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ABSTRAK

Latar Belakang : Paparan kronik sinar Ultraviolet B (UV-B) menyebabkan
collagen loss akibat penurunan ekspresi enzim antioksidan SOD dan memicu
inflamasi akibat penurunan kadar sitokin anti-inflamasi IL-10.

Tujuan : untuk mengetahui pengaruh pemberian kombinasi gel ekstrak daun
pegagan dan air alkali terhadap kadar SOD dan IL-10 pada tikus model collagen
loss yang dipapar sinar UV-B.

Metode: Penelitian merupakan penelitian eksperimental in-vivo yang
menggunakan rancangan penelitian berupa posttest only control group dengan
metode rancang acak lengkap. Subjek penelitian ini merupakan Tikus jantan Galur
Wistar berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 200-250 gram. Tikus putih jantan
Galur Wistar dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kelompok K1 (tikus kontrol negatif
dengan paparan UV-B), K2 (tikus kontrol positif yang dipapar UV-B dan diberi
perlakuan hyaluronic acid), K3 (tikus dipapar UV-B dengan perlakuan gel esktrak
daun pegagan 10%), K4 (tikus dipapar UV-B dengan perlakuan air alkali secara
peroral) dan K5 (tikus dipapar UV-B dengan perlakuan kombinasi gel ekstrak
daun pegegan dan air alkali). Analisis kadar SOD dan IL-10 dilakukan dengan
metode ELISA yang dilanjutkan dengan analisis uji statistik deskriptif dilanjutkan
dengan uji normalitas dan homogenitas, dan uji parametrik dengan one way
ANOVA.

Hasil: Kadar SOD pada K1 71,978 + 40,723 pg/ml, K2 132,248 + 9,778, K3
135,773 + 15,082, K4 132,615 + 14,037 dan K5 132,897 + 6,572. Analisis K1
terdapat perbedaan signifikan terhadap K2, K3, K4 dan K5 ( p<0,05). Kadar IL-
10 pada K1 4,2773 +2,8268, K2 6,3023 + 2,7616, K3 7,7418 + 1,1568, K4 7,3365
+ 0,9780 dan K5 8,4710 + 0,7312. Analisis K1 terdapat perbedaan signifikan
terhadap K3, K4 dan K5 ( p<0,05 ).

Kesimpulan: Terdapat pengaruh pemberian gel topikal ekstra daun pegagan dan
air alkali per oral terhadap kadar SOD dan IL-10 pada tikus wistar model collagen
loss yang dipapar sinar UVB.

Kata Kunci: daun pegagan, air alkali, IL-10, SOD, collagen loss
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ABSTRACT

Background: Chronic exposure to Ultraviolet B (UV-B) radiation leads to
collagen loss through decreased expression of the antioxidant enzyme superoxide
dismutase (SOD) and triggers inflammation by reducing levels of the anti-
inflammatory cytokine interleukin-10 (IL-10).

Obijective: To investigate the effects of combined Centella asiatica leaf extract gel
and alkaline water treatment on SOD and IL-10 levels in UV-B-induced collagen
loss in a rat model.

Methods: This in-vivo experimental study employed a posttest-only control group
design with a completely randomized method. Male Wistar rats aged 2-3 months
weighing 200-250 grams were used as subjects. The rats were divided into five
groups: K1 (negative control group exposed to UV-B), K2 (positive control group
exposed to UV-B and treated with hyaluronic acid), K3 (UV-B exposure with 10%
Centella asiatica leaf extract gel treatment), K4 (UV-B exposure with oral
alkaline water treatment), and K5 (UV-B exposure with combined treatment of
Centella asiatica leaf extract gel and alkaline water). SOD and IL-10 levels were
analyzed using ELISA method, followed by decriptive statistical analysis,
normality and homogeneity tests, and parametric analysis using one -way
ANOVA.

Results: The SOD levels were 71.978 + 40.723 pg/ml in K1, 132.248 + 9.778 in
K2, 135.773 £ 15.082 in K3, 132.615 + 14.037 in K4, and 132.897 + 6.572 in K5.
Statistical analysis showed a significant difference in SOD levels between K1 and
K2, K3, K4, and K5 (p < 0.05). The IL-10 levels were 4.2773 + 2.8268 in K1,
6.3023 £ 2.7616 in K2, 7.7418 + 1.1568 in K3, 7.3365 £+ 0.9780 in K4, and 8.4710
+ 0.7312 in K5, Statistical analysis showed a significant difference in IL-10 levels
between K1 and K3, K4, and K5 (p < 0.05).

Conclusion: The effect of topical gel containing gotu kola (Centella Asiatica) leaf
extract and oral alkaline water administration on increasing SOD and IL-10
lavels in wistar rats with collagen loss induced by UVB exposure.

Keywords: Centella Asiatica, alkaline water, IL-10, SOD, collagen loss
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Paparan Ultraviolet B (UVB) 280-320nm merupakan salah satu
penyebab utama faktor lingkungan yang memicu kerusakan di kulit seperti
sunburn dan photodamage.’? Sinar UVB akan menyebabkan peningkatan
konsentrasi reactive oxygen spesies (ROS) akan memicu peradangan dan
mengaktivasi sitokin pro- inflamasi seperti interleukin-6.° Peningkatan
sitokin IL-6 dapat menginduksi kaskade sekunder mediator keratinosit yang
menyebabkan apoptosis melalui induksi caspase-3 sehingga terjadinya
penurunan produksi- kolagen pada sel kulit.* UVB dapat menginduksi
apoptosis sel keratonosit yang sering disebut sebagai sunburn melalui
mengelompokan reseptor apoptosis dan p53.>° Penelitian yang dilakukan
oleh Nikko Fernando et al didapatkan dengan 10% krim ekstrak Centella
Asiatica didapatkan meningkatnya collagen 77.89% dan kelembaban naik
menjadi 81,58%.2" Penelitian lainya ditemukan bahwa ekstrak daun pegagan
dosis 200mg/kgBB memiliki aktivitas antiinflamasi yaitu IL-10 dan
antioksidan dengan menurunkan kadar sitokin pro inflamasi serta ROS.’

Populasi Asia Tenggara salah satunya Indonesia yang dilalui garis
khatulistiwa paparan sinar matahari akan cukup kuat. Sunburn pada manusia
lebih sering terjadi pada orang yang memiliki tipe kulit terang dan pada
orang-orang Yyang tinggal lebih dekat dengan garis ekuator yang

menyebabkan sekitar 50% memiliki riwayat sengatan matahari akut. Di



Amerika prevalensi sengatan matahari dalam 1 tahun adalah 13% pada
orang Amerika berkulit hitam dan 30% pada orang Amerika Hispanik.?
Penelitian terhadap 31.162 sample orang dewasa pada tahun 2015
mengungkapkan bahwa 34% peserta pernah mengalami setidaknya satu kali
sengatan UVB. Individu dengan tipe kulit Fitzpatrick I hingga Il dengan
warna kulit lebih terang, mereka yang berusia 18 hingga 29 tahun, dan
individu berkulit putih non-Hispanik menunjukkan kemungkinan lebih
tinggi mengalami sengatan matahari saat melakukan aktivitas di luar
ruangan dengan paparan paparan UV tahunan pasien sebesar 30% hingga
50%.”

Populasi akan memiliki kulit yang lebih gelap akibat paparan UVB
yang cukup tinggi yang akan diawali dengan proses inflamasi,
hiperpigmentasi ataupun photodamage. Sekitar 40% - 50% perempuan serta
20% - 40% laki-laki usia 24 — 29 tahun menderita photodamage. Prevalensi
photodamage pada perempuan dewasa sekitar 70% dan laki-laki dewasa
sekitar 60%.° Pencegahan paparan UVB saat ini banyak mengunakan bahan
kosmetika kimia dan fisik untuk melindungi kulit dari dampak paparan
UVB akut. Bahan kimia yang terkandung di dalam kosmetik merupakan
senyawa aromatik dengan gugus karbonil dan dapat mengiritasi terutama
pada kulit sensitif. Pengunaan senyawa alami sangat diperlukan dalam
mengatasi permasalahan paparan UVB akut dengan minimal efek

Samping.10’11'12



Melalui aktivitasnya, enzim SOD mengendalikan kadar berbagai
spesies oksigen reaktif (ROS) dan spesies nitrogen reaktif, sehingga
membatasi potensi toksisitas molekul SOD mengkatalisis konversi
superoksida menjadi oksigen dan hidrogen peroksida. Anion superoksida
adalah produk yang dimaksudkan dari enzim pensinyalan khusus serta
produk  sampingan dari  beberapa proses metabolisme termasuk
respirasi mitokondria.™®

Semua organisme aerobik memiliki beberapa protein SOD yang
ditargetkan ke lokasi seluler dan - subseluler yang berbeda, yang
mencerminkan difusi yang lambat dan berbagai sumber substrat superoksida
mereka. Kompartemenisasi ini juga menunjukkan perlunya kontrol lokal
yang baik terhadap. pensinyalan ROS .dan kemungkinan ROS untuk
memberi sinyal antar kompartemen. Dalam tinjauan ini, kami membahas
studi pada organisme model dan- manusia, yang mengungkapkan peran
ganda enzim SOD dalam  mengendalikan kerusakan dan mengatur
pensinyalan,'®*°

Saat ini Hyaluronic acid atau dikenal dengan HA merupakan bahan
yang berharga untuk memperbaiki penampilan wajah pada wanita dengan
kulit yang tidak kenyal, kulit yang kurang terhidrasi, dan penuaan dini.?* HA
telah digunakan baik secara topikal maupun oral untuk memperbaiki
penampilan. HA bersifat multifungsi, bahkan memiliki peran dalam
modulasi kekebalan pada penyakit dan sebagai perawatan pascaprosedur

dalam pelapisan ulang wajah.?*?* Perubahan terjadi pada HA seiring



bertambahnya usia sehingga pelembab berbasis HA dapat memperbaiki
kondisi kulit yang mengalami penuaan akibat paparan UVB melalui aplikasi
topikal.”*?

Efek melembabkan dan sebagai anti inflamasi juga ditemukan pada
tanaman pegagan yang telah banyak di teliti diberbagai jenis penyakit kulit
seperti psoriasis dan hiperpigmentasi.** Mekanisme pegagan sebagai
antiinflamasi melalui senyawa aktifnya, flavonoid, terpenoid, alkaloid,
tannin, dan saponin.** Kandungan flavonoid pada pegagan (Centella
Asiatica L.) berpotensi untuk melindungi dari sinar matahari, potensi
tersebut disebabkan karena adanya gugus kromofor dengan sistem aromatik
terkonjugasi yang dapat menyerap sinar UV A dan UV B.?° Penelitian
sebelumnya melaporkan bahwa eksrak daun pegagan menekan ROS dengan
nilai 1C50 31.09 ug/mL secara invitro.’® Ekstrak pegagan juga telah
dilaporkan memiliki aktivitas antiinflamasi dengan menekan ekspresi
sitokin proinflamasi melalui regulasi jalur JAK/STAT3.1

Penelitian sebelumnya juga telah melaporkan bahwa Centella Asiatica
melindungi terhadap kerusakan keratinosit HaCaT yang diinduksi UVB
melalui perubahan ekspresi mikroRNA.Y" Agen inflamasi yang muncul
akibat paparan UVB akan berdampak pada collagen loss atau produksi
kolagen yang menurun, penelitan oleh Bagjai et al menemukan bahwa Air
alkali dengan pH basa (8-10) akan menimbulkan mekanisme pengikatan H2
dapat menciptakan proses ORP serta dapat menstimulus TNF-a yang

menghasilkan 1L-4 sehingga diproduksi M2 dan menghasilkan IL-10



1.2.

1.3.

sebagai anti Inflamasi.™> Air alkali dapat mengurangi stres oksidatif dan
peradangan dalam tubuh. Sifat antioksidan yang dimiliki oleh air alkali
mampu menangkap radikal bebas dan mengurangi stres oksidatif, yang
dapat menyebabkan penuaan dini dan penyakit degeneratif. Air alkali juga
berpotensi meningkatkan kadar SOD, karena kemampuannya dalam
melindungi sel dari kerusakan oksidatif.®® Berdasarkan latar belakang
tersebut penelitian ini bertujuan mengkaji lebih lanjut Kadar SOD dan IL-10
pada tikus wistar yang dipapar UVB dan diberikan Ekstrak Daun Pegagan

10% dan Air Alkali.

Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh pemberian gel Ekstrak Daun Pegagan dan
air alkali secara oral terhadap kadar superoksida dismutase (SOD) dan
Interleukin-10 (1L-10) pada tikus wistar model collagen loss yang dipapar

sinar UVB?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh pemberian gel Ekstrak Daun Pegagan
dan air alkali secara oral terhadap kadar superoksida dismutase
(SOD) dan Interleukin-10 (IL-10) pada tikus wistar model collagen

loss yang dipapar sinar UVB.

1.3.2. Tujuan Khusus

1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian gel topikal ekstrak Daun



Pegagan pada dosis 10% dan air alkali secara oral 3 kali 2 ml
dalam sehari terhadap kadar Superoksida Dismutase (SOD)

pada tikus wistar model collagen loss yang dipapar sinar UVB.

2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian gel topikal ekstrak Daun
Pegagan pada dosis 10% dan air alkali secara oral 3 kali 2 ml
dalam sehari terhadap Interleukin - 10 (IL - 10) pada tikus

wistar model collagen loss yang dipapar sinar UVB.

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Manfaat yang dibertkan dari penelitian ini adalah memberikan
Ilmu pengetahuan terkait peran pemberian gel ekstrak daun pegagan
dan air alkali secara oral terhadap kadar SOD dan IL-10 pada tikus

wistar model collagen loss yang dipapar sinar UVB.

Manfaat Praktis

Hasil penelitian dapat digunakan sebagai dasar untuk
pengembangan terapi alternatif menggunakan kombinasi gel ekstrak
daun pegagan (centella asiatica) dan air alkali secara oral untuk

mengatasi masalah kesehatan terkait kerusakan kolagen.



1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Nama Tahun  Judul Metode Hasil Penelitian
Peneliti Penelitian
Effectiveness Krim ekstrak Centella
Fernando Test of Centella Asiatica 10%
Venesia, N., Asiatica Ekstrak menunjukkan
Fachrial, E., on Improvement Experimental peningkatan kadar
Nyoman, I., 2020 of Collagen and Design kolagen tertinggi
& Lister, E.. Hydration in dengan rata-rata
21 Female  White 77,89% dan rata-rata
Rat (Rattus hidrasi sebesar 81,58%
Norwegicus
Wistar)
Antioxidant Peningatan  aktivitas
Enzyme enzym antioksidan
Activities as pada Centella Asiatica
Biomarkers ~ of saat terpapar Cu dan
Chee Kong 2021 Cu ' and = Pb Eksperimental Pb dapat digunakan
Yap et al?® Stress in  hidroponik sebagai indikator
Centella bahwa Centella
Asiatica Asiatica dapat
menghampat stres
oksidatif.
Kandungan
triterpenoid pada
Centella Asiatica
Therapeutic memiliki efek antara
Potential of lain antiinflamasi,
Boju Sunet 2020 Centella Tinjauan literatur  antiapoptotik,
al.”® Asiatica and Its antioksidatif, dan
Triterpenes: A meningkatkan  fungsi
Review mitokondria, sehingga
menguntungkan untuk
penyakit  neurologis
dan kulit
Synergistic Hasil penelitian
Effects of Vitis menunjukkan  bahwa
vinifera L. and kombinasi ekstrak VE
Suvesh Centella Eksperimental, (Vitis Vinifera) dan CE
Munakarmi 2023 Asiatica against analisisbiokimia  (Centella Asiatica)
etal® CCl4-Induced memiliki efek sinergis

Liver Injury in
Mice

dalam melindungi hati
terhadap ROS yang
diinduksi CCl 4, stres




oksidatif, dan
peradangan.

Asiatic Acid
Alleviates

asam asiatik dapat
meringankan kelainan
metabolik yang didukung

Poungrat Hemodynamic e |
Pakdeechot 2014  and Metabolic Eksperimental %SIF pengurangan plasma
31 . . . -0 sebagai penanda
eetal. Alterat_lons via pada tikus inflamasi, pada tikus yang
Restoring diinduksi  tinggi lemak
eNOS/iNOS dan tinggi gula serta telah
Expression mengalami test toleransi

gula terganggu

Penelitian ini
menunjukkan bahwa
konsumsi  air  alkali-
reduksi (ARW) dengan
Effect_s of dosis 10 mL/kg berat
Alkaline- ) badan dan pH 9,5 efektif
Reduced Water Randomlzed, untuk stabilisasi pasca
on Exercise- controlled, latihan ~ otot  didapat
Mihyun Lee 2023 Induced Crossover, penurunan kadar MDA
etal.® Oxidative Stress . double-blind setelah pemberian ARW
and Fatigue in clinical trial sefelah latihan.  Temuan

Young Male
Healthy Adults

ini menunjukkan bahwa
ARW menunjukkan
aktivitas antioksidan yang
mencegah peroksidasi
lipid dan  melindungi
tubuh dari stres oksidatif
setelah  latihan  yang
melelahkan.

Penelitian terkait Daun Pegagan menunjukkan berbagai efek positif,

terutama dalam mengurangi stres oksidatif dan meningkatkan aktivitas

enzim antioksidan seperti superoxide dismutase (SOD). Sebagai contoh,

Penelitian oleh Niko Fernando et al menemukan Hasilnya menunjukkan

krim ekstrak Centella Asiatica 10% menunjukkan peningkatan kadar

kolagen tertinggi dengan rata-rata 77,89% dan rata-rata hidrasi sebesar

81,58%. Krim Centella Asiatica 2,5% menunjukkan peningkatan terendah

kadar kolagen rata-rata 21,12% dan hidrasi rata-rata 39,40%. Chee Kong

Yap et al. (2021) menunjukan Cu dan Pb meningkatkan aktivitas enzim



antioksidan (APX, CAT, GPX, SOD) pada Centella Asiatica yang
mengalami stres akibat paparan logam. Kajian oleh Boju Sun et al. (2020)
juga menyoroti potensi terapeutik Centella Asiatica dalam berbagai
penyakit, terutama pada sistem neurologis dan kulit.?"?82°

Dalam konteks studi eksperimental lainnya, Suvesh Munakarmi et al.
(2023) menunjukkan bahwa Hasil penelitian menunjukkan bahwa
kombinasi ekstrak VE (Vitis Vinifera) dan CE (Centella Asiatica) memiliki
efek sinergis dalam melindungi hati terhadap ROS yang diinduksi CCI 4 ,
stres oksidatif, dan peradangan. Poungrat Pakdeechote et al. (2014)
menunjukkan bahwa asam asiatik dapat meringankan kelainan metabolik
yang didukung oleh pengurangan plasma TNF-a sebagai penanda inflamasi,
pada tikus yang diinduksi tinggi lemak dan- tinggi gula serta telah
mengalami test toleransi gula terganggu. Sebuah penelitian oleh Mihyun
Lee et al. (2023) menunjukkan bahwa konsumsi air alkali-reduksi (ARW)
dengan dosis 10 mL/kg berat badan dan pH 9,5 efektif untuk stabilisasi
pasca latihan otot didapat penurunan kadar MDA setelah pemberian ARW
setelah latihan. Temuan ini menunjukkan bahwa ARW menunjukkan
aktivitas antioksidan yang mencegah peroksidasi lipid dan melindungi tubuh
dari stres oksidatif setelah latihan yang melelahkan. Unsur kebaruan
(novelty) dari penelitian ini adalah kombinasi penggunaan gel topikal
ekstrak pegagan dengan pemberian air alkali secara oral untuk melihat efek
terhadap kadar SOD dan IL-10 pada kondisi spesifik seperti tikus collagen

loss pada tikus. 2%03!



BAB I

TINJUAN PUSTAKA

2.1. Superoksida Dismutase (SOD)

Superoksida dismutase (SOD) adalah enzim yang memainkan peran
penting dalam sistem pertahanan antioksidan tubuh. Enzim ini melindungi
sel-sel dari kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh radikal bebas
superoksida (O2-). Radikal bebas superoksida adalah produk sampingan
dari proses metabolisme normal, yang dapat menjadi sangat reaktif dan
merusak komponen seluler seperti DNA, protein, dan lipid membran jika
tidak dinetralkan.*

2.1.1. Fungsi dan Mekanisme Kerja
Reaksi yang dikatalisis oleh SOD adalah sebagai berikut:
20- +H2T" > "H202 + 02

Proses ini sangat penting karena radikal superoksida adalah
produk sampingan yang sangat reaktif dari metabolisme oksidatif.
Jika tidak dinetralisir, radikal bebas atau stress oksidatif dapat
menyebabkan kerusakan signifikan pada DNA, protein, dan
membranosa yang pada gilirannya dapat memicu berbagai kondisi
patologis. Terdapat tiga isoform utama SOD dalam sel eukariotik,
masing-masing berlokasi di kompartemen seluler yang berbeda dan
memiliki kofaktor logam yang berbeda:®
1. SOD1 (Cu/Zn-SOD): Isoform ini berlokasi di sitosol, yaitu

bagian cair dari sel yang berada di luar organel. SOD1

10
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mengandung ion tembaga (Cu) dan seng (Zn) sebagai kofaktor.
Fungsi utama SOD1 adalah

untuk melindungi  komponen-komponen seluler di dalam
sitoplasma dari kerusakan oksidatif. SOD1 adalah bentuk yang
paling banyak ditemukan dan berperan penting dalam
mempertahankan keseimbangan redoks di dalam sel.

. SOD2 (Mn-SOD): Isoform ini ditemukan di mitokondria, organel
yang bertanggung jawab untuk produksi energi melalui respirasi
oksidatif. SOD2 mengandung ion mangan (Mn) sebagai
kofaktor. Mengingat mitokondria adalah sumber utama produksi
radikal bebas superoksida selama proses fosforilasi oksidatif,
SOD2 memainkan peran kritis dalam melindungi mitokondria
dan, secara lebih luas, sel dari kerusakan oksidatif yang
disebabkan oleh akumulasi radikal superoksida.

. SOD3 (EC-SOD): Isoform ini berlokasi di ruang ekstraseluler,
yaitu bagian luar sel yang berisi cairan ekstraseluler dan matriks
ekstraseluler. SOD3 juga mengandung ion tembaga dan seng
sebagai kofaktor. Fungsi utama SOD3 adalah untuk melindungi
jaringan dari kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh radikal
bebas yang ada di ruang ekstraseluler. SOD3 penting dalam
menjaga kesehatan jaringan dan mencegah peradangan serta

kerusakan yang diakibatkan oleh stres oksidatif di luar sel.**
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2.1.2. Peningktan Kadar SOD

2.1.2.1.

2.1.2.2.

Suplemen Antioksidan

Penelitian menunjukkan bahwa suplemen antioksidan
seperti vitamin C dan E dapat membantu meningkatkan
aktivitas SOD dalam tubuh. Vitamin C, yang dikenal
sebagai asam askorbat, berperan sebagai donor elektron
yang membantu mengurangi radikal bebas dan mendukung
regenerasi SOD. Vitamin E, yang dikenal sebagai tokoferol,
berfungsi sebagai antioksidan lipid yang melindungi
membran sel dari peroksidasi lipid. Suplementasi dengan
kedua vitamin ini dapat meningkatkan kapasitas antioksidan
tubuh secara keseluruhan' dan -memperkuat mekanisme
pertananan enzimatik SOD. Mineral seperti selenium,
tembaga, seng, dan mangan, yang merupakan kofaktor
penting bagi - aktivitas SOD, juga dapat diberikan sebagai
suplemen untuk meningkatkan efisiensi enzim ini. *
Aktivitas Fisik

Olahraga teratur telah terbukti meningkatkan kadar
SOD dalam tubuh. Latihan fisik meningkatkan produksi
radikal bebas melalui peningkatan konsumsi oksigen, yang
pada gilirannya merangsang peningkatan ekspresi enzim
antioksidan termasuk SOD. Penelitian menunjukkan bahwa

individu yang melakukan aktivitas fisik secara rutin
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memiliki tingkat aktivitas SOD vyang lebih tinggi
dibandingkan dengan mereka yang tidak aktif.*®
2.1.2.3. Terapi Gen
Penelitian praklinis menggunakan model hewan telah
menunjukkan bahwa terapi gen yang menargetkan gen
SOD1, SOD2, atau SOD3 dapat meningkatkan kadar dan
aktivitas SOD, serta mengurangi kerusakan oksidatif dan
memperbaiki fungsi seluler. Sebagai contoh, terapi gen
yang meningkatkan ekspresi SOD2 telah menunjukkan
potensi dalam melindungi neuron dari kerusakan oksidatif

pada model hewan penyakit neurodegeneratif.*

2.1.3. Pengukuran SOD

Pengukuran kadar SOD dalam penelitian dan klinis dapat

dilakukan melalui berbagai metode, di antaranya:

2.1.3.1. Metode Spektrofotometri

Metode spektrofotometri adalah salah satu cara yang
paling umum digunakan untuk mengukur aktivitas SOD.
Prinsip dasar metode ini adalah mengukur penurunan
absorbansi pada panjang gelombang tertentu yang terkait
dengan reaksi enzimatik SOD. Biasanya, metode ini
melibatkan penggunaan substrat spesifik yang akan diubah
oleh SOD menjadi produk yang dapat diukur. Salah satu

reaksi yang sering digunakan adalah dismutasi radikal



2.1.3.2.

14

superoksida menjadi hidrogen peroksida dan oksigen, di
mana penurunan absorbansi nitroblue tetrazolium (NBT)
pada panjang gelombang sekitar 560 nm sering digunakan
untuk menentukan aktivitas SOD. Penurunan absorbansi
menunjukkan seberapa banyak radikal superoksida yang
telah didismutasi oleh SOD, vyang kemudian dapat
digunakan untuk menghitung aktivitas enzim tersebut. *
Metode Elektrokimia

Metode elektrokimia menggunakan elektroda selektif
untuk mendeteksi  produk - reaksi SOD. Teknik ini
melibatkan  pengukuran perubahan arus listrik yang
dihasilkan oleh reaksi elektrokimia yang terjadi ketika
radikal superoksida dikatalisis oleh SOD. Elektroda yang
digunakan biasanya dilapisi dengan bahan yang dapat
bereaksi dengan radikal superoksida atau produk reaksi
seperti ~ hidrogen  peroksida. = Keunggulan  metode
elektrokimia adalah sensitivitas dan spesifisitasnya yang
tinggi, memungkinkan deteksi kadar SOD dalam sampel
dengan konsentrasi rendah. Teknik ini dapat memberikan
hasil yang cepat dan memungkinkan pengukuran berulang

dalam waktu singkat.*’
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2.1.3.3. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
adalah metode yang menggunakan antibodi spesifik untuk
mendeteksi dan mengukur konsentrasi SOD. Metode ini
melibatkan penangkapan SOD dalam sampel menggunakan
antibodi yang terikat pada permukaan mikrotiter. Setelah
penangkapan, antibodi kedua yang terkonjugasi dengan
enzim ditambahkan untuk membentuk kompleks dengan
SOD. Substrat enzim kemudian ditambahkan, menghasilkan
reaksi warna yang dapat diukur secara spektrofotometri.
Intensitas warna Yyang dihasilkan sebanding dengan
konsentrasi SOD dalam - sampel. ELISA menawarkan
sensitivitas yang tinggi dan spesifisitas untuk isoform SOD
tertentu, menjadikannya alat yang berharga dalam penelitian
klinis dan laboratorium untuk mengukur kadar SOD dalam
berbagai jenis sampel biologi seperti serum, plasma, dan

jaringan.®

Interleukin-10 (IL-10)

IL-10 memiliki efek antiinflamasi dan imunosupresif, dan karenanya
memainkan peran kunci dalam menurunkan respons imun dan mencegah
peradangan berlebihan. Fungsi monosit dan makrofag khususnya sangat
dipengaruhi oleh 1L-10. 1L-10 meningkatkan pelepasan mediator

antiinflamasi oleh sel-sel ini dan menghambat kemampuan mereka untuk
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menghasilkan  molekul proinflamasi. 1L-10 menghambat kemampuan
penyajian antigen monosit, makrofag, dan sel dendritik, dan meningkatkan
fungsi pemicu toleransi, pemulung, dan fagositosisnya. 1L-10 juga dapat
menekan respons imun yang dimediasi Thl dengan menghambat proliferasi
sel T CD4 + dan kemampuannya untuk menghasilkan sitokin
proinflamasi.?*

Pada tingkat seluler IL-10 berperan sebagai agen pengatur
Postranskriptional untuk menekan messenger RNA (MRNA) untuk
menstabilkan protein HuR = (Human = antigen R), selain itu IL-10
mampu  menghambat pensinyalan apoptisis melalui. jalur p38. Hasil
penelitian lainya menunjukan bahwa kadar 1L-10 dapat ditingkatkan dengan
pemberian ekstrak - pegagan 500mg/kgBB/hari pada tikus sampel
hiperkolestrolemia  dibandingkan pemberian obat  simvastatin

1,8mg/KgBB/hari. 4%

Tumbuhan Pegagan
2.3.1. Definisi Daun Pegagan (Centella Asiatica)

Pegagan merupakan tanaman obat, bentuk daunnya bulat
seperti ginjal manusia, batangnya lunak dan beruas, serta menjalar
hingga mencapai satu meter. Pegagan mudah didapat dan banyak
ditemukan di daerah perkebunan, ladang, tepi jalan, pematangan
sawah, ataupun di ladang yang agak basah . Pegagan berasal dari
Asia tropik, menyukai tanah yang agak lembab, cukup sinar atau

agak terlindung serta dapat ditemukan didaerah dataran rendah
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sampai dengan dataran ketinggian 2500 meter dpl. Tanaman pegagan
dapat tumbuh baik dengan intensitas cahaya 30-40%, sehingga dapat
dikembangkan sebagai tanaman sela musiman.*

Penelitian menunjukkan bahwa daun pegagan mengandung
berbagai senyawa bioaktif seperti triterpenoid, flavonoid, tanin,
saponin. Senyawa- senyawa ini diketahui juga dapat merangsang
produksi kolagen, mempercepat proses epitelisasi, dan meningkatkan
kekuatan tarik jaringan parut. Kolagen adalah protein utama dalam
kulit yang memberikan kekuatan dan struktur, sehingga peningkatan
produksi kolagen dapat mempercepat penyembuhan luka dan
meningkatkan kualitas jaringan baru yang terbentuk. Penelitian juga
menunjukkan- bahwa ekstrak daun pegagan dapat mengurangi
peradangan dan oksidasi, dua faktor yang dapat menghambat proses
penyembuhan luka.**

Daun pegagan (Centella Asiatica) telah diteliti karena
kemampuannya dalam mengurangi gejala gangguan kecemasan dan
depresi. Efek ini sebagian besar dikaitkan dengan peningkatan
sirkulasi darah ke otak dan pengurangan tingkat hormon stres.
Penelitian menunjukkan bahwa terdapat peningkatkan fungsi
kognitif dan memori, menjadikannya potensial dalam pengobatan
kondisi neurodegeneratif seperti Alzheimer.*

Dalam konteks penyembuhan luka, penelitian yang dilakukan

pada model hewan dan uji klinis manusia telah menunjukkan bahwa
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penggunaan topikal atau oral dapat mempercepat penyembuhan
berbagai jenis luka, termasuk luka bakar, luka bedah, dan luka kronis
seperti ulkus diabetik. Misalnya, sebuah studi yang diterbitkan dalam
Journal of Wound Care menunjukkan bahwa krim yang
mengandung ekstrak  Centella Asiatica secara signifikan
meningkatkan penyembuhan luka pada pasien dengan luka kronis
dibandingkan dengan plasebo.*

Potensi antioksidan juga memberikan manfaat tambahan dalam
melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan oksidatif yang disebabkan
oleh radikal bebas. Kerusakan oksidatif ini sering dikaitkan dengan
penuaan dini dan berbagai penyakit kronis seperti kanker dan
penyakit jantung. Penelitian juga menunjukkan bahwa antioksidan
yang terdapat dalam daun pegagan (Centella Asiatica) dapat
membantu dalam regenerasi kulit dan memperbaiki kerusakan
kulit akibat paparan sinar UV, yang merupakan faktor utama
dalam penuaan kulit dan perkembangan kanker kulit.***®

Daun pegagan (Centella Asiatica) adalah tanaman yang
termasuk dalam keluarga Apiaceae. Berikut adalah klasifikasi
lengkapnya:3***

Kingdom : Plantae
Subkingdom  : Tracheobionta (tanaman vaskular)
Superdivisi : Spermatophyta (menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (tumbuhan berbunga)
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Kelas : Magnoliopsida (dikotil)
Subkelas : Rosidae

Ordo . Apiales

Famili : Apiaceae (keluarga peterseli)
Genus : Centella

Spesies : Centella Asiatica

Gambar 2.1. Daun Pegagan (Centella Asiatica)
Kandungan Bahan Aktif Daun Pegagan (Centella Asiatica)

Daun pegagan (Centella Asiatica) mengandung berbagai
senyawa kimia yang memberikan efek terapeutik bagi kesehatan.
Triterpenoid merupakan komponen aktif utama dalam Daun Pegagan
dan diketahui memiliki manfaat dalam penyembuhan luka serta efek
antiinflamasi. Asiaticoside, salah satu triterpenoid terpenting,
dikenal karena kemampuannya mengurangi peradangan dan

merangsang produksi kolagen.*
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Kelompok senyawa lain yang terdapat dalam Daun Pegagan
adalah saponin. Saponin memberikan sifat seperti sabun pada
tanaman dan berkontribusi pada sifat antiinflamasi serta antioksidan.
Saponin ini membantu mengurangi peradangan dan melindungi sel-
sel tubuh dari kerusakan oksidatif dengan meningkatkan aktivitas
enzim antioksidan.>* Flavonoid memiliki aktivitas antioksidan yang
kuat dan berperan penting dalam melindungi sel-sel tubuh dari
kerusakan oksidatif. Misalnya, quercetin memiliki sifat antioksidan,
antiinflamasi, dan antikanker, sementara kaempferol mendukung
kesehatan kardiovaskular*"*°

Asam amino seperti alanine, serine, dan valine juga
merupakan komponen penting dalam Daun Pegagan. Senyawa ini
berperan dalam biosintesis protein dan metabolisme sel, mendukung
kesehatan dan regenerasi- sel yang penting untuk fungsi normal
tubuh. Mineral seperti- magnesium, kalsium, natrium, dan potassium
dalam Daun Pegagan mendukung fungsi normal sel-sel tubuh dan
keseimbangan elektrolit, yang sangat penting bagi kesehatan secara

keseluruhan.*"

2.4. Air Alkali
Air alkali adalah air yang memiliki tingkat pH yang lebih tinggi dari
air biasa yang memiliki pH netral sekitar 7,0, pH air alkali umumnya berada
di atas 7,0, seringkali mencapai kisaran 8 hingga 9 atau bahkan lebih tinggi.

Istilah "alkali" dalam konteks ini merujuk pada sifat dasar atau basa dari air
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tersebut, yang berarti air tersebut cenderung memiliki kandungan mineral
seperti kalsium, magnesium, kalium, dan bikarbonat. 2

Air Alkali tereduksi merupakan air yang sudah diolah melalui
elektrolisis yang dapat meningkatkan potensial reduksi dalam tubuh dimana
hal ini menjanjikan dalam menyediakan sumber electron bebas yang aman
untuk memblokir oksidasi jaringan normal oleh radikal bebas yaitu oksigen
bebas. Penelitian lainya juga mengungkapkan bahwa molekul hidrogen (H2)
menunjukan efek terapeutik dengan bertindak sebagai antioksidant terbaru.*®

Penelitian lain menyoroti potensi. efek antioksidan dan detoksifikasi
dari air alkali, air alkali dapat memiliki efek antioksidan dengan mengurangi
radikal bebas dalam tubuh. Studi ini menemukan bahwa konsumsi air alkali
meningkatkan aktivitas enzim antioksidan, yang membantu melindungi sel
dari kerusakan oksidatif. Efek ini berpotensi membantu dalam pencegahan
penyakit kronis yang terkait dengan stres oksidatif.**

Penelitian ini menemukan bahwa konsumsi air alkali-reduksi (ARW)
dengan pH 9,5 pada dosis 10 mL/kg berat badan efektif dalam mengurangi
stres oksidatif dan kelelahan yang diakibatkan oleh olahraga intens pada pria
muda yang sehat. Setelah latihan, kelompok yang mengonsumsi ARW
menunjukkan penurunan signifikan pada tingkat Reactive Oxygen Species
(ROS) dan Nitric Oxide (NO), dibandingkan dengan kelompok yang
mengonsumsi air murni (PW), mengindikasikan bahwa ARW lebih efektif
dalam mengurangi stres oksidatif. Konsumsi ARW juga meningkatkan

kadar  Glutathione Peroxidase (GPx) dan menurunkan kadar
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Malondialdehyde (MDA). Penanda Kkelelahan seperti laktat, laktat
dehidrogenase, dan fosfat juga berkurang secara signifikan pada kedua
kelompok, namun penurunan ini lebih jelas terlihat pada kelompok yang
mengonsumsi ARW. Analisis korelasi menunjukkan bahwa ARW dapat
membantu menjaga kondisi homeostatis untuk ROS, sistem antioksidan, dan
penanda kelelahan. Temuan ini menunjukkan bahwa ARW efektif dalam
mengurangi stres oksidatif dan kelelahan setelah olahraga intensif, serta
dapat digunakan sebagai suplemen antioksidan pasca olahraga.”®
2.4.1. Kandungan Kimia Air Alkali
Zat kimia yang terdapat dalam air alkali dapat bervariasi
tergantung pada sumber air dan proses pembuatannya. Secara umum,
air alkali dapat mengandung beberapa zat kimia berikut:>
2.4.1.1. lon Hidroksida (OH-) : Ini adalah ion utama yang
menyebabkan  air - memiliki sifat basa atau alkalis.
Konsentrasi 1on hidroksida yang tinggi dapat meningkatkan
pH air menjadi lebih dari 7.
2.4.1.2. Mineral dan Elektrolit : Air alkali yang alami atau yang
diberi tambahan mineral dapat mengandung berbagai
mineral seperti kalsium, magnesium, potassium, dan
sodium. Kandungan mineral ini dapat bervariasi tergantung
pada sumber air dan proses pemurnian yang digunakan.
2.4.1.3. Senyawa Elektrolit : Selain mineral, air alkali juga dapat

mengandung senyawa elektrolit lain seperti karbonat,
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bikarbonat, dan sulfat. Senyawa-senyawa ini berkontribusi
pada sifat kimia air alkali dan dapat mempengaruhi pH
serta keseimbangan elektrolit tubuh saat dikonsumsi.
2.4.1.4. Bahan Tambahan : Dalam beberapa kasus, air alkali dapat
diperoleh melalui proses elektrolisis atau penambahan
bahan kimia tertentu untuk meningkatkan pH-nya. Proses
ini dapat mempengaruhi jenis zat kimia tambahan yang

terdapat dalam air alkali.*

2.5. Ultraviolet B

Radiasi ultraviolet B (UVB) adalah Dbagian dari spektrum sinar
ultraviolet yang memiliki panjang gelombang antara 280 hingga 315
nanometer. UVB memiliki manfaat, terutama dalam proses sintesis vitamin
D di kulit. Ketika kulit terpapar UVB, 7-dehydrocholesterol diubah menjadi
previtamin D3, yang kemudian mengalami isomerisasi menjadi vitamin D3
aktif. Vitamin D ini penting untuk kesehatan tulang dan sistem imun.
Namun, keseimbangan antara manfaat dan risiko dari paparan UVB sangat
bergantung pada durasi dan intensitas paparan serta jenis kulit individu.*

UVB dikenal sebagai salah satu komponen sinar matahari yang paling
berbahaya bagi kulit manusia, meskipun hanya sebagian kecil dari radiasi
UVB yang mencapai permukaan bumi. Paparan UVB dapat menyebabkan
berbagai efek biologis pada kulit, seperti eritema (kondisi kemerahan pada
kulit akibat peradangan), penuaan dini, dan peningkatan risiko kanker kulit,

terutama karsinoma sel basal dan karsinoma sel skuamosa. Radiasi
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ultraviolet B (UVB) memiliki potensi tinggi untuk merusak kulit. Paparan
UVB dapat memicu serangkaian reaksi biokimia yang menyebabkan
kerusakan seluler, terutama melalui dua mekanisme utama: kerusakan DNA
dan pembentukan spesies oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species atau
ROS).51’54

UVB dapat langsung menyebabkan kerusakan DNA dengan
menginduksi pembentukan dimer pirimidin, khususnya dimer siklobutan
pirimidin (CPDs) dan produk 6-4 fotoadduk. Dimer ini menyebabkan
distorsi pada struktur heliks ganda DNA, yang dapat mengganggu replikasi
dan transkripsi DNA. Jika kerusakan ini tidak diperbaiki, mutasi dapat
terjadi, yang pada akhirnya dapat menyebabkan perkembangan kanker kulit.
Protein p53, yang dikenal sebagai "penjaga genom," sering kali terlibat
dalam respon seluler terhadap kerusakan DNA yang diinduksi oleh UVB.
Aktivasi p53 dapat mengarahkan sel untuk melakukan perbaikan DNA atau,
dalam kasus kerusakan yang sangat parah, memicu apoptosis untuk
mencegah proliferasi sel yang rusak.*® Selain kerusakan DNA, UVB juga
dapat menyebabkan pembentukan ROS, seperti superoksida, hidrogen
peroksida, dan radikal hidroksil. Pembentukan ROS ini terjadi sebagai
akibat dari eksitasi molekul oksigen oleh energi UVB. ROS adalah molekul
yang sangat reaktif dan dapat menyebabkan kerusakan pada komponen
seluler lainnya, termasuk lipid membran, protein, dan bahkan DNA.
Peroksidasi lipid, misalnya, dapat merusak integritas membran sel,

menyebabkan kebocoran seluler dan akhirnya kematian sel. Kerusakan
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protein oleh ROS dapat mengganggu fungsi enzimatik dan sinyal seluler,
sementara kerusakan DNA oleh ROS dapat berkontribusi lebih lanjut pada

risiko mutasi dan karsinogenesis.***®

Collagen loss
2.6.1. Mekanisme collagen loss
Kolagen adalah protein struktural utama dalam jaringan ikat,

kulit, tendon, tulang, dan Kartilago yang memberikan kekuatan dan
elastisitas pada jaringan. Kolagen yang ditemukan pada kulit adalah
kolagen jenis 1, 11l, V, dan VI yang terorganisir membentuk struktur
horizontal di lapisan dermis, dan diantara struktur tersebut terdapat
serat elastin. Kolagen tipe | adalah yang terbanyak jumlahnya dari
jaringan ikat yang ada pada kulit. Kolagen tipe | diproduksi di sel
fibroblast dengan dua proses, yaitu proses intrasel dan ekstrasel.
Pada proses intrasel awalnya terbentuk prokolagen yang berupa 2
rantai peptida alfa pada proses translasi di ribosom sepanjang Rough
Endoplasmic Reticulum (RER). Selanjutnya, rantai polipeptida
dipindahkan ke bagian rantai pro-alpha, kemudian terjadi proses
hidroksilasi lisin dan prolin dengan bantuan senyawa asam askorbat.
Sisa hidroksisilin akan mengalami glikosilasi dan selanjutnya
terbentuk triple alpha helik. Pada akhir proses intrasel, prokolagen
dieksositosis ke badan Golgi.>"*®

Kepadatan kolagen dipengaruhi oleh faktor intrinsik dan faktor

lingkungan. Faktor yang termasuk dalam faktor intrinsik yaitu
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faktor genetik dan hormon, sedangkan faktor ekstrinsik dipengaruhi
oleh sinar ultraviolet, diet, dan polusi. Produksi kolagen juga sangat
dipengaruhi oleh hormon. Hormon setrogen dapat meningkatkan
pembentukan serat kolagen. Wanita yang dalam kondisi menopouse
dapat mengalami kondisi penurunan kepadatan kolagen secara
signifikan. Kehilangan kolagen atau collagen loss dipengaruhi oleh
berbagai faktor, seperti penuaan, paparan sinar ultraviolet (UVB),
serta kondisi kesehatan tertentu. Seiring bertambahnya usia,
produksi kolagen di tubuh manusia menurun secara signifikan akibat
berkurangnya aktivitas fibroblas, yaitu sel yang bertanggung jawab
untuk sintesis kolagen. Penurunan produksi kolagen ini juga diikuti
oleh peningkatan aktivitas enzim yang memecah kolagen, seperti
matrix metalloproteinase (MMPs). MMP-1 (kolagenase) berperan
dalam degradasi kolagen tipe | dan Ill, yang merupakan jenis
kolagen utama pada kulit. Disfungsi atau defisiensi pada salah satu
tahapan proses ini dapat mengakibatkan gangguan produksi kolagen,
yang berkontribusi pada berbagal kondisi medis seperti penyakit

jaringan ikat, dan penuaan kulit.>®*°

2.7. Gambaran Histologi Kulit
Kulit adalah organ terbesar dalam tubuh manusia dan memiliki
struktur yang kompleks, terdiri dari tiga lapisan utama: epidermis, dermis,
dan hipodermis. Masing-masing lapisan memiliki fungsi dan karakteristik

histologis yang berbeda.
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2.7.1. Epidermis

Epidermis adalah lapisan paling luar kulit, terdiri dari lapisan
sel epitel skuamosa berlapis (stratified squamous epithelium) yang
sebagian besar merupakan keratinosit. Epidermis, lapisan paling luar
dari kulit, terdiri dari beberapa sublapisan yang memiliki fungsi
spesifik. Lapisan terdalam adalah Stratum Basale, yang terdiri dari
sel-sel basal berbentuk kuboid atau kolumnar. Sel-sel ini terus-
menerus membelah, menghasilkan keratinosit baru yang merupakan
sel-sel utama di epidermis. Di atasnya, terdapat Stratum Spinosum,
yang terdiri dari beberapa lapisan keratinosit yang terhubung oleh
desmosom. Struktur desmosom ini memberikan tampilan "spinosus”
atau berduri pada lapisan ini di bawah mikroskop.®

Selanjutnya, Stratum Granulosum terdiri dari beberapa lapisan
keratinosit yang mulai mengalami Kkeratinisasi, ditandai dengan
adanya butiran keratohialin dalam sitoplasma sel. Stratum Lucidum,
lapisan tipis yang hanya ditemukan pada kulit tebal seperti telapak
tangan dan kaki, terdiri dari sel-sel mati yang transparan. Lapisan
paling luar adalah Stratum Corneum, yang terdiri dari beberapa
lapisan sel mati (keratinocytes) yang telah terkeratinisasi,
memberikan perlindungan fisik dari lingkungan luar. Struktur
berlapis-lapis ini memberikan perlindungan efektif bagi tubuh dari

ancaman eksternal.®°
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2.7.2. Dermis

Dermis terletak di bawah epidermis dan terdiri dari jaringan
ikat yang kaya akan serat kolagen dan elastin, memberikan
kekuatan dan elastisitas pada kulit. Dermis juga mengandung
pembuluh darah, saraf, dan struktur tambahan lainnya seperti folikel
rambut, kelenjar sebaceous (minyak), dan kelenjar keringat. Dermis,
lapisan kulit yang terletak di bawah epidermis, terdiri dari dua
sublapisan utama yang memainkan peran penting dalam fungsi dan
struktur kulit. Papillary Dermis adalah lapisan tipis yang berada
tepat di bawah epidermis, terdiri dari jaringan ikat longgar yang kaya
akan kapiler darah dan ujung saraf sensorik. Papillae dermis, yang
merupakan tonjolan kecil di lapisan ini, berperan penting dalam
meningkatkan luas permukaan kontak antara dermis dan epidermis.
Ini memungkinkan pertukaran nutrisi, oksigen, dan limbah yang
lebih efisien antara kedua lapisan, serta mendukung fungsi sensorik
yang memungkinkan kulit merasakan sentuhan, tekanan, dan suhu.
Papillary dermis berperan dalam membentuk sidik jari, pola unik
yang ditemukan di telapak tangan dan kaki.®

Di bawah papillary dermis, terdapat Reticular Dermis, yang
merupakan lapisan lebih tebal dari dermis dan terdiri dari jaringan
ikat padat. Jaringan ini kaya akan serat kolagen yang tersusun
dengan baik, memberikan kekuatan dan elastisitas pada kulit. Serat-

serat kolagen ini juga mendukung berbagai struktur penting dalam
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kulit, seperti folikel rambut, kelenjar sebaceous (minyak), dan
kelenjar keringat. Elastin, protein lain yang ditemukan dalam
reticular dermis, memberikan kulit kemampuan untuk kembali ke
bentuk asalnya setelah ditarik atau diregangkan. Lapisan ini
mengandung pembuluh darah yang lebih besar, serta jaringan
limfatik yang membantu dalam proses penyembuhan luka dan
respon imun. Kombinasi dari papillary dan reticular dermis ini
memberikan dermis kemampuan untuk melindungi tubuh dari cedera
mekanis, menjaga elastisitas kulit, serta mendukung epidermis dalam
fungsi nutrisi dan sensorik. Keduanya bekerja sama untuk
memastikan kulit dapat menahan tekanan eksternal, tetap terhidrasi,

dan merespon berbagai rangsangan dari lingkungan sekitar.®

Hipodermis (Subkutis)

Hipodermis adalah lapisan terdalam kulit yang terdiri dari
jaringan adiposa (lemak) dan jaringan ikat longgar. Lapisan ini
berfungsi sebagai penyimpan energi, insulasi panas, dan bantalan
untuk melindungi organ- organ dalam dari cedera mekanis.
Hipodermis juga mengandung pembuluh darah besar dan saraf yang
memelihara kulit. Hipodermis merupakan lapisan terdalam dari kulit
yang memiliki peran penting dalam menjaga keseimbangan tubuh
serta melindungi organ-organ dalam. Lapisan ini terutama terdiri
dari jaringan adiposa (lemak), yang berfungsi sebagai cadangan

energi bagi tubuh. Lemak yang disimpan dalam hipodermis dapat
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dipecah menjadi asam lemak dan gliserol ketika tubuh memerlukan
energi, seperti saat terjadi defisit kalori. Ini menjadikan hipodermis
sebagai bank energi yang penting, yang dapat membantu tubuh
bertahan dalam kondisi kekurangan makanan.®*

Selain jaringan adiposa, hipodermis juga mengandung jaringan
ikat longgar yang mengikat kulit dengan struktur yang lebih dalam
seperti otot dan tulang. Jaringan ikat ini memungkinkan Kkulit
memiliki mobilitas yang cukup untuk mengikuti gerakan tubuh tanpa
mudah robek atau rusak. Lapisan hipodermis juga kaya akan
pembuluh darah besar dan saraf. Pembuluh darah di lapisan ini
berfungsi untuk mendistribusikan nutrisi dan oksigen ke kulit serta
mengangkut - limbah metabolisme dari = jaringan kulit untuk
dieliminasi. Sementara itu, serabut saraf yang terdapat di hipodermis
memberikan sensasi seperti-tekanan dalam dan nyeri. Saraf ini juga
berperan dalam mengirimkan sinyal ke otak untuk merespons
berbagai rangsangan eksternal, termasuk perubahan suhu dan

tekanan.®®
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Gambar 2.2. Gambaran Histologi Kulit
2.8. Pengaruh Daun Pegagan dan Air Alkali terhadap kadar IL-10 dan
SOD pada Collagen loss
Senyawa metabolit aktif daun pegagan, seperti flavonoid, tannin,
saponin - dan- triterpenoid, berkontribusi pada peningkatan produksi
interleukin-10 (IL-10), yaitu sitokin anti-inflamasi yang penting dalam
mengatur respon imun dan peradangan. Penelitian menunjukkan bahwa
pegagan dapat merangsang aktivitas sel-sel imun, yang pada gilirannya
meningkatkan kadar IL- 10 dalam tubuh. Peningkatan kadar IL-10 dapat
menekan peradangan pada jaringan akibat paparan sinar UVB, membantu
mempercepat proses regenerasi dan penyembuhan kulit.® Penelitian Chee
Kong Yap et al. (2021) melaporkan peningkatan aktivitas enzim antioksidan
pada Centella Asiatica saat terpapar Cu dan Pb dapat digunakan sebagai
indikator bahwa Centella Asiatica dapat menghambat stres oksidatif.

Peningkatan kadar SOD ini penting karena SOD berfungsi melindungi sel
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dari kerusakan oksidatif dengan mengubah superoksida, radikal bebas yang
berbahaya, menjadi hidrogen peroksida yang kurang berbahaya. Dengan
demikian, pegagan berkontribusi secara signifikan dalam meningkatkan
kadar SOD, yang membantu melindungi kulit dari kerusakan akibat radikal
bebas dan mendukung kesehatan kulit secara keseluruhan.?

Konsumsi air alkali yang memiliki pH basa dapat meningkatkan kadar
IL-10, yang mendukung mekanisme anti-inflamasi dan mempercepat proses
pemulihan.?® Secara keseluruhan, baik pegagan maupun air alkali memiliki
peran penting dalam meningkatkan kadar IL-10, yang berkontribusi pada
pengurangan peradangan dan mendukung kesehatan - kulit. Kombinasi
kedua agen ini menunjukkan potensi hesar dalam menjaga kesehatan
kulit, terutama dalam konteks kerusakan akibat paparan sinar UVB, dan

membantu mempercepat proses regenerasi kulit yang lebih baik.2%



3.1.

BAB Il1

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Sinar ultraviolet B atau yang sering disebut UVB merupakan salah
satu gelombang yang dihantarkan oleh paparan sinar matahari, sinar UVB
dengan 280- 315 nm dengan paparan waktu tertentu dapat meningkatkan
respon peradangan. Paparan UVB membuat sel dalam tubuh stres dan
merespon dengan ekspresi P53, P53 yang muncul mengakibatkan sel
mengalami apoptosis, akibat terjadinya apoptosis sel mengalami kerusakan
yang disebut Damage-Associated Molecular Pattern (DAMP) yang akan
mengaktifkan TLR4 sebagai proinflamatori menyalurkan sinyal melalui NF-
KB. NF-KP juga distimulasi oleh Agen ROS yang muncul karena paparan
UVB. NF-Kf menstimulasi munculnya makrofag 1 (M1) yang selanjutnya
akan memunculkan TNF-a, Interleukin 6, dan Interleukin 1 dimana ekspresi
ini merupakan agen dari Pro Inflamasi.** M1 juga menstimulasi munculnya
ekspresi P38 (MAPK) adalah responsif terhadap rangsangan stres, seperti
peradangan, kerusakan DNA, dan stres metabolik. Protein p38 berperan
dalam respons seluler terhadap stres stimulus. P38 menstimulasi munculnya
miR21 yang akan berperan dalam perusakan mRNA tumor supresor dapat
menekan ekspresi gen tumor supresor PTEN (Phosphatase and TENSin
homolog deleted). Ketika PTEN ditekan maka aktivasi AKT meningkat
sehingga menstimulasi munculnya Makrofag 2. Makrofag 2 ini yang akan

menstimulasi munculnya Interleukin 10, dan Tumor Growth Factor Betta
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(TGF-p).59>

Dalam penelitian ini, daun pegagan diekstraksi dan diberikan dalam
bentuk gel, ekstrak daun pegagan yang memiliki kandungan flavonoid
sebagai antioksidan langsung bekerja dalam sel tepatnya matriks
mitokondria dengan mengkatalis dismutase pada superokside sehingga
berubah menjadi hydrogen peroxide. Umumnya superokside dioksigenase
atau SOD dihasilkan oleh sitoplasma (SOD 1), mitokondria (SOD 2), bagian
akhir adalah diluar sel (SOD 3). Hasil penguraian SOD inilah yang akan
mencegah terbentuknya ROS. Daun Pegagan ini menekan aktivitas
makrofag 1 sebagai agen inflamasi dan menstimulasi produksi makrofag 2
sebagai anti inflamasi sehingga proses inflamasi dapat dicegah atau
dihentikan "2

Air alkali merupakan air dengan susunan alkali hydrogen dengan Ph
8~10 sehingga memiliki potensi terjadinya reduksi oksidasi atau ORP
negatif yang mampu membersihkan ROS dan menekan aktivitas Makrofag 1
yang akan menghasilakan IL-1 dan IL-6. Air alkali juga menstimulasi
munculnya makrofag 2 akan meningkatkan terbentukanya IL-10 sebagai

anti inflamasi.?%*°
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Gambar 3.1. Kerangka Teori
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3.2. Kerangka Konsep
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Gambar 3.2. Kerangka Konsep

Gel Ekstrak Daun
Pegagan + Air Alkali

3.3. Hipotesis
Terdapat pengaruh pemberian gel topikal ekstrak daun pegagan
(Centella Asiatica) dan air alkali per oral terhadap kadar SOD dan IL -10

Pada Tikus Wistar Model Collagen Loss Yang Dipapar UVB.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo

dengan menggunakan rancangan randomized post test only control group

desain. Dalam rancangan penelitian ini tikus akan dibagi menjadi 5

kelompok dengan skema sebagai berikut :
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Gambar 4.1. Rancangan Penelitian

Keterangan :

S : Sampel

A : Aklimatisasi hewan uji coba

R : Randomisasi hewan uji coba

I > Induksi UVB

\Y : Validasi

Kl : Tikus dipapar UVB

K2 : Tikus dipapar UVB dan diberi Hyaluronic Acid oles

K3 : Tikus dipapar UVB dan diberi gel ekstrak Daun Pegagan 10% oles K4

: Tikus dipapar UVB dan diberi air alkali per oral 3 kali 2ml
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. Tikus dipapar UVB dengan diberi gel ekstrak Daun Pegagan 10% dan

kombinasi air alkali per oral 3 kali 2ml

: observasi SOD dan kadar IL-10 kelompok K1
: observasi SOD dan kadar IL-10 kelompok K2
: observasi SOD dan kadar 1L-10 kelompok K3
: observasi SOD dan kadar 1L-10 kelompok K4

: observasi SOD dan kadar 1L-10 kelompok K5

Subjek dan Sampel Penelitian

4.2.1.

4.2.2.

Subjek Penelitian

Subjek pada penelitian ini merupakan Tikus jantan Galur
Wistar berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 200-250 gram yang
dipapar sinar UV light (broadband dengan peak emission 302 nm)
dengan minimal erythema dose (MED) 160 mJd/cm® yang dipapar
sekitar 8 menit/hari dengan jarak 20cm selama 5 kali seminggu pada
hari ke 1, 2, 4, 5, dan 7 selama 2 minggu hingga berkurangnya

densitas kolagen.

Sampel Penelitian
Tehnik  pengambilan sample menggunakan randomized

sampling. Tikus wistar Jantan sebanyak 30 ekor yang memenuhi
kriteria inklusi dibagi ke dalam 5 kelompok secara acak sederhana.
4.2.2.1. Kiteria Inklusi

a) Usia 8-12 minggu

b) Tikus kondisi sehat, aktif

c) Berat badan 200 - 250 gr

d) Secara makroskopis tikus tidak ada kelainan morfologi
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e) Jenis kelamin jantan
4.2.2.2. Kiteria Ekslusi

Tikus yang sakit
4.2.2.3. Kriteria Drop Out

Tikus yang mati selama proses penelitian

Besar Sampel

Adapun besar sampel keseluruhan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 30 ekor. Dimana 30 ekor tikus putih tersebut
dibagi dalam 5 kelompok uji, yang masing-masing kelompok uji
terdiri dari 6 ekor tikus putih. Perhitungan besar sampel dihitung
dengan rumus Federer sebagai berikut:
(t-1) (n-1) =15
(5-1) (n-1) =15
4n-4>15
4n > 19
n=475=5
Keterangan :
t : Jumlah kelompok uji
n : Besar sampel per kelompok

Besar sampel ideal menurut hitungan rumus Federer adalah 5
ekor tikus putih atau lebih. Untuk mengantisipasi resiko mortalitas
pada tikus, setiap kelompok perlakuan ditambah sampel sebanyak

satu ekor tikus. Dengan demikian jumlah tikus jantan semua

kelompok uji secara keseluruhan adalah 30 ekor.
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4.3. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1. Variabel Penelitian
Berikut adalah penjelasan mengenai variabel-variabel yang
terlibat:
1. Variabel Bebas (Independent Variables)
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah Pemberian Gel
Ekstrak Daun Pegagan dan Air Alkali
2. Variabel Tergantung (Dependent Variables)
Variabel dependen dalam penelitian ini adalah kadar
SOD dan IL-10
3. Variabel Prakondisi
Variabel prakondisi dalam - penelitian ini adalah
paparan sinar UVB
4. Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah jenis tikus
wistar jantan, umur, jenis kelamin, berat badan, nutrisi,

lingkungan tempat tikus dipelihara.

4.3.2. Definisi Operasional
4.3.2.1. Ekstrak Daun Pegagan
Daun pegagan dalam penelitian ini berasal dari RSUP.
Dr. Sarjito di Tawangmangu yang berumur 3 bulan dengan
kondisi panen daun berwarna hijau tanpa adanya bintil atau

jamur. Pembuatan Ekstrak daun pegagan dimulai dari
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mengeringkan daun pegagan yang dimaserasi selama 72
jam dan di evaporasi dengan rotary vacuum evaporator.
Pemberian gel yang mengandung ekstrak daun pegagan
dengan konsentrasi 10 % yang dioleskan pada kulit tikus,
100 mg 1x sehari selama 14 hari.

Pada penelitian ini kadar ekstrak daun pegagan
ditetapkan dalam skala Ordinal.
Air Alkali

Air alkali yang digunakan berasal dari Lab SCCR
dengan pH 8. Dosis pemberian air alkali secara oral adalah
3x2ml/hari, Skala Ordinal.
Kadar SOD

Kadar SOD mengacu pada konsentrasi atau tingkat
aktivitas enzim Superoxide Dismutase (SOD) dalam suatu
sampel jaringan. SOD adalah enzim yang berperan penting
dalam melindungi sel dari kerusakan oksidatif dengan
mengkatalisis ~ dismutasi radikal superoksida menjadi
oksigen dan hidrogen peroksida. Diukur dengan metode
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Kadar SOD
dinyatakan dalam unit spesifik unit per mililiter.
Kadar IL-10

Interleukin-10 (IL-10) adalah sitokin anti-inflamasi

yang diproduksi oleh berbagai jenis sel imun, termasuk sel
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T-helper 2 (Th2), monosit, makrofag, dan sel B. Dalam
penelitian, I1L-10 dapat diukur dan dianalisis untuk
mengevaluasi respon imun dan inflamasi dalam berbagai
kondisi klinis dan eksperimental 1L-10. Pengambilan
sampel melalui jaringan kulit dan menggunakan teknik
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), yang
memberikan data kuantitatif mengenai konsentrasi IL-10
dalam sampel dengan satuan Pikogram per Mililiter

(pg/mL), Skala Rasio.

4.3.2.5. Paparan sinar UVB

Paparan radiasi sinar UVB adalah jumlah intensitas
sinar- UVB vyang dihasilkan oleh perangkat UVB
narrowband tipe TL — F72 — 100W/12 yang dipaparkan
sebanyak 5 kali peminggu selama 2 minggu. Dosis paparan
sinar UVB 160 mj/cm2 dan setiap pemaparan diberikan

selama 8 menit dengan jarak 20cm.

4.4. Peralatan Penelitian

4.4.1. Peralatan Ekstraksi

a)

b)

Blender atau Food Processor: Untuk menghancurkan daun
Daun Pegagan menjadi bubur halus.

Saringan atau Kain Muslin: Untuk memisahkan cairan ekstrak
dari ampas daun.

Beaker Gelas: Untuk menampung ekstrak cair yang diperoleh.
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d) Hot Plate dengan Magnetic Stirrer: Untuk pemanasan dan
pencampuran ekstrak dengan pelarut.
e) Rotary Evaporator: Untuk menghilangkan pelarut dan

mengkonsentrasikan ekstrak

Peralatan untuk Pembuatan Gel

a) Beaker Berbagai Ukuran: Untuk menimbang dan mencampur
bahan- bahan gel.

b) Hot Plate dengan Magnetic Stirrer: Untuk pemanasan dan
pencampuran bahan-bahan gel.

c) Termometer: Untuk mengukur suhu campuran selama proses
pemanasan.

d) Timbangan Digital: Untuk menimbang bahan dengan presisi.

e) Spatula: Untuk mengaduk dan mengeluarkan gel dari beaker.

f) Pipet atau Syringe: Untuk mengukur dan menambahkan
bahan cair dengan tepat.

g) pH Meter: Untuk mengukur dan menyesuaikan pH gel.

h) Sterile Containers atau Wadah Steril: Untuk menyimpan gel

yang sudah jadi

Peralatan untuk Pemeliharaan Tikus
a) Kandang Tikus: Kandang standar untuk pemeliharaan tikus
dengan ventilasi yang baik.

b) Termohigrometer: Untuk mengukur dan memantau suhu serta
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kelembapan dalam kandang.
c) Timbangan Elektronik: Untuk mengukur berat badan tikus

secara berkala.

4.4.4. Peralatan Pendukung

a) Vortex Mixer: Untuk mencampur reagen dengan cepat dan
homogen.

b) pH Meter: Untuk mengukur pH air alkali.

c) Incubator: Untuk inkubasi sampel pada suhu tertentu.

d) Refrigerator/Freezer: Untuk penyimpanan reagen dan sampel.

e) Pipet dan Tips: Untuk pengukuran volume cairan yang presisi.

f) Sterilizer/Autoclave:  Untuk mensterilkan alat-alat yang
digunakan-dalam penelitian

g) Perangkat UVB narrowband tipe TLF72-100w/12.

h) Mikroskop staining jar

i) Laptop

4.5. Cara Penelitian
45.1. Ethical clearance
Ethical clearance penelitian diajukan kepada komite bioetik

fakultas kedokteran Universitas Sultan Agung Semarang. Terlampir.

4.5.2. Prosedur Pembuatan Ekstrak
Daun pegagan dikumpulkan, lalu dibersihkan dan dikeringkan

di tempat yang teduh dan berventilasi baik atau menggunakan oven
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pengering pada suhu rendah (sekitar 40-50°C) hingga kering
sempurna.

Daun yang sudah kering digiling menggunakan blender atau
food processor hingga menjadi serbuk halus. Serbuk hasil
penggilingan kemudian disaring menggunakan saringan halus untuk
mendapatkan partikel serbuk yang konsisten dalam ukuran dan
tekstur.

Untuk ekstraksi, serbuk daun Daun Pegagan ditempatkan
dalam beaker atau wadah kaca, lalu diberi pelarut seperti etanol 70%
atau air distilasi dengan perbandingan yang tepat (misalnya, 1 gram
serbuk dengan 10 ml pelarut). Campuran ini diaduk menggunakan
magnetic stirrer selama 24-48 jam pada suhu kamar atau
menggunakan  ultrasonic bath untuk meningkatkan efisiensi
ekstraksi.

Campuran ekstraksi kemudian disaring, proses penyaringan
dapat diulang jika diperlukan untuk mendapatkan ekstrak yang
lebih jernih.

Selanjutnya, pelarut dievaporasi menggunakan rotary
evaporator pada suhu rendah (sekitar 40-50°C) hingga volume
ekstrak berkurang dan mengental, atau dibiarkan menguap secara
alami dengan ventilasi baik.

Pengeringan Ekstrak cair yang sudah pekat kemudian

dikeringkan lebih lanjut menggunakan oven pengering pada suhu
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rendah atau freeze dryer untuk menghasilkan ekstrak dalam bentuk
serbuk. Pastikan ekstrak benar-benar kering sebelum disimpan dalam
wadah kedap udara.Simpan ekstrak Daun Pegagan yang sudah jadi
dalam wadah kedap udara, terlindung dari cahaya langsung, dan
simpan pada suhu kamar atau dalam lemari pendingin untuk

menjaga stabilitas dan kualitasnya.

Pembuatan Gel

Larutkan Carbopol dalam air distilasi dengan menggunakan
pengaduk magnetik hingga tercampur merata. Tambahkan gliserin
ke dalam larutan tersebut untuk meningkatkan viskositas dan
kehalusan gel. Pemanasan larutan dapat dilakukan jika diperlukan
untuk mempercepat proses pelarutan, tetapi pastikan suhu tidak
terlalu tinggi agar tidak merusak bahan aktif.

Setelah larutan gel base siap, tambahkan ekstrak Daun
Pegagan sebanyak 10% ke dalam larutan. Aduk campuran dengan
pengaduk magnetik hingga ekstrak terdispersi secara homogen
dalam gel base. Pastikan pengadukan dilakukan secara perlahan dan
merata untuk menghindari pembentukan gelembung udara. Gel
dikemas ke dalam wadah yang bersih dan steril. Simpan gel di
tempat yang sejuk dan Kkering untuk menjaga kualitas dan

efektivitasnya.
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Penetapan Dosis

Dosis pemberian gel ekstrak daun Pegagan secara topical pada
penelitian ini menggunakan konsentrasi 10%. Penggunaan topikal
gel ekstrak daun Pegagan dilakukan setiap hari selama 14 hari
sebanyak 100mg/tikus. 2” Pemberian dosis air alkali diberikan secara

oral menggunakan dosis 3 kali 2ml perhari.”®

Pembagian Kelompok
Kelompok perlakuan dibagi menjadi 5 kelompok dan tiap
kelompok terdiri dari 6 ekor tikus sampel
KI  : Tikus dipapar UVB
K2 . Tikus dipapar UVB dan diberi Hyaluronic Acid oles
K3 : Tikusdipapar UVB dan diberi gel ekstrak Daun Pegagan 10%
oles
K4 : Tikus dipapar UVB dan diberi air alkali per oral 3 kali 2ml
K5 ' :Tikus dipapar UVB dengan diberi gel ekstrak Daun Pegagan

10% dan kombinasi air alkali per oral 3 kali 2m

Penyinaran UVB pada subjek penelitian

Dalam penelitian ini, tikus-tikus jantan galur Wistar
mengalami proses aklimatisasi selama 7 hari untuk memastikan
mereka beradaptasi dengan lingkungan laboratorium. Setelah
periode aklimatisasi, tikus-tikus tersebut dikelompokkan berdasarkan

desain penelitian. Selanjutnya, tikus- tikus dibius dengan campuran



48

ketamine 60mg/kg dan xylazine (20mg/kgbb). Lalu rambut pada
bagia dorsal tikus dicukur hingga bersih dengan ukuran 5x5 cm,
paparan dilakukan dipunggung tikus dipapar dengann UV light
(broadband dengan peakemission 302 nm) dengan dosis minimal
erythema 160mJ/cm2/hari yang dipapar sekitar 8menit/hari dengan
jarak 20cm selama 5 kali seminggu selama 2 minggu, sehingga total

terdapat 10 kali penyinaran.

4.5.7. Validasi Hewan Coba
1. Macroskopis
Validasi - makroskopis dilakukan untuk melihat ada
tidaknya kerutan atau model collagen loss pasca penyinaran sinar
UVB. Validasi ini untuk menilai kerusakan kolagen pada tikus
yang terpapar UVB dibandingkan dengan tikus yang tidak

terpapar UVB.

2. Microskopis
Validasi histologi pada tikus yang telah mengalami
collagen loss dilakukan metode pengecatan Masson Trichome
sebagai berikut :
a. Slide jaringan dideparafinisasi.
b. Cairan Bouin dipanaskan pada suhu 54-64°C.
c. Slide diinkubasi dalam Cairan Bouin yang dipanaskan selama

60 menit dan dinginkan selama 10 menit, dibilas dengan air
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mengalir.

d. Slide diinkubasi dalam Hematoxylin Besi Weigert selama 5
menit, kemudian bilas dengan air.

e. Slide diinkubasi dalam larutan Biebrich Scarlet/Acid
Fuchsin selama 15 menit, kemudian dibilas dengan air.

f. Slide diinkubasi dalam larutan asam
fosfomolibdat/fosfotungstat selama 10-15 menit.

g. Slide diinkubasi dalam larutan Aniline Blue selama 5-10
menit, kemudian dibilas dengan air.

h. Slide diinkubasi dalam larutan asam asetat selama 3-5 menit.

I. Slide dilakukan proses dehidrasi, kemudian pasang desk glass.

J. Kolagen akan terwarnai biru, inti sel hitam, dan sitoplasma

merah

Gambar 4.2. Pengecatan Masson Trichrome pada tikus yang di
papar sinar UV dan yang tidak di papar sinar UV.%

4.5.8. Pengambilan Sampel Jaringann Kulit
Setelah pemberian perlakuan, dilakukan pengambilan jaringan.
Sebelumnya semua tikus wistar dimatikan terlebih dahulu dengan

cara pembiusan. Buat sayatan jaringan pada bagian kulit yang di
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papar sinar UVB, ukuran 2x2 cm menggunakan gunting dan pinset.
Sampel jaringan dipotong dan ditimbang, jaringan ditambahkan
dengan PBS (PH 7,4). Kemudian sampel jaringan di homogenisasi
(dihancurkan) dalam kondisi dingin, 4°C, selanjutnya setrifus
dengan kecepatan 2000-3000 rpm, selama 20 menit. Kemudian
supernatan yaitu substansi hasil sentrifugasi yang memiliki bobot
jenis yang lebih rendah diambil dan digunakan sebagai sampel uiji,

sampel dapat disimpan pada suhu -20°C.

Analisis SOD dan IL-10
Sampel jaringan Kkulit. yang sudah diperolen kemudian
dianalisis kadar Superoxide Dismutase (SOD) dan IL-10
menggunakan metode ELISA. Analisis ELISA SOD dan IL-10
dilakukan sesuai dengan prosedur yang terdapat dalam petunjuk
regensia analisis kadar SOD dan IL-10 menggunakan alat
microplater reader dengan panjang gelombang 450nm.
Tahapan permeriksaan Superoxide Dismutase (SOD), sebagai
berikut:
1. Persiapan Reagen:
— Larutkan enzyme stock solution dengan enzyme diluent di atas
es.
— Siapkan substrate application solution dan enzyme

working solution sesaat sebelum digunakan.
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2. Persiapan Sampel:

Jaringan: Homogenisasi 20 mg jaringan dalam PBS, lalu

sentrifugasi dan ambil supernatan.

3. Langkah Pengujian:

Tambahkan 20 pL air suling dan 20 puL enzyme working
solution ke sumur kontrol.

Tambahkan 20 pL sampel dan 20 pL enzyme working
solution ke sumur sampel.

Tambahkan 200 uL substrate application solution ke semua
sumur.

Inkubasi pada 37°C selama 20 menit.

Baca nilai OD pada 450 nm menggunakan microplate reader.

4. Perhitungan:

Hitung rasio inhibisi SOD dan aktivitas SOD dengan rumus

yang disediakan sesuai dengan tipe sampel

Tahapan permeriksaan I1L-10, sebagai berikut :

1. Penentuan Posisi Sampel dan Standar:

Tentukan sumur untuk standar, sampel kosong (blank), dan
sampel yang diuji.
Tambahkan 100 pL  masing-masing standar, sampel

kosong, dan sampel uji ke dalam sumur yang sesuai.

2. Inkubasi Awal:

Inkubasi selama 90 menit pada suhu 37°C dengan menutup
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pelat menggunakan sealer yang disediakan.

Penambahan Antibodi Deteksi Biotinilasi:

— Buang cairan dari setiap sumur tanpa mencucinya.

— Tambahkan 100 upL larutan Kkerja antibodi deteksi
biotinilasi ke setiap sumur.

— Inkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C.

Proses Pencucian:

— Buang larutan dari setiap sumur, tambahkan 350 pL wash
buffer ke setiap sumur, rendam selama 1 menit, dan aspirasi
atau buang larutannya.

— Ulangi proses pencucian ini 3 kali.

Penambahan HRP (Horseradish Peroxidase) Konjugat:

—  Tambahkan 100 uL larutan kerja HRP konjugat ke setiap
sumur.

— Inkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C.

Pencucian Ulang:

— Buang larutan dari setiap sumur, kemudian ulangi proses
pencucian sebanyak 5 kali.

Penambahan Substrat:

— Tambahkan 90 pL reagen substrat ke setiap sumur, inkubasi
selama sekitar 15 menit pada suhu 37°C dalam kondisi

terlindung dari cahaya.
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8. Penambahan Stop Solution:
— Tambahkan 50 pL larutan penghenti (stop solution) ke
setiap sumur.
9. Pengukuran OD:
— Ukur densitas optik (OD) setiap sumur menggunakan

microplate reader pada panjang gelombang 450 nm. ®

Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di labolatorium SCCR Indonesia Semarang yang
meliputi pembuatan ekstrak, pemeliharaan, induksi, dan perlakuan hewan

coba pada bulan November — Desember 2024.

Analisa Data

Data kadar SOD dan IL 10 disajikan dalam bentuk tabel dan grafik
kemudian dianalisis normalitas dan variasi data dengan menggunakan uji
Shapiro-Wilk dan Levene’s test. Data yang dihasilkan pada kadar SOD dan
kadar IL10 normal (p>0,05) dan tidak homogen (P<0,05) maka dilakukan
uji One-Way ANOVA. Hasil uji One-Way ANOVA terdapat perbedaan
signifikan (p<0,05) pada kelompok penelitian, maka dilanjutkan dengan uiji
Post Hoc Tamhane, digunakan untuk mengetahui signifikansi perbedaan
antar kelompok penelitian. Hasil uji post hoc Tamhane, kadar SOD dan
kadar IL10 terdapat perbedaan signifikan p<0,05 terhadap semua kelompok
perlakuan. Pengolahan analisis data ini menggunakan aplikasi SPSS series

29.0.
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Tikus wistar 30 ekor

\ 4

Aklimatisasi dan randomisasi 7
hari

A 4

Tikus dipapar UVB 160mj/cm? 5x
seminggu selama 8menit dengan jarak
20cm, pada minggu ke 1 dan ke 2

Validasi Makroskopis dan
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Mikroskopis
l l v l l
K1 e > K4 .
(Diberi (Diberi Gel Diberi AT Alkali (gel ekstrak Centella
('Iralilpa Hyaluronic Ekstrak Centella ( Peroral 3x2ml Asiatica 10% dan 3x2ml
perlakuan) Acid Oles) Asiatica 10%) air alkali per oral)

A 4

dan pakan standar selama 14 hari

Pemberian Perlakuan sehari sekali

A 4

Terminasi dan pengambilan
sampel di hari ke 29

A 4

Analisis Elisa IL-10 dan Elisa SOD

A\ 4

Analisis Statistik

Gambar 4.3. Alur Penelitian




BAB V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan selama bulan
November hingga December 2024 di Laboratorium Stem Cell and Cancer
Research (SCCR) Indonesia, Semarang. Subjek penelitian ini adalah tikus wistar
jantan model collagen loss yang dipapar UVB 302 nm dengan dosis 160 mJ/cm2
sekitar 8 menit/hari dengan jarak 20cm selama 5 kali seminggu selama 2 minggu.
Pada penelitian ini di bagi menjadi 5 kelompok yaitu, kelompok kontrol negatif,
kelompok kontrol positif yang diberikan perlakuan gel hyaluronic acid (HA)
200mg, kelompok perlakuan 1 yang diberikan perlakuan gel ekstrak daun pegagan
10% (EDP 10%), kelompok perlakuan 2 yang diberikan perlakuan air alkali
secara oral 3 kali 2ml, dan kelompok perlakuan 3 yang diberikan kombinasi
perlakuan gel EDP 10% dan air alkali secara oral 3 kali 2 ml. Pada penelitian ini
dilakukan validasi collagen loss dan terbukti bahwa pemberian sinar UVB dengan
dosis tersebut mampu menyebabkan collagen loss. Pada penelitian ini diperoleh
hasil bahwa pemberian EDP 10% dan kombinasi dengan air alkali dapat
meningkatkan kadar IL-10 dan kadar SOD.

Hasil pengamatan secara anatomis terlihat bahwa pada tikus yang
mendapatkan paparan sinar UVB pada hari ke-15 pengamatan, kulit bagian dorsal
terjadi kemerahan eritema dan kerutan jika dibandingkan kelompok sehat
(Gambar 5.1 A-B). Pengamatan secara mikroskopis dengan pewarnaan masson
trichome untuk mewarnain kolagen dilakukan pada hari ke 15 untuk melihat

adanya collagen loss akibat paparan UVB. Hasil pengamatan terlihat adanya
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collagen loss pada tikus yang terpapar UVB dibandingkan dengan yang tidak

terpapar (Gambar 5.1 C-D).

Gambar 5.1. Validasi kolagen (A) Tidak terdapat kemerahan dan kerutan pada
tikus sehat, (B) Tampak memerah dan kerutan pada tikus yang dipapar sinar
UVB, (C) Masson Thrichrome dengan warna biru yang menandakan adanya
produksi kolagen pada tikus sehat, dan (D) kulit tikus yang dipapar sinar UVB
menunjukkan warna merah yang menandakan ekspresi kolagen terhambat (D).
Dalam penelitian ini, ekstraksi daun pegagan menggunakan metode
maserasi dengan pelarut etanol, yang menghasilkan rendemen sebesar 8,09%.
Berdasarkan hasil analisis fitokimia secara kualitatif, ekstrak daun peagan terbukti

mengandung beberapa golongan senyawa bioaktif, meliputi alkaloid, fenolik,
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flavonoid, tanin, dan saponin. Analisis kuantitatif kandungan flavonoid dan
fenolik total dalam ekstrak daun pegagan dilakukan menggunakan metode
spektrofotometri. Hasil pengukuran menunjukkan bahwa setiap gram ekstrak daun
pegagan mengandung flavonoid sebanyak 30,89 mg + 0,98 dan senyawa fenolik
sebanyak 60,55 mg + 0,55. Data ini mengonfirmasi bahwa flavonoid merupakan
salah satu komponen utama yang terkandung dalam ekstrak daun pegagan.
Pengujian antioksidan ekstrak daun pegagan terbukti memiliki aktivitas
antioksidan dengan nilai IC50 sebesar 11,59 mg/mL.
5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Efek Pemberian Kombinasi Gel Ekstrak Daun Pegagan dan Air
Alkali terhadap Kadar IL-10
Penelitian kombinasi gel ekstrak daun pegagan dan air alkali
terhadap kadar IL-10 pada tikus galur wistar yang di induksi paparan
sinar UVB dianalisis pada hari ke-29. Hasil penelitian tersebut
tertera pada tabel 5.1.

Tabel 5.1. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji
Homogenitas pada Kadar IL-10

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 KS Sig.(p)
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6

Kadar IL-10
Mean 42773  6,3023 7,7418 7,3365 8,4710
Std.deviasi 2,8268  2,7616 1,1568 0,9780 0,7312
Shapiro Wilk 0,750*  0,113* 0,426* 0,682* 0,052*
Levene test 0,007
One Way 0,009%**
ANOVA

Keterangan: *Normal p>0,05 **Homogen p>0,05 ***Signifikan
p<0,05
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Tabel 5.1 menunjukkan bahwa rerata kadar IL-10 tertinggi
pada kelompok kombinasi gel ekstrak daun pegagan 10% dan air
alkali sebesar 8,47104+0,7312. Diikuti oleh kelompok pemberian
tunggal ekstrak daun pegagan 10% sebesar 7,7418 +1,1568. Pada
kelompok pemberian air alkali tunggal juga terlihat meningkatkan
kadar 1L-10 hingga 7,3365 +0,9780. Pada kelompok kontrol positif
HA mengalami sedikit peningkatan kadar 1L-10 hingga
6,3023+2,7616. Kelompok kontrol negatif memiliki kadar IL-10
terendah yaitu 4,2773+2,8268. Seluruh kelompok rerata kadar 1L-10
berdasarkan uji shapiro wilk berdistribusi normal dengan nilai p-
value >0,05 dan uji homogenitas dengan menggunakan lavene test
diperoleh hasil data yang tidak homogen dengan nilai p-value
(p<0,05). Sebaran data normal dan tidak homogen maka analisis data
menggunakan uji parametrik one way ANOVA. Hasil uji one way
ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan signifikan pada kelompok
penelitian dengan nilai p-value 0,009 (p<0.05). Hasil signifikan pada
uji one way ANOVA kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc
Tamhane untuk mengetahui kelompok mana yang paling berbeda

signifikan.
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Tabel 5.2. Perbedaan Ekspresi kadar IL-10 antara kelompok
penelitian

K1 K2 K3 K4 K5

K1 - 0,080 0,004* 0,011* 0,001*
K2 0,080 - 0,206 0,360 0,062
K3 0,004* 0,206 - 0,718 0,517
K4  0,011* 0,360 0,718 - 0,316

K5 0,001* 0,062 0,517 0,316 -
*Uji Post hoc Tamhane dengan nilai signifikan p<0.05

Kadar IL-10 {pg/mL}

Gambar 5.2. kadar IL-10 pada tikus model collagen loss. Data
ditampilkan dengan nilai rata-rata dari 6 hewan model + SD. *
p<0,05 berbeda secara signifikan dan ns p>0,05 tidak berbeda secara
signifikan.

Hasil uji post hoc tamhane kadar IL-10 pada tabel 5.2
menunjukkan kadar IL-10 pada kelompok tikus kontrol negatif UVB
terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok gel ekstrak daun
pegagan 10% pada pemberian tunggal, kelompok pemberian tunggal

air alkali dan terhadap kelompok pemberian kombinasi gel ekstrak

daun pegagan 10% dan air alkali. Berdasarkan data diatas dapat
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disimpulkan bahwa pemberian pemberian gel ekstrak daun pegagan
10% secara tunggal dan kombinasi dengan air alkali berpengaruh
secara signifikan terhadap peningkatan kadar 1L-10 pada tikus jantan
galur wistar yang disinari UVB, sehingga pernyataan hipotesis

diterima.

Efek Pemberian Kombinasi Gel Ekstrak Daun Pegagan dan Air
Alkali terhadap Kadar SOD

Rerata kadar SOD mengalami peningkatan pada semua
kelompok perlakuan baik perlakuan kontrol positif HA, perlakuan
tunggal gel ekstrak daun pegagan 10%, air alkali, dan kombinasi gel
ekstrak daun pegagan 10% dan air alkali. Peningkatan tertinggi kadar
SOD pada pemberian tunggal gel ekstrak daun pegagan 10% sebesar
135,773+15,082. Pada kelompok perlakuan lainnya memiliki kadar
SOD ~ 132 pg/mL. Kelompok kontrol negatif yang hanya di papar
sinar UVB memiliki kadar SOD 71,978+40,723 (Tabel 5.3).

Tabel 5.3. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji
Homogenitas pada Kadar SOD

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 KS Sig.(p)
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6
Kadar SOD
Mean 71,978 132,248 135,773 132,615 132,897
Std.deviasi 40,723 9,778 15,082 14,037 6,572

Shapiro Wilk

Levene test
One Way
ANOVA

Keterangan:

p<0,05

0,197*  0,184* 0,667* 0,245%* 0,566*
0,001
0,001 ***

*Normal p>0,05 **Homogen p>0,05 ***Signifikan
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Seluruh kelompok kadar SOD berdasarkan uji shapiro wilk
berdistribusi normal dengan nilai p-value >0,05 dan uji homogenitas
dengan menggunakan lavene test diperoleh hasil data tidak homogen
dengan nilai p-value 0,001 (p<0,05). Sebaran data normal dan tidak
homogen maka analisis data menggunakan uji parametrik one way
ANOVA. Hasil uji one way ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan
signifikan pada kelompok penelitian dengan nilai p-value 0,001
(p<0.05). Hasil signifikan pada uji one way ANOVA kemudian
dilanjutkan dengan wuji post hoc Tamhane untuk mengetahui
kelompok mana yang paling berbeda signifikan.

Tabel 5.4. Perbedaan kadar SOD antara kelompok penelitian
K1 K2 K3 K4 K5

K1 . 0,001* 0,001~ 0,001*%  0,001*
K2 0,001* - OREED U 6NN 3
K3 0,001* 0,775 = 0,797 0,815
K4 0,001* 0976 = 0,797 . 0,982

K5 0,001* 0958 0,815 0,982 -
*Uji Post hoc Tamhane dengan nilai signifikan p<0.05

Hasil uji post hoc Tamhane pada tabel 5.4 menunjukkan kadar
SOD pada kelompok tikus kontrol negatif yang dipapar sinar UVB
tanpa perlakuan terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok
yang diberi Hyaluronic Acid, kelompok yang diberi gel ekstrak daun
pegagan 10%, kelompok yang diberi air alkali dan kelompok yang
diberi kombinasi gel ekstrak daun pegagan 10% dan air alkali.
Berdasarkan data diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian
kombinasi gel ekstrak daun pegagan 10% dan air alkali berpengaruh

secara signifikan terhadap kadar SOD pada tikus jantan galur wistar
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yang disinari UVB, sehingga pernyataan hipotesis diterima.
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Gambar 5.3. Kadar SOD pada tikus model collagen loss. Data
ditampilkan dengan nilai rata-rata dari 6 hewan model + SD. *
p<0,05 berbeda secara signifikan dan ns p>0,05 tidak berbeda

secara signifikan.

5.2. Pembahasan

Paparan UV-B akut dapat menyebabkan respon inflamasi dan stress
oksidatif akut pada kulit. Proses ini melibatkan penurunan ekspresi sitokin
anti-inflamasi seperti IL-10 dan penurunan enzim antioksidan SOD .
Inflamasi setelah paparan UVB melibatkan beberapa jalur sinyal yaitu jalur
sinyal NF-kB yang selanjutnya memicu ekspresi matriks metalloproteinase
(MMPs) sehingga menginduksi degradasi kolagen "®. Pemberian senyawa
antiinflamasi dan antioksidan dapat menurunkan sitokin proinflamasi dan

memicu ekspresi enzim antioksidan sehingga menunjukkan efek perbaikan

kolagen yang baik pada kulit. Penurunan stres oksidatif dan inflamasi akibat
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paparan sinar UVB akut dapat dicegah dengan berbagai senyawa yang
mampu menyeimbangkan radikal seperti senyawa flavonoid “’. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian gel ekstrak daun pegagan
10% secara tunggal maupun dikombinasi dengan air alkali dapat
meningkatkan kadar IL-10 dan SOD.

Ekstrak daun pegagan mengandung berbagai metabolit sekunder
seperti flavonoid, alkaloid, tannin, saponin, dan triterpenoid yang memiliki
aktivitas sebagai antioksidan dimana dapat menekan keseimbangan level
ROS dengan cara meningkatkan pembentukan sistem antioksidan sehingga
dapat menekan inflamasi ® ®°. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa
senyawa flavonoid ~menekan produksi stress oksidatif dengan
menyeimbangkan O> radikal *’. Senyawa flavonoid dapat menginduksi
pelepasan SOD, SOD merupakan enzim yang dapat menekan ROS dengan
mekanisme menghasilkan oksigen molekuler dari oksidasi hidrogen
peroksida yang disebut disproporsionasi. Aktivitas enzim SOD bergantung
pada konformasi structural dari tiga domain esensial, bagian heme pada sisi
aktif, ikatan NADPH yang tereduksi dalam domain pengikatan NADPH dan
struktur sekunder kompleks yang dibentuk oleh jalinan dan jalinan loop
peptida panjang selama tetramerisasi ®*. Disisi lain, kondisi inflamasi akibat
UVB dapat diturunkan dengan peningkatan kadar sitokin anti-inflamasi IL-
10 pada akhirnya dapat mengurangi ekspresi MMP, sehingga menjaga
keutuhan densitas struktur kolagen pada kulit yang rusak akibat UVB %

Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa daun pegagan dapat menghambat
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aktivitas MMPs sehingga mencegah degradasi ekstra seluler matriks
(ECM)®#,

Pada penelitian ini pemberian dosis tunggal gel ektrak daun pegagan
10% dan air alkali dapat meningkatan kadar SOD dan kadar IL-10. Pada
pemberian kombinasi gel ekstrak daun pegagan 10% dan air alkali dapat
meningkatkan kadar [IL-10 paling tinggi bila dibandingkan dengan
kelompok perlakuan lainnya. Pada hasil penelitian ini memiliki nilai
standart deviasi yang cukup lebar sehingga pada kadar IL-10 kelompok
kontrol negatif dan kelompok kontrol positif tidak berbeda signifikan, hal
ini disebabkan setiap hewan uji memiliki respon yang berbeda-beda, kondisi
fisiologis tiap hewan dapat bervariasi meski dalam kelompok penelitian
yang sama, dan dapat disebabkan perbedaan tingkat stres pada hewan uji .
Kelompok kontrol positif pada penelitian ini  bertujuan untuk
membandingkan efektifitas gel ekstrak daun pegagan dan air alkali dengan
terapi standart yang sudah terbukti dapat mencegah kehilangan kolagen.
Hasil kadar 1L-10 yang tidak berbeda signifikan antara kelompok kontrol
negatif UVB dan kelompok kontrol positif hal ini dapat disebabkan karena
kemungkinan mekanisme aksi HA dalam mencegah kolagen loss bukan
melalui jalur antiinflamsi 1L-10. Efekstifitas yang ditunjukkan oleh
kombinasi gel ekstrak daun pegagan 10% dan air alkali terhadap kerusakan
kolagen akibat UVB pada penelitian ini sejalan dengan penelitian terdahulu
mendemonstrasikan manfaat pH basa dalam meningkatkan stabilitas matriks

ekstraselular kulit %. Penelitian terdahulu melaporkan senyawa flavonoid
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menginduksi peningkatan kadar SOD melalui ikatan hidrogen dengan
Ser212 melalui gugus 3’-OH menyebabkan penghambatan aktivitas protein
kinase kinase (MEK1). Flavonoid juga menghambat aktivasi
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) dan mengaktivasi protein kinase (MAPK)
untuk menginduksi ekspresi enzim antioksidan SOD"°. Adanya kemampuan
senyawa golongan flavonoid sebagai antioksidan dan antiinflamasi yang
sinergis dengan kemampuan antioksidan air alkali membuktikan bahwa
pemberian kombinasi ini dapat menurunkan degradasi kolagen akibat UVB.
Air alkali juga memiliki sifat antioksidan yang dapat berkontribusi pada
efek sinergis pada penelitian ini % Air alkali dapat membantu
mempertahankan pH optimal untuk aktivitas SOD dalam menjaga

keseimbangan - oksidatif dikulit .

Kemampuan memperbaiki kondisi
collagen loss pada penelitian ini akibat penurunan peningkatan enzim
antioksidan SOD dan sitokin anti inflamasi IL-10 kemungkinan terjadi
melalui mekanisme ganda, yaitu penghambatan jalur faktor transkripsi
inflamasi NF-kB dan efek antioksidan langsung dari ekstrak daun pegagan
dan air alkali ®®®. Hal ini konsisten dengan temuan sebelumnya yang
menunjukkan bahwa ekstrak daun pegagan dapat menekan berbagai
mediator inflamasi, termasuk IL-6, pada model inflamasi kulit ¥, Temuan
ini membuka perspektif baru dalam pengembangan sediaan topikal untuk

perbaikan kolagen loss dengan potensi aplikasi yang lebih luas dalam

penanganan kondisi inflamasi kulit lainnya.
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Keterbatasan pada penelitian ini belum dilakuakn analisis terhadap gel
ekstrak daun pegagan dengan variasi dan konsentrasi yang lebih besar untuk
diamati bagaimana reaksi terhadap kadar SOD dan kadar IL-10 maupun
parameter molekular lainnya. Hasil pada penelitian ini hanya terbatas pada
model hewan coba tikus, perlu dilakukan penelitian lanjutan yang dapat
dilanjutkan pada fase klinis untuk mengetahui pengaruh kombinasi gel

ekstrak daun pegagan dan air alkali secara oral tehadap kulit manusia.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1. Terdapat pengaruh pemberian gel topikal ekstrak Daun Pegagan pada
dosis 10% dan air alkali secara oral 3 kali 2 ml dalam sehari terhadap
kadar peningkatan kadar Superoksida Dismutase (SOD) pada tikus
wistar model collagen loss yang dipapar sinar UVB.

2. Terdapat pengaruh pemberian gel topikal ekstrak Daun Pegagan pada
dosis 10% dan air alkali secara oral 3 kali 2 ml dalam sehari terhadap
peningkatan kadar Interleukin - 10 (IL - 10) pada tikus wistar model

collagen loss yang dipapar sinar UVB.

6.2. Saran
1. Analisis terhadap gel ekstrak daun pegagan dengan variasi dan
konsentrasi yang lebih besar untuk diamati bagaimana reaksi terhadap
kadar SOD dan kadar IL.-10 maupun parameter molekular lainnya.
2. Penelitian dapat dilanjutkan pada fase klinis untuk mengetahui pengaruh
gel ekstrak daun pegagan dan air alkali secara oral tehadap kulit

manusia.
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