar TGF-B, dan TRP1/2 setelah dilakukan pemberian
gel bunga telang pada tikus model hiperpigmentasi.
2. Perlu dilakukan pemeriksaan kadar hingga ke tahap jaringan setelah
pemberian gel bunga pada tikus model hiperpigmentasi.
3. Penelitian dapat dilanjutkan pada fase klinis untuk mengetahui pengaruh

gel bunga telang terhadap kulit manusia.
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