PENGARUH KRIM EKSTRAK KEDELAI TERHADAP

KADAR TNFa DAN VEGF

(Studi Eksperimental In Vivo Pada Kulit Mencit BALB/c Yang
Dipapar Sinar UVB Sub Kronis)

Tesis
untuk memenuhi sebagian persyaratan mencapai derajat

Magister llmu Biomedik

«é’\slﬂm S

S %,
</ >
£33

el

UNISSULA
wth ot lelisula

Magister llmu Biomedik

Nurul Setyani
MBK 2118010266

PROGRAM STUDI MAGISTER BIOMEDIK
FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS ISLAM SULTAN AGUNG
SEMARANG
2024



TESIS

PENGARUH KRIM EKSTRAK KEDELAI TERHADAP

KADAR TNFa DAN VEGF

(Studi Eksperimental In Vivo Pada Kulit Mencit BALB/c Yang
Dipapar Sinar UVB Sub Kronis)

disusun oleh
Nurul Setyani
MBK 2118010266

Yang dipertahankan di depan Tim Penguji
pada tanggal 22 Agustus 2024

dan dinyatakan telah memenuhi syarat untuk diterima

Menyetujui,

Pembimbing I Pembimbing 11

=

Prof. Dr. Ir. Titiek Sumarawati. M.Kes Dr. Atipd Hussaana, M.Si, Apt
NIK. 220198045 NIK. 8951110021

Mengetahui,
Ketua Program Studi Magister Iimu Biomedik
Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung

Prof. Dr. dr. @ Agung Putra, M.Si.Med

1K.210199050

11



PERNYATAAN

Dengan ini saya menyatakan bahwa tesis ini hasil pekerjaan saya sendiri dan
didalamnya tidak terdapat karya yang pernah diajukan untuk memperoleh gelar
kesarjanaan di suatu perguruan tinggi dan lembaga pendidikan lainnya.
Pengetahuan yang diperoleh dari hasil penerbitan maupun yang belum / tidak

diterbitkan, sumbernya dijelaskan di dalam tulisan dan daftar pustaka.

Semarang, 29 Agustus 2024

L

(;I-élvl;l.'l»llr.Setyani)

iii



KATA PENGANTAR

Dengan memanjatkan Puji dan Syukur Kehadirat Allah SWT atas segala
Rahmat dan Karunianya pada penulis, akhirnya penulis dapat menyelesaikan
penyusunan tesis yang berjudul: PENGARUH KRIM EKSTRAK KEDELAI
TERHADAP KADAR TNFa DAN VEGF (Studi Eksperimental In Vivo Pada
Kulit Mencit BALB/c Yang Dipapar Sinar UVB Sub Kronis). Tesis ini
diajukan sebagai bagian dalam memenuhi salah satu persyaratan untuk
memperoleh gelar Magister (S2) Ilmu Biomedik di Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

Penulis menyadari bahwa tesis dapat diselesaikan berkat dukungan dan
bantuan dari berbagai pihak; oleh karena itu penulis berterima kasih kepada semua
pihak yang secara langsung maupun tidak langsung memberikan kontribusi dalam
menyelesaikan tesis ini. Penulis ingin menyampaikan terima kasih sedalam-
dalamnya kepada :

1. Prof. Dr. H. Gunarto, SH., M. Hum selaku Rektor Universitas Islam Sultan
Agung beserta para wakil rektor yang telah - memberikan kesempatan kepada
saya untuk menempuh dan menyelesaikan pendidikan Magister Biomedik.

2. Dr. dr. H. Setyo Trisnadi, S.H.,Sp.KF selaku Dekan Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

3. Prof. Dr. dr. H. Agung Putra, M.Si. Med selaku Ketua Program Studi

Magister IImu Biomedik Universitas Islam Sultan Agung Semarang .



10.

Prof. Dr. Ir. Titiek Sumarawati, M.Kes selaku pembimbing | yang bersedia
meluangkan waktu dan pikiran untuk membimbing penulis selama proses
penulisan tesis.

Dr. Atina Hussaana, M. Si, Apt selaku pembimbing Il yang bersedia
meluangkan waktu dan pikiran untuk membimbing penulis selama proses
penulisan tesis.

Dr. dr. Joko Wahyu Wibowo, M.Kes selaku penguji | yang telah bersedia
menilai, memberi masukan, dan pengarahan kepada penulis dalam penulisan
tesis.

Dr. dr. Hadi Sarosa, M.Kes selaku penguji Il yang telah bersedia menilai,
memberi masukan, dan pengarahan kepada penulis dalam penulisan tesis.

Dr. dr. Danis Pertiwi, M.Si.Med, SpPK selaku penguji Il yang telah bersedia
menilai, memberi masukan, dan pengarahan kepada penulis dalam penulisan
tesis.

Seluruh tenaga pendidik dan staff administrasi Program Studi Magister limu
Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang
yang secara langsung atau tidak langsung telah memberi bantuan kepada
penulis dalam menyelesaikan penulisan tesis.

Kedua orang tuaku, lbu Sri Karyani dan Bapak Souftiyan Danios. Terima
kasih atas doa dan dukungannya selama ini. Semoga anakmu ini bisa menjadi

anak yang membanggakan dan membahagiakan orang tua.

Vi



11. Suami tercinta, Agus Sudiaman Merdika terima kasih selalu mendukung dan
mendoakan selama menempuh pendidikan ini. Anak-anakku tercinta, EInino
Kaif Andarust dan Lanina Shanum Andarust terima kasih atas pengertiannya,
selalu menemani dan menjadi penyemangat untuk tetap bertahan dalam
menyelesaikan pendidikan ini.

12. Sahabat-sahabat terbaikku, Nofrina, Raihana, Nikita, Ane, dan Cicil. Terima
kasih untuk selalu memberikan semangat dan membantu dalam proses
penyusunan tesis ini

13. Semua pihak yang tidak dapat disebutkan satu persatu yang telah memberikan
bantuan dalam penyusunan tesis ini, terima kasih atas dukungannya.

Penulis menyadari bahwa masih banyak kekurangan dalam penyusunan
penelitian ini. Oleh karena itu, saran-saran yang membangun akan diterima

sehingga penyusuan tesis ini lebih baik kedepannya.

Semarang, Agustus 2024

o)

(Nurul Setyani)

vii



DAFTAR ISI

HALAMAN JUDUL....ooiiiiiiii et e e e nnnaea s i
LEMBAR PENGESAHAN ..ottt ettt i
PERNYATAAN . ...ttt sttt bbbttt neene s iii
RIWAY AT HIDUP ...t ee e \Y,
KATA PENGANTAR oottt e e e e v
DAFTAR ISttt viii
DAFTAR SINGKATAN Lottt ettt seene s e Xi
DAFTAR TABEL ...ttt saree e nnrne e e ane Xii
DAFTAR GAMBAR ...ttt it iae e ih e aeainaseabas s iee e e sneeeeasaeessseeessseeesnseeesneeans Xiii
DAFTAR LAMPIRAN ... . ettiitaiiiies s aresaensasasseiheseasassensansasenseseasessessssessensesessensens Xiv
ABSTRAKZ N AT | SR ) T TS .. ................... XV
ABSTRACK R S | S | TR . ................ XVi
BAB | PENDAHULUAN .. .coiitinaiinesteniaas i aeaseassisenaasassanssss sheseenessessessesessens 1
1.1 LANESSieieuie, . . . W el ......................... 1

1.2 RUNTEEG-AEEEE S S T A S - . ..................cooe 3

1.3 Tujuan Penelitian ..o oottt 3

1.3.1 TUJUAN UMUIM ¢eettitieitieieeneesneessesneessnessssseesseessesseesseessessessseessesneensens 3

1.3.2 TUJUAN KNUSUS ....ovveie ettt 3

1.4 Manfaat PENEHTIAN ....... .ottt 4

1.4.1 Manfaat TEOIELIS ........ciiiiviiieriirissassirsie e e e sreesee e sreeneesneeseeas 4

1.4.2 Manfaat PrakLis .........ccoiiiiiiiiieiese e 4

1.5 Originalitas Penelitian ..........cccecvieiiieiiiic e 4
BAB Il TINJAUAN PUSTAKA ...ttt 6
2.1 Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-0)........cccuiiiriniiiniiieeeee, 6

2.1.1 DefinisSi TNF=0L...ceiiiieieiiieiecee e 6

2.1.2 Jalur AKEIVAST TNF=0L ...vecieiiiieie e 7

2.1.3 Peran TNF-a dalam photoaging..........ccccceeeeiiiiiiieniiiiiicieee 8

2.1.4 Metode ANalisisS TNF- 0 ...oovviiiiiiieieecc e 9

2.2 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).........ccccociiiiiiiicnn 11

viii



2.3

2.4

2.5
2.6

2.7
2.8
2.9

BAB Il
3.1
3.2
3.3

BAB IV
4.1
4.2

2.2.1 DefiniSi VEGF ..o 11

2.2.2 Jalur AKtIVasi VEGF ... 11
2.2.3 Mekanisme AKSI VEGF ...t 13
2.2.4 Peran VEGF dalam Photoaging .........ccccceeveminnincneniniseeenen, 15
2.2.5 Metode AnaliSis VEGF ........cccociiiiiiininiceeee e 16
KEABIAT ..o s 18
2.3.1 Toksonomi Kedelal .........cccuevueiieiieiiiieiieie e 19
2.3.2 Kandungan pada Kedelai ..........cccoeiirinininiienc e 19
SINAN UV Lottt bbb 20
2.4.1 Dampak Sinar Ultraviolet B Terhadap Kulit ...........cccoocveiiiinnns 22
Kulit.............qS IS - ..................oocrerneesseneenennnes 22
Photoagifeimt T T Lol L Y S TR ..........oonveeriaeeienanne 24
2.6.1 Definist PROTOAGING .oviei...vcuuesueiins bt essaasssssaiinseneesseesseessesseesenns 24
2.6.2 Klasifikasl PNOLOAGING .....ciiiuiuhiiuesmeiuis areennesnesnesni i feeseesnesneeneenes 25
Efek Sinar UV terhadap TNF-adan VEGF ... i, 26
Efek Ekstrak Kedelai terhadap TNFa dan VEGF ........ccccoooviiiiinnnne, 28
K - R, YUY oY — ). ........................ 29
2.9.1 DefiNIST KM ... s ae bbb s et e nae e e 29
2.9.2 JeNiS-JENIS KITM c.coiueo. iiiiiiienieieesieesseseesseaseieteeseeeeesneeseeeeesneeseens 29
2.9.3 Bahan-Bahan Pembuatan Krim.........ccccueinnnninininenineneeen, 30
2.9.4 Kelebihan Penggunaan Krim ..........ccvveesieiove e 33
2.9.5 Kekurangan Penggunaan Krim ... 34
2.9.6 Jalur Penetrasi Obat Pada KUulit.............ccoooviiininiiiiince, 35
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS ...37
KErangKa TOM .....vecivieiiiiciie ettt 37
Kerangka KONSEP ......c.ooiiiiiiiiieice e 40
HIPOTESIS ... 40
METODE PENELITIAN ....ooiiiieee e 41
Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian...............ccccocoevviieiicineee, 41
Subyek dan Sampel Penelitian ............cccooovieiiiie i 42
4.2.1 SUbYEK PENEITIAN .....ccveiiiiiec s 42



4.2.2 Sampel Penelitian .........cccevveiiiieiiese s 42

4.3 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional .............cccccceviviiveineenne. 44
4.3.1 Variabel penelitian ... 44

4.3.2 Definisi operasional variabel............ccccooeviiiniiie, 45

4.4 Peralatan Penelitian ..o 46
4.4.1 Alat pembuatan ekstrak kedelai ..............cccooviiiiiiiiiiiic e, 46

4.4.2 Alat untuk pemeliharaan Mencit ..........cccooevereieneienecieeee, 47

4.4.3 Alat pembuatan Preparat .........cocooveeiieieierene e 47

4.4.4 Alat UNtUK ELISA ..oiviiviiiiiiiece e 48

4.5 Bahan Penelitian ...t s 48

4.6 Cara PeNEITIAN . cuiieeieeiieereesreesieseessaesas s ete e sieeseesreesreeneesneesreeneeanes 49
4.6.1 ELaiiCIR MO itk . ¥ SN, ... 49

4.6.2 Pembuatan EKSIIraK ............ . cueiiine it annaesieiaiins e seeseeseesseennnns 49

ch e T e IR RS S 49

4.6.4 Perlakuan Paparan Sinar UVB Pada Mencit................ccccoeevennne. 50

4.6.5 Tahapan Penelitian Dilakukan Sebagai Berikut :......................... 50

4.7 Tempat Penelitian . ....coo oo it e s ccviesne s st esteeneesnee e eeeeees 53

4.8 ANANISIS DALA.....cviiaeeie it e 53

4.9 Alur Renelitian . it issin. ... oiuwunnesnesanesnneasesssassnasdebeeeseeesreesresieesesneennes 55
BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN ...ttt itenaeie e 56
5.1 Hasil PeyRLIE R Bt 2L e T X T e 56

5.1.1 Hasil Analisis Kadar Flavonoid dan Fenol Ekstrak Kedelai........ 56

5.1.2 Tumor Necrotic Factor Alpha (TNF-01) .....cocovvviiiiiniiiieiee, 57

5.1.3 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).......c.ccccovvevviienns 59

5.2 Pembahasan Hasil Penelitian...........ccccoeiiiiiniiiie e 61
BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN ..o 65
6.1 KeSIMPUIAN ....coiiiiiii s 65

6.2 SANAN ...t 65
DAFTAR PUSTAKA ..ottt e 66
LAMPIRAN ...ttt sttt st ne st ne e 74



DAFTAR SINGKATAN

COX-2 . Siklooksigenase-2 inhibitor

DNA . Deoxyribonucleic acid

ELISA : Enzyne Linked Immunosorbent Assay
ERK . Extracellular signal-regulated
H,0, . Hidrogen peroksida

HIF-1a . Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha
IL . Interleukin

MAPK . Mitogen-actived Protein Kinases v
MED : Minimal Erythema Dose

MMP : Matriks Metalloproteinase

NF-xB : Nuclear Factor Kappa-B

NO : Nitrid oxide

OH : Hidroxil radikal

PCR : Polymerase Chain Reaction

PKC : Protein Kinase C

ROS . Reactive oxygen Species

Sp . Specitify Protein

TNF-a . Tumor Necrosis Factor-alpha
UVA . Ultra Violet A

uvB . Ultra Violet B

uvC . Ultra Violet V

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
wB . Western Blotting

Xi



DAFTAR TABEL

Tabel 1.1. Originalitas PENelitian..........ccocviieiierieiieriee e 5
Tabel 5.1. Data Hasil Analisis Kadar TNF-0L.........cccoeriiinininiiinieeeese e 57
Tabel 5.2. Hasil Uji Post HoC LSD Kadar TNF-0L.......ccccoceviieninieninieenese e 59
Tabel 5.3. Data Hasil Analisis Kadar VEGF ...........ccccociiiiiiiiiiiieseeeene e 59
Tabel 5.4. Hasil Uji Mann Whitney Kadar VEGF.............cccocciiviiiiieniene e 60

&9
UNISSULA
MIM| u L.l

Xii



Gambar 2.1.
Gambar 2.2.
Gambar 2.3.
Gambar 2.4.

Gambar 2.5.
Gambar 3.1.
Gambar 3.2.
Gambar 4.1.
Gambar 4.2.
Gambar 5.1.
Gambar 5.2.

DAFTAR GAMBAR

Pengaturan sinyal VEGF pada regulasi angiogenesis .................... 15
Biji Kedelai.......coveveiieiicc e 18
Gambaran panjang sinar ultraviolet menembus lapisan kulit......... 21

Lapisan kulit normal, a) tampakan mikroskopik histologi

jaringan kulit, (b) ilustrasi lapisan Kulit ............cccocooniniiiinnnn 24
Jalur penetrasi obat pada Kulit.............ccoooveveiieiieiice e, 36
KErangka TEON .......ciiueiiiiiue e eie st ste et ste e re e e sae e nneas 39
Kerangka KONSEP «..iiiiieieiiiiiiiieiiese e 40
Rancangan Penelitian ...........cccueeiieiiucrrenenieese e e e see e e 41
VT2 i, W R R 55
Rerata kadar TNF-a berbagai kelompok .........ccciiineenciicnienicnnen, 58
Rerata kadar VEGF berbagai kelompok ... 60

Xiii



Lampiran 1.
Lampiran 2.
Lampiran 3.
Lampiran 4.
Lampiran 5.
Lampiran 6.
Lampiran 7.

Lampiran 8.

DAFTAR LAMPIRAN

Ethical ClearanCe .........ccooeeiiiiiiee e 73
Surat Keterangan Hewan Coba............ccccoviieiiiieiicce e 74
Lampiran Uji Statistik Kadar TNF-o dan VEGF .........ccccoooevveennee. 76
Hasil Analisis Kadar VEGF Dengan Metode ELISA ....................... 83
Hasil Analisis Kadar TNF-a Dengan Metode ELISA..........ccccoeueee. 84
Hasil SKrining FItOKIMIa oo iviiicecc e 85
Uji Kuantitatif Kedelal ..........cooocviiiniinieiiecce e 86

[DIO) s 1-T 7l . W W B RN R L 87

Xiv



ABSTRAK

Latar Belakang: Paparan UVB berlebihan menyebabkan kerusakan kulit, akibat
adanya peningkatan kadar pro-inflamasi, salah satunya TNF-a dan menyebabkan
penurunan VEGF. Krim ekstrak kedelai memiliki kandungan isoflavon dan fenol
yang berpotensi sebagai antioksidan dan antiinflamasi. Tujuan penelitian ini untuk
mengetahui pengaruh krim ekstrak kedelai terhadap kadar TNF-a dan VEGF yang
dipapar sinar UVB sub kronis.

Metode: Jenis penelitian eksperimental rancangan post test only control group.
Terdapat 30 mencit BALB/c yang dibagi menjadi 5 kelompok, yaitu K1
(kelompok sehat), K2 (mencit dipapar sinar UVB tanpa perlakuan), K3 (mencit
dipapar sinar UVB dan diberi krim vitamin E), K4 (mencit dipapar sinar UVB dan
diberi krim ekstrak kedelai 10%), dan K5 (mencit dipapar sinar UVB dan diberi
krim ekstrak kedelai 20%). Mencit dipapar UVB 1 MED selama 8 menit sebanyak
sepuluh kali dalam empat belas hari dan hari ke lima belas mencit dilakukan
terminasi untuk pengambilan sampel jaringan kulit. Jaringan kulit mencit yang
terpapar sinar UVB dianalis menggunakan metode ELISA untuk menilai kadar
TNF-o dan VEGEF.

Hasil: Kadar TNF-o pada K4 (627444 pg/ml) dan K5 (551+130 pg/mL) lebih
rendah dibandingkan kontrol positif (9161134 pg/mL). Kadar VEGF pada K4
(313,9+£101,39 pg/mL) dan K5 (722+57,67 pg/mL) lebih tinggi dibandingkan
kontrol positif (145,04+26,57 pg/mL). Data kadar TNF-a diuji dengan One Way
Anova dan kadar VEGF diuji dengan Kruskal Wallis, memberikan hasil ada
perbedaan signifikan berbagal kelompok (p<0,05)

Kesimpulan: ' Krim ekstrak kedelai berpengaruh terhadap kadar TNF-o dan
VEGF pada kulit mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB sub kronis.

Kata kunci : UVB, ekstrak kedelai, TNF-o, VEGF
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ABSTRACT

Background: Excessive UVB exposure causes skin damage, due to increased
levels of pro-inflammatories, one of which is TNF-a and causes a decrease in
VEGF. Soy extract cream contains isoflavones and phenols which have the
potential to act as antioxidants and anti-inflammatories. The aim of this study was
to determine the effect of soy extract cream on TNF-a and VEGF levels when
exposed to sub-chronic UVB light.

Method: Type of experimental research design post test only control group. There
were 30 BALB/c mice divided into 5 groups, namely K1 (healthy group), K2 (mice
exposed to UVB light without treatment), K3 (mice exposed to UVB light and
given vitamin E cream), K4 (mice exposed to UVB light and given 10% soy
extract cream, and K5 (mice exposed to UVB light and given 20% soy extract
cream). Mice were exposed to UVB 1 MED for 8 minutes ten times in fourteen
days and on the fifteenth day the mice were terminated for taking skin tissue
samples. Mice skin tissue exposed to UVB light was analyzed using the ELISA
method to assess levels of TNF-a and VEGE.

Results: TNF-a levels in K4 (627+44 pg/mL) and K5 (551£130 pg/mL) were
lower than the positive control (916+134 pg/mL). VEGF levels in K4 (313.9 +
101.39 pg/mL) and K5 (722 + 57.67 pg/mL) were higher than the positive control
(145.04 = 26.57 pg/mL). Data on TNF-a levels were tested by One Way Anova
and VEGF levels were tested by Kruskal Wallis, giving results that there were
significant differences between groups (p<0.05)

Conclusion: Soy extract cream has an effect on TNF-a and VEGF levels in the
skin of BALB/c mice exposed to sub-chronic UVB light.

Keywords: UVB, soybean extract, TNF-a, VEGF
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Indonesia merupakan negara tropis yang terletak di garis khatulistiwa
dengan intensitas paparan sinar matahari sepanjang tahun. Radiasi sinar ultraviolet
dari sinar matahari yang berlebihan dapat menimbulkan masalah kesehatan. Sinar
UVB memiliki panjang gelombang 280-320 nm yang dapat menembus lapisan
epidermis hingga dermis stratum papilaris yang mengakibatkan peradangan
(sunburn), photoaging, - fotokarsinogenesis, dan _imunosupresi. Sinar UVB
menghasilkan reactive oxygen species (ROS) yang menyebabkan kerusakan DNA
dan mengaktivasi- sitokin proinflamasi, salah satunya tumor necrosis factor-o
(TNFa). TNFo merupakan respon adanya kerusakan jaringan.! Sunburn
menyebabkan dilatasi pembuluh darah dan merusak sel-sel endotel pembuluh
darah sehingga mengurangi kemampuan sel untuk mendapatkan oksigen
(hipoksia). Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) berperan penting dalam
meningkatkan permeabilitas pembuluh darah dan mempromosikan angiogenesis
Angiogenesis merupakan proses pembentukan pembuluh darah baru dari
pembuluh darah yang sudah ada berperan sebagai respon awal kerusakan kulit
karena paparan sinar UVB.?

Kerusakan kulit akibat dampak sinar UVB dapat diatasi dengan
penggunaan kosmeseutikal dengan menggabungkan manfaat kosmetik dan

terapeutik pada kulit. Kosmeseutikal terbuat dari bahan sintesis maupun organik



yang memberikan manfaat perlindungan pada kulit dan memperbaiki kulit
sehingga menunjang penampilan kulit tampak sehat. Kosmeseutikal yang
mengandung bahan sintesis dapat memberikan efek samping seperti iritasi kulit,
kontak alergi, kulit kering, kulit tipis dan menjadi sensitif terhadap sinar UV.2
Kosmeseutikal umumnya menggunakan sediaan bentuk semi-padat yaitu krim,
karena teksturnya ringan tidak lengket, mudah diaplikasikan pada kulit, mudah
menyerap dalam kulit, dan sebagai penghantaran obat lokal.”’

Bahan alami saat ini mulai dikembangkan berdasarkan besarnya minat
masyarakat dan relatif aman untuk kulit. Pengembangan bahan alami saat ini
sudah sampai pada penggunaan kedelai. Kedelai memiliki komponen bioaktif
salah satunya isoflavon, yang memiliki efektivitas sebagai fotoproteksi,
antioksidan, antiinflamasi, antikarsinogen dan anti aging.* Menurut penelitian
pemberian oral ekstrak kedelai 100 mg/kgBB/hari yang memiliki kandungan
bioaktif isoflavon terbukti sebagai antioksidan dan menghambat produksi sitokin
pro-inflamasi seperti TNFa.” Penelitian lain membuktikan bahwa pemberian oral
kombinasi ekstrak kedelai dosis 10 mg dan Phaleria macrocarpa dosis 0,14
mg/hari mampu menurunkan produksi TNFa dan VEGF.°

Penelitian ini diharapkan dapat membuktikan adanya manfaat fotoproteksi,
antioksidan, dan antiinflamasi sehingga dapat menurunkan insidensi risiko
gangguan kulit karena riwayat paparan sinar matahari yang tinggi. Secara
epidemiologi kerusakan kulit akibat paparan sinar UVB sering terjadi pada tipe
kulit fitzpatrick I-111." Penelitian di Australia dan New Zealand menunjukan

bahwa 1.400 dari 2.095 subjek mengalami photoaging, sebagian besar 83%



mengalami photoaging berat. Di Indonesia terutama di Jakarta, penelitian
menunjukan 78 dari 136 subjek usia 18-21 tahun mengalami penuaan dini akibat
paparan sinar matahari dan penelitian lain menunjukkan bahwa sunburn akibat
UV masih dapat terjadi bahkan dengan penggunaan tabir surya.®®
Penelitian in vivo telah membuktikan bahwa pemberian ekstrak kedelai
secara sistemik dapat menurunkan produksi TNFa dan meningkatkan VEGF,
tetapi pemberian secara topikal perlu diteliti lebih lanjut untuk mengetahui
pengaruhnya terhadap kadar TNFa dan VEGF. Berdasarkan kajian di atas,
penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh krim ekstrak kedelai dengan
dua dosis, yaitu 10% dan 20% terhadap kadar TNFa dan kadar VEGF pada kulit
mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB sub kronis.
1.2 Rumusan masalah
Apakah krim ekstrak kedelai berpengaruh terhadap kadar TNFo dan kadar
VEGF kulit mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB sub kronis.
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan umum
Mengetahui pengaruh krim ekstrak kedelai terhadap kadar TNFa
dan kadar VEGF pada kulit mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB sub
kronis.
1.3.2 Tujuan khusus
1. Mengetahui perbedaan kadar TNFo pada kulit mencit BALB/c yang
dipapar sinar UVB sub kronis dan diberi krim ekstrak kedelai 10% dan

20% antar kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok
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kontrol.

2. Mengetahui perbedaan kadar VEGF pada kulit mencit BALB/c yang
dipapar sinar UVB sub kronis dan diberi krim ekstrak kedelai 10% dan
20% antar kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok
kontrol.

Manfaat Penelitian

Manfaat Teoretis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan tambahan teori
mengenai peranan krim ekstrak kedelai terhadap kadar TNFa dan kadar

VEGF pada kulit mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB sub kronis.

Manfaat Praktis

Hasil penelitian ini bermanfaat untuk memberi iImu pengetahuan
pada masyarakat tentang manfaat penggunaan ekstrak kedelai untuk
menunjang kesehatan kulit akibat paparan sinar UV.

Originalitas Penelitian

Berdasarkan penelusuran literatur, saat ini belum ada penelitian yang

menilai pengaruh pemberian krim ekstrak kedelai terhadap kadar TNFao dan kadar

VEGF yang dipapar sinar UVB pada kulit mencit BALB/c. Berikut penelitian

yang berkaitan dengan pengaruh penggunaan ekstrak kedelai :



Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Vaccaro, 2011

derived
isoflavone
improves  skin
changes induced
by ovariectomy
in rats

No Peneliti Judul Metode Hasil Penelitian
1 Cho, Y.-C., Photoprotective  Eksperimental Pertumbuhan
Han, J.- Effectof Soybean fibroblas dan
B., & Park, S.- Extract against ekspresi sitokin
I, 20109. UV-Induced proinflamasi
Damage in seperti TNFa
Human secara  bermakna
Fibroblast and dihambat  dengan
Hairless Mouse pemberian oral
Model ekstrak kedelai
pada tikus yang
dipaparkan UVB
2  Sumarawati, Effect of Eksperimental Pemberian oral
Chodidjah, combination  of kombinasi kedelai
Dina, 2023 soybean and dan Phaleria
Phaleria macrocarpa dapat
macrocarpa menurunkan
ethanol  extract jumlah fibrolast
on IL6, TNFa, dan produksi TNFa
VEGF and dan VEGF
fibroblast in
Mice Exposed to
UVB
3 Wagas,Akhtar, In vivo Eksperimental Kosmetik Ekstrak
Rasul,Rashid,  Evaluation of a kedelai topical
Mustafa, Cosmetic berdampak  pada
Khan, Emulsion elastisitas ketebaln
Murtaza, 2014 Containing kulit dan
Soybean Extract kelembaban  kulit
for Anti-Aging dan potensial
memiliki efek anti
aging.
4  Polito, Marini, Genistein Eksperimental Pemberian oral
Bitto, Irrera, aglycone, a soy genistein aglycone

1mg/kg
berpengaruh
meningkatkan
ketebalan kolagen,
menghambat
penurunan  TGF-
B1, VEGF, MMP-
2, MMP-9, TIMP-
1, dan TIMP-2
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TINJAUAN PUSTAKA

Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a)
Definisi TNF-a

Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-o) adalah sitokin yang
termasuk dalam keluarga protein sitokin TNF. Secara kimiawi, TNF-a
merupakan protein yang terdiri dari 157 asam amino dengan berat molekul
sekitar 17 kDa.'® Struktur protein ini ditentukan oleh urutan asam amino
yang diatur oleh gen TNF-a, dan tidak memiliki rumus kimia yang spesifik
karena merupakan protein kompleks. Ikatan kimia dalam struktur TNF-a
melibatkan ikatan non-kovalen yang penting dalam aktivitas biologisnya,
termasuk interaksi dengan reseptor permukaan sel dan pengaturan respons
peradangan dalam tubuh manusia.**

Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) memiliki peran kunci
dalam regulasi respon imun dan peradangan dalam tubuh manusia. Dalam
kondisi normal, TNF-a diproduksi oleh berbagai jenis sel, terutama sel-sel
makrofag dan limfosit T, sebagai respons terhadap infeksi, kerusakan
jaringan, atau rangsangan inflamasi. Peran utama TNF-a adalah sebagai
mediator dalam aktivasi respons peradangan, memicu pelepasan sitokin
lain seperti IL-1 dan IL-6, merangsang ekspresi molekul adhesi.*?

Menurut penelitian terdahulu, kadar TNF-a yang tidak seimbang
dapat menjadi faktor risiko dan terlibat dalam berbagai kondisi penyakit.

Kelebihan TNF-a berkaitan dengan penyakit peradangan kronis, seperti



arthritis rheumatoid, penyakit radang usus,dan psoriasis.*® Selain itu, TNF-
a juga terlibat dalam mekanisme patofisiologi penyakit autoimun sehingga
penghambatan aktivitas TNF-a menjadi target dalam pengobatan
beberapa penyakit autoimun seperti arthritis rheumatoid dan penyakit
radang usus kronis. Terapi anti-TNF telah digunakan untuk mengurangi
gejala dan memperlambat perkembangan penyakit ini dengan mengurangi
peradangan dan kerusakan jaringan.** Protein ini juga dilaporkan
mempengaruhi beberapa kondisi kanker, seperti memicu proliferasi sel
tumor, angiogenesis, serta resistensi terhadap apoptosis.*

Penggunaan terapi mentarget TNF-a dalam pengobatan juga
memiliki beberapa efek samping yang perlu diperhatikan, termasuk risiko
infeksi yang meningkat dan reaksi imunologis lainnya. Selain itu,
penggunaan jangka panjang dari terapi anti-TNF dapat meningkatkan
risiko kanker tertentu.*®

2.1.2 Jalur Aktivasi TNF-a

Proses aktivasi TNF-o dimulai dengan stimulasi seluler oleh
berbagai rangsangan, seperti infeksi, kerusakan jaringan, atau
peradangan. Saat terjadi peradangan, dalam fase inflamasi akan
mengaktifkan makrofag. Makrofag terdiri dari dua tipe, yaitu makrofag
tipe 1 (M1) dan makrofag tipe 2 (M2). Makrofag tipe 1 mensekresikan
sitokin proinflamasi, yaitu TNF-a, IL-1 dan IL-6 yang memiliki kadar
tinggi saat terjadinya inflamasi. Makrofag tipe 1 diinduksi oleh

lipopolisakarida (LPS) dan interferon-gamma (IFN-y).¥” Limfosit dan sel



epitel juga menghasilkan prekursor TNF-a yang tidak aktif yang disebut
pro-TNF-a. Stimulus tertentu, seperti paparan bakteri atau sitokin lain,
mengaktifkan jalur-jalur sinyal intraseluler tertentu seperti jalur NF-«xB
dan MAPK. Aktivasi jalur ini menyebabkan transkripsi gen TNF-a dan
sintesis prekursor TNF-a. Pro-TNF-o yang dihasilkan tidak aktif secara
intraseluler dan diangkut ke permukaan sel. Enzim seperti
metaloproteinase disintegrin ~yang diaktifkan memotong pro-TNF-a
menjadi bentuk yang aktif, yaitu TNF-a yang dapat dilepaskan.

Setelah dilepaskan, TNF-a berinteraksi dengan reseptor TNF-a
pada sel target, memicu serangkaian respons seluler, seperti aktivasi NF-
KB, produksi sitokin lain, dan perubahan genetik yang mengatur respons
imun, peradangan; dan apoptosis.*’ Proses aktivasi TNF-a ini penting
dalam regulasi respons peradangan dan imun, namun ketidakseimbangan
dalam produksi dan aktivasi TNF-a dapat berkontribusi pada patologi
penyakit peradangan dan autoimun, serta mempengaruhi proses kanker
dan penuaan.**

2.1.3 Peran TNF-a dalam photoaging
Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) memainkan peran penting
dalam proses photoaging yang disebabkan oleh paparan sinar UV. Paparan
sinar UV menginduksi produksi TNF-o dalam kulit, memicu respons
peradangan yang menyebabkan kerusakan struktural dan Kklinis pada kulit.
Protein ini merangsang produksi enzim MMP, terutama MMP-1, yang

bertanggung jawab atas degradasi kolagen, protein struktural utama kulit.
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Proses ini mengakibatkan kehilangan elastisitas dan kekencangan kulit
serta pembentukan garis halus dan kerutan pada kulit, ciri khas dari
photoaging. Selain itu, TNF-a juga memicu produksi radikal bebas dan
stres oksidatif dalam kulit, yang berkontribusi pada kerusakan seluler dan
percepatan proses penuaan kulit.*®
Metode Analisis TNF- a
Analisis TNF-a adalah kunci dalam memahami peran serta respons
seluler dan molekuler dalam kondisi peradangan, autoimun, dan kanker.
Beberapa metode analisis yang umum digunakan termasuk ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), \Western Blotting (WB), Flow
Cytometry, PCR (Polymerase Chain Reaction), dan teknik pewarnaan
(staining).*
a. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Metode ini memanfaatkan interaksi antara TNF-a dengan antibodi
spesifik yang terikat pada plat ELISA. Deteksi dilakukan dengan
enzim yang dapat menghasilkan sinyal, kemudian diukur secara
spektrofotometri ELISA dapat mendeteksi dan mengukur konsentrasi
TNF-a dalam sampel .
b. Western Blotting (WB)
Western Blotting digunakan untuk mendeteksi dan mengkonfirmasi
keberadaan TNF-o dalam sampel protein. Proses ini melibatkan
pemisahan protein dengan elektroforesis, transfer protein ke membran,

blokir membran, inkubasi dengan antibodi, dan deteksi menggunakan
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antibodi spesifik terhadap TNF-o.%

c. Flow Cytometry
Metode ini memungkinkan analisis sel tunggal dalam sampel yang
kompleks. Dengan menggunakan antibodi fluoresen yang spesifik
terhadap TNF-a, flow cytometry memungkinkan pemisahan dan
analisis kuantitatif serta kualitatif TNF-o pada seluler spesifik.??

d. Polymerase Chain Reaction (PCR)
Metode PCR memungkinkan amplifikasi DNA yang mengkode TNF-a
dari sampel genetik. Melalui amplifikasi, keberadaan TNF-o dapat
dideteksi dan diukur secara kuantitatif dalam sampel DNA.?

e. Staining immunohistochemistry / immunofluorescence
Teknik staining histolgis atau imunohistokimia untuk menilai secara
visualisasi TNF-a di Tingkat jaringan atau sel. Imunohistokimia sering
diterapkan dalam penelitian bidang biomedis pada pengembangan obat
terkini dan sebagai biomarker prognostik.*

Setiap metode memiliki kelebihan dan batasan. ELISA dan PCR
umumnya digunakan untuk deteksi dan kuantifikasi TNF-o dalam sampel
cair, sementara WB, flow cytometry, dan teknik pewarnaan memberikan
informasi tentang lokasi dan distribusi TNF-a dalam sel atau jaringan.?
Namun demikian, seiring perkembangan teknologi, ELISA dapat
digunakan untuk menganalisis protein pada sampel jaringan dengan cara

melakukan homogenisasi jaringan terlebih dahulu.?®
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Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Definisi VEGF

Kelompok sitokin Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
berperan dalam mengatur pertumbuhan dan proliferasi pembuluh darah.
Berdasarkan ukuran molekul, VEGF merupakan protein yang cukup besar
dengan berbagai isoform yang berat molekulnya bervariasi dari 20 hingga
45 kDa, tergantung pada isoformnya.?’

Secara kimiawi, VEGF adalah glikoprotein yang terdiri dari
sejumlah besar asam amino serta memiliki sifat ikatan kimia kompleks
dengan berbagai struktur glikosilasi yang berkaitan dengan perannya
dalam proliferasi dan diferensiasi sel endotel. VEGF merupakan protein
kompleks yang dihasilkan dari ekspresi gen VEGF.?® Protein VEGF
berperan penting dalam proses angiogenesis, merangsang pembentukan
dan proliferasi pembuluh darah baru. Protein ini juga terlibat dalam
regulasi proliferasi sel dan respons imun pada kulit sehingga menjadi
target dalam beberapa terapi kecantikan.?

Jalur Aktivasi VEGF

Proses produksi VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
merupakan serangkaian tahapan kompleks dalam regulasi pertumbuhan
dan pembentukan pembuluh darah. Makrofag tipe 2 (M2) merupakan
penghasil sitokin antiinflamasi seperti 1L-10 dan TGF-B (Transforming
Growth Factor-Beta) yang mendukung proses penyembuhan dan

perbaikan jaringan. Makrofag tipe 2 juga berperan dalam memproduksi
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faktor pertumbuhan, salah satunya VEGF yang berperan terjadinya
angiogenesis untuk mendapatkan suplai darah dan oksigen yang cukup
untuk terjadinya regenerasi jaringan pada fase proliferasi.*®’ Produksi
VEGF dimulai dari aktivasi berbagai jalur sinyal di tingkat seluler,
terutama dalam respons terhadap kondisi seperti hipoksia atau kekurangan
oksigen. Faktor-faktor seperti hipoksia mengaktifkan faktor transkripsi
kunci, seperti HIF-1o. (Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha), yang terlibat
langsung dalam regulasi ekspresi gen VEGF.*

Aktivasi HIF-10, yang terjadi terutama dalam kondisi hipoksia atau
kekurangan oksigen, berperan penting dalam regulasi ekspresi gen VEGF-
A. Faktor transkripsi HIF-1a berikatan dengan wilayah promotor gen
VEGF-A sehingga memicu merangsang transkripsi gen tersebut. VEGF-A
merupakan isoform paling umum dalam keluarga VEGF dan memiliki
peran vital dalam regulasi angiogenesis.*> Namun, selain HIF-1q, faktor-
faktor transkripsi lain seperti Specificity Protein (Sp) 1 dan Sp3 juga turut
berkontribusi dalam pengaturan tingkat ekspresi gen VEGF. Factor
transkripsi Spl dan Sp3 berikatan dengan sekuen DNA di wilayah
promotor VEGF, mempengaruhi aktivitas promotor sehingga
meningkatkan produksi VEGF-A.*

Proses produksi VEGF juga dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor
eksternal, termasuk hormon, growth factor, dan sitokin.®® Penelitian
terdahulu melaporkan bahwa hormon steroid seperti kortisol dan faktor

pertumbuhan  seperti Epidermal Growth Factor (EGF) dapat
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mempengaruhi produksi VEGF melalui pengaturan jalur aktivasi factor
trasnkripsi tertentu yang terkait dengan transkripsi gen.**

Berbagai jalur sinyal intraseluler seperti Ras/ERK (Extracellular
Signal-Regulated Kinase), PI3K/Akt (Phosphoinositide 3-Kinase/Akt),
dan jalur NF- xB (Nuclear Factor-kappa B) juga dapat berkontribusi
dalam modulasi ekspresi gen VEGF. Aktivasi jalur-jalur ini
mempengaruhi kompleksitas produksi VEGF dalam respons terhadap
berbagai rangsangan eksternal.*®
Mekanisme Aksi VEGF

Aktivasi VEGF dapat melalui beberapa jalur, salah satunya adalah
melalui jalur protein kinase. Jalur protein Kinase merupakan proses yang
kompleks yang memicu produksi VEGF yang berujung pada regulasi
pertumbuhan pembuluh darah. Tahap awal dalam proses ini, VEGF
berinteraksi dengan reseptor . Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor (VEGFR), yang terletak pada permukaan sel endotelium.
Interaksi ini - menyebabkan - dimerisasi dan aktivasi VEGFR yang
selanjutnya memicu aktivitas tyrosine kinase pada bagian intraselular
reseptor. Fosforilasi yang terjadi pada domain tyrosine kinase ini
merupakan tahap awal rekrutmen protein-protein adaptor seperti Grb2 dan
Gab1, yang berperan penting dalam pengalihan sinyal.** "

Protein-protein adaptor yang terkumpul ini mengaktifkan
serangkaian jalur sinyal kompleks. Jalur Mitogen-Activated Protein Kinase

(MAPK) yang penting dalam proses ini melibatkan Ras, Raf, MEK
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(MAPK/ERK Kinase), dan Extracellular Signal- Regulated Kinase (ERK),
yang secara berurutan mengaktifkan kaskade sinyal yang mengontrol
proliferasi dan diferensiasi sel endotel. Seiring aktivasi jalur MAPK, terjadi
perubahan signifikan dalam respons seluler, termasuk migrasi, proliferasi,
dan penyesuaian diferensiasi sel endotel.®’

Selain jalur MAPK, jalur PI3K/AKkt juga terlibat dalam respons
terhadap VEGF. Aktivasi PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase) dan protein
kinase Akt memiliki dampak pada proses proliferasi, survival, dan migrasi
sel endotel, membentuk jalur sinyal terpisah yang juga penting dalam
regulasi pertumbuhan pembuluh darah baru. Kemudian, aktivasi Protein
Kinase C (PKC) juga diatur oleh VEGF, mempengaruhi regulasi
permeabilitas vaskular dan proliferasi sel. Jalur-jalur sinyal yang terlibat

dalam  aktivasi VEGF melalui protein kinase saling terkait dan

berkontribusi pada regulasi angiogenesis.®
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Gambar 2.1. Pengaturan sinyal VEGF pada regulasi angiogenesis®
Peran VEGF dalam Photoaging

Paparan UVB dapat memainkan peran signifikan dalam
pembentukan kerutan pada kulit. Vascular Endothelial Growth Factor
memiliki hubungan yang penting dalam respons kulit ketika terkena
paparan UVB. Sel-sel kulit mengalami kerusakan ketika terpapar UVB
yang disebabkan oleh peningkatan stress oksidatif sehinggamengakibatkan
penurunan produksi VEGF.*

Protein VEGF berperan dalam mempertahankan kesehatan kulit
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dengan mengatur pembentukan dan pemeliharaan pembuluh darah.
Namun, defisiensi VEGF akibat paparan UVB dapat mengganggu fungsi
normal faktor pertumbuhan ini sehingga mengarah pada berbagai dampak
pada kulit, termasuk penurunan aliran darah ke lapisan kulit yang lebih
dalam. Ketika aliran darah berkurang, kulit kehilangan pasokan nutrisi dan
oksigen yang penting bagi regenerasi sel serta produksi kolagen dan
elastin. Kolagen dan elastin merupakan struktur utama yang menjaga
kekencangan dan elastisitas kulit. Kekurangan nutrisi dan oksigen akibat
penurunan produksi VEGF akibat paparan UVB menyebabkan kulit
kehilangan kemampuannya untuk memperbaiki diri dengan baik,
menyebabkan munculnya kerutan pada kulit.“’
Metode Analisis VEGF
Analisis protein VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

dapat dilakukan dengan menggunakan sejumlah metode, seperti WB,
ELISA, Staning Immunohistochemistry atau pun Immunofluorescence dan
PCR yang masing-masing metode memiliki kelebihan dan kekurangan.
a. Western Blot (WB)

Western Blot adalah teknik yang memungkinkan identifikasi spesifik

protein, seperti VEGF dan berbagai isoformnya. Kelebihan dari teknik

ini adalah kemampuan mendeteksi berbagai bentuk VEGF dengan

sensitivitas tinggi. Namun demikian, metode ini membutuhkan sampel

yang cukup banyak, peralatan laboratorium yang kompleks, dan proses

yang lebih teliti.?
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b. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay merupakan metode yang paling
umum digunakan karena memiliki tingkat kecepatan dan kapasitas
analisis dalam skala besar. Metode ini memiliki sensitivitas yang baik
sehingga memungkinkan deteksi dan pengukuran konsentrasi VEGF,
namun, tidak mampu membedakan antara isoform VEGF yang berbeda
dan rentan terhadap faktor-faktor yang memengaruhi interaksi antara
antibodi dan antigen.?

c. Immunohistochemistry atau immunofluorescence
Immunohistochemistry atau immunofluorescence memberikan manfaat
visualisasi lokasi dan distribusi VEGF dalam jaringan. Hal ini
memberikan informasi penting tentang ekspresi VEGF dalam sel dan
jaringan. Immunohistochemistry dapat membantu dalam menegakkan
diagnosis maupun prognosis beberapa penyakit, terutama kanker.
VEGF berhubungan dengan angiogenesis terhadap tumor.?**!

d. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction memiliki tingkat sensitivitas tinggi dalam
mendeteksi dan mengukur ekspresi gen VEGF. Hal ini memungkinkan
studi kuantitatif tentang ekspresi gen, tetapi tidak memberikan

informasi langsung tentang ekspresi protein dan rentan terhadap

kontaminasi atau kesalahan teknis selama proses PCR.%
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2.3  Kedelai

Kedelai (Glycine max) adalah spesies tanaman kacang-kacangan yang
berasal dari Asia Timur dan tersebar luas di seluruh dunia. Tanaman ini dikenal
karena biji-bijinya yang kaya akan protein dan memiliki berbagai kegunaan dalam
pangan, pakan ternak, dan industri.*?

Morfologi kedelai meliputi tanaman tahunan dengan batang tegak yang
bercabang, mencapai ketinggian sekitar 0,5 hingga 2 meter. Daunnya berbentuk
majemuk, tersusun dari tiga daun kecil lonjong hingga oval dengan ukuran sekitar
8-15 cm panjangnya. Kedelai menghasilkan bunga yang tumbuh dalam
kelompok, dengan bunga berwarna ungu atau putih. Biji kedelai sendiri tumbuh
dalam polong yang berjumlah dua hingga empat polong per tangkai, biasanya
berisi dua hingga empat butir biji berbentuk bulat.*®

Biji kacang kedelai memiliki warna yang bervariasi, mulai dari kuning
hingga kecokelatan, tergantung pada varietasnya. Kedelai banyak mengandung
unsur dan zat pangan penting, seperti protein, lemak, karbohidrat, dan fitokimia
yang bermanfaat untuk kesehatan. Kacang kedelai digunakan dalam berbagai
produk pangan seperti tahu, tempe, susu kedelai, kecap, tauco, minyak kedelai,

dan sebagai bahan dasar dalam produksi makanan olahan.**

Gambar 2.2 Biji kedelai
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2.3.1 Toksonomi Kedelai
Taksonomi tanaman kedelai dalam sistematik tumbuhan

diklasifikasikan sebagai berikut*:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub Divisi : Angiospermae

Kelas . Dicotyledoneae

Ordo : Rosales

Famili . Leguminoceae

Sub Famili -~ : Papilionoideae

Genus . Glycine

Species : Glycine max (L.) Merrill:

2.3.2 Kandungan pada Kedelali

Kedelai mengandung berbagai fitokimia yang berperan sebagai
antioksidan, dengan kandungan utama yaitu isoflavonoid. Isoflavonoid
seperti genistein, daidzein, dan glycitein merupakan senyawa penting yang
terkandung pada kedelai yang memiliki sifat antioksidan. Isoflavonoid ini
merupakan senyawa fitoestrogen dengan struktur mirip dengan hormon
estrogen manusia.*°

Genistein dan daidzein merupakan dua isoflavonoid utama yang
dapat menghambat radikal bebas dan memainkan peran penting dalam
perlindungan sel dari kerusakan oksidatif. Mereka bekerja dengan cara

mengurangi stres oksidatif dan mengatur reaksi inflamasi di dalam tubuh.*’
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Selain isoflavonoid, kedelai juga mengandung senyawa-senyawa
antioksidan lainnya seperti asam fenolat, fitosterol, saponin, dan vitamin E.
Asam fenolat sebagai antioksidan kuat yang berperan melawan radikal
bebas yang dapat merusak sel-sel tubuh. Fitosterol juga berperan dalam
menyeimbangkan kadar kolesterol, menurunkan hipertensi, dan dapat
memperlancar produksi ASI.*® Saponin dan vitamin E pada kedelai
memiliki sifat antioksidan yang dapat melindungi tubuh dari radikal bebas
dan memperkuat sistem kekebalan tubuh, dan dapat mempertahankan
kesehatan kulit.***°

Profil fitokimia yang kaya dalam kacang kedelai menjadi
komponen penting dalam makanan dan nutrisi yang berfokus pada
perlindungan tubuh-dari kerusakan oksidatif, serta dalam mempromosikan
kesehatan jantung, menopang kesehatan tulang, dan dalam menjaga
keseimbangan hormonal dalam. tubuh. Konsumsi Kkedelai secara teratur
dapat memberikan “manfaat -antioksidan yang signifikan, menjaga
kesehatan, dan mengurangi risiko beberapa penyakit kronis.>
Sinar UV

Radiasi ultraviolet merupakan sumber energi terpenting di bumi. Sinar UV

dibagi menjadi tiga berdasarkan panjang gelombangnya, yaitu sinar UVA

memiliki panjang gelombang 320-400 nm mencapai permukaan bumi bahkan

mampu menembus kaca dan awan, sinar UVB memiliki panjang gelombang 280-

320 nm yang sebagian sinarnya mencapai permukaan bumi, dan sinar UVC

memiliki panjang gelombang 100-280 nm tidak dapat mencapai permukaan bumi
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karena terserap oleh lapisan ozon. Sinar UVA dengan panjang gelombang lebih
panjang menembus kulit hingga lapisan dermis, sedangkan sinar UVB hampir

seluruhnya terserap di epidermis.

TL-01 UV lamp

Black-light ILT

Artificial
UV sources

Gambar 2.3 Gambaran panjang sinar ultraviolet menembus lapisan kulit™

Sinar UV memiliki peran dalam proses metabolisme tubuh, salah satunya
untuk membantu sintesis vitamin D pada tubuh, sehingga dapat meningkatkan
imunitas tubuh. Tetapi jika tubuh terpapar sinar UV berlebihan akan menimbulkan
masalah  kesehatan, seperti sunburn, photoaging, imunosupresi, dan
fotokarsinogenesis.**™

Di beberapa penelitian menggunakan minimal erythema dose (MED)
sebagai parameter untuk mengukur dosis minimum radiasi ultraviolet yang
diperlukan untuk menghasilkan eritema pada kulit. MED yang tepat diperlukan
untuk fototerapi UVB untuk penyakit kulit, menegakkan diagnosis

fotodermatosis, dan menghindari efek yang merugikan seperti kulit terbakar

(sunburn).>®



22

2.4.1 Dampak Sinar Ultraviolet B Terhadap Kulit

2.5

Kerusakan kulit akibat sinar UV karena terjadinya inflamasi,
kerusakan keratinosit berupa kerusakan DNA, hancurnya matriks
ekstraseluler dan gangguan permeabilitas vaskuler pada kulit.>* Kondisi
paparan dalam waktu singkat menyebabkan terjadinya luka bakar yang
diakibatkan kematian keratinosit. Keratinosit mengembangkan siklus baru
dengan melakukan proliferasi dan memulai siklus sel baru. Kondisi ini
memicu hiperkeratosis dan melanisasi kulit sehingga menyebabkan
tampakan kulit menggelap. Kondisi oksidatif menyebabkan kerusakan
DNA dan merusak ikatan matriks ekstraseluler. Proses ini mendahului
proses aktivitas inflamasi yang diinduksi UV. Aktivitas antioksidan
menurunkan respon kerusakan jaringan.>

Kondisi paparan kronik dapat menyebabkan eritema retikulata,
hiperpigmentasi, pembentukan skuma halus, atrofi epidermis dan
telangiektasis. Kondisi ini menyebabkan tampakan kulit yang kurang sehat
disertai dengan aktivitas fotooksidasi yang merupakan bagian dari
photaging.”®
Kulit

Kulit merupakan organ tubuh terbesar pada tubuh manusia. Peran utama

kulit sebagai perlindungan mekanik terhadap lingkungan luar, seperti paparan

sinar UV, bahan kimia dan patogen infeksius. Kulit memiliki tiga lapisan utama,

yaitu epidermis, dermis, dan subkutan. Lapisan paling luar adalah epidermis yang

termasuk jaringan epitel dan memiliki sel-sel yang dikenal sebagai sel keratinosit,
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sel melanosit, sel merkel, dan sel langerhans. Lapisan epidermis terdiri dari stratum
korneum, stratum lusidum, stratum granulosum, stratum spinosum, dan stratum
basal. Stratum korneum merupakan lapisan epidermis paling atas yang
berinteraksi langsung dengan lingkungan luar, dikenal sebagai lapisan tanduk.
Stratum korneum memiliki 10-15 lapisan sel yang terdiri dari sel-sel mati, pipih,
dan tidak mempunyai inti.

Lapisan stratum lusidum terletak dibawah lapisan stratum korneum yang
memiliki duasampai tiga lapisan sel yang transparan dan tembus cahaya. Sel pada
lapisan ini tidak memilikiinti dan organel. Inti sel dan organel pada lapisan ini
hancur dan terjadi peningkatan proses keratinisasi sehingga terjadinya penebalan
kulit. Stratum lusidum dapat ditemukan pada kulit yang tebal seperti telapak kaki
dan tangan.

Stratum granulosum memiliki tiga sampai lima lapisan sel pipih yang
mengandung banyak keratohialin. Keratohialin memiliki prekursor keratin yang
akan membentuk ikatan yang dibutuhkan untuk pembentukan matriks interfibrilar
yang berfungsi untuk menahan keratin filamen.

Stratum spinosum merupakan kumpulan sel basal dengan bentuk yang
besar dan poligonal. Sel pada lapisan memiliki inti yang berbentuk lonjong. Jika
diamati dibawah mikroskop, antara dinding sel dan sel disampangnya akan tampak
seperti duri-duri yang terdapat desmosome yang berfungsi untuk menyambung sel
satu dengan sel lainnya.

Stratum basal adalah lapisan yang paling dalam, yang terletak tepat diatas

dermis yang dipisahkan oleh membran basal. Pada lapisan yang biasa juga
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disebut dengan stratum germinativum ini memiliki sel dengan inti sel yang besar
dengan bentuk kuboid atau silindrisis, dan aktif bermitosis untuk menghasilkan

keratinosit. Lapisan ini juga memiliki pigmen melanin.>

Dead keratinocytes

— Stratum corneum —|

= Stratum lucidum
T Stratum \T
granulosum

: Living keratinocyte
_— Stratum spinosum—

Stratum basale— | o oo na Melanocyte
KRR Epidermal
dendritic cell

Basement membrane
Darmis ' N = o Tactile cell

o
Sensory nerve ending

Gambar 2.4 Lapisan kulit normal, a) tampakan mikroskopik histologi jaringan
kulit, (b) ilustrasi lapisan kulit 7

Dermis adalah lapisan tengah kulit yang -merupakan jaringan ikat padat
danterdiri dari protein yang disebut dengan kolagen dan elastin. . Dermis berisi
kelenjar keringat, rambut, folikel rambut, otot, neuron sensoris, dan vasa darah.
Lapisan subkutan adalah lapisandi bawah dermis yang merupakan jaringan ikat
longgar dan mengandung sel lemak. *®
2.6 Photoaging
2.6.1 Definisi Photoaging

Photoaging adalah proses penuaan kulit yang dipicu oleh paparan

UV dari sinar matahari secara berlebih dan secara terus menerus. Paparan

sinar UV mengakibatkan aktivasi sistem imun tubuh yang melibatkan sel

inflamasi seperti makrofag, neutrofil, dan limfosit T. Reaksi inflamasi ini

menjadi salah satu aspek penting dalam perubahan kulit akibat paparan
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UV yang terjadi secara terus menerus.>

Sel inflamasi lokal di area kulit yang teraktivasi akibat paparan
sinar UV akan melepaskan berbagai sitokin, di antaranya IL-1, IL-6, dan
TNF-o. Sitokin-sitokin ini berperan dalam meningkatkan respons
inflamasi, merusak struktur kulit, dan mengubah produksi komponen
penting seperti kolagen dan elastin.®

Proses photoaging juga terkait dengan perubahan dalam produksi
growth factor. Sinar UV dapat mempengaruhi produksi growth factor,
terutama TGF-p. Protein TGF- adalah salah satu dari beberapa growth
factor yang berperan penting dalam menjaga elastisitas kulit karena
mampu merangsang aktivasi sel fibroblast untuk memproduksi kolagen.
Kondisi paparan sinar UV yang berlebihan dapat mengurangi ekspresi
TGF-B yang mengakibatkan penurunan produksi kolagen serta
meningkatkan kerusakan dan penuaan kulit.®*

Kerusakan kulit akibat paparan sinar UV tidak hanya terjadi pada
permukaan Kkulit, tapi juga melibatkan perubahan pada tingkat seluler.
Radikal bebas yang dihasilkan dari paparan UV menyebabkan kerusakan
pada DNA sel-sel kulit, yang pada gilirannya, mengaktifkan jalur inflamasi
dan mengganggu fungsi normal sel.®?

Klasifikasi Photoaging
Photoaging akibat paparan UVB dapat dibagi menjadi akut dan

kronis yang masing-masing dengan waktu paparan UVB yang berbeda.
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1. Photoaging Akut:

Paparan UVB dalam waktu singkat dengan intensitas tinggi
dapat menyebabkan photoaging akut. Kondisi ini dapat terjadi ketika
paparan intens dalam waktu yang relatif singkat, dari hitungan menit
hingga jam. Kulit pada kondisi ini bisa merespons dengan peradangan
yang dapat dilihat dari warna kemerahan pada kulit hingga reaksi
seperti sunburn. Namun, efek ini biasanya bersifat sementara dan kulit
dapat kembali ke kondisi semula.

2. Photoaging Kronik:

Photoaging kronis merupakan kondisi yang dihasilkan dari
paparan UVB vyang berkepanjangan selama bertahun-tahun tanpa
perlindungan yang memadai. Kondisi-ditandai dengan kerusakan kulit
yang serius, termasuk penipisan kulit, kerutan yang dalam, bintik-
bintik hiperpigmentasi; hingga risiko tinggi terhadap kanker kulit. ©

2.7 Efek Sinar UV terhadap TNF-a dan VEGF

Paparan sinar UV pada kulit memiliki dampak yang signifikan terhadap
regulasi sitokin dan faktor pertumbuhan, termasuk TNF-a dan VEGF.* Radiasi
UV mampu memicu reaksi inflamasi yang kompleks pada kulit, menyebabkan
peningkatan ekspresi TNF-a. TNF-o merupakan sitokin proinflamasi yang
berperan dalam merangsang respons imun, namun tingkat yang berlebihan dapat
berkontribusi pada peradangan kronis dan berbagai masalah kulit.>> Protein ini
merangsang produksi enzim MMP, terutama MMP-1 yang bertanggung jawab

atas degradasi kolagen, protein struktural utama kulit. Proses ini mengakibatkan
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kehilangan elastisitas dan kekencangan kulit serta pembentukan garis halus dan
kerutan pada kulit, ciri khas dari photoaging. Selain itu, TNF-o juga memicu
produksi radikal bebas dan stres oksidatif dalam kulit, yang berkontribusi pada
kerusakan seluler dan percepatan proses penuaan kulit.*®

Di samping itu, radiasi UV juga dapat mengatur ekspresi VEGF, faktor
pertumbuhan yang esensial untuk angiogenesis atau pembentukan pembuluh
darah baru. Peningkatan ekspresi VEGF merupakan respons adaptif terhadap
kerusakan kulit yang disebabkan oleh sinar UV, dengan tujuan untuk memulihkan
pasokan darah dan nutrisi ke area yang terkena. Namun, regulasi yang tidak
seimbang dari VEGF dapat menyebabkan angiogenesis yang berlebihan, yang
pada gilirannya dapat terlibat dalam pembentukan kondisi patologis, seperti
karsinogenesis atau penyakit kulit yang berkaitan dengan vaskularisasi
berlebihan.®

Ketika aliran darah berkurang, kulit kehilangan pasokan nutrisi dan
oksigen yang penting bagi regenerasi- sel serta produksi kolagen dan elastin.
Kolagen dan elastin merupakan struktur utama yang menjaga kekencangan dan
elastisitas kulit. Kekurangan nutrisi dan oksigen akibat penurunan produksi VEGF
akibat paparan UVB menyebabkan kulit kehilangan kemampuannya untuk
memperbaiki diri dengan baik, menyebabkan munculnya kerutan pada kulit.®

Pemahaman lebih lanjut tentang regulasi TNF-a dan VEGF oleh radiasi
UV menjadi krusial dalam konteks photoaging dan masalah kulit terkait penuaan.
Dengan memahami peran kunci TNFa dalam respons inflamasi dan VEGF dalam

proses regeneratif dan vaskularisasi, pengembangan strategi perlindungan kulit



28

dan perawatan yang bertarget pada pengaturan keseimbangan ini dapat menjadi
langkah penting dalam mengurangi dampak negatif paparan sinar UV pada
kesehatan kulit.®’

2.8  Efek Ekstrak Kedelai terhadap TNFa dan VEGF

Isoflavonoid dalam ekstrak kedelai memiliki sifat antioksidan yang dapat
memberikan perlindungan terhadap kerusakan oksidatif yang seringkali dikaitkan
dengan paparan sinar UV. Dengan menetralkan radikal bebas, ekstrak kedelai
membantu melindungi sel-sel kulit dari stres oksidatif yang dapat memicu respons
inflamasi dan perubahan patologis pada tingkat seluler.”

Pemberian ekstrak kedelai secara oral telah terbukti menunjukkan efek
positif terhadap modulasi TNF-a. Isoflavonoid dalam kedelai dapat menckan
ekspresi TNF-a, mengurangi tingkat sitokin proinflamasi yang berperan dalam
peradangan kronis pada Kkulit. Selain itu, isoflavonoid genistein dapat
berkontribusi pada pengaturan TNF-o. dengan menghambat jalur sinyal inflamasi
yang terlibat dalam ekspresi TNF-a, sechingga membantu mengendalikan respons
inflamasi yang tidak seimbang. %

Ekstrak kedelai juga dapat memengaruht ekspresi VEGF, yang merupakan
growth factor yang terlibat dalam regulasi angiogenesis. Isoflavonoid pada
ekstrak kedelai dapat memengaruhi ekspresi VEGF, membantu menjaga
keseimbangan yang tepat dalam proses angiogenesis. Dengan demikian, ekstrak
kedelai dapat memainkan peran dalam mendukung proses regenerasi kulit dan
meminimalkan risiko komplikasi yang terkait dengan angiogenesis berlebihan

yang diinduksi oleh paparan UV.°
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Ekstrak kedelai menawarkan potensi sebagai bahan alami yang dapat
membantu menjaga kesehatan kulit dan meredakan dampak penuaan yang
disebabkan oleh paparan sinar UV. Potensi ini dapat membuka jalan untuk
pengembangan formulasi perawatan kulit yang menggunakan ekstrak kedelai
sebagai komponen penting dalam upaya melindungi kulit dari efek negatif
paparan UV dan mendukung kesehatan kulit secara keseluruhan. Penggunaan
ekstrak kedelai sebagai bagian dari perawatan kulit dapat memberikan manfaat
melalui regulasi TNF-o. dan VEGF, membantu menjaga keseimbangan inflamasi
dan regenerasi yang esensial untuk kesehatan kulit yang optimal.®
29  Krim
2.9.1 Definisi Krim

Krim merupakan salah satu sediaan topikal semi-padat dari bentuk
sediaan minyak dalam air atau air dalam minyak. Krim dapat digunakan
sebagai terapeutik dan kosmetik yang memiliki fungsi untuk perawatan
kulit seperti membersihkan, melembabkan, perlindungan, perbaikan pada
kulit. Sediaan topikal digunakan dengan mengoleskan langsung pada kulit,
yang dapat membantu mengurangi resiko efek samping sistemik.’*"

2.9.2 Jenis-Jenis Krim

Krim terdiri dari dua fase utama, yaitu fase minyak dan fase air
yang membentuk emulsi. Ada dua jenis emulsi pada krim, yaitu :

1. Krim Minyak Dalam Air (M/A atau O/W)

Krim ini memiliki tetesan minyak yang didispersikan dalam fase

air, lebih mudah dicuci dengan air, dan sering digunakan sebagai krim
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kosmetik atau pelembab kulit. Contoh krim minyak dalam air yaitu
vanishing cream.
2. Krim Air Dalam Minyak (A/M atau W/O)

Krim ini memiliki tetesan air yang didispersikan dalam fase
minyak, lebih berminyak dan lebih sulit dicuci dengan air, dan sering
digunakan untuk krim perlindungan tambahan terhadap kehilangan air
dari kulit. Contoh krim air dalam minyak yaitu cold cream yang
digunakan untuk memberikan rasa dingin dan nyaman pada.”*"

2.9.3 Bahan-Bahan Pembuatan Krim
Bahan-bahan yang digunakan dalam pembuatan krim, antara lain :
1. Air
Air merupakan bahan baku yang paling penting dan banyak
digunakan dalam formulasi berbagai krim. Air sebagai pelarut yang
bebas dari polutan, mikroba, dan racun. Air juga dapat membentuk
emulsi yang dipengaruhi -oleh berapa banyak jumlah air yang
digunakan dalam formulasi, baik emulsi minyak dalam air maupun
emulsi air dalam minyak tergantung pada jumlah fase minyak dan fase
air yang digunakan.
2. Minyak, lemak, dan lilin
Minyak, lemak, dan lilin merupakan bagian penting dalam krim.

Minyak sebagai pewangi, pengawet, dan lainnya yang berdasarkan

fungsinya. Minyak berperan sebagai penghalang pada permukaan kulit

dan memperlambat hilangnya air. Minyak terdiri dari dari dua jenis,
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yaitu :

a. Minyak mineral
Minyak mineral merupakan minyak yang jernih, tidak berbau, dan
banyak digunakan dalam kosmetik. Minyak mineral terdiri dari
hidrokarbon yang berasal dari minyak bumi. Contoh minyak
mineral yaitu parafin cair ringan, parafin cair berat, minyak bumi
cair.

b. Minyak gliserida
Minyak gliserida sebagian besar merupakan minyak nabati. Contoh
minyak gliserida yaitu minyak almond, minyak jarak, minyak
kelapa, minyak zaitun, dan lain-lain.

Lemak berperan sebagai pengental dalam pembuatan krim.
Bahan tersebut dapat diperoleh dari hewan, tumbuhan, atau mineral.
Minyak dan lemak gliserida dapat berasal dari hewan atau nabati yang
terdiri dari kombinasi asam lemak tinggi dan gliserin. Asam lemak yang
paling umum adalah kelompok laurat, margarat, plamitat, stearat, dan
kelompok asam lemak jenuh. Asam oleat adalah asam lemak tak jenuh
cair.

Lilin berperan sebagai pengemulsi. Lilin yang digunakan dalam
pembuatan krim yaitu lilin lebah, lilin karnauba, ceresin, spermcaetin,
dan lain-lain. Lilin juga dapat meningkatkan ketebalan bagian lipid dan
menempel pada permukaan kulit.

3. Lanolin
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Lanolin merupakan senyawa alami yang berasal dari bulu
domba. Lanolin terdiri dari dua jenis, yaitu lanolin hidrous
mengandung antara 25%-30% air dan lanolin anhidrat yang memiliki
suhu 38°C-42°C serta sedikit berbau. Bahan-bahan tersebut berfungsi
sebagai pelumas pada permukaan kulit sehingga kulit tampak halus dan
lembut. Lanolin membantu membentuk emulsi dan bercampur dengan

baik dengan zat lain yang digunakan dalam produk kosmetik.

. Warna

Sebelum teknologi modern dikembangkan, warna pada dasarnya
berasal dari bahan alami, seperti saffron, kunyit, tanaman nila, dan
lainnya. Sejak abad ke-19, warna telah diproduksi di laboratorium dan
warna yang dihasilkan lebih stabil dan intensitas warna yang lebih
baik.

Emolien

Emolien disebut sebagai  pelembab yang membantu
melembutkan kulit dan merawat kulit yang cenderung kering. Emolien
lebih banyak berbentuk minyak atau lemak, seperti minyak mineral,
squalene, dan lanolin. Bahan tersebut bekerja dengan meningkatkan
kemempuan kulit untuk menahan air, memberikan lapisan minyak pada
kulit untuk mencegah kehilangan airm dan melembabkan kulit.
Humektan

Humektan merupakan senyawa organik hidroskopis. Bahan ini

dapat menyerap atau mempertahankan kelembapan. Humektan sering
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dimanfaatkan sebagai pelembab dan eksfoliasi kulit. Contoh humektan
yaitu gliserin, hydroxyethyl urea, betain, sodium PCA, dan Sodium-I-
Lactat

7. Parfum

Parfum merupakan suatu zat memberikan aroma yang berbau
manis atau menyenangkan. Contoh parfum alami yaitu aroma bunga,
aroma jeruk, dan lainnya.

8. Vitamin

Vitamin berperan penting dalam menjaga fisiologis seluruh
tubuh dan kulit. Vitamin-vitamin yang umum. digunakan pada
formulasi krim yaitu vitamin A, vitamin B, vitamin C, dan vitamin E.

9. Pengawet

Bahan pengawet dalam kosmetik sangat penting untuk
mencegah perubahan yang disebabkan oleh mikroorganisme dan
kontaminasi = selama formulasi, pengiriman, penyimpanan dan
penggunaan konsumen,

Antioksidan juga dapat digunakan untuk melindungi perubahan
yang disebabkan oleh paparan oksigen. Pengawat sintesis jika
digunakan dalam konsentrasi rendah efektik mengawetkan produk.”

2.9.4 Kelebihan Penggunaan Krim
Penggunaan krim memiliki banyak kelebihan, terutama dalam
kosmetik dan pengobatan topikal. Beberapa kelebihan dari penggunaan

krim, yaitu :



295

34

Merupakan cara termudah dan nyaman dalam memberikan obat.

Krim dapat dioleskan langsung pada area kulit yang memerlukan
perawatan.

Konsentrasi bahan aktif yang tinggi pada area kulit tanpa perlu dosis
tinggi secara sistemik.

Tidak menunjukkan efek samping pada organ tubuh lainnya.

Lebih aman untuk pemakaian jangka panjang, terutama perawatan
kondisi kronis seperti eksim atau psoriasis.

Krim tersedia dalam berbagai formulasi untuk semua jenis dan kondisi
kulit, seperti pelembab, krim jerawat, krim anti penuaan, dan tabir
surya.

Krim dapat mengandung bahan aktif seperti retinoid, antibiotik,

kortikosteroid, dan asam salisilat.”>"*

Kekurangan Penggunaan Krim

Penggunaan krim memiliki kekurangan yang perlu diperhatikan.

Beberapa kekurangan dari penggunaan krim, yaitu :

1.

2.

Iritasi kulit.
Beberapa bahan aktif menunjukkan permeabilitas yang rendah melalui
kulit, sehingga mengurangi efektivitas pengobatan.

Reaksi kontak alergi.”
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2.9.6 Jalur Penetrasi Obat Pada Kulit
a. Absorbsi Transepidermal
Jalur absorbsi transepidermal merupakan salah satu cara di mana
zat melalui stratum korneum. Absorbsi transepidermal terbagi dua jalur
yaitu :
1. Jalur Intraseluler (melalui korneosit dan lamela lipid)

Jalur intraseluler dikenal juga sebagai jalur transseluler. Jalur ini
dilalui molekul dengan melawati korneosit yang terletak di stratum
korneum. Keratinosit bersifat hidrofilik, sehingga obat hidrofilik akan
lebih mudah melewati stratum korneum.

2. Jalur Interseluler

Jalur interseluler merupakan jalur yang dilalui molekul-molekul
dengan melewati ruang antar sel-sel startum korneum. Jalur ini
memerlukan zat untuk berpindah melalui lipid-lipid yang terdapat di
antara sel-sel keratinosit. Lapisan-lapisan lemak pada stratum korneum
penting dalam mengurangi kehilangan air pada kulit. Keseimbangan
kelarutan lipid dan air yang berperan untuk kelarutan dalam membran
mempengaruhi molekul untuk melintasi jalur interseluler.

b. Absorbsi Transappendageal

Jalur absorbsi transappendageal merupakan jalur masuknya obat

melalui kelanjar keringat dan folikel rambut, yang dimana molekul masuk

melalui stratum korneum.”
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BAB 111
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN

HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori

Proses penuaan dipengaruhi oleh faktor ekstrinsik, terutama disebabkan
oleh paparan sinar UVB (photoaging) yang dapat menyebabkan kerusakan kulit
dengan gejala akut yaitu eritema, rasa nyeri, dan gatal pada kulit. Selain itu, proses
penuaan juga dipengaruhi oleh faktor lingkungan diantaranya asap rokok, polusi
udara, gaya hidup tidak sehat, dan stress. Paparan lingkungan tersebut
menghasilkan reactive oxygen species (ROS). ROS yang dihasilkan diantaranya
anion superoksida (02, hydrogen peroksida (H202), dan hidroksil radikal (OH").
ROS akan menyebabkan kerusakan DNA dan membran sel.

ROS dapat mengaktifkan jalur Nuclear factor-kappa B (NF-kB) kemudian
mengaktifkan sitokin proinflamasi yaitu I1L-1, IL-6, dan TNF-o, dan terjadi
translokasi NF-Kb pada nukleus untuk mengaktifkan sitokin inflamasi TNF-a.
Fase inflamasi, makrofag tipe 1 (M1) berperan dalam merespon sitokin pro-
inflamasi melalui ikatan TNF-o, saat fase akhir inflamasi produksi TNF-a
menurun diikuti dengan perubahan M1 menjadi makrofag tipe 2 (M2) sebagai
anti-inflamasi. Dalam fase proliferasi, M2 berperan dalam proses penyembuhan
dan regenerasi jaringan dengan memicu ekspresi VEGF. VEGF juga dihasilkan
oleh sel endotel. VEGF berperan penting dalam meningkatkan permeabilitas

pembuluh darah dan mempromosikan angiogenesis. Angiogenesis merupakan
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proses pembentukan pembuluh darah baru dari pembuluh darah baru yang sudah
ada berperan sebagai respon awal kerusakan kulit karena paparan sinar UVB.
Kedelai memiliki kandungan isoflavon, terutama isoflavon aglikon
(daidzein, genistein, dan glisitin) berperan dalam fotoproteksi, antioksidan,
antiinflamasi, dan antikanker. Kedelai juga mengandung asam fenolat, fitosterol,
saponin, vitamin E yang merupakan senyawa-senyawa antioksidan. Dengan
pemberian krim ekstrak kedelai diharapkan memiliki peran dalam menghambat
dan mencegah kerusakan kulit karena radikal bebas yang dipaparkan sinar
UVB, menurunkan pembentukan sitokin proinflamasi dan meningkatkan kadar

VEGF.



Dosis Krim Ekstrak Kedelai

Dosis Radiasi UVB
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3.2 Kerangka Konsep

Krim ekstrak kedelai

Kadar TNFa

Kadar VEGF

Gambar 3.2. Kerangka Konsep

3.3  Hipotesis
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Pemberian krim ekstrak kedelai berpengaruh menurunkan kadar TNFa

dan meningkatkan kadar VVEGF pada kulit mencit BALB/c yang dipapar sinar

UVB sub kronis.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini eksperimental in vivo dengan menggunakan rancangan

penelitian Post Test Only Control Group Design dengan metode rancang acak

menggunakan hewan coba mencit BALB/c sebagai objek penelitian yang dipapar

sinar UVB.

Penelitian ini menggunakan 5 kelompok dengan rincian sebagai berikut :

> Kl > ()1K1
- K2 > OZK2
P » S — R
K, » O.K,
K, » O,K,
K5 > 05K5

Gambar 4.1. Rancangan Penelitian

Keterangan :

P : Populasi

S : Sampel

R  : Random

K1 : Kelompok sehat, tidak diberi perlakuan

K2 : Kelompok kontrol negatif (subjek dipapar sinar UVB)

K3 : Kelompok kontrol positif (subjek dipapar sinar UVB dan diolesi krim

Vitamin E)
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: Kelompok perlakuan 1 (subjek dipapar sinar UVB dan diolesi krim

ekstrak

kedelai 10%)

: Kelompok perlakuan 2 (subjek dipapar sinar UVB dan diolesi krim
ekstrak

kedelai 20%)

: Observasi kadar TNFo dan kadar VEGF pada kelompok sehat

: Observasi kadar TNFo dan kadar VEGF pada kelompok kontrol negatif
: Observasi kadar TNFa dan kadar VEGF pada kelompok kontrol positif
: Observasi kadar TNFa dan kadar VEGF pada kelompok perlakuan 1

: Observasi kadar TNFa dan kadar VEGF pada kelompok perlakuan 2

Subyek dan Sampel Penelitian
Subyek penelitian

Mencit betina BALB/c berusia 6-8 minggu, berat 25-35 g, telah
dinyatakan layak digunakan untuk penelitian oleh Animal Model Research
Center SCCR Indonesia dengan No 003/AMRC-SCCR/V1/2024. Mencit
dipelihara di ruangan dengan ventilasi cukup, suhu ruangan 28-32°C di
laboratorium. Mencit diberi makanan pellet dan minuman air putih secara et
libitium. Sebelum dilakukan perlakuan, mencit diaklimatisasi dalam
kandang selama 7 hari.

Sampel penelitian

4.2.2.1 Kriteria inklusi

1. Mencit BALB/c betina
2. Umur 6-8 minggu

3. Berat badan 25-35 g
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4. Mencit sehat dan gerak aktif
4.2.2.2 Kriteria Eksklusi
1. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya
4.2.2.3 Kriteria drop out
1. Mencit sakit selama masa penelitian
2. Mencit mengalami kematian
4.2.2.4 Besar sampel
Besar sampel yang diperlukan dalam penelitian ini menggunakan
rumus Federer, yaitu :
(O ) (e 1o
Keterangan : t= jumlah kelompok
n = jumlah sampel per kelompok
Penelitian ini menggunakan 5 kelompok, maka sesuai dengan rumus
Federer:
(-1 (t-1) =215
(n-1)(B-1) =15
4(n-1) >15
dn—-4 >15
4n >19
n >4,75 - 5 (pembulatan)
Berdasarkan rumus, maka jumlah sampel 5 ekor di tiap
kelompoknya dan dikalikan dengan jumlah kelompok perlakuan. Setiap

kelompok ditambahkan 10% hewan coba untuk mengantisipasi drop out
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pada mencit. Penambahan yang didapatkan yaitu 10% x 5 = 0,5 atau setara

1 ekor hewan coba ditiap kelompoknya. Sampel tiap kelompok 6 ekor dan

jumlah sampel pada penelitian ini 30 ekor mencit betina BALB/c untuk

lima kelompok.
4.2.2.5 Teknik pengambilan sampel penelitian

1. Dari populasi mencit BALB/c, diadakan pemilihan sampel
berdasarkan kriteria inklusi.

2. Dari jumlah sampel yang telah memenuhi syarat, maka pengambilan
sampel secara acak atau random sampling allocation.

3. Dari sampel yang telah dipilih, kemudian dibagi menjadi 5 kelompok
secara random vyaitu kelompok kontrol (mencit sehat), kelompok
kontrol negatif (6 ekor mencit dipapar sinar UVB ), dan kelompok
kontrol positif (6 ekor mencit dipapar sinar UVB dan diberikan krim
vitamin E), kelompok perlakuan 1 (6 ekor mencit dipapar sinar UVB
dan diberikan krim ekstrak kedelai 10%) dan kelompok perlakuan 2 (6
ekor mencit dipapar sinar UVB dan diberikan krim ekstrak kedelai

20%)

4.3  Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1 Variabel penelitian
4.3.1.1 Variabel bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah krim ekstrak kedelai

menggunakan dosis 10% dan 20%.
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4.3.1.2 Variabel tergantung
Variabel tergantung pada penelitian ini adalah kadar TNF-a dan VEGF.
4.3.1.3 Variabel prakondisi
Variabel prakondisi pada penelitian ini adalah sinar UVB.
4.3.1.4 Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah mencit BALB/c, umur, jenis
kelamin, berat badan, nutrisi atau pakan mencit, dan kondisi lingkungan
tempat pemeliharaan mencit.
4.3.2 Definisi operasional variabel
4.3.2.1 Variabel Bebas
Krim ekstrak kedelai
Ekstrak kedelai diperoleh dengan metode maserasi menggunakan
pelarut etanol 70% dan dievaporasi menggunakan rotary vacuum
evaporator untuk menghilangkan etanol dan mendapatkan ekstrak. Ekstrak
kedelai kemudian dicampur dengan Shea Butter sebagai basis krim
dengan dosis 10% dan 20% yang diberikan secara topikal sebanyak 200
mg satu kali sehari selama 14 hari pada punggung mencit betina BALB/c
yang sudah dicukur.
Satuan : persentase (%)
Skala ordinal
4.3.2.2 Variabel tergantung
1. Kadar TNF-a

Kadar TNF-a adalah banyaknya TNF-a pada jaringan kulit mencit
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yang dihomogenisasi dengan ripa buffer, disentrifugasi, dan supernatan
dianalisa untuk mengukur kadar TNF-o. menggunakan metode ELISA.
Satuan : pg/mL
Skala ratio
2. Kadar VEGF

Kadar VEGF adalah banyaknya VEGF pada jaringan kulit mencit yang
dihomogenisasi dengan ripa - buffer, disentrifugasi, dan supernatan
dianalisa untuk mengukur kadar VEGF menggunakan metode ELISA.
Satuan : pg/mL

Skala ratio

4.3.2.3 Variabel prakondisi

4.4

Sinar UVB yang berasal dari perangkat UVB narrowband tipe TL-
F72-100W/12 diberikan dengan dosis 1 MED selama 8 menit dengan jarak
penyinaran 20 cm. Induksi sinar UVB diberikan seminggu 5 kali selama 2
minggu.

Skala ratio

Peralatan Penelitian

4.4.1 Alat pembuatan ekstrak kedelai

1. Batang pengaduk
2. Cawan porselin

3. Blender

4. Gelas kimis (pyrex)

5. Labu Erlenmeyer



6. Pipet volume & pipet tetes
7. Rak tubang & tabung reaksi
8. Sendok tanduk
9. Bejana maserasi
10. Timbangan analitik (carat series) VVortek
11. Rotary evaporator
12. Oven
4.4.2 Alat untuk pemeliharaan mencit
1. Kandang mencit dilengkapi dengan tempat pakan dan minum
2. Papan fiksasi
3. Sarung tangan
4. Alas sekam padi
5. Alat cukur
6. Timbangan analitik
44.3 Alat pembuatan preparat
1. Talenan
2. Pisau scalpel
3. Pinset
4. Saringan
5. Tissue casset
6. Mesin processor otomatis
7. Mesin vakum

8. Mesin blocking
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9.

Freezer -20°C

10. Mesin microtome

11. Water bath 46°C

12. Kaca objek

13. Kaca penutup

444 Alat untuk ELISA

4.5

1.

2.

Assay plate
Mikropipet single
Mikropipet multiple
Tabung Eppendorf

Vortex

Bahan Penelitian

1.

2.

8.

9.

Bahan basis krim

Krim ekstrak kedelai dengan dosis 10%, 20%

Lampu UVB tipe Narrowband TL-F72-100W/12
Pengukur dosis radiasi (Dosismetri)

Larutan standar

Assay diluent A dan B

Konsentrat larutan pencuci (Wash Buffer Concentrate)
Substrat solution A dan B

Stop solution

10. Plate sealer

11. Air suling
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4.6.1

4.6.2

4.6.3
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Cara Penelitian
Ethical Clearence

Penelitian ini dilakukan setelah mendapat persetujuan ethical
clearenace Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung
Semarang dengan No 229/V11/2024/KomisiBioetik.
Pembuatan Ekstrak

Biji kedelai yang telah dikeringkan dengan oven dan memiliki
kadar air <5% ditepungkan menggunakan mesin penepung menjadi
simplisia biji kedelai. Simpliasia kemudian direndam dalam larutan etanol
70% dan diaduk selama 48 jam untuk proses maserasi dan diendapkan
selama 12 jam. Ekstrak yang telah terlarut dalam alkohol diambil
kemudian disaring. menggunakan kertas saring. Hasil penyaringan
dimasukan dalam labu evaporator untuk dilakukan evaporasi untuk
memisahkan etanol dan ekstrak. Evaporasi dilakukan pada suhu 60°C
dengan menggunakan vacuum pump and chiller. Setelah terpisah, ekstrak
diambil dan disimpam dalam suhu 2-8° untuk pencampuran dengan basis
krim.
Pembuatan Krim

Bahan — bahan yang terdapat dalam fase minyak yaitu asam
stearate, triethanolamine, gliserin, kalium hidroksida, dan air suling.
Bahan- bahan ditimbang kemudian dicampur dengan ekstrak kedelai
dalam wadah penggiling dan ditambahkan sedikit demi sedikit sambal

diaduk hingga merata. Kemudian, campuran ini ditambahkan dengan krim
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dasar dan diaduk hingga merata, lalu dimasukkan ke dalam wadah.

4.6.4 Perlakuan Paparan Sinar UVB Pada Mencit

Tahapan dalam penyinaran UVB pada mencit BALB/c sebagai berikut :

1.

2.

Mencit betina BALB/c diadaptasikan selama 7 hari

Mencit dibius menggunakan campuran ketamine (60 mg/kgbb) dan
xylazine (20 mg/kgbb) secara intramuscular sebanyak 0,5 ml,
kemudian rambut pada bagian punggung mencit dicukur dengan
ukuran 2x3 cm

Punggung mencit dipaparkan sinar UVB dengan jarak 20 cm dengan
minimal erythema doses (1 MED 150 md/cm?) selama 8 menit, setiap
5 kali dalam seminggu selama 14 hari

Pemberian krim ekstrak kedelai yang dilakukan pada jam yang sama,
yaitu pukul 10.00

Setelah diberikan penyinaran UVB selama 8 menit, kelompok kontrol
positif diberi perlakuan secara topikal dengan pemberian krim vitamin
E, sedangkan kelompok perlakuan 1 dan 2 diberikan krim ekstrak
kedelai dosis 10% dan 20% satu kali sehari selama 14 hari, 30 menit

pasca paparan sinar UVB.

4.6.5 Tahapan Penelitian Dilakukan Sebagai Berikut :

1.

2.

3.

Persiapkan 30 ekor mencit betina BALB/c usia 6-8 minggu dengan
berat 25-35 g yang telah diadaptasi selama 7 hari
Cukur punggung mencit seluas 2x3 cm

Lakukan penyinaran pada punggung mencit dengan sinar UVB
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dengan dosis minimal 1 MED dengan jarak 20 cm selama 8 menit.

. Berikan perlakuan pada mencit sesuai kelompoknya (setiap kelompok
6 mencit), kontrol negatif: dipapar UVB dan tidak diberikan
perlakuan; kontrol positif: dipapar UVB dan diolesi krim vitamin E,
perlakuan 1: dipapar UVB dan diolesi krim ekstrak kedelai 10%,
perlakuan 2: dipapar UVB dan diolesi krim ekstrak kedelai 20%, 30
menit pasca paparan sinar UVB.

. Ulangi perlakuan sebanyak 5 kali seminggu

. Setelah hari ke-14, istirahatkan mencit

. Hari ke-15, pengambilan jaringan kulit mencit.

Prosedur preparasi sampel, yaitu :

a. Mencit dimatikan menggunakan metode dislokasi servical

b. Bersihkan area kulit yang akan diambil dengan larutan antiseptik,
seperti alkohol isopropil atau povidone-iodine

c. Tempatkan mencit dalam posisi yang stabil dan nyaman untuk
mempermudah akses ke area kulit

d. Lakukan insisi, dengan membuat sayatan kecil pada kulit
menggunakan pisau bedah steril. Sayatan dimulai dari pinggir
untuk menghindari kerusakan pada struktur bawah kulit.

e. Lakukan diseksi, perlahan angkat dan lepaskan lapisan kulit yang
diperlukan dengan menggunakan pinset dan alat diseksi untuk
menimalkan kerusakan pada jaringan di bawah kulit.

f. Lakukan pemotongan jaringan kulit yang diambil dengan ukuran
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kurang lebih 1x1 cm.

Jaringan kulit yang diambil ditambahkan RIPA buffer, kemudian
dihomogenisasi

Sampel disentrifugasi pada kecepatan 2000 rpm selama 20 menit
untuk mendapatkan supernatan

Supernatan diambil untuk dilakukan analisa menggunakan

metode ELISA

8. Periksa kadar TNFa dan kadar VEGF menggunakan ELISA.

Prosedur analisis kadar TNFa dan VEGF menggunakan metode

ELISA, sebagai berikut :

a.

b.

Siapkan reagen dan larutan untuk ELISA
Lakukan pengenceran standart solution 120 pL ke dalam standart
diluent 120 uL
LLakukan pengenceran wash buffer concentrate 15 ml ke dalam
distilled water 300 ml

Tambahkan 50 pL standard ke masing-masing plate

Tambahkan 40 pL sampel ke plate

Tutup well menggunakan sealer

Inkubasi selama 60 menit pada suhu 37°C
Buka sealer, cuci well sebanyak 3 kali dengan wash buffer
Tambahkan 50 pL substrate solution A dan 50 pL substrate
solution B ke masing-masing well

Inkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C
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k. Tambahkan 50 pL stop solution ke masing-masing well
I. Baca hasil absorbansi menggunakan ELISA Reader pada panjang
gelombang 450 nm dalam 10 menit setelah penambahan stop

solution

4.7  Tempat Penelitian

Pembuatan krim ekstrak kedelai dan pemeriksaan metode ELISA
dilakukan di Laboratorium SCCR Indonesia Semarang. Pemeliharaan, induksi
hewan coba, dan perlakuan hewan coba dilakukan di Animal Model Research

Center SCCR Indonesia.

4.8  Analisis Data

Data kadar TNFa dan VEGF pada mencit BALB/c akan dilakukan uji
deskriptif dengan menggunakan skala data rasio. Dilakukan analisis normalitas
menggunakan' uji Shapiro- Wilk dan dan homogenitas menggunakan Levene’s
Test. Hasil analisi kadar TNFa menunjukkan distribusi data normal (p>0,05) dan
homogen (p>0,05), maka uji One-Way ANOVA dilakukan. Terdapat perbedaan
signifikan (p<0,05) di antara semua kelompok penelitian setelah uji One-Way
ANOVA, uji Post Hoc LSD akan digunakan untuk mengetahui signifikansi
perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan
adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.

Hasil analisis kadar VEGF menunjukkan distribusi data tidak normal
(p<0,05) dan tidak homogen (p<0,05), dilakukan uji Kruskal-Wallis. Terdapat

perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah uji
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Kruskal-Wallis, dilakukan uji Mann-Whitney untuk mengetahui signifikansi
perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan

adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.

UNISSULA
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Alur Penelitian

Mencit BALB/c 30 ekor

v

Adaptasi selama 7 hari

v

Randomisasi dibagi menjadi 5 kelompok

Kontrol
sehat
(K1)

A 4

Kontrol Kontrol Kelompok
negatif positif Perlakuan 1
(K2) (K3) (K4)

Kelompok
Perlakuan 2
(K4)

v v .

v

Mencit sehat
tanpa
perlakuan

Penyinaran UVB | MED 5 kali seminggu selama 14
hari pada punggung mencit yang dicukur

v v

v

Pemberian
Pemberian krim ekstrak
krim Vit.E kedelai dosis
10%

Pemberian
krim ekstrak
kedelai dosis

20%

!

Hari ke-15
Pengambilan sampel jaringan kulit

v

Pemeriksaan kadar TNFa dan VEGF
dengan metode ELISA

A 4

Pengolahan dan analisa data

Gambar 4.2. Alur Penelitian




BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini untuk mengetahui pengaruh efek krim ekstrak kedelai
terhadap kadar TNFa dan VEGF pada kulit mencit betina BALB/c yang dipapar
sinar UVB sub kronis. Penelitian eksperimental in vivo dilakukan di Laboratorium
SCCR Indonesia Semarang. Sampel penelitian berjumlah 30 ekor mencit yang
dibagi menjadi 5 kelompok, terdiri dari 6 ekor mencit BALB/c tiap kelompok.
Kelompok penelitian terdiri dari kelompok sehat tanpa perlakuan (K1), kelompok
kontrol negatif (K2) yang dipapar sinar UVB, kelompok kontrol positif (K3) yang
dipapar sinar UVB dan diberi krim vitamin E , kelompok perlakuan 1 (K4) yang
dipapar sinar UVB. dan diberi krim ekstrak kedelal dosis 10%, dan kelompok
perlakuan 2 (K5) yang dipapar sinar UVB dan diberi krim ekstrak kedelai dosis
20%. Punggung mencit yang telah dicukur dipapar sinar UVB lima kali dalam
seminggu selama empat belas hari. Pemeriksaan dilakukan pada hari ke lima belas
menggunakan sampel jaringan kulit dengan metode ELISA untuk mengukur kadar
TNF-a dan VEGF.

5.1  Hasil Penelitian
5.1.1 Hasil Analisis Kadar Flavonoid dan Fenol Ekstrak Kedelai

Hasil skrining fitokimia ekstrak kedelai menunjukan terdapat kandungan
flavonoid dan fenol. Hasil pengukuran kadar total flavonoid ekstrak kedelai
sebesar 64,12+78 % (b/b) dan total kandungan fenol ekstrak kedelai sebesar

7,75£1,03 % (b/b). Penelitian sebelumnya telah membuktikan bahwa hasil
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pengukuran kadar flavonoid yang dihasilkan oleh kedelai varietas Anjasmoro
sebesar 0,060+0,050 % (b/b).%* Penelitian lainnya telah membuktikan Wild
Soybean (Glycine soja) memiliki kadar total flavonoid sebesar 219,51+5,18 %
(b/b) dan kadar total fenolik sebesar 41,53+1,25 % (b/b).2® Penelitian ini sejalan
dengan penelitian sebelumnya bahwa kadar total flavonoid lebih tinggi
dibandingkan dengan kadar total fenolik.
5.1.2 Tumor Necrotic Factor Alpha (TNF-a)

Hasil pemeriksaan kadar TNF-a dengan metode ELISA

menggunakan sampel jaringan kulit mencit, data disajikan pada tabel 5.1.

Tabel 5.1. Data Hasil Analisis Kadar TNF-o.

Kadar TNF-a (pg/mL)

VARIABEL
K1 K2 K3 K4 K5 p value
Rerata 162,8 1215 916 627 551
Std. Deviasi +74 +178 +134 +44 +130
Shapiro wilk *0,678 *0,853 *0,914 *0,225 = *0,598 >0,05
Lavene test *0,108
One Way Anova *0,000
Keterangan: *Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)
*Levene Test = Homogen (p>0,05)
*One Way Anova = Signifikan (p<0,05)

Berdasarkan hasil analisis didapatkan kelompok K2 memiliki kadar
TNF-a tertingi (1215 = 178 pg/mL) dan K1 memiliki kadar TNF-a
terendah (162,8 + 74 pg/mL). K4 dengan dosis 10% dan K5 dengan dosis
20% menunjukan penurunan kadar TNF-a dibandingkan dengan kelompok

K3.
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Gambar 5.1. Rerata kadar TNF-a berbagai kelompok
Keterangan : K1 (kelompok sehat tanpa perlakuan), K2 (Kontrol negatif, dipapar sinar
UVB), K3 (Kontrol positif, dipapar sinar UVB dan diberi vitamin E), K4 (Kelompok
perlakuan 1, dipapar sinar UVB dan diberi krim ekstrak kedelai 10%), K5 (Kelompok
perlakuan 2, dipapar sinar UVB dan diberi krim ekstrak kedelai 20%)

Data dianalis dengan uji Shapiro-Wilk untuk mengetahui
normalitas distribusi data kadar TNF-o pada tiap kelompok. Hasil uji
Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa hasil tiap kelompok terdistribusi normal
(p>0,05). Uji Levene Test untuk mengetahui homogenitas varian data pada
tiap kelompok, didapatkan hasil 0,108 (p>0,05) yang artinya sebaran data
homogen. Rata-rata kadar TNF-a terdistribusi normal dan homogen, maka
dapat dilakukan uji One Way Anova. Hasil uji One Way Anova
menunjukkan 0,000, maka disimpulkan bahwa ada perbedaan siginifikan
(p<0,05) kadar TNF-a antar berbagai kelompok.

Hasil uji One Way Anova ada perbedaan signifikan, selanjutnya
dilakukan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui perbedaan antar kelompok,

data disajikan pada Tabel 5.2.
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Tabel 5.2. Hasil Uji Post Hoc LSD Kadar TNF-a.

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 -

Keterangan: *Perbedaan signifikan p<0,05

Hasil uji Post Hoc LSD kadar TNF-a menunjukkan bahwa adanya
perbedaan signifikan (p<0,05) pada tiap kelompok jika dibandingkan
dengan kelompok K1. Kelompok K4 dengan K5 yang diberi krim ekstrak
kedelai menunjukkan perbedaan yang signifikan dibandingkan dengan
kelompok K2 dan K3 (p<0,05). Hasil analisis antara K4 dan K5

menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang signifikan (p>0,05).

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Hasil  pemeriksaan kadar VEGF dengan metode ELISA
menggunakan sampel jaringan kulit mencit, data disajikan pada tabel 5.3.
Tabel 5.3. Data Hasil Analisis Kadar VEGF
VARIARLE Kadar VEGF (pg/mL)
K1 K2 K3 K4 K5 p
Rerata 52,14 46,9 145,04 3139 7224
Std. Deviasi =AY, +26,57 +101,39 457,67
Shapiro wilk *0,011 0,638 0,464 0,381 0,818 p<0,05
Lavene test *0,045
Kruskal-Wallis *0,000
Keterangan: *Shapiro-Wilk = Tidak normal (p<0,05)
*Levene Test = Tidak homogen (p<0,05)
*Kruskal-Wallis = Signifikan (p<0,05)

Berdasarkan hasil analisis ditemukan pada kelompok K5 memiliki
kadar VEGF tertingi (722,60 +57,67 pg/mL) dan K2 memiliki kadar
VEGF terendah (46,90 £11,29 pg/mL). K4 dengan dosis 10% dan K5
dengan dosis 20% menunjukan peningkatan kadar VEGF dibandingkan

dengan kelompok K3.



60

1000 -
900 722,4
800 - 57,67

700+

600 313,9
200+ +101,39

400
300- 145,04 —|_

52,14 +26,57
o

T i

':"_I_* | |
K1 K2 K3 K4 K5
Gambar 5.2. Rerata kadar VEGF berbagai kelompok

Keterangan : K1 (kelompok sehat tanpa perlakuan), K2 (Kontrol negatif, dipapar sinar
UVB), K3 (Kontrol positif, dipapar sinar UVB dan diberi vitamin E), K4 (Kelompok
perlakuan 1, dipapar sinar UVB dan diberi krim ekstrak kedelai 10%), K5 (Kelompok
perlakuan 2, dipapar sinar UVB dan diberi krim ekstrak kedelai 20%)

Kadar VEGF (pg/mL)

Data yang dianalisis dengan uji Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa
data tidak terdistribusi normal (p<0,05), dan uji Lavene Test menunjukkan
nilai 0,045 (p<0,05) yang artinya sebaran data tidak homogen. Uji
Kruskal-Wallis digunakan untuk menentukan perbedaan kadar VEGF rata-
rata di antara lima kelompok berdasarkan hasil data tidak terdistribusi
normal dan tidak homogen. Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan 0,000,
maka disimpulkan bahwa ada perbedaan siginifikan (p<0,05) kadar VEGF
pada antar kelompok. Uji Mann-Whitney dilakukan untuk menunjukkan
perbedaan kadar VEGF antar kelompok, data disajikan pada Tabel 5.

Tabel 5.4. Hasil Uji Mann Whitney Kadar VEGF

K1 K2 K3 K4 K5
K1 - 0,465 *0,016 *0,009 *0,009
K2 - - *0,009 *0,009 *0,009
K3 - - - *0,028 *0,009
K4 - - - - *0,009

Keterangan: *Perbedaan signifikan p<0,05
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Hasil uji Mann-Whitney pada kadar VEGF menunjukkan bahwa
kelompok K4 dan K5 yang diberi krim ekstrak kedelai ada perbedaan yang
signifikan dibandingkan dengan kelompok K1, K2 dan K3 (p<0,05). Hal
ini menunjukkan bahwa K4 dengan dosis 10% dan K5 dengan dosis 20%

berpengaruh secara signifikan terhadap kadar VEGF.

Pembahasan Hasil Penelitian

Paparan sinar UVB dapat menyebabkan kerusakan kulit yang
melibatkan tiga jenis sel kulit, yaitu fibroblast, karatinosit, dan infiltasi
neutrophil.”® Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa paparan sinar
UVB akan menimbulkan gejala kiinis yaitu eritema, edema, kulit menjadi
kering, kerutan, dan hiperpigmentasi. Pada pewarnaan Masson’s trichome,
photoaging akan mengakibatkan penurunan elastin dan kolagen.™

Kadar TNF-a pada kelompok kontrol negatif menunjukan nilai
lebih tinggi dibandingkan kontrol sehat. Hal ini sejalan dengan penelitian
sebelumnya bahwa secara in vivo paparan sinar UVB akan meningkatkan
TNF-0.®® Paparan sinar UVB menghasilkan ROS dan mengaktivasi jalur
NF-kB yang memicu transkripsi gen TNF-o sehingga meningkatkan
produksi dan sekresi TNF-a oleh sel kulit dan sel imun. Paparan sinar
UVB juga dapat mengakibatkan kerusakan DNA yang menyebabkan
aktivasi sitokrom C oleh mitokondria yang berujung apoptosis. Apoptosis
kemudian akan menyebabkan terbentuknya DAMP yang memicu

inflamasi dan meningkatkan pro-inflamasi, seperti TNF-o..*
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Berdasarkan hasil penelitian kelompok krim ekstrak kedelai dosis
10% maupun 20% menunjukkan penilaian kadar TNF-a lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pada penelitian sebelumnya
melaporkan bahwa ekstrak kedelai mengandung isoflavon yang
merupakan antioksidan yang tinggi dan sebagai antiinflamasi, yang
berperan melindungi sel-sel kulit dari paparan sinar UVB, menekan
aktivasi NF-kB dan MAPK, sehingga dapat menurunkan produksi TNF-
.®* Kandungan zat aktif yang ada di dalam kedelai berperan mengurangi
respon inflamasi pada kulit akibat paparan sinar UVB. Hasil penelitian ini
diperkuat dengan dengan hasil penelitian sebelumnya yang menunjukkan
bahwa pemberian oral ekstrak kedelai 100 mg/kg/hari terbukti
menghambat produksi TNF-a.”

Kadar TNF-o pada kelompok krim ekstrak kedelai dosis 20% tidak
ada perbedaan signifikan dibandingkan dengan kolompok krim ekstrak
kedelai dosis 10%. Hal ini dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu adanya
toleransi terhadap dosis tertentu, dimana tubuh memiliki kapasitas terbatas
untuk memetabolisme senyawa aktif, sehingga peningkatan pada dosis
20% masih kurang optimal menurunkan respon inflamasi meskipun sudah
mempengaruhi faktor pertumbuhan. Faktor lainnya yaitu bioavailabilitas
senyawa aktif yang terbatas pada dosis tinggi, tetapi penelitian ini tidak
menguji bioavailabilitas ekstrak kedelai.*® Hasil penelitian ini sejalan
dengan penelitian sebelumnya bahwa penggunaan dosis yang lebih tinggi

terbukti optimal menurunkan TNF-a, seperti pada penelitian dengan
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pemberian oral lunasin-ekstrak kedelai 350 mg/KgBB lebih optimal
menurunkan produksi TNF-a dibandingkan dengan dosis 300 mg/KgBB
maupun 250 mg/KgBB.%

Kadar VEGF pada kelompok negatif tidak ada perbedaan
signifikan dibandingkan dengan kolompok sehat, dikarenakan pada hari ke
empat belas dalam keadaan fisiologis sudah masuk dalam fase proliferasi
yang ditandai dengan tingginya kadar VEGF. Angiogenesis Yyaitu
pembentukan pembuluh darah baru yang sudah ada dan meningkatkan
permeabilitas vascular sehingga lebih banyak oksigen dan nutrisi yang
dibutuhkan untuk regenerasi kulit, sehingga meningkatkan produksi elastin
dan kolagen. Hari ke empat belas juga terjadi fase granulasi sudah
terbentuk dengan baik, ditandai dengan sel-sel fibrolast yang aktif dan
pembuluh darah baru.>*

Hasil penelitian pada kelompok krim ekstrak kedelai dosis 10%
maupun 20% menunjukkan kadar VEGF jauh lebih tinggi dibandingkan
dengan kelompok kontrol, dikarenakan pemberian ekstrak kedelai dapat
menekan inflamasi, yang kemudian fisiologi tubuh akan berpindah ke fase
proliferasi yang salah satunya ditandai dengan peningkatan VEGF.? Kadar
VEGF pada kelompok krim ekstrak kedelai dosis 20% menunjukan hasil
lebih tinggi dibandingkan dengan kolompok krim ekstrak kedelai dosis
10%. Hal ini dikarenakan pada hari ke empat belas sudah terjadi
peningkatan kadar VEGF pada fase proliferasi yang terdiri dari tiga

mekanisme yaitu neoangiogenesis, pembentukan fibroblast dan re-
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epitelisasi.” Ekstrak kedelai mengandung senyawa aktif seperti isoflavon
dan asam fenolat sebagai antioksidan yang dapat memengaruhi berbagai
jalur kimia dalam tubuh. Isoflavon khususnya genistein dan daidzein,
memiliki sifat fitoestrogenik yang dapat mengikat reseptor estrogen pada
sel-sel kulit. Saat isoflavon terikat dengan reseptor estrogen, memodulasi
jalur sinyal P13K/Akt dan MAPK/ERK. Aktivasi PI3K/Akt meningkatkan
stabilitas MRNA VEGF dan translasi proteinnya, sehingga meningkatkan
kadar VEGF.¥ Penelitian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya bahwa
pemberian subkutan genistein = aglikon berpengaruh dalam proses
penyembuhan luka dengan meningkatkan ekspresi VEGF. &

Penelitian ini sudah berhasil membuktikan ekstrak kedelai dosis
10% dan 20% mampu menekan inflamasi dengan menurunan kadar TNF-a
yang mendorong perpindahan ke fase proliferasi yang ditandai dengan
peningkatan VEGF pada kulit mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB
sub kronis. Penelitian ini perlu dilanjutkan dengan melihat efek dari fraksi-
fraksi yang terdapat di dalam kedelai yang paling optimal sebagai

antiinflamasi dan antioksidan.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1  Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian tentang pengaruh krim ekstrak kedelai
terhadap Kadar TNF-a dan VEGF pada kulit mencit betina BALB/c yang dipapar
sinar UVB sub kronis, maka dapat disimpulkan sebagai berikut:

a. Krim ekstrak kedelai berpengaruh terhadap kadar TNF-a dan kadar VEGF
pada kulit mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB.

b. Ada perbedaan signifikan kadar TNF-a pada kelompok K4 (dipapar sinar
UVB dan diberi ekstrak kedelai 10%) dan K5 (dipapar sinar UVB dan
diberi ekstrak kedelai 20%) dibandingkan dengan kelompok kontrol.

c. Ada perbedaan signifikan kadar VEGF pada kelompok K4 (dipapar sinar
UVB dan diberi ekstrak kedelai 10%) dan K5 (dipapar sinar UVB dan

diberi ekstrak kedelai 20%) dibandingkan dengan kelompok kontrol.

6.2  Saran
Penelitian perlu dilanjutkan dengan menggunakan fraksi-fraksi ekstrak
kedelai untuk menghasilkan efek yang lebih optimal terhadap kadar TNF-o dan

VEGF.
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