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ABSTRAK

Latar Belakang: Photoaging dapat disebabkan paparan sinar UV yang merusak
DNA, meningkatkan stres oksidatif, dan degradasi kolagen melalui aktivasi MMP-
1. Penggunaan retinol dapat menghambat MMP-1 dan melindungi kulit dari
kerusakan UV, namun berisiko menimbulkan iritasi dan meningkatkan sensitivitas
terhadap sinar matahari. Tanaman Bidara (Ziziphus mauritiana) memiliki potensi
antioksidan dan antiinflamasi untuk mengatasi kerusakan kulit akibat UVB.
Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh krim ekstrak daun bidara
terhadap MMP-1 dan kolagen pada kulit tikus Wistar yang dipapar sinar UVB.
Metode: Penelitian ini merupakan eksperimen in vivo dengan desain post test only
control group, yang melibatkan kelompok sehat (K1), kontrol negatif (K2) yang
dipapar UVB tanpa perlakuan, perlakuvan 1 (K3) dengan krim retinol, dan
perlakuan 2 (K4) dengan krim ekstrak daun bidara 5%. Data dianalisis
menggunakan SPSS dengan uji One-Way Anova dan Post-hoc Tamhane untuk
kadar MMP-1 (p<0,05) serta uji Kruskal-Wallis untuk densitas kolagen (p<0,05).
Hasil: Hasil penelitian menunjukkan kadar MMP-1 tertinggi pada kelompok krim
ekstrak daun bidara 5% (7,51 ng/mL), diikuti krim retinol (6,31 ng/mL), kontrol
negatif (5,46 ng/mL), dan sehat (5,09 ng/ml.). Uji One-Way Anova menunjukkan
perbedaan signifikan (p = 0,000), dengan perbedaan bermakna antara K1 dan K3,
K1 dan K4, serta K2 dan K4. Densitas kolagen tertinggi ditemukan pada kelompok
sehat (100%), diikuti krim retinol (97,50%), krim daun bidara 5% (95,83%), dan
kontrol negatif (95,00%). Uji Kruskal-Wallis menunjukkan perbedaan tidak
signifikan (p = 0,071).

Kesimpulan: Pemberian krim ekstrak daun bidara 5% efektif meningkatkan kadar
MMP-1 pada kulit tikus yang dipapar sinar UVB, tetapi tidak berpengaruh
signifikan terhadap densitas kolagen.

Kata Kunci: Krim daun bidara, MMP-1, densitas kolagen, UVB
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ABSTRACT

Background: Photoaging can be caused by UV exposure that damages DNA,
increases oxidative stress, and collagen degradation through MMP-1 activation.
The use of retinol can inhibit MMP-1 and protect the skin from UV damage, but
has the risk of causing irritation and increasing sensitivity to sunlight. The Bidara
plant (Ziziphus mauritiana) has antioxidant and anti-inflammatory potential to
overcome skin damage caused by UVB. This study aims to evaluate the effect of
bidara leaf extract cream on MMP-1 and collagen in the skin of Wistar rats exposed
to UVB rays.

Methods:This study is an in vivo experiment with a post test only control group
design, involving a healthy group (K1), a negative control (K2) exposed to UVB
without treatment, treatment 1 (K3) with retinol cream, and treatment 2 (K4) with
5% bidara leaf extract cream. Data were analyzed using SPSS with One-Way
Anova and Post-hoc Tamhane tests for MMP-1 levels (p<0.05) and Kruskal-Wallis
tests for collagen density (p<0.05).

Results: The results showed the highest MMP-1 levels in the 5% bidara leaf extract
cream group (7.51 ng/mL), followed by retinol cream (6.31 ng/mlL), negative
control (5.46 ng/mL), and healthy (5.09 ng/mL). The One-Way Anova test showed
significant differences (p = 0.000), with significant differences between K1 and K3,
K1 and K4, and K2 and K4. The highest collagen density was found in the healthy
group (100%), followed by retinol cream (97.50%), 5% bidara leaf cream
(95.83%), and megative control (95.00%). Kruskal-Wallis test showed no
significant difference (p = 0.071).

Conclusion: Administration of 5% bidara leaf extract cream effectively increased
MMP-1 levels in the skin of mice exposed to UVB rays, but had no significant effect
on collagen density.

Keywords: Bidara leaf cream, MMP-1, collagen density, UVB
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1.1.

BABI

PENDAHULUAN

Latar Belakang Masalah
Photoaging adalah proses penuaan kulit yang disebabkan oleh paparan

sinar ultraviolet (UV) dari matahari.!

Paparan sinar matahari memicu
berbagai perubahan molekuler dan seluler pada kulit, seperti kerusakan DNA,
peningkatan stres oksidatif, reaksi peradangan, serta modifikasi aktivitas sel
imun. Perubahan-perubahan ini secara keseluruhan berperan dalam proses
penuaan kulit dan munculnya gangguan kulit yang berhubungan.'
Perubahan pada tingkat molekuler di kulit melibatkan peningkatan aktivitas
Matriks Metalloproteinase-1 (MMP-1), yang berfungsi dalam proses
degradasi kolagen.? Retinol merupakan bahan aktif yang efektif dalam
produk kosmetik, tidak hanya memberikan efek anti-penuaan tetapi juga
melindungi kulit dari kerusakan akibat sinar UV dengan menghambat
aktivitas matriks metalloproteinase. Namun, penggunaan bahan ini dapat
menimbulkan efek samping seperti kemerahan (eritema), pengelupasan, dan
peningkatan sensitivitas terhadap sinar matahari, sehingga perlu penanganan
yang cermat selama proses perawatan.* Belum banyak produk anti-aging
yang menggunakan bahan alam sebagai antioksidan dan menghambat
degradasi kolagen oleh enzim matriks metaloproteinase (MMP-1) yang
diinduksi oleh paparan sinar UV. Tanaman Bidara memiliki efek antioksidan
dan anti- inflamasi yang potensial, menjadikannya komponen penting dalam

formulasi yang bertujuan mengatasi photoaging dan kerusakan kulit



akibat paparan UVB. Penelitian ini mendukung pemanfaatan tanaman
bidara dalam aplikasi topikal, khususnya dalam formulasi krim yang
mengandung senyawa aktifnya untuk menangani photoaging dan kerusakan
kulit yang disebabkan oleh paparan UVB.

Paparan sinar UV-B memicu pembentukan radikal bebas pada kulit,
yang dapat menyebabkan stres oksidatif, kerusakan sel, inflamasi, serta
berkontribusi pada penuaan kulit akibat cahaya (photoaging) dan risiko
kanker kulit.!” Kerusakan kulit karena paparan sinar UV disebabkan oleh
generasi ROS dan berbagai faktor inflamasi.> Radiasi sinar UV-B dapat
menembus epidermis dan dapat menginduksi kerusakan DNA pada sel-sel
kulit dengan meningkatkan konsentrasi reactive oxygen species (ROS).!*>
Kelainan kulit yang diakibatkan oleh radiasi sinar UV bermula dari
pembentukan reactive oxygen species (ROS) dan sintesis MMP-1 oleh
fibroblas dermis yang berperan pada penuaan kulit.!** Sinar UV
menginduksi radikal ROS untuk berperan sebagai perantara sekunder untuk
mengaktivasi famili MAPK yang berujung pada kerusakan genetik persisten,
ditandai dengan peningkatan ekspresi AP- 1 dan MMP.!** Radiasi UV juga
mampu menurunkan ekspresi inhibitor MMP, yaitu TIMPs, yang
mengakibatkan peningkatan degradasi kolagen serta berhubungan dengan
kerusakan jaringan dan respon peradangan.'->>
Krim tabir surya sangat penting untuk melindungi kulit dari bahaya

radiasi UV.*® Tabir surya yang diperkaya dengan antioksidan memiliki peran

penting dalam mencegah penuaan dengan melindungi kulit dari stres



1.2

oksidatif akibat radiasi UV.%’ Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa sifat antioksidan daun bidara dapat dimanfaatkan secara optimal
dalam formulasi krim antipenuaan. Selain itu, daun ini juga berperan dalam
melembapkan kulit, meningkatkan elastisitas, dan mengurangi pigmentasi.
Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa penggunaan krim
berbahan ekstrak daun Ziziphus mauritiana yang memiliki sifat antioksidan
dan mendukung peremajaan kulit berpotensi untuk memodulasi aktivitas

.52 Daun

MMP1 serta membantu mempertahankan kadar kolagen di kuli
bidara tidak hanya memiliki efek antioksidan, tetapi juga menunjukkan
berbagai aktivitas biologis lainnya, termasuk antikanker, antibakteri,
antidiabetes, dan antidiare.'®!"

Berdasarkan uraian tersebut peneliti tertarik melakukan penelitian
untuk membuktikan apakah terdapat pengaruh pemberian krim ekstrak daun
bidara (Ziziphus Mauritiana) dalam menghambat peningkatan kadar MMP-

1 dan penurunan densitas kolagen pada kulit tikus Wistar jantan (Rattus

Norvegicus) yang dipapar sinar ultraviolet B.

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka disusun rumusan masalah
yaitu apakah terdapat pengaruh pemberian krim ekstrak daun bidara
(Ziziphus Mauritiana) dalam menghambat peningkatan kadar MMP-1 dan
penurunan densitas kolagen pada kulit tikus Wistar jantan (Rattus Norvegicus)

yang dipapar sinar ultraviolet B.



1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh pemberian krim ekstrak daun
bidara terhadap kadar MMP-1 dan kolagen pada kulit tikus Wistar

jantan yang dipapar sinar ultraviolet B.

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Membuktikan pengaruh pemberian krim ekstrak daun bidara
dalam menghambat peningkatan kadar MMP-1 pada kulit tikus
Wistar jantan yang dipapar sinar ultraviolet B.
2. Membuktikan pengaruh pemberian krim ekstrak daun bidara
dalam menghambat penurunan densitas kolagen pada kulit tikus

Wistar jantan yang dipapar sinar ultraviolet B.

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Penelitian 1ni- diharapkan dapat memberikan bukti ilmiah
mengenai peran pemberian krim ekstrak daun bidara terhadap kadar

MMP-1 dan kolagen pada tikus yang diinduksi sinar UV-B.



1.4.2. Manfaat Praktis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi

kepada masyarakat tentang manfaat penggunaan ekstrak daun bidara

dalam melindungi kulit dari kerusakan yang disebabkan oleh paparan

sinar UV, sehingga ekstrak tersebut dapat dimanfaatkan sebagai

perlindungan terhadap sunburn.

1.5. Originalitas Penelitian

Hasil pencarian sumber pustaka menunjukan saat ini belum ada secara

molecular tentang penclitian yang menilai pengaruh pemberian krim ekstrak

daun bidara terhadap kadar MMP-1 dan kolagen yang diinduksi sinar UVB

pada tikus wistar. Beberapa penelitian yang berhubungan dengan penelitian

ini diantaranya:

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No. Peneliti Judul Metode Hasil penelitian
1. Akhtar N,  Ziziphus Eksperimental ~ Ekstrak daun
Ljaz S, Khan = mauritiana ~— leaf ,in vivo Ziziphus mauritiana
HMS, Uzair  extract emulsion memiliki sifat anti-
B,Khan BA, for skin penuaan, serta efek
Khan BA.  rejuvenation mencerahkan  kulit,
Ziziphus melembabkan, dan
2016 viskoelastik pada
kulit manusia. Hasil
ini mendukung
potensi penggunaan
ekstrak alami ini
dalam formulasi
kosmetik yang
ditujukan untuk
peremajaan kulit
2. Karliana L, Efektivitas ekstrak Eksperimental = Pemberian  ekstrak

Wikanta daun bidara , in vivo

daun bidara efektif
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(ziziphus
mauritiana) dalam
penyembuhan
Luka iris pada
mencit jantan (mus
musculus)

Uji  antiinflamasi
sediaan krim tipe
m/a ekstrak daun
bidara

Arab (ziziphus
mauritiana  lam)
terhadap  mencit
putih jantan

(mus musculus 1)

Identifikasi
Kandungan
Senyawa = Kimia
Dan Analisis
Proksimat
Terhadap Ekstrak
Etanol Daun
Bidara Arab
(Ziziphus
Mauritiana L)
Identifikasi
kandungan
senyawa
antioksidan
ekstrak

Daun bidara
(ziziphus
mauritiana lamk.)
Dengan
Menggunakan
metode DPPH
Penentuan Kadar
Flavonoid  Total
dan Aktivitas
Antioksidan
Ekstrak Etanol
Daun Bidara
(Ziziphus

spina-christi L.)

Eksperimental
, In Vivo

Eksperimental
, in vitro

Eksperimental,

1n vitro

Eksperimental
, in vitro

dalam penyembuhan
luka iris

Krim
diformulasikan
dengan ekstrak daun
bidara arab, terutama
pada konsentrasi
15% (formula 3),
menunjukkan  efek
anti-inflamasi  yang
signifikan pada
mencit putih jantan.
Ekstrak bidara arab
mengandung
Alkaloid, Glikosid,
Saponin, Terpenoid,
Steroid, Flavonoid,
Tanin, Antrakuinon

yang

Ekstrak etanol daun
bidara menunjukkan
aktivitas antioksidan
yang sedang.

Ekstrak etanol daun
bidara (Ziziphus
spina-christi L.)
memiliki potensi
sebagai antioksidan
yang kuat.




Berdasarkan tinjauan terhadap enam penelitian sebelumnya, terdapat
kesamaan dan perbedaan yang relevan. Secara umum, seluruh penelitian
memiliki tujuan yang serupa, yakni mengembangkan produk herbal untuk
menangani penuaan. Salah satu kesamaan utama yang terlihat adalah
penggunaan ekstrak daun bidara sebagai bahan utama, yang menunjukkan
potensi besar tanaman ini dalam pengembangan produk perawatan kulit.

Penelitian Akhtar menunjukkan bahwa krim yang mengandung ekstrak
daun Ziziphus mauritiana memiliki potensi besar sebagai formulasi anti-
penuaan, dengan manfaat yang mencakup peremajaan kulit, pencerahan, dan
hidrasi, serta menunjukkan kestabilan yang baik untuk aplikasi topikal.®
Penelitian lain yang dilakukan Maria menganalisis kandungan senyawa
dalam tanaman bidara, seperti alkaloid, glikosida saponin, terpenoid, steroid,
flavonoid, tanin, dan antrakinon.'> Penelitian yang dilakukan Lestari
menunjukkan bahwa ekstrak daun Bidara dapat diformulasikan secara efektif
menjadi krim dengan sifat anti-inflamasi yang signifikan, terutama pada

konsentrasi yang lebih tinggi."

Hasil penelitian Karliana mendukung
pemanfaatan ekstrak daun bidara sebagai pengobatan efektif untuk
mempercepat penyembuhan luka, sehingga menunjukkan potensinya dalam
aplikasi herbal tradisional.'* Penelitian ini menekankan potensi manfaat
kesehatan dari daun bidara, yang didukung oleh kandungan flavonoid dan

sifat antioksidannya, serta mendorong penelitian lebih lanjut untuk

pengembangan aplikasi terapeutik.'®
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TINJAUAN PUSTAKA

Kulit Manusia

Kulit adalah membran lapisan ganda yang menutupi bagian eksterior
tubuh. Kulit tersusun atas epidermis dengan susunan selular berlapis dan
dermis yang berisi jaringan ikat. Epidermis tersusun atas keratinosit dan
memiliki ketebalan sekitar 0,05-0,1 mm.'® Dermis mengandung kolagen,
jaringan elastis, dan zat-zat lainnya dengan ketebalan bervariasi sesuai

lokasi (Gambar 2.1).!%!7
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Gambar 2.1. Struktur kulit. ¢

2.1.1. Epidermis
Lapisan epidermis terdiri dari 5 lapisan yang berurutan dari luar
ke dalam yaitu stratum korneum, stratum lusidum, stratum
granulosum, strartum spinosum dan stratum basalis. Pada stratum
granulosum terdapat sel langerhans yang berperan pada sistem imun

tubuh.'®!7 Stratum basal, atau biasa dikenal sebagai stratum



germinativum, adalah lapisan terdalam yang terpisah dari dermis dan
dibatasi oleh membrana basalis. Stratum basal menempel pada
membrana basalis melalui hemidesmosom. Stratum basalis berisi sel
basal yang mampu berproliferasi membentuk sel baru yang didorong
ke atas menuju stratum spinosum, lalu ke stratum granulosum
kemudian ke stratum lucidum dan terakhir ke stratum korneum berupa
sel keratinosit yang akhirnya akan di lepas oleh kulit. Proses tersebut
disebut dengan keratinogenesis yang berlangsung sekitar 21-28
hari.'%!7

Sel pada startum basal berbentuk kuboid hingga kolumnar, aktif
melakukan mitosis untuk memproduksi keratinosit dan melanosit.
Stratum spinosum terdiri atas 8-10 lapis sel polihedral ireguler
dengan prosesus sitoplasmik. Prosesus sitoplasmik akan menonjol
keluar, membentuk ikatan dengan sel di sekitarnya menggunakan
desmosom. Sel dendritik juga dapat ditemukan pada stratum
spinosum. Stratum granulosum tersusun atas 3-5 lapis sel berbentuk
wajik dengan granul keratohyalin dan lamelar. Granul keratohyalin
berisi prekursor keratin, sedangkan granul lamelat berisi
glikolipid.Stratum lusidum hanya ditemukan pada lapisan kulit yang
tebal seperti telapak tangan dan kaki. Stratum lusidum tersusun atas 2-
3 lapisan tipis transparan yang berisi eleidin berupa transformasi dari
keratohyalin. Lapisan paling atas yaitu stratum korneum tersusun atas

20-30 lapis berisi sel tanduk dari keratinosit yang sudah mati, atau
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dikenal sebagai sel skuamous anukleus.'¢

Dermis

Lapisan dermis terhubung dengan epidermis pada bagian
membrana basalis. Dermis tersusun atas dua lapisan jaringan ikat
yaitu lapisan papiler dan retikuler. Lapisan papiler di bagian atas
tersusun atas jaringan ikat longgar dan bersentuhan dengan
epidermis, sedangkan lapisan retikuler di bagian dalam terusus atas

1.'° Dermis

jaringan ikat tebal dan padat dengan selularitas minima
berisi kelenjar keringat, rambut, folikel rambut, otot, neuron sensoris,
dan vasa darah. Setelah dermis terdapat lapisan hipodermis atau fascia
subkutan. Hipodermis merupakan lapisan terdalam kulit yang berisi
lobul adiposa dengan folikel rambut, neuron sensoris, dan vasa darah.
Pars retikularis mengandung unsur fibrous yang lebih padat
dibandingkan dengan pars papilaris. Unsur fibrous terdiri dari:'®
a. Kolagen: merupakan 70% dari berat kering seluruh jaringan ikat
yang terbentuk oleh fibroblas, tersusun atas fibrin dari rantai
polipeptida. Kolagen ini bertangung jawab pada ketegangan kulit
dan kekuatan kulit. Kolagen utama penyusun dermis adalah
kolagen tipe 1 sebanyak 80% dan kolagen tipe 3 sebanyak 20%.'¢
b. Elastin: hanya 2% dari berat kering seluruh jaringan ikat. Serat
elastin ini juga Dibentuk oleh fibroblast akan tetapi sunannya
lebih halus dibandingkan kolagen. Serat elastin ini bertanggung

jawab atas elastisitas kulit.'®
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2.1.3. Fibroblas

Fibroblas merupakan sel yang utama di dermis dan bertanggung
jawab untuk mensintesis elemen-elemen matriks ekstraseluler di
dermis, seperti kolagen, elastin, retikulin dan proteoglycan-
glycosaminoglycan macromolecul. Selain itu fibroblast juga
mengontrol turnover jaringan penunjang dengan mensekresi enzim-
enzim yang mendegradasi kolagen, elastin, proteoglikan, dan
glikosaminoglikan.'® Pada usia muda fibroblas banyak memproduksi
protein penyusun matriks ekstraseluler akan tetapi dengan
bertambahnya usia, fibroblas berkurang keaktifannya untuk
memproduksi protein matriks ekstraseluler terutama kolagen.!'¢ Dan
pada penuaan terjadi peningkatan Matrix Metalloproteinase sehingga

terjadi ketidak seimbangan pada matriks ekstraseluler dermis. '

2.2. Matrix Metalloproteinase

Matriks Metalloproteinase (MMP) memiliki peran penting dalam
proses penuaan kulit akibat paparan sinar matahari, terutama MMP-1, yang
juga dikenal sebagai Kolagenase interstisial. MMP-1 berperan dalam
menguraikan komponen matriks ekstraseluler (ECM).'*! MMP-1
merupakan bagian dari kelompok proteinase yang mengandung zinc serta
mampu memecah berbagai protein ECM. Ekspresi MMP-1 dapat dipicu oleh
faktor-faktor tertentu, salah satunya adalah paparan sinar ultraviolet B

(UVB). Radiasi UVB ini menyebabkan peningkatan produksi MMP-1 dalam
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fibroblas kulit manusia sebagai respons terhadap kerusakan, namun juga
berkontribusi pada degradasi kolagen, yang mempercepat proses
penuaan pada kulit.!5%

MMP-1 disekresikan oleh keratinosit dan fibroblas dermis sebagai
respons terhadap berbagai rangsangan, seperti radiasi UV, stres oksidatif, dan
sitokin. Enzim ini berperan penting dalam mendegradasi Kolagen tipe I,
komponen utama matriks ekstraseluler (ECM) kulit. Sebagai bagian dari
kelompok kolagenase, yang juga mencakup MMP-8 dan MMP-13. MMP-1
memiliki peran kunci dalam berbagai proses patologis seperti photoaging,
penyembuhan luka, inflamasi, dan kanker. Paparan sinar UV memicu
produksi spesies oksigen reaktif (ROS), seperti radikal hidroksil (OH ),
anion superoksida (O:-), hidrogen peroksida (H-O2), dan oksigen singlet
("O2) di dalam sel. ROS bersifat reaktif secara kimia, menjadi pemicu awal
aktivasi' MMP akibat radiasi UVB. Kenaikan kadar ROS setelah paparan
UVB menyebabkan stres oksidatif seluler, yang mengaktifkan jalur sinyal
intraseluler dan faktor transkripsi, termasuk protein aktivator-1 (AP-1) dan
faktor nuklir kappa-light-chain-enhancer (NF-xB) dari sel B yang
diaktiftkan. ROS bertindak sebagai sinyal sekunder untuk mengaktifkan
Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), yang mencakup ERK, K48, dan
JNK. Aktivasi MAPK ini mendorong ekspresi c-Fos dan c-Jun, komponen
utama dari AP-1. AP-1 kemudian mengikat promotor gen MMP,
meningkatkan ekspresi MMP-1, yang memicu degradasi kolagen dan elastin

di ECM. Dengan demikian, ROS tidak hanya merusak komponen seluler
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melalui stres oksidatif, tetapi juga mempercepat penuaan kulit dengan
meningkatkan ekspresi MMP-1, yang mengurangi integritas ECM dan
menghambat biosintesis kolagen. Selain itu, stres oksidatif dari UVB juga
dapat menyebabkan kerusakan genetik pada sel-sel kulit seperti keratinosit
dan melanosit, yang berperan dalam produksi dan transfer pigmen. 32!
Paparan UVB juga menyebabkan keratinosit mengeluarkan GM-CSF
(Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor), yang memicu
fibroblas dan merangsang ekspresi MMP-1, sehingga mendegradasi Kolagen
tipe I dan berkontribusi pada hilangnya elastisitas kulit. Oleh karena itu,
pengembangan inhibitor MMP, termasuk penghambat MMP-1, dianggap
sebagai strategi yang menjanjikan untuk terapi anti-aging dan pencegahan

kerusakan kulit akibat sinar matahari.>!

ROS/Oxidative Stress

+

* c-Jun/AP-1

¥

# Multiple MMPs

¥

* Broken Collagen
(Damaged Dermis)
Gambar 2.2. Stres oksidatif yang dipicu oleh ROS berperan dalam kerusakan
dermis melalui induksi berbagai MMP. %
Radikal bebas (ROS) menyebabkan kerusakan pada dermis kulit
dengan cara memicu peningkatan ekspresi berbagai jenis MMP. Peningkatan
ROS, yang diakibatkan oleh pengecilan ukuran fibroblas, mengaktitkan

faktor transkripsi c-Jun/AP-1, yang pada gilirannya merangsang produksi

MMP-1. Proses ini berperan penting dalam mempercepat kerusakan dermis
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yang semakin terlihat seiring bertambahnya usia. Aktivitas AP-1 dipengaruhi
oleh berbagai rangsangan, termasuk ROS, yang secara signifikan
berkontribusi terhadap degradasi struktur kulit dan penuaan.?

Reactive Oxygen Species (ROS) tidak hanya memicu peningkatan
ekspresi MMP-1 melalui jalur transkripsi seperti protein activator-1 (AP-1),
tetapi juga dapat merusak komponen seluler, termasuk DNA. Kerusakan
DNA ini berperan dalam munculnya berbagai masalah kulit, seperti penuaan
yang disebabkan oleh paparan sinar matahari (photoaging). Kerusakan DNA
akibat radiasi UVB dianggap sebagai salah satu faktor utama yang memicu
pelepasan MMP- 1, sehingga memahami mekanisme molekuler yang terlibat
dalam penuaan kulit sangat penting. Pengetahuan ini dapat digunakan untuk
mengembangkan bahan kosmetik yang efektif melindungi kulit dari sinar UV
atau memperbaiki kerusakan akibat UVB. !8:21-23
2.2.1. Aktivitas MMP-1

MMP-1, atau kolagenase-1, merupakan MMP prototipikal
dengan peran utama mendegradasi kolagen tipe I dan III. MMP-1
bertugas remodeling jaringan dalam kondisi fisiologis sehingga
berperan dalam morfogenesis, angiogenesis, embriogenesis, dan
penyembuhan luka. Dalam kondisi fisiologis, MMP-1 diekspresikan
secara normal pada ginjal, hepar, usus besar, plasenta, usus halus,
lambung, kandung kemih, dan pankreas. Pada kondisi patologis,
ekspresi MMP-1 berlebih dapat ditemukan pada kulit, hepar, usus

besar, paru-paru, dan tali pusat.'’®** Degradasi fibril kolagen
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interstitial seperti kolagen tipe I dan III dimediasi terutama oleh
MMP-1. Fungsi utama MMP-1 adalah meregulasi pergantian
kolagen. Penuaan pada jaringan kulit baik akibat usia maupun paparan
sinar UV akan menginduksi tumor necrosis alpha (TNF-a) untuk
meningkatkan aktivasi MMP-1, sehingga fragmentasi kolagen terjadi

semakin cepat.?

Kolagen

Kolagen adalah elemen yang membentuk Extra Cellular Matrix
(ECM), yang mempunyai karakteristik fisik yang unik yang berfungsi
memberikan kekuatan tegangan, integritas struktural dan pertahanan
dari kulit. Kolagen merupakan komponen terbesar dari lapisan
dermis, berkontribusi sekitar 70% dari massa kering kulit. Di dalam
tubuh manusia, terdapat berbagai jenis molekul Kolagen, Kolagen tipe
I dan Kolagen tipe III merupakan penyokong utama kulit. Kolagen
kulit terdiri atas dua rantai alfa dasar, alfa-1 dan alfa-2, yang masing-
masing terdiri atas lebih dari 1000 residu asam amino, dan rantai-
rantai ini membentuk strukturtriple helix yang sangat kuat.
Biosintesis Kolagen dimulai dari sel fibroblast dan melibatkan proses
yang kompleks, termasuk sintesis pre-pro-collagen a di ribosom
retikulum endoplasma kasar (RER) dengan vitamin C sebagai
kofaktor, yang kemudian diubah menjadi proKolagen dan akhirnya
menjadi serat Kolagen yang tidak larut. Kolagen tipe 1 adalah tipe

kolagen terbanyak di kulit yang mempunyai jumlah 80%, sedangkan
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kolagen tipe IIl hanya berjumlah 20%. Kolagen tipe I merupakan
molekul heterotrimer yang berisi dua rantai al dan satu rantai a2.
Kolagen tipe 1 tersusun atas tiga rantai polipeptida dimana setiap
rantainya terdiri dari dua rantai al dan satu rantai a2 dan mempunyai
karakteristik asam amino Gly-X-Y yaitu  Glisin-Prolin-
Hidroksiprolin. Ketiga rantai polipeptida tersebut akan tersusun
membentuk rangkaian triple helix yang dihubungkan satu sama lain
dengan ikatan hidrogen seperti yang tampak pada gambar 2.3 berikut
ini.

Kolagen memiliki beberapa fungsi penting pada kulit:

a. Memberikan kekuatan dan struktur pada kulit.

Kolagen adalah clemen utama kulit yang memberikan
kekuatan. D1 dermis, sekitar 97,5% dari protein berserat adalah
Kolagen, yang membantu menjaga struktur dan integritas kulit.

b. Menjaga elastisitas dan kekenduran kulit.

Kolagen bertanggung jawab untuk menjaga elastisitas dan
kekenduran kulit. Pada kulit muda, Kolagen tipe III membantu
menjaga kelembutan dan elastisitas kulit, sedangkan Kolagen tipe
I yang lebih dominan pada kulit dewasa, memberikan kekuatan
pada jaringan.

c. Menahan air
Kolagen berkontribusi pada kapasitas kulit untuk menahan

air, yang penting untuk menjaga hidrasi dan tampilan kulit yang
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sehat.
d. Proses penyembuhan
Kolagen juga terlibat dalam proses penyembuhan luka, di
mana ia membantu dalam pembentukan jaringan parut baru dan
pemulihan integritas kulit.
e. Dukungan mekanis
Kolagen bekerja bersama dengan protein lain seperti elastin
dan glikosaminoglikan (GAGs) untuk memberikan dukungan
mekanis dan mempertahankan struktur kulit yang sehat.
Kerusakan atau degradasi Kolagen, yang dapat terjadi karena
penuaan atau paparan radiasi UV, menyebabkan hilangnya elastisitas
dan kekuatan kulit, yang berujung pada pembentukan keriput dan
tanda-tanda penuaan lainnya.”* Paparan sinar UVB dari matahari
dapat merusak kolagen dalam kulit,yang merupakan salah satu faktor
utama yang menyebabkan photoaging atau penuaan kulit ekstrinsik.
Paparan sinar UVB pada kulit dapat meningkatkan produksi spesies
oksigen reaktif (ROS), yang memicu stres oksidatif dan mengaktifkan
jalur transduksi sinyal intraseluler. Aktivasi jalur ini menyebabkan
peningkatan ekspresi enzim Matriks Metalloproteinase-1 (MMP-1),
yang berperan dalam degradasi kolagen, sehingga berkontribusi
terhadap kerusakan struktur kulit. Selain itu, aktivasi faktor
transkripsi seperti AP-1 yang diinduksi oleh UVB dapat menghambat

efek transformasi faktor pertumbuhan-f (TGF-B) yang berperan
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dalam produksi Kolagen, sehingga mengurangi sintesis Kolagen
baru. Dampak dari kerusakan kolagen ini termasuk penurunan
kekuatan dan elastisitas kulit, yang menyebabkan pembentukan
keriput, penipisan kulit, dan perubahan tekstur kulit lainnya yang
terkait dengan photoaging.?® Untuk melawan efek negatif ROS, tubuh
menggunakan sistem pertahanan antioksidan yang meliputi enzim
seperti superoksida dismutase, katalase, dan glutation peroksidase,
serta molekul antioksidan kecil seperti vitamin C dan E. Antioksidan
ini dapat menetralkan ROS sebelum mereka menyebabkan kerusakan

yang signifikan.
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Gambar 2.3. Photoaging menyebabkan penurunan level kolagen pada dermis.?’

Kolagen dapat terpengaruh oleh kerusakan DNA yang
disebabkan oleh berbagai faktor, termasuk paparan sinar ultraviolet (UV),
khususnya UVB. Paparan sinar UVB dapat menyebabkan kerusakan
langsung pada DNA, termasuk DNA mitokondria (mtDNA) dan DNA
inti. Ketika DNA menyerap foton dari UVB, terjadi penyusunan ulang
nukleotida yang merusak DNA. Meskipun DNA dapat diperbaiki melalui
mekanisme seperti eksisi nukleotida, pada kondisi defisiensi protein atau
faktor lain, kerusakan DNA tetap dapat terjadi dan menyebabkan penuaan
dini. Kerusakan DNA 1ni juga berdampak pada fungsi seluler, termasuk
pada’ sel fibroblas didermis yang bertanggung jawab atas produksi
kolagen, dengan adanya gangguan pada perbaikan DNA, terutama pada
lansia, respons perbaikan DNA terhadap stres oksidatif akut lebih rendah
dibandingkan pada usia muda. Menyebabkan ketidakstabilan kromosom,
perkembangan sel terhenti, apoptosis, dan dermatitis kronik yang
disebabkan oleh stres oksidatif.?’ Selain itu, paparan UVB meningkatkan
produksi ROS di lapisan dermis, yang memicu reaksi molekuler berantai
sehingga meningkatkan pembentukan AP-1. AP-1 ini menstimulasi
proses transkripsi enzim Matrix Metalloproteinase (MMP) yang berperan

dalam degradasi Kolagen.?®
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Bertambahnya usia mempengaruhi struktur kolagen yang ada di
dermis, dimana kolagen mengalami fragmentasi yang dilakukan oleh
enzim protease. Paparan sinar ultraviolet yang terus menerus akan
merusak viabilitas sel fibroblast sehingga fibroblas tidak mampu
memproduksi kolagen. Selain itu paparan sinar ultraviolet juga
menyebabkan peningkatan dari Matrix Metalloproteinase yang akan
mendegradasi kolagen sehingga serat kolagen terfragmentrasi seperti yang

terlihat pada gambar 2.4 berikut ini.

Gambar 2.4. Fragmentasi Serat Kolagen Dermis dan Fibroblas yang Kolaps.?®
Pemeriksaan histologi dengan pewarnaan Hematoxylin Eosin
(HE) dan toluidine blue menunjukkan, kulit muda memiliki fiber bundles
tebal dengan sedikit rongga antar serat Kolagen, sedangkan di kulit tua
rongga serta serat tidak beraturan dan tipis. Gambaran ini menunjukkan

degradasi struktur Kolagen yang terjadi seiring bertambahnya usia.?’
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Gambar 2.5. Perbandingan kolagen muda (kiri) dan kolagen yang
telah menua kanan.?
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2.3. Sinar Ultraviolet
Sinar UV adalah radiasi non-ionisasi pada spektrum elektromagnetik
dengan panjang gelombang antara 100-400 nm. Radiasi sinar ultraviolet
terdiri atas tiga tipe yaitu:

1. Ultraviolet A (320-400 nm), merupakan tipe yang menembus lebih
dalam sampai ke dermis dan menyebabkan penuaan kulit serta
pigmentasi yang berkepanjangan.Sinar UVA memiliki gelombang
paling panjang sehingga dapat menembus kulit hingga lapisan dermis.
Sinar UVA dapat dibagi menjadi UVA 1 (320-400 nm) dan UVA 11
(320-340 nm). Sinar UVA memencar sepanjang hari dari pagi hingga
sore.?*

2. Ultraviolet B (290-320 nm) yang dapat menembus sampai lapisan
epidermis dan bertanggung jawab atas terjadinya eritema akibat terbakar
sinar matahari dan mutasi di keratinosit. Sinar UVB hanya menjangkau
lapisan epidermis saja, namun memiliki intensitas lebih tinggi
dibandingkan UVA terutama pada siang hari.**

3. Ultraviolet C (100-290 nm) yang sebagian besar dihambat oleh lapisan
ozon, sehingga efek di kulit cukup kecil >

Sinar matahari merupakan sumber utama sinar UV. Spektrum dan

intensitas radiasi UV yang luas disebabkan oleh suhu tingi permukaan
matahari. Ketika sinar matahari mencapai atmosfir bumi, maka sinar UV
akan diabsorbsi oleh lapisan ozon dan menyebar. Lapisan ozon mampu

mencegah sinar UV dengan panjang gelombang <290 nm, sehingga bumi
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hanya terpapar radiasi UV dengan panjang gelombang 290- 400 nm. Oleh
karena itu, sinar UVC tidak perlu diwaspadai karena dapat dihalangi oleh
sinar ozon dan tidak mencapai permukaan bumi, schingga proteksi dari sinar
UV hanya mencakup UVA dan UVB.*°

Sinar UV yang mencapai permukaan bumi terdiri dari sinar UV-A
sebesar 95% dan sisanya adalah sinar UV-B sebesar 5%. Sinar UV-A
menembus permukaan kulit sampai ke lapisan epidermis dan dermis,
sedangkan sinar UV-B merupakan sinar yang aktif secara biologis, sinar ini
menembus bagian permukaan kulit lalu ke lapisan basalis epidermis
kemudian mengaktifkan ROS dan senyawa nitrogen Reactive Nitrogen
Species (RNS) sehingga mempercepat terjadinya penuaan kulit.’'

Sinar UV-B berpotensi 1000 kali lebih kuat daripada sinar UV-A dan
bertanggung jawab pada kondisi luka bakar akibat sinar matahari, sun
tanning, dan fotokarsinogenesis setelah terjadi paparan sinar matahari.
Puncak intensitas Sinar UV- B terjadi antara pukul 10.00-16.00. Sinar UV-B
menjadi faktor utama kerusakan DNA secara langsung dan mencetuskan
inflamasi, imunosupresi, angiogenesis kutaneus, dan merangsang degradasi
kolagen dan elastin.’!

Dampak biologis sinar UV bergantung pada panjang gelombang
radiasi. Salah satu manfaat sinar UV adalah sebagai terapi defisiensi vitamin
D, seasonal affective disorder, psoriasis, sarkoidosis, mikosis fungoides, dan
berbagai kondisi kulit lainnya. Sinar UVB dapat membantu proses konversi

7-dehidrokolestrol menjadi vitamin D yang aktif (kolekalsiferol). Akan
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tetapi, paparan sinar matahari kronis dapat menimbulkan penuaan kulit,
menurunkan respons imun terhadap patogen, dan meningkatkan risiko,
pembentukan neoplasma. Pada tingkat molekular, radiasi UV membentuk
pirimidine dimer kovalen. Apabila pada proses perbaikan deoxyribonucleic
acid (DNA) tidak dapat mengena dimer, maka terjadi mutasi yang tidak dapat
diperbaiki dalam siklus sel. Mutasi gen yang mencapai siklus sel dan tidak
diperbaiki oleh jalur p53 akan menimbulkan transformasi maligna.’!
2.3.1. Photoaging Akibat Paparan UVB
Photoaging adalah proses penuaan kulit yang dipercepat akibat
paparan sinar ultraviolet (UV), terutama sinar UVB, dari matahari.*
Photoaging ditandai dengan sejumlah perubahan pada kulit, seperti:
a. Kerusakan Kolagen
Paparan sinar UVB meningkatkan produksi radikal bebas
dan aktivitas Matriks Metalloproteinase (MMP), enzim yang
mendegradasi Kolagen dan elastin, menyebabkan penurunan
Kolagen dan elastin yang memberikan kekuatan dan elastisitas
pada kulit.
b. Kerusakan DNA
UVB dapat menyebabkan kerusakan langsung pada DNA
sel, termasuk DNA mitokondria dan DNA inti, yang dapat
mengganggu fungsi sel dan proses penyembuhan. Paparan UVB
pada kulit dapat menyebabkan berbagai efek negatif termasuk

kerusakan DNA keratinosit yang memicu pelepasan mediator
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respons inflamasi seperti sitokin IL-1a, IL-6, dan TNF-q.*°
c. Peningkatan radikal bebas,

Paparan UVB dapat meningkatkan produksi radikal bebas
yang menyebabkan stres oksidatif dan meningkatnya status
inflamasi yang berujung pada kerusakan sel.?

d. Perubahan pigmentasi,

Photoaging  seringkali  menyebabkan  perubahan
pigmentasi seperti lentigo solaris peningkatan risiko terjadinya
actinic keratosis.*

e.  Kerutan dan tekstur kulit,

Kulit menjadi lebih tipis, kehilangan kekenduran, dan
munculnya kerutan halus serta elastosis aktinik.?’

Photoaging merupakan bagian dari penuaan kulit, tergolong
dalam penuaan ekstrinsik. Paparan sinar UV baik UVA maupun UVB
merupakan penyebab utama terjadinya photoaging.'® UVB adalah
komponen dari sinar ultraviolet yang mencapai permukaan bumi,
yang terdiri dari panjang gelombang 280 hingga 320 nanometer. UVB
tidak menembus atmosferbumi sebanyak UVA dan sebagian besar
diserap oleh lapisan ozon. UVB yang mencapai permukaan bumi
memiliki energi yang lebih tinggi dibandingkan UVA dan dapat
menyebabkan kerusakan langsung pada DNA sel kulit, menyebabkan
peradangan, dan berkontribusi pada proses penuaan kulit serta

peningkatan risiko kanker kulit (Gambar 2.6).>?
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Gambar 2.6. Mekanisme UVB menginduksi skin aging.>

Paparan sinar UVB akan memicu terjadinya kerusakan DNA
dan pembentukan Spesies Oksigen Reaktif (ROS). Hal ini akan
mengakibatkan photoaging melalui aktivasi jalur pensinyalan dari
inflamasi dan modulasi komponen remodeling matriks ekstraseluler
(ECM) yaitu Protein, Kolagen dan Matriks Metalloproteinase
(MMP). Peningkatan MMP yang dipicu sinar UVB kemudian
menyebabkan degradasi ECM dan penurunan produksi Kolagen.
Peningkatan aktifitas enzim seperti Kolagenase, Elastase dan
Hyaluronidase dipicu oleh tingginya Reactive Oxygen Species (ROS)
yang dihasilkan saat kulit terpapar sinar Ultraviolet (UV).!®

Paparan UVB dapat menyebabkan hiperpigmentasi dengan
merangsang produksi melanin, pigmen yang memberikan warna pada
kulit. Ketika kulit terpapar UVB, sel melanosit di epidermis
diaktifkan untukmemproduksi dan mendistribusikan melanin sebagai

respons terhadap kerusakan DNA yang disebabkan oleh radiasi UV.**
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Melanin bertindak sebagai pelindung alami dengan menyerap
dan menyebarluaskan energi UV, sehingga mengurangi risiko
kerusakan lebih lanjut pada DNA sel kulit. Hiperpigmentasi yang
dihasilkan dapat berupa peningkatan warna yang seragam atau
bercak-bercak gelap pada kulit, yang sering disebut sebagai bintik-
bintik penuaan atau /lenmtigo solaris. Kulit yang gelap lebih
tahanterhadap kerusakan kulit akibat paparan sinar UV, sehingga
manifestasipenuaan kulit lebih ringan dan terjadi lebih lambat 10
hingga 20 tahun dibandingkan dengan kulit yang lebih terang. Pada
kulit dengan tipe Fitzpatrick [T dan IV, dispigmentasi atau perubahan
pigmen kulit merupakan gambaran utama dari fotoaging. Klasifikasi
photoaging pertama kali dilakukan oleh Glogau pada tahun 1996.
Berdasarkan klasifikasi dari Glogau, terdapat 4 tipe photoaging mulai
dari tipe I hingga tipe 1V. Glogau tipe I (mild) yakni photoaging fase
awal dimana biasanya terjadi pada usia 20 hingga 30 tahun dan tidak
ditemukan adanya keriput (wrinkle). Pada Glogau tipe II (moderate)
sudah mulai ditemukan adanya tanda-tanda photoaging yakni keriput
pada gerakan ekspresi wajah. Biasanya Glogau tipe II ini ditemukan
pada usia 30 hingga 40 tahun. Glogau tipe III (advanced)
menunjukkan adanya photoaging lebih lanjut, biasanya ditemukan
pada usia 50 tahun, ditandai dengan adanya keriput pada saat istirahat
(resting wrinkle). Gambaran photoaging yang berat digolongkan pada

Glogau tipe IV (severe) yang biasanya ditemukan pada usia 60 tahun
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dan ditandai dengan banyaknya kerutan.*

Pekerja lapangan seperti petani dan nelayan, yang sering
terpapar sinar matahari, memiliki risiko yang lebih tinggi untuk
mengalami photoaging dibandingkan dengan pekerja kantoran. Area
kulit yang sering terpapar sinar UV, seperti wajah, leher, dada bagian
atas, tangan, dan lengan bagian bawah,adalah area predileksi
terjadinya photoaging.

Perubahan histopatologi kulit pada pada photoaging, epidermis
dapat mengalami hiperplasia maupun atrofi. Pada photoaging lapisan
dermis mengalami perubahan seperti hilangnya papila dermis,
penebalan membran basal, peningkatan jumlah dan distribusi
melanosit serta melanosom yang tidak teratur, keratinosit atipikal,
solar elastosis, tibroblas kusut dan hiperplastik, perubahan bentuk
serat Kolagen, penurunan jumlah Kolagen, pelebaran mikrovaskuler
dan infiltrasi sel inflamasi yang berlimpah. Solar elastosis merupakan
degenerasi basofilik dari serat elastotik dalam dermis. Solar elastosis
dipisahkan dari epidermis oleh lapisan serabut Kolagen yang tampak

normal (zona grenz) dengan serat Kolagen yang tersusun horizontal.'®
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Gambar 2.7. Gambaran histologi kulit yang mengalami photoaging. '*
2.3.2. Radikal Bebas
Radikal bebas adalah suatu molekul yang pada lapisan elektron
terluarnya tidak mempunyai elektron berpasangan. Akibatnya radikal
bebas akan selalu berusaha mengambil elektron dari molekul atau
senyawa lain di sekitarnya. Apabila radikal bebas mengambil
elektron dari protein, lemak, asam nukleat dari suatu sel maka
komponen protein, lemak dan asam nukleat dari sel tersebut akan
berubah dan fungsi sel tersebut akan terganggu.**
Ketidakseimbangan antara jumlah antioksidan dan senyawa
radikal bebas akan mengakibatkan kerusakan stres oksidatif. Pada
saat keadaan inilah perusakan tubuh terjadi oleh radikal bebas.
Radikal bebas adalah atom atau molekul yang mengandung satu atau
lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbital terluarnya dan
bersifat reaktif. Suatu atom atau molekul akan tetap stabil bila
elektronnya berpasangan, untuk mencapai kondisi stabil tersebut,
radikal bebas dapat menyerang bagian tubuh seperti sel, sehingga

dapat menyebabkan kerusakan pada sel tersebut dan berimbas pada
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kinerja sel, jaringan dan akhirnya pada proses metabolisme tubuh.
ROS terdiri dari anion superoksida (O2-), hidrogen peroksida
(H202), dan hidroksil (OH). Reactive Oxygen Species (ROS) yang
dihasilkan oleh mitokondria khususnya radikal hidroksil (OH).
Apabila produksi ROS berlebih maka akan terjadi stres oksidatif
sehingga dapat menstimulasi cytochrome c dan faktor trigger
apoptosis yang lain di mitokondria sehingga menyebabkan kematian

sel.?!

Radikal Bebas Akibat Paparan UVB

Paparan UVB dapat menyebabkan pembentukan radikal bebas
dalam kulit.. Paparan UV (UVB) menghasilkan radikal bebas
oksidatif. Foton UV berinteraksi dengan  oksigen atom untuk
mendorong pembentukan turunan radikal bebas seperti superoksida
(02 ), hidrogen peroksida (H202), Oksigen singlet ('O2) dan radikal
hidroksil (OH ) yang sangat reaktif. Radikal bebas menyerang
makromolekul seperti protein, lipid, RNA dan DNA, mengubah
strukturnya dan mengganggu fungsinya. Radikal bebas dapat
menyebabkan peroksidasi lipid yang mengganggu integritas
membran dan berpotensi menyebabkan kematian sel. Radikal bebas
menyebabkan kerusakan oksidatif pada DNA, yang merupakan
salahsatu mekanisme utama di balik efek mutagenik dan karsinogenik
dari paparan UVB. Enzim detoksifikasi dan proteksi seperti

superoksida dismutase, katalase dan glutathione peroksidase
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mendetoksifikasi dan mengurangi level stres oksidatif di tingkat sel.>

Reactive Oxygen Species (ROS)

ROS adalah senyawa oksigen reaktif yang merupakan produk
sekunder metabolisme aerobik. Pembentukan ROS terutama terjadi
di dalam mitokondria. Selain mitokondria, ROS di dalam tubuh dapat
berasal dari reaksi enzimatik yang dikatalisis oleh oksidase dan
oksigenase, reaksi radang (infeksi bakteri dan fagositosis), pajanan
sinar UV, asap rokok, dan lain-lain. Dampak ROS pada penuaan kulit
dapat terjadi melalui proses oksidasi selular, aktivasi mitogen-
activated pathway (MAP) kinase, aktivasi nuclear factor kappa B
(NF-<B) yang mempengaruhi aktivitas MMP-1 sehingga terjadi
degradasi serat kolagen. Kerusakan akibat ROS bergantung pada sifat
masing- masing molekul. O2 bersifat sangat reaktif dan tidak mudah
berdifusi ke luar sel, sehingga kerusakan yang diakibatkan oleh
molekul ini bersifat lokal. Molekul H202 mudah larut dalam lemak,
sehingga dapat berdifusi ke luar sel dan mengakibatkan kerusakan
yang jauh dari tempat produksinya. Molekul OH. memiliki waktu
paruh yang sangat singkat dan bereaksi hampir dengan seluruh
komponen di sekitarnya, misalnya mtDNA, lipid, dan protein.’’

Reactive oxygen species (ROS) merupakan molekul yang reaktif
secara kimia yang mengandung oksigen, seperti Superoxide anion (02-
), Hydrogen peroxide (H202) dan Hydrogen radical (OH-). ROS

memiliki peranan yang sangat penting, bukan hanya dalam transduksi
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sinyal fisiologi, tapi juga dalam petogenesis termasuk kanker,
penuaan dan penyakit degeneratif lainnya. DNA mitokondria
mengkode protein yang merupakan komponen penting dari pathway
pembentukan energi dalam mitokondria, yaitu oxidative
phosphorylation (OXPHOS) yang menghasilkan ROS sebagai by-
product, produksi Adenosine-5"-triphosphate (ATP) melalui rantai
pernafasan mitokondria dan juga menginisiasi kematian sel. Karena

"

fran tersebut, mitokondria disebut sebagai "power house" bagi sel.
Disamping dihasilkan secara tetap pada makhluk hidup sebagai
produk sampingan dari metabolisme sel, ROS juga dihasilkan sebagai
konsekuensi dari iradiasi, obat-obatan kemoterapi dan paparan
lingkungen terbadap oksidan kimia dan logam transisi. Pada kadar
normal. ROS bekerja sebagai redox messenger yang terlibat dalam
beberapa regulasi dan pathway sinyal transduksi intra  sel.
Peningkatan ROS pada level sedang terjadinya proliferasi sel.
Pada konsentrasi yang tinggi atau jumlah yang berlebihan, ROS
bertindak sebagai stres oksidatif yang menyebabkan kerusakan
oksidatif pada lemak, protein dan DNA, memicu transformasi

onkogenik, meningkatkan aktifitas metabolik dan disfungsi

mitokondria.’’

2.4. Krim

Krim adalah bentuk sediaan setengah padat mengandung satu atau
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lebih bahan obat terlarut atau terdispersi dalam bahan dasar yang sesuai.*®
Istilah ini digunakan untuk sediaan setengah padat yang mempunyai
konsistensi relatif cair diformulasikan sebagai emulsi air dalam minyak atau
minyak dalam air. Penggunaan krim indikasinya adalah dermatosis subakut
dan luas, kosmetik, penetrasi yang lebih besar dan dapat digunakan pada
daerah berambut. Penggunaan krim mempunyai keuntungan yaitu mudah
dibersihkan dan dicuci, praktis, cara kerja yang dapat langsung pada jaringan
setempat, tidak lengket terutama tipe M/A, bahan pada pemakaian topikal

pada jumlah absorbsinya tidak beracun, untuk kosmetik.*3

Retinol

Retinol merupakan bahan aktif yang terkenal dalam perawatan kulit.
Retinol, yang sering dianggap sebagai standar emas dalam anti-penuaan,
terbukti efektif dalam memperlambat dan mengurangi tanda-tanda penuaan
kulit, termasuk penipisan kulit serta munculnya garis-garis halus dan
kerutan.’® Sebagai turunan vitamin A, retinol dianggap sebagai retinoid
paling sederhana dan terlemah, namun sering memainkan peran krusial
dalam berbagai proses fisiologis, terutama yang berkaitan dengan kesehatan
kulit.*3° Retinol berfungsi sebagai regulator alami aktivitas sel, yang
mencakup pertumbuhan dan diferensiasi sel, sehingga memainkan peran
krusial dalam mempertahankan kesehatan kulit serta mengatur proliferasi
keratinosit dan diferensiasi epidermis.* Melalui pengikatan pada reseptor di
kulit, retinol merangsang sintesis kolagen dan meningkatkan kemampuan

kulit dalam mempertahankan kelembapan, yang pada akhirnya berkontribusi
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dalam meningkatkan ketebalan kulit serta memperbaiki penampilan garis-
garis halus dan kerutan.*

Retinol, setelah diubah menjadi asam retinoat dalam sel, bekerja
dengan mengaktifkan reseptor nuklir RAR/RXR yang menghambat aktivitas
faktor transkripsi AP-1, yaitu kompleks protein yang menginduksi ekspresi
MMP-1. MMP-1 adalah enzim yang bertanggung jawab terhadap degradasi
kolagen di kulit, terutama setelah paparan sinar UVB yang meningkatkan
stres oksidatif dan mengaktifkan jalur MAPK. Dengan menekan AP-1 dan
meningkatkan ekspresi TIMP (inhibitor MMP), retinol secara efektif
mengurangi produksi MMP-1, sehingga membantu mencegah kerusakan
kolagen dan memperlambat proses penuaan kulit.*

Retinol topikal seperti tretinoin dan adapalene, efektif dalam
mengobati jerawat dengan mengelupas lapisan luar kulit, membantu
membuka pori-pori dan mengurangi pembentukan lesi jerawat. Meskipun
bermanfaat, retinol dapat menyebabkan efek samping seperti iritasi kulit dan
peningkatan sensitivitas terhadap sinar matahari. Oleh karena itu, penting
untuk menggunakan produk retinol sesuai petunjuk dan mempertimbangkan
langkah-langkah pencegahan, terutama bagi individu dengan kulit sensitif
dan menggunakannya dengan benar. Penggunaan awal dapat menyebabkan
iritasi kulit, seperti kemerahan dan pengelupasan, yang biasanya mereda
setelah beberapa minggu. Dianjurkan untuk memulai dengan konsentrasi
yang lebih rendah dan secara bertahap meningkatkan penggunaan saat kulit

menyesuaikan diri. +¥
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2.6. Daun Bidara
Tanaman Bidara, secara ilmiah dikenal sebagai Ziziphus mauritiana,
dikenal karena berbagai nama lokalnya di berbagai wilayah di Indonesia yaitu
Widara (Sunda), widoro,doro (jawa) bukol (Madura), Rangga (Bima),

Kalangga (Sumba), Bekul (Bali), dan Klom (Kupang).®!?

'

Bidara merupakan tanaman yang dapat bertahan hidup di lingkungan

yang cukup kering, juga dapat tumbuh pada tanah yang bersifat basa maupun
asam.® Tanaman bidara tingginya rata-rata mencapai 1,5 m, tumbuh tegak
dan mempunyai cabang yang menjuntai, termasuk tanaman berduri, memilki
daun yang selalu berwarna hijau atau semi kering, bidara juga merupakan
tanaman lengkap yang memilki bunga, buah, daun, batang dan akar.®!
Pohon bidara berdaun lebat atau setengah meranggas. Daun bidara tunggal,
berbentuk bundar telur-jorong sampai bundar-telur-lonjong, berukuran
panjang 2,5-6 cm dan lebar 1,5-5 cm, letak daun bidara berselang-seling.'!4

Permukaan atas daun bidara berwarna hijau mengkilap, tidak berambut,

tepinya sedikit bergerigi, bagian bawah daun bidara tertutup oleh rambut
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yang berwarna keputihan sampai kecoklatan (warna karat), memiliki tiga

tulang daun membujur dengan panjang tangkai daun 8-15mm.'4!3

Klasifikasi tumbuhan bidara adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Super divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida
Subkelas . Rosidae

Ordo :Rhamnales

Famili :Rhamnaceae

Genus Ziziphys

Spesies . Ziziphus mauritiana L.

2.6.1. Kandungan Daun Bidara
Daun Bidara telah diketahui memiliki beberapa aktivitas,
diantaranya adalah  aktivitas  hepatoprotektif, antidiabetes,
imunomodulator dan antioksidan. Selain itu terdapat penelitian yang
melaporkan bahwa ekstrak etanol daun Ziziphus mauritiana memiliki

aktivitas adaptogenic.®"?

Rata—rata kadar senyawa metabolit
sekunder yang terdapa dalam dalam ekstrak daun bidara diantaranya
flavonoid menghasilkan kadar sebanyak 3,030%, alkaloid
menghasilkan kadar sebanyak 23,537%, saponin menghasilkan kadar

sebanyak 5,5307, tanin menghasilkan kadar sebanyak 0,0933% dan



37

steroid menghasilkan kadar sebanyak 3,494%.%
2.6.1.1. Flavonoid
Flavonoid adalah kelas senyawa signifikan yang
ditemukan di daun Bidara (Ziziphus mauritiana),
berkontribusi pada manfaat kesehatannya. Flavonoid yang
ada dalam daun bidara menunjukkan aktivitas antioksidan

.15 Ekstrak etanol daun memiliki kemampuan kuat

yang kuat
untuk menetralkan radikal bebas."* Flavonoid yang
ditemukan dalam daun bidara tidak hanya berkontribusi
pada sifat antioksidan tetapi juga menyoroti potensi sebagai
anti-inflamasi, antimikroba, dan sifat anti-kanker potensial,
serta pelembabkan, dan anti-penuaan.®!>"> Flavonoid yang
ada dalam daun bidara menunjukkan sifat anti-inflamasi.
Mereka dapat membantu mengurangi peradangan dalam
tubuh, yang bermanfaat untuk kondisi seperti radang sendi
dan penyakit inflamasi lainnya.'! Flavonoid telah terbukti
memiliki sifat antimikroba, membuatnya efektif melawan
berbagai patogen. Dalam konteks daun bidara, flavonoid
berkontribusi pada kemampuan tanaman untuk menghambat
pertumbuhan  bakteri dan  jamur, meningkatkan
penggunaannya dalam pengobatan tradisional untuk

mengobati infeksi.!!

Flavonoid terbentuk pada tumbuhan dari asam amino
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aromatik fenilalanin, tirosin dan malonat. Dalam tumbuhan,
aglikon flavonoid (flavonoid tanpa gula terikat) terdapat
dalam berbagai bentuk struktur. Semuanya mengandung 15
atom karbon dalam inti dasarnya, yang tersusun dalam
konfigurasi C6-C3-C6 yaitu dua cincin aromatik yang
dihubungkan oleh satuan tiga karbon yang dapat atau tidak
dapat membentuk cincin ketiga. Flavonoid dalam tumbuhan
jarang ditemukan dalam bentuk tunggal tetapi dalam bentuk
campuran. Flavonoid merupakan golongan senyawa yang
larut dalam air. Flavonoid dalam tumbuhan terikat sebagai
glikosida dan aglikon. Analisis flavonoid lebih baik dengan
memeriksa aglikon. Penggolongan jenis flavonoid dalam
jaringan tumbuhan mula-mula didasarkan pada telaah sifat
kelarutan dan reaksi warna. Golongan flavonoid, yaitu
antosianin, proantosianin, flavonol, flavon, glikoflavon,
biflavonil, kalkon, auron, flavonon, dan isoflavon.
Flavonoid mengandung sistem aromatik yang terkonjugasi
sehingga menunjukkan pita serapan kuat pada daerah
spektrum UV dan spektrum tampak . Flavonoid merupakan
senyawa pereduksi yang dapat menghambat banyak reaksi
oksidasi. Flavonoid memiliki kemampuan sebagai
antioksidan karena mampu mentransfer sebuah elektron

kepada senyawa radikal bebas, dimana Re merupakan
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senyawa radikal bebas, FI-OH merupakan senyawa
flavonoid sedangkan F1-OHe merupakan radikal flavonoid.*!
Reaksi peredaman radikal bebas oleh senyawa flavonoid
seperti dalam gambar berikut:

Dalam konteks kesehatan kulit, flavonoid memiliki
afinitas tinggi untuk serat kolagen dan elastin, yang dapat
meningkatkan efek pelembabkan pada kulit. Properti ini
sangat bermanfaat untuk peremajaan kulit dan menjaga
elastisitas kulit.® Flavonoid juga dapat memainkan peran
dalam anti-penuaan dengan meningkatkan elastisitas dan
hidrasi kulit, yang sangat penting untuk menjaga kulit awet
muda. Sifat antioksidan mereka membantu melindungi
kulit ~dari kerusakan yang disebabkan oleh faktor
lingkungan seperti radiasi UV.®
Saponin

Daun bidara diketahui mengandung saponin, yaitu
glikosida yang dapat menghasilkan busa bila dicampur
dengan air, karena kemampuannya untuk membuat busa
yang stabil ketika dicampur dengan air.®® Kehadiran saponin
dalam daun Bidara meningkatkan sifat anti-inflamasi yang
dapat bermanfaat dalam produk perawatan kulit yang
bertujuan mengurangi kemerahan dan iritasi. dikenal karena

berbagai manfaat kesehatannya, termasuk sifat antimikroba,
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dan antioksidan.'* Saponin juga berpotensi sebagai anti
mikroba dengan menghambat pertumbuhan berbagai
mikroorganisme, termasuk bakteri dan jamur.!®!3 Saponin
juga juga memiliki sifat antikanker, berpotensi menghambat
pertumbuhan sel kanker.!?

Alkaloid

Alkaloid yang terkandung dalam daun Bidara berperan
penting dalam efek farmakologisnya, yang mencakup
aktivitas antimikroba, potensi sebagai antidiabetes, sifat
antioksidan, serta kemungkinan manfaat untuk kesehatan
kognitif.'  Beberapa = alkaloid menunjukkan sifat
antimikroba, membantu menghambat pertumbuhan bakteri
dan jamur. Ini sangat bermanfaat untuk mencegah infeksi dan
meningkatkan kesehatan secara keseluruhan. '

Penelitian menunjukkan bahwa alkaloid pada daun
bidara memiliki aktivitas antimikroba yang signifikan.
Mereka dapat mengganggu integritas dinding sel bakteri,
yang menyebabkan kematian sel. Properti ini sangat berguna
dalam memerangi infeksi yang disebabkan oleh berbagai
patogen.'! Alkaloid pada daun Bidara mungkin berperan
dalam mengelola diabetes. Mereka dapat membantu
mengatur kadar gula darah dan meningkatkan sensitivitas

insulin, menjadikannya berharga bagi penderita diabetes.!”
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Alkaloid juga berkontribusi pada kapasitas antioksidan daun
Bidara. Mereka membantu menetralkan radikal bebas dalam
tubuh, mengurangi stres oksidatif dan berpotensi
menurunkan risiko penyakit kronis.'°

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa alkaloid
tertentu mungkin memiliki efek neuroprotektif, yang dapat
mendukung fungsi kognitif dan melindungi terhadap
penyakit neurodegeneratif.!® Selain itu Alkaloid dikenal
karena efek terapeutiknya yang beragam, termasuk
analgesik  (penghilang rasa  sakit), = Alkaloid dapat
mengerahkan efeknya dengan berinteraksi dengan sistem
biologis, seringkali dengan mengikat reseptor tertentu dalam
tubuh. Interaksi ini dapat menyebabkan berbagai respons
fisiologis, seperti penghilang rasa sakit.'!
Tanin

Tanin adalah senyawa polifenolik yang ditemukan di
berbagai tanaman, termasuk Bidara (Ziziphus mauritiana).®
Tanin dalam daun Bidara berkontribusi positif bagi
kesehatan kulit melalui sifat antioksidan, astringen, dan anti-
inflamasi.®!* Tanin dikenal karena aktivitas antioksidannya
yang kuat, yang membantu menetralkan radikal bebas.
Properti ini bermanfaat untuk kesehatan kulit, karena dapat

melindungi terhadap stres oksidatif dan berkontribusi
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813 Tanin memiliki sifat

terhadap efek anti-penuaan.
astringen, yang dapat membantu mengencangkan dan
mengencangkan kulit. Ini bisa sangat berguna dalam
formulasi perawatan kulit yang bertujuan mengurangi
penampilan pori-pori dan meningkatkan tekstur kulit.®!®
Sifat anti- inflamasi tanin dapat membantu menenangkan
kulit yang teriritasi dan mengurangi kemerahan. Ini
membuatnya berharga dalam formulasi yang dirancang

untuk kulit - sensitif atau meradang.®!

Tanin dapat
meningkatkan penyembuhan luka dengan meningkatkan
proses perbaikan alami kulit. Kemampuan mereka untuk

membentuk penghalang pelindung juga dapat membantu

mencegah infeksi.®

2.7. Hewan Coba Tikus (Ratus Novergicus)
Tikus putih merupakan hewan coba yang umum digunakan. Terdapat
tiga macam galur tikus putih yang digunakan sebagai hewan uji coba, yaitu

Sprague Dawley, Long Evans, dan Wistar *

Gambar 2.8. Tikus Putih (Rattus norvegicus) galur Wistar.*
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Tikus wistar (Rattus norvegicus) banyak digunakan sebagai hewan
coba dalam penelitian ilmiah karena ketersediaannya, respons cepat, dan
relevansinya dengan kesehatan manusia, menjadikannya pilihan yang disukai
untuk banyak studi eksperimental.** Tikus wistar termasuk hewan nokturnal
dan sosial. Salah satu faktor yang mendukung kelangsungan hidup Rattus
norvegicus dengan baik ditinjau dari segi lingkungan adalah temperatur dan
kelembaban. temperatur yang baik untuk Rattus norvegicus, yaitu 19°C-
23°C, sedangkan kelembaban 40-70%.* Rattus norvegiacus strain wistar
memiliki karakteristik morfologi yaitu memiliki kepala yang lebar, telinga
yang panjang, ckor yang panjangnya proposional dengan tubuhnya
(panjangnya kurang dari panjang tubuh). Ratfus norvegiacus memiliki usia
reproduksi pada 7-10 minggu dengan berat badan 100-227 g, dan lama
kehamilan 19-22 hari.*>*

44,45

Taksonomi Tikus Rattus norvegicus:

Kingdom : Animalia

Filum » Chordata
Class : Mammalia
Ordo : Rodentia

Family  : Muridae
Subfamili : Murinae
Genus : Rattus

Spesies  : Rattus norvegicus
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BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Paparan sinar ultraviolet (UV) yang berlebihan dapat menimbulkan
sunburn, yang memicu peningkatan produksi radikal bebas dan reactive
oxygen species (ROS).*° Paparan sinar matahari memicu berbagai
perubahan molekuler dan seluler pada kulit, seperti kerusakan DNA,
peningkatan stres oksidatif, reaksi peradangan, serta modifikasi aktivitas sel
imun. Perubahan-perubahan ini secara keseluruhan berperan dalam proses
penuaan kulit ~dan munculnya gangguan kulit yang berhubungan.'?
Kerusakan kulit karena paparan sinar UV disebabkan oleh peningkatan ROS
dan berbagai faktor inflamasi.> Radiasi sinar UV-B dapat menembus
epidermis dan dapat menginduksi kerusakan DNA pada sel-sel kulit dengan
meningkatkan konsentrasi reactive oxygen species (ROS).!*> Kelainan kulit
yang diakibatkan oleh radiasi sinar UV bermula dari pembentukan reactive
oxygen species (ROS) dan sintesis MIMP-1 oleh fibroblas dermis yang
berperan pada penuaan kulit."">* Sinar UV menginduksi radikal ROS untuk
berperan sebagai perantara sekunder untuk mengaktivasi famili MAPK yang
berujung pada kerusakan genetik persisten, ditandai dengan peningkatan
ekspresi AP-1 dan MMP."** Radiasi UV juga mampu menurunkan ekspresi
inhibitor MMP, yaitu TIMPs, yang mengakibatkan peningkatan degradasi
kolagen serta berhubungan dengan kerusakan jaringan dan respon

peradangan.!?

44
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Paparan sinar UVB memberikan efek signifikan pada kulit, termasuk
peningkatan spesies oksigen reaktif (ROS), kerusakan DNA, dan
peningkatan proses inflamasi. Kerusakan akibat paparan UVB pada DNA
mitokondria (mtDNA) dan DNA inti mengarah pada mutasi serta gangguan
regulasi dan ekspresi gen, yang mempengaruhi fungsi seluler, terutama pada
fibroblas yang bertanggung jawab atas produksi kolagen. Radiasi UV
merusak matriks ekstraseluler (ECM) dengan meningkatkan aktivitas enzim
matrix metalloproteinases (MMPs), yang berperan dalam degradasi kolagen
dan elastin. UVB mengaktivasi jalur Mitogen-Activated Protein Kinases
(MAPK), yang mengarah pada aktivasi faktor transkripsi AP-1, yang
berperan dalam transkripsi MMPs. ROS memicu stres oksidatif yang
mempercepat  proses photoaging melalui  aktivasi  enzim Matrix
Metalloproteinase-1 (MMP-1) enzim kunci dalam pemecahan kolagen tipe I,
yang mempercepat penuaan kulit (phofoaging) dengan munculnya keriput
dan perubahan tekstur kulit serta penurunan kolagen. UVB merangsang
produksi ROS yang merusak component seluler seperti lipid, protein, dan
DNA, mengarah pada perubahan struktural serta gangguan fungsi sel.
Paparan UVB meningkatkan status inflamasi, di mana ROS secara langsung
mengaktifkan reseptor sel untuk sitokin inflamasi seperti IL-1 dan TNF-a.
UVB menginduksi aktivasi Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells (NF-«xB), yang mengatur ekspresi mediator inflamasi seperti
IL-6 dan TNF-a, yang memperburuk inflamasi dan stres oksidatif. Secara

keseluruhan, stres oksidatif yang dihasilkan oleh paparan UVB mempercepat
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proses photoaging dengan meningkatkan aktivitas MMP-1, yang
menyebabkan degradasi kolagen dan hilangnya elastisitas kulit.'$2%2!
Upaya pencegahan, seperti penggunaan tabir surya, asupan vitamin,
pola makan sehat, serta antioksidan dari tanaman, seperti daun bidara, terbukti
efektif dalam mencegah photoaging dan fotokarsinogenesis melalui
pengurangan efek ROS. Daun bidara memiliki potensi antioksidan sedang
yang berperan penting dalam mengurangi efek buruk paparan sinar UV,
terutama dengan menurunkan ekspresi Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-
1) dan menjaga kestabilan kolagen. Daun bidara mengandung senyawa aktif
seperti alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin, yang memiliki sifat
antioksidan dan antiinflamasi. Senyawa tanin dan flavonoid yang terkandung
dalam daun bidara menunjukkan aktivitas antiinflamasi dan antioksidan
dengan menghambat aktivasi faktor transkripsi AP-1 dan NF-kB serta
memodulasi jalur pensinyalan. MAPK dan TGF-B/Smad, yang berperan
dalam melindungi kolagen dari degradasi sehingga dapat mencegah
terjadinya photoaging. Senyawa Alkaloid membantu mempercepat proses
penyembuhan luka dan mengurangi rasa nyeri, mendukung efektivitas

terapeutik dalam penyembuhan. '8!
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Ekstrak Daun Bidara Paparan Sinar UVB
Inflamasi
Kadar Alkaloid 23,537% > | A
Kadar Flavonoid 3,030%
Kadar Saponin 5,5307
Kadar Tanin 0,0933%
Steroid 3,494% Yy v
Kadar ROS
— i Kerusakan DNA
Ekspresi Protein Kinase
v Y v
ktivitas MAPK Ki
e — Aktivitas NF-kB

v

Aktivitas C-JUN, C-FOS

v

Aktivitas AP-1

A 4

Kadar MMP1

. ;

!

Kadar TNFa. Kadar IL-1

Kadar IL-6

Degradasi Kolagen

A 4

Densitas Kolagen

Gambar 3.1. Hubungan antar Variabel




3.2. Kerangka Konsep

Berdasarkan konsep masalah dan tinjauan pustaka, maka dapat disusun

kerangka konsep sebagai berikut:

Kadar MMP-1

Daun Bidara

Dosis Krim Ekstrak /

Kadar Kolagen

Gambar 3.2. Kerangka konsep

3.3. Hipotesis

Pemberian krim ekstrak daun bidara (Ziziphus Mauritiana) berpengaruh

terhadap kadar MMP-1 dan kolagen pada kulit tikus Wistar jantan (Rattus

Norvegicus) yang dipapar sinar ultraviolet B.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

Jenis Penelitian Dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan studi eksperimental in vivo dengan
menggunakan desain Post Test Only Control Group. Penelitian ini dengan
menggunakan metode rancangan acak lengkap faktorial sebagai dengan
menggunakan tikus Wistar sebagai hewan percobaan yang dipaparkan sinar
UVB.

Penelitian in1 menggunakan 4 kelompok dengan rincian sebagai berikut

» K1 > OK1

P » K2 OK2
oy Pl R

K3 OK3

Gambar 4.1. Alur Rancan n?éne litian OK4

Keterangan:
P = Populasi Penelitian
S = Sampel Penelitian Tikus Sehat
R = Randomisasi menjadi 4 kelompok
K1 = Kelompok sehat, tidak diberi perlakuan

K2 = Kelompok kontrol negatif (tikus hanya dipapar sinar UV)
K3 = Kelompok perlakuan 1 (tikus dipapar sinar UVB dan diolesi krim
retinol)

K4 = Kelompok perlakuan 2 (tikus dipapar sinar UVB dan diolesi krim

49
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ekstrak daun bidara 5 %)

O1K1 = Observasi kadar MMP-1 dan Kolagen pada kelompok sehat
0O2K2 = Observasi kadar MMP-1 dan Kolagen pada kelompok kontrol

negatif

0O3K3 = Observasi kadar MMP-1 dan Kolagen pada kelompok kontrol

positif

O2K2 = Observasi kadar MMP-1 dan Kolagen pada kelompok perlakuan

4.2. Populasi Dan Sampel Penelitian

4.2.1.

4.2.2.

Populasi/Subjek penelitian

Populasi dalam penelitian ini terdiri dari tikus jantan galur
Wistar yang diperoleh dari animal house integrated biomedical
laboratory, Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung
Semarang. Tikus dinyatakan layak oleh dokter hewan dari
laboratorium tersebut. Tikus dipelihara di ruangan berventilasi cukup
dengan suhu antara 28-32°C. Tikus diberi makan pelet dan air minum

secukupnya.

Besar Sampel
Penelitian ini menggunakan perhitungan menggunakan rumus
Federer untuk menghitung jumlah sampel, yang dihitung sebagai
berikut:
(n-1)(t-1) 215

Keterangan:

t=kelompok perlakuan

n=jumlah sampel setiap perlakuan

Penelitian ini menggunakan 4 kelompok maka sesuai dengan

rumus Federer:
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(n-1)(t-1) >15
(n-1)(4-1)>15
3(n-1) >15
3n-3>15
3n>18 n>6
Jumlah sampel dalam penelitian ini adalah 6 ekor tikus per
kelompok perlakuan. Untuk mengantisipasi kemungkinan hilangnya
subjek penelitian (lost to follow-up), setiap kelompok ditambah 10%
dari total sampel (10% x 7 = 1). Oleh karena itu, setiap kelompok
perlakuan ditambahkan 1 ekor tikus cadangan. Dengan demikian,
total sampel dalam penelitian ini adalah 28 ekor tikus Wistar jantan.
Kelompok penelitian terdiri dari
1. Kelompok sehat sebanyak 6=1 ekor
2. Kelompok kontrol negatif dipapar sinar UVB sebanyak 7 ekor
3. Kelompok perlakuan 1 dipapar sinar UVB dan diberikan
krim retinol sebanyak 7 ekor
4. Kelompok perlakuan 2 dipapar sinar UVB dan diberikan krim
ekstrak daun bidara dengan dosis 5 % dengan jumlah tikus

masing-masing sebanyak 7 ekor.

4.2.3. Kiriteria Sampel penelitian

4.2.3.1. Kriteria inklusi
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Kriteria inklusi yang diterapkan dalam penelitian ini

sebagai berikut:

1. Tikus putih galur wistar

2. Jenis kelamin jantan

3. Usia 8-12 minggu

4. Barat badan 150-250 gram
5. Tikus dalam kondisi sehat
6. Tidak ada kelainan anatomi
7. Tikus wistar aktif

4.2.3.2. Kriteria Drop Out

Tikus yang memenuhi kriteria drop out dalam

penclitian ini adalah tikus yang mati atau mengalami infeksi

selama proses penelitian.

4.2.4. Teknik Sampel Penelitian

Tehnik pengambilan sampel penelitian ini menggunakan cara

simple random sampling. Tikus yang digunakan dalam penelitian ini

harus sesuai dengan kriteria inklusi dan drop out yang telah

ditetapkan. Sebelum memulai penelitian, tikus tersebut diadaptasikan

selama satu minggu. Penelitian dimulai setelah masa adaptasi

tersebut selesai.

4.3. Variabel Dan Definisi Operasional

4.3.1. Variabel Penelitian
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4.3.3.

4.3.4.

4.3.5.
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Klasifikasi variabel penelitian meliputi variabel prakondisi,

variabel bebas, variabel tergantung, dan variabel kendali.

Variabel Prakondisi
Dalam penelitian ini, variabel prakondisi yang digunakan adalah

tingkat dosis paparan sinar UV-B.

Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah krim ekstrak daun

bidara 5 %.

Variabel Tergantung
Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah kadar MMP-

1 dan densitas kolagen.

Variabel Kendali

Variabel kendali dalam penelitian in1 adalah faktor-faktor yang
dapat memengaruhi variabel tergantung di luar variabel bebas.
Faktor-faktor yang dikendalikan tersebut mencakup strain tikus,
umur, berat badan, jenis kelamin, dan jenis pakan yang diberikan

pada tikus Wistar.
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4.3.6. Definisi Operasional Variabel

4.3.6.1.

4.3.6.2.

4.3.6.3.

Dosis Krim Ekstrak Daun Bidara

Krim ekstrak daun bidara 5%,* adalah krim yang
mengandung ekstrak daun bidara. Ekstrak daun bidara
dihasilkan melalui proses maserasi menggunakan pelarut
etanol, kemudian dikentalkan dengan rotary vacuum
evaporator. Dosis krim ekstrak daun bidara dengan
konsentrasi 5%. Krim ekstrak daun bidara ini diaplikasikan
secara topikal pada punggung tikus Wistar yang telah
dicukur. Krim ekstrak daun bidara dioleskan setelah paparan
sinar UVB. Pengukurannya dilakukan dalam satuan persen
(%) dengan menggunakan skala nominal.

Kadar MMP-1 (Matriks Metalloproteinase-1)

Kadar MMP-1 adalah kadar protein MMP-1 yang
dimiliki oleh sel fibroblas dermis yang diperiksa dengan
metode ELISA (sampel kulit). Kadar MMP-1 pada kulit
tikus Wistar. Hasil pengukuran kadar MMP-1 ini dinyatakan
dalam persentase (%) dengan skala data rasio.

Kadar Kolagen

Jumlah kolagen adalah presentasi pixel jaringan
kolagen dermis (Jaringan kulit) berupa jaringan berwarna
merah terang dengan pewarnaan Picro sirius red. Penilaian

dilakukan pada foto preparat dalam format JPEG yang
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diambil menggunakan kamera Optilab Pro dan dilakukan
pembesaran 400x menggunakan mikroskop Olympus CX41,
masing-masing preparat difoto sebanyak 3 kali. Selanjutnya
perhitungan dengan analisis digital menggunakan pirantik
lunak Adobe Photoshop CS3. Hasil pengukuran kadar
kolagen biasanya dinyatakan dalam satuan persen (%), skala
data rasio.
Krim Retinol

Krim Retinol adalah produk topikal yang mengandung
senyawa aktif retinol, turunan vitamin A, dengan merk
Vitacid. Persentase retinol dalam krim 0,05%. Hasil
pengukuran kadar kolagen biasanya dinyatakan dalam

satuan persen (%), skala data rasio.

4.4. Bahan/Materi Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu

1.

2.

Daun bidara

Krim ekstrak daun bidara 5% dan krim retinol.

Tikus Wistar

Bahan Kit pemeriksaan MMP-1 dengan metode Elisa merk BT LAB
(No. Katalog E0312Ra) dengan rentang deteksi 0,Ing / ml - 30ng /
ml dan sensitivitas 0,05ng / ml.

Bahan pada pewarnaan kolagen yaitu Picro sirius red.
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4.5. Peralatan Penelitian

4.5.1.

4.5.2.

4.5.3.

4.5.4.

Alat untuk membuat ekstrak daun bidara
Peralatan yang digunakan untuk membuat ekstrak daun bidara
yaitu tempat penyimpan steril, sendok kaca steril, juicer, dan vaccum

dryer.

Alat untuk pemeliharaan tikus

Peralatan untuk pemeliharaan tikus terdiri dari kandang tikus
paparan dan pemeliharaan, tempat fiksasi, timbangan analitik, jarum
26, spuit 1 cc, alat cukur, sarung tangan, timbangan analitik, UVB

light, tempat air minum dan makan tikus.

Alat untuk pemeriksaan Imunihistokimia

Alat yang digunakan untuk pemeriksaan imunihistokimia yaitu
jaringan kulit sampel dalam larutan formalin, paraffin, antibodi
Primer untuk MMP-1, dan antibodi sekunder (enzim/fluorofor), serta

reagen deteksi.

Alat untuk pemeriksaan histopatologi

Alat yang digunakan untuk pemeriksaan histopatologi yaitu alat
penyimpan slide, Oven jaringan, Penjepit slide, Mikroskop dan
kamera mikroskop, Komputer dan perangkat lunak analisis gambar,
Lemari es, Rotary microtome dan disposable Knife, Water bath

dengan suhu 60°C, entelan dan deck glass.
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4.6. Cara Penelitian

4.6.1. Perolehan Ethical Clearence

4.6.2.

4.6.3.

Penelitian ini dimulai dengan pengajuan ethical clearance

kepada komisi etik Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung

Semarang setelah proposal penelitian disetujui oleh pembimbing dan

penguji.

Persiapan Sebelum Perlakuan

1.

Adaptasikan 28 ekor tikus wistar dengan lingkungan selama 1
minggu

Lakukan pencukuran punggung tikus sebesar 2x3 cm untuk

area penyinaran UVB.

Dilakukan pengambilan sampel secara acak pada ke 28

tikus wistar yang masuk kriteria penelitian.

Dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kelompok sehat, kontrol
negatif, perlakuan 1 dan perlakuan 2.

Letakkan tikus di kandang kawat yang dilengkapi dengan
makanan dan minuman secukupnya. Setiap kandang berisi 7

tikus. Suhu ruangan dipertahankan pada suhu 28-32°C.

Pembuatan krim ekstrak daun bidara

Ekstrak daun bidara dibuat dengan menggiling daun bidara

kering menggunakan blender dan mengayaknya untuk mendapatkan

serbuk halus. Serbuk daun bidara yang telah di haluskan dimasukkan
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ke alat maserator ditambahkan cairan penyari etanol 96%, lalu

lakukan pengocokan sesering mungkin selama 3 hari, lakukan

penyaringan dengan menggunakan kertas saring. Seluruh hasil

penyaringan lalu diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator

pada suhu 50°C dengan kecepatan 60 rpm. Sehingga didapatkan

ekstrak etanol kental daun bidara. Berat serbuk yang digunakan untuk

maserasi yaitu sebanyak 1000 gram dengan bobot ekstrak yang

dihasilkan sebanyak 29 gram sehingga randemen ekstrak yang

dihasilkan sebesar 2,9%.

Prosedur kerja pembuatan krim ekstrak daun bidara

1.

Bahan yang termasuk fase minyak yaitu setil alkohol, propil
paraben dan parafin cair di panaskan diatas penangas air

sehinggabercampur.

. Fase air dibuat dengan melarutkan terlebih dahulu metil paraben

dalam air yang telah dipanaskan dan natrium lauri sulfat.

. Krim dibuat dengan menuangkanfase minyak ke dalam fase air

(suhu masing- masing fase 70°C).

. Fase minyak dipindahkan ke dalam Iumpang panas dan

tambahkan faseair diaduk sampai dingin hingga terbentuk massa

krim.

. Kemudian ekstrak daun bidara yang sudah dilarutkan dengan

propilenglikol dimasukkan dan diaduk hingga terbentuk krim

tambahkan oleum citri sebagai pewangi.



4.6.4.

4.6.5.

Tabel 4.1. Formula Krim Ekstrak Daun Bidara 5%.°

Komposisi Formula
Ekstrak Daun Bidara 5%
Setil alkohol 12%
NLS 0,5%
Paraffin cair 10%
Nipagin 0,18%
Nipasol 0,02%
Propilenglikol 10%
Oleum citri
Aquadest ad 100%
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Hasil uji skrining kualitatif fitokimia ekstrak daun bidara arab

menunjukan bahwa ekstrak daun bidara arab positif mengandung

alkaloid, flavonoid, saponin dan triterpenoid yang mana sesuai

dengan penelitian.’

Tabel 4.2. Hasil uji Skrining Kualitatif Fitokimia Ekstrak Daun

Bidara 5 %.’

Uji Ekstrak Daun Bidara Arab
Alkaloid -
Flavonoid Fy
Saponin ol
Steroid -
Triterpenoid +

Penetapan Dosis Krim Ekstrak daun bidara

Pada penelitian ini, krim ekstrak daun bidara dengan

konsentrasi 5% diaplikasikan secara topikal. Krim tersebut diberikan

setiap hari dengan dosis 0,5 gram per tikus uji.

Cara Pemberian Krim Ekstrak daun bidara dan Paparan sinar

UVB

1. Letakkan tikus dalam wadah yang memiliki tutup sehingga tikus

tidak membalikkan badan saat diberikan paparan sinar UVB.
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Jarak penyinaran dari lampu ke punggung yaitu 20 cm. Dilakukan
selama 14 hari dengan waktu penyinaran 15 menit dengan dosis
160 mJ/cm setiap hari selama 2 minggu.
2. Krim retinol dan krim ekstrak daun bidara diaplikasikan setelah
paparan sinar UVB selama 14 hari sehari sekali.
3. Perlakuan masing-masing kelompok sebagai berikut :
a. Kl=Kelompok sehat, 7 ekor tikus tidak diberi perlakuan
b. K2= Kelompok kontrol negatif, 7 ekor tikus hanya dipapar
sinar UVB
c. K3=Kelompok perlakuan 1, 7 ekor tikus dipapar sinar UVB
dan diolesi krim retinol
d.  K4= Kelompok perlakuan 2, 7 ekor tiku dipapar sinar UVB

dan diolesi krim ekstrak daun bidara

4.6.6. Terminasi Tikus
Setelah pemberian krim pada hari ke-21 penelitian, tikus
dibiarkan selama 24 jam. Pengambilan sampel kulit dilakukan
melalui biopsi. Sebelum biopsi, tikus di- euthanasia menggunakan
xylazine 5 mg/kgBB secara intramuskular (IM) dan ketamin 50
mg/kgBB IM. Setelah tikus dipastikan mati, barulah sampel kulit

diambil.
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4.6.7. Metode Elisa Kadar MMP-1

Kadar

MMP-1 diperiksa dengan menggunakan Kit

Pemeriksaan MMP-1, menggunakan metode ELISA merk BT LAB

dengan rentang deteksi 0.1ng /mL - 30ng /mL dan sensitivitas 0,05ng

/mL. Proses pemeriksaan kadar MMP-1 adalah sebagai berikut:

4.6.7.1. Isolasi Protein

1.

Potongan jaringan dengan berat sekitar 0,5gr ditaruh
dalam microtube volume 1,5ml.

Dimasukkan dalam freezer -80°C, dibiarkan selama 24
jam.

Disiapkan es serut.

Diambil PBS dari kulkas dan sampel dari frezzer, ditaruh
dalam cool box yang telah berisi es serut.

Becker glass volume 250ml diisi es serut dan disemprot
alcohol 96%.

Diambil sampel dan dipotong kecil- kecil ditambah
500pL PBS dingin.

Tabung microtube ditaruh ditengah es serut dalam
becker glass.

Becker glass ditaruh pada meja didalam alat ultrasonic.
Disesuaikan dengan kedalaman dan probe agar bisa
menyentuh jaringan tapi tidak terlalu di dasar tabung

valcon.
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Alat disetting selama 1 menit, probe bekerja 29 detik,
istirahat 1 detik.

Lanjut OK.

Alat akan berbunyi bertanda probe bersentuhan dengan
jaringan.

Setelah selesai alat akan berhenti dan berbunyi.
Dikeluarkan . tabung  microtube  dan langsung
dimasukkan dalam cool box yang berisi es serut.

Setelah semua sampel dikerjakan seperti langkah
No.6-14, = dilanjutkan centrifuge selama 10 menit
12000rpm pada suhu 4°C.

Disiapkan microtube yang baru dan diberi kode.
Supernatan diambil dan dimasukkan dalam microtube
yang telah disiapkan.

Ditaruh dalam coo! box.

Sampel disimpan dalam freezer -20°C sebelum

dilakukan pemeriksaan selanjutnya.

4.6.7.2. Persiapan reagen

1.

2.

Semua reagen harus dibawa ke suhu kamar sebelum
digunakan.

Standar : Menyusun kembali 120 pl standar (32 ng / ml)
dengan 120 pl standar digesting untuk menghasilkan 16

ng / ml larutan stok standar. Biarkan standard selama 15
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menit dengan pengadukan lembut sebelum membuat

pengenceran. Siapkan duplikat titik standard dengan

mengencerkan secara serial larutan stok standar

(16ng/ml) 1:2 dengan pengencer standard untuk

menghasilkan larutan 8ng/ml, 4ng/ml, 2ng/ml dan

Ing/ml. Pengencer standard berfungsi sebagai standard

nol (0 ng/ml). ml) Setiap pengenceran larutan standar

yang disarankan adalah sebagai berikut:

a.

Siapkan semua reagen, larutan standar dan sampel.
Bawa semua reagen ke suhu kamar sebelum
digunakan. Pengujian dilakukan pada suhu kamar.
Tentukan jumlah - strip yang diperlukan untuk
pengujian. Masukkan strip kedalam bingkai untuk
digunakan. Strip yang tidak digunakan harus
disimpan pada 2-8 ° C.

Tambahkan 50 pl standard ke wel/ standard
Tambahkan 40 pl sampel ke well sampel lalu
tambahkan 10 pl antibodi anti-MMP-1 ke wel/
sampel, lalu tambahkan 50 pl streptavidin-HRP ke
well sampel dan well standard. Aduk rata. Tutup
pelat dengan sealer Inkubasi 60 menit pada 37°C.
Lepas sealer dan cuci piring 5 kali dengan wash

buffer. Rendam well dengan wash buffer minimal
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0,35 ml selama 30 detik sampai 1 menit untuk setiap
pencucian. Untuk pencucian otomatis, aspirasi
semua well dan cuci 5 kali dengan wash buffer,
overfilling well dengan buffer pencuci. Serap piring
ke handuk kertas atau bahan lainnya.

f. Tambahkan 50 pl larutan substrat A ke masing-
masing well dan kemudian tambahkan 50 pl larutan
substrat B ke setiap well. Inkubasi piring yang
ditutup dengan sealer baru selama 10 menit pada
suhu 37 © C dalam gelap.

g. - Tambahkan 50 pl Stop Solution ke masing-masing
well, warna biru akan langsung berubah menjadi
kuning.

h. Tentukan densitas optik (nilai OD) masing-masing
well segera menggunakan pembaca pelat mikro
yang disetel ke 450 nm dalam waktu 10 menit

setelah menambahkan larutan penghenti.

Kadar (%)= Fibroblas yang mengek§pr.esﬂ<an MMP—1 x100%
area seluruh jaringan

4.6.7.3. Pembuatan Sedian Histologi
Pembuatan sediaan histologis dibagi beberapa
tahapan yaitu tahap fiksasi, dehidrasi, clearing, embeding,
dan pemotongan.

1. Tahap fiksasi
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Jaringan kulit tikus direndam dalam larutan
formalin buffer fosfar 10% selama 1 hari kemudian
dilakukan sampling bagian jaringan yang akan diambil.
Dehidrasi

Potongan jaringan dimasukkan ke dalam larutan
alkohol bertingkat, mulai dari 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, hingga 96%, untuk mengeluarkan
cairan dari dalam jaringan. Setelah itu, jaringan
direndam dalam larutan campuran alkohol-xylol selama
1 jam, lalu dilanjutkan dengan perendaman dalam
larutan xylol murni selama 2 kali, masing-masing
selama 2 jam.

Tahap embedding

Setelah dilakukan infiltrasi sebanyak 2 kali
selama masing — masing | jam dengan paraffin murni
(Histoplast) cair (suhu 60°C), kemudian jaringan
ditanam ke dalam paraffin cair dan dibiarkan
membentuk blok yang memakan waktu selama 1 hari

agar mudah diiris dengan mikrotom.

Tahap pemotongan

Proses pemotongan jaringan dengan mikrotom
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Leica 820, tebal 5u secara serial, diambil irisan yang
paling baik untuk selanjutnya dilakukan penempelan
pada gelas obyek yang sudah diolesi perekat, ditetesi
akuades dan dikeringkan. Kemudian terakhir dilakukan
pengecatan dengan Picro sirius red.
4.6.7.4. Pewarnaan dengan Picro sirius red
Sebelum melakukan pengecatan, slide melalui tahapan
deparafinisasi dan rehidrasi dengan perendaman dalam
larutan xylene 2 x 5 menit, etanol 100% selama 2 menit,
etanol 96% selama 2 x 2 menit, etanol 70% selama 2 menit,
dan akuades selama 2 menit. Kemudian dilakukan
pengecatan dengan Picro sirius red selama 1 jam agar
memberikan warna kemerahan pada kolagen. Slide
kemudian dicuci dengan air asam sebanyak 2 kali dan residu
air dihilangkan dengan menggoyangkan slide secara
perlahan. Tahap dehidrasi dilakukan dalam etanol 70%
selama 10 detik, etanol 96% selama 2 x 10 detik, etanol
100% selama 10 detik, dan xylene selama 2 x 2 menit. Lalu
slide dikeringkan selama 2 jam dalam suhu ruangan dan

dilakukan mounting pada medium berbasis xylene (DPX).

4.6.7.5. Metode Pengamatan Jumlah Kolagen

Pengamatan hasil jumlah kolagen dilakukan dengan
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metode analisis digital. Sediaan dengan pembesaran 400 kali
menggunakan mikroskop Olympus CX41 (Japan), difoto
dengan kamera Optilab Pro (Miconos, Indonesia). Masing
masing preparat difoto sebanyak 3 kali dengan
menggunakan format JPEG menggunakan perangkat lunak
Optilab Viewer 1.0 (Miconos, Indonesia). Penghitungan
jumlah kolagen dermis dengan menggunakan piranti lunak
Adobe PhotoShop CS3 dan Image J.

Jaringan kolagen yang tampak berwarna merah terang
dipilih menggunakan fungsi “Magic Wand” oleh Adobe
PhotoShop CS3. Kemudian dengan menggunakan fungsi
“inverse” maka terpilihlah pixel selain warna merah, lalu
dihapus menggunakan fungsi “delete” sehingga pada gambar
hanya tersisa pixe/ dengan warna merah. Jumlah kolagen
dihitung sebagat persentase pixel area kolagen yang
berwarna merah dibandingkan dengan pixe/ area seluruh
jaringan. Pertama-tama gambar yang sudah dihilangkan
pixel selain warna merah, dipisah channel warna merahnya
melalui fungsi “RGB stack” pada Image J. Setelah
didapatkan channel warna merah kemudian dibuat nilai
“threshold” untuk warna merah, lalu dijalankan fungsi
“measure” sehingga didapatkan presentase pixe/ warna

merah dari total pixel secara otomatis.
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4.7. Alur Penelitian
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28 Tikus Jantan galur wistar berat 160-250 gram

A 4

Adaptasi selama 7 hari

Pencukuran punggung tikus untuk area penyinaran UVB

Randomisasi

K 1= kelompok
sehat, tidak diberi
paparan sinar
UVB

K3= Kelompok

kontrol positif
tikus dipapar sinar
K2=Kelompok ' :
i UVB setiap hari
kotrilliruosll?;f a;m dosis 1 MED (160
dipapar sir};ar mJ/cm?®) 15 menit
UVB setiap hari Sflzlm:nl ,‘; 23:1
dosis 1 MED (160 g
mJ/em?) 15 menit Pen}Enaran_ 30 cm
selama 14 hari ; el:nlldlan‘
d Taraks diberikan krim
.y ]a; 3 retinol setelah
R lr paparan UVB akut

setiap hari

K4= Kelompok
perlakuan, tikus
dipapar sinar UVB
setiap hari dosis 1
MED (160 mJ/cm?)
15 menit selama 14
hari dengan jarak
penyinaran 30 cm
kemudian diolesi
krim ekstrak daun
bidara setelah
paparan UVB akut
setiap hari

Hari ke 22 penelitian pengambilan sampel jaringan

v

Pemeriksaan Kadar MMP-1 dan Kolagen

v

Pengolahan dan Analisa Data

Gambar 4.2. Alur Penelitian
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4.9.
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Teknik Pengumpulan Data
Penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan desain post-test
only control group. Sampel yang digunakan adalah tikus Wistar jantan
(Rattus norvegicus), yang dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan dengan
masing-masing kelompok terdiri dari 7 ekor tikus, sehingga total sampel
berjumlah 28 ekor tikus. Tikus menjalani proses adaptasi selama 7 hari, dan
jika ada tikus yang mati karena stres akibat ketidakmampuan beradaptasi,
meskipun telah menjalani adaptasi, akan dimasukkan ke dalam kriteria drop
out. Pembagian kelompok meliputi:
1. K1 =Kelompok sehat, 6+1 ekor tikus tanpa perlakuan.
2. K2 = Kelompok kontrol negatif, 6+1 ekor tikus hanya dipapar sinar
UVB.
3. K3 =Kelompok perlakuan 1, 6+1 ekor tikus dipapar sinar UVB
dan diberi krim retinol.
4. K4 =Kelompok perlakuan 2, 6+1 ekor tikus dipapar sinar UVB

dan diberi krim ekstrak daun bidara.

Analisa Data

Data hasil penelitian dikumpulkan dan disajikan dalam bentuk statistik
(setelah menjalani proses seleksi, termasuk editing, coding, dan tabulasi).
Pengolahan data dilakukan menggunakan perangkat lunak SPSS. Hasil data
kadar MMP-1 dan kolagen dari masing-masing kelompok ditampilkan dalam
grafik dan tabel. Selanjutnya, uji normalitas dilakukan menggunakan uji

Shapiro-Wilk, sedangkan uji homogenitas dilakukan dengan Levene test.
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Hasil analisis menunjukkan bahwa data berdistribusi normal dan tidak
homogen, uji One-Way Anova dialkukan pada kadar MMP-1 dengan nilai
signifikansi p<0,05. Kemudian dilanjutkan dengan uji Post-hoc tamhane
untuk melihat perbedaan antar dua kelompok. Sedangkan hasil densitas
kolagen tidak terdistribusi normal dan tidak homogen, sehingga dilakukan
analisis dilakukan dengan uji non-parametrik Kruskal-Wallis dengan nilai

signifikansi p<0,05.



5.1.

BAB YV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Penelitian

Penelitian ini telah mendapat persetujuan ethical clearance dari
Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung Semarang dan seluruh proses
pemeliharaan hewan percobaan dan perlakuan paparan sinar UVB dilakukan
di laboratorium pengembangan hewan coba, pembuatan krim ekstrak daun
bidara di laboratorium kimia. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh pemberian  krim ekstrak daun bidara (Ziziphus Mauritiana)
terhadap kadar MMP-1 dan kolagen pada kulit tikus Wistar jantan (Rattus
Norvegicus) yang dipapar sinar ultraviolet B.

Desain penelitian yang digunakan adalah Post Test Only Control
Group. Tikus Wistar yang digunakan dibagi menjadi empat kelompok
perlakuan, yaitu kelompok sehat (K1), kelompok kontrol negatif (K2), serta
dua kelompok perlakuan yang masing-masing diberi krim retinol (K3) dan
krim ekstrak daun bidara 5% (K4) setelah paparan sinar UVB selama 14 hari.
Selama periode paparan UVB, masing-masing kelompok dipaparkan dengan
dosis 160 mJ/cm? selama 15 menit setiap hari. Setelah 21 hari, dilakukan
pengambilan sampel kulit melalui prosedur biopsi setelah tikus dieutanasia.
Kadar MMP-1 diperiksa dengan menggunakan Kit Pemeriksaan MMP-1,
menggunakan metode ELISA merk BT LAB dengan rentang deteksi 0.1ng /
ml - 30ng/ml dan sensitivitas 0,05ng/ml. Pengamatan jumlah kolagen

dilakukan dengan pewarnaan dengan Picro sirius red, analisis digital pada

72
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sediaan dengan pembesaran 400x menggunakan mikroskop Olympus CX41.
Setiap preparat difoto sebanyak 3 kali menggunakan kamera Optilab Pro dan
perangkat lunak Optilab Viewer 1.0. Penghitungan jumlah kolagen dermis
dilakukan dengan piranti lunak Adobe Photoshop CS3 dan Image J.
5.1.1. Hasil Analisis Kadar MMP-1
Hasil uji dan analisis rata-rata kadar MMP-1 pada masing-
masing kelompok penelitian ditunjukkan pada tabel 5.1:

Tabel 5.1. Hasil penelitian kadar MMP-1(ng/mL) pada jaringan

kulit
Kelompok
K1 - K3 K4
Tikus sehat Kontrol Krim Krim EDB
Variabel negatif retinol 5%
Rerata + Rerata £ Rerata £ Rerata + p
SD SD SD SD
n==6 n==6 n=>6 n==6
Kadar MMP=1 5 19,036 5,46£0,77 " 6312032 7,5120,1,12
(ng/mL)
Shapiro Wilk 0,475%* 0,391* 0,883* 0,775*
Levene’s Test 0,006
One way anova 0,000*
Keterangan: * * Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)
* Leuvene Test = Homogen (p>0,05)
* One way anova = Signifikan (p<0,05)

Berdasarkan hasil rerata (tabel 5.1) kadar MMP-1 paling tinggi
pada kelompok K4 dengan pemberian krim ektrak daun bidara 5%
sebesar 7,51ng/mL, pada kelompok K3 dengan pemberian krim
retinol lebih rendah sebesar 6,31ng/mL, pada kelompok negatif K2
tikus hanya dipapar sinar UV lebih rendah sebesar 5,46ng/mL dan
kadar paling rendah pada kelompok tikus sehat K1 sebesar

5,0931ng/mL.
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Uji normalitas pada rata-rata kadar MMP-1 menggunakan uji
Shapiro Wilk diperoleh hasil p >0,05 menunjukkan hasil normal pada
semua kelompok, dengan sebaran data yang tidak homogen dari hasil
uji Levene’s test p 0,006 (p<0,05). Hasil uji rata-rata kadar MMP-1
yang normal dan tidak homogen dilakukan uji One way anova.

Hasil uji One way anova menunjukkan perbedaan yang
signifikan rata-rata kadar MMP-1 pada semua kelompok p 0,000
(»<0,05), kemudian dilanjutkan dengan uji Post hoc tamhane untuk
mengetahui pasangan dua kelompok yang berbeda, seperti hasil pada
(tabel 5.2):

Tabel 5.2. Hasil uji Post hoc tamhane kadar MMP-1 (ng/mL)

antar kelompok penelitian
Kelompok K2 K3 K4

K1 0,904 0,001* 0,014*
K2 0,236  0,031*
K3 0,251

Keterangan: berbeda bermakna (p<0,05)

Hasil analisis uji Post hoc tamhane terhadap kadar MMP-1
didapatkan adanya perbedaan yang tidak bermakna antar dua
kelompok yaitu kelompok K1 dengan K2, kelompok K2 dengan K3
dan kelompok K3 dengan K4, sedangkan kelompok yang memiliki
perbedaan bermakna yaitu kelompok K1 dengan K3, K1 dengan K4,
dan K2 dengan K4. Perbedaan antar dua kelompok dapat dilihat

seperti tergambar pada grafik 5.1.
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Gambar 5.1. Grafik rerata kadar MMP-1dan Post hoc tamhane
antar kelompok

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan dengan krim
ekstrak daun bidara 5% memberikan kadar MMP-1 tertinggi, diikuti
oleh krim retinol, kelompok kontrol negatif yang hanya dipapar

UVB, dan kelompok sehat dengan kadar MMP-1 terendah.

Hasil Analisis Densitas Kolagen

Hasil pewarnaan kolagen dengan Picro Sirius Red
menunjukkan perbedaan densitas kolagen antar kelompok.
Kelompok kontrol sehat (K1) memiliki densitas tertinggi (100%)
dengan warna merah paling intens. Kelompok retinol (K3)
menunjukkan penurunan ringan (97,50%), disusul kelompok krim
ekstrak daun bidara 5% (K4) dengan densitas 95,83%. Kelompok
yang hanya terpapar UV (K2) menunjukkan kerusakan kolagen
terbesar dengan densitas terendah (95,00%). Seperti pada hasil

gambar 5.2
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ditunjukkan pada tabel 5.3:
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Kelompok
K1 K2 K3 . K4
Tikus sehat Kontrol Krim Krim EDB
Variabel negatif retinol 5%
Rerata + Rerata + Rerata + Rerata +
SD SD SD SD
n==o6 n==o6 n==o6 n==o6
Densitas 100£0,00  95,00+5,47 97,5042,74  95,83+2,04
kolagen (%)
Shapiro Wilk - 0,004 0,004 0,000
Levene’s Test 0,000
Kruskal Wallis 0,071
Keterangan: * Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)
* Leuvene Test = Homogen (p>0,05)
* Kruskal Wallis = Signifikan (p<0,05)

Berdasarkan hasil (tabel 5.3) rata-rata densitas kolagen paling tinggi
pada kelompok tikus sehat K1 sebesar 100%, lebih rendah pada kelompok
K3 dengan pemberian krim retinol sebesar 97,50%. Pada kelompok K4
dengan pemberian krim ekstrak daun bidara 5% sebesar 95,83%, dan
kelompok negatif K2 tikus hanya dipapar sinar UV lebih rendah sebesar
95,00%.

Uji normalitas pada rata-rata densitas kolagen menggunakan uji
Shapiro Wilk diperoleh hasil p <0,05 pada semua kelompok menunjukkan
hasil tidak normal, dengan sebaran data yang tidak homogen dari hasil uji
Levene’s test p 0,000 (p<0,05). Hasil uji rata-rata densitas kolagen yang tidak
normal dan tidak homogen dilakukan uji non parametrik Kruskal Wallis test.

Hasil uji Kruskal Wallis menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan
dengan hasil rata-rata densitas kolagen 0,071 (p>0,05), sehingga dapat
disimpulkan tidak terdapat perbedaan yang signifikan densitas kolagen antar

semua kelompok perlakuan, Seperti tergambar pada grafik 5.2 sebagai
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Gambar 5.3. Grafik rerata densitas kolagen antar kelompok

Hasil penelitian menunjukkan bahwa meskipun terdapat perbedaan
rata-rata persentase(%) densitas kolagen antar kelompok, uji Kruskal-Wallis
mengungkapkan bahwa perbedaan tersebut tidak signifikan (p > 0,05).
Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa pemberian krim ekstrak daun
bidara, krim retinol, dan kelompok tanpa perlakuan yang dipapar sinar UVB
tidak berpengaruh signifikan terhadap densitas kolagen antar kelompok.

Densitas kolagen dipengaruhi oleh keseimbangan antara sintesis dan
degradasi kolagen. Paparan UVB merangsang produksi MMP-1 untuk
memecah kolagen, namun juga memicu produksi kolagen baru. Pemberian
krim retinol atau ekstrak daun bidara dapat mempengaruhi sintesis kolagen
melalui mekanisme stimulus kolagen (retinol) atau perlindungan antioksidan
dan anti-inflamasi, meskipun perlakuan ini meningkatkan aktivitas
remodeling kolagen, tidak ada perbedaan signifikan pada densitas kolagen

antar kelompok, perbaikan yang seimbang antara degradasi dan sintesis
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kolagen yang terjadi secara bersamaan.*”*

Pembahasan

Hasil penelitian dengan paparan UVB pada kelompok K2
meningkatkan kadar MMP-1 dibandingkan kelompok K1 yang sehat,
perbedaan yang tidak signifikan antara kedua kelompok ini menunjukkan
bahwa respons biologis terhadap kerusakan UVB bisa bervariasi, dan faktor
lain seperti tingkat stres oksidatif dan proses perbaikan jaringan bisa

memengaruhi hasil tersebut.*’

Kelompok K2 mengalami kerusakan akibat
paparan UVB, namun peningkatan produksi MMP-1 diimbangi oleh proses
perbatkan dan  pembentukan kolagen baru. Meskipun terjadi sedikit
peningkatan, kadar MMP-1 pada kelompok K2 tidak berbeda signifikan
dibandingkan dengan kelompok K1, yang tetap berfungsi normal tanpa
paparan UVB.*

Paparan UVB selama 14 hari kemudian diberikan krim ekstrak daun
bidara (K4) menunjukkan peningkatan kadar MMP-1 berkaitan erat dengan
proses remodeling kolagen dan perbaikan jaringan kulit. Kerusakan kolagen
yang terdapat pada dermis kulit memicu pembentukan radikal bebas yang
merusak struktur matriks ekstraseluler, termasuk kolagen tipe I dan IIL
Kerusakan ini memicu produksi MMP-1 sebagai respons adaptif tubuh untuk
memecah kolagen yang rusak dan memberikan ruang bagi kolagen baru untuk
diproduksi. Pada hari-hari awal paparan UVB, kulit merespons dengan

meningkatkan produksi MMP-1 untuk memperbaiki kolagen yang hancur.*®

Kelompok yang diberi krim ekstrak daun bidara, dengan kandungan
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flavonoid, tanin, dan saponin, berfungsi mengurangi stres oksidatif yang
ditimbulkan oleh radikal bebas akibat paparan UVB. Radikal bebas tersebut
dapat menghambat proses perbaikan kulit, termasuk produksi MMP-1 yang
optimal. Dengan adanya kandungan antioksidan dalam ekstrak daun bidara,
kerusakan lebih lanjut dapat diminimalkan, sehingga sel-sel kulit dapat
memproduksi MMP-1 dengan lebih efektif. Perlindungan ini mendukung
proses remodeling kolagen, menjadikannya lebih lancar dan lebih cepat.??
MMP-1 berfungsi dalam degradasi kolagen yang rusak serta perbaikan
matriks ekstraseluler kulit. Peningkatan kadar MMP-1 mempercepat proses
penghancuran kolagen yang rusak, sehingga memberikan kesempatan bagi
kolagen baru yang lebih sehat untuk terbentuk menggantikan yang lama.
Secara normal, paparan UVB merangsang produksi MMP-1, namun pada
kelompok yang diberi krim ekstrak daun bidara, kadar MMP-1 meningkat
secara lebih signifikan. Hal ini disebabkan oleh peningkatan ekspresi gen
yang terlibat dalam sintesis MMP-1. Ekstrak daun bidara, melalui mekanisme
antioksidan dan anti-inflamasi, turut mempercepat proses remodeling
kolagen dan meningkatkan regenerasi kulit dengan cara yang lebih efisien.*
Ekstrak daun bidara dapat meningkatkan ketersediaan faktor
pertumbuhan penting, seperti VEGF dan TGF-f, yang berperan dalam proses
penyembuhan kulit. Faktor-faktor ini membantu perbaikan kulit dengan
merangsang produksi kolagen dan aktivasi MMP-1. Pada kelompok yang

diberi krim ekstrak daun bidara, peningkatan faktor pertumbuhan ini

mempercepat perbaikan kulit, sehingga kadar MMP-1 meningkat lebih tinggi
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dibandingkan dengan kelompok lain.>!->2

Kelompok K4 (krim ekstrak daun bidara 5%) menunjukkan kadar
MMP-1 yang lebih tinggi dibandingkan K3 (krim retinol), meskipun
perbedaan secara statistik tidak bermakna. Namun, retinol merangsang
produksi kolagen dan MMP-1 dengan mempercepat pergantian sel kulit,
tetapi tidak memiliki efek antioksidan atau anti-inflamasi yang kuat.>
Sebaliknya, ekstrak daun bidara mengandung senyawa aktif yang memiliki
sifat antioksidan dan anti-inflamasi, yang melindungi kulit dari kerusakan
UVB, meningkatkan produksi MMP-1, dan memperbaiki kulit dengan lebih
efektif.!%* K3 dan K4 meningkatkan MMP-1, tetapi ekstrak daun bidara
cenderung lebih efektif.

Penelitian menunjukkan ekstrak daun bidara memiliki sifat antioksidan
dan antiinflamasi yang efektif melindungi kulit dari kerusakan akibat paparan
sinar UVB, mengindikasikan bahwa krim ekstrak daun bidara 5%
memberikan efek perlindungan yang lebih signifikan terhadap kerusakan
UVB dan merangsang proses perbaikan kulit yang lebih baik melalui
peningkatan kadar MMP-1 dibandingkan dengan perlakuan lainnya.>*>>

Kelompok yang diberi perlakuan menunjukkan densitas kolagen yang
lebih rendah dibandingkan kelompok K1 (tikus sehat), kelompok yang diberi
perlakuan dengan krim retinol dan ekstrak daun bidara menunjukkan
perlindungan yang lebih baik terhadap kerusakan akibat UVB dibandingkan
dengan kelompok K2 yang hanya dipapar sinar UVB. Namun, tidak ada

perbedaan signifikan yang ditemukan antar kelompok perlakuan dalam hal
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densitas kolagen.

Hasil penelitian terhadap densitas kolagen menunjukkan penurunan
pada kelompok perlakuan (K3 dan K4) dibandingkan kelompok sehat (K1),
perlakuan dengan krim retinol dan ekstrak daun bidara lebih efektif dalam
melindungi kolagen dari kerusakan akibat paparan UVB dibandingkan
dengan kelompok yang hanya terpapar sinar UV. Namun, perbedaan densitas
kolagen antar kelompok perlakuan tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan secara statistik.

Hasil pewarnaan jaringan kolagen menggunakan Picro Sirius Red
menunjukkan perbedaan densitas kolagen yang signifikan antar kelompok
perlakuan, ditunjukkan melalui variasi intensitas warna merah pada jaringan.
Pewarnaan ini memiliki afinitas spesifik terhadap kolagen tipe 1 dan III,
komponen utama matriks ekstraseluler kulit, sehingga intensitas warna merah
yang terbentuk mencerminkan jumlah dan kerapatan serat kolagen fibrilar.
Kelompok kontrol sehat (K1) menunjukkan warna merah paling intens
dengan densitas mencapai 100%, mencerminkan integritas kolagen yang utuh
dan struktur fibrilar yang padat. Sebaliknya, kelompok yang hanya mendapat
paparan sinar UV tanpa perlakuan (K2) memperlihatkan warna merah paling
pudar dengan densitas terendah sebesar 95,00%, menunjukkan kerusakan
kolagen paling signifikan akibat stres oksidatif dan degradasi matriks.
Kelompok yang diberi krim retinol (K3) masih menunjukkan warna merah
yang cukup kuat, dengan densitas kolagen sebesar 97,50%, menandakan

bahwa perlakuan ini mampu memberikan perlindungan kolagen yang relatif
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baik. Sementara itu, kelompok yang mendapatkan perlakuan krim ekstrak
daun bidara 5% (K4) memiliki intensitas warna merah lebih redup dibanding
kelompok retinol, dengan densitas sebesar 95,83%, yang mengindikasikan
efek protektif terhadap kolagen yang lebih rendah namun tetap ada.

Penurunan intensitas warna akibat paparan UV mencerminkan
degradasi kolagen, sedangkan intensitas yang tetap tinggi menunjukkan
efektivitas perlakuan dalam melindungi struktur jaringan ikat. Temuan ini
mendukung peran senyawa aktif dalam ekstrak daun bidara, seperti flavonoid
dan polifenol, yang diketahui memiliki sifat antioksidan dan antiinflamasi.
Senyawa tersebut berkontribusi dalam mengurangi kerusakan kolagen akibat
radikal bebas serta merangsang aktivitas enzim MMP-1 yang berperan dalam
remodeling kolagen, sehingga mendukung proses perbaikan jaringan kulit
yang terpapar UVB.

Paparan UVB merusak kolagen dan merangsang produksi MMP-1
untuk mengdegradasi kolagen yang rusak, memicu sintesis kolagen baru
sebagai respons terhadap kerusakan tersebut. Pemberian perlakuan seperti
krim retinol atau ekstrak daun bidara dapat meningkatkan sintesis kolagen,
tetapi kedua proses degradasi kolagen melalui MMP-1 dan sintesis kolagen
berlangsung bersamaan. Meskipun terdapat peningkatan dalam kedua proses
ini, keseimbangan antara degradasi dan sintesis kolagen dapat menyebabkan
densitas kolagen tidak mengalami perubahan signifikan. Meskipun masing-
masing proses meningkat, hasil akhirnya adalah densitas kolagen yang tetap

stabil, tanpa perbedaan yang signifikan antara kelompok perlakuan.
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Densitas kolagen merupakan parameter yang memerlukan waktu lebih
lama untuk menunjukkan perubahan signifikan, terutama dalam konteks
proses remodeling kolagen. Proses ini melibatkan degradasi kolagen yang
rusak dan sintesis kolagen baru, yang berlangsung secara bertahap. Durasi
penelitian selama 14 hari belum cukup untuk memberikan efek jangka
panjang dari perlakuan terhadap densitas kolagen, karena perubahan pada
struktur matriks ekstraseluler kulit biasanya memerlukan waktu yang lebih
lama untuk terwujud secara jelas.’”

Keseimbangan antara proses degradasi dan sintesis kolagen, bersama
dengan durasi waktu penelitian yang terbatas, merupakan faktor utama yang
menjelaskan mengapa tidak terdapat perbedaan signifikan dalam densitas
kolagen antar kelompok. Proses remodeling kolagen yang melibatkan
pemecahan kolagen lama dan pembentukan kolagen baru memerlukan waktu
yang cukup untuk menghasilkan perubahan yang terukur, sehingga dalam
rentang waktu yang terbatas, perubahan tersebut mungkin belum cukup
signifikan untuk terdeteksi.”*>’

Hasil penelitian menunjukkan bahwa intensitas warna merah pada
pewarnaan Picro Sirius Red mencerminkan kondisi struktur kolagen dalam
jaringan kulit. Kelompok kontrol sehat menampilkan warna merah paling
intens, menandakan jaringan kolagen yang padat dan utuh tanpa kerusakan.
Sebaliknya, kelompok tikus yang hanya dipapar sinar UV tanpa perlakuan

(K2) menunjukkan warna merah paling redup, yang menandakan terjadinya

degradasi kolagen akibat stres oksidatif yang diinduksi oleh UV.
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Kelompok perlakuan dengan krim retinol (K3) dan ekstrak daun bidara
(K4) menunjukkan peningkatan intensitas warna merah dibandingkan K2,
yang mengindikasikan efek protektif terhadap struktur kolagen. Retinol
terbukti sedikit lebih efektif dalam mempertahankan kerapatan kolagen
dibandingkan ekstrak daun bidara, seperti ditunjukkan oleh nilai densitas
kolagen yang lebih tinggi. Hasil ini sejalan dengan mekanisme kerja retinol
sebagai stimulan sintesis kolagen dan antioksidan kuat yang mampu menekan
efek destruktif radikal bebas. Sementara, ekstrak daun bidara, meskipun tidak
sekuat retinol, masih mampu memberikan perlindungan terhadap kolagen
melalui kandungan antioksidan alaminya.

Densitas kolagen pada kelompok perlakuan (K3 dan K4) tetap tidak
berbeda signifikan “dibanding K1 (kontrol sehat), meskipun terlihat
peningkatan proteksi dibanding K2 (paparan UVB tanpa perlakuan). Hal ini
kemungkinan disebabkan oleh lamanya waktu penelitian yang hanya 14 hari,
belum cukup untuk menunjukkan perubahan nyata dalam struktur matriks
ekstraseluler—terlibatnya degradasi awal dan sintesis kolagen baru membuat
perubahan densitas neto belum tampak dalam rentang waktu singkat.*> Proses
remodeling kolagen umumnya membutuhkan waktu lebih panjang agar
perubahan komposisi dapat terukur secara statistik.

Paparan UVB diketahui menginduksi produksi ROS, yang kemudian
mengaktifkan jalur MAPK/AP-1, lalu meningkatkan ekspresi MMP-1 guna
memecah serat kolagen yang rusak.®® Meskipun peningkatan ini merupakan

bagian dari respons perbaikan jaringan, peningkatan non-signifikan pada K2
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dibanding K1 mengindikasikan adanya aktivitas kompensasi repair dan
regulasi enzim inhibitor (TIMP), terutama saat paparan UVB masih dalam
fase awal.®

Kelompok K4, peningkatan MMP-1 lebih nyata dibanding retinol (K3),
walau tidak signifikan. Efek antioksidan dan antiinflamasi flavonoid, tanin,
dan saponin dalam ekstrak bidara mereduksi ROS, sehingga jalur
MAPK/AP-1 dapat berfungsi secara lebih optimal tanpa gangguan oksidatif
yang berlebihan. Ekstrak ini juga dapat meningkatkan ekspresi faktor
pertumbuhan seperti TGF-3 dan VEGF, yang diketahui merangsang MMP-1
sebagai bagian dari proses remodeling dan angiogenesis.®*"!

Retinol, selain memacu produksi kolagen dan MMP-1, juga
meningkatkan TIMP dan menekan AP-1 langsung sehingga lebih
menstabilkan struktur ~ kolagen. Sedangkan ekstrak bidara lebih
mengandalkan efek antioksidan alami dan induksi faktor pertumbuhan untuk
mempercepat proses perbaikan, walau efek protektifnya terhadap struktur
kolagen sedikit lebih rendah dibanding retinol.>

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian krim retinol (K3)
memberikan efek perlindungan kolagen yang sedikit lebih baik dibandingkan
krim ekstrak daun bidara 5% (K4), ditunjukkan oleh nilai densitas kolagen
yang lebih tinggi dan intensitas warna merah yang lebih kuat pada pewarnaan
Picro Sirius Red. Hal ini sejalan dengan mekanisme kerja retinol yang telah

diketahui secara luas, yaitu merangsang proliferasi sel epidermis,

meningkatkan sintesis kolagen, dan menekan ekspresi MMP-1 melalui



87

penghambatan jalur transduksi sinyal AP-1. Namun demikian, ekstrak daun
bidara juga menunjukkan potensi protektif yang menjanjikan, meskipun
dengan efektivitas yang sedikit lebih rendah dibanding retinol. Kandungan
flavonoid, tanin, dan saponin dalam ekstrak bidara memiliki sifat antioksidan
dan antiinflamasi yang dapat menetralisir radikal bebas akibat paparan sinar
UVB, sehingga mengurangi degradasi kolagen dan mendukung remodeling
jaringan.

Peningkatan kadar MMP-1 pada kelompok K4 dapat dijelaskan sebagai
bagian dari mekanisme perbaikan jaringan, di mana ekstrak daun bidara
merangsang aktivitas MMP-1 untuk menghancurkan kolagen yang telah
rusak akibat stres oksidatif, sekaligus memicu regenerasi kolagen baru.
Namun, kadar MMP-1 yang meningkat tetapi tidak diikuti oleh peningkatan
signifikan pada densitas kolagen kemungkinan disebabkan oleh
keseimbangan antara proses degradasi dan sintesis kolagen, serta durasi
penelitian yang terbatas (14 hari), yang belum cukup untuk menghasilkan
perubahan = struktural yang bermakna secara histologis. Selain itu,
kemungkinan lain adalah bahwa dosis ekstrak daun bidara sebesar 5% belum
cukup optimal untuk memberikan efek protektif maksimal. Beberapa literatur
menyarankan bahwa konsentrasi lebih tinggi, seperti 10—15%, dapat
meningkatkan aktivitas biologis senyawa aktifnya secara signifikan.

Dengan demikian, meskipun krim ekstrak daun bidara menunjukkan
efek protektif terhadap kerusakan kolagen akibat paparan UVB,

efektivitasnya masih perlu ditingkatkan, baik melalui optimalisasi dosis,
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perpanjangan waktu aplikasi, maupun penggunaan ekstrak yang telah
distandarisasi kandungan zat aktif. Penelitian lanjutan dengan durasi lebih
panjang dan variasi konsentrasi ekstrak diperlukan untuk mengevaluasi
potensi maksimal daun bidara sebagai agen terapeutik alami yang sebanding
atau bahkan lebih unggul dibanding retinol.

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan yang penting untuk
diperhatikan dalam interpretasi hasil dan perencanaan studi lanjutan. Pertama,
durasi perlakuan yang relatif singkat (<21 hari) kemungkinan belum cukup
untuk mengamati perubahan densitas kolagen secara signifikan. Studi
sebelumnya menunjukkan bahwa remodeling kolagen dan diferensiasi
jaringan kulit memerlukan waktu yang lebih panjang, yakni sekitar 28 hingga
56 hari, untuk menunjukkan perbedaan yang bermakna antara sintesis dan
degradasi kolagen.®* Kelompok kontrol yang dipaparkan sinar UVB, tidak
diberikan krim dasar tanpa bahan aktif (placebo). Hal ini berpotensi menjadi
sumber bias karena bahan dasar krim itu sendiri dapat memiliki efek oklusif
atau protektif yang tidak diantisipasi, sehingga dapat mengaburkan efek
murni dari paparan UVB.%

Penelitian ini hanya mengukur ekspresi MMP-1 tanpa melibatkan
pengukuran TIMP-1, padahal keseimbangan antara matrix metalloproteinase
dan tisu inhibitor-nya sangat penting dalam memahami dinamika degradasi
dan inhibisi kolagen pada kulit.**Tanpa data TIMP-1, kesimpulan mengenai
aktivitas proteolitik kolagen menjadi kurang komprehensif. Ekstrak daun

bidara yang digunakan belum dianalisis kandungan senyawa aktif
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spesifiknya, seperti profil polifenol atau flavonoid. Padahal, karakterisasi
senyawa bioaktif penting untuk mengidentifikasi komponen utama yang
bertanggung jawab terhadap efek biologis, seperti stimulasi faktor
pertumbuhan atau MMP (Kumar et al., 2021). Tanpa informasi ini, efektivitas
dan potensi aplikasi terapeutik dari ekstrak tidak dapat dioptimalkan secara

ilmiah.%*
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1.

Pemberian krim ekstrak daun bidara (Ziziphus Mauritiana) berpengaruh
terhadap kadar MMP-1, namun tidak berpengaruh terhadap densitas
kolagen pada kulit tikus Wistar jantan (Rattus Norvegicus) yang dipapar
sinar ultraviolet B.

Pemberian krim ekstrak daun bidara (Ziziphus Mauritiana) berpengaruh
terhadap meningkatkan kadar MMP-1 pada kulit tikus Wistar jantan
(Rattus Norvegicus) yang dipapar sinar ultraviolet B.

Pemberian krim  ekstrak daun bidara (Ziziphus Mauritiana) tidak
berpengaruh terhadap densitas kolagen pada kulit tikus Wistar jantan

(Rattus Norvegicus) yang dipapar sinar ultraviolet B.

6.2. Saran

1.

Disarankan memperpanjang durasi penelitian menjadi 28 hingga 56 hari
agar dapat mengamati perubahan densitas kolagen secara signifikan serta
membedakan efek kumulatif antara proses degradasi dan sintesis kolagen.
Kelompok kontrol UVB sebaiknya diberikan basis krim tanpa bahan aktif
(placebo) untuk memastikan bahwa efek paparan UVB tidak
terkompensasi oleh bahan pembawa, sehingga meningkatkan keakuratan

perbandingan antar kelompok.
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3. Pengukuran ekspresi TIMP-1 selain MMP-1 perlu dilakukan untuk
memperoleh gambaran yang lebih komprehensif mengenai keseimbangan
antara degradasi dan inhibisi kolagen, sehingga mekanisme proteksi
jaringan kulit dapat dipahami dengan lebih jelas.

4. Analisis kandungan senyawa spesifik dalam ekstrak daun bidara, seperti
profil polifenol dan flavonoid, sangat diperlukan untuk mengidentifikasi
molekul aktif yang berperan dalam stimulasi MMP-1 atau faktor

pertumbuhan, sehingga efektivitas ekstrak dapat dioptimalkan.
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