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ABSTRAK

Latar Belakang: Paparan sinar UV-B menyebabkan kerusakan kulit melalui stres
oksidatif, inflamasi, dan degradasi matriks ekstraseluler, yang mempercepat
penuaan kulit. Calendula officinalis L., dengan sifat antiinflamasi dan antioksidan,
berpotensi mempercepat penyembuhan luka dan meningkatkan kualitas kulit yang
rusak akibat UV-B. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh emulgel
ekstrak Calendula terhadap kadar MMP-1 dan MMP-9 pada tikus Wistar yang
terpapar UV-B.

Metode: Penelitian ini menggunakan model eksperimen dengan desain post-test
only control group menggunakan 24 ekor tikus Wistar jantan yang dibagi menjadi
4 kelompok, yaitu kontrol negatif, kontrol positif, perlakuan emulgel ekstrak
calendula 10%, dan 20%. Paparan sinar UV-B dilakukan selama 14 hari, diikuti
dengan pengolesan emulgel setiap hari selama 14 hari. Pada hari ke-15, sampel
darah diambil untuk mengukur kadar MMP-1 dan MMP-9 menggunakan teknik
ELISA.

Hasil: Emulgel ekstrak calendula 20% menghasilkan kadar MMP-1 tertinggi
sebesar 4,788 £+ 0,360 ng/mL. Semua kelompok perlakuan menunjukkan perbedaan
signifikan dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat, namun emulgel calendula
10% dan 20% tidak menunjukkan perbedaan signifikan dibandingkan dengan
kontrol negatif. Untuk kadar MMP-9, ekstrak calendula 20% menghasilkan kadar
tertinggi sebesar 1,228 + 0,166 ng/mL, diikuti oleh ekstrak calendula 10% dengan
kadar 1,260 + 0,114 ng/mL. Meskipun demikian, tidak ada perbedaan yang
signifikan antara seluruh kelompok (p=0,104).

Kesimpulan: Pemberian emulgel ekstrak calendula tidak memberikan pengaruh
signifikan terhadap kadar MMP-1 dan MMP-9 dibandingkan kontrol negatif pada
tikus Wistar yang terpapar UV-B.

Kata Kunci: Emulgel Calendula, MMP-1, MMP-9, paparan UV-B, regenerasi
kulit, tikus Wistar.
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ABSTRACT

Background: UV-B radiation causes skin damage through oxidative stress,
inflammation, and degradation of the extracellular matrix, accelerating skin aging.
Calendula officinalis L., with its anti-inflammatory and antioxidant properties, has
the potential to accelerate wound healing and improve the quality of skin damaged
by UV-B. This study aims to analyze the effect of Calendula extract emulgel on
MMP-1 and MMP-9 levels in UV-B-exposed Wistar rats.

Methods: This study used an experimental post-test only control group design with
24 male Wistar rats divided into 4 groups: negative control, positive control, 10%
Calendula emulgel treatment, and 20% Calendula emulgel treatment. UV-B
exposure was administered for 14 days, followed by daily emulgel application for
14 days. On day 15, blood samples were collected to measure MMP-1 and MMP-9
levels using the ELISA technique.

Results: The 20% Calendula extract emulgel resulted in the highest MMP-1 level
at 4.788 + 0.360 ng/mL. All treatment groups showed significant differences
compared to the healthy control group, but the 10% and 20% Calendula emulgel
did not show significant differences compared to the negative control. For MMP-9
levels, the 20% Calendula extract resulted in the highest level at 1.228 + 0.166
ng/mL, followed by the 10% Calendula extract at 1.260 + 0.114 ng/mL. However,
no significant differences were observed among all groups (p=0.104).

Conclusion: The administration of Calendula extract emulgel did not have a
significant effect on MMP-1 and MMP-9 levels compared to the negative control in
UV-B-exposed Wistar rats.

Keywords: Calendula Emulgel, MMP-1, MMP-9, UV-B exposure, skin
regeneration, Wistar rats.
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BABI

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Paparan sinar ultraviolet B (UV-B) merupakan salah satu faktor
lingkungan utama yang berkontribusi terhadap kerusakan kulit, baik secara
akut maupun kronis. Sinar UV-B menembus epidermis dan menyebabkan stres
oksidatif, inflamasi, serta degradasi matriks ekstraseluler yang berdampak pada
penurunan fungsi dan struktur jaringan kulit. Efek ini tidak hanya mempercepat
proses penuaan kulit (photoaging), tetapi juga memperlambat proses
penyembuhan luka dan meningkatkan risiko gangguan dermatologis kronis.!*

Permasalahan ini- menjadi semakin signifikan mengingat tingginya
prevalensi penyakit kulit akibat radiasi sinar UV. WHO melaporkan pada 2022
terdapat 331.722 kasus kerusakan kulit secara global.> Hingga kini masih
terbatas terapi alami yang terbukti secara ilmiah efektif dalam menangani
kerusakan kulit akibat UV-B. Sebagian besar terapi masih bergantung pada
senyawa kimiawi yang memiliki keterbatasan dalam hal efek samping dan
keberlanjutan.'* Oleh karena itu, pengembangan terapi topikal berbahan dasar
alami menjadi salah satu fokus penting dalam dunia dermatologi
eksperimental.

Paparan sinar ultraviolet B (UV-B) pada kulit menginduksi produksi
reactive oxygen species (ROS) yang berperan sebagai pemicu utama stres

oksidatif, merusak DNA, serta mengaktivasi jalur transduksi sinyal Mitogen-



Activated Protein Kinase (MAPK), khususnya Extracellular Signal-Regulated
Kinase (ERK), c-Jun N-terminal Kinase (JNK), dan p38. Aktivasi jalur ini
memfasilitasi fosforilasi protein c-Jun dan peningkatan ekspresi c-Fos yang
kemudian membentuk kompleks faktor transkripsi AP-1. Bersamaan, ROS
juga mengaktitkan jalur Nuclear Factor Kappa B (NF-kB) melalui degradasi
Inhibitor of kappa B (IxB), memungkinkan NF-kB berpindah ke nukleus dan
menginduksi ekspresi gen inflamasi. AP-1 dan NF-xkB secara sinergis
meningkatkan transkripsi gen Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) dan
Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9), yaitu enzim yang bertanggung jawab
atas degradasi kolagen dan komponen matriks ekstraseluler lainnya. Hasilnya,
terjadi kerusakan struktur dermis, penurunan elastisitas kulit, serta inflamasi
kronis yang mempercepat proses penuaan kulit atau photoaging.’

Salah satu pendekatan alami yang berpotensi sebagai solusi adalah
penggunaan ekstrak bunga Calendula officinalis L. Tanaman ini dikenal
memiliki aktivitas antiinflamasi, antioksidan, dan penyembuh luka melalui
kandungan flavonoid, triterpenoid, serta karotenoid. Beberapa studi
menunjukkan bahwa Calendula officinalis L. mampu menurunkan ekspresi
MMP-1 dan MMP-9, mempercepat penyembuhan luka, serta meningkatkan
kualitas jaringan kulit yang rusak akibat UV-B.>> Oleh karena itu, penelitian
ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh pemberian emulgel ekstrak
Calendula officinalis terhadap kadar MMP-1 dan MMP-9 pada tikus Wistar

yang diinduksi dengan paparan sinar UV-B.



1.2 Rumusan Masalah
Apakah pemberian emulgel ekstrak Calendula officinalis. L dapat
mempengaruhi kadar MMP-1 dan MMP-9 pada kulit tikus Wistar jantan yang
diinduksi paparan sinar UV-B?
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Menganalisis pengaruh pemberian emulgel ekstrak Calendula
officinalis. L terhadap kadar MMP-1 dan MMP-9 pada tikus Wistar
jantan yang diinduksi paparan sinar UV-B.
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Menganalisis pengaruh pemberian emulgel ekstrak Calendula
officinalis. I dengan konsentrasi 10% terhadap kadar MMP-1 dan
MMP-9 pada darah tikus yang terpapar sinar UV-B.
2. Menganalisis pengaruh pemberian emulgel ekstrak Calendula
officinalis.. dengan konsentrasi 20% terhadap kadar MMP-1 dan
MMP-9 pada darah tikus yang terpapar sinar UV-B.
1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teoritis
Menambah wawasan dan literatur mengenai efek anti penuaan dan
sifat penyembuhan dari Calendula officinalis. L dalam sediaan emulgel.
1.4.2 Manfaat Praktis
1. Emulgel ekstrak calendula digunakan untuk merancang produk

perawatan kulit yang lebih efektif, yang berpotensi untuk



memperbaiki kulit dari kerusakan akibat UV-B, serta mempercepat

penyembuhan luka.

Dapat direkomendasikan sebagai terapi topikal dalam menjaga

kesehatan dan penampilan kulit, serta meningkatkan kesadaran

tentang pentingnya perlindungan dari sinar UV-B.

1.5 Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Penelitian Metode Hasil
Bela et al. Calendula Uji in vitro Senyawa quercetin,
(2022) officinalis dengan isoquercetin,
Phytochemicals for molecular isorhamnetin, dan
the Treatment of docking dan isorhamnetin-3-O-
Wounds  Through molecular glycoside pada calendula
Matrix dynamics menunjukkan afinitas
Metalloproteinases- simulation pada -tinggi terhadap MMP-8
8 and 9 (MMP-8 senyawa  aktif dan MMP-9, melampaui
and ~MMP-9): In dari calendula - inhibitor RND-336.6
Silico Approach terhadap enzim
MMP-8 dan
MMP-9.
Rezai et Effect of Calendula Uji in  vivo Calendula menunjukkan
al. (2023)  officinalis of oral on ~ dengan peningkatan  signifikan
second-degree burn eksperimental dalam penyembuhan luka
wound healing. pada tikus, dan pengurangan MMP-
evaluasi 9.7
penyembuhan
luka.
Khotimah  Pengaruh Ekstrak Uji  in  vivo Gel -calendula dengan
et al. Calendula eksperimental konsentrasi 10% terbukti
(2023) Officinalis laboratorium paling efektif dalam
Terhadap ~ Lama dengan  desain aktivitas MMP-1 dan
Penyembuhan Luka posttest-only MMP-9.8
Sayat Pada Tikus control group.
Putih.
Venkatesh In Vitro Evaluation Uji in  vitro Ekstrak  teh  bunga
et al. of Antioxidant and dilakukan untuk calendula menunjukkan
(2023) Antiinflammatory menilai aktivitas antioksidan
Potentials of Herbal kemampuan (85%) dan antiinflamasi
Formulation ekstrak teh (80%), pada konsentrasi




Containing calendula dalam rendah  (10-20  pL),
Marigold  Flower menghambat berpotensi mencegah
(Calendula denaturasi photoaging dengan
officinalis L.) Tea protein, aktivitas menghambat radikal

enzim protease bebas dan peradangan

(trypsin), dan akibat paparan sinar UV.’
menangkap
radikal bebas
dengan uji
antioksidan
Rohmani  Formulation  and Uji in vitro dan Sunscreen dengan ekstrak
et al. Activity of in vivo untuk calendula 10% terbukti
(2024) Sunscreen  Cream menilai paling optimal dalam
from Ethanol efektivitas membantu menghambat
Extract of sunscreen proses photoaging akibat
Calendula ekstrak paparan sinar UV-B.!°
Officinalis L calendula yang
Flowers di maserasi

etanol 70%,

Berdasarkan tabel 1.1 dalam studi Bela et al. (2022) secara melakukan
pengujian secara in vitro pada ekstrak calendula dengan menggunakan
molecular docking dan molecular dynamics simulation terhadap senyawa aktif
dari Calendula officinalis terhadap enzim MMP-8 dan MMP-9. Penelitian yang
akan dilakukan pengujian secara in vivo pada ekstrak calendula yang di
formulasikan dalam sediaan emulgel dan menggunakan hewan model tikus
Wistar. © Kemudian, studi lain Rezai et al. (2023) menggunakan tikus sebagai
model in vivo yang diberikan ekstrak calendula secara oral. Penelitian yang
akan dilakukan menggunakan sediaan emulgel, dengan ekstrak calendula 10%
dan 20% secara in vivo pada tikus Wistar jantan dan mengukur kadar MMP-1
dan MMP-9 sebagai biomarker spesifik.’

Studi lain yang dilakukan Khotimah et al. (2023) melakukan pengujian

secara in vivo ekstrak calendula yang diformulasikan dengan sediaan salep



pada tikus putih dengan konsentrasi ekstrak calendula 10%, 15%, dan 25%.
Penelitian yang dilakukan menggunakan ekstrak calendula 10% dan 20% yang
diformulasikan dalam sediaan emulgel, dengan pengujian secara in vivo yang
megukur kadar biomarker spesifik MMP-1 dan MMP-9.® Selanjutnya,
penelitian yang dilakukan Venkatesh et al. (2023) melakukan uji secara in vitro
ekstrak teh bunga calendula untuk sediaan oral pada enzim protease (trypsin)
dan menguji antioksidan dari ekstrak tersebut. Sedangkan, penelitian yang akan
dilakukan menggunakan desain penelitian secara in vivo dan biomarker
spesifik yaitu MMP-1 dan MMP-9, dengan ekstrak calendula yang di
formulasikan secara topikal dalam bentuk emulgel.’

Sedangkan, penelitian Rohmani et al. (2024) melakukan studi in vitro
terhadap krim calendula 10% menunjukkan efektivitas maksimal dalam
melindungi kulit dari paparan sinar UV, sementara uji in vivo memberikan efek
perlindungan tambahan terhadap timbulnya eritema akibat UV-B. Penelitian
ini dirancang untuk menggunakan sediaan emulgel Calendula dengan
konsentrasi 10% dan 20% secara in vivo pada tikus Wistar, dengan fokus
pengukuran pada biomarker spesifik MMP-1 dan MMP-9. 1°

Berbagai penelitian telah membuktikan bahwa ekstrak calendula efektif
menurunkan biomarker inflamasi akibat paparan sinar UV-B. Studi
sebelumnya menggunakan berbagai bentuk sediaan seperti oral, krim, dan
salep, serta melibatkan model uji in vitro dan in vivo. Penelitian yang akan
dilaksanakan bertujuan menguji efektivitas emulgel calendula dengan

konsentrasi 10% dan 20% secara in vivo pada tikus jantan galur Wistar, dengan



fokus analisis pada biomarker spesifik MMP-1 dan MMP-9 untuk

mengevaluasi aktivitas antiinflamasi dan perlindungan terhadap photoaging.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Matriks Metaloproteinase (MMP)
2.1.1 Definisi MMP

Matriks metaloproteinase (MMP) merupakan keluarga enzim yang
berfungsi mendegradasi komponen matriks ekstraseluler, seperti
kolagen, elastin, fibronektin, laminin, dan proteoglikan. Proses
remodeling matriks ekstraseluler yang tidak teratur dapat memicu
proliferasi dan invasi sel serta perkembangan jaringan. Aktivitas
katalitik MMP dipengaruhi oleh ion Zn** dan Ca®* sebagai kofaktor
pada sisi katalitik enzim, dengan Zn*" berperan dominan sehingga
MMP  digolongkan sebagai  membrane-bound = zinc-dependent
endopeptidase. Secara fisiologis, sekresi MMP berfungsi dalam proses
regenerasi, remodeling jaringan, embriogenesis, angiogenesis, dan
penyembuhan luka.''

Ekspresi MMP diinduksi dan diaktifkan setelah kulit terpapar sinar
UV dan terbentuk ROS. Kemudian stres oksidatif meningkatkan
regulasi MMP termasuk MMP-1, MMP-3, MMP-9, dan MMP-13
melalui pengikatan AP-1 ke MMP. Sitokin proinflamasi dapat
meningkatkan regulasi MMP sekaligus menurunkan serat elastin dan
kolagen dermal. Peningkatan MMP mengakibatkan degradasi matriks
ekstraseluler (ECM), penurunan produksi kolagen, serta berkurangnya

biosintesis prokolagen.’



Intagt matrix, ‘?‘ Active MMP cleaves matrix
synthetic phenotype + Reduced collagen synthesis
tcoflegen T. MMPs 1) limits repair

Gambar 2.1 Akumulasi Kolagen MMP?>

Pada Gambar 2.1 menunjukkan akumulasi kolagen MMP, pada
kondisi normal, ECM berada dalam keadaan utuh dengan fenotipe
sintetik, di mana produksi kolagen tinggi dan aktivitas MMP rendah,
sehingga mendukung stabilitas jaringan dan proses regenerasi. Namun,
ketika terjadi paparan ROS akut, MMP menjadi aktif dan memotong
komponen ECM, yang menyebabkan kerusakan matriks. Pada tahap
ini, sintesis kolagen menurun, sehingga kemampuan ECM untuk
memperbaiki diri menjadi terbatas. Jika paparan ROS berlanjut secara
kronis, kerusakan ECM akan semakin parah. Matriks menjadi
terdegradasi, ditandai dengan penurunan produksi kolagen
(hypocollagenesis) dan peningkatan aktivitas MMP. Kondisi ini
menyebabkan hilangnya struktur dan fungsi ECM, yang dapat memicu
gangguan regenerasi jaringan serta perkembangan penyakit

degeneratif.’

2.1.2 Klasifikasi MMP
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MMP diklasifikasikan ke dalam lima subkelompok utama, yaitu :
1. Kolagenase (MMP-1, MMP-8 dan MMP-13)
2. Gelatinase (MMP-2 dan MMP-9)
3. Stromelysin (MMP-3, MMP-10 dan MMP-11)
4. Matrilysin (MMP-7 dan MMP-26)
5. MMP tipe membran (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17,
MMP-24 dan MMP-25). Beberapa MMP yang tidak termasuk dalam
subkelompok utama dikategorikan sebagai MMP tipe lain.

Tabel 2.1 Klasifikasi MMP dan peranannya dalam photoaging'?

Subkelompok Nomor Peran dalam Photoaging
MMP MMP
Kolagenase MMP-1 Degradasi kolagen tipe I dan III Peran

MMP-8 terbatas
MMP-13 Peran terbatas

Gelatinase MMP-2 Degradasi kolagen tipe [V
MMP-9 Degradasi kolagen tipe IV, Elastin
Stromelysin MMP-3 Degradasi kolagen tipe I Aktivasi MMP-1,

MMP-10 MMP-7, MMP-9
MMP-11 Aktivasi pro MMP

Matrilysin MMP-7 Degradasi Elastin
MMP-26 -

Tipe Membran MMP-14
MMP-15
MMP-16
MMP-17
MMP-24

Tipe Lain MMP-12 Degradasi Elastin
MMP-19 -
MMP-20 -
MMP-21
MMP-22
MMP-23
MMP-28
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2.2 MMP-1 (Matrix Metalloproteinase-1)
2.2.1 Definisi

Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) merupakan salah satu
anggota utama dari keluarga protein metalloproteinase yang berperan
dalam degradasi matriks ekstraseluler, terutama kolagen tipe 1.3
Protein ini memiliki berat molekul sekitar 54 kDa, menjadikannya
salah satu protein dengan ukuran yang relatif besar. Secara kimiawi,
MMP-1 adalah enzim proteolitik yang memerlukan keberadaan ion
logam, seperti ion seng (Zn2+), untuk menjalankan aktivitas
katalitiknya.'* Sebagai bagian dari kelompok MMP, MMP-1 berperan
dalam menjaga homeostasis jaringan dengan mengatur proses
remodeling matriks ekstraseluler. Aktivitas MMP-1 berkontribusi
pada berbagai proses fisiologis, seperti penyembuhan luka,
angiogenesis, dan remodeling jaringan, namun juga terkait dengan
berbagai kondisi patologis, seperti arthritis, kanker, dan penyakit

kardiovaskular.'?
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Gambar 2.2 Mekanisme Kerja MMP'?

Gambar 2.2 menunjukkan mekanisme kerja MMP-1, dimana
panel (a), menunjukkan sel stromal sehat di mana MMP1 (matrix
metalloproteinase 1) dilepaskan untuk mendegradasi kolagen. Proses
ini melibatkan aktivasi Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK)
dan Aryl Hydrocarbon Receptor (AHR), yang memfasilitasi degradasi
kolagen yang lebih efektif melalui lisosom. Panel (b) menggambarkan
sel dengan neurofibromatosis 1, di mana terjadi penurunan aktivitas
MMP1 yang mengarah pada penurunan degradasi kolagen. Hal ini
menyebabkan penumpukan kolagen, yang berperan dalam
pembentukan neurofibroma. Panel (c) memperlihatkan efek dari
pengobatan pada neurofibromatosis 1, di mana penggunaan
hidroksiklorokuin ~ dan klorokuin dapat mengaktifkan dan

menghambat jalur tertentu, seperti pengaturan MMPI1, untuk
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meningkatkan atau menurunkan degradasi kolagen. Terapi ini
bertujuan untuk mengurangi pembentukan neurofibroma dengan
memperbaiki jalur pengaturan kolagen. !>

Sel-sel yang mensekresikan MMP-1 termasuk fibroblas,
keratinosit, serta sel-sel inflamasi seperti makrofag.Di bawah stimulus
tertentu, seperti paparan sinar ultraviolet atau sitokin pro- inflamasi,
sel-sel ini dapat meningkatkan produksi dan sekresi MMP-1
sebagai bagian dari respons inflamasi atau proses penyembuhan.
Namun, ketidakseimbangan dalam regulasi produksi MMP-1 dapat
menyebabkan kerusakan jaringan dan perubahan patologis dalam
matriks ekstraselular, yang kemudian dapat berkontribusi pada
perkembangan berbagai penyakit, termasuk arthritis, fibrosis, dan
kanker. '°

2.2.2 Jalur Aktivasi MMP-1

Jalur aktivasi MMP-1 melalut Damage-Associated Molecular
Pattern (DAMP) memainkan peran penting dalam pengaturan
aktivitas enzim proteolitik ini, yang berperan dalam proses
remodeling matriks ekstraselular. Ketika jaringan mengalami
kerusakan atau stres oksidatif, DAMP berfungsi sebagai sinyal bahaya
yang memicu respons inflamasi serta mendukung proses
penyembuhan. Reseptor seperti Toll-Like Receptor (TLR) dan Nod-
Like Receptor (NLR) mengenali DAMP dan mengaktifkan jalur sinyal

intraseluler, termasuk yang berkontribusi pada produksi MMP-1. Jalur
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aktivasi MMP-1 melalui DAMP adalah mekanisme penting dalam
mengatur aktivitas enzim proteolitik ini yang terlibat dalam
remodeling matriks ekstraselular.!” Ketika terjadi kerusakan jaringan
atau stress oksidatif, DAMP berfungsi sebagai sinyal bahaya yang
menginisiasi respons inflamasi dan proses penyembuhan. Reseptor
seperti TLR dan NLR mendeteksi DAMP dan mengaktifkan jalur
sinyal intraseluler, termasuk yang mengarah ke produksi MMP-1.!8

Reaktif oksigen spesies (ROS), yang terbentuk sebagai produk
metabolisme oksigen atau sebagai respons terhadap stres oksidatif,
dapat memicu peningkatan produksi MMP-1. ROS memiliki
kemampuan untuk mengoksidasi protein sinyal, yang kemudian
mengaktifkan jalur sinyal intraseluler menuju ekspresi gen MMP-1.
Jalur MAPK sering kali berperan penting dalam proses transkripsi
MMP-1 yang dipicu oleh ROS." Selain itu, ekspresi MMP-1 juga
diatur oleh faktor transkripsi seperti AP-1 dan NF-«B sebagai respons
terhadap keberadaan ROS.1%2°

MMP-1 memainkan peran penting dalam kulit yang terpapar
sinar ultraviolet B (UV-B). Paparan UV-B secara langsung
memengaruhi peningkatan ekspresi dan aktivitas MMP-1 di kulit.
Sinar UV-B merangsang produksi berlebihan dari mediator inflamasi,
seperti interleukin-6 (IL-6) dan epidermal growth factor (EGF).
Peningkatan sekresi protein-protein ini mendorong fibroblast sel

utama yang bertanggung jawab atas sintesis kolagen dalam kulit
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untuk memproduksi lebih banyak MMP-1.%!

Produksi berlebihan MMP-1 akibat paparan UV-B dapat merusak
kolagen, yang merupakan protein struktural utama kulit. Hal ini
menyebabkan hilangnya elastisitas kulit, pembentukan kerutan, dan
penuaan dini. Selain itu, tingginya kadar MMP-1 juga dapat
menghambat  regenerasi kulit dan memperlambat proses
penyembuhan luka.??

Studi menunjukkan bahwa penggunaan fotoproteksi, seperti tabir
surya, efektif dalam mengurangi kerusakan akibat paparan UV-B
dengan menghambat ekspresi dan aktivitas MMP-1. Selain itu, agen
antioksidan dan antiinflamasi dapat digunakan untuk menekan
peradangan dan stres oksidatif yang merangsang produksi MMP-1.
Pemahaman lebih dalam mengenai peran MMP-1 dalam respons kulit
terhadap UVB membuka peluang untuk pengembangan terapi yang
lebih baik dalam melindungi kulit dari kerusakan akibat sinar matahari
dan penuaan.?'*?

2.3 MMP-9 (Matriks metalloproteinase-9)
2.3.1 Definisi
Matrix metalloproteinase-9 (MMP-9), atau dikenal juga sebagai
gelatinase B, merupakan enzim dari keluarga matriks metalloproteinase
yang berperan penting dalam pemecahan matriks ekstraseluler (ECM).
MMP-9 terutama berfungsi mendegradasi kolagen tipe IV, yang menjadi

komponen utama membran basal, serta elastin. Aktivitas enzim ini
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berkontribusi pada berbagai proses fisiologis dan patologis, seperti
perombakan jaringan, penyembuhan luka, dan respons inflamasi. Dalam
konteks kerusakan kulit dan photodamaged, MMP-9 memiliki peran
signifikan dalam degradasi kolagen dan elastin, yang mengakibatkan
melemahnya struktur matriks dermal. Paparan radiasi ultraviolet (UV)
memicu peningkatan ekspresi MMP-9, memperburuk kerusakan kulit
dan mempercepat penuaan. Stres oksidatif akibat paparan UV
mengaktitkan jalur sinyal inflamasi, seperti jalur mitogen-activated
protein kinase (MAPK) dan nuclear factor kappa B (NF-xB). Aktivasi
jalur i meningkatkan ekspresi MMP-9, yang kemudian memicu
degradasi protein struktural di kulit. Akibatnya, elastisitas dan integritas
kulit berkurang secara signifikan, -~ yang berkontribusi terhadap
munculnya tanda-tanda penuaan.??

Di sisi lain, sitokin pro-inflamasi dan anti-inflamasi, seperti leptin
dan adiponektin, masing-masing, terkait dengan regulasi MMP. Leptin
diketahui merangsang ekspresit MMP-2, MMP-9, dan Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases (TIMP)-1 dalam sel manusia. Sebaliknya,
adiponektin berperan melindungi terhadap pecahnya plak dengan
meningkatkan ekspresi TIMP secara selektif. Salah satu manifestasi
hepatik dari sindrom metabolik adalah Non-Alcoholic Fatty Liver
Disease (NAFLD). Dalam proses fibrosis hati, MMP-2 dan MT1-MMP
berkontribusi terhadap perombakan parenkim hati dan dianggap sebagai

enzim yang mendukung proses fibrogenik yang ditunujkkan (Gambar
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ﬁakuran 92- kDa atau
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elibatkan perombakan

jaringan.ll' Fungsi dari eksﬁé& MMP antarallllain implantasi embrio,
dimulai dari invasi trofoblas pada masa awal kehamilan. MMP-9
melakukan diferensiasi jantung pada manusia. MMP-9 juga memainkan
peran penting dalam neovaskularisasi melalui degradasi proteolitik dari
protein lamina basal pembuluh darah dan pelepasan bentuk aktif biologis
dari Vascular endothelias growth factor (VEGF).?*

MMP-9 diketahui disekresikan oleh berbagai jenis sel, termasuk
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neutrofil, makrofag, dan fibroblas. Neutrofil mengandung banyak
protease, seperti protease serin (elastase, cathepsin G, dan proteinase 3),
MMP (MMP-8 dan MMP-9), serta urokinase plasminogen aktivator
(uPA). Semua protease yang dilepaskan neutrofil berperan dalam
mengaktivasi MMP-9. Pada neutrofil, MMP-9 disintesis selama proses
diferensiasi granulosit di sumsum tulang. MMP-9 berfungsi
mendegradasi matriks ekstraseluler (MES) sekaligus mengaktivasi faktor
proangiogenik utama, seperti VEGF dan Fibroblast Growth Factor-2
(FGF-2). Selain itu, MMP-9 juga berperan dalam mengatur fungsi
leukosit melalui berbagai mekanisme, termasuk aktivasi pro-IL-153
menjadi IL-1p serta aktivasi IL-8 menjadi bentuk yang lebih aktif. Proses

ini kemudian memicu degranulasi MMP-9 dari neutrofil.>

2.4 Calendula Officinalis. L

Calendula officinalis L. merupakan tanaman berbunga yang banyak
dimanfaatkan sebagai obat di Eropa, Tiongkok, Amerika Serikat, dan India.
Tanaman ini dikenal dengan berbagai nama di sejumlah negara, antara lain
Zergul (Hindi), Marigold (Afrika), Pot Marigold (Inggris), Butterblume
(Jerman), Chin Chan Ts’ao (Tiongkok), Galbinele (Rumania), dan
Ringblomma (Swedia). Calendula juga digunakan dalam pengobatan

homeopati untuk menangani berbagai penyakit.



Gambar 2.4 Bunga Calendula (Calendula Officinalis. L)*
2.4.1 Klasifikasi Taksonomi Calendula
Kingdom : Plantae

Subkingdom  : Tracheobionta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas : Asteridae

Ordo . Asterales

Famili : Asteraceae

Species : Calendula Officinalis

Karakteristik Organoleptik Calendula officinalis. L memiliki bau samar,
aromatik dan rasa pabhit.

2.4.2 Senyawa Aktif Calendula

19
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Fig. 1. Structure of key active compounds found in calendula.

Gambar 2.5 Stuktur Calendula®®
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1. Triterpenoid merupakan kelompok alami utamanya (alkohol triterpen,

dan saponin triterpen), rpolifenol (asam fenolik dan flavonoid),

karotenoid, dan polisakarida merupakan senyawa aktif utama dalam

Calendula officinalis L. digunakan sebagi Anti-inflamasi kuat,

membantu meredakan peradangan pada kulit.

2. Polifenol atau senyawa fenolik merupakan senyawa yang sangat

beragam dan terdapat secara alami di berbagai tanaman, termasuk

Calendula.

3. Asam fenolik dan flavonoid merupakan polifenol dan secara struktural

mirip dengan cincin aromatik yang terikat pada setidaknya satu

senyawa kompleks. Asam fenolik mengandung cincin aromatik dengan

satu atau lebih gugus hidroksil yang terikat.

Flavonoid memiliki tulang punggung flavon yang terdiri dari dua cincin

aromatik yang dihubungkan oleh jembatan tiga karbon.?’

2.4.3 Aktivitas Farmakologi

1. Aktivitas Antivirus
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Bunga calendula dapat menghambat replikasi virus herpes
simpleks, influenza A2, dan influenza APR-8. Sementara itu, ekstrak
air bunga terbukti tidak efektif. In vitro, ekstrak kloroform dari bunga
(IC50, 0,5 mg/ml) menekan multiplikasi HIV-1 pada sel MOLT-4
limfosit yang terinfeksi akut.?’

2. Aktivitas Anti-inflamasi dan Anti-edema

Aktivitas antiinflamasi Calendula berlangsung melalui
mekanisme penghambatan produksi mediator inflamasi, seperti
sitokin proinflamasi (misalnya TNF-a, IL-1p, dan IL-6). Ekstrak ini
juga dapat mengurangi aktivitas enzim siklooksigenase (COX-2)
yang berperan dalam sintesis prostaglandin, molekul yang
berkontribusi pada peradangan. Dengan menekan jalur inflamasi ini,
calendula mampu mengurangi pembengkakan dan nyeri pada
jaringan yang mengalami inflamasi.

Aktivitas antiedema, calendula menunjukkan efek anti- edema
melalui penurunan permeabilitas kapiler, yang membantu mencegah
akumulasi cairan di jaringan yang mengalami cedera atau
peradangan. Senyawa aktif dalam calendula dapat menstabilkan
dinding pembuluh darah dan mengurangi pelepasan cairan dari
sistem vaskular ke jaringan interstitial, sehingga mengurangi
pembengkakan.

3. Penyembuhan Luka dan Aktivitas Angiogenik

Ekstrak calendula merangsang proliferasi dan migrasi
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fibroblas, yang penting dalam pembentukan jaringan baru
(granulasi). Fibroblas menghasilkan kolagen yang diperlukan
untuk memperbaiki struktur kulit yang rusak. Efek Antibakteri:
Senyawa aktif dalam calendula, seperti flavonoid dan saponin,
memberikan perlindungan terhadap infeksi mikroba di area luka,
yang dapat mempercepat proses penyembuhan.
4. Antioksidan
Senyawa antioksidan dalam calendula bekerja dengan
menangkap dan menetralkan radikal bebas, mencegah mereka dari
menyebabkan kerusakan pada struktur sel seperti lipid, protein, dan
DNA. Calendula mengurangi tingkat stres oksidatif, yang sangat
penting dalam mencegah penuaan dini dan berbagai penyakit
kronis. Proteksi DNA dan Sel Senyawa antioksidan dalam
Calendula melindungi sel dari mutasi genetik dan degradasi yang
dapat dipicu oleh paparan oksidatif.>*?
2.4 Histologi Kulit
Kulit merupakan penghalang fisik pertama yang melindungi tubuh dari
lingkungan luar. Pada orang dewasa, luas kulit mencapai sekitar 2 meter
persegi dan beratnya 4,5-5 kg, setara dengan 12—-15% berat tubuh total.
Gambar (2.6) merupakan gambaran dari struktur kulit, struktur kulit
terdiri dari tiga lapisan utama yaitu : epidermis (lapisan paling luar), dermis
(di bawah epidermis), dan jaringan subkutan (hipodermis). Lapisan epidermis

terdiri dari beberapa sublapisan seperti stratum korneum, stratum lusidum,
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stratum granulosum, stratum spinosum, dan stratum basal. Lapisan tersebut
kemudian berkontribusi terhadap regenerasi, perlindungan, dan fungsi kulit
lainnya.?
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Gambar 2.6 Lapisan Kulit Epidermis®’
2.5 Mekanisme Degradasi Kolagen dan Elastin oleh Paparan UV

Produksi Reactive Oxygen Species (ROS) akibat paparan sinar UV,
khususnya UV-A dan UV-B, menimbulkan molekul berbahaya yang dapat
merusak komponen seluler seperti DNA, protein, dan lipid. ROS juga
mengganggu keseimbangan redoks dalam sel, menyebabkan stres oksidatif,
kemudian merusak serat kolagen dan elastin, baik secara langsung maupun
melalui mekanisme inflamasi. Aktivasi Matrix Metalloproteinase (MMP).
Sinar UV memicu peningkatan ekspresi dan aktivitas enzim MMP, seperti
MMP-1  (kolagenase) dan MMP-9 (gelatinase). MMP-1 bertanggung
jawab atas pemecahan serat kolagen tipe I dan III, yang merupakan komponen
utama dermis. Sementara itu, MMP-9 memecah komponen matriks

ekstraseluler, termasuk kolagen tipe IV dan elastin. Aktivasi berlebihan
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enzim-enzim ini mempercepat degradasi jaringan kolagen dan elastin,
sehingga kulit kehilangan kekuatan dan elastisitasnya.?

Gangguan Proses Sintesis Kolagen dan Elastin Selain meningkatkan
degradasi, paparan sinar UV juga menghambat sintesis kolagen dan elastin.
Fibroblas, sel-sel yang bertanggung jawab atas produksi kolagen, menjadi
kurang aktif di bawah pengaruh sinar UV. Sehingga terjadi ketidakseimbangan
antara pembentukan dan degradasi kolagen, yang menyebabkan kulit menjadi
lebih tipis dan kendur.?6®
2.6 Efektivitas Calendula dalam Mengatasi Dampak Paparan UV

Paparan sinar UV menyebabkan stres oksidatif yang merusak kulit.
Senyawa antioksidan dalam calendula, seperti flavonoid, triterpenoid,saponin,
dan karotenoid, membantu menetralisic ROS, = mengurangi kerusakan
oksidatif, dan melindungi komponen struktural kulit. Dengan menurunkan
tingkat stres oksidatif, calendula membantu mencegah degradasi kolagen dan
elastin yang diinduksi oleh sinar UV. Sinar UV memicu respons inflamasi
dengan meningkatkan pelepasan mediator inflamasi yang merangsang
aktivitas MMP. Komponen antiinflamasi pada Calendula, seperti saponin dan
flavonoid, berfungsi menekan peradangan dengan cara mengurangi produksi
mediator inflamasi, seperti Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-o) dan
Interleukin-1 beta (IL-1p), serta menghambat aktivasi MMP-1 dan MMP-9.
Mekanisme ini membantu mempertahankan integritas struktur kulit serta
mengurangi kerusakan kolagen dan elastin. Selain menghambat aktivitas

MMP, ekstrak Calendula juga mendukung proses penyembuhan dan
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perbaikan kulit Calendula mempercepat regenerasi jaringan dan mendorong

sintesis kolagen baru, yang penting untuk memperbaiki kulit yang rusak

akibat sinar UV.25-26

‘%(_ﬂ\ fé _ '.;:Ps) aktif dan

10n terha a »sine Kinase (RTKs),

\ I.IIIISSI.II.A
menghasilkan M @?U*Ii b H‘ enjaga produksi kolagen

sehingga @ "TKs yang minimal

dan matrix

tingkat normal untuk

mempertahankan homeostasis jaringan kulit. Pada tahap ini, aktivasi gen
melalui faktor transkripsi seperti Fos juga terkontrol.’

Sebaliknya, paparan sinar UV meningkatkan produksi reactive oxygen
species (ROS), yang menginaktivasi RPTPs dan menyebabkan fosforilasi
RTKs. Aktivasi RTKs memicu jalur sinyal intraseluler seperti mitogen-

activated protein kinase (MAPK), termasuk AKT, JNK, ERK, dan p38, serta

jalur inflamasi seperti NF-xB dan AP-1. Sinyal-sinyal ini meningkatkan
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ekspresi enzim MMPs, termasuk MMP-1, -2, -3, dan -9, yang mendegradasi
komponen ECM seperti kolagen tipe I, III, dan VI, serta elastin, sehingga
merusak struktur dermis. Selain itu, paparan UV menghambat produksi
kolagen tipe I dan III serta prokolagen, yang memperparah kerusakan kulit.
Aktivasi Transforming Growth Factor-beta (TGF-B) dan jalur Smad juga
berkontribusi pada regulasi transkripsi, yang memengaruhi keseimbangan
ECM. Secara keseluruhan, paparan UV memicu stres oksidatif yang
mengganggu homeostasis kulit, meningkatkan aktivitas MMPs, mengurangi
produksi kolagen, dan menyebabkan kerusakan struktur dermis yang

berkontribusi pada penuaan kulit.>°



BAB III
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori

Paparan sinar UV meningkatkan produksi ROS, yang merangsang jalur
inflamasi melalui aktivasi NF-kB dan pelepasan sitokin pro-inflamasi seperti
TNF-a. Aktivasi ini memicu kerusakan DNA dan meningkatkan regulasi
MMP-1 serta MMP-9, enzim yang memecah kolagen dan matriks
ekstraseluler. Ketidakseimbangan enzim ini turut memengaruhi proporsi
makrofag tipe 1 dan tipe 2, mempercepat penuaan kulit dan melemahkan
fungsi penghalang kulit.

Pada tahap inflamasi, paparan sinar UV meningkatkan aktivitas NF-«B,
yang merangsang ekspresi MMP-1 dan MMP-9. Enzim-enzim ini berperan
dalam degradasi kolagen dan matriks ekstrascluler, memengaruhi fase
inflamasi awal hingga fase proliferasi. Selama proses regenerasi, makrofag
tipe 2 mendukung perbaikan jaringan dengan menekan respons inflamasi,
sementara penurunan aktivitas MMP-1 dan MMP-9 diperlukan untuk
mencegah kerusakan lebih lanjut. Penghambatan degradasi kolagen selama
fase maturasi membantu menjaga struktur dan elastisitas kulit. Dengan
demikian, pengaturan aktivitas MMP-1 dan MMP-9 berperan penting dalam
regenerasi kulit dan perlindungan dari efek paparan UV.

Kombinasi peningkatan MMP-1 dan MMP-9 menciptakan siklus
degradasi matriks dan inflamasi yang sulit terhenti. MMP-1 memecah

kolagen tipe I, sedangkan MMP-9 menghancurkan komponen matriks ekstraseluler
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lainnya, memperburuk kerusakan jaringan. Aktivitas berlebihan enzim ini
menyebabkan hilangnya elastisitas kulit dan mempercepat proses penuaan. Selain
itu, degradasi matriks berkontribusi pada gangguan regenerasi jaringan,
meningkatkan risiko inflamasi kronis yang berkepanjangan dan memperlambat
penyembuhan luka. Jika tidak terkendali, aktivitas MMP-1 dan MMP-9 yang
berlebihan dapat memperburuk kondisi kulit akibat paparan UV atau cedera lainnya.

Untuk mencegah siklus degradasi jaringan yang melibatkan MMP-1 dan
MMP-9, penggunaan bahan alami seperti ekstrak Centella asiatica dapat
menjadi solusi efektif. Ekstrak ini mengandung senyawa bioaktif, termasuk
asiaticoside, madecassoside, dan asam = asiatik, yang memiliki efek
antiinflamasi dan antioksidan. Senyawa ini bekerja dengan menetralkan ROS,
sehingga menghambat aktivasi jalur NF-kB. Dengan penghambatan NF-«B,
produksi MMP-1 dan MMP-9 dapat ditekan, mencegah kerusakan kolagen
dan matriks ekstraseluler. Selain itu, asiaticoside berperan dalam mendukung
regenerasi jaringan dengan meningkatkan produksi kolagen tipe I dan III,
membantu menjaga elastisitas dan struktur kulit. Pendekatan ini tidak hanya
melindungi jaringan kulit dari kerusakan tetapi juga mendukung proses
penyembuhan alami.

Senyawa polifenol, seperti epigallocatechin gallate (EGCG) dalam teh
hijau, bertindak sebagai penghambat alami aktivitas MMP-1 dan MMP-9,
mencegah degradasi kolagen dan matriks ekstraseluler akibat paparan sinar
UV. Sebagai antioksidan kuat, EGCG juga melindungi lipid membran
dan protein matriks dari kerusakan oksidatif yang dipicu oleh ROS, menjaga

struktur dan fungsi jaringan kulit. Selain itu, senyawa ini mampu menekan



29

jalur inflamasi dengan menghambat aktivasi NF-kB, yang secara langsung
mengurangi produksi enzim MMP dan sitokin pro-inflamasi. Dengan
demikian, EGCG mendukung stabilitas jaringan kulit, menjaga elastisitas,
serta mencegah penuaan dini.

Penggunaan emulgel ekstrak Calendula officinalis. L diharapkan dapat
menghambat aktivitas MMP-1 dan MMP-9 secara efektif, sehingga
mempercepat pemulihan jaringan kulit. Kandungan bioaktif seperti flavonoid
dan saponin dalam Calendula officinalis. L bekerja sebagai antiinflamasi dan
antioksidan alami yang melindungi kolagen serta matriks ekstraseluler dari
kerusakan akibat ROS. Flavonoid membantu menurunkan aktivitas MMP-1,
menjaga kolagen dari degradasi, sedangkan saponin berperan dalam
menstabilkan ECM dan mendukung regenerasi jaringan. Dengan regulasi
enzim ini, struktur kolagen diperbaiki, elastisitas kulit dipertahankan, dan
proses penyembuhan jaringan menjadi lebih optimal. Kombinasi ini
memungkinkan kulit kembali ke kondisi normal dengan kesehatan, kekuatan,
dan elastisitas yang lebih baik.

Calendula officinalis. L efektif mengatasi kerusakan kulit akibat UV
dengan menghambat aktivitas MMP-1 dan MMP-9, melindungi kolagen, dan
menjaga matriks ekstraseluler. Ekstrak ini mendukung regenerasi kulit,
memperbaiki elastisitas, dan mencegah penuaan dini, menjadikannya solusi

alami untuk kerusakan kulit.
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Paparan UV-B Karetonoid

Emulgel Ekstrak
Calendula

'y
.| Kadar MMP-9

Gambar 3.2 Kerangka Konsep
3.3 Hipotesis Penelitian
Terdapat pengaruh dalam pemberian emulgel ekstrak calendula
(Calendula Officinalis. L) terhadap kadar MMP-1 dan MMP-9 pada tikus

Wistar jantan yang diinduksi sinar UV-B.



BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan eksperimental in-vivo dengan
pendekatan post-test only control group design. Model hewan tikus Wistar
dipilih untuk mengevaluasi efek pemberian emulgel ekstrak Calendula
officinalis. L terhadap kadar MMP-1 dan MMP-9 pada tikus jantan galur
Wistar yang diindukst paparan sinar UV-B. Tikus dibagi menjadi empat
kelompok, yaitu satu kelompok negatif (tidak dipapar sinar UV-B dan
diberikan emulgel pembanding), satu kelompok kontrol positif (paparan sinar
UV-B dan pemberian emulgel pembanding) dan dua kelompok perlakuan

yang diberikan emulgel ekstrak calendula.

K2 OK2

Gambar 4.1 Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:
1. K1: Tikus tidak di induksi UV-B dan diberikan pengolesan emulgel
pembanding.

2. K2: Tikus di induksi UV-B dan diberikan pengolesan emulgel
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pembanding.
3. K3: Tikus di induksi UV-B dan diberikan perlakuan dengan

pengolesan emulgel ekstrak calendula dengan konsetrasi 10%.

4. K4: Tikus di induksi UV-B dan diberikan perlakuan dengan
pengolesan emulgel ekstrak calendula dengan konsentrasi 20%.
4.2 Populasi dan Sampel Penelitian
4.2.1 Populasi Penelitian
Populasi penelitian ini terdiri dari tikus jantan galur Wistar yang
dikembangkan dan dipelihara dari Integrated Biomedical Labolatory
(IBL), Fakultas Kedokteran Unissula, berusia 8-12 minggu dengan
berat badan 150-200 gram, yang memenuhi kriteria sebagai subjek
penelitian.
4.2.2 Sampel Penelitian
Pemilihan sampel mengacu pada pedoman WHO, jumlah
minimum sampel per kelompok adalah 5 ekor, ditambah 10% (1 ekor)
sebagai cadangan untuk mengantisipasi kemungkinan kehilangan
subjek (loss to follow-up). Pemilihan sampel dilakukan dengan
metode acak sederhana (simple random sampling) dan dibagi menjadi
empat kelompok, yaitu satu kelompok sehat, satu kelompok kontrol,
serta dua kelompok perlakuan. Penentuan jumlah sampel juga
mempertimbangkan kriteria Federer, dengan jumlah minimum 6 ekor

per kelompok, sesuai dengan rumus berikut:
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n-1) (t - 1)> 15
(4-1) (n-1)> 15
3(n-1)> 15
3n-3>15
3n>15+3
3n>18

n>6

Keterangan:

t = jumlah kelompok (4 kelompok).

r = jumlah pengulangan.

Dalam rumus tersebut, n mewakili jumlah tikus per kelompok,

sedangkan tadalah jumlah kelompok (kontrol dan perlakuan).

Dengan jumlah tikus per-kelompok ditetapkan 6 ekor, sehingga

diperlukan 24 tikus untuk percobaan ini. Jika terdapat 4 kelompok,

maka jumlah minimal tikus yang dibutuhkan untuk percoban yaitu

28 tikus, dengan 1 tikus cadangan pada masing-masing kelompok.

Kelompok yang digunakan dalam penelitian ini meliputi:

1.

2.

3.

4.

Kelompok Kontrol Negatif: 6 tikus.
Kelompok Kontrol Positif: 6 tikus.
Kelompok Perlakuan I (P1): 6 tikus.

Kelompok Perlakuan II (P2): 6 tikus.

4.2.3 Kriteria Inklusi

a. Tikus Wistar Jantan (Rattus norvegicus).
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b. Berusia 8-12 minggu (dewasa muda).
c. Memiliki berat badan 150-200 gram.
d. Sehat secara klinis (tidak menunjukkan tanda-tanda penyakit
seperti luka, infeksi, atau kelemahan fisik).
e. Belum pernah terpapar sinar UV atau zat kimia lainnya
sebelumnya.
f.  Memiliki kondisi kulit yang utuh tanpa luka atau lesi.
4.2.4 Kriteria Eksklusi
a. Tikus yang menunjukkan gejala sakit atau stres selama masa
adaptasi (7 hari).
b. Tikus yang mengalami luka atau kerusakan kulit sebelum atau
selama perlakuan.
c. Tikus yang memiliki respons abnormal terhadap perlakuan
(contoh: alergi terhadap emulgel atau stres berlebih).
4.2.5 Kriteria Drop Out
a. Tikus yang tidak mampu bertahan hingga akhir perlakuan (mati).
4.3 Variabel dan Definisi Operasional
4.3.1 Variabel
1. Variabel Bebas : Emulgel berbasis ekstrak Calendula officinalis. L
2. Variabel Tergantung : Kadar MMP-1 dan Kadar MMP-9.
3. Variabel Kontrol : Durasi paparan UV, jenis pakan, kondisi
lingkungan, dan jumlah sampel.

4.3.2 Definisi Operasional
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Dosis Emulgel berbasis ekstrak Calendula officinalis. L

Emulgel topikal yang digunakan dalam penelitian ini
mengandung ekstrak Calendula officinalis L. dalam dua variasi
konsentrasi, yaitu 10% dan 20%. Ekstrak diperoleh secara
komersial dari PT INBI Nusantara Sejahtera melalui metode
ekstraksi menggunakan pelarut etanol 70%, serta disertai
dokumen Certificate of Analysis (COA) dan Material Safety Data
Sheet (MSDS) sebagai jaminan mutu dan keamanan. Karena
bahan aktif yang digunakan merupakan ekstrak etanol (bukan
minyak atsiri), maka dipilih bentuk sediaan emulgel berbasis
hidrofilik. Basis emulgel diperoleh dari PT Derma Elok Farma
dan diformulasikan dengan ekstrak calendula dalam konsentrasi
10% dan 20%. Emulgel diaplikasikan satu kali per hari, dimulai
satu jam setelah paparan, selama 14 hari berturut-turut. Dosis

aplikasi adalah 0,1 ml/em? (1 gram per ekor), diberikan satu jam

setelah paparan UV !
Satuan : mg (miligram)
Skala : Ordinal

Paparan sinar UV

Kulit tikus Wistar jantan diinduksi dengan paparan sinar
UV-B menggunakan lampu UV-B dengan panjang gelombang
302 nm. Penyinaran UV-B dilakukan sekali sehari dengan dosis

400 mJ/cm? setiap kali penyinaran selama 14 hari. Cahaya
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berjarak 8 cm dari punggung tikus. Setiap sesi penyinaran
berlangsung selama 12 menit per hari untuk mencapai total
intensitas yang ditentukan.*

Satuan : mJ/cm? (Milijoule)

Skala : Ordinal

. Pengukuran kadar MMP-1 dan MMP-9

Pengukuran kadar MMP-1 dan MMP-9 dilakukan
menggunakan metode ELISA, yang merupakan teknik imunologi
untuk mendeteksi dan mengukur protein dalam sampel darah
tikus. Cara pengukuran: Pengambilan darah pada orbita tikus,
kemudian sampel dianalisis di laboratorium untuk mengetahui
kadar protein MMP-1 dan MMP-9.

Satuan : pg/mL (pikogram/mL)

Skala : Rasio

4.4 Alat dan Bahan

4.4.1 Alat

1.

Alat Paparan Sinar UV: Alat yang digunakan untuk memaparkan
sinar UV-B pada kulit tikus untuk menimbulkan photodamaged.

Kandang tikus: Untuk tempat tinggal tikus selama masa penelitian,
dengan kondisi lingkungan yang terkontrol (suhu, kelembaban, dan

pencahayaan).

. UV Meter: Menghasilkan sinar UV-A dan UV-B dengan intensitas

yang terukur dan konsisten.
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4. Timbangan digital: Untuk mengukur berat tikus secara akurat
sebelum dan selama penelitian.

5. Suntikan: Untuk mengambil sampel pada kulit hewan uji.

6. Mikropipet dan tips: Untuk menambahkan reagen secara akurat
saat pengukuran ELISA.

7. Plate reader ELISA: Untuk membaca hasil pengukuran kadar
MMP-1 dan MMP-9 setelah proses ELISA.

8. Freezer: Untuk menyimpan sampel darah tikus sebelum dilakukan
analisis lebih lanjut.

4.4.2 Bahan

1. Tikus Wistar Jantan: Usia 8-12 minggu, berat 150-200 gram. Tikus
ini dipilih sebagai model hewan untuk studi photodamaged kulit
akibat sinar UV.

2. Emulgel Berbasis Ekstrak Calendula officinalis. L: Ekstrak dari
bunga Calendula officinalis. [ dengan konsentrasi tertentu 10%
atau 20%, yang
dicampur dalam formulasi emulgel.

3. Emulgel pembanding yang sudah diketahui memiliki efek
penyembuhan atau perlindungan terhadap paparan UV.

4. Fisiologis NaCl 0.9%: Digunakan sebagai larutan pembilas saat
pengambilan sampel.

5. Reagen ELISA Kit untuk MMP-1 dan MMP-9: Kit ELISA

untuk pengukuran kadar MMP-1 dan MMP-9 dalam sampel darah
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tikus.
4.5 Cara Penelitian
4.5.1 Permohonan Ethical Clearance
Permohonan ethical clearance diajukan kepada Komisi Etik
Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung
(UNISSULA) Semarang. Persetujuan ini ethical clearance menjadi
syarat utama sebelum penelitian dilaksanakan.
4.5.2 Persiapan Tikus
1. Adaptasi: Tikus Wistar jantan yang sehat diadaptasikan selama 7 hari
di dalam kandang dengan kondisi lingkungan yang terkontrol (suhu
25°C, siklus cahaya 12 jam terang-gelap, dan kelembaban sekitar
50- 60%).
2. Randomisasi: Setelah adaptasi, tikus dibagi secara acak menjadi
tiga kelompok (masing-masing 6 ekor tikus per kelompok).
a. Kelompok I: Kelompok tikus sehat, tidak diberikan paparan
UV-B dan diberikan emulgel pembanding.
b. Kelompok 2: Tikus diberikan paparan UV dan diberikan
emulgel pembanding.
c. Kelompok 3: Tikus yang diinduksi UV dan diiberi emulgel
ekstrak calendula dengan konsentrasi 10%.
d. Kelompok 4 : Tikus yang diinduksi UV dan diberi emulgel
ekstrak calendula dengan konsentrasi 20%.

4.5.3 Pembuatan Ekstrak Bunga Calendula officinalis. L
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Dalam penelitian ini, digunakan ekstrak siap pakai yang
diperoleh dari PT INBI Nusantara Sejahtera, sebuah perusahaan
penyedia bahan baku kosmetik yang telah tersertifikasi. Ekstrak ini
diperoleh melalui proses ekstraksi standar industri menggunakan
pelarut etanol 70% dengan rasio bahan dan pelarut yang telah terukur
secara presisi, dan dilakukan pada suhu serta durasi yang sesuai untuk
mempertahankan kandungan bahan aktif. Ekstrak yang digunakan
dalam penelitian ini telah dilengkapi dengan dokumen MSDS
(Material Safety Data Sheet) dan COA (Certificate of Analysis) yang
menjamin keamanan, kualitas, dan konsistensi bahan aktif dalam
sediaan kosmetik.

4.5.4 Pembuatan Basis Emulgel

Dalam penelitian ini, digunakan basis emulgel yang diperoleh
dari PT Derma Elok Farma Industri Kosmetik. Basis ini telah
diformulasikan secara profesional menggunakan bahan-bahan umum
dalam sediaan kosmetik seperti Carbopol 940, glycerin, dan
triethanolamine (TEA) sebagai penstabil pH. Pemilihan basis emulgel
dari industri dilakukan untuk menjamin kestabilan fisik, keamanan,
serta konsistensi pH yang sesuai dengan pH kulit (sekitar 5,5-6,5).
Dengan menggunakan basis yang telah terstandarisasi ini, proses
formulasi menjadi lebih efisien dan hasil akhir sediaan diharapkan
lebih optimal dalam aspek tekstur, kenyamanan, dan efektivitas

penggunaan.
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4.5.5 Pencampuran Ekstrak ke Dalam Basis Emulgel
Setelah ekstrak Calendula officinalis L. dan basis emulgel siap,
kemudian dilakukan pencampuran ekstrak ke dalam basis emulgel.

Langkah-langkah:

1. Penimbangan ekstrak: Ekstrak Calendula officinalis. L
ditimbang sesuai dengan konsentrasi 10% dan 20%.

2. Pencampuran ekstrak: Masukkan ekstrak ke dalam basis emulgel
secara bertahap sambil diaduk perlahan menggunakan mixer
homogenizer hingga ekstrak tercampur rata ke dalam basis
emulgel.

3. Pemeriksaan viskositas: Setelah ekstrak tercampur, periksa
viskositas emulgel untuk memastikan konsistensinya sesuai
untuk aplikasi topikal.

4. Penyimpanan: Simpan emulgel yang sudah jadi di dalam wadah
tertutup rapat dan steril untuk mencegah kontaminasi. Simpan
pada suhu ruang yang terhindar dari sinar matahari langsung.

Tabel 4.1 Formula Emulgel Ekstrak Calendula '°

Bahan F1 F2
Basis emulgel diperoleh Raw  Ad 100% Ad 100%
Material Cosmetical ad 100%. (450 g) (400 g)
Tiap formula sediaan emulgel
dibuat dalam 500 g
Ekstrak Calendula (g) 10% 20%
(50 g) (100 g)

4.5.6 Penentuan Dosis Ekstrak

Penentuan dosis topikal ekstrak calendula dilakukan berdasarkan
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telaah pustaka dari penelitian-penelitian sebelumnya. Studi terdahulu

menunjukkan bahwa penggunaan topikal ekstrak Calendula

officinalis L. dengan konsentrasi 10% memberikan efek yang stabil

dalam mengurangi gejala photoaging akibat paparan sinar UV-B.

Berdasarkan temuan tersebut, penelitian ini juga menambahkan

konsentrasi yang lebih tinggi, yaitu 20%, untuk mengevaluasi

perbedaan efektivitasnya terhadap kulit tikus. Oleh karena itu,

konsentrasi ekstrak yang digunakan dalam penelitian ini adalah 10%

dan 20% dalam bentuk sediaan topikal.'®

4.5.7 Induksi Photodamaged dengan Sinar UV

1. Paparan UV-B: Tikus diberi paparan sinar UV-B dengan intensitas
400 mJ/cm?, setiap hari selama 14 hari, dengan panjang gelombang
302 nm. Setiap sesi penyinaran berlangsung selama 12 menit per
hari untuk menyebabkan photodamaged pada kulit, dengan jarak 8
cm. Area yang dipaparkan adalah bagian punggung tikus yang telah
dicukur sebelumnya seluas 3 cm.>

2. Aplikasi Emulgel: Emulgel diaplikasikan pada area punggung tikus
yang telah terpapar sinar UV-B sebanyak satu kali per hari, dengan
waktu pemberian satu jam setelah paparan. Setiap aplikasi
diberikan dengan dosis 0,1 mL/cm? atau setara dengan 1 gram per
ekor, selama 14 hari berturut-turut.’! Setelah proses induksi selesai,
semua kelompok diberikan aplikasi emulgel topikal sebagai

berikut:
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a. Kelompok 1: Dioleskan emulgel pembanding, tanpa paparan
UV-B. Aplikasi dilakukan sehari sekali selama 14 hari.

b. Kelompok 2: Dioleskan emulgel pembanding, setelah
paparan UV-B. Aplikasi dilakukan sehari sekali selama 14
hari.

c. Kelompok 3: Dioleskan emulgel berbasis ekstrak Calendula
officinalis. L dengan konsentrasi yang telah ditentukan (10%)
pada area kulit yang terpapar UV-B. Aplikasi dilakukan
sehari sckali selama 14 hari.

d. Kelompok 4: Dioleskan emulgel berbasis ekstrak Calendula
officinalis. L dengan konsentrasi yang telah ditentukan (20%)
pada-area kulit yang terpapar UV-B. Aplikasi dilakukan
sehari sekali selama 14 hari.

4.5.8 Analisis Kadar MMP-1 dan MMP-9
Analisis dilakukan - setelah tikus  didiamkan selama 24 jam,
kemudian di euthanasia dengan xylazin 20 mg/kgBB dan ketamin
dengan dosis 60 mg/kgBB secara IM. Kadar MMP-1 dan MMP-9 dalam
sampel darah pada orbita tikus diambil sebanyak 0,5 cc, kemudian
diukur menggunakan kit ELISA komersial sesuai dengan protokol yang

tersedia. Pembacaan hasil dilakukan dengan plate reader ELISA.*3



4.6 Alur Penelitian
Tikus Wistar jantan 24 ekor
Adaptasi selama 7 hari
Randomisasi menjadi 4 kelompok

v N v

K1 K2 K3 K4

N=6 =6 N=6 N=6
Tikus tanpa dipapar Tikus dicukur bagian punggung diameter 3 cm dan dipapar UV-B
UV-B), dicukur dengan panjang gelombang 302 nm dan intensitas energi sebesar

bagian punggung 400 mJ/cm? pada punggung tikus dari jarak 8 cm selama =+ 12

diamter 3 cm

menit per-hari selama 14 hari
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Ekstrak
Calendula

J

Emulgel
Ekstrak
Calendula

I

K1

(Pengolesan
emulgel
pembanding
selama 14 hari)

K2 K3 K4
(Pengolesan (Pengolesan (Pengolesan
emulgel emulgel 10% emulgel 20%
pembanding selama 14 hari) selama 14 hari)

selama 14 hari)

l

euthanas

Pengambilan sampel di hari ke-15 penelitian dan tikus dilakukan

1a terlebih dahulu

v

Pemeriksaaan kadar MMP-1 dan MMP-9 dengan ELISA

v

Pengolahan dan analisis data

Gambar 4.2 Alur Penelitian
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4.7 Tempat dan Waktu Penelitian

4.8

Penelitian ini menggunakan ekstrak Calendula yang berasal dari bahan
baku komersial milik PT INBI Nusantara Sejahtera. Proses formulasi sediaan
emulgel dilakukan di laboratorium milik PT Derma Elok Farma, kemudian
uji coba pada hewan dilakukan di fasilitas hewan Integrated Biomedical
Laboratory (IBL), Fakultas Kedokteran, Universitas Islam Sultan Agung
Semarang. Selanjutnya, analisis sampel dilakukan di Laboratorium CITO,
Semarang. Rangkaian penelitian ini berlangsung pada bulan Juli-Agustus
2025.

Analisis Data

Analisis data penelitian dilakukan secara statistik dengan tahap awal
menggunakan uji deskriptif, diikuti oleh uji normalitas Shapiro-Wilk serta uji
homogenitas varians menggunakan uji Levene. Data yang berdistribusi
normal dan variansnya homogen (p>0,05), dilanjutkan dengan uji parametrik
One Way ANOVA untuk melihat perbedaan antar kelompok. Uji lanjutan Post
Hoc Tukey dilakukan untuk mengetahui kelompok mana yang berbeda
signifikan. Keputusan terhadap hipotesis ditentukan berdasarkan nilai
signifikansi 5% (p<0,05). Seluruh analisis dilakukan menggunakan perangkat

lunak SPSS versi 27.



BAB YV
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk menilai efek pemberian emulgel ekstrak
Calendula officinalis L. terhadap kadar MMP-1 dan MMP-9 pada tikus Wistar
jantan yang terpapar sinar UV-B secara in vivo. Penelitian ini dijadwalkan
berlangsung dari Mei hingga Agustus 2025 dan dilakukan di tiga lokasi, yaitu
pembuatan bahan baku ekstrak Calendula dilakukan oleh PT INBI Nusantara
Sejahtera, formulasi sediaan emulgel dilakukan di laboratorium PT Derma
Elok Farma, dan uji coba hewan  dilakukan di Integrated Biomedical
Laboratory (IBL) Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung
Semarang, dan analisis sampel dilakukan di Laboratorium CITO, Semarang.
Sebanyak 24 ekor tikus jantan galur Wistar yang berusia 8—10 minggu
dan memiliki berat badan antara 150-200 gram digunakan sebagai subjek
penelitian. Tikus ini dibagi menjadi empat kelompok dimana masing-masing
kelompok terdiri dari 6 ekor. Adapun pembagian kelompok penelitian adalah
sebagai berikut:
e KIl: kelompok tikus sehat (tanpa paparan UV-B dan diberi emulgel
pembanding)
e K2: kelompok kontrol negatif (paparan UV-B dan diberi emulgel
pembanding)
e K3: kelompok perlakuan 1 (paparan UV-B dan diberi emulgel ekstrak

Calendula 10%)
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o K4: kelompok perlakuan 2 (paparan UV-B dan diberi emulgel ekstrak
Calendula 20%)

Setelah 15 hari perlakuan, sampel darah diambil untuk dianalisis. Kadar
MMP-1 dan MMP-9 dalam sampel darah akan diukur menggunakan metode
ELISA untuk menentukan konsentrasi masing-masing biomarker yang relevan
dengan proses penelitian.

5.1.1 Gambaran Makroskopis pada Paparan UV-B Antar Kelompok

Pengamatan makroskopis dilakukan untuk mengevaluasi kondisi
kulit tikus pada setiap kelompok setelah paparan sinar UV-B dan
perlakuan yang diberikan. Tujuan dari pemeriksaan ini adalah untuk
memastikan bahwa prosedur paparan UV-B dan pemberian emulgel
Calendula dilakukan dengan cara yang konsisten di seluruh hewan uji,
sehingga respons kulit terhadap perlakuan dapat diamati secara
seragam di setiap kelompok. Pengukuran dilakukan setiap hari mulai
dari hari ke-0 (HO) hingga hari ke-14 (H14). Kelompok K1 sebagai
kontrol sehat tidak menerima perlakuan paparan UV-B atau emulgel
Calendula, sehingga tidak dicatatkan perubahan pada kondisi kulit dan
hanya digunakan sebagai referensi normal untuk perbandingan

dengan kelompok perlakuan lainnya.
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Gambar 5.1 Tikus Sehat

Gambar 5.2 menunjukkan kondisi kulit tikus yang tidak terpapar
paparan sinar UV-B pada kelompok Tikus Sehat (K1). Kondisi kulit
ini menunjukkan tampilan yang normal, halus, dan tidak terdapat
tanda-tanda kerusakan atau peradangan. Ini menunjukkan bahwa
pada kelompok Tikus Sehat, tidak ada perubahan atau kerusakan
kulit yang disebabkan oleh faktor eksternal, seperti paparan UV-B.

Kondisi kulit tikus pada kelompok yang terpapar UV-B dan
mendapat perlakuan pada hari ke-1, 5, 7, 9, 11, dan 14 ditunjukkan
pada Gambar 5.3. Pengamatan dilakukan pada tiga kelompok
perlakuan yang berbeda, yaitu K2, K3, dan K4 untuk melihat efek
dari paparan sinar UV-B serta pemberian perlakuan Emulgel
Calendula.

Pada kelompok K2 yang hanya diberikan UV-B dengan base
emulgel, terlihat adanya kerusakan kulit yang jelas setelah paparan
UV-B. Pada hari pertama, kulit tikus mulai menunjukkan tanda-
tanda kemerahan dan iritasi. Pada hari-hari berikutnya, kerusakan

kulit semakin terlihat dengan munculnya luka bakar ringan dan



penebalan kulit. Hal ini mengindikasikan bahwa paparan UV-B
tanpa perlakuan dapat menyebabkan peradangan dan kerusakan pada

kulit tikus.

K2

K3

K4

i . J [?

Gambar 5.2 Kulit Punggung Tikus Setelah Paparan UVB pada Hari ke-1, 5, 7, 9, 11, 14.
(K2) Tikus dengan paparan UVB + base emulgel; (K3) Tikus dengan paparan
UVB + emulgel Calendula 10%; (K4) Tikus dengan paparan UVB + emulgel
Calendula 10%.

Pada kelompok K3 yang diberi Emulgel Calendula 10%,
kondisi kulit tikus setelah paparan UV-B menunjukkan perbaikan
yang lebih baik dibandingkan dengan kelompok K2. Meskipun pada
hari pertama kulit tikus menunjukkan sedikit kemerahan, seiring

berjalannya waktu, kondisi kulit pada kelompok K3 menunjukkan

tanda-tanda penyembuhan dengan kerusakan yang lebih minimal
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dibandingkan kelompok yang hanya diberi base emulgel. Emulgel
Calendula yang diberikan pada kelompok ini memiliki sifat
antiinflamasi dan penyembuhan luka yang membantu mempercepat
proses penyembuhan kulit yang rusak akibat paparan UV-B.

Sedangkan, kelompok K4 yang diberi Emulgel Calendula 20%
menunjukkan hasil yang lebih buruk dibandingkan dengan
kelompok K3 yang diberi Emulgel Calendula 10%, namun tetap
lebih baik dibandingkan dengan K2 yang hanya diberi base emulgel
tanpa Calendula, Meskipun pada kelompok K4 dengan dosis yang
lebih tinggi, kulit tikus menunjukkan kerusakan yang lebih
signifikan pada awalnya, hal ini disebabkan oleh efek yang lebih
kuat dari Calendula 20% yang merangsang respons imun atau
inflamasi lebih intens. Namun, dalam jangka waktu yang lebih lama,
kelompok K4 menunjukkan tanda-tanda penyembuhan dan
regenerasi kulit yang lebih baik daripada K2 meskipun masih terlihat
kulit tampak lebih kemerahan dibandingkan dengan K3.

Secara keseluruhan, meskipun kelompok K4 dengan dosis
Calendula 20% mengalami peningkatan kerusakan pada awalnya,
mereka tetap menunjukkan perbaikan yang lebih baik dibandingkan
dengan kelompok yang hanya diberi base emulgel (K2). Namun,
dosis Calendula 10% pada kelompok K3 terbukti lebih efektif dalam
mempercepat pemulihan kulit setelah paparan sinar UV-B.

Penurunan kadar kerusakan kulit di kelompok K3 menunjukkan
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bahwa dosis yang lebih rendah dari Calendula memberikan efek

lebih

seimbang dalam merangsang penyembuhan

menimbulkan reaksi inflamasi yang berlebihan.

5.1.2 Hasil Pemeriksaan Kadar MMP-1 pada Darah

tanpa

Hasil analisis rerata kadar MMP-1 pada tiap kelompok hari ke-15

setelah perlakuan ditunjukkan pada tabel 5.1 sebagai berikut:

Tabel 5.1 Uji Deskriptif Rata-rata Kadar MMP-1 dan One Way ANOVA

Tikus  Kontrol Emulgel — Emulgel
.. Calendula Calendula P
Kelompok Sehat  Negatif 10% 20% ]
(Kl) (KZ) () (1} vaiue
(K3) (K4)
Kadar MMP-1 ng/mL
Mean R 4,787 4,662 4,788
SD 0,534 0,437 0,205 0,360
Shapiro-Wilk — 0,949 0,083 0,462 0,683
Levene Test 0,148
One Way ANOVA 0,004
Keterangan:
Shapiro-Wilk = Data berdistribusi normal (p>0,05)
Levene Test = Data homogen (p>0,05)

One Way ANOVA =

(p<0,05)
Berdasarkan hasil analisis pada Tabel 5.1, kadar MMP-1 rata-rata

Terdapat perbedaan signifikan antar kelompok

pada kelompok tikus sehat (K1) adalah 3,935 + 0,534 ng/mL,

sedangkan pada kelompok kontrol negatif (K2) meningkat menjadi

4,787 + 0,437 ng/mL. Peningkatan ini menunjukkan bahwa paparan

sinar UV-B mampu memicu ekspresi MMP-1 lebih tinggi dibandingkan

kulit normal yang tidak terpapar. Pada kelompok perlakuan dengan

emulgel Calendula 10% (K3) dan 20% (K4), kadar MMP-1 masing-

masing adalah 4,662 + 0,205 ng/mL dan 4,788 + 0,360 ng/mL, dengan

nilai yang relatif mendekati kelompok kontrol negatif. Hal ini
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mengindikasikan bahwa pemberian emulgel Calendula pada
konsentrasi tersebut belum memberikan penurunan kadar MMP-1 yang
signifikan dibandingkan kelompok kontrol negatif.

Hasil uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk menunjukkan
bahwa seluruh kelompok memiliki nilai p>0,05 (K1 = 0,949; K2 =
0,083; K3 =0,462; K4 = 0,683), yang berarti data pada masing-masing
kelompok berdistribusi normal. Uji homogenitas menggunakan Levene
Test menghasilkan p = 0,148 (p > 0,05), menunjukkan bahwa varians
antar kelompok adalah homogen atau setara. Dengan terpenuhinya
asumsi normalitas dan homogenitas, analisis dilanjutkan menggunakan
One Way ANOVA.

Uji One Way ANOVA menghasilkan nilai p = 0,004 (p < 0,05),
yang mengindikasikan adanya perbedaan yang bermakna secara
statistik antara kadar MMP-1 pada minimal dua kelompok perlakuan.
Hal ini mengindikasikan bahwa paparan sinar UV-B dan pemberian
emulgel ekstrak Calendula dengan konsentrasi berbeda memberikan
pengaruh terhadap kadar MMP-1 pada kulit tikus Wistar jantan. Uji
lanjut Post Hoc Tukey HSD dilakukan untuk mengidentifikasi secara
lebih rinci perbedaan antar setiap pasangan kelompok perlakuan
terhadap kadar MMP-1 pada kulit tikus Wistar jantan yang terpapar
sinar UV-B.

Tabel 5.2 Hasil Uji Post Hoc Tukey HSD setelah Perlakuan terhadap

Rata-rata Kadar MMP-1
Kelompok K1 K2 K3 K4
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K1 - 0,008%  0,025%  0,008*
K2 - 0,949 1,000
K3 - 0,947
K4 -

Keterangan: *Bermakna p < 0,05

Berdasarkan hasil uji lanjut Post Hoc Tukey HSD pada Tabel 5.2,
perbandingan kadar MMP-1 antar kelompok menunjukkan bahwa
kelompok tikus sehat (K1) memiliki perbedaan bermakna dengan
kelompok kontrol negatif (K2) (p = 0,008), kelompok perlakuan
emulgel ekstrak Calendula 10% (K3) (p = 0,025), dan kelompok
perlakuan emulgel ekstrak Calendula 20% (K4) (p = 0,008). Hal ini
mengindikasikan bahwa paparan sinar UV-B, baik tanpa perlakuan
maupun dengan pemberian emulgel Calendula, menyebabkan
peningkatan kadar MMP-1 yang signifikan dibandingkan kulit normal.

Sebaliknya, tidak ditemukan perbedaan yang signifikan antara
kelompok kontrol negatif yang hanya diberi base emulgel (K2) dengan
kelompok yang mendapat perlakuan emulgel Calendula 10% (K3) (p =
0,949) maupun kelompok yang mendapat perlakuan emulgel Calendula
20% (K4) (p = 1,000). Demikian pula, kadar MMP-1 pada K3 tidak
berbeda signifikan dengan K4 (p = 0,947). Temuan ini menunjukkan
bahwa pemberian emulgel ekstrak Calendula pada konsentrasi 10%
maupun 20% belum mampu menurunkan kadar MMP-1 secara
signifikan dibandingkan kontrol negatif, meskipun secara teoritis

kandungan antioksidan dan antiinflamasi dalam Calendula diharapkan
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dapat menghambat kerusakan kolagen yang diinduksi oleh sinar UV-B.

Hasil ini memperkuat interpretasi bahwa peningkatan kadar MMP-

1 pada kulit yang terpapar sinar UV-B lebih dominan dipengaruhi oleh

mekanisme photodamage, sedangkan efek protektif Calendula pada

konsentrasi yang diuji memerlukan durasi pemakaian yang lebih lama,

dosis yang lebih tinggi, atau kombinasi dengan agen fotoprotektif lain

agar dapat memberikan efek yang signifikan.

(6] [e)]

B

N

Kadar MMP-1 (ng/mL)
w

[En

Tikus Sehat Kontrol Negatif

Calendula 10%

Kelompok

Calendula 20%

Gambar 5.3 Diagram Batang Kadar MMP-9 pada Tiap Kelompok

5.1.3 Hasil Pemeriksaan Kadar MMP-9 pada Darah

Tabel 5.3 Uji Deskriptif Rata-rata Kadar MMP-9 dan One Way ANOVA

Tikus Kontrol
Kelompok Sehat Negatif

Emulgel

Emulgel

Calendula Calendula P

10% 20% value
(K1) (K2) (K3) (K4)
Kadar MMP-9 ng/mL
Mean 1,062 1,173 1,260 1,228
SD 0,089 0,171 0,114 0,166
Shapiro-Wilk 0,993 0,340 0,660 0,372

Levene Test

0,271
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One Way ANOVA 0,104
Keterangan:
Shapiro-Wilk = Data berdistribusi normal (p>0,05)
Levene Test = Data homogen (p>0,05)
One Way ANOVA = Tidak terdapat perbedaan signifikan antar
kelompok (p>0,05)

Pada penelitian ini, kadar MMP-9 pada darah tikus Wistar jantan
yang diinduksi paparan sinar UV-B dan diberikan perlakuan dengan
emulgel ekstrak Calendula officinalis L. diuji untuk mengevaluasi
efeknya terhadap proses inflamasi dan remodeling matriks
ekstraseluler. Berdasarkan hasil analisis kadar MMP-9 yang
ditampilkan dalam tabel 5.2 dapat dilihat bahwa rata-rata kadar MMP-
9 pada setiap kelompok tidak menunjukkan perbedaan signifikan.
Kelompok yang terdiri dari tikus sehat (K1) memiliki kadar MMP-9
dengan rata-rata 1,062 + 0,089 ng/mL. Nilai simpangan baku yang
kecil in1 menunjukkan bahwa data pada kelompok tersebut memiliki
penyebaran yang sempit schingga nilai-nilainya terkonsentrasi di
sekitar rata-rata. Sedangkan kelompok kontrol negatif (K2) memiliki
rata-rata yang sedikit lebih tinggi, yaitu 1,173 + 0,171 ng/mL.
Kelompok yang diberi emulgel Calendula dengan konsentrasi 10%
(K3) dan 20% (K4) menunjukkan nilai rata-rata yang lebih tinggi
dibandingkan kelompok lain, masing-masing sebesar 1,260 + 0,114
ng/mL dan 1,228 + 0,166 ng/mL. Hal ini dapat disebabkan oleh
pemberian ekstrak Calendula yang merangsang peningkatan produksi

MMP-9 sebagai bagian dari proses penyembuhan atau adaptasi
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terhadap perubahan yang terjadi akibat paparan UV-B.

Hasil pemeriksaan kadar MMP-9 menunjukkan bahwa seluruh
kelompok perlakuan memiliki distribusi data yang normal. Hal ini
dibuktikan melalui uji normalitas Shapiro-Wilk, di mana seluruh nilai
p yang diperoleh berada di atas 0,05. Kelompok tikus sehat (K1)
menunjukkan nilai p tertinggi, yaitu 0,993, diikuti kelompok kontrol
positif (K2) sebesar 0,340, kelompok perlakuan emulgel Calendula
10% (K3) sebesar 0,660, dan kelompok perlakuan emulgel Calendula
20% (K4) sebesar 0,372. Temuan ini mengindikasikan bahwa data
pada setiap kelompok memiliki pola distribusi yang teratur dan
konsisten, sehingga memenuhi salah satu syarat penting untuk
dilakukan analisis parametrik.

Selanjutnya, uji homogenitas varians menggunakan Levene Test
menunjukkan nilai p = 0,271 (p > 0,05). Hal ini menandakan bahwa
data antar kelompok dapat dianggap homogen yang berarti perbedaan
antar kelompok tidak dipengaruhi oleh variasi data yang terlalu besar.
Uji One Way ANOVA dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya
perbedaan signifikan kadar MMP-9 antar kelompok perlakuan. Hasil
analisis menunjukkan nilai p = 0,104, yang lebih besar dari 0,05,
sehingga dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang
bermakna antara kelompok tikus sehat, kontrol negatif, maupun
kelompok perlakuan dengan emulgel ekstrak Calendula 10% dan

20%. Dengan demikian, pemberian emulgel ekstrak Calendula pada
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kedua konsentrasi tersebut belum menunjukkan efek yang signifikan
terhadap kadar MMP-9 pada darah tikus yang terpapar sinar UV-B
dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Meskipun perbedaan statistik tidak tercapai, temuan ini tidak
menutup kemungkinan adanya potensi emulgel ekstrak Calendula
dalam mempengaruhi proses inflamasi dan regenerasi jaringan akibat
paparan UV-B. Penelitian lanjutan dengan penyesuaian dosis,
frekuensi, atau durasi pemberian yang lebih panjang berpotensi
memberikan gambaran yang lebih jelas mengenai efek Calendula
terhadap kadar MMP-9 dan mekanisme perbaikan jaringan kulit pasca

paparan sinar UV-B.

Jo :

Kelompok Sahat kontrol Negab! Parlaluan Emulge Parlakuan Emulgs!
10% 0%

Kelompok

Gambar 5.4 Boxplot Distribusi Kadar MMP-9
Gambar boxplot yang ditampilkan pada Gambar 5.4
memperlihatkan variasi kadar MMP-9 pada setiap kelompok

penelitian. Kelompok tikus sehat tampak memiliki kadar MMP-9
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yang cenderung lebih rendah dengan sebaran data yang relatif sempit,
mencerminkan nilai yang konsisten antar sampel. Pada kelompok
kontrol negatif, kadar MMP-9 terlihat lebih tinggi dengan rentang
nilai yang lebih lebar, mengindikasikan adanya peningkatan dan

variasi akibat paparan sinar UV-B tanpa perlakuan.
Kelompok perlakuan dengan emulgel ekstrak Calendula 10% dan
20% menunjukkan pola kadar MMP-9 yang berada di kisaran nilai
kelompok kontrol negatif, dengan rentang sebaran yang bervariasi.
Kondisi ini mendukung hasil uji One Way ANOVA yang
menunjukkan p = 0,104, di mana tidak ditemukan perbedaan
bermakna antar kelompok. Dengan demikian, secara visual maupun
statistik, pemberian emulgel ckstrak Calendula pada konsentrasi 10%
dan 20% belum menunjukkan penurunan kadar MMP-9 yang jelas
dibandingkan kelompok kontrol negatif, meskipun potensi efek

biologisnya tetap perlu diteliti lebih lanjut.
5.2 Pembahasan

Paparan sinar ultraviolet B (UV-B) memiliki dampak yang signifikan
terhadap kesehatan kulit, salah satunya melalui kerusakan matriks ekstraseluler
yang disebabkan oleh peningkatan aktivitas matrix metalloproteinases
(MMPs).** Sinar UV-B memicu produksi spesies oksigen reaktif (ROS) yang
dapat merusak sel-sel kulit dan memicu proses inflamasi. Proses ini
mengaktifkan jalur pensinyalan seperti MAPK, yang pada akhirnya

menginduksi produksi MMP-1 dan MMP-9. MMP-1 dikenal sebagai
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collagenase, yang berperan dalam degradasi kolagen tipe I, sementara MMP-9
bertanggung jawab atas degradasi kolagen tipe IV dan V, yang penting dalam
remodeling kulit setelah kerusakan.>> Peningkatan aktivitas MMP ini
merupakan salah satu penyebab utama penuaan kulit dan kerusakan jaringan
akibat paparan UV-B.*

Berbagai penelitian mencari solusi alami untuk mengurangi dampak
tersebut, salah satunya dengan menggunakan Calendula officinalis atau
marigold. Bunga ini dikenal luas dalam pengobatan tradisional sebagai
tanaman yang memiliki sifat antiinflamasi dan penyembuhan luka. Ekstrak dari
bunga ini mengandung senyawa bioaktif seperti flavonoid, triterpenoid, dan
asam fenolat, yang memiliki potensi untuk melawan kerusakan oksidatif dan
mengurangi peradangan pada kulit.’” Beberapa studi sebelumnya telah
menunjukkan bahwa ekstrak Calendula dapat menurunkan aktivitas MMP,
khususnya MMP-2 dan MMP-9, yang diinduksi oleh stres oksidatif akibat
paparan UV.’® Oleh karena itu, Calendula memiliki potensi sebagai agen
topikal untuk perlindungan kulit terhadap kerusakan UV.

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh ekstrak Calendula
officinalis terhadap aktivitas MMP-1 dan MMP-9, dua jenis matrix
metalloproteinases yang berperan penting dalam proses remodeling kulit dan
degradasi kolagen. Pengukuran kadar MMP-1 dan MMP-9 dilakukan
menggunakan teknik ELISA pada sampel darah. ELISA dipilih karena

kemampuannya untuk secara akurat mengukur kadar MMP-1 dan MMP-9
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dalam serum, yang dapat mencerminkan perubahan serupa yang terjadi di
jaringan kulit, tanpa perlu pengambilan sampel jaringan kulit secara langsung.

ELISA merupakan teknik yang umum digunakan untuk mengukur
konsentrasi protein spesifik, termasuk MMPs dalam berbagai sampel biologis.
Salah satu keuntungan besar dari ELISA adalah kemampuannya untuk
menggunakan sampel darah, yang lebih mudah diambil dan dianalisis
dibandingkan jaringan kulit. Berdasarkan sejumlah penelitian, kandungan
biomarker yang terdapat dalam darah dapat mencerminkan perubahan yang
terjadi pada kulit, menjadikan ELISA darah sebagai alat yang efektif untuk
memantau proses biologis yang berlangsung di kulit, seperti peradangan dan
kerusakan jaringan.*’

Hasil pengukuran kadar MMP-1 ~menggunakan ELISA darah
menunjukkan perbedaan yang signifikan antar kelompok yang diberi perlakuan
(emulgel Calendula dan kelompok kontrol) dengan kelompok tikus sehat.
Kadar MMP-1 pada kelompok Kontrol Negatif (K2) yang terpapar sinar UV-B
dan hanya diberi base gel memiliki kadar MMP-1 yang lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok Tikus Sehat (K1). Hal ini mengindikasikan
bahwa paparan sinar UV-B menyebabkan peningkatan produksi MMP-1
sebagai bagian dari respons tubuh terhadap kerusakan yang diakibatkan oleh
UV-B.%?

Kelompok yang diberi emulgel Calendula 20% (K4) menunjukkan kadar
MMP-1 tertinggi di antara kelompok lainnya. Kadar MMP-1 pada kelompok

K4 bahkan lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok Kontrol Negatif (K2).
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Peningkatan kadar MMP-1 ini sebenarnya tidak selalu dapat dianggap sebagai
hal yang merugikan. Hasil ini mengindikasikan bahwa meskipun Calendula
dikenal memiliki sifat antiinflamasi dan penyembuhan luka, pada dosis yang
lebih tinggi justru dapat merangsang peningkatan produksi MMP-1.
Peningkatan tersebut berkaitan dengan peran Calendula dalam mempercepat
proses regenerasi kulit, yang memerlukan aktivitas MMP-1 untuk memperbaiki
matriks ekstraseluler yang rusak akibat paparan UV-B. Peningkatan MMP-1
pada kulit yang rusak akibat paparan UV juga dapat mencerminkan aktivitas
perbaikan jaringan, meskipun diperlukan penelitian lebih lanjut untuk
memastikan dampak positifnya dalam regenerasi kulit.*'

Sebaliknya, pada kelompok yang diberikan Perlakuan Emulgel Calendula
10% (K3), kadar MMP-1 lebih rendah dibandingkan dengan K4, namun tetap
lebih tinggi daripada kelompok Tikus Sehat (K1). Ini menunjukkan bahwa
dosis Calendula yang lebih rendah (10%) dapat memberikan efek yang lebih
moderat dalam menurunkan kadar MMP-1 jika dibandingkan dengan dosis
yang lebih tinggi (20%). Temuan ini menunjukkan bahwa paparan sinar UV
dapat meningkatkan MMP-1, baik sebagai respons tubuh terhadap kerusakan
jaringan maupun sebagai reaksi terhadap sifat antiinflamasi dari Calendula.

Hasil pada kadar MMP-9 menunjukkan pola yang serupa dengan MMP-1,
di mana kadar MMP-9 pada kelompok Kontrol Negatif (K2) lebih tinggi
dibandingkan kelompok Tikus Sehat (K1). Peningkatan kadar MMP-9 pada
kelompok K2 ini mengindikasikan respons tubuh terhadap kerusakan jaringan

yang disebabkan oleh paparan sinar UV-B, di mana MMP-9 berperan dalam
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proses inflamasi dan degradasi matriks ekstraseluler yang rusak akibat sinar
tersebut. Sebagai gelatinase, MMP-9 dapat memecah kolagen tipe IV dan
komponen matriks lainnya, yang berkontribusi pada perombakan jaringan dan
respons inflamasi.>*

Pemberian Emulgel Calendula pada kelompok dengan dosis 10% (K3) dan
20% (K4) tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan pada kadar MMP-9
dibandingkan dengan kelompok Kontrol Negatif (K2). Selain itu, kadar MMP-
1 pada kelompok K4 menunjukkan hasil yang paling tinggi memberikan
indikasi bahwa dosis yang lebih tinggi justru merangsang peningkatan produksi
MMP-1 untuk mendukung proses perbaikan jaringan yang lebih intens.

Hasil ini sejalan dengan pengamatan makroskopis yang menunjukkan
bahwa pada kelompok yang diberi Emulgel Calendula dengan dosis 10% (K3),
kondisi kulit tikus yang terpapar UV-B mengalami perbaikan sedikit lebih baik
dibandingkan dengan perlakuan emulgel Calendula 20% (K4). Dosis
Calendula yang lebih rendah pada K3 lebih optimal karena dapat memberikan
keseimbangan yang lebih baik antara memperbaiki kerusakan jaringan dan
menghindari efek samping yang tidak diinginkan akibat stimulasi berlebihan
dari MMP-1.

Meskipun hasil penelitian in1i menunjukkan bahwa dosis Calendula yang
diberikan tidak cukup efektif dalam memodulasi MMP-9 secara signifikan, hal
ini tidak berarti bahwa hasilnya buruk. Sebaliknya, peningkatan kadar MMP-1
pada kelompok K4 menunjukkan bahwa Calendula dengan dosis tinggi justru

merangsang peningkatan aktivitas enzim untuk mendukung proses perbaikan
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jaringan yang lebih intens. MMP-1 dan MMP-9 bekerja bersama untuk
memecah kolagen menjadi fragmen kecil tetap penting untuk regenerasi

jaringan yang optimal.*!

Dilain sisi, dosis yang diberikan dalam penelitian ini
tidak cukup efektif untuk memodulasi MMP-9 secara signifikan karena kadar
MMP-9 pada K3 dan K4 tidak berbeda jauh dibandingkan dengan kontrol
negatif (K2). Oleh karena itu, penelitian lebih lanjut diperlukan untuk
mengetahui dosis optimal dan durasi pemberian yang dapat mengatur produksi
MMP-1 dan MMP-9 secara efektif tanpa memicu efek yang berlebihan.

Hasil dari penelitian ini dapat dipengaruhi oleh keterbatasan penelitian,
salah satunya adalah variabilitas individu.*’ Meskipun prosedur perlakuan
dilakukan secara seragam, respons fisiologis antara individu bisa berbeda-
beda. Hal ini dapat menyebabkan perbedaan data yang besar antara subjek
dalam satu kelompok. Selain itu, dosis yang digunakan dalam penelitian ini
perlu dievaluasi lebih lanjut. Meskipun dosis Emulgel Calendula 10% (K3)
memberikan hasil yang baik, dosis Emulgel Calendula 20% (K4) justru
menunjukkan peningkatan yang lebih tinggi pada kadar MMP-1, yang
mengindikasikan bahwa dosis yang lebih tinggi dapat merangsang perbaikan
jaringan secara intens, namun juga berisiko menimbulkan efek samping
inflamasi yang lebih kuat.

Faktor lain yang mempengaruhi hasil pengamatan adalah durasi
pengamatan. Durasi pengamatan dalam penelitian ini perlu ditinjau kembali
untuk memastikan apakah periode yang digunakan sudah memadai dalam

mengevaluasi efek jangka panjang dari perlakuan yang diberikan.** Perbaikan
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kulit dan proses penyembuhan jaringan membutuhkan waktu yang lebih lama,
dan efek yang lebih lama dari perlakuan belum sepenuhnya teridentifikasi.

Selain itu, kondisi lingkungan yang tidak dapat sepenuhnya dikendalikan
selama eksperimen juga berpotensi memengaruhi hasil, seperti suhu,
kelembapan, dan pola makan hewan percobaan yang dapat memengaruhi
respons biologis mereka.** Terakhir, penelitian dengan sampel yang lebih besar
dapat membantu mengurangi potensi kesalahan statistik dan meningkatkan
keandalan hasil.*

Penelitian selanjutnya disarankan untuk menggunakan dosis yang lebih
bervariasi dan durasi pengamatan yang lebih panjang untuk mengevaluasi efek
jangka panjang dari Emulgel Calendula. Selain itu, jumlah sampel yang lebih
besar dapat membantu meningkatkan keandalan dan generalisasi hasil

penelitian.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1.

Pemberian Emulgel Ekstrak Calendula officinalis L. tidak berpengaruh
signifikan terhadap kadar MMP-1 dan MMP-9 pada darah tikus yang
terpapar sinar UV-B dibandingkan dengan kontrol negatif.

Pemberian Emulgel Ekstrak Calendula officinalis L. dengan konsentrasi
10% berpengaruh signifikan terhadap peningkatan kadar MMP-1
dibandingkan kelompok sehat, tetapi tidak menunjukkan perbedaan
signifikan dengan kontrol negatif untuk kedua kadar MMP-1 dan MMP-9.
Pemberian Emulgel Ekstrak Calendula officinalis L. engan konsentrasi 20%
berpengaruh signifikan terhadap peningkatan kadar MMP-1 dibandingkan
kelompok sehat, namun tidak menunjukkan perbedaan signifikan dengan

kontrol negatif untuk kadar MMP-1 dan MMP-9.

6.2 Saran

l.

Menggunakan dosis yang lebih bervariasi dalam penelitian selanjutnya
untuk menentukan dosis Emulgel Calendula yang paling efektif dalam
mengatur kadar MMP-1 dan MMP-9 tanpa meningkatkan produksi
berlebihan.

Memperpanjang durasi pengamatan untuk mengevaluasi efek jangka
panjang dari pemberian Emulgel Calendula terhadap regenerasi jaringan

kulit yang terpapar sinar UV-B.



65

3. Melibatkan variasi model hewan pada penelitian selanjutnya, termasuk
pengujian pada spesies atau kelompok wusia yang berbeda, guna
mendapatkan gambaran yang lebih luas tentang efek Calendula dalam
berbagai kondisi biologis.

4. Menguji kombinasi Emulgel Calendula dengan bahan aktif lain untuk
melihat apakah kombinasi tersebut dapat memberikan efek yang lebih
maksimal dalam mempercepat penyembuhan luka dan regenerasi kulit.

5. Menggunakan sampel yang lebih besar pada penelitian selanjutnya untuk
meningkatkan keakuratan hasil dan mengurangi variabilitas individu,
sehingga data yang diperoleh lebih representatif dan dapat digeneralisasi

dengan lebih baik.
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