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ABSTRAK

Latar belakang: Paparan sinar UVB menyebabkan kerusakan struktur kulit,
memicu peradangan yang berujung penurunan kolagen. Krim Ekstrak Tapak Doro
mengandung bahan aktif flavonoid, terpenoid dan tanin yang bersifat
antiinflamasi dan antioksidan sehingga memiliki potensi menekan degradasi
kolagen kulit. Penelitian bertujuan mengetahui pengaruh pemberian krim Ekstrak
Tapak Doro terhadap kadar IL-1p dan MMP-3 pada Tikus model kehilangan
kolagen.

Metode: Desain post test only control group. Dibagi 5 kelompok: K1 (tikus
sehat), K2 (tikus terpapar UVB dengan krim dasar), K3 (tikus terpapar UVB
dengan krim vitamin E), K4 (tikus terpapar UVB dengan krim Ekstrak Tapak
Doro 10%), dan K5 (tikus terpapar UVB dengan krim Ekstrak Tapak Doro 20%).
Tikus dikenai paparan UVB 1IMED selama 8 menit sebanyak 10 kali dalam 2
minggu. Perlakuan diberikan setiap hari selama 14 hari, dan tikus diistirahatkan
24 jam setelah perlakuan terakhir. Kadar IL-1f dan MMP-3 dianalisis
menggunakan metode ELISA. Uji statistik deskriptif ditkuti dengan uji normalitas
dan homogenitas, dan uji beda menggunakan One-\Way ANOVA.

Hasil: Kadar IL-18 pada K1 (162,8£74pg/ml), K2 (1215+£178pg/mL), K3
(916+134 pg/mL), K4 (627-+44pg/mL), K5 (551+130pg/mL). Analisis K4 dan K5
lebih rendah secara signifikan dibanding K3 dan K2 (p<0,05), namun lebih tinggi
secara signifikan  dibanding K1 (p<0,05). Kadar MMP-3 pada Kl
(760+£312pg/ml), K2  (7883+£780pg/mL), K3 (5743+600pg/mL), K4
(4328+308pg/mL), K5 (3464+:684pg/mL). Analisis K4 dan K5 lebih rendah secara
signifikan dibanding K3 dan K2 (p<0,05) namun lebih tinggi secara signifikan
dibanding K1 (p<0,05).

Kesimpulan: Terdapat perbedaan kadar IL-1f dan MMP-3 pada tikus model
kehilangan kolagen setelah pemberian krim Ekstrak Tapak Doro 10% dan 20%.

Kata kunci: UVB, Ekstrak Tapak Doro, IL-1§, MMP-3
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ABSTRACT

Background: Exposure to UVB rays causes damage to skin structure, triggering
inflammation which leads to a decrease in collagen. Tapak Doro Extract Cream
contains the active ingredients flavonoids, terpenoids and tannins which have
anti-inflammatory and antioxidant properties so they have the potential to
suppress skin collagen degradation. The research aims to determine the effect of
administering Tapak Doro Extract cream on IL-1f and MMP-3 levels in mice with
a collagen loss model.

Method: Post test only control group design. Divided into 5 groups: K1 (healthy
rats), K2 (rats exposed to UVB with base cream), K3 (rats exposed to UVB with
vitamin E cream), K4 (rats exposed to UVB with 10% Doro Tapak Extract cream),
and K5 (rats exposed UVB with Doro Tapak Extract cream 20%). Mice were
exposed to UVB IMED for 8§ minutes 10 times in 2 weeks. Treatment was given
every day for 14 days, and the mice were rested 24 hours after the last treatment.
IL-15 and MMP-3 levels were analyzed using the ELISA method. Descriptive
statistical analysis is followed by tests for normality, homogeneity, and differences
using One-Way ANOVA.

Results: IL-1p levels in K1 (162.8+74pg/mL), K2 (1215+178pg/mL), K3 (916+134
pg/mL), K4 (627+44pg/mL), K5 (551% 130pg/mL). Analysis of K4 and K5 was
significantly lower than K3 and K2 (p<0.05), but significantly higher than Kl
(p<0.05). MMP-3 levels in KI (760+£312pg/mL), K2 (7883+780pg/mL), K3
(5743+600pg/mL), K4 (4328+308pg/mL), K5 (3464+684pg/mL). Analysis of K4
and K5 was significantly lower than K3 and K2 (p<0.05) but significantly higher
than K1 (p<0.05).

Conclusion: There are differences in IL-1f and MMP-3 levels in collagen loss
model mice after administration of 10% and 20% Tapak Doro Extract cream.

Key words: UVB, Tapak Doro Extract, IL-1, MMP-3
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Collagen loss merupakan kondisi berkurangnya densitas kolagen pada
kulit manusia yang dapat menyebabkan penurunan elastisitas dan kekencangan
kulit serta munculnya kerutan dan garis-garis halus."® Kondisi ini juga dapat
mempengaruhi  struktur dan tekstur kulit secara keseluruhan, sehingga
menyebabkan penampilan kulit kusam dan kendur. Salah satu faktor yang
menyebabkan kondisi ini adalah paparan sinar ultraviolet B (UVB).** Radiasi
UVB dapat mengakibatkan terjadinya respon inflamasi yang ditandai dengan
peningkatan marker inflamasi, termasuk IL-1B dan peningkatan Reactive Oxygen
Species (ROS). Peningkatan sekresi IL-1p secara berkelanjutan akibat paparan
UVB yang berlangsung dapat merangsang produksi enzim pendegradasi kolagen,
termasuk matriks-3 metalloproteinase (MMP-3) oleh sel imun di sekitar area
paparan UVB. Hal ini berdampak pada kondisi collagen loss. Penelitian
sebelumnya menyatakan bahwa Tapak Doro (Catharanthus roseus) mengandung
bahan aktif yang memiliki sifat antioksidan dan antiinflamasi, meskipun demikian
peran Tapak Doro dalam menghambat IL-18 dan MMP-3 pada collagen loss
masih belum jelas.®’

Paparan sinar UV telah diidentifikasi sebagai faktor utama pada proses
collagen loss yang telah menjadi masalah signifikan di seluruh dunia.*®. Studi
menunjukkan bahwa sinar UV dapat menyebabkan kerusakan pada serat kolagen

dan elastin dalam kulit yang menyebabkan terjadinya keriput, garis halus, dan



kehilangan elastisitas kulit.> Selain itu seiring perubahan pola hidup global,
termasuk peningkatan aktivitas di luar ruangan dan penurunan penggunaan
perlindungan matahari menyebabkan peningkatan kasus collagen loss. Di
beberapa negara, terutama di daerah yang terpapar sinar UV tinggi, kehilangan
kolagen menjadi masalah kesehatan kulit yang mendesak. Menurut penelitian
terdahulu, 94% masyarakat berusia 40 tahun mengalami penurunan kolagen akibat
paparan sinar matahari.’® Hal ini mendorong meningkatnya kesadaran akan
perlunya melindungi kulit dari sinar UV dengan menggunakan tabir surya.
Meskipun banyak upaya pencegahan dan pengobatan telah dilakukan
menggunakan bahan kimia, namun penggunaan dalam jangka waktu yang lama
dapat menyebabkan berbagai penyakit, termasuk iritasi dan kanker.*®

Tapak Doro adalah tanaman tahunan dengan batang tegak, daun
berlawanan, dan bunga berwarna merah muda atau ungu. Tanaman ini sering
digunakan sebagal tanaman hias, termasuk dalam famili Apocynaceae dan dikenal
memiliki sifat antioksidan dan antiinflamasi untuk pengobatan tradisional dalam
mengatasi berbagai kondisi kesehatan seperti diabetes, kanker, dan malaria®.
Tapak Doro diketahui mengandung berbagai jenis flavonoid seperti kaempferol,
kuersetin, kempferol-3-O-glukosida; terpenoid seperti vindolin, vindolinin, dan
serpentin, serta tannin seperti ellagitannin dan proanthocyanidin.***> Flavonoid
dalam Tapak Doro diketahui mampu menghambat jalur NF-kB, yang mengatur
produksi protein inflamasi termasuk IL-1p. Selain itu terpenoid juga memiliki

sifat antioksidan yang dapat meningkatkan ekspresi Nrf2 sehingga merangsang



produksi enzim antioksidan untuk menekan stres oksidatif. Tannin menghambat
fungsi MAPK dan aktivasi AP-1 yang mengatur protein MMP-3.

Studi sebelumnya menunjukkan bahwa krim Ekstrak Tapak Doro 15%
efektif dalam menyembuhkan luka.’*” Namun, belum ada penelitian tentang
perannya dalam mengurangi IL-1p dan MMP-3 pada tikus model kehilangan
kolagen. Oleh karena itu, studi ini bertujuan mengevaluasi pengaruh krim Ekstrak
Tapak Doro 10% dan 20% pada tikus Wistar jantan yang diinduksi sinar UVB.
1.2.Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh pemberian Krim Ekstrak Tapak Doro terhadap
kadar IL-1B dan MMP-3 pada Tikus Jantan Galur Wistar yang diinduksi sinar
uvB?
1.3.Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan umum

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian

Krim Ekstrak Tapak Doro terhadap kadar 1L-1f dan MMP-3 pada Tikus

Jantan Galur Wistar model collagen loss yang diinduksi sinar UVB.

1.3.2. Tujuan khusus
a. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan kadar IL-1B pada
Tikus Jantan Galur Wistar yang diinduksi sinar UVB yang diberikan
Krim Ekstrak Tapak Doro 10% dan 20% dibandingkan dengan kontrol
positif.
b. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan kadar MMP-3 pada

Tikus Jantan Galur Wistar yang diinduksi sinar UVB yang diberikan



Krim Ekstrak Tapak Doro 10% dan 20% dibandingkan dengan kontrol
positif.
1.4. Manfaat penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Manfaat didapat dari penelitian ini adalah adanya hasil ilmiah
peran Krim Ekstrak Tapak Doro terhadap kadar IL-1p dan MMP-3 pada
Tikus Jantan Galur Wistar yang mengalami collagen loss pasca diinduksi
sinar UVB.
1.4.2. Manfaat Praktis
Hasil penelitian ini dapat memberikan pengetahuan bermanfaat
bagi masyarakat mengenal kegunaan Tapak Doro untuk perlindungan
kulit. Bagi praktisi kesehatan, hasil penelitian ini diharapkan dapat
memberikan wawasan baru terkait potensi terapi dengan Ekstrak Tapak
Doro sebagali agen antiinflamasi dan antioksidan bagi individu yang
mengalami collagen loss akibat terpapar sinar UVB dengan intensitas
tinggi.
1.5. Originalitas Penelitian
Berdasarkan review literatur mengenai penggunaan Catharanthus roseus
sebagai agen antiinflamasi dan antioksidan, beberapa studi terkait telah

diidentifikasi dan akan ditampilkan dalam Tabel 1 :



Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No Peneliti Judul Metode p Ha_3|_l
enelitian
1 Nayak, B.S. Catharanthus roseus In vivo dosis 100
Pinto & flower extract has mg/kgBB Ekstrak
Pereira, wound-healing activity in Tapak Doro dapat
Lexley M.*®  Sprague Dawley rats mempercepat
wound healing
2 Leni®™ Ointment Formulation of In vivo Kadar 15% krim
Tapak Doro ETD dapat
(Catharanthus roseus mempercepat
(L.) G. Don) Flower penyembuhan luka
Ethanol Extract and its bakar
Activity in Burn-Healing
3 Ahmed, Inhibition of In vivo Ekstrak Tapak
Munir ./ Inflammation Associated Doro menekan sel-
Corneal sel inflamasi
Neovascularization by
Dalbergia sissoo and
Catharanthus roseus
Leaf Extracts in an
Animal Model
4  Fattepur ** Toxicological and In vivo Dosis 500 mg/kg
pharmacological activity BB secara oral
of ethanolic extracts of mampu  menekan
catharanthus roseus in inflamasi dan
expermental animals mengaktiafkan
Nrf2 dan aktivasi
enzim antioksidan
5 Zhu,M.®  Vindoline Attenuates  Invitrodan Vindolin  yang
Osteoarthritis in vivo terkandung dalam
Progression Through Tapak Doro dapat
Suppressing the NF-xB menekan  Nf-kB
and ERK Pathways in dan berujung pada
Both Chondrocytes and penurunan IL-13
Subchondral Osteoclasts
6 Meena R. Effect of TNFa blockade In vivo Paparan UVB
Sharma, on UVB-induced selama 5  hari
Robert inflammatory cell mampu
Mitrani, migration and collagen menyebabkan
Victoria  P. loss in mice penurunan
Werths’ densitas kolagen




Berdasarkan studi literatur didapatkan bahwa Tapak Doro telah diteliti
terdahulu untuk beberapa gangguan kesehatan yang berhubungan dengan
inflamasi. Penelitian sebelumnya menemukan bahwa Tapak Doro dosis 100
mg/kgBB dapat mempercepat penyembuhan luka dan krim dengan kandungan
15% Ekstrak Tapak Doro dapat mempercepat penyembuhan luka bakar. Penelitian
ini mengungkapkan adanya peran Tapak Doro pada regenerasi jaringan kulit.

Penelitian lain pada Inflammation Associated Corneal Neovascularization
dan Osteoarthritis, menemukan Ekstrak Tapak Doro dapat menekan aktivitas sel-
sel inflamasi dengan menekan Nf-KB dan penurunan IL-18. Penelitian ini
mengungkapkan bahwa Ekstrak Tapak Doro memiliki kemampuan antiinflamasi.
Penelitian ini berbeda dengan penelitian yang akan dilakukan, namun menjadi
pandangan bahwa terdapat peran Ekstrak Tapak Doro dalam inflamasi.

Penelitian lain terhadap toksisitas dan potensi aktivitas antioksidan,
menemukan bahwa Dosis 500 mg/kg BB secara oral mampu menekan inflamasi
dan mengaktiafkan Nrf2 dan aktivasi enzim antioksidan. Penelitian ini berbeda
dengan penelitian yang akan dilakukan, namun memberikan informasi bahwa
Ekstrak Tapak Doro dapat menurunkan radikal bebas melalui aktivasi Nrf2.

Berbagai penelitian yang telah dijabarkan di atas telah mengkaji peran
Ekstrak Tapak Doro dalam regenerasi, inflamasi, dan antioksidan. Penelitian-
penelitian tersebut masih belum ada yang mengkaji peran Ekstrak Tapak Doro
terhadap kadar IL-1p dan MMP-3 dalam collagen loss, sehingga penelitian ini

layak untuk dilakukan.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA
2.1. Interleukin 1 (IL-1)
2.1.1. Definisi
Interleukin-1 (IL-1) adalah salah satu sitokin pro-inflamasi yang

penting dalam respons imun tubuh. Dengan berat molekul sekitar 17 kDa,
IL-1 memiliki rumus kimia Cq 3 Hy 4 g N2 4 O3 - S. Protein IL-1
merupakan bagian dari keluarga protein interleukin dan diproduksi oleh
berbagai jenis sel, termasuk makrofag dan sel dendritik, sebagai respons
terhadap infeksi, cedera, atau stres jaringan. Fungsi utamanya adalah
merangsang produksi sitokin lainnya, seperti IL-6 dan TNF-o, serta
mengatur respons inflamasi dan sistem kekebalan tubuh secara umum.*®

2.1.2. Jenis Interleukin 1

Interleukin 1 merupakan kelompok sitokin yang terdiri dari dua

bentuk utama, yaitu IL-la dan TL-1pB. Kedua bentuk ini memiliki peran
penting dalam mengatur respons imun dan peradangan dalam tubuh
manusia. IL-1a dan IL-1f diproduksi oleh berbagai jenis sel, termasuk sel
makrofag dan sel dendritik, sebagai respons terhadap infeksi atau cedera.
IL-1a dikenal karena fungsinya sebagai mediator lokal yang terikat pada
membran dan berperan dalam aktivasi sel endotel, serta merangsang
produksi sitokin lainnya, seperti I1L-6 dan TNF-a.'” Sementara IL-1B, yang

dilepaskan setelah pengolahan dari prekursor yang diinduksi, berkontribusi



2.1.3.

pada peradangan sistemik dan meningkatkan migrasi sel-sel imun ke lokasi
infeksi atau cedera.
Jalur Aktivasi IL-1p

Interleukin-1B yang memiliki peran kunci dalam regulasi respons
inflamasi dan system imun, disekresikan oleh berbagai jenis sel, terutama
sel imun seperti makrofag dan sel dendritic, serta beberapa jenis sel lain
seperti sel epithelial dan fibroblas. Proses sekresi IL-1B terutama dipicu
dalam kondisi seperti kerusakan jaringan yang memicu terjadinya Damage
Associate Molecular Pattern (DAMP), atau adanya infeksi pathogen yang
dikenali sebagai Pathogen Associate Molecular Pattern (PAMP), di mana
sistem imun perlu diaktifkan untuk melawan ancaman.'® Ketika patogen
seperti bakteri atau virus masuk ke dalam tubuh, makrofag dan sel dendritik
mengenali patogen tersebut menggunakan Pattern Recognition Receptors
(PRRs) mereka. Pengenalan ini. memicu jalur sinyal yang mengaktifkan gen
IL-1B dan memulai produksi prekursor 1L-1p.

Peran IL-1f dalam respons imun sangat luas dan vital karena
memiliki kemampuan dalam aktivasi dan rekrutmen leukosit ke jaringan
rusak, meningkatkan ekspresi molekul adhesi pada endotel vaskular yang
memfasilitasi pergerakan sel imun ke jaringan rusak, serta merangsang sel-
sel imun dan non-imun untuk memproduksi sitokin lain yang berkontribusi
pada pembentukan respons inflamasi.*®? Lebih lanjut, IL-1B berkontribusi
pada demam sebagai respons terhadap infeksi dengan mempengaruhi

hipotalamus untuk meningkatkan suhu tubuh, yang merupakan bagian dari



mekanisme pertahanan tubuh untuk menghambat pertumbuhan patogen.
Namun, produksi berlebihan IL-1B dapat menyebabkan kondisi inflamasi
kronis dan penyakit autoimun, menandakan pentingnya regulasi ketat dalam
sekresi dan aktivitas IL-1p.
2.1.4. Peran IL-1p pada Collagen loss Akibat Paparan UVB

Paparan sinar UVB terhadap kulit memicu serangkaian respons
molekuler yang kompleks yang melibatkan IL-1B sebagai peran kunci,
khususnya dalam proses kerusakan dan penuaan kulit. Radiasi UVB dapat
menembus lapisan epidermis kulit, menyebabkan kerusakan DNA langsung
pada sel-sel kulit dan induksi stres oksidatif yang mengaktifkan jalur sinyal
inflamasi. Dalam kondisi ini, sel-sel keratinosit dan makrofag pada kulit
diaktifkan untuk menghasilkan dan melepaskan IL-1p. Sitokin IL-1p yang
disekresikan berfungsi sebagai mediator penting dalam respons inflamasi
dengan memicu cascades sinyal intraseluler yang mengarah pada ekspresi
gen-gen proinflamasi dan prodegradatif, termasuk matrix metalloproteinases
(MMP), seperti MMP-3. Protein MMP-3 merupakan enzim yang berperan
dalam degradasi komponen matriks ekstraselular, seperti kolagen dan
elastin, menyebabkan kerusakan struktural pada dermis dan manifestasi dari
penuaan kulit?* Mekanisme ini dimulai dari aktivasi jalur NF-kB dan
MAPK oleh IL-1B, yang selanjutnya meningkatkan transkripsi dan aktivitas
MMP-3.% Dengan demikian, IL-1p tidak hanya berperan dalam memediasi
respons inflamasi akibat paparan UVB tetapi juga dalam perubahan

struktural kulit yang terkait dengan penuaan, menunjukkan hubungan
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langsung antara inflamasi, kerusakan DNA oleh UVB, sekresi IL-1p, dan
aktivasi jalur protein yang mengarah pada peningkatan aktivitas MMP-3.
Peran IL-1B yang krusial dalam proses degradasi kolagen pasca
paparan UVB menjadi penting untuk diintervensi. Beberapa penelitian
terdahulu melaporkan bahwa IL-18 dapat dihambat oleh beberapa bahan
aktif seperti flavonoid, terpenoid, dan tannin.”® Flavonoid, tanin, dan
terpenoid merupakan senyawa bioaktif yang ditemukan dalam berbagai
tanaman dan telah terbukti memiliki potensi untuk menekan ekspresi IL-1p.
Mekanisme molekuler di balik kemampuan senyawa-senyawa ini untuk
menekan IL-1p melibatkan modulasi jalur sinyal NF-«xB, faktor transkripsi
utama dalam produksi ekspresi gen IL-1. Flavonoid, seperti quercetin dan
kaempferol, dapat menghambat fosforilasi dan degradasi nuclear factor of
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha (IxBa)
yang merupakan inhibitor NF-«B. sehingga mencegah translokasi NF-«xB ke
nukleus dan berujung pada penghentian proses transkripsi gen IL-1p.%*
Tanin, dengan struktur polifenoliknya yang kompleks, juga menunjukkan
aktivitas anti-inflamasi dengan cara yang serupa, menghambat jalur NF-xB
dan dengan demikian menurunkan ekspresi IL-1p.” Terpenoid, termasuk p-
caryophyllene, dapat berinteraksi langsung dengan protein sinyal yang
terlibat dalam jalur NF-«B. Terpenoid dikenal meregulasi jalur sinyal
inflamasi melalui interaksi dengan reseptor seluler kanal ion, yang dapat
mengubah respons seluler terhadap rangsangan inflamasi. Penelitian

terdahulu melaporkan bahwa terpenoid dapat modulasi aktivitas reseptor
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Transient Receptor Potential Vanilloid (TRPV), yang berperan dalam

regulasi nyeri dan inflamasi.

2.2. Matrixmetalloproteinase 3 (MMP-3)

2.2.1.

2.2.2.

Definisi

Matrix metalloproteinase-3, juga dikenal sebagai stromelysin-1,
merupakan anggota dari keluarga besar proteinase zinc-dependent yang
dikenal sebagai matrix metalloproteinases. Protein MMP-3 memiliki berat
molekul sekitar 54 kDa dan berperan penting dalam degradasi berbagai jenis
matriks ekstraseluler seperti proteoglikan, fibronectin, laminin, dan
collagen, yang berperan dalam proses remodeling jaringan serta perbaikan
dan remodelling jaringan.*® Gen yang bertanggung jawab atas transkripsi
MMP-3 adalah MMP3, yang terletak pada kromosom 11g22.3.
Struktur dan aktivitas MMP-3

Struktur dan aktivitas. MMP-3 diatur secara ketat pada level
transkripsi, aktivasi proenzim, -dan inhibisi oleh Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases (TIMPs), menunjukkan kompleksitas regulasi dan
pentingnya MMP-3 dalam fisiologi dan patologi.”® MMP-3 tidak hanya
terlibat dalam proses fisiologis normal seperti perkembangan embrio,
ovulasi, dan regenerasi jaringan, tetapi juga dalam kondisi patologis

termasuk artritis, fibrosis, dan kanker.?’

Karena kemampuannya untuk
mendegradasi berbagai komponen matriks ekstraseluler dan mengaktifkan
MMP lain, MMP-3 memainkan peran kunci dalam cascades proteolitik yang

memfasilitasi perubahan struktural jaringan.
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2.2.3. Peran MMP-3 dalam Collagen loss Akibat Paparan UVB

Paparan radiasi ultraviolet B terhadap kulit memicu serangkaian
reaksi molekular yang kompleks, termasuk aktivasi jalur inflamasi yang
signifikan melalui faktor transkripsi NF-xB. Faktor transkripsi NF-xB
berperan penting dalam respons inflamasi dengan mengatur ekspresi gen-gen
yang terlibat dalam produksi sitokin pro-inflamasi, kemokin, dan adhesi
molekul. Aktivasi NF-kB oleh UVB menyebabkan translokasi NF-kB dari
sitoplasma ke nucleus untuk memulai proses transkripsi gen-gen target,
termasuk gen MMP-3. Hal ini mengarah pada degradasi matriks ekstraseluler,
yang merupakan mekanisme kunci di balik kerusakan kulit seperti keriput dan
kehilangan elastisitas yang diinduksi oleh paparan sinar matahari.

Selain itu, paparan UVB memicu aktivasi jalur radikal bebas melalui
enzim NADPH Oxidase, yang berperan dalam produksi ROS.?” Pembentukan
ROS ini tidak hanya merusak komponen seluler melalui peroksidasi lipid,
kerusakan DNA, dan oksidasi protein, tetapi juga memicu jalur sinyal yang
mengarah pada ekspresi MMP-3.# ROS berperan dalam aktivasi NF-kB,
sehingga menghubungkan jalur radikal bebas dengan jalur inflamasi. Karena
itu, enzim NADPH Oxidase merupakan komponen kunci dalam respons kulit
terhadap stress oksidatif yang diinduksi UVB, berkontribusi pada kerusakan
struktural dan fungsional kulit.

Paparan UVB juga meningkatkan rekruitment sel imun, khususnya
Makrofag tipe 1, ke area kulit yang terpapar.®® Makrofag tipe 1, yang

diaktifkan oleh sitokin pro-inflamasi dan kemokin yang diproduksi sebagai
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respons terhadap kerusakan yang diinduksi UVB, berperan dalam fagositosis
dan eliminasi patogen serta debris seluler.” Namun, aktivasi makrofag ini juga
menyebabkan produksi lebih lanjut dari berbagai mediator inflamasi,
termasuk ROS dan nitric oxide (NO), yang meningkatkan ekspresi MMP-3.%
Oleh karena itu, rekruitment dan aktivasi Makrofag tipe 1 tidak hanya penting
untuk respons imun dan perbaikan jaringan tetapi juga berkontribusi pada
kerusakan matriks ekstraseluler melalui produksi MMP-3.%

Kandungan bioaktif seperti flavonoid, terpenoid, dan tanin telah
menunjukkan potensi dalam menekan kadar MMP melalui berbagai
mekanisme yang melibatkan regulasi jalur sinyal dan aktivitas enzim.3 Salah
satu jalur sinyal yang penting adalah jalur NF-kB, yang terlibat dalam respons
inflamasi dan ekspresi MMP-3. Flavonoid dan terpenoid telah terbukti
menghambat aktivasi NF-kB, sehingga mengurangi ekspresi MMP-3 yang
dipicu oleh sinyal inflamasi.

Selain itu, beberapa kandungan bioaktif seperti flavonoid memiliki
kemampuan untuk menghambat aktivitas mitogen-activated protein kinase
(MAPK) dan activator protein-1 (AP-1), dua jalur sinyal yang juga terlibat
dalam regulasi ekspresi MMP-3. Dengan mengganggu jalur sinyal ini,
flavonoid dan terpenoid dapat mengurangi respons pro-inflamasi yang
memicu produksi MMP-3 oleh sel-sel kulit.

Tanin yang merupakan senyawa polifenol dapat berkontribusi dalam
menekan kadar MMP-3 melalui regulasi aktivasi faktor transkripsi. Tanin

dapat mengaktivasi jalur sinyal antioksidan dengan mengganggu interaksi
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antara Nrf2 dan Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl), sehingga
meningkatkan ekspresi enzim antioksidan dan mengurangi stres oksidatif
yang dapat merangsang produksi MMP-3.3

Selain itu, beberapa kandungan bioaktif seperti flavonoid dan
terpenoid juga memiliki aktivitas antioksidan secara langsung, yang dapat
melindungi sel-sel kulit dari kerusakan oksidatif dengan mengurangi aktivasi
enzim NADPH Oxidase (NOx) yang berperan dalam produksi radikal bebas.
Penghambatan produksi radikal bebas dari senyawa bioaktif ini dapat secara
tidak langsung mengurangi ekspresi MMP-3 yang dipicu oleh stres oksidatif.

2.3. Tapak Doro (Catharanthus roseus)
2.3.1. Biologi Tapak Doro

Tapak Doro (Catharanthus roseus) adalah tanaman yang sudah lama
dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional dan modern.’* Tanaman yang
termasuk dalam keluarga Apocynaceae ini berasal dari Madagaskar dan telah
menyebar luas di berbagai wilayah tropis dan subtropis di seluruh dunia.*
Tanaman Tapak Doro memiliki habitus semak yang rendah, biasanya tumbuh
mencapai ketinggian sekitar 1 meter, meskipun beberapa varietas dapat
tumbuh lebih tinggi tergantung pada kondisi lingkungan. Morfologi Tapak
Doro ditandai oleh daun yang berbentuk elips, bertulang tunggal, dan
bertumbuh berhadapan satu sama lain di sepanjang batang. Daunnya
berwarna hijau gelap, berkilap, dan berukuran kecil hingga sedang. Bunga

Tapak Doro bervariasi dalam warna, dari putih hingga merah muda, dan
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memiliki bentuk yang khas dengan lima kelopak yang menyatu dan mahkota

bunga yang mencuat (Gambar 2.1).*

Gambar 2.1. Morfologi Tapak Doro

2.3.2. Manfaat Tapak Doro

Tapak Doro sering ditemukan di taman dan pekarangan rumah dengan
area terbuka dan kondisi cahaya yang cukup. Meskipun tumbuh secara alami
di habitat tropis dan subtropis, tanaman. ini juga dapat berkembang dengan
baik di berbagai lingkungan di seluruh dunia, terutama dalam kondisi iklim
hangat hingga sedang.® Keindahan estetika bunga dan sifat obatnya membuat
Tapak Doro menjadi tanaman hias populer di banyak negara, sementara sifat
anti-kanker yang signifikan dari senyawa kimianya membuatnya menjadi
fokus penelitian dalam bidang medis dan farmasi.*

Tapak Doro diketahui mengandung berbagai jenis flavonoid seperti
kaempferol, kuersetin, kempferol-3-O-glukosida; terpenoid seperti vindolin,
vindolinin, dan serpentin, serta tannin seperti ellagitannin dan
proanthocyanidin.***"*° Mereka bekerja melalui berbagai jalur molekuler

dalam tubuh, termasuk penghambatan enzim pro-inflamasi seperti
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cyclooxygenase (COX) dan lipoxygenase (LOX), yang terlibat dalam
produksi mediator peradangan.*® Selain itu, senyawa-senyawa ini juga dapat
meningkatkan aktivitas enzim antioksidan endogen, SOD dan GPx, yang
membantu melawan efek merusak dari radikal bebas. Dengan demikian,
Tapak Doro menunjukkan potensi sebagai sumber bahan alami untuk
pengembangan terapi antiinflamasi dan antioksidan yang efektif dalam
mengatasi berbagai kondisi kesehatan.
Peran Paparan UVB dalam Collagen loss

Kehilangan = kolagen ~akibat paparan sinar UVB merupakan
permasalahan serius dalam kesehatan kulit manusia. UVB dapat memicu
kerusakan kolagen melalui berbagai mekanisme, termasuk pembentukan ROS
dan aktivasi jalur protein yang terlibat dalam degradasi kolagen. Ketika kulit
terpapar UVB, sinar tersebut dapat merangsang produksi ROS melalui reaksi
dengan NOx dalam kulit. ROS yang dihasilkan kemudian dapat memicu
kerusakan DNA, perusakan membran sel, dan degradasi kolagen, yang pada
gilirannya mengurangi kekencangan dan elastisitas kulit.?*

Selain itu, UVB juga dapat menghambat aktivitas faktor transkripsi
Nrf2, yang bertanggung jawab atas regulasi gen-gen antioksidan dalam
tubuh.*? Paparan sinar UVB telah terbukti menghambat fungsi aktivasi Nrf2
melalui beberapa mekanisme yang kompleks. Salah satu mekanisme
utamanya adalah melalui kerusakan dan modifikasi pada protein-protein yang
terlibat dalam jalur sinyal Nrf2. Misalnya, UVB dapat menyebabkan

kerusakan pada protein keluarga reseptor aril hidrokarbon (AhR), yang
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merupakan penginisiasi aktivasi Nrf2 dengan mengikat ligandnya. Namun,
paparan UVB dapat mengganggu kemampuan AhR untuk berinteraksi dengan
ligandnya, sehingga menghambat jalur sinyal yang mengarah pada aktivasi
Nrf2.* Selain itu, UVB juga dapat mengakibatkan modifikasi pada protein
adaptor seperti Keapl yang bertanggung jawab atas regulasi Nrf2. Modifikasi
ini dapat mengganggu interaksi antara Nrf2 dan Keapl, sehingga
menghambat kemampuan Nrf2 untuk terlepas dari kompleks dengan Keapl
dan bertranslokasi ke inti sel untuk mengatur ekspresi gen-gen antioksidan.**
Akibatnya, paparan UVB mengakibatkan penurunan aktivitas Nrf2 dan
penurunan ekspresi gen-gen antioksidan, yang pada gilirannya meningkatkan
kerentanan sel terhadap stres oksidatif dan menyebabkan kerusakan kolagen
serta integritas kulit. *

Selain peran ROS, paparan UVB juga dapat memicu inflamasi dalam
kulit melalui aktivasi jalur protein yang terlibat dalam respon inflamasi. UVB
dapat menyebabkan kerusakan pada sel kulit, menghasilkan molekul yang
dikenal sebagai DAMP, yang kemudian merangsang respons inflamasi
melalui aktivasi reseptor tertentu pada sel-sel imun.* Aktivasi jalur protein
seperti P53, sitokrom C, dan caspase 3 juga dapat terjadi sebagai respons
terhadap kerusakan DNA dan apoptosis sel yang diinduksi oleh UVB, yang
pada akhirnya dapat menyebabkan kehilangan kolagen dan kerusakan

struktural pada kulit.**
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2.5. Tikus Wistar

Tikus Wistar adalah salah satu jenis tikus yang paling banyak
digunakan dalam penelitian laboratorium. Namanya berasal dari Institut
Wistar di Philadelphia, tempat pertama kali dibiakkan. Tikus galur ini sangat
cocok untuk berbagai jenis penelitian karena sifat reproduksi yang efisien,
ukuran tubuh yang besar, siklus reproduksi yang cepat, dan temperamen yang
ramah. Tikus Wistar sangat mirip dengan manusia dalam fisiologi,
menjadikannya model yang penting dalam penelitian kesehatan untuk
mempelajari diabetes, obesitas, penyakit kardiovaskular, dan kanker. Sebelum
obat baru diuji pada manusia, mereka digunakan dalam penelitian
farmakologi dan toksikologi. Galur ini juga sering digunakan dalam studi
nutrisi untuk mengevaluasi bagaimana diet atau suplemen tertentu berdampak
pada kesehatan, serta dalam penelitian perilaku karena temperamennya yang
ramah. Selain itu, tikus Wistar dapat direkayasa untuk membuat model
penyakit tertentu.

Karena tikus Wistar memiliki banyak keunggulan yang signifikan
dibandingkan dengan galur tikus lain, tikus ini sering digunakan sebagai
model untuk penelitian collagen loss. Pertama, kulit tikus Wistar memiliki
karakteristik yang memudahkan penelitian efek penuaan foto, seperti
ketebalan dan komposisi kulit, yang memungkinkan peneliti untuk dengan
mudah melihat perubahan morfologis dan histologis yang terkait dengan
kerusakan akibat paparan sinar ultraviolet. Kedua, respons imunologis tikus

Wistar terhadap stres lingkungan, termasuk paparan sinar ultraviolet, cukup
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mirip dengan respons manusia, membuatnya menjadi model yang lebih
relevan secara fisiologis untuk penelitian efek penuaan foto. Ketiga, ukuran
tubuh yang relatif besar dari tikus Wistar memudahkan penggunaan dosis UV
yang tepat, serta pengambilan sampel kulit untuk analisis lebih lanjut. Dengan
semua keuntungan ini, tikus Wistar adalah pilihan yang bagus untuk studi
photoaging karena memungkinkan peneliti untuk mempelajari lebih lanjut
tentang proses penuaan kulit yang disebabkan oleh paparan sinar ultraviolet
dan potensi solusi untuk mencegah atau memperlambat proses tersebut.
Intensitas dan frekuensi paparan UVB untuk menginduksi kerugian
kolagen pada tikus Wistar dalam penelitian model - photoaging dapat
bervariasi tergantung pada desain eksperimen dan tujuan penelitian. Secara
umum, protocol bisa dirancang untuk secara bertahap mengekspos tikus ke
UVB dengan intensitas dan frekuensi yang dikontrol untuk meniru efek
photoaging pada kulit. Penting untuk dicatat bahwa dosis dan frekuensi yang
spesifik harus ditentukan dengan hati-hati untuk menghindari kerusakan
berlebihan yang bisa menyebabkan luka bakar kulit atau kanker kulit,
sekaligus cukup untuk menginduksi perubahan photoaging yang signifikan.
Beberapa studi menggunakan intensitas sekitar 120-200 mJ/cm? per eksposur
UVB, dengan frekuensi paparan 3-5 kali per minggu selama 5 hari hingga
beberapa minggu tergantung dari tingkat keparahan penyakit yang akan

dibuat.
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BAB Il1

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Collagen loss merupakan kondisi berkurangnya densitas kolagen
yang disebabkan oleh ketidakseimbangan antara sintesis dan degradasi
kolagen akibat beberapa faktor, temasuk paparan UVB yang tejadi secara
terus menerus. Tapak Doro dikenal mengandung zat aktif seperti
flavonoid, terpenoid dan tannin yang bersifat antioksidan dan antiinflamasi
yang mampu menghambat inflamasi berkepanjangan akibat paparan
UVB.12'44

Paparan UVB dapat menyebabkan kerusakan pada DNA di dalam
sel kulit yang memicu berbagai mekanisme respons, termasuk ekspresi
protein P53 yang berperan penting dalam menjaga stabilitas genom dan
memicu respons terhadap kerusakan DNA. Ketika DNA rusak, P53 dapat
mengaktifkan jalur apoptosis dengan mengatur ekspresi gen-gen yang
terlibat dalam proses tersebut, termasuk ekspresi protein Sitokrom C.
Ekspresi Sitokrom C di dalam sel dapat memicu jalur kematian sel melalui
jalur mitokondria. Sitokrom C dilepaskan dari mitokondria ke dalam
sitoplasma sebagai respons terhadap kerusakan DNA, di mana ia
berinteraksi dengan protein-protein seperti Caspase 9. Aktivasi Caspase 9
kemudian memicu kaskade aktivasi Caspase 3, yang berujung pada
kematian sel atau apoptosis. Apoptosis sel akan menghasilkan pelepasan

DAMP yang dapat mengaktifkan jalur sinyal NF-kB melalui pemisahan
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kompleks protein NfkB-1KK, sehingga dapat memicu proses transkripsi
protein inflamasi, termasuk IL-1p. %

Paparan UVB memicu peningkatan produksi ROS di dalam sel
kulit. ROS, sebagai molekul reaktif, kemudian dapat mengaktifkan jalur
MAPK, terutama JNK dan p38 MAPK. Aktivasi MAPK ini akan
mengarah pada aktivasi faktor transkripsi AP-1 memainkan peran kunci
dalam mengatur ekspresi gen-gen targetnya. Salah satu gen yang diatur
oleh AP-1 adalah gen MMP3.%

Protein IL-1B yang diproduksi oleh sel-sel kulit seperti keratinosit
dan sel-sel dendritik sebagai respons terhadap paparan UVB berperan
sebagal chemoattractant yang menarik neutrofil dan monosit ke area yang
terkena paparan UVB. Neutrofil dan monosit yang terpanggil ke area
tersebut dapat merespons dengan melepaskan MMP-3. Selain itu, IL-1
juga dapat merangsang sel-sel kulit sendiri untuk memproduksi MMP-3.
Hal ini menunjukkan bahwa IL-1f berperan dalam memicu migrasi sel-sel
imun ke area yang terkena, di mana MMP-3 dilepaskan sebagai bagian
dari respons inflamasi, yang dapat berkontribusi pada peradangan kulit dan
proses patologis terkait lainnya.

Tapak Doro mengandung flavonoid seperti kaempferol dan
kuarsetin; terpenoid seperti vindolin, vindolinin, dan Tannin. Kaempferol
dan kuarsetin diketahui dapat meningkatkan produksi enzim antioksidan
seperti SOD, GPx, dan GSH yang dapat mengurangi kadar ROS melalui

aktivasi Nrf-2. Hal ini berujung pada kembalinya keseimbangan ROS dan
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berhentinya produksi MMP-3. Selain itu kandungan jenis terpenoid yang
terkandung dalam Tapak Doro seperti asiaticoside dan madecassoside
diketahui dapat menghambat pemecahan Nf-kB dengan IKK berujung
tidak teraktivasinya protein transkripsi tersebut dan penghentian produksi
faktor inflamasi IL-1B. Adapun hubungan antar variable tersebut

digambarkan dalam Gambar 3.1.
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Gambar 3.1. Kerangka Teori
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3.2  Kerangka konsep
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental in-vivo yang
menggunakan rancangan penelitian berupa Post Test only Control Group
Design dengan metode rancang acak menggunakan hewan coba tikus
sebagai objek penelitian yang dipaparkan sinar UVB. Pemilihan Post Test
only Control Group Design dilakukan karena desain ini memungkinkan
evaluasi efek paparan sinar UVB pada kelompok perlakuan dan kelompok
kontrol secara terpisah, sehingga memungkinkan identifikasi perbedaan
akibat interfensi perlakuan Tapak Doro tersebut. Dengan menggunakan
kelompok kontrol yang tidak diberi intervensi perlakuan pasca terpapar
sinar UVB, penelitian dapat lebih spesifik dalam menilai dampak langsung
dari Tapak Doro terhadap paparan sinar UVB terhadap tikus objek

penelitian yang mengalami collagen loss.*

Penelitian ini menggunakan 5 kelompok dengan rincian sebagai berikut:

V > Kl (| OIKl

—»| K2 —»| 0O2K2

S || A [ R I ||V » K3 | O3K3

L »| K4 |»| O4K4

»| K5 | 0O5K5

Gambar 4.1. Rancangan Penelitian®’
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Keterangan :
S = Sampel
A = Aklimatisasi
R = Random
| = Induksi UVB
V = Validasi densitas kolagen menggunakan Masson Trichrome
K1 = tikus sehat tidak diberi perlakuan
K2 = tikus dipapar UVB diberi perlakuan Base cream
K3 = Tikus dipapar UVB diberi krim Vitamin E
K4 = Tikus dipapar UVB diberi krim Ekstrak Tapak Doro dosis 10%
K5 = Tikus dipapar UVB diberi krim Ekstrak Tapak Doro dosis 20%
O1K1 = Observasi IL-1B dan kadar MMP-3 K1
0O2K2 = Observasi IL-1p dan kadar MMP-3 K2
O3K3 = Observasi IL-1p dan kadar MMP-3 K3
O4K4 = Observasi IL-1f dan kadar MMP-3 K4
O5K5 = Observasi IL-1p dan kadar MMP-3 K5

4.2.Variabel penelitian dan definisi operasional
4.2.1 Variabel penelitian
a. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah krim Ekstrak Tapak Doro
dosis 10% dan 20%
b. Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar IL-13 dan MMP-3
c. Variabel Prakondisi
Variabel prakondisi dalam penelitian ini adalah Sinar UVB
d. Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah strain tikus
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Wistar, umur, jenis kelamin, berat badan, nutrisi/pakan tikus, dan
kondisi lingkungan tempat pemeliharaan hewan coba.
4.2.2 Definisi Operasional Variabel
a. Ekstrak Tapak Doro
Ekstrak Tapak Doro produk konsentrat dari batang, daun dan
bunga yang ditanam di Laboratorium SCCR Indonesia. Ekstrak Tapak
Doro dihasilkan melalui- ekstraksi dengan metode maserasi
menggunakan etanol 70% dan diaduk menggunakan head stirrer dalam
suhu ruang selama 48 jam, kemudian diikuti dengan evaporasi untuk
menghilangkan pelarut pada suhu 60°C. Ekstrak Tapak Doro kemudian
dimasukkan dalam pot plastic 5 mL dan disimpan dalam suhu 2-8°C.
b. Krim Ekstrak Tapak Doro
Krim Ekstrak Tapak Doro adalah krim dasar yang dibuat dari
formula 30 mg Adeps lanae, 0,1 mg Nipagin, 0,1 mg minyak vanila,
dan 200 mg vaseline album yang kemudian dicampurkan secara
homogen menggunakan homogenizer dengan Ekstrak Tapak Doro 10%
untuk P4, dan 20% untuk P5.* Standar pH untuk krim Ekstrak Tapak
Doro adalah 7-7.5.
- Satuan mg (miligram)
- Skala rasio
c. Kadar Interleukin-1p
Interleukin-1f adalah sitokin pro-inflamasi yang dianalisis dari

kulit yang diambil 24 jam setelah perlakuan terakhir diberikan. Jumlah
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sampel jaringan kulit tikus sebanyak 5 mg dan dihomogenisasi
menggunakan Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer dengan
alat utra sonicator. Analisis dilakukan dengan metode ELISA yang
dibaca menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 450
nm.
- Satuan pg/mL
- Skala ratio
. Kadar MMP-3

Matrix Metaloproteinase-3 adalah enzyme pendegradasi kolagen
yang dianalisis dari kulit yang diambil 24 jam setelah perlakuan terakhir
diberikan. Jumlah sampel jaringan Kkulit tikus sebanyak 5 mg dan
dihomogenisasi menggunakan RIPA buffer dengan alat utra sonicator.
Analisis dilakukan dengan metode ELISA yang dibaca menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 450 nm.
- Satuan pg/mL
- Skala ratio
Sinar UV B

Dalam penelitian ini, sinar UVB merujuk kepada radiasi UVB
yang dihasilkan oleh perangkat UVB narrowband tipe TL-F72-
100W/12. Paparan sinar UVB dilakukan sebanyak 10 kali dalam 2
minggu pada punggung tikus (dengan jadwal 2 hari paparan sinar UVB,
istirahat 1 hari). Dosis paparan sinar UVB adalah 1 MED dan durasi

setiap paparan adalah 8 menit dengan jarak 20 cm.
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4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1 Subyek penelitian
Hewan percobaan yang dipakai dalam studi ini adalah Tikus Jantan
Galur Wistar, berusia 6-8 minggu, dengan berat 200-250 gram, diakui layak
oleh staf dokter hewan Laboratorium SCCR Indonesia. Tikus dipelihara
pada suhu 20-28°C dengan ruangan bersirkulasi udara 24 jam dan siklus
cahaya 12 jam gelap-terang. Pakan dan minum diberikan secara ad libitum.
4.3.2 Sampel Penelitian
4.3.2.1 Kriteria inklusi
a) Tidak ada kelainan anatomis
b) Bergerak secara aktif
4.3.2.2 Kriteria Eksklusi
a) Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.
4.3.2.3 Kriteria Drop Out
a) Tikus mengalami infeksi atau
b) Tikus mati selama penelitian.
4.4. Besar Sampel
Penentuan besaran sampel (t) menggunakan ketentuan dari WHO
dengan jumlah objek penelitian yang digunakan sebanyak 5 ekor tiap

perlakuan sehingga total tikus yang digunakan adalah 25 ekor.*



4.5. Alat dan Bahan
4.5.1. Alat penelitian
- Penggiling dengan mesh 80 mm
- Head Stirrer
- Rotary evaporator
- Sentrifuge
- Waterbath
- Vaccum Pump
- Circulated Chiller
- Set kandang dengan tempat pakan dan minum
- alat cukur
- sarung tangan
- tempat fiksasi
- timbangan analitik
- objek glass
- kaca penutup
- pisau scalpel
- pinset
- freezer dengan suhu -20°C
- microtome
- mesin processor jaringan otomatis
- assay plate

- mikropipet single channel
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- mikropipet multichannel
- incubator
- vortex
- lampu UVB tipe Narrowband TL-F72-100W/12
- UV Meter
- Spektrofotometer UV-Vis
4.5.2. Bahan penelitian
- Simplisia Tapak Doro
- Etanol Absolut
- Etanol 70%, 80%, dan 90%
- kertas saring
- Pellet
- Povidon iodine
- Masson trichrome staining kit
- Xylene
- Akuabides
- Mounting solution
- Elisa kit IL-1p (Elabscience, cat. E-EL-R0012)
- Elisa kit MMP-3 (Elabscience, cat. E-EL-R0619)

- Akuabides
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4.6. Cara Penelitian

4.6.1.

4.6.2.

Ethical clearance

Penelitian dimulai dengan pengajuan permohonan persetujuan etik
kepada Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung
Semarang. Langkah ini diambil setelah mendapatkan persetujuan proposal
penelitian dari pembimbing dan penguji. Permohonan persetujuan etik ini
diperlukan untuk memastikan bahwa penelitian dilakukan sesuai dengan
prinsip-prinsip etika dalam penggunaan hewan percobaan. Selain itu,
persetujuan etik juga menjamin bahwa perlakuan terhadap hewan coba
akan dilakukan dengan memperhatikan kesejahteraan dan hak-hak hewan,
serta meminimalkan penderitaan yang tidak perlu.
Pembuatan Ekstrak Tapak Doro

Tapak Doro yang digunakan adalah yang ditanam di area Gedung
SCCRIndonesia. Proses ekstraksi zat-zat aktif yang terkandung di dalam
Tapak Doro diawali dengan mengeringkan bagian batang, daun, dan bunga
Tapak Doro hingga kadar air kurang dari 5%, kemudian dihaluskan
menggunakan mesin grinder 80 mm mesh. Selanjutnya, simplisia
sebanyak 5 kg direndam dalam etanol 70% dan diaduk selama 48 jam pada
suhu ruang untuk proses maserasi. Proses ini dilakukan untuk
mengekstraksi senyawa-senyawa aktif yang larut dalam pelarut etanol.
Waktu maserasi 48 jam diperlukan untuk memastikan waktu yang cukup
bagi senyawa-senyawa aktif untuk terlarut sepenuhnya dalam pelarut.

Selesai maserasi, simplisia diendapkan selama dua belas jam untuk
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4.6.4.
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membedakan ekstrak dari sisa. Selanjutnya, ekstrak yang telah terlarut
dalam etanol diambil dan kertas saring digunakan untuk menyaringnya.
Setelah proses penyaringan, hasil ekstraksi dimasukkan ke dalam labu
evaporator untuk dievaporasi untuk membedakan etanol dari ekstrak. Ini
dilakukan pada suhu 60°C dengan vacuum pump dan chiller, untuk
menghasilkan ekstrak yang bebas dari pelarut. Setelah terpisah, ekstrak
diambil dan disimpan pada suhu 2-8°C untuk dicampur dengan base
cream. Proses ini dilakukan dengan tujuan mendapatkan Ekstrak Tapak
Doro yang berkualitas tinggi. Ekstrak Tapak Doro yang akan dihasilkan
kurang lebih 5 gr.
Pembuatan Krim

Krim ETD dibuat dari mencampurkan bahan Adeps lanae 30 mg,
Nipagin 0,1 mg, vanila oil 0,1 mg, dan vaseline aloum 200 mg sebagai
bahan ' krim dasar.'® Setelah- krim dasar terbentuk, kemudian
mencampurkan Ekstrak Tapak Doro sebanyak 20 mg dengan base cream
180 mg untuk P4 dan Ekstrak Tapak Doro sebanyak 40 mg dengan 160
krim dasar untuk P5. Selanjutnya, untuk memastikan kualitas krim ETD,
dilakukan pengukuran pH menggunakan pH meter dan evaluasi
homogenitas krim. pH krim pada penelitian ini berentang antara 7-7,5.
Penyinaran UVB pada subyek penelitian

Setelah periode adaptasi selama 7 hari, area punggung tikus dicukur

dengan clipper (pemotong rambut) seluas 2x3 cm. Kemudian tikus dikenai

paparan sinar UVB pada area yang telah dibersihkan dari rambut sesuai
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dengan penelitian terdahulu dengan modifikasi penambahan frekuensi
paparan, dengan jarak 20 cm dan dosis minimal erythema (1 MED
150mJ/cm2) selama 8 menit, yang dilakukan 10 kali dalam 2 minggu pada
punggung tikus (dengan jadwal 2 hari paparan sinar UVB, istirahat 1
hari).”

Setelah paparan UVB selesai, tikus menerima perlakuan, di mana
kelompok kontrol positif diberikan krim vitamin E, sementara kelompok
perlakuan 1 dan 2 diberikan Ekstrak Tapak Doro dengan dosis 10% dan
20% secara topikal sekali sehari selama 14 hari.

4.6.5. Validasi Hewan Coba
a. Makroskopis

Validasi makroskopis dilakukan untuk memverifikasi secara Kklinis
keberhasilan paparan sinar UVB dalam menciptakan model hewan
coba collagen loss. Proses validasi ini melibatkan inspeksi visual
langsung terhadap kulit untuk mengevaluasi apakah ada tanda-tanda
collagen loss pada hewan coba yang telah diberi paparan sinar UVB
dibandingkan dengan tikus kontrol yang tidak menerima paparan
tersebut. Hasil yang diharapkan secara visual sesuai dengan yang

tergambar pada gambar 4.2.
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Gambar 4.2. Validasi hewan coba kerutan akibat collagen loss pada
tikus yang di papar sinar UVB dan yang tidak di papar
sinar UVB pada hari ke-14."

b. Histopatology

Pengecatan Masson's Trichrome ~merupakan teknik pewarnaan

histologi yang digunakan untuk menganalisis densitas kolagen pada

jaringan kulit. Langkah-langkahnya adalah sebagai berikut:

1. Jaringan kulit diambil dengan ukuran 3x3 cm dan difiksasi dalam
larutan formalin 10% selama 24 jam

2. Jaringan kemudian diprosesing untuk membentuk blok parafin
yang kemudian dipotong menggunakan mikrotom dengan
ketebalan 3 um dan diletakkan dalam kaca preparat tanpa coating.

3. Jaringan dalam kaca preparat kemudian dilakukan deparafin
dengan cara menyelupkan preparat secara berturut-turut ke dalam

larutan Xylene, Etanol absolut, Etanol 90%, Etanol 80%, Etanol

70% selama 2 menit tiap langkahnya



10.

11.

12.

13.

14.

15.
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Bilas jaringan dengan menggunakan Aquabides selama kurang
lebih 2 menit

Preparat kemudian ditempatkan dalam humidity chamber.

Reagen A ditambahkan pada preparat hingga menutupi seluruh
permukaan jaringan, diikuti dengan penambahan reagen B dengan
takaran yang sesuai pula. Setelah itu, chamber kelembapan ditutup.
Preparat didiamkan selama 10 menit.

Tanpa dibilas dengan air, cairan atau reagen pada preparat dibuang
dan preparat dikeringkan secara singkat selama 5 detik.

Reagen C ditambahkan pada preparat secukupnya dan didiamkan
selama 4 menit.

Preparat kemudian dibilas dengan Aquabides selama beberapa
detik (3-4 detik).

Reagen D ditambahkan pada preparat dengan jumlah yang tepat
dan didiamkan selama 4 menit.

Preparat sekali lagi dibilas dengan Aquabides selama beberapa
detik (3-4 detik).

Reagen E ditambahkan pada preparat dengan takaran yang sesuai
dan didiamkan selama 10 menit.

Reagen dibuang tanpa dibilas dengan air

Preparat dikeringkan secara singkat dengan diangin-anginkan

selama 5 detik.
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16. Preparat kemudian ditambahkan dengan reagen F dan didiamkan
selama 5 menit.

17. Preparat dibersihkan dengan Aquabides.

18. Proses dehidrasi dilakukan secara bertahap dengan menyelamkan
preparat dalam Etanol 70%, Etanol 80%, dan Etanol 90% secara
cepat selama masing-masing 5-10 detik.

19. Proses dehidrasi dilanjutkan dengan merendam preparat dalam
Etanol absolut dan Xylene masing-masing selama 1 menit.

20. Proses mounting dilakukan dengan menggunakan entelan untuk
pengawetan sampel jaringan yang telah di cat

21. Hasil pengecatan akan menunjukkan warna biru untuk pengecatan

kolagen.

Gambar 4.3. Pengecatan Masson Trichrome pada tikus yang di papar sinar UV
dan yang tidak di papar sinar UV*

4.7. Langkah Penelitian
1. Persiapkan 25 ekor tikus jantan strain Wistar usia 6-8 minggu dengan
berat 200-250 gram yang telah diadaptasi selama 7 hari (hari ke-1 sampai
7)

2. Cukur punggung tikus dengan clipper (pemotong rambut) seluas 2x3 cm
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. Lakukan penyinaran pada punggung tikus dengan sinar UVB dengan
dosis minimal 1 MED dengan jarak 20 cm selama 8 menit sebanyak 10
kali dalam 2 minggu dengan jadwal 2 hari paparan sinar UVB, istirahat 1
hari (hari ke-8 sampai 21)

. Hari ke-22 lakukan validasi densitas kolagen secara makroskopis dan
histopatology menggunakan pengecatan masson trichrome

. Setelah tikus yang terpapar UVB tervalidasi mengalami collagen loss,
berikan perlakuan pada tikus sesuai kelompoknya K1, K2, K3, K4, dan
K5 sebanyak 1 kali per hari, selama 14 hari (hari ke-22 sampai hari ke-
35)

. Setelah hari ke-35. Istirahatkan tikus selama 24 jam

. Hari ke-36, tikus- diterminasi dan diambil biopsy jaringan kulit yang
terpapar UVB untuk dihomogenisasi sebelum pemeriksaan ELISA,
dengan cara berikut :

a. Diseksi jaringan yang diinginkan menggunakan peralatan yang steril,
di atas es jika memungkinkan, dan segera setelahnya untuk mencegah
kerusakan oleh protease.

b. Masukkan jaringan ke dalam tabung mikrofuge berbentuk bulat dan
rendam dalam nitrogen cair untuk melakukan "snap freeze" untuk
mengawetkan protein karena tidak langsung dianalisis.

c. Simpan sampel pada suhu -80 derajat Celcius untuk digunakan nanti

atau di atas es untuk homogenisasi segera.
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d. Sampel jaringan kulit dambil sekitar 5 mg, tambahkan sekitar 300 pL
larutan RIPA buffer ditambah dengan protease inhibitor ke dalam
tabung.

e. Homogenisasi jaringan dilakukan selama 2 menit pada suhu 4°C

f. Setelah jaringan sudah lisis sempurna, bilas mata homogenizer dua
kali dengan menggunakan 300 uL larutan RIPA buffer.

g. Hasil homogeneisasi disentrifuge selama 20 menit pada kecepatan
13.000 rpm dengan suhu 4 ° C.

h. Supernatan yang terbentuk diambil dan dimasukkan ke dalam tabung
yang baru dan disimpan dalam -80°C hingga proses analisis
berikutnya dilakukan.

8. Periksa kadar IL-13 dan MMP-3 menggunakan ELISA adalah sebagai
berikut*

a. Pembuatan Standar: Persiapan standar yang mengandung kadar yang
diketahui dari IL-1B dan MMP-3 untuk membuat kurva standar.

b. Blocking (Blokir): Tahap untuk mencegah ikatan nonspecific dengan
menutup sisa-sisa area kosong pada mikrotiter plate.

c. Pemberian Sampel dan Kontrol: Penambahan sampel (serum, plasma,
atau supernatan sel) yang akan diuji, serta kontrol positif dan negatif.

d. Inkubasi: Inkubasi plate sehingga IL-1p dan MMP-3 dari sampel dan
standar tertangkap oleh antibodi yang terdapat pada masing-masing

plate.
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e. Cucian (Washing): Membersihkan mikrotiter plate dari zat-zat yang
tidak terikat.

f. Pemberian Antibodi Deteksi (Detection Antibody): Menambahkan
antibodi deteksi spesifik terhadap IL-1B dan MMP-3 yang terikat pada
target.

g. Penambahan Enzim Konjugat: Menambahkan enzim yang terikat pada
antibodi deteksi.

h. Pemberian Substrat: Penambahan substrat enzimatik yang akan
menghasilkan sinyal berwarna.

i. Pemberhentian Reaksi dan Pembacaan: Reaksi dihentikan dan
intensitas warna diukur dengan spektrofotometer.

j. Analisis Data: Hasil absorbansi diplot pada kurva standar untuk
menentukan kadar IL-1p dan MMP-3 dalam sampel.

4.8. Tempat dan Waktu Penelitian
Pembuatan ekstrak dan krim Ekstrak Tapak Doro dilakukan di
Laboratorium SCCR Indonesia Semarang. Pemeliharaan, induksi hewan
coba, dan perlakuan hewan coba dilakukan di Animal Model Research
Center SCCR Indonesia. Penelitian di lakukan pada bulan April-Mei 2024.

4.9. Analisa Data

Analisis data dilakukan dengan software SPSS. Uji deskriptif akan
digunakan untuk mengukur kadar IL-18 dan MMP-3 pada Tikus Wistar dari

penelitian ini. Skala data yang digunakan adalah skala rasio. Setelah itu data
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diperoleh, uji Shapiro-Wilk dan Levene digunakan untuk menganalisis
normalitas dan variasi data.

Jika hasil menunjukkan distribusi data normal (p>0,05) dan
homogen (p>0,05), uji One-Way ANOVA akan dilakukan. Setelah uji One-
Way ANOVA, uji Post Hoc LSD akan digunakan untuk mengetahui apakah
ada perbedaan signifikan di antara semua kelompok penelitian. Uji One-
Way ANOVA juga dilakukan jika data menunjukkan distribusi normal
namun tidak homogen (p>0,05), namun uji uji Post Hoc Tamhane dilakukan
jika ada perbedaan signifikan setelah uji One-Way ANOVA (p<0,05). Uji
Kruskal-Wallis digunakan untuk mengetahui apakah distribusi data tidak
normal (p<0,05). Setelah uji Kruskal-Wallis selesai, uji Mann-Whitney
digunakan untuk mengetahui apakah perbedaan antar kelompok penelitian

signifikan (p<0,05).
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Tikus Wistar 25 Ekor

'

(hari ke-1 sampai 7)

Randomisasi & Aklimatisasi 7 hari

Penyinaran UVB 1 MED 10 kali dalam 2 minggu pada punggung tikus
dengan jadwal 2 hari paparan sinar UVB, istirahat 1 hari. (hari ke-8 sampai

42

Ekstrak Tapak|
]?oro

v

Maserasi

'

Evaporasi

'

Krim ETD

'

Validasi Makroskopis dan Histologi

Validasi Makroskopis dan Histologi hari ke-22

v v v v
K1 K2 K3 K4 K5
(Base cream) (Krim Vitamin E) |(krim ETD 10%] |(krim ETD 20%]
v v v

A

Pemberian Perlakuan sehari sekali selama 14 hari (Hari 22-35) |«

v

Terminasi dan pengambilan sampel di Hari 36

v

Analisis ELISA IL-18 dam MMP-3

!

Analisis Statistik

Gambar 4.4. Alur Penelitian




BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh pemberian Ekstrak Tapak
Doro terhadap kadar IL-1B dan MMP-3 pada tikus collagen loss. Penelitian ini
merupakan penelitian eksperimental yang dilakukan selama bulan April sampai Mei
2024 bertempat di Integrated Laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR),
Gunung Pati, Semarang, Jawa Tengah, Indonesia.

Penelitian menggunakan Tikus Wistar jantan sebagai subjek penelitian. Jumlah
tikus yang digunakan adalah 25 ekor tikus sesuai kriteria WHO. Pada penelitian ini
tikus dibagi menjadi 5 kelompok, K1 adalah kelompok tikus sehat tidak diberi
perlakuan; K2 adalah kelompok tikus dipapar UVB diberi perlakuan Base cream; K3
adalah kelompok Tikus dipapar UVB diberi krim Vitamin E; K4 adalah kelompok
Tikus dipapar UVB diberi krim Ekstrak Tapak Doro dosis 10% dan K5 adalah
kelompok Tikus dipapar UVB diberi krim Ekstrak Tapak Doro dosis 20%.

Tikus sebelumnya diberikan paparan sinar UVB dengan dosis minimal 1 MED
dari jarak 20 cm selama 8 menit, dilakukan sebanyak 10 kali dalam 2 minggu
(dengan jadwal 2 hari paparan sinar UVB, istirahat 1 hari). Pengamatan visual dan
histopatology dilakukan untuk melihat kemunculan kerutan sebagai efek dari paparan

UVB.

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1 Uji Kualitatif Skrining Fitokimia
Uji kualitatif merupakan metode penapisan fitokimia yang dilakukan

dengan melihat reaksi pengujian warna dengan suatu pereaksi warna. Hal — hal
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yang berperan penting pada skrining fitokimia antara lain pemilihan pelarut dan
metode ekstraksi. Dalam hasil skrining senyawa fitokimia Ekstrak Tapak Doro
(Catharanthus roseus) dapat dinilai kandungan senyawa metabolit sekunder yang
dilihat dengan visualisasi warna yang dihasilkan masing — masing senyawa yang

dapat dilihat pada tabel 5.1.

Tabel 5. 1. Profil Fitokimia Ekstrak Tapak Doro

Parameter Uji Hasil Uji Kualitatif Metode

Fenol Dark Green FeCls

Tanin Dark blue FeCl;

Flavonoid Orange red precipitate Pb(CH3CQO0),
Alkaloid White cream precipitate =~ Mayer’s reagent
Terpenoid Red purple (CH3CO); + H,SO4
Saponin Frothing HCI

Berdasarkan analisis yang dapat dilihat dalam tabel 5.1, ditemukan bahwa
esktrak tapak doro mengandung senyawa fenol, tanin, flavonoid, alkaloid,
terpenoid dan saponin.

5.1.2. Validasi Tikus Model Collagen loss

Paparan sinar UVB dengan dosis minimal 1 MED dari jarak 20 cm selama 8
menit, dilakukan sebanyak 10 kali dalam 2 minggu (dengan jadwal 2 hari paparan
sinar UVB, istirahat 1 hari) pada kulit tikus terbukti menyebabkan kerutan jika
dibandingkan dengan kelompok tikus tidak diberi paparan sinar UVB yang

tergambarkan secara morfologis sebagai berikut :
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Gambar 5.1. Validasi Collagen loss. Tikus yang terpapar UVB (A) memiliki
kulit dengan kerutan lebih jelas yang dibandingkan dengan tikus tanpa
paparan UVB (B). Kolagen yang berwarna biru (panah hitam) nampak lebih
sedikit pada tikus yang dipapar UVB (C), dibanding dengan tikus tanpa
paparan UVB (D)
5.1.3. Kadar Interleukin 1 dan MMP-3

Penelitian menggunakan Tikus Jantan Galur Wistar sebagai subjek
penelitian. Jumlah tikus yang digunakan adalah 25 ekor tikus sesuai kriteria
WHO. Pada penelitian ini tikus dibagi menjadi 5 kelompok, K1 adalah
kelompok tikus sehat tidak diberi perlakuan; K2 adalah kelompok tikus
dipapar UVB diberi perlakuan Base cream; K3 adalah kelompok Tikus

dipapar UVB diberi krim Vitamin E; K4 adalah kelompok Tikus dipapar
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UVB diberi krim Ekstrak Tapak Doro dosis 10% dan K5 adalah kelompok
Tikus dipapar UVB diberi krim Ekstrak Tapak Doro dosis 20%.

Kelompok tikus yang telah tervalidasi mengalami collagen loss
setelah paparan UVB dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan yaitu K2, K3,
K4 dan KS5. Perlakuan diterapkan setiap hari selama 14 hari, dan pada hari
ke-15 sampel jaringan diambil. Jaringan ini kemudian dihomogenisasi
dengan buffer RIPA yang mengandung protease inhibitor. Setelah jaringan
menjadi suspensi, dilakukan sentrifugasi untuk mengumpulkan supernatan,
yang kemudian dianalisis untuk kadar IL-1B dan MMP-3 menggunakan
metode ELISA.

Kadar IL-1 dan MMP3 diukur berdasarkan nilai absorbansi sampel
menggunakan instrumen spektrofotometer pada gelombang 450 nm. Hasil
absorbansi kemudian diolah menggunakan excel dan dilakukan uji statistik.
Mula - mula dilakukan uji deskriptif, dilakukan uji normalitas data dengan
menggunakan uji Shapiro Wilk dan uji varian data menggunakan uji
Levene’s Test. Data yang dihasilkan memiliki sebaran data normal (p>0,05)
dan varian data sama (p>0,05), maka dilanjutkan menggunakan uji beda uji
One Way Anova. Uji One Way Anova diperoleh nilai p<0,05, maka
dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui perbedaan masing-
masing kelompok. Pengolahan analisis data pada penelitian menggunakan
aplikasi dekstop SPSS 26.0 for Windows. Hasil analisis kadar IL-1jB

ditunjukkan pada tabel 5.2.



Tabel 5. 2. Data Hasil Analisis Kadar IL-1B dan MMP-3
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Kelompok

VARIABEL K2 K3

K4

K1(pg/mL) o/m1) (pg/ml) (pg/mL)

KS (pg/mL)

IL-1p 162,8 1215 916
Std'. . 74 178 134
Deviasi

Shapiro

wilk

Lavene test

One Way

Anova

627
44

551
130

>0,05
0,108
0,000

MMP-3 760 7882 5743
Std. 312 780 600
Deviasi

Shapiro

wilk

Lavene test

One  Way

Anova

4328
308

3464
684

>0,05
0,153
0,000

Keterangan:

*Uji Saphiro Wilk (p>0,05 = normal)

**Levene’s test (P > 0,05 = homogen)

*#* Uji One Way Anova (P<0,05 = ada beda makna)

Berdasarkan hasil analisis pada tabel 5.2. ditemukan bahwa kadar IL-
1B tertinggi ditemui pada kelompok K2 yaitu sebesar 1215 + 178 pg/mL
diikuti oleh K3 sebesar 916 + 134 pg/mL sedangkan terendah pada
kelompok K1 yaitu sebesar 162,8 + 74 pg/mL. Berdasarkan perbandingan
dengan kontrol, kelompok yang diberi krim Ekstrak Tapak Doro dengan
dosis 20% (KS5) memberikan hasil yang paling rendah yaitu sebesar 551 +
130 pg/mL diikuti dengan (K4) sebesar 627 + 44 pg/mL. Kedua perlakuan
krim Tapak Doro baik dosis 10% dan 20% memberikan hasil lebih rendah
dibandingkan krim terstandar menggunakan vitamin E. Uji Shapiro-Wilk

digunakan untuk mengevaluasi normalitas distribusi data kadar IL-13 di

setiap kelompok. Hasil uji Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa distribusi
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data kadar IL-1B dalam kelima kelompok tersebut memenuhi asumsi
normalitas (P>0,05). Untuk kelima kelompok, uji homogenitas varian data
dilakukan dengan menggunakan uji Levene, dan hasilnya menunjukkan
bahwa nilai P lebih besar dari 0,05 (P>0,05).

Berdasarkan hasil analisis pada tabel 5.2. ditemukan bahwa kadar
MMP-3 tertinggi ditemui pada kelompok K2 yaitu sebesar 7883 + 780
pg/mL diikuti oleh K3 sebesar 5743 + 600 pg/mL sedangkan terendah pada
kelompok K1 yaitu sebesar 760 + 312 pg/mL. Berdasarkan perbandingan
dengan kontrol, kelompok yang diberi krim Ekstrak Tapak Doro dengan
dosis 20% (K5) memberikan hasil yang paling rendah yaitu sebesar 3464 +
684 pg/mL diikuti dengan (K4) sebesar 4328 + 308 pg/mL. Uji Shapiro-
Wilk digunakan untuk mengevaluasi normalitas distribusi data kadar
MMP-3 di setiap kelompok. Hasil uji Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa
distribusi data kadar MMP-3 dalam kelima kelompok tersebut memenuhi
asumsi normalitas (P>0,05). Untuk kelima kelompok, uji homogenitas
varian data dilakukan dengan menggunakan uji Levene, dan hasilnya
menunjukkan bahwa nilai P lebih besar dari 0,05 (P>0,05).

Terhadap kelima kelompok, dilakukan uji statistic parameterik
dengan syarat memenuhi data distribusi normal dan homogen (P>0,05),
maka dilakukan uji One Way ANOVA dan didapatkan dengan P<0,05 yang
dapat dilihat pada tabel 5.1. Hal ini berarti bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan dalam kadar IL-18 dan MMP-3 untuk selanjutnya melihat

perbedaan antar kelompok dilakukan uji Post Hoc LSD, lihat Tabel 5.3.
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Tabel 5. 3. Uji Post hoc LSD kadar IL-13

K1 K2 K3 K4 K5
K1 - 0,000 0,000 0,000 0,000
K2 0,000 - 0,001 0,000 0,000
K3 0,000 0,001 - 0,001 0,000
K4 0,000 0,000 0,001 - 0,334
K5 0,000 0,000 0,000 0,334 -

Hasil uji post hoc LSD kadar IL-1pB menunjukkan bahwa nilai p <
0,05 untuk semua kelompok jika dibandingkan dengan kelompok KI.
Hasil analisis juga menunjukkan bahwa kelompok K4 dan K5 yang
menerima krim Ekstrak Tapak Doro menunjukkan perbedaan yang
signifikan dibandingkan dengan K1, K2 dan K3 (P<0,05). Data juga
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang signifikan antara kelompok
K4 dan K5 (P>0,05).

AOROR

2000 e ok

1500

o mK1
m K2
mK3

K4
m K5

[
B
E E

1000

Kadar IL13 {pg/mL)

0
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Gambar 5.2. Kadar IL-1B setelah pemberian krim Ekstrak Tapak Doro

pada tikus yang terpapar UVB. Signifikansi *p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001

Tabel 5. 4. Uji Post hoc LSD Kadar MMP-3

K1 K2 K3 K4 K5
K1 - 0,000 0,000 0,000 0,000
K2 0,000 - 0,000 0,000 0,000
K3 0,000 0,000 - 0,001 0,000
K4 0,000 0,000 0,001 - 0,027

K5 0,000 0,000 0,000 0,027 -
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Hasil uji post hoc LSD kadar MMP-3 menunjukkan bahwa nilai
P<0,05 untuk semua kelompok jika dibandingkan dengan kelompok K1.
Hasil analisis MMP-3 juga menunjukkan bahwa kelompok K4 dan K5
yang menerima krim Ekstrak Tapak Doro menunjukkan perbedaan yang
signifikan dibandingkan dengan K1, K2 dan K3 (P<0,05). Data juga
menunjukkan bahwa ada perbedaan yang signifikan antara kelompok K4

dan K5 (P<0,05).
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*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Kadar MMP3 (pg/mL)

Gambar 5.3. Kadar MMP-3 setelah pemberian krim Ekstrak Tapak Doro pada
tikus yang terpapar UVB. Signifikansi *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian
Berdasarkan hasil penelitian ini diketahui penggunaan krim Ekstrak Tapak
Doro baik pada kosentrasi 10% dan 20% terbukti mampu menurunkan kadar IL-

1B dan MMP-3 lebih baik dibandingkan dengan krim Vitamin E. Hal ini
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menunjukkan bahwa ekstrak krim Tapak Doro lebih efektif dalam menekan
inflamasi yang berujung pada penurunan collagen loss pada tikus yang terpapar
UVB. Namun demikian tidak ada perbedaan kadar IL-1p pada dosis 10% dan
20%, hal ini kemungkinan dikarenakan rentang dosisnya masih berdekatan.

Respons akut kulit terhadap UVB adalah peradangan, seperti eritema dan
edema, serta kerusakan DNA dan mitokondria yang disebabkan oleh ROS. Telah
dilaporkan bahwa paparan UVB (290-320 nm) menyebabkan peningkatan yang
signifikan dalam produksi ROS pada sel keratinosit epidermal manusia seiring
dengan penurunan viabilitas sel. Paparan UVB pada kulit dapat menghasilkan
peningkatan jumlah ROS, yang menyebabkan ketidakseimbangan antara produksi
ROS dan mekanisme pertahanan antioksidan sehingga mengakibatkan stres
oksidatif. Hal ini dapat -meningkatkan produksi ROS, dan dapat memulai
peradangan dan aktivasi sitokin pro-inflamasi, seperti IL-1B, IL-6, dan TNF-a,
yang melibatkan banyak jalur termasuk NF-kB, Nrf-2, dan AP-1.°°°2 Hal ini
sejalan dengan data yang dihasilkan dalam penelitian ini yang menemukan adanya
peningkatan kadar IL-1p pada tikus yang terpapar UVB.

Tapak Doro diketahui mengandung berbagai jenis biomolekul aktif seperti
phenol, tannin, flavonoid, alkaloid, terpenoid dan saponin yang berperan sebagai
antioksidan dan antiinflamasi. Kandungan bahan aktif ini diketahui mampu
mengaktifkan jalur Nrf2 yang berujung pada peningkatan enzim antioksidan
sehingga dapat menghambat aktivasi NF-kB. Deaktivasi NF-kB akan menurunkan

produksi IL-1p yang berkorelasi terhadap penurunan peradangan.”®
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Penurunan IL-1pB diketahui dapat menghambat produksi MMP-3 melalui
jalur protein NF-kB dan MAPK.>* Aktivasi MAPK akibat peningkatan IL-1p akan
memproduksi ROS secara berlebih yang diketahui akan menginduksi ekspresi
matriks MMP-3 yang kemudian dapat mendegradasi kolagen menjadi komponen
non-kolagen yang tidak bersifat elastis sehingga mengakibatkan percepatan
penuaan berupa relaksasi kulit, kerutan semakin dalam, dan penurunan elastisitas
kulit. Enzim MMP-3 berperan dalam degradasi kolagen, sehingga penurunan
MMP-3 dapat menjadi penanda terdapat penurunan degradasi MES (Matriks
Ekstra Seluler) sehingga berkorelasi terhadap penghambatan proses kerutan kulit.
Oleh karena itu, penekanan produksi IL-18 dapat menjadi strategi yang efektif
untuk menghambat peningkatan kadar MMP-3 dan mengurangi collagen loss
yang terkait dengan penuaan Kkulit. Temuan ini memberikan dasar untuk
pengembangan terapi berbasis Tapak Doro untuk perawatan kulit yang bertujuan
untuk menekan aktivitas IL-1p dan MMP-3 guna mengurangi kerutan kulit.
Namun demikian, diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui mekanisme
yang terlibat dalam regulasi IL-1p dan MMP-3 serta potensi intervensi yang lebih
spesifik dan efektif untuk perlindungan kulit dan perawatan penuaan. Penelitian
ini menggunakan whole extract, sehingga tidak diketahui molekul aktif lainnya
yang berperan dalam menghambat IL-1f dan MMP-3. Keterbatasan ini harus

menjadi dasar bagi penelitian selanjutnya.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian tentang pengaruh krim Ekstrak Tapak Doro
terhadap penurunan kadar IL-1B dan MMP-3 pada Tikus Jantan Galur Wistar
yang diinduksi sinar UVB, maka dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Terdapat pengaruh pemberian krim Ekstrak Tapak Doro terhadap
penurunan kadar IL-1B dan MMP-3 pada Tikus Jantan Galur Wistar model
collagen loss yang di induksi sinar UVB.

2. Terdapat perbedaan kadar IL-1B pada Tikus Jantan Galur Wistar yang
diinduksi sinar UVB yang diberikan krim Ekstrak Tapak Doro 10% dan
20% dibandingkan dengan kontrol positif:

3. Terdapat perbedaan kadar MMP-3 pada Tikus Jantan Galur Wistar yang
diinduksi sinar UVB yang diberikan krim Ekstrak Tapak Doro 10% dan

20% dibandingkan dengan kontrol positif

6.2.Saran
Penelitian ini tidak menganalisis zat aktif lainnya yang terkandung di
dalam tapak doro yang berperan dalam menekan laju inflamasi. Selain itu
penelitian ini sebaiknya menambah parameter molekuler lainnya
menggunakan metode lain seperti real time PCR atau western blot untuk

mengkonfirmasi marka lainnya kasus collagen loss.
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