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ABSTRAK 

Latar Belakang: Paparan ultraviolet B (UV-B) memicu photoaging melalui 

peningkatan mediator inflamasi seperti Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) dan Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF). Calendula officinalis L. mengandung flavonoid, 

triterpenoid, dan karotenoid yang berpotensi menghambat inflamasi serta memperbaiki 

angiogenesis. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh pemberian emulgel 

ekstrak Calendula officinalis L. terhadap kadar TNF-α dan VEGF pada tikus Wistar 

yang diinduksi paparan UV-B. 

Metode: Penelitian eksperimental in vivo dengan post-test only control group design 

menggunakan 24 ekor tikus Wistar jantan yang dibagi menjadi 4 kelompok: kontrol 

negatif, kontrol positif, perlakuan emulgel ekstrak calendula 10%, dan 20%. Paparan 

UV-B diberikan selama 14 hari, diikuti aplikasi emulgel sekali sehari. Pengukuran 

TNF-α dan VEGF dilakukan menggunakan metode ELISA. 

Hasil: Rerata kadar TNF-α pada K3 (201,34±11,79 ng/mL) lebih rendah secara 

signifikan dibanding kelompok kontrol dengan perbedaan bermakna (p=0,001). Rerata 

kadar VEGF pada K4 (1312,30 ± 220,13 ng/mL) lebih tinggi dibanding kelompok 

kontrol dengan tetapi tidak terdapat perbedaan bermakna (p=0,258). 

Kesimpulan: Pemberian emulgel ekstrak Calendula officinalis 10% (K3) yang dapat 

menurunkan kadar TNF-α, sedangkan konsentrasi 20% (K4) yang dapat meningkatkan 

kadar VEGF pada kondisi photoaging, dimana hanya terjadi peningkatan kadarnya saja 

tetapi secara statistik tidak ada perbedaan yang signifikan. 

 

Kata Kunci: Emulgel ekstrak calendula (Calendula officinalis), TNF-α, VEGF, 

photoaging, UV-B, tikus Wistar. 
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ABSTRACT 

Background: Exposure to ultraviolet B (UV-B) rays triggers photoaging through an 

increase in inflammatory mediators such as Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) and 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Calendula officinalis L. contains 

flavonoids, triterpenoids, and carotenoids that have the potential to inhibit 

inflammation and improve angiogenesis. This study aims to evaluate the effect of 

Calendula officinalis L. extract emulgel administration on TNF-α and VEGF levels in 

Wistar rats induced by UV-B exposure. 

Methods: An in vivo experimental study with a post-test only control group design was 

conducted using 24 male Wistar rats divided into 4 groups: negative control, positive 

control, 10% calendula extract emulgel treatment, and 20% calendula extract emulgel 

treatment. UV-B exposure was administered for 14 days, followed by once-daily 

application of the emulgel. TNF-α and VEGF levels were measured using the ELISA 

method. 

Results: The mean TNF-α level in K3 (201.34 ± 11.79 ng/mL) was significantly lower 

than that in the control group with a significant difference (p = 0.001). The mean VEGF 

level in K4 (1312.30 ± 220.13 ng/mL) was higher than that in the control group, but 

there was no significant difference (p=0.258). 

Conclusion: Administration of 10% Calendula officinalis extract emulgel (K3) reduced 

TNF-α levels, while 20% concentration (K4) increased VEGF levels in photoaging 

conditions, where only an increase in levels occurred but there was no statistically 

significant difference. 

 

Keywords: Calendula extract emulgel (Calendula officinalis), TNF-α, VEGF, 

photoaging, UV-B, Wistar rats. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Paparan sinar ultraviolet B (UV-B) secara berlebihan telah terbukti 

memicu inflamasi dan stres oksidatif pada kulit, yang dapat mengakibatkan 

kerusakan jaringan, penebalan epidermis, dan percepatan penuaan kulit.1,2 

Sinar UV-B dapat menembus lapisan epidermis dan memicu stres oksidatif, 

peradangan, serta kerusakan matriks ekstraseluler, yang pada akhirnya 

mengganggu struktur dan fungsi normal jaringan kulit. Kondisi ini tidak 

hanya mempercepat terjadinya penuaan kulit (photoaging), tetapi juga 

menghambat proses regenerasi serta meningkatkan risiko munculnya 

berbagai gangguan kulit kronis.2 

Indonesia sebagai negara tropis memiliki prevalensi tinggi photoaging 

akibat paparan sinar UV-B. Mayangsari et al. (2024) melaporkan bahwa 51% 

subjek mengalami kerutan parah serta perubahan histologis berupa penebalan 

epidermis dan penipisan dermis setelah paparan UV-B. Gejala photoaging 

paling sering ditemukan pada etnis Jawa (30,5%), usia 30–39 tahun (59,1%), 

pekerja indoor (71%), individu dengan paparan >34 jam/minggu (62%), serta 

tipe kulit Fitzpatrick IV (65%).3 Terapi kimia yang umum digunakan untuk 

photoaging akibat UV-B meliputi retinoid, asam alfa hidroksi (AHA), asam 

glikolat, dan hidrokuinon dalam bentuk krim atau topikal. Meski efektif, 

terapi ini sering menimbulkan efek samping berupa iritasi, kemerahan, gatal, 

pengelupasan kulit, hingga reaksi hipersensitivitas dalam jangka panjang. 4 

Oleh karena itu, diperlukan pengembangan agen topikal berbasis herbal yang 

aman dan efektif untuk memitigasi dampak buruk paparan UV-B, sebagai 

bagian dari strategi dermatologis dalam penelitian eksperimental. 
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Paparan sinar ultraviolet B (UVB) dalam jangka panjang memicu 

terjadinya stres oksidatif di jaringan epidermis dan dermis melalui 

pembentukan reactive oxygen species (ROS) yang berlebihan. ROS ini 

mengaktivasi berbagai jalur molekuler inflamasi, termasuk aktivasi kompleks 

inflammasom dan transkripsi Nuclear Factor Kappa Beta (NF-κB), yang 

berperan penting dalam peningkatan ekspresi sitokin proinflamasi seperti 

Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-α). TNF-α selanjutnya memperburuk 

kerusakan matriks ekstraseluler dengan meningkatkan ekspresi enzim matriks 

metalloproteinase (MMP), terutama MMP-1 dan MMP-9, yang 

menyebabkan degradasi kolagen dan elastin, serta disorganisasi struktur 

dermal.5 Di sisi lain, ROS juga menyebabkan hipoksia jaringan lokal dan 

menginduksi jalur Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha (HIF-1α), yang 

bersama-sama dengan NF-κB, mendorong peningkatan ekspresi Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF), yang berperan dalam angiogenesis 

sebagai respons terhadap kerusakan dan stres lingkungan, namun aktivitas 

berlebihnya turut berkontribusi terhadap perubahan vaskularisasi kulit yang 

tidak normal pada kondisi photoaging.6 Kombinasi dari peningkatan TNF-α 

dan VEGF membentuk suatu lingkungan mikro inflamasi dan proangiogenik 

yang mempercepat proses penuaan kulit secara struktural dan fungsional, 

ditandai dengan kerutan, penipisan dermis, serta pigmentasi tidak merata.5,6 

Salah satu alternatif bahan alami yang menjanjikan sebagai upaya 

penanganannya adalah Calendula officinalis L. Tanaman tradisional ini telah 

digunakan untuk mengobati luka dan inflamasi kulit, dan kini mendapat 

perhatian ilmiah karena kandungan aktifnya seperti flavonoid, triterpenoid, 

dan karotenoid.7,8 Beberapa penelitian menunjukkan bahwa Calendula 

officinalis L. memiliki potensi menurunkan ekspresi sitokin proinflamasi 

seperti TNF-α serta menekan peningkatan VEGF yang berperan dalam proses 
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angiogenesis patologis akibat paparan UV-B. Berdasarkan hal tersebut, 

penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi efek pemberian emulemulgel 

ekstrak Calendula officinalis L. terhadap kadar TNF-α dan VEGF pada tikus 

Wistar yang diinduksi dengan paparan UV-B.9,10  

1.2 Rumusan Masalah 

 Apakah pemberian  emulgel  ekstrak  Calendula  officinalis. L 

mempengaruhi kadar TNF-α dan VEGF pada 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 TNF-α dan VEGF pada tikus Wistar 

jantan yang diinduksi paparan sinar UV-B. 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1. Menganalisis pengaruh pemberian emulgel ekstrak Calendula 

officinalis. L dengan konsentrasi 10% terhadap kadar TNF-α dan 

VEGF pada tikus Wistar jantan yang diinduksi sinar UV-B. 

2. Menganalisis pengaruh pemberian emulgel ekstrak Calendula 

officinalis. L dengan konsentrasi 20%  terhadap  kadar  TNF-α dan 

VEGF pada tikus Wistar jantan yang diinduksi sinar UV-B. 

1.4 Manfaat Penelitian 

 

1.4.1 Manfaat Teoritis 

1. Menambah pengetahuan ilmiah dalam bidang dermatologi dan 

farmakologi mengenai potensi Calendula officinalis. L sebagai 

agen terapi alami untuk mengatasi kerusakan kulit akibat paparan 

sinar UV-B.  
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2. Memperkuat dasar ilmiah mengenai peran Calendula officinalis. 

L dalam mengatur sitokin pro-inflamasi (TNF-α) dan faktor 

pertumbuhan angiogenik (VEGF) pada kulit yang mengalami 

photodamaged.  

1.4.2 Manfaat Praktis 

1. Memberikan alternatif terapi topikal berbasis bahan alami yang 

berpotensi untuk menurunkan peradangan dan meningkatkan 

proses penyembuhan kulit akibat paparan sinar UV-B. 

2. Mendorong pengembangan produk kosmetik atau farmasi 

berbahan dasar ekstrak Calendula officinalis. L yang dapat 

digunakan sebagai agen pelindung dan perbaikan kulit. 

3. Memberikan rekomendasi ilmiah untuk aplikasi klinis bahan 

alami dalam pengobatan kerusakan kulit akibat faktor  

lingkungan seperti sinar UV-B. 



   5 

1.5 Originalitas Penelitian 

Tabel 1.1 Tabel Originalitas Penelitian  

Peneliti Judul Penilitan Metode Hasil 

Silva et al. 

(2021) 

Anti-Inflammatory 

Activity of Calendula 

officinalis L. Flower 

Extract. 

Studi in vitro dan in 

vivo, ekstrak 

calendula diuji pada 

makrofag dan kulit 

setelah UV-B. 

Ekstrak calendula 

menurunkan ekspresi 

iNOS dan TNF-α, 

mempercepat 

pemulihan jaringan.11 

Lohani & 

Morganti 

(2022) 

Age-Defying and 

Photoprotective 

Potential of 

Geranium/Calendula 

Essential Oil 

Encapsulated Vesicular 

Cream on Biochemical 

Parameters against 

UVB Radiation Induced 

Skin Aging in Rat 

Studi in vivo pada 

tikus Wistar albino 

yang dipapar sinar 

UV-B untuk melihat 

evaluasi menyeluruh 

dari efek 

perlindungan krim 

terhadap photoaging 

Krim vesikular yang 

mengandung minyak 

esensial Calendula 

officinalis dan 

Geranium 

menunjukkan aktivitas 

fotoprotektif dan anti-

photoaging 

signifikan.12 

Qian et al. 

(2023) 

Mechanism of Action of 

Oxidative Stress and 

Growth Factors in Skin 

Aging. 

Studi in vitro sel kulit 

dan jaringan, menilai 

efek antioksidan & 

cytokine (VEGF dan 

TNF-α) setelah terapi 

herbal. 

Ekstrak calendula 

meningkatkan produksi 

VEGF dan 

menghambat sitokin 

inflamasi termasuk 

TNF-α.13 

Rohmani et 

al.(2024) 

Formulation and 

Activity of Sunscreen 

Cream from Ethanol 

Studi in vitro dan in 

vivo, menggunakan 

tikus Wistar jantan, 

Ekstrak calendula 10% 

menunjukkan 

perlindungan tertinggi 
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Extract of Calendula 

Officinalis L Flowers 

melihat waktu muncul 

eritema (MED) akibat 

paparan UV-B. 

dengan menghambat 

proses eritma, akibat 

paparan UV-B14 

Yuan et al. 

(2025) 

Role of Medicinal 

Plants in Skin-related 

Disorders and UV-B 

Damage. 

Studi in vitro dan in 

vivo pada tikus 

dengan paparan UV-

B dan pengobatan 

herbal, termasuk 

calendula. 

Pemberian calendula 

menurunkan TNF-α 

dan meningkatkan 

vaskularisasi melalui 

VEGF.15 

 

Berdasarkan tabel 1.1 dapat disimpulkan bahwa ekstrak Calendula 

officinalis memiliki potensi terapi yang kuat sebagai agen topikal yang 

berperan dalam menekan inflamasi dan mendukung regenerasi jaringan kulit, 

khususnya pada model paparan sinar UV-B. Penelitian yang dilakukan oleh 

Silva et al. (2021) menggunakan model in vivo dan in vitro untuk 

mengevaluasi aktivitas antiinflamasi ekstrak bunga calendula., menunjukkan 

bahwa paparan UV-B meningkatkan ekspresi inducible nitric oxide synthase 

(iNOS) dan TNF-α pada makrofag serta jaringan kulit, namun pemberian 

ekstrak calendula secara signifikan mampu menekan ekspresi sitokin 

inflamasi tersebut serta  mempercepat proses penyembuhan luka kulit.11 

Penelitian oleh Lohani & Morganti (2022) menguji sediaan krim yang 

ditambahkan minyak essensial dari calendula dan geranium, menggunakan uji 

in vivo pada tikus Wistar albino yang dipapar sinar UV-B untuk melihat 

evaluasi menyeluruh dari efek perlindungan krim terhadap photoaging. 

Penelitian yang akan dilakukan menggunakan desain penelitian in vivo, 

menggunakan ekstrak calendula yang diformulasikan dalam bentuk sediaan  

 



   7 

 

emulgel dan dilakukan analisis biomarker secara spesifik TNF-α dan VEGF.12 

Penelitian oleh Qian et al. (2023) mengkaji mekanisme kerja 

antioksidan dalam menghambat penuaan kulit akibat stres oksidatif, termasuk 

akibat UV-B. Hasil studi menunjukkan bahwa pemberian agen herbal seperti 

Calendula mampu menstimulasi produksi VEGF dan menurunkan ekspresi 

sitokin inflamasi, termasuk TNF-α, menjadikan ekstrak ini efektif dalam 

terapi kulit regeneratif berbasis sel dan molekul bioaktif.13 

Penelitian oleh Rohmani et al. (2024) menguji sediaan krim calendula 

konsentrasi 10% secara in vitro menunjukkan perlindungan terhadap UV 

secara maksimal dan studi in vivo nya menunjukkan perlindungan ekstra 

terhadap terbentuknya eritema akibat paparan UV-B. Sedangkan, penelitian 

yang akan dilakukan menggunakan sediaan emulgel calendula dengan 

konsentrasi 10% dan 20% secara in vivo yang diuji pada tikus Wistar dengan 

biomarker spesifik yaitu TNF- α dan VEGF.14 

Penelitian eksperimental oleh Yuan et al. (2025) juga memperkuat 

temuan tersebut. Dalam studi in vivo, kulit tikus yang sebelumnya mengalami 

kerusakan akibat paparan UV-B menunjukkan penurunan ekspresi TNF-α dan 

peningkatan VEGF setelah aplikasi topikal berbasis ekstrak tanaman obat, 

termasuk calendula. Efek ini dikaitkan dengan kandungan senyawa aktif 

seperti flavonoid dan triterpenoid yang memiliki aktivitas antioksidan dan 

angiogenik.15 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-α) 

Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) merupakan sitokin yang memiliki efek 

pleiotropik pada berbagai jenis sel. Sitokin ini diidentifikasi sebagai pengatur 

utama respons inflamasi dan berperan dalam patogenesis sejumlah penyakit 

inflamasi maupun autoimun. Secara struktural, TNF-α berbentuk protein 

homotrimer yang tersusun atas 157 asam amino, dengan sebagian besar 

diproduksi oleh makrofag aktif, limfosit T, dan sel pembunuh alami. Secara 

fungsional, TNF-α mampu memicu pelepasan berbagai molekul inflamasi, 

termasuk sitokin dan kemokin lain. TNF-α transmembran (tmTNF-α) 

merupakan bentuk prekursor yang awalnya disintesis dan kemudian diproses 

oleh enzim pengubah TNF-α (TACE), yaitu metaloproteinase disintegrin yang 

terikat membran, untuk dilepaskan menjadi TNF-α terlarut (sTNF-α). Bentuk 

sTNF-α tersebut kemudian memfasilitasi berbagai aktivitas biologis melalui 

reseptor TNF-α. Peradangan yang dipicu oleh TNF-α dapat mengakibatkan 

kerusakan jaringan dan disfungsi organ..16 

Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) berperan penting dalam mengatur 

respons imun dan proses peradangan pada tubuh manusia. Dalam kondisi 

normal, TNF-α diproduksi oleh berbagai jenis sel, terutama makrofag dan 

limfosit T, sebagai respons terhadap infeksi, kerusakan jaringan, atau rangsangan 

inflamasi. Peran utama TNF-α adalah sebagai mediator dalam aktivasi respons 

peradangan, memicu pelepasan sitokin lain seperti interleuki-1 (IL-1) dan 

interleukin-6 (IL-6), merangsang ekspresi molekul adhesi.16
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Gambar 2.1 Jalur Pensinyalan TNF-α17 

Jalur sinyal yang diaktivasi oleh sitokin Tumor Necrosis Factor- alpha 

(TNF-α) pada (Gambar 2.1) melalui dua reseptornya, yaitu reseptor faktor 

nekrosis tumor 1 (TNFR1) dan reseptor faktor nekrosis tumor 2 (TNFR2), 

memiliki peran penting dalam proses apoptosis, inflamasi, dan kelangsungan 

hidup sel. Aktivasi TNFR1 oleh TNF-α memicu pembentukan protein adaptor 

TNF Receptor Associated Death Domain (TRADD), yang dapat mengaktifkan 

dua jalur utama. Jalur pertama adalah jalur apoptosis, di mana TRADD memicu 

Fas- Associated Death Domain (FADD) yang mengaktifkan caspase-8, 

kemudian memproses caspase-3 sebagai eksekutor apoptosis, menyebabkan 

kematian sel terprogram. Jalur  kedua  adalah  jalur  pro-survival,  di mana   

TRADD   membentuk cellular Inhibitor of Apoptosis Proteins (cIAPs) yang 

berfungsi untuk mencegah apoptosis. TRADD juga mengaktivasi TNF Receptor-

Associated Factor 2 (TRAF2), adaptor kunci yang menghubungkan TNFR1 dan 

TNFR2 dengan jalur hilir.18
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TRAF2 memainkan peran penting dalam mengaktifkan berbagai jalur sinyal 

inflamasi dan kelangsungan hidup. Melalui aktivasi MEK1/4 dan MEKK4/7, 

TRAF2 mengaktifkan protein kinase JNK, yang kemudian mengaktivasi faktor 

transkripsi AP-1 untuk mengatur ekspresi gen inflamasi. TRAF2 mengaktifkan 

Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1 (ASK1) untuk memicu respons inflamasi, 

serta Receptor-Interacting Protein (RIP) melalui MEKK3/6, yang mengaktifkan 

Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) untuk mendukung kelangsungan 

hidup sel. TRAF2 juga mengaktivasi NF- κB-Inducing Kinase (NIK), yang 

merangsang kompleks IκB Kinase (IKK) untuk mengaktifkan faktor transkripsi 

NF-κB, yang berperan dalam ekspresi gen pro- inflamasi dan pro-survival.18 

TNFR2 secara langsung mengaktivasi TRAF2 tanpa melibatkan TRADD, 

sehingga lebih berfokus pada inflamasi dan kelangsungan hidup sel melalui 

aktivasi MAPK dan NF-κB. Namun, TNFR2 tidak berperan langsung dalam 

proses apoptosis seperti TNFR1. Jalur sinyal ini menunjukkan peran dualistik 

TNF-α dalam mengatur apoptosis melalui TNFR1 dan inflamasi serta 

kelangsungan hidup sel melalui kedua reseptor. Jalur ini sangat relevan dalam 

berbagai kondisi patologis seperti inflamasi kronis, kanker, dan penyakit 

autoimun.18 

Menurut penelitian terdahulu, kadar TNF-α yang tidak seimbang dapat 

menjadi faktor risiko dan terlibat dalam berbagai kondisi penyakit. Kelebihan 

TNF-α berkaitan dengan penyakit peradangan kronis, seperti arthritis 

rheumatoid, penyakit radang usus,dan psoriasis.19
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TNF-α juga terlibat dalam mekanisme patofisiologi penyakit autoimun 

sehingga penghambatan aktivitas TNF-α menjadi target dalam pengobatan 

beberapa penyakit autoimun seperti arthritis rheumatoid dan penyakit radang 

usus kronis. Terapi anti-TNF telah digunakan untuk mengurangi gejala dan 

memperlambat perkembangan penyakit ini dengan mengurangi peradangan dan 

kerusakan jaringan.20 Protein ini juga dilaporkan mempengaruhi beberapa 

kondisi kanker, seperti memicu proliferasi sel tumor, angiogenesis, serta 

resistensi terhadap apoptosis.21 

2.1.1 Peran TNF-α dalam photoaging 

Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) memainkan peran penting 

dalam proses photoaging yang disebabkan oleh paparan sinar UV. Paparan 

sinar UV menginduksi produksi TNF-α dalam kulit, memicu respons 

peradangan yang menyebabkan kerusakan struktural dan klinis pada kulit. 

Proses ini mengakibatkan kehilangan elastisitas dan kekencangan kulit 

serta pembentukan garis halus dan kerutan pada kulit, ciri khas dari 

photoaging. TNF-α juga memicu produksi radikal bebas dan stres 

oksidatif dalam kulit, yang berkontribusi pada kerusakan seluler dan 

percepatan proses penuaan kulit.22 

2.1.2 Metode Analisis TNF- α 

 

Analisis TNF-α merupakan aspek penting untuk yang berperan serta 

pada respons seluler dan molekuler dalam berbagai kondisi seperti peradangan, 

penyakit autoimun, dan kanker. Beberapa metode yang sering digunakan 

untuk analisis ini meliputi Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), 

Western Blotting (WB), Flow Cytometry, Polymerase Chain Reaction (PCR), 

serta teknik pewarnaan (staining). 23
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Metode ELISA memanfaatkan interaksi antara TNF-α dengan 

antibodi spesifik yang terikat pada permukaan plat ELISA. Proses deteksi 

dilakukan menggunakan enzim yang menghasilkan sinyal, yang kemudian 

diukur menggunakan spektrofotometer. ELISA mampu mendeteksi dan 

mengukur kadar TNF-α dalam sampel.24 

2.2 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) merupakan protein yang 

berperan penting dalam proses angiogenesis, yaitu pembentukan pembuluh 

darah baru dari pembuluh darah yang telah ada. VEGF juga berperan dalam 

berbagai proses fisiologis yang mendukung pertumbuhan, pemeliharaan, dan 

perbaikan jaringan.  

 

           Gambar 2.2 Jalur Transduksi VEGF25 
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Jalur tranduksi VEGF pada (Gambar 2.2) yang terdiri dari VEGF, VEGF-

B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, dan PlGF mengikat tiga tirosin kinase 

VEGFR, yang mengakibatkan dimerisasi, autofosforilasi reseptor, dan aktivasi 

jalur transduksi sinyal hilir. Pengikatan ligan ke VEGFR2 mengaktifkan 

molekul transduksi sinyal fosfolipase C--(PLC--),  PI3K,  Akt,  Ras,  Src,  

dan MAPK dan mengatur proliferasi sel, migrasi, kelangsungan hidup, dan 

permeabilitas vaskular.25 

 

2.2.1 Fungsi Utama VEGF 

1. Angiogenesis 

 

VEGF adalah faktor utama yang merangsang pembentukan 

pembuluh darah baru. VEGF mengaktifkan sel-sel endotel (sel 

lapisan dalam pembuluh darah) untuk membelah dan membentuk 

struktur pembuluh darah baru.  

2. Permeabilitas Pembuluh Darah 

 

VEGF meningkatkan permeabilitas pembuluh darah, yang 

memungkinkan sel-sel darah dan molekul-molekul besar seperti 

protein dan sel-sel imun untuk masuk ke dalam jaringan yang 

sedang meradang atau dalam proses penyembuhan. 

3. Penyembuhan Luka 

 

VEGF mendukung penyembuhan luka dengan merangsang 

pembentukan pembuluh darah baru di daerah yang terluka, 

meningkatkan suplai darah, dan menyediakan oksigen serta 

nutrisi yang dibutuhkan untuk pemulihan.
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4. Regulasi Hipoksia 

 

Dalam kondisi hipoksia, VEGF dilepaskan oleh sel-sel yang 

kekurangan oksigen dan merangsang angiogenesis untuk 

memperbaiki aliran darah dan meningkatkan pasokan oksigen ke 

jaringan yang terpengaruh. 

5. Pemeliharaan Pembuluh Darah 

 

VEGF   juga   berperan   dalam  pemeliharaan dan perbaikan 

pembuluh darah yang sudah  ada,  meningkatkan  ketahanan  dan 

fungsi sel endotelium.26 

2.2.2 Mekanisme Aksi VEGF 

VEGF bekerja dengan mengikat reseptor yang ada pada 

permukaan sel endotelium pembuluh darah. Ada beberapa isoform 

VEGF yang berbeda, yang paling umum adalah VEGF-A, yang 

berperan utama dalam angiogenesis. VEGF-A mengikat VEGFR-2 

(reseptor VEGF tipe 2) yang terletak pada sel endotelium, dan 

mengaktifkan berbagai jalur sinyal yang memicu pembentukan 

pembuluh darah baru.17 

2.2.3 Jalur Sinyal Utama VEGF 

1. Jalur PI3K-Akt 

 

Jalur ini terlibat dalam pengaturan kelangsungan hidup sel dan 

proliferasi sel endotelium. Aktivasi jalur ini mencegah apoptosis 

(kematian sel) dan memungkinkan sel untuk berkembang biak dan 

membentuk pembuluh darah baru. 
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2. Jalur MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

 

Jalur ini berperan dalam pengaturan proliferasi sel endotelium 

dan migrasi sel-sel tersebut ke lokasi pembentukan pembuluh 

darah baru. 

3. Jalur PLC-γ (Phospholipase C-gamma) 

 

Jalur ini membantu dalam pengaturan pergerakan sel dan 

pembentukan struktur pembuluh darah melalui aktivasi beberapa 

protein pengatur struktur sel.26 

2.2.4  Metode Analisis VEGF 

Analisis protein VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 

dapat dilakukan dengan menggunakan sejumlah metode, seperti 

Western Blot (WB), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), 

Staning Immunohistochemistry atau pun Immunofluorescence dan 

PCR yang masing-masing metode memiliki kelebihan dan 

kekurangan. Misalnya, WB sangat spesifik untuk analisis protein 

dengan ukuran tertentu, ELISA memungkinkan kuantifikasi protein 

dengan sensitivitas tinggi, Immunohistochemistry dan 

Immunofluorescence berguna untuk visualisasi langsung dalam 

jaringan, PCR cocok untuk menganalisis ekspresi gen VEGF pada 

level RNA. ELISA merupakan metode yang paling umum digunakan 

karena memiliki tingkat kecepatan dan kapasitas analisis dalam skala 

besar. 
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Metode ini memiliki sensitivitas yang baik sehingga 

memungkinkan deteksi dan pengukuran konsentrasi VEGF, namun, 

tidak mampu membedakan antara isoform VEGF yang berbeda dan 

rentan terhadap faktor - faktor yang memengaruhi interaksi antara 

antibodi dan antigen.24 

2.3 Sinar UV 

Sinar ultraviolet (UV) memiliki panjang gelombang lebih pendek 

dibandingkan cahaya tampak dan terbagi menjadi tiga jenis (Gambar 2.3). 

Sinar UVA sebagian besar diserap namun tetap dapat mencapai permukaan 

bumi (320-400 mm). Sinar UVB sebagian besar diserap oleh lapisan ozon, gas, 

dan uap air di atmosfer (290-320 mm). Sinar UVC sepenuhnya tertahan di 

lapisan ozon (10-290 mm). 27 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Panjang Sinar Ultraviolet Menembus Lapisan Kulit27
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Sinar UV berperan penting dalam metabolisme tubuh, terutama dalam 

mendukung sintesis vitamin D yang berfungsi meningkatkan sistem kekebalan. 

Namun, paparan sinar UV berlebihan dapat menimbulkan berbagai masalah 

kesehatan, seperti kulit terbakar (sunburn), penuaan kulit dini (photoaging), 

penurunan fungsi imun (imunosupresi), serta peningkatan risiko kanker kulit 

(fotokarsinogenesis).27 

2.3.1 Photoaging 

 

Paparan sinar UV dari matahari yang terjadi secara berulang 

merupakan salah satu faktor lingkungan utama yang dapat mempercepat 

penuaan kulit dan menyebabkan kerusakan progresif pada fungsi sel 

induk epidermis. Radiasi UV merangsang produksi spesies oksigen 

reaktif (ROS), molekul tidak stabil yang merusak komponen penting 

kulit, termasuk DNA, protein, dan lipid. Proses ini menyebabkan 

oksidasi yang mengganggu fungsi sel, mempercepat pemendekan  

telomer, dan menginduksi stres oksidatif yang meluas. Polutan 

lingkungan juga dapat mengaktifkan reseptor AhR (aryl hydrocarbon 

receptor), memperburuk stres oksidatif dan memicu perubahan warna 

kulit akibat peningkatan produksi pigmen (melanogenesis).28
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Gambar 2.4 Skema photoaging29 

 

Mekanisme terjadinya photoaging pada (Gambar 2.4) diawali 

dengan ROS yang mengaktifkan berbagai jalur molekuler, termasuk 

pemendekan telomer (mempercepat penuaan sel), aktivasi jalur MAPK 

mengaktifkan faktor transkripsi seperti AP-1 dan NF-κB, serta induksi 

resptor aryl hydrocarbon (AhR) memicu menogenesis dan menyebabkan 

pigmentasi kulit. Aktivasi AP-1 dan NF-κB meningkatkan produksi 

sitokin proinflamasi, seperti IL-1, IL-6, TNF-α, dan CCN1, yang memicu 

infiltrasi neutrofil serta pelepasan elastase, sehingga mengurangi 

produksi kolagen dan elastin. Proses inflamasi juga menginduksi ekspresi 

vascular endothelial growth factor (VEGF) yang merangsang 

pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis) secara abnormal dan 

rapuh, sehingga memperparah kerusakan jaringan.  Di sisi lain, ROS 

juga memutus hubungan antara fibroblas dan kolagen fibril, yang 

semakin mengurangi kemampuan kulit untuk memperbaiki diri. Hal 

ini menyebabkan  fragmentasi kolagen,
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penurunan produksi elastin, dan perubahan besar dalam matriks 

ekstraseluler (ECM).29 

Kerusakan yang terus-menerus ini menyebabkan berbagai tanda 

penuaan kulit, seperti kerutan, kulit kendur, dan hiperpigmentasi. Kulit 

kehilangan elastisitas dan kekuatannya karena kolagen dan elastin, dua 

protein utama dermis, mengalami degradasi terus-menerus tanpa 

penggantian yang memadai. Kombinasi proses oksidasi, peradangan 

kronis, degradasi ECM, dan disregulasi angiogenesis menciptakan 

kondisi ideal untuk kerusakan kulit yang progresif.30 

Pemahaman tentang mekanisme ini penting untuk mengembangkan 

strategi perlindungan kulit, seperti penggunaan antioksidan untuk 

menetralkan ROS, bahan anti-inflamasi untuk menghambat jalur NF-κB, 

dan agen topikal untuk mendukung regenerasi ECM. Pendekatan ini 

dapat membantu memperlambat kerusakan akibat radiasi UV dan 

menjaga kesehatan kulit.29 

2.3.2  Pengaruh Paparan Sinar UV terhadap Kulit 

Paparan sinar ultraviolet (UV) dapat menyebabkan berbagai efek 

pada kulit, tergantung pada intensitas dan durasi paparan. Efek yang 

ditimbulkan diantaranya.31 

1. Kerusakan Sel Kulit 

 

Sinar UV  menyebabkan  kerusakan  pada  DNA  sel  kulit,  yang  

dapat mengakibatkan mutasi genetik. Dampak yang ditimbulkan 

seperti kanker kulit, termasuk karsinoma sel basal, karsinoma sel 

skuamosa, dan melanoma. 
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2. Penuaan Dini 

 

Sinar UV-A mampu menembus lapisan dermis kulit, merusak serat 

kolagen dan elastin. Menyebabkan hilangnya elastisitas kulit, 

munculnya kerutan, serta perubahan warna kulit (hiperpigmentasi). 

3. Peradangan dan Eritema (Kulit Kemerahan) 

 

Paparan UV-B memicu peradangan kulit dan menyebabkan kulit 

menjadi merah atau terbakar (sunburn). UV-B juga meningkatkan 

produksi sitokin pro-inflamasi yang memperburuk kerusakan. 

4. Pembentukan Pigmen (Melanin) 

 

Melanosit di  kulit  akan  menghasilkan  melanin  sebagai  respons 

terhadap paparan UV. Pertahanan alami tubuh untuk menyerap radiasi 

UV dan melindungi DNA sel. Namun, produksi melanin yang 

berlebihan dapat menyebabkan bintik hitam atau pigmentasi tidak 

merata. 

5. Imunosupresi Lokal 

 

Paparan UV dapat menekan respons imun lokal pada kulit, 

membuat kulit lebih rentan terhadap infeksi dan gangguan imun.29 

2.4 Calendula Officinalis. L 

Calendula officinalis L., atau dikenal sebagai pot marigold, merupakan 

tanaman yang berasal dari daerah Mediterania. Tanaman ini dapat tumbuh 

hingga 61 cm, dengan panjang daun berkisar 5–15 cm dan diameter bunga 

mencapai 10 cm. Bunga ini cukup unik, karena dalam satu tanaman terdapat 

dua warna berbeda pada bunganya, yaitu jingga dan kuning dan mekar pada 

musim panas.32 Calendula officinalis. L adalah tanaman kebun yang umum 

digunakan secara medis di Eropa, Cina, Amerika Serikat, dan India.
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Gambar 2.5 Bunga Calendula (Calendula Officinalis. L)33 

 

Tanaman Calendula officinalis. L memiliki taksonomi sebagai berikut : 
 

 

Kingdom : Plantae 

 

Subkingdom : Tracheobionta 
 

Superdivisi : Spermatophyta 

 

Divisi : Magnoliophyta 

 

Kelas : Magnoliopsida 

 

Subkelas         : Asterida 

Ordo : Asterales 

 

Famili : Asteraceae 

Genus : Calendula 

 

Spesies : Calendula officinalis. L 

 

Keluarga Asteraceae memiliki berbagai nama umum, antara lain 

African Marigold, Calendula, Common Marigold, Garden Marigold, 

Marigold, Pot Marigold, Zergul di India, Butterblume di Jerman, Chin Chan 

Ts’ao di Tiongkok, Galbinele di Rumania, dan Ringblomma di Swedia. 

Calendula tumbuh setinggi 60 cm dan menghasilkan bunga kuning atau 

oranye besar. Digunakan secara topikal sebagai obat anti-inflamasi alami dan 

untuk penyembuhan luka dan ulser kaki.32 
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2.4.1 Senyawa Aktif Calendula 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.6 Struktur Calendula34 

 

 

1. Triterpenoid merupakan kelompok alami utamanya (alkohol 

triterpen, dan saponin triterpen), polifenol (asam fenolik dan 

flavonoid), karotenoid, dan polisakarida merupakan senyawa aktif 

utama  dalam calendula 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 merupakan senyawa dengan 

cincin aromatik yang memiliki satu atau lebih gugus hidroksil terikat. 

Flavonoid memiliki kerangka flavon yang tersusun atas dua cincin 

aromatik yang dihubungkan oleh jembatan tiga karbon.34 
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2.5 Calendula officinalis. L sebagai Agen Anti-Inflamasi 

Calendula officinalis L. memiliki berbagai sifat farmakologis dan dipercaya 

bermanfaat untuk mengurangi peradangan, mempercepat penyembuhan luka, 

serta bertindak sebagai antiseptik. Secara internal, tanaman ini digunakan untuk 

mengatasi sakit maag dan peradangan. Kandungan flavonoid dalam jumlah 

tinggi pada Calendula officinalis L. berperan dalam aktivitas antiinflamasi, 

bersama dengan saponin dan triterpen. Tanaman ini juga mengandung 

karotenoid yang memiliki fungsi tambahan. Calendula officinalis L., yang 

dikenal sebagai marigold, telah lama digunakan secara tradisional dalam 

pengobatan herbal untuk mengatasi berbagai kondisi inflamasi.34 

Tanaman ini kaya akan senyawa bioaktif termasuk flavonoid, triterpenoid, 

saponin, dan karotenoid, yang berkontribusi pada sifat anti-inflamasi dan 

penyembuhannya. Ekstrak Calendula officinalis. L dikenal luas karena 

khasiatnya   dalam   penyembuhan   luka,   anti-inflamasi,    dan    antioksidan.  

Kandungan flavonoid  dan  saponin  di  dalamnya  membantu  menekan  

produksi  mediator inflamasi seperti TNF-α dan IL-6. Penelitian menunjukkan 

bahwa Calendula dapat menurunkan stres oksidatif serta mempercepat 

regenerasi kulit yang rusak.34 

Pada (Gambar 2.7) menunjukkan mekanisme kerja Calendula officinalis. L 

dalam mengurangi inflamasi melibatkan beberapa jalur biokimia dan 

mekanisme aksi yang digunakan dalam penyembuhan luka. 
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Gambar 2.7 Jalur dan Mekanisme Calendula34 

 

Banyak penelitian telah menunjukkan efektivitas Calendula officinalis. 

L dalam mengatasi berbagai kondisi inflamasi: 

1. Studi In Vitro: Penelitian di laboratorium menunjukkan bahwa ekstrak 

Calendula memiliki aktivitas anti-inflamasi yang signifikan. Salah satu 

studi menemukan bahwa ekstrak etanol Calendula dapat mengurangi 

produksi sitokin inflamasi pada kultur sel. 

2. Studi In Vivo: Penelitian pada hewan percobaan menunjukkan bahwa 

pemberian ekstrak Calendula dapat mengurangi pembengkakan dan 

nyeri akibat inflamasi. Misalnya, penggunaan salep  berbahan  dasar 

Calendula pada luka bakar menunjukkan pengurangan inflamasi dan 

waktu penyembuhan yang lebih cepat. 
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3. Uji Klinis: Beberapa uji klinis melaporkan bahwa penggunaan salep 

Calendula efektif dalam mengobati dermatitis, luka, dan iritasi kulit 

lainnya. Hasilnya menunjukkan bahwa pasien yang menggunakan salep 

Calendula mengalami penurunan gejala inflamasi dibandingkan dengan 

kelompok kontrol.35 

2.6 Penggunaan Emulgel Berbasis Ekstrak Calendula dalam Pengobatan 

Kerusakan Kulit 

Emulgel berbasis ekstrak calendula telah banyak digunakan dalam 

pengobatan kulit untuk kerusakan kulit akibat paparan sinar matahari. 

Emulgel topikal dari bahan alami seperti calendula memberikan efek 

perlindungan kulit melalui pengaturan sitokin pro-inflamasi. Formula 

emulgel ini juga meningkatkan penetrasi bahan aktif ke dalam lapisan 

epidermis dan dermis, mempercepat proses penyembuhan kulit. Emulgel 

yang mengandung ekstrak calendula sering kali diformulasikan dengan bahan 

tambahan yang meningkatkan efektivitasnya, seperti aloe vera, vitamin E, 

atau bahan pelembap lainnya. Konsistensi emulgel yang ringan membuatnya 

mudah meresap dan tidak lengket saat digunakan. Adapun manfaat calendula 

sebagai berikut:34  

1. Anti-inflamasi: Calendula memiliki sifat yang mampu membantu 

meredakan kemerahan dan peradangan pada kulit (photodamaged). 

2. Menyembuhkan Luka: Calendula dapat mempercepat proses 

penyembuhan luka dan regenerasi kulit, membantu mengatasi kerusakan 

akibat sinar UV. 

3. Antimikroba: Kandungan antimikroba dalam Calendula dapat membantu 

mencegah infeksi pada kulit yang rusak.
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2.7 Efek Sinar UV terhadap TNF-α dan VEGF 

Paparan sinar UV pada kulit memiliki dampak yang signifikan terhadap 

regulasi sitokin dan faktor pertumbuhan, termasuk TNF-α dan VEGF.36 Radiasi 

UV dapat memicu reaksi inflamasi kompleks pada kulit yang ditandai dengan 

peningkatan kadar TNF-α, yaitu sitokin proinflamasi yang berperan dalam 

merangsang respons imun. Namun, kadar TNF-α yang berlebihan dapat 

memicu peradangan kronis dan menimbulkan berbagai gangguan kulit. Protein 

ini merangsang produksi enzim MMP, khususnya MMP-1, yang berfungsi 

mendegradasi kolagen sebagai protein struktural utama kulit. Akibatnya, kulit 

kehilangan elastisitas dan kekencangan sehingga terbentuk kerutan, yang 

merupakan ciri khas photoaging. TNF-α juga memicu produksi radikal bebas 

dan stres oksidatif pada kulit, yang berkontribusi terhadap kerusakan seluler 

serta mempercepat proses penuaan kulit.38 

Radiasi UV juga dapat mengatur kadar VEGF, faktor pertumbuhan yang 

esensial untuk angiogenesis  atau  pembentukan  pembuluh darah baru. 

Peningkatan kadar VEGF merupakan respons adaptif terhadap kerusakan kulit 

yang disebabkan oleh sinar UV, dengan tujuan untuk memulihkan pasokan 

darah dan nutrisi ke area yang terkena. Namun, regulasi yang tidak seimbang 

dari VEGF dapat menyebabkan angiogenesis yang berlebihan, yang pada 

gilirannya dapat terlibat dalam pembentukan kondisi patologis, seperti 

karsinogenesis atau penyakit kulit yang berkaitan dengan vaskularisasi 

berlebihan.39  
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Ketika aliran darah berkurang, kulit kehilangan pasokan nutrisi dan 

oksigen yang penting bagi regenerasi sel serta produksi kolagen dan elastin. 

Kolagen dan elastin merupakan struktur utama yang menjaga kekencangan dan 

elastisitas kulit. Kekurangan nutrisi dan oksigen akibat penurunan produksi 

VEGF akibat paparan UV-B menyebabkan kulit kehilangan kemampuannya 

untuk memperbaiki diri dengan baik, menyebabkan munculnya kerutan pada 

kulit.39
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BAB III 

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS 

 

 
3.1 Kerangka Teori 

Paparan sinar UV memicu peningkatan produksi Reactive Oxygen Species 

(ROS), yaitu molekul radikal bebas yang dapat merusak jaringan kulit. 

Peningkatan ROS ini mengaktifkan jalur inflamasi melalui ekspresi NF-κB, 

faktor transkripsi utama yang merangsang produksi sitokin pro-inflamasi 

seperti TNF-α, serta menyebabkan kerusakan DNA. Kerusakan DNA akibat 

ROS akan memicu pelepasan damage-associated molecular patterns (DAMP) 

yang berperan dalam aktivasi sistem imun bawaan. Bersamaan dengan itu, jalur 

mitogen-activated protein kinase (MAPK) juga diaktifkan sebagai respons 

terhadap stres oksidatif. Aktivasi MAPK melibatkan protein-protein seperti 

ERK, JNK, dan p38 yang kemudian memediasi ekspresi gen inflamasi dan 

apoptosis. 

Pada tahap inflamasi, aktivasi NF-κB meningkatkan kadar TNF-α yang 

memengaruhi fase inflamasi awal. Peningkatan TNF-α berperan penting dalam 

mengaktivasi matrix metalloproteinases (MMPs) melalui jalur NF-κB dan 

MAPK/AP-1, yang kemudian mendegradasi kolagen dan elastin dermal. 

Degradasi matriks ekstraseluler ini mempercepat hilangnya elastisitas kulit, 

pembentukan kerutan, serta perubahan struktur jaringan, sehingga TNF-α 

bukan hanya sekadar mediator inflamasi, tetapi juga salah satu faktor utama 

dalam patogenesis photoaging. Sebaliknya, VEGF merupakan mediator utama 

dalam angiogenesis yang mendukung regenerasi jaringan pascakerusakan.  
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Namun, paparan UV-B diketahui dapat menekan ekspresi VEGF melalui 

dua mekanisme utama: pertama, peningkatan radikal bebas (reactive oxygen 

species, ROS) yang mengganggu stabilitas hypoxia-inducible factor-1α 

(HIF-1α), sehingga mengurangi induksi VEGF; kedua, dominasi jalur NF-κB 

yang memprioritaskan ekspresi sitokin inflamasi dibandingkan faktor 

angiogenik. Akibatnya, meskipun TNF-α meningkat sebagai respons inflamasi 

akut, VEGF justru menurun yang menandakan adanya ketidakseimbangan 

antara sinyal inflamasi dan regeneratif dalam jaringan kulit. 

Ketidakseimbangan antara TNF-α dan VEGF berimplikasi langsung 

terhadap proses photoaging. TNF-α yang tinggi memperburuk inflamasi dan 

mempercepat degradasi matriks ekstraseluler melalui induksi MMPs. Di sisi 

lain, rendahnya VEGF menghambat regenerasi vaskular yang diperlukan untuk 

suplai oksigen dan nutrisi pada jaringan kulit. Kombinasi ini menjadikan kulit 

lebih rentan terhadap kerusakan kronis, hilangnya elastisitas, dan munculnya 

tanda-tanda penuaan dini akibat paparan UV-B. Angiogenesis patologis juga 

menghasilkan pembuluh darah abnormal yang rapuh dan meningkatkan 

risiko edema jaringan serta gangguan aliran darah, yang menghambat 

penyembuhan luka.  

Upaya pencegahan untuk menghentikan siklus yang terjadi, emulgel 

ekstrak Calendula officinalis. L menawarkan solusi alami dengan kandungan 

bioaktif yang meliputi flavonoid, karotenoid, dan saponin triterpenoid. 

Flavonoid seperti quercetin dan kaempferol dalam calendula berperan utama 

dalam mengurangi efek inflamasi dan oksidatif. Sebagai antioksidan kuat, 

flavonoid menetralisir ROS, sehingga mencegah aktivasi jalur NF-κB. Dengan 

menghambat NF-κB, flavonoid secara langsung dapat menurunkan produksi 
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TNF-α, yang kemudian mengurangi inflamasi dan melindungi jaringan kulit 

dari kerusakan lebih lanjut. Flavonoid juga membantu  menstabilkan  ECM  

dengan  mengurangi  aktivitas enzim proteolitik seperti MMP. 

Karotenoid, seperti lutein dan zeaxanthin, berfungsi melindungi membran 

sel dari peroksidasi lipid dan menstabilkan HIF-1α, yang pada akhirnya 

meningkatkan ekspresi VEGF. Sebagai antioksidan, karotenoid juga 

melindungi lipid membran dan ECM dari peroksidasi lipid yang disebabkan 

oleh ROS, menjaga integritas seluler. Saponin diketahui memiliki efek 

imunomodulator yang menekan inflamasi sekaligus mendukung angiogenesis. 

Dengan demikian, emulgel ekstrak calendula dapat menekan kadar TNF-α 

sekaligus mempertahankan atau meningkatkan VEGF, sehingga berpotensi 

memperbaiki kerusakan kulit akibat paparan UV-B . 

Calendula officinalis. L menunjukkan efek terapeutik yang kuat dalam 

menangani kerusakan kulit akibat UV dengan cara mengurangi inflamasi 

melalui regulasi TNF-α dan memperbaiki angiogenesis melalui kontrol VEGF. 

Dengan mengatasi kedua jalur utama ini, Calendula officinalis. L memberikan 

perlindungan, mempercepat pemulihan kulit, dan memperbaiki kondisi jaringan 

yang rusak, menjadikannya solusi alami yang efektif untuk inflamasi kulit dan 

angiogenesis patologis. 
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Gambar 3.1 Kerangka Teori 
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3.2 Kerangka Konsep 
 

 

Gambar 3.2 Kerangka Konsep 

 

 

3.3 Hipotesis Penelitian 

Terdapat pengaruh dalam pemberian emulgel ekstrak calendula 

(Calendula officinalis. L) terhadap kadar TNF-α dan VEGF pada tikus wistar 

jantan yang diinduksi sinar UV-B.

Kadar VEGF 

Dosis Emulgel Ekstrak 

Calendula 

Kadar TNF-α 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 
4.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan rancangan eksperimental in-vivo dengan 

pendekatan post-test only control group design. Model hewan tikus Wistar 

jantan digunakan untuk mengetahui efek pemberian emulgel ekstrak Calendula 

officinalis. L terhadap kadar TNF-α dan VEGF pada tikus Wistar jantan yang 

diinduksi paparan sinar UV-B. Tikus dibagi menjadi 1 kelompok sehat, 1 

kelompok kontrol negatif diberikan base emulgel sebagai pembanding, dan 2 

kelompok perlakuan, di mana kelompok perlakuan menerima emulgel ekstrak 

calendula. 

 

Gambar 4.1 Skema Rancangan Penelitian 

Keterangan: 

1. K1: Tikus tidak di induksi UV-B, diberikan perlakuan pengolesan base 

emulgel. 

2. K2: Tikus di induksi UV-B, diberikan pengolesan base emulgel.  

3. K3: Tikus di induksi UV-B, diberikan perlakuan dengan pengolesan 

emulgel ekstrak calendula dengan konsetrasi 10%. 
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4. K4: Tikus di induksi UV-B, diberikan perlakuan dengan pengolesan 

emulgel ekstrak calendula dengan konsentrasi 20%. 

4.2 Populasi dan Sampel Penelitian 

4.2.1 Populasi Penelitian 

Populasi dalam penelitian ini adalah semua tikus Wistar jantan 

berusia 8-10 minggu dengan berat badan 150–200 gram dan dapat 

digunakan sebagai subjek untuk penelitian. 

4.2.2 Sampel Penelitian 

Menurut WHO, jumlah sampel minimal dalam setiap kelompok 

adalah 5 ekor, dengan tambahan 10% (1 ekor) sebagai cadangan. Sampel 

ditentukan dengan simple random sampling dan dibagi menjadi 4 

kelompok, yaitu 1 kelompok sehat, 1 kelompok kontrol, dan 2 kelompok 

perlakuan. Sampel minimal mengikuti kriteria federer yaitu sebanyak 6 

ekor per-kelompok, dengan rumus:  

    (𝑛−1) (𝑡 − 1) ≥ 15 

(4-1) (n-1) ≥ 15 

 3(n-1) ≥ 15 

3n -3 ≥ 15 

3n ≥ 15 + 3 

3n ≥ 18 

n ≥ 6 

Di mana n adalah jumlah tikus per kelompok, dan t adalah jumlah 

kelompok (kontrol dan perlakuan). Jika terdapat 4 kelompok, maka 

minimal dibutuhkan 24 tikus, dengan 1 tikus cadangan untuk masing-

masing kelompok, jadi total yang dibutuhkan adalah 28 tikus. Sampel 

dalam penelitian ini adalah tikus wistar jantan yang dibagi secara   acak 
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menjadi beberapa kelompok dengan desain post-test control group 

design. Kelompok yang ada antara lain: 

1. Kelompok Sehat: 6 tikus  

2. Kelompok Kontrol Negatif: 6 tikus  

3. Kelompok Perlakuan I (P1): 6 tikus. 

 

4. Kelompok Perlakuan II (P2): 6 tikus. 

 

a. Kriteria Inklusi 

• Tikus berusia 8-10 minggu.  

• Tikus dengan berat badan 150-200 g.  

• Tikus dengan keadaan sehat dan aktif.  

b. Kriteria Eksklusi 

• Tikus yang mengalami luka atau kerusakan kulit sebelum perlakuan. 

c. Kriteria Drop Out 

• Tikus  mengalami kematian selama periode perlakuan.  

4.3 Variabel dan Definisi Operasional 

 

4.3.1 Variabel Penelitian 

1. Variabel Bebas: Pemberian emulgel ekstrak Calendula officinalis. L 

 

2. Variabel Tergantung: Kadar TNF-α dan VEGF. 

 

4.3.2 Definisi Operasional 

1. Pemberian Emulgel Ekstrak Calendula officinalis L. 

Pemberian emulgel berbasis ekstrak Calendula officinalis L.  

dilakukan secara topikal pada kulit punggung tikus yang telah terpapar 

sinar UV-B.  Ekstrak tersebut diperoleh secara komersial dari PT INBI 

Nusantara Sejahtera, dengan metode ekstraksi menggunakan pelarut
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etanol 70%. Ekstrak dilengkapi dengan dokumen Certificate of 

Analysis (COA) dan Material Safety Data Sheet (MSDS) untuk 

menjamin kualitas dan keamanan. Basis emulgel diperoleh dari PT. 

Derma Elok Farma yang diformulasikan  dengan  konsentrasi (10% dan 

20%) dari ekstrak bunga Calendula. Emulgel diberikan sebanyak 1 kali 

(1 jam setelah paparan), selama 14 hari, dengan dosis 0,1 ml/cm² (1 

gram per-ekor) yang dioleskan menggunakan spatula steril.40 

Satuan : mg (miligram) 

Skala : Ordinal 

2. Paparan Sinar UV-B 

Paparan sinar UV-B adalah proses penyinaran kulit punggung 

tikus menggunakan lampu UV-B (panjang gelombang 302 nm) untuk 

mensimulasikan kerusakan kulit akibat photodamaged dengan ukuran 

luka ±3 cm. Intensitas radiasi yang digunakan adalah 400 mJ/cm² 

dengan durasi penyinaran setiap hari selama 14 hari, pada jarak 8 cm. 

Setiap sesi penyinaran berlangsung selama 12 menit per hari.41 

Satuan                    : mJ/cm2 (Milijoule) 

Skala  : Ordinal 

3. TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α) 

Kadar TNF-α digunakan sebagai penanda inflamasi dan diukur 

setelah menerima perlakuan emulgel ekstrak calendula. Analisis 

sampel dilakukan menggunakan metode ELISA di Laboratorium CITO 

Semarang. Efektivitas emulgel dievaluasi berdasarkan penurunan 

kadar TNF-α pada kelompok perlakuan dibandingkan dengan 

kelompok kontrol. Sampel darah diambil dari orbita tikus 

menggunakan tabung mikrohematokrit.  
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Satuan             : pg/mL (pikogram/mL) 

Skala  : Rasio 

4. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 

VEGF digunakan sebagai indikator regenerasi jaringan dan 

angiogenesis, yang mencerminkan kemampuan kulit dalam  

membentuk kembali struktur vaskular pasca paparan atau cedera. 

Analisis sampel dilakukan menggunakan metode ELISA di 

Laboratorium CITO Semarang. Efektivitas emulgel dievaluasi 

berdasarkan penurunan kadar VEGF pada kelompok perlakuan 

dibandingkan dengan kelompok kontrol. Sampel darah diambil dari 

orbita tikus menggunakan tabung mikrohematokrit.  

Satuan : pg/mL (pikogram/mL) 

Skala : Rasio 

4.4 Bahan Penelitian 

1. Hewan Uji: Tikus Wistar jantan (Rattus norvegicus) dengan berat badan 150-200 

gram dan usia 8-10 minggu. 

2. Ekstrak Bunga Calendula officinalis L.: Ekstrak kering yang diperoleh melalui 

proses   ekstraksi menggunakan pelarut etanol. 

3. Emulgel Ekstrak Calendula: Emulgel topikal yang diformulasikan dengan 

ekstrak calendula yang dicampurkan dengan basis emulgel dari PT Derma Elok 

Farma Industri Kosmetik. 

4. Placebo: Emulgel dengan formulasi yang identik namun tanpa ekstrak 

calendula. 

5. Alat Penginduksi UV (Lampu UV): Lampu UV-B (290-320 nm) dengan dosis 

paparan yang dapat disesuaikan, digunakan untuk memberikan paparan sinar  
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UV pada kulit tikus guna menciptakan kondisi photodamaged. 

6. Reagen ELISA: kit ELISA untuk mendukung TNF-α dan VEGF dalam sapel 

darah tikus. 

7. Bahan Pendukung: 

a. Etanol: Digunakan untuk menyiapkan ekstrak calendula. 

b. Agarose: Digunakan untuk pembuatan kultur atau persiapan emulgel. 

c. Buffer Fosfat (PBS): Digunakan untuk persiapan larutan pengencer dan 

pencucian sampel. 

d. Makanan dan air: Pakan komersial standar untuk tikus dan air minum bebas 

kontaminasi, digunakan untuk menjaga kondisi fisik tikus selama 

penelitian. 

4.5 Peralatan Penelitian 

1. Peralatan Pembuakan Tikus: Kandang tikus, kandang plastik, ventilasi, alas 

litter, dan tempat makan minum digunakan untuk memelihara tikus selama 

penelitian, memastikan kondisi mereka tetap optimal dan bebas dari 

kontaminasi. 

2. Alat Pengukur Paparan UV (UV Meter): Digunakan untuk mengukur intensitas 

dan dosis sinar UV yang diterima oleh kulit tikus. 

3. Alat Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Reader: Digunakan untuk 

mengukur absorbansi dalam uji ELISA. 

4. Pipet dan Mikropipet: Pipet otomatis dan mikropipet volume kecil digunakan 

untuk pengambilan sampel. 

5. Termometer dan Alat Pengatur Suhu: Digunakan untuk memantau suhu 

ruangan dan suhu tubuh tikus. 
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6. Alat Cukur dan Gunting: Termasuk gunting, pinset, dan pisau bedah yang 

digunakan dalam prosedur pengambilan sampel. 

4.6 Cara Penelitian 

 

4.6.1 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. 

4.6.2 Persiapan Tikus Uji 

Tikus jantan galur Wistar dengan berat badan 150 – 200 gram dan usia  

8-10  minggu.  Adaptasi:  Tikus   ditempatkan   dalam   kandang dengan 

ventilasi dan pencahayaan yang baik selama satu minggu di lingkungan 

laboratorium. Siklus pencahayaan 12 jam terang dan 12 jam gelap, suhu 

ruang 22-24°C, dan kelembapan 40-60%. Tikus dibagi menjadi beberapa 

kelompok sebagai berikut: 

a. Kelompok Tikus Sehat: 6 tikus, tidak dipapar UV dan diberikan base 

emulgel yang sudah diketahui memiliki efek penyembuhan atau 

perlindungan terhadap paparan UV. 

b. Kelompok Kontrol (KK): 6 tikus, dipapar UV dan diberikan base  

emulgel yang sudah diketahui memiliki efek penyembuhan atau 

perlindungan terhadap paparan UV. 

c. Kelompok Perlakuan I (P1): 6 tikus, diberi paparan UV dan perlakuan 

emulgel ekstrak Calendula officinalis. L dengan konsentrasi 10%. 

d. Kelompok Perlakuan II (P2): 6 tikus, diberi paparan UV dan perlakuan 

emulgel ekstrak Calendula officinalis. L dengan konsentrasi 20%. 



  40       

                                                                                                                                                

       

4.6.3 Pembuatan Ekstrak Calendula Officinalis. L 

Dalam penelitian ini digunakan ekstrak calendula yang diperoleh 

dari PT INBI Nusantara Sejahtera. Ekstrak ini diperoleh melalui metode 

ekstraksi berbasis standar industri, menggunakan pelarut etanol 70% dengan 

perbandingan bahan dan pelarut yang telah ditentukan secara akurat, serta 

dijalankan pada suhu dan waktu yang terkontrol guna menjaga stabilitas dan 

potensi senyawa aktif di dalamnya. Ekstrak calendula yang digunakan telah 

terjamin kualitasnya, dilengkapi dengan dokumen Material Safety Data 

Sheet (MSDS) dan Certificate of Analysis (COA) untuk memastikan 

keamanan serta kualitas bahan aktifnya.  

4.6.4 Pembuatan dan Pemberian Emulgel Ekstrak Calendula 

a. Pembuatan Emulgel 

Ekstrak calendula dengan konsentrasi yang sesuai (10% untuk 

dosis sedang dan 20% untuk dosis tinggi) dicampurkan ke dalam base 

emulgel yang diperoleh dari PT  Derma  Elok  Farma  Industri Kosmetik. 

Pemilihan base ini bertujuan untuk memastikan formula emulgel yang 

dibuat aman, stabil, dan mampu memberikan hasil maksimal dalam 

aplikasi kosmetik. Base kosmetik ini telah diformulasikan khusus oleh 

perusahaan yang memiliki standar  produksi kosmetik. Basis formulasi 

ini dirancang secara profesional dengan menggunakan bahan-bahan, 

seperti Carbopol 940, gliserin, dan triethanolamine (TEA) yang berperan 

sebagai penyeimbang pH. Campuran kemudian diaduk secara homogen 

menggunakan pengaduk magnetik hingga terbentuk emulgel yang stabil 

dan siap digunakan. 
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Tabel 4.1 Formula Emulgel Ekstrak Calendula 

Bahan F1 F2 

Basis emulgel diperoleh Raw Material 

Cosmetical ad 100%. Tiap formula 

sediaan emulgel dibuat dalam 500 g 

Ad 100% 

(450 g) 

Ad 100% 

(400 g) 

Ekstrak Calendula (g) 10% 

(50 g) 

20% 

(100g) 

 

b. Penetapan Konsentrasi Ekstrak 

Dosis pemberian secara topikal untuk ekstrak calendula ditentukan 

sebelum dilakukannya penelitian dengan studi literatur yang sudah ada. 

Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa konsentrasi ekstrak  calendula 

(Calendula officinalis L.) dengan 10% untuk penggunaan topikal 

menunjukkan hasil yang stabil dalam mengurangi photoaging akibat 

paparan UV. Kemudian, dilakukan peningkatan konsentrasi dari 

konsentrasi pertama yaitu 20% untuk melihat perbedaan efektivitas 

ekstrak calendula pada kulit tikus. Sehingga penelitian ini menggunakan 

konsentrasi 10% dan 20% pada pemberian serum ekstrak calendula 

(Calendula officinalis L.) secara topikal.14 

c. Aplikasi Emulgel 

Emulgel dioleskan pada area punggung tikus yang terpapar UV 

sebanyak 1 kali sehari (1 jam setelah paparan), setiap kali dengan dosis 

0,1 mL/cm² (1 g per ekor) selama 14 hari.40
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4.6.5 Induksi Photodamaged dengan Sinar UV-B 

Paparan sinar UV-B diberikan pada area punggung tikus untuk 

menginduksi photodamaged. Intensitas dan durasi paparan lampu UV- 

B dengan panjang gelombang 302 nm, durasi penyinaran setiap hari 

selama 14 hari. Setiap sesi penyinaran berlangsung selama 12 menit 

per hari, dengan dosis 400 mJ/cm².41 

4.6.6 Pengukuran Kadar ( TNF-α dan VEGF) 

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 TNF-α dan VEGF dalam 

sampel darah pada orbita tikus diambil sebanyak 0,5 cc, diambil 24 

jam setelah paparan terakhir sinar UV-B untuk mendapatkan ekspresi 

puncak sitokin inflamasi menggunakan metode ELISA.42 
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4.7 Alur Penelitian 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2 Alur Penelitian 

Tikus Wistar jantan 24 ekor 

Adaptasi selama 7 hari  

Randomisasi menjadi 4 kelompok 
Ekstrak 

Calendula 

Emulgel Ekstrak 

Calendula 

K4: Tikus 

photoaging + 

Pengolesan 

emulgel 20% 

(14 hari)  

 
 

Pengambilan sampel di hari ke-15 penelitian dan tikus 

dilakukan euthanasia terlebih dahulu  

 

 
Pemeriksaaan kadar TNF-α dan VEGF dengan ELISA 

 

Pengolahan dan analisis data  

 

Tikus dicukur bagian punggung diameter 

3 cm 

Induksi UV-B (302 nm, 400 mJ/cm2) dari 

jarak 8 cm selama ± 12 menit 

K3: Tikus 

photoaging + 

Pengolesan 

emulgel 10% 

(14 hari)  

 
 

K2: Tikus 

photoaging + 

Pengolesan 

base emulgel 

(14 hari) 

 
 

K1: Tikus sehat 

tanpa induksi + 

Pengolesan base 

emulgel 

(14 hari) 
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4.8 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini meggunakan ekstrak calendula dari bahan baku komersial PT 

INBI Nusantara Sejahtera. Sediaan emulgel diformulasikan di laboratorium PT 

Derma Elok Farma. Pengujian pada hewan uji dilakukan di fasilitas hewan 

Integrated Biomedical Labolatory (IBL) Fakultas Kedokteran, Universitas Islam 

Sultan Agung Semarang dan analisis sampel biomarker dengan ELISA dilakukan 

di Laboratorium CITO, Semarang. Kegiatan penelitian berlangsung pada bulan 

Juni-Juli 2025. 

4.9 Analisis Data 

Data kadar TNF-α dan VEGF dari total 24 ekor tikus (6 ekor per kelompok) 

dianalisis menggunakan uji statistik deskriptif, yang kemudian dilanjutkan 

dengan uji normalitas distribusi data menggunakan Shapiro-Wilk dan uji 

homogenitas varian data menggunakan Levene test. Data kadar TNF-α 

menunjukkan distribusi data normal dan varian data homogen (p>0,05), sehingga 

dilakukan uji parametrik One Way ANOVA. Hasil uji One Way ONOVA 

signifikan, sehingga dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD. Data kadar VEGF 

terdistribusi normal dan varian data homogen (p>0,05), sehingga dilakukan uji 

parametrik menggunakan One Way ANOVA. Hasil uji One Way ANOVA tidak 

signifikan, sehingga tidak dilanjutkan dengan uji Post hoc LSD. Keputusan untuk 

menerima atau menolak hipotesis penelitian didasarkan pada nilai signifikansi 

sebesar 5% (p<0.05). Analisis data dilakukan menggunakan aplikasi SPSS versi 

26.0. 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 
5.1 Hasil Penelitian 

Penelitian ini menggunakan tikus Wistar jantan sebagai subjek penelitian 

photoaging akibat paparan-UV-B. Jumlah keseluruhan tikus yang digunakan 

adalah 24 ekor yang sesuai dengan kriteria, terbagi menjadi 1 kelompok sehat, 1 

kelompok negatif dan 2 kelompok perlakuan (pemberian emulgel ekstrak calendula 

10% dan 20%), masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor tikus dan sisanya 

digunakan sebagai cadangan. Pada penelitian ini tikus diadaptasi selama 7 hari, 

kemudian diberikan paparan UV-B dan diberikan perlakuan terapi emulgel ekstrak 

calendula 10% dan 20% pada kelompok perlakuan selama 14 hari. Pada hari ke-15 

dilakukan pengambilan sampel darah pada orbita tikus dan selanjutnya dilakukan 

analisis data kadar TNF-α dan VEGF dengan metode ELISA. Validasi model 

photoaging dilakukan pada masing-masing tikus yang diamati perubahannya pada 

jaringan kulit.   

5.1.1 Gambaran Makroskopis Jaringan Kulit Tikus  

Paparan UV-B pada panjang gelombang 302 nm dengan kekuatan 

400 mJ/cm2 menyebabkan photoaging pada kulit tikus yang terpapar, 

berbeda dengan kulit tikus yang normal. Hasil pengamatan secara 

makroskopis menunjukkan bahwa kulit tikus dalam kondisi normal 

sebelum perlakuan, memiliki permukaan yang halus dan berwarna merah 

muda (Gambar 5.1a). Photoaging pada kulit tikus yang dipapar UV-B 

ditandai dengan permukaan kulit tikus yang terlihat kasar dan terdapat 

bintik-bintik kecokelatan (Gambar 5.1b). 
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(a) 

 

(b) 

Gambar 5.1 Gambaran makroskopis jaringan kulit tikus: (a) Tikus yang tidak 

dipapar UV-B; (b) Tikus yang dipapar UV-B selama 14 hari.  

Pengamatan yang dilakukan untuk melihat perubahan jaringan kulit 

tikus, yang memberikan gambaran mengenai efek paparan UV-B terhadap 

kulit. Kulit tikus yang tidak dipaparkan UV-B menunjukkan permukaan 

kulit terlihat normal, halus, dengan warna yang relatif seragam serta tanpa 

adanya lesi, eritema, maupun penebalan kulit. Sebaliknya, pada kulit tikus 

yang dipaparan UV-B, tampak terdapat tanda-tanda photoaging yang 

menunjukkan adanya perubahan makroskopis berupa eritema, kekasaran 

permukaan kulit, serta adanya penebalan dan hiperpigmentasi. 

5.1.2 Kadar TNF-α  

Hasil analisis ELISA dari supernatan darah orbita tikus 

menunjukkan bahwa rerata kadar TNF-α tertinggi terdapat pada K4 

(259,55 ± 13,65 ng/mL), diikuti K2 (236,97 ± 10,42 ng/mL), K3 (201,34 

± 11,79 ng/mL), dan terendah pada K1 (193,62 ± 8,09 ng/mL). Menurut 

penelitian, K2 memiliki kadar TNF-α lebih tinggi dibanding K1 sebagai 

dampak inflamasi akibat UV-B,  dan  pada  K3  kadar TNF-α   mendekati  
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kelompok sehat sesuai efek antiinflamasi calendula 10%. Namun, hasil 

pada pemberian emulgel ekstrak calendula 20% (K4) tidak sesuai karena 

kadar TNF-α justru meningkat dibanding kontrol (K2) (Tabel 5.1) 

(Gambar 5.2). 

Tabel 5.1 Uji Deskriptif Rata-rata Kadar TNF-α  dan One Way ANOVA 

Variabel Kelompok 

Sehat  

(K1) 

Kontrol   

(K2) 

Emulgel 

Calendula 10%  

(K3) 

Emulgel 

Calendula 20% 

 (K4) 

 

p Value 

Mean ± SD 

n = 6 

Mean ± SD 

n = 6 

Mean ± SD 

n = 6 

Mean ± SD 

n = 6 

Kadar TNF-α 

Shapiro Wilk 

Levene’s Test 

One way ANOVA 

193,62±8,09 

0,388 

236,97±10,42 

0,738 

201,34±11,79 

0,822 

259,55±15,63 

0,554 

 

 

0,145 

0,001 

Keterangan: 

Shapiro Wilk   : Data berdistribusi normal (p>0,05) 

Levene’s Test  : Data homogen (p>0,05) 

One way ANOVA : Terdapat perbedaan signifikan antar kelompok  

  (p<0,05) 

                                                      

Gambar 5.2 Kadar TNF-α dari darah orbita tikus pada tiap kelompok perlakuan 
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Hasil uji normalitas Shapiro-Wilk memiliki nilai p value pada semua 

kelompok lebih dari 0,05 (K1: 0,388; K2: 0,738; K3: 0,822; K4: 0,554) 

yang menunjukkan bahwa data berdistribusi normal. Selanjutnya, hasil uji 

Levene’s test menunjukkan nilai p value sebesar 0,145 (> 0,05), yang berarti 

varians antar kelompok adalah homogen. Karena kedua asumsi, yaitu 

normalitas dan homogenitas varians, telah terpenuhi, maka analisis 

perbedaan antar kelompok dapat dilanjutkan dengan menggunakan uji 

parametrik One Way ANOVA. Uji One Way ANOVA digunakan karena 

penelitian ini membandingkan rata-rata kadar TNF-α pada lebih dari dua 

kelompok perlakuan, yaitu K1 (sehat), K2 (kontrol), K3 (emulgel ekstrak 

calendula 10%), dan K4 (emulgel ekstrak calendula 20%). Hasil uji One 

Way ANOVA menunjukkan nilai p value sebesar 0,001 (< 0,05), yang berarti 

terdapat perbedaan yang bermakna secara statistik pada kadar TNF-α antar 

kelompok perlakuan. Perbedaan ini selanjutnya memerlukan analisis 

lanjutan menggunakan uji post hoc untuk mengetahui kelompok mana saja 

yang berbeda secara signifikan. 

Tabel 5.2 menunjukkan hasil uji Post Hoc Tukey HSD, dimana 

terdapat perbedaan yang bermakna antara kelompok K1 (sehat) dengan K2 

(kontrol) (p = 0,001) dan K4 (emulgel ekstrak calendula 20%) (p = 0,001). 

Hal ini menunjukkan bahwa paparan UV-B pada kelompok kontrol 

meningkatkan kadar TNF-α secara signifikan dibandingkan kelompok 

sehat, dan kadar TNF-α pada kelompok K4 juga lebih tinggi dibandingkan 

kelompok sehat. Perbandingan antara K1 dengan K3 (emulgel ekstrak 

calendula 10%) tidak menunjukkan perbedaan signifikan signifikan (p = 

0,675), yang menunjukkan bahwa pemberian emulgel ekstrak calendula 

10% mampu menekan kadar TNF-α hingga mendekati nilai normal 

kelompok sehat. Perbandingan antara K2 dan K3 menunjukkan  perbedaan
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yang bermakna (p = 0,001), yang menandakan bahwa pemberian emulgel 

ekstrak calendula 10% efektif menurunkan kadar TNF-α dibandingkan 

kelompok kontrol yang hanya menerima base emulgel. Sebaliknya, 

perbandingan antara K2 dan K4 juga menunjukkan perbedaan signifikan (p 

= 0,017), namun perbedaan ini justru menunjukkan bahwa kadar TNF-α 

pada K4 lebih tinggi dibandingkan K2. 

Kemudian, perbandingan antara K3 dan K4 juga menunjukkan 

perbedaan yang signifikan (p = 0,001), yang menguatkan bahwa konsentrasi 

ekstrak calendula 10% lebih efektif menekan kadar TNF-α dibandingkan 

konsentrasi 20%. 

Tabel 5.2 Hasil Uji Post Hoc Tukey HSD Kadar TNF-α 

Kelompok K1 K2 K3 K4 

K1  0,001* 0,675 0,001* 

K2   0,001* 0,017* 

K3    0,001* 

K4     

Keterangan:  

* : Bermakna (p ≤ 0,05) 

 

5.1.3 Kadar VEGF 

Hasil analisis ELISA dari supernatan darah orbita tikus 

menunjukkan bahwa rerata kadar VEGF tertinggi terdapat pada K4 

(1312,30 ± 220,13 ng/mL), diikuti K3 (1197,89 ± 130,26 ng/mL), K2 

(1149,34 ± 106,49 ng/mL), dan terendah pada K1 (1148,47 ± 146,59 

ng/mL). Hasil analisis menunjukkan kadar VEGF terendah pada K1 (sehat) 

dan sedikit meningkat pada K2 (kontrol) akibat paparan UV-B. K3 

(Calendula 10%) justru menunjukkan kadar VEGF lebih tinggi dari K2, 

menandakan konsentrasi ini mampu untuk meningkatkan kadar VEGF. K4  
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(Calendula 20%) memiliki kadar VEGF tertinggi, yang menandakan bahwa 

dengan peningkatan konsentrasi ekstrak calendula efektif untuk 

meningkatkan kadar VEGF. Secara keseluruhan, baik konsentrasi 10% 

maupun 20% dapat meningkatkan kadar VEGF, tetapi tidak berbeda 

signifikan (Tabel 5.3) (Gambar 5.2). 

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

Variabel Kelompok 

Sehat  

(K1) 

Kontrol   

(K2) 

Emulgel 

Calendula 10%  

(K3) 

Emulgel 

Calendula 20% 

 (K4) 

 

p 

Value 

Mean ± SD 

n = 6 

Mean ± SD 

n = 6 

Mean ± SD 

n = 6 

Mean ± SD 

n = 6 

Kadar VEGF 

Shapiro Wilk 

Levene’s Test 

One way ANOVA 

1148,47±146,96 

0,574 

1149,34±106,49 

0,073 

1197,89±130,26 

0,900 

1312,30±220,13 

0,761 

 

 

0,324 

0,258 

Keterangan: 

Shapiro Wilk   : Data berdistribusi normal (p>0,05) 

Levene’s Test  : Data homogen (p>0,05) 

One way ANOVA : Tidak terdapat perbedaan signifikan antar  

  kelompok   (p>0,05) 

 

Gambar 5.3 Kadar VEGF dari darah orbita tikus pada tiap kelompok perlakuan
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Hasil uji Shapiro-Wilk menunjukkan data berdistribusi normal (p > 

0,05) dan uji Levene’s test menunjukkan varians homogen (p > 0,05), 

sehingga syarat untuk uji parametrik terpenuhi. Uji One Way ANOVA 

menghasilkan p = 0,258 (> 0,05), yang berarti tidak terdapat perbedaan yang 

bermakna secara statistik kadar VEGF antar kelompok perlakuan. Karena 

hasil analisis tidak signifikan, maka penelitian ini tidak dilanjutkan dengan 

uji Post Hoc, mengingat uji tersebut hanya dilakukan apabila terdapat 

perbedaan signifikan pada uji ANOVA. Hal ini menandakan bahwa 

pemberian emulgel ekstrak calendula dengan konsentrasi 10% maupun 20% 

tidak memberikan pengaruh yang signifikan terhadap peningkatan kadar 

VEGF pada tikus, sehingga efektivitasnya dalam meningkatkan ekspresi 

VEGF akibat photoaging belum dapat dibuktikan secara statistik. 

 

5.2 Pembahasan 

Penelitian ini menggunakan sampel darah melalui vena orbita pada tikus 

yang mencerminkan kondisi sistemik pasca perlakuan.44 Pengambilan sampel 

darah dalam penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi efektivitas Calendula 

officinalis secara sistemik terhadap proses inflamasi dan angiogenesis pada 

photoaging. Paparan UV-B memicu produksi ROS yang mengaktivasi jalur NF-

κB, sehingga meningkatkan sekresi TNF-α tidak hanya di kulit, tetapi juga ke 

dalam sirkulasi darah. Kadar VEGF yang diproduksi fibroblas, keratinosit, dan 

makrofag di kulit juga dilepaskan ke aliran darah sebagai sinyal angiogenik untuk 

perbaikan jaringan, sehingga pemeriksaan kadar TNF-α dan VEGF dari darah 

memberikan gambaran yang lebih menyeluruh mengenai efek biologis calendula.34 
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Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) merupakan metode yang 

banyak digunakan untuk mendeteksi dan mengukur kadar protein spesifik, pada 

berbagai jenis sampel biologis. Keunggulan utama teknik ini adalah penggunaan 

sampel darah, yang relatif lebih mudah diperoleh dan dianalisis dibandingkan 

jaringan kulit. Sejumlah penelitian menunjukkan bahwa biomarker dalam darah 

mampu merefleksikan perubahan biologis yang terjadi pada jaringan kulit, 

sehingga pemeriksaan ELISA berbasis darah dapat menjadi sarana efektif dalam 

memantau proses peradangan maupun kerusakan jaringan kulit. 42 

Hasil penelitian pada pengukuran kadar TNF-α menggunakan ELISA darah 

menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok yang diberi 

paparan UV-B dan perlakuan (kelompok kontrol dan emulgel calendula) dengan 

kelompok tikus sehat. Kadar TNF-α pada kelompok kontrol negatif (K2) yang 

terpapar UV-B dan hanya diberi base emulgel memiliki kadar yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan kelompok sehat (K1). Hasil ini menunjukkan bahwa dengan 

paparan UV-B dapat menyebabkan peningkatan produksi kadar TNF-α yang 

menandai adanya respons tubuh  terhadap kerusakan yang diakibatkan dari paparan 

UV-B. Penelitian ini sejalan dengan Rosita et al. (2023) yang menyatakan bahwa 

paparan UV-B dapat memicu stres oksidatif yang mengaktivasi jalur transkripsi 

seperti NF-κB dan AP-1, sehingga meningkatkan produksi sitokin proinflamasi 

termasuk TNF-α dan mempercepat proses photoaging. 45  

Hasil penelitian pada pengukuran kadar VEGF menggunakan ELISA darah 

juga menunjukkan adanya peningkatan yang tidak signifikan antar kelompok yang 

diberi paparan UV-B dan perlakuan (kelompok kontrol dan emulgel calendula) 

dengan kelompok tikus sehat. Kadar VEGF pada kelompok negatif (K2) yang 

terpapar UV-B dan hanya diberi base emulgel memiliki  kadar  yang  lebih  tinggi 
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dibandingkan dengan kelompok sehat (K1). Hasil ini menunjukkan bahwa adanya 

respon kompensasi awal terhadap kerusakan jaringan akibat inflamasi dan stres 

oksidatif, di mana sel keratinosit, fibroblas, dan makrofag melepaskan VEGF untuk 

merangsang angiogenesis sebagai upaya perbaikan jaringan. Namun, peningkatan 

VEGF ini belum tentu mencerminkan angiogenesis yang efektif, karena dalam 

kondisi stres oksidatif berlebih, proses pembentukan pembuluh darah baru dapat 

bersifat tidak teratur atau bahkan maladaptif.41  

Hasil pengukuran kadar TNF-α mengalami peningkatan pada kelompok 

perlakuan yang diberi emulgel calendula 10% dan 20% yaitu K3 (201,34 ± 11,79 

ng/mL) dan K4 (259,55 ± 13,65 ng/mL) dibandingkan dengan kelompok sehat 

(K1), namun pada K3 lebih rendah kadarnya dibandingkan dengan kelompok 

kontrol (K2). Pada kelompok perlakuan K3, penggunaan emulgel calendula 10% 

dapat memberikan efek protektif yang optimal. Kandungan flavonoid seperti 

quercetin dan rutin dalam calendula mampu menekan aktivasi NF-κB sehingga 

kadar TNF-α dapat diturunkan, meskipun tidak sampai mendekati kadar kelompok 

sehat. Peningkatan kadar pada kelompok perlakuan K4 dengan konsentrasi lebih 

tinggi yaitu emulgel calendula 20% ini menunjukkan adanya potensi efek pro-

oksidan pada dosis celendula yang digunakan. Efek bifasik pada penggunaan 

calendula dalam konsentrasi tinggi menunjukkan sifat protektifnya hilang dan 

bahkan memperkuat aktivasi jalur NF-κB, sehingga sitokin proinflamasi tetap 

meningkat dan meningkatkan kadar TNF-α juga.49 Penelitian ini sejalan dengan 

penelitian Shahane et al. (2023) yang menyatakan bahwa ekstrak Calendula 

officinalis memiliki efek antiinflamasi secara dosis-dependen hingga tingkat 

tertentu, dengan toksisitas atau iritasi muncul pada  konsentrasi  paling  tinggi yaitu  

sekitar  14,7%   yang   menunjukkan  adanya  batas  keamanan  pada  penggunaan
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topikal pada kulit dengan dosis tinggi.50 

Hasil pengukuran kadar VEGF juga mengalami peningkatan pada 

kelompok perlakuan yang diberi emulgel calendula 10% dan 20% yaitu K3 

(1197,89 ± 130,26 ng/mL) dan K4 (1312,30 ± 220,13 ng/mL) dibandingkan dengan 

kelompok sehat (K1) dan kelompok kontrol (K2). Peningkatan ini menunjukkan 

adanya efek stimulasi Calendula officinalis yang kaya flavonoid, triterpenoid, dan 

saponin, yang diketahui memiliki aktivitas angiogenik melalui peningkatan 

ekspresi HIF-1α dan VEGF. Mekanisme ini merupakan bentuk kompensasi 

biologis untuk memperbaiki kerusakan jaringan akibat inflamasi dan stres oksidatif 

pasca-paparan UV-B.49  

Secara keseluruhan, emulgel ekstrak Calendula officinalis 10% lebih efektif 

dalam menurunkan kadar TNF-α sehingga berpotensi sebagai agen antiinflamasi. 

Kandungan flavonoid, saponin, dan triterpenoid pada calendula mampu 

menghambat aktivasi jalur NF-κB yang berperan penting dalam regulasi sitokin 

pro-inflamasi. Pemberian ekstrak calendula 20% cenderung meningkatkan kadar 

VEGF yang berkaitan dengan proses angiogenesis, namun pada saat yang sama 

justru meningkatkan kadar TNF-α sehingga dapat menimbulkan respon inflamasi. 

Peningkatan TNF-α pada dosis tinggi ini disebabkan oleh efek iritasi atau toksisitas 

lokal yang memicu aktivasi sel imun berlebihan. Dengan demikian, konsentrasi 

10% lebih aman dan efektif sebagai antiinflamasi, sedangkan konsentrasi 20% 

berpotensi mendukung angiogenesis tetapi dengan risiko meningkatkan inflamasi. 

Penelitian ini memiliki keterbatasan, yaitu tidak dilakukan analisis 

histopatologi kulit sehingga membatasi interpretasi terhadap tingkat kerusakan 

jaringan dan proses angiogenesis. Pemeriksaan histopatologi  ini dapat memberikan 
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gambaran langsung mengenai kondisi struktur kulit, tingkat infiltrasi sel inflamasi, 

serta pembentukan pembuluh darah baru. Dengan tidak adanya data histopatologi, 

interpretasi hanya didasarkan pada parameter biokimia (TNF-α dan VEGF) yang 

bersifat tidak langsung. Hal ini menyebabkan pemahaman mengenai hubungan 

antara penurunan sitokin inflamasi, stimulasi angiogenesis, dan perbaikan jaringan 

kulit menjadi kurang komprehensif. 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                             

56 

BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 
6.1 Kesimpulan  

1. Pemberian emulgel ekstrak Calendula officinalis L.terbukti berpengaruh 

bermakna terhadap kadar TNF-α pada tikus Wistar yang dipapar UV-B, namun 

tidak berpengaruh bermakna secara statistik terhadap kadar VEGF. 

2. Pemberian emulgel ekstrak Calendula officinalis L. 10% berpengaruh 

signifikan menurunkan kadar TNF-α dibandingkan pemberian base emulgel 

kelompok kontrol (sig p = 0,001), namun tidak berpengaruh signifikan 

terhadap kadar VEGF.  

3. Pemberian emulgel ekstrak Calendula officinalis L. 20% tidak menurunkan 

kadar TNF-α, tetapi meningkatkan kadar VEGF, namun secara statistik tidak 

menunjukkan perbedaan yang signifikan signifikan (sig p = 0,258). 

6.2 Saran 

1. Melakukan analisis histopatologi kulit sehingga dapat diperoleh gambaran yang lebih 

komprehensif mengenai tingkat kerusakan maupun regenerasi jaringan, dengan 

demikian hasil penelitian yang dihasilkan akan lebih valid secara ilmiah.   

2. Menambah durasi perlakuan untuk mengevaluasi efek jangka panjang 

penggunakan emulgel calendula terhadap kadar TNF-α dan VEGF. 

3. Melakukan pengujian variasi konsentrasi ekstrak calendula lebih banyak untuk 

menentukan dosis optimal yang efektif untuk menurunkan kadar TNF-α dan 

meningkatkan VEGF tanpa menimbulkan efek pro-oksidan.  
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