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ABSTRAK

Latar Belakang: UVB menginduksi photoaging melalui peningkatan IL-1 dan
perubahan COL3. Centella asiatica (CA) menunjukkan efek anti-inflamasi dan
modulasi kolagen, namun perbandingan langsung dengan Niacinamide pada
model UVB masih kurang.

Tujuan: Mengevaluasi krim CA 5% dan 10% terhadap kadar IL-1 dan ekspresi
COL3 pada kulit tikus Wistar yang dipapar UVB.

Metode: Studi terkontrol in vivo post-test-only. Dua puluh lima tikus Wistar
jantan (n=5/kelompok): K1 (sehat), K2 (vehikulum+UVB), K3 (Niacinamide
5%+UVB), K4 (CA 5%+UVB), K5 (CA 10%+UVB). Paparan UVB (14 hari)
diikuti perlakuan topikal (14 hari). IL-1 diukur dengan ELISA; COL3 dengan
IHC.

Hasil: IL-1 secara signifikan lebih tinggi pada K2 (86,40 pg/ml) dibanding K1
(p<0,0001). K4 (33,65 pg/ml) dan K3 (37,35 pg/ml) secara signifikan lebih
rendah dari K2 (p<0,0001); K4 vs K3 tidak berbeda (p=0,9900). K5 (68,21 pg/ml)
tidak lebih rendah secara signifikan dari K2. Ekspresi COL3 lebih tinggi pada K2
dibanding K1; K3-K5 tidak menunjukkan perbedaan signifikan dari K2
(p=0,4568) namun menunjukkan tren menuju nilai K 1.

Kesimpulan: Krim CA 5% memiliki kadar IL-1 yang secara signifikan lebih
rendah dibandingkan kelompok krim vehikulum + UVB, setara dengan hasil
kelompok Niacinamide 5%, yang mengonfirmasi aksi anti-inflamasi pada
photoaging akibat UVB.

Kata Kunci: Centella asiatica, IL-1, COL3, UVB, photoaging, krim, tikus Wistar, ECM,
ELISA, IHC
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ABSTRACT

Background: UVB induces photoaging via elevated IL-1 and altered COLS3.
Centella asiatica (CA) shows anti-inflammatory and collagen-modulatory effects,
vet direct comparison with Niacinamide in UVB models is lacking.

Objectives: To assess 5% and 10% CA creams on IL-1 levels and COL3
expression in UVB-exposed Wistar rat skin.

Methodology: In vivo post-test-only controlled study. Twenty-five male Wistar rats
(n=>5/group): K1 (healthy), K2 (vehicle+UVB), K3 (Niacinamide 5%+UVB), K4
(CA 5%+UVB), K5 (CA 10%+UVB). UVB exposure (14 days) followed by topical
treatment (14 days). IL-1 measured by ELISA; COL3 by IHC.

Results: IL-1 significantly higher in K2 (86.40 pg/ml) than KI (p<0.0001). K4
(33.65 pg/ml) and K3 (37.35 pg/ml) significantly lower than K2 (p<0.0001); K4
vs K3 not different (p=0.9900). K5 (68.21 pg/ml) not significantly lower than K2.
COLS3 expression higher in K2 than K1; K3—K5 showed no significant difference
from K2 (p=0.4568) but trended toward K I values.

Conclusion: CA 5% cream had significantly lower IL-1 level compared to vehicle
cream +USB Group, this is equivalent to the result of Niacinamide 5% group,
confirming anti-inflammatory action in UVB photoaging.

Keywords: Centella asiatica, IL-1, COL3, UVB, photoaging, cream, Wistar rats, ECM,
ELISA, IHC
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Berbagai penelitian telah mengungkap potensi Centella asiatica
sebagai agen antiinflamasi dan stimulator sintesis kolagen. Namun, hingga
saat ini, evaluasi efektivitasnya dalam melindungi kulit dari proses
photoaging akibat paparan sinar UVB melalui pendekatan terpadu yang
menggabungkan analisis molekuler (kadar IL-1) dengan konfirmasi
histopatologis (ekspresi kolagen tipe 111) masih belum banyak dieksplorasi.
Terlebih lagi, literatur yang ada belum menyajikan perbandingan langsung
antara Centella asiatica dan Niacinamide, salah satu agen antiaging topikal
yang telah mendapat validasi klinis luas, dalam konteks proteksi kulit
terhadap sinar UVB . Kesenjangan inilah yang menjadi landasan rasional
penelitian ini, dengan tujuan untuk mengonfirmasi mekanisme kerja
Centella asiatica sekaligus memposisikan potensinya secara objektif
terhadap standar terapi yang sudah mapan.

Penelitian-penelitian sebelumnya telah memberikan landasan penting
mengenai aktivitas antiinflamasi Centella asiatica, meskipun seringkali
dalam konteks patogenik yang berbeda dari photoaging. Sebagai contoh,
studi pada model dermatitis atopik (Lee et al., 2020) dan psoriasis (Lin et
al., 2023) telah menunjukkan kemampuan Centella asiatica dalam
memodulasi jalur inflamasi seperti NF-kB/MAPK dan JAK/STAT3 '“.

Walaupun temuan ini sangat berharga, model penyakit tersebut tidak secara



langsung menggambarkan mekanisme utama photoaging yang dipicu oleh
UVB, seperti aktivasi matrix metalloproteinases (MMP) dan degradasi
kolagen. Penelitian kami bertujuan melengkapi temuan ini dengan
mengaplikasikannya pada model yang secara spesifik dirancang untuk
merefleksikan penuaan kulit akibat radiasi ultraviolet.

Lebih lanjut, eksplorasi mekanisme Centella asiatica juga telah
dilakukan pada level seluler dan pada organ selain kulit. Studi in vitro oleh
Wijayadi ef al. (2015) secara fundamental menunjukkan bahwa asiaticoside
dapat merangsang sintesis kolagen pada kultur fibroblas®. Di sisi lain, studi
in vivo oleh Choi et al (2016) melaporkan potensi antiinflamasi dan
antioksidan pada jaringan liver °. Penelitian kami dirancang sebagai langkah
penerapan untuk mengonfirmasi cara kerja mekanisme tersebut dalam
sebuah sistem kulit yang utuh dan hidup (in vive) di bawah tekanan paparan
UVB sub-akut, sehingga menjembatani temuan tingkat seluler dengan
respons fisiologis pada organ target.

Bahkan di antara studi yang telah menggunakan model kulit in vivo,
seperti yang dilakukan oleh Venesia et al. (2020) mengenai uji efektivitas
ekstrak Centella asiatica terhadap perbaikan kolagen dan hidrasi kulit tikus,
masih terdapat ruang untuk pengembangan metodologi yang lebih
komprehensif 4. Penelitian tersebut memberikan data mengenai respons di
berbagai tingkat dosis yang bermanfaat, namun desainnya belum
menyertakan model kerusakan akibat paparan UVB maupun kontrol positif

tervalidasi seperti Niacinamide. Oleh karena itu, penelitian kami secara



1.2.

khusus dirancang untuk membangun di atas fondasi ini dengan
mengintegrasikan model UVB terstandar dan perbandingan langsung
dengan Niacinamide 5% sebagai standar pembanding untuk evaluasi yang
lebih objektif.

Dengan demikian, penelitian ini mengusung pendekatan inovatif
melalui integrasi tiga aspek utama. Pertama, penggunaan model in vivo
dengan paparan sinar UVB sub-akut (312 nm, 2 MED, 14 hari) untuk
menginduksi tanda-tanda awal photoaging. Kedua, penerapan analisis
komprehensif yang mencakup parameter molekuler (interleukin-1), evaluasi
histologis (kolagen tipe IIT), serta perbandingan terhadap Niacinamide 5%
sebagai kontrol positif. Ketiga, fokus pada kegunaan praktis untuk
pengembangan produk perawatan kulit di wilayah tropis. Melalui desain ini,
penelitian diharapkan dapat mengisi kesenjangan pemahaman ilmiah
sekaligus menghasilkan data yang bersifat aplikatif yang dapat dijadikan
acuan oleh industri kosmetik untuk mengembangkan formulasi anti-

photoaging yang lebih aman, efektif, dan terjangkau.

Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian dalam latar belakang masalah tersebut di atas,
maka rumusan masalah yang dikemukakan dalam penelitian ini adalah:
Apakah terdapat pengaruh krim ekstrak Centella asiatica terhadap ekspresi

kolagen tipe III dan kadar IL-1 pada tikus wistar yang terpapar UV-B?



1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Utama
Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh krim ekstrak Centella asiatica terhadap Ekspresi kolagen

tipe III dan kadar IL-1 pada tikus wistar yang terpapar UV-B.

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Mengukur kadar Interleukin-1 pada aplikasi Centella asiatica
dengan konsentrasi 5% dan 10% pada kulit tikus wistar
dibandingkan dengan kontrol.
2. Mengukur eckspresi kolagen tipe III pada aplikasi Centella
asiatica dengan konsentrasi 5% dan 10% pada kulit tikus wistar

dibandingkan dengan kontrol.

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Secara teoritis manfaat yang diberikan penelitian ini adalah
memberikan kontribusi pada pemahaman yang mendasari kerusakan
kulit akibat radiasi UVB dan peran Centella asiatica dalam
melindungi kulit. Menambah pengetahuan tentang efek Centella
asiatica pada regulasi kolagen dan interleukin dalam konteks

kerusakan kulit akibat UVB.



1.4.2. Manfaat Praktis
Secara praktis manfaat dari penelitian ini yaitu dapat
menyediakan bukti ilmiah untuk mendukung penggunaan Centella
asiatica sebagai bahan aktif dalam produk perawatan kulit atau
terapi untuk mencegah penuaan dini dan kerusakan kulit akibat
paparan sinar matahari. Memberikan dasar untuk pengembangan

strategi pencegahan dan pengobatan yang lebih efektif untuk

W
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1.5. Originalitas Penelitian.

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Nama Peneliti Judul Penelitian Metode Hasil
Lee, Y., Choi, Inhibitory Effect of in vivo Ekstrak  Centella
H.K., N’deh, Centella asiatica Extract asiatica
K.P.U, Choi, Y.- on DNCB-Induced mengurangi
J., Fan, M., Kim,  Atopic Dermatitis in ekspresi sitokin
E., Chung, K.-H.  HaCaT Cells and inflamasi  seperti
& An, JH.' BALB/c Mice IL-6 dan TNF-a
(2020)
Lin P, Shi HY, Lu Centella asiatica in vivo dan  Ekstrak Centella
YY, & LinJ * alleviates psoriasis in vitro asiatica
(2023) through JAK/STAT3- menurunkan kadar
mediated inflammation: mRNA faktor
An in vitro and in vivo inflamasi  (IFN-y,
study. CCL20, IL-6 dan
TNF-0)
Choi MJ, Zheng  Protective effects of in vivo Centella  asiatica
HM, Kim JM, Centella asiatica leaf menurunkan kadar
Lee KW, Park extract on mediator inflamasi
YH, & Lee DH.®  dimethyinitrosamine- seperti IL-1p, IL-6,
(2016) induced liver injury in TNF-a, dan lainnya
rats
Linda Yulianti Asiaticoside induces cell in vitro Asiaticoside
Wijayadi, proliferation and menginduksi
Mardliyati E, collagen synthesis in proliferasi HDF dan
Bramono K, human dermal sintesis kolagen
Freisleben HI.”  fibroblasts tipe I dan III.
(2015)
Nikko Fernando  Effectiveness Test of In vivo Centella  asiatica
Venesia, Edy Centella asiatica Extract meningkatkan
Fachrial, I. on Improvement of ekspresi  kolagen
Nyoman Ehrich Collagen and Hydration dan hidrasi kulit
Lister * in Female White Rat pada tikus wistar
(Rattus Norwegicus
Wistar)
Yeny D. Effects of Oral and In vivo Ekspresi  TGF-B1
Rahmawati et al.  Topical Application of secara  signifikan
Centella asiatica dipulihkan pada 5%
Extracts on UVB- dan 10% Centella
Induced Photoaging of asiatica (p < 0,05).
Hairless Rats Ekspresi MDA
berkurang  secara
signifikan pada

konsentrasi 10% (p




Nama Peneliti Judul Penelitian Metode Hasil

< 0,05). Efeknya
tergantung pada
dosis.

Menjadi salah satu
acuan dosis dalam
penelitian kami

Ratz-Lyko A, et  Moisturizing and In vivo Formulasi kosmetik
al. Antiinflammatory dengan ekstrak
Properties of Cosmetic Centella  asiatica

Formulations 5%  menunjukkan

Containing Centella efek pelembab

asiatica Extract (moisturizing) dan

anti-inflamasi yang
signifikan pada
kulit manusia.
Menjadi salah satu
acuan dosis dalam
penelitian kami

Penelitian-penelitian yang dirangkum dalam tabel di atas memberikan
landasan ilmiah yang kuat bagi studi ini, sekaligus menyoroti kebaruan dan
signifikansi dari pendekatan yang akan dilakukan. Secara garis besar,
penelitian terdahulu telah mengonfirmasi potensi Centella asiatica dalam
dua domain utama yang relevan yaitu sebagai agen anti-inflamasi dan
sebagai stimulator sintesis kolagen.

Domain pertama, yaitu peran anti-inflamasi, telah mapan melalui
berbagai studi. Penelitian oleh Lee, et al. (2020), Lin P, et al. (2023), dan
terutama Choi MJ, et al. (2016), secara konsisten menunjukkan bahwa
ekstrak Centella asiatica mampu menekan ekspresi berbagai sitokin pro-
inflamasi, termasuk IL-6, TNF-a, dan secara spesifik IL-1fB. Peran
penelitian-penelitian ini adalah untuk membuktikan bahwa Centella asiatica

memiliki mekanisme anti-inflamasi yang kuat. Namun, perbedaannya



adalah, studi-studi tersebut dilakukan dalam konteks patologis yang berbeda
(dermatitis atopik, psoriasis, cedera hati). Penelitian ini akan menjadi yang
pertama mengukur ekspresi IL-1 secara spesifik sebagai penanda kunci
inflamasi dalam model photoaging yang diinduksi oleh paparan UVB.

Domain kedua adalah peran Centella asiatica dalam perbaikan
matriks kulit. Penelitian oleh Linda Yulianti Wijayadi, ef al. (2015) secara in
vitro menjadi landasan yang sangat penting karena secara eksplisit
membuktikan bahwa komponen aktif asiaticoside dapat merangsang sintesis
Kolagen Tipe Ill. Temuan ini kemudian didukung secara in vivo oleh Nikko
Fernando Venesia, et al., yang menunjukkan adanya peningkatan kolagen
secara umum pada kulit tikus. Peran kedua studi ini adalah mengonfirmasi
efek restoratif dari Centella asiatica. Perbedaannya, penelitian ini akan
secara spesifik mengkuantifikasi ekspresi Kolagen Tipe III secara in vivo
pada kulit yang mengalami p/otoaging akibat paparan UVB, untuk melihat
potensi perbaikan strukturalnya secara langsung dalam model kerusakan
yang relevan.

Landasan justifikasi dosis untuk penelitian ini didukung kuat oleh dua
studi kunci. Penelitian oleh Ratz-Eyko A, et al. (2016) mengonfirmasi
penggunaan dosis 5% dalam formulasi kosmetik pada manusia, yang
terbukti efektif memberikan efek anti-inflamasi. Sementara itu, penelitian
oleh Yeny D. Rahmawati et al. menjadi acuan relevan untuk penggunaan

dosis 10% dalam model hewan yang dipapar UVB.



Dengan demikian, orisinalitas penelitian ini terletak pada beberapa
poin fundamental yaitu penelitian ini secara spesifik dan simultan mengukur
IL-1 (mewakili inflamasi) dan Kolagen Tipe III (mewakili perbaikan) dalam
satu model photoaging akibat UVB, yang belum pernah dilakukan
sebelumnya. Poin kebaruan yang paling signifikan adalah desain studi ini.
Belum ada penelitian yang secara langsung membandingkan efektivitas
agen herbal yang bekerja menekan inflamasi dan merangsang kolagen
(ekstrak Centella asiatica) dengan agen standar yang bekerja mendukung
metabolisme energi seluler (Niacinamide) terhadap penanda IL-1 dan
Kolagen Tipe III. Perbandingan ini akan memberikan wawasan baru
mengenai strategi mana yang lebih unggul dalam menekan inflamasi dan

mendorong perbaikan kulit pasca-paparan UVB.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Interleukin 1 (IL-1)
2.1.1. Definisi

Interleukin-1 (IL-1) adalah sitokin kunci yang memainkan
peran sentral dalam mengatur respon imun dan inflamasi. Sitokin ini
diproduksi oleh makrofag dan jenis sel lainnya, sebagai respon
terhadap infeksi, cedera, atau berbagai stresor. IL-1 memberikan
pengaruhnya yang kuat pada respon imun bawaan dan adaptif, yang
memengaruhi berbagai aktivitas seluler dengan mengikat reseptor
spesifik pada sel target.

Sitokin -ini adalah bagian dari superfamili sitokin yang
mencakup sebelas protein yang serupa secara struktural, yang
semuanya terlibat dalam memediasi atau mengatur peradangan °.

Sitokin ini diproduksi oleh sel yang berbeda, termasuk makrofag,
leukosit, dan sel endotel. IL-1 memberikan efeknya dengan mengikat
reseptor afinitas tinggi yang ada pada sel target ‘. Sitokin ini dapat
menampilkan sifat pro-inflamasi dan anti-inflamasi sehingga
berkontribusi pada aktivasi, diferensiasi, dan migrasi sel kekebalan
tubuh. Hal ini menjadikan IL-1 faktor kunci dalam memodulasi

respon kekebalan °.

10
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2.1.2. Peran IL-1 pada photoaging akibat UVB

Jalur Mitogen-Activated Protein Kinase p38 (MAPK p38),
Nuclear Factor-kappa Beta (NF-xB), dan Activator Protein-1 (AP-1)
adalah pengatur kunci ekspresi IL-1. Jalur ini dapat meningkatkan
ekspresi IL-1, bersama dengan sitokin pro-inflamasi lainnya,
memperburuk kerusakan kulit ketika diaktifkan oleh radiasi UVB
sehingga berkontribusi ~pada photoaging. Terdapat beberapa
mekanisme di mana jalur ini mendorong ekspresi IL-1 dan
berkontribusi pada keseluruhan proses kerusakan kulit yang
diinduksi UVB.

Paparan UVB mengaktifkan jalur MAPK p38 yang mengarah
pada peningkatan regulasi ekspresi IL-1. Jalur ini juga penting untuk
regulasi  ekspresi komponen faktor transkripsi AP-1 (c-fos),
komponen kompleks faktor transkripsi AP-1. Inhibisi p38 secara
signifikan mengurangt ekspresi ¢-fos dan IL-1 yang diinduksi UVB
sehingga berperan penting dalam mempromosikan aktivasi AP-1 dan
respon inflamasi ® Pada model tikus SKH-1, aktivasi p38 MAPK
yang diinduksi UVB tidak hanya meningkatkan aktivitas AP-1 tetapi
juga meningkatkan ekspresi Cyclooxygenase-2 (COX-2) dan kadar
IL-1, yang semuanya terkait dengan peradangan dan promosi tumor
kulit *.

Faktor Transkripsi AP-1 terdiri dari protein seperti ekspresi

komponen faktor transkripsi AP-1 (c-Jun dan c-Fos), dan secara
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signifikan berkontribusi pada peningkatan regulasi IL-1 dan sitokin
inflamasi lainnya. Ekspresi IL-1 yang diinduksi oleh AP-1
memungkinkan perbanyakan sel tumor kulit dan degradasi kolagen.
Pelemahan aktivitas AP-1 melalui ekspresi bentuk dominan-negatif
c-jun tidak hanya mengurangi perkembangan karsinoma sel
skuamosa yang diinduksi UVB tetapi juga menghasilkan
pengurangan konsentrasi IL-1 di jaringan kulit yang terdampak '°.
Aktivasi AP-1 juga menginduksi ekspresi matriks metalloproteinase
(MMP) yang menurunkan kolagen dan berkontribusi pada kerusakan
struktural dan peradangan yang sering dimediasi oleh IL-1 "',

Protein NF-xB terkenal karena peran sentralnya dalam
mengatur sitokin inflamasi, termasuk IL-1. Aktivasi NF-kB oleh
radiast UVB dapat lebih meningkatkan produksi IL-1, mendorong
peradangan dan berkontribusi pada proses photoaging. Inhibisi
terhadap NF-«xB dan AP-1, telah disarankan sebagai strategi
potensial untuk mengurangi photoaging dengan mengurangi ekspresi
IL-1 dan menekan aktivitas MMP .

Interaksi di antara kaskade pensinyalan yang disebutkan di atas
khususnya MAPK p38, AP-1, dan NF-«B, menyoroti fungsi
sinergisnya dalam memfasilitasi ekspresi IL-1 dan memperburuk
kerusakan kulit yang diinduksi UVB. Setiap jalur berkontribusi pada
respon inflamasi dan degradasi kolagen yang sebagian besar

dimediasi oleh IL-1. Memahami interaksi antara jalur ini dan
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dampaknya terhadap produksi IL-1 sangat penting untuk merancang
intervensi yang bertujuan untuk mengurangi efek paparan UVB dan

mengurangi photoaging.

2.2. Kolagen Tipe III (Col3)
2.2.1. Macam-Macam Kolagen

Kolagen merupakan protein struktural utama dalam jaringan
ikat yang berfungsi memberikan kekuatan serta elastisitas pada
berbagai jaringan tubuh. Hingga saat ini, telah diidentifikasi
setidaknya 28 jenis kolagen, namun hanya beberapa tipe yang paling
umum dan memiliki peran esensial dalam tubuh manusia, di
antaranya Kolagen Tipe I, IL, III, IV, dan V =

Kolagen Tipe I merupakan jenis kolagen yang paling
melimpah dalam tubuh manusia dan banyak ditemukan pada kulit,
tendon, tulang, ligamen, serta kornea mata. Protein ini memiliki
peran utama dalam memberikan kekuatan mekanis dan ketahanan
terhadap tekanan, sehingga sangat penting dalam menjaga integritas
struktural jaringan 12714,

Kolagen Tipe II terutama terdapat pada tulang rawan
(kartilago), diskus intervertebralis, dan vitreous humor mata. Fungsi
utama dari tipe ini adalah memberikan fleksibilitas serta daya tahan
terhadap tekanan, khususnya pada jaringan yang mengalami
kompresi seperti sendi. Oleh karena itu, kolagen tipe ini sangat

berperan dalam kesehatan sistem muskuloskeletal, terutama dalam
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mencegah degenerasi kartilago yang dapat menyebabkan osteoartritis
13,14

Kolagen Tipe III sering ditemukan bersama Kolagen Tipe I
dalam jaringan ikat, terutama pada kulit, pembuluh darah, paru-paru,
dan organ internal lainnya. Kolagen ini memiliki peran krusial dalam
memberikan elastisitas dan mendukung struktur jaringan yang
dinamis. Selain itu, Kolagen Tipe III sangat penting dalam proses
penyembuhan luka serta perkembangan jaringan embrionik, di mana
ia berkontribusi dalam pembentukan matriks ekstraseluler yang
nantinya akan mengalami remodeling menjadi struktur yang lebih
matang =2

Kolagen Tipe IV memiliki struktur yang berbeda dari kolagen
fibrilar lainnya karena tidak membentuk serat, melainkan tersusun
dalam bentuk jaringan yang membentuk lapisan dasar (lamina basal)
pada membran basal. Kolagen ini ditemukan pada epitelium
pembuluh darah, ginjal, dan jaringan saraf. Perannya sangat penting
dalam penyaringan molekuler serta mendukung sel-sel epitel,
terutama dalam mempertahankan homeostasis dan fungsi barrier di
berbagai jaringan tubuh 15

Kolagen Tipe V berfungsi bersama dengan Kolagen Tipe I dan
sering ditemukan pada kulit, plasenta, serta kornea mata. Selain

berperan dalam pengaturan ukuran serat kolagen, tipe ini juga

memiliki peran penting dalam pembentukan jaringan embrionik,



2.2.2.

2.2.3.

15

terutama dalam mendukung perkembangan jaringan ikat yang baru
terbentuk. Kombinasi antara Kolagen Tipe I dan V sangat esensial
dalam menentukan kualitas dan kekuatan jaringan ikat pada berbagai

organ tubuh "4,

Definisi Kolagen Tipe 111

Kolagen Tipe III (Col3) adalah protein fibrilar yang umum
ditemukan bersama Kolagen Tipe I di berbagai jaringan ikat, seperti
kulit, pembuluh darah, dan organ internal. Col3 terdiri dari tiga rantai
al(Ill) yang  identik, membentuk struktur triple helix yang
memberikan fleksibilitas dan elastisitas pada jaringan ikat. Protein
ini juga berperan penting dalam proses regenerasi jaringan,
khususnya dalam pembentukan matriks awal selama penyembuhan

luka '¢.

Peran Kolagen Tipe HI dalam struktur kulit dan photoaging
Kolagen Tipe III memainkan peran kunci dalam menjaga
elastisitas dan fleksibilitas kulit, memberikan dukungan struktural
yang dinamis pada jaringan '°. Selain itu, Col3 sangat penting dalam
proses penyembuhan luka dengan membentuk kerangka awal untuk
perbaikan jaringan. Selain menjadi komponen struktural utama pada
jaringan ikat, Kolagen Tipe III juga berfungsi dalam mengatur
interaksi antara sel-sel di dalam matriks ekstraseluler (ECM),

memainkan peran penting dalam mengoordinasi migrasi seluler
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selama proses regenerasi dan remodeling jaringan '’. Dalam konteks
photoaging, Col3 mengalami perubahan sintesis dan degradasi, yang
mengakibatkan penurunan elastisitas kulit dan munculnya tanda-

'8 Penurunan produksi Col3 tidak hanya

tanda penuaan
memengaruhi elastisitas kulit tetapi juga mengurangi kapasitas
jaringan untuk menahan stres mekanik. Hal ini dapat menyebabkan
penurunan kemampuan kulit untuk pulih dari cedera mikro akibat
paparan sinar UVB, mempercepat terjadinya kerusakan jaringan
yang bersifat ireversibel. Penurunan rasio Col3:Coll yang sering
ditemukan pada kulit yang terpapar sinar UVB menjadi salah satu
indikator utama terjadinya photoaging .

Proses ‘degradasi Col3 dalam photoaging sebagian besar
disebabkan oleh aktivitas matriks metalloproteinase (MMP),
terutama MMP-3 (stromelysin) dan MMP-13 (kolagenase) 2 MMP-
3 secara langsung -mendegradasi Col3, sedangkan MMP-13,
meskipun memiliki afinitas tinggi terhadap Kolagen Tipe I dan II,
juga turut berperan dalam degradasi Col3. Jalur pensinyalan
molekuler seperti MAPK p38 dan faktor transkripsi AP-1
memainkan peran penting dalam mengatur ekspresi MMP yang
terlibat dalam degradasi ECM, termasuk Col3 *'. Aktivasi jalur p38
memengaruhi transkripsi gen MMP melalui regulasi kompleks AP-1,
yang meningkatkan aktivitas enzim degradasi. Studi terbaru

menunjukkan bahwa modulasi jalur MAPK p38 dapat menjadi
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pendekatan potensial untuk menekan aktivitas MMP dan
mempertahankan struktur ECM. Misalnya, penggunaan inhibitor
spesifik MAPK p38 telah terbukti mengurangi degradasi Col3 dalam
model eksperimental, memberikan harapan untuk aplikasi klinis di
masa depan .

Selain itu, sitokin pro-inflamasi seperti TNF-o dan IL-1
merangsang fibroblas untuk memproduksi lebih banyak MMP,
mempercepat pemecahan Col3 ' Dalam konteks inflamasi kronis
yang sering terjadi pada kulit yang terpapar sinar UVB secara
berkepanjangan, aktivitas MMP yang berlebihan juga dapat
memengaruhi jalur pensinyalan lain seperti NF-«xB. Jalur ini
diketahui berperan dalam mempertahankan inflamasi, menciptakan
umpan balik positif yang memperburuk degradasi ECM. Dalam
kondisi paparan sinar UVB, peningkatan aktivitas inflamasi ini
memperburuk degradasi ECM, yang pada akhirnya mengakibatkan
gangguan clastisitas dan integritas kulit. Transforming Growth
Factor-beta (TGF-f) adalah regulator utama sintesis Col3. Dalam
kondisi fisiologis, TGF-B mempromosikan produksi Col3, tetapi
paparannya pada sinar UVB dapat mengubah keseimbangan antara
sintesis dan degradasi kolagen, dengan cenderung meningkatkan
aktivitas MMP *. Interaksi kompleks ini mengurangi elastisitas kulit
dan mempercepat penuaan. Pemahaman mendalam tentang

mekanisme molekuler yang mengatur degradasi Col3 dalam
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photoaging, termasuk peran MMP, jalur pensinyalan MAPK, dan
modulasi oleh TGF-B, membuka peluang untuk mengembangkan
strategi terapeutik baru **. Pendekatan yang menargetkan jalur ini
dapat membantu memperlambat proses penuaan kulit dan
meningkatkan elastisitas jaringan. Selain intervensi farmakologis,
pendekatan berbasis nutrisi dan penggunaan senyawa bioaktif seperti
antioksidan dari bahan alami juga mulai dieksplorasi sebagai strategi
untuk memperlambat degradasi ECM. Kombinasi terapi yang
menargetkan jalur inflamasi, produksi MMP, dan sintesis kolagen
dapat memberikan hasil yang lebih optimal dalam pengelolaan

photoaging **.

2.3. Ekstrak Centella asiatica
2.3.1. Definisi Ekstrak Centella asiatica

Centella asiatica yang juga dikenal sebagai pegagan telah
digunakan dalam pengobatan tradisional selama berabad-abad dan
dipandang berorientasi ilmiah *. Tanaman ini telah digunakan di
negara-negara Asia Tenggara, India, China, dan pulau-pulau di
Indonesia karena manfaatnya “*°. Tanaman herbal ini juga telah
disebutkan dalam literatur tradisional di seluruh dunia mampu
mengobati masalah kulit, penyembuhan luka, merevitalisasi saraf
dan sebagai suplemen otak ». Tanaman ini telah digunakan untuk

pengobatan luka kecil, luka bakar, psoriasis, skleroderma,
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photoaging, selulit dan striae **'*°. Secara taksonomi tanaman ini

termasuk dalam :

e Kingdom : Plantae

e Divisi : Tracheophyta

e Kelas : Magnoliopsida

e Ordo : Apiales

e Suku : Apiaceae

e Marga : Centella

e Spesies : Centella asiatica (L.) Urb.

Gambar 2.1. Tanaman Pegagan (Centella asiatica)

2.3.2. Komponen bioaktif dalam Centella asiatica dan mekanisme anti-
inflamasi

Centella asiatica adalah tanaman herbal yang terkenal karena

komposisi senyawa bioaktifnya yang kaya. Profil fitokimia Centella

asiatica sangat beragam, mencakup triterpen, flavonoid, terpenoid,

dan minyak volatil *'*% Di antara senyawa-senyawa ini, triterpen

asiatic acid, asiaticoside, madecassic acid, dan madecassoside sangat

menonjol karena aktivitas biologisnya yang kuat ****. Fraksi

triterpenoid dari Centella asiatica menyumbang sekitar 45% dari
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berat ekstrak dan telah terbukti memiliki potensi dalam produk yang

mempromosikan pertumbuhan rambut >,

(bawah)

Gambar 2.3. Struktur Kimia Asiatic Acid (kiri) dan Madecassic Acid
(kanan)

Senyawa bioaktif dalam Centella asiatica, asiaticoside,

madecassoside, asiatic acid, dan madecassic acid, memiliki

karakteristik struktural yang khas yang memungkinkan mekanisme

mereka dalam pencegahan photoaging. Senyawa-senyawa ini
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memiliki struktur inti triterpene pentasiklik yang sama namun
berbeda dalam gugus fungsional dan susunannya, yang
menghasilkan tingkat efektivitas yang berbeda dalam melindungi
kulit dari kerusakan akibat paparan UV 2.

Asiaticoside dan madecassoside adalah senyawa glikosidik
yang dicirikan oleh dua komponen struktural. Kedua molekul ini
mengandung inti triterpene di sisi kanan dan gugus glikosida di sisi
kiri. Inti triterpene memberikan stabilitas molekuler melalui struktur
cincin sikliknya dan mengandung gugus hidroksil (OH) yang
berperan sebagai donor hidrogen dalam aktivitas antioksidan *7*.
Bagian  glikosida, yang terdiri dari rantai oligosakarida,
meningkatkan kelarutan dalam air dan bioavailabilitas (tingkat
penyerapan zat aktif ke dalam jaringan) seluler . Meskipun mirip,
madecassoside memiliki gugus hidroksil tambahan pada bagian
aglycon-nya, menghasilkan kapasitas antioksidan yang lebih tinggi
dibandingkan asiaticoside .

Sebaliknya, asiatic acid dan madecassic acid dicirikan oleh
struktur triterpenoid pentasiklik tanpa komponen glikosida ***°.
Asiatic acid mengandung tiga gugus hidroksil yang terletak secara
strategis pada cincin A dan satu gugus karboksil (COOH) pada cincin
E ***. Madecassic acid memiliki empat gugus hidroksil, dengan tiga

terletak pada cincin A dan satu gugus OH tambahan yang

meningkatkan sifat hidrofiliknya **. Kedua senyawa ini memiliki
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gugus karboksil yang memfasilitasi interaksi dengan protein-protein
regulator yang terlibat dalam proses photoaging *°.

Mekanisme pencegahan photoaging dari senyawa-senyawa ini
beroperasi melalui dua jalur. Pertama, aktivitas antioksidan mereka
melibatkan donasi hidrogen dan transfer elektron untuk menetralisir
reactive oxygen species (ROS). Struktur cincin terkonjugasi dalam
keempat senyawa ini - memungkinkan delokalisasi elektron,
memberikan stabilitas setelah donasi elektron dan memungkinkan
siklus redoks yang efisien "™ Kedua, senyawa-senyawa ini
berpartisipasi dalam pensinyalan molekuler dengan berinteraksi
dengan target seluler spesifik. Mereka dapat memodulasi protein-
protein regulator kunct seperti SIRT1, AP-1, dan NF-kB, yang
mempengaruhi ekspresi MMP-1 dan degradasi kolagen *"#>*4,

Posisi strategis gugus fungsional pada setiap senyawa
berkontribusi pada peran spesifik mereka dalam pencegahan
photoaging. Gugus hidroksil berpartisipasi dalam reaksi redoks
dengan radikal bebas yang dihasilkan oleh paparan UV, sementara
gugus karboksil dalam asiatic acid dan madecassic acid
memfasilitasi interaksi dengan protein yang terlibat dalam regulasi

matriks ekstraselular **

. Bagian glikosida dalam asiaticoside dan
madecassoside meningkatkan penyerapan seluler dan penargetan

reseptor seluler spesifik, sementara inti triterpene mereka

memberikan stabilitas struktural yang diperlukan untuk aktivitas
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biologis yang berkelanjutan *"*°. Karakteristik struktural ini secara
kolektif = memungkinkan senyawa-senyawa  tersebut  untuk
melindungi  kulit melalui berbagai mekanisme molekuler,
menjadikan mereka agen yang efektif dalam mencegah penuaan kulit
akibat UV melalui aktivitas antioksidan dan jalur pensinyalan
molekuler.

Senyawa-senyawa ini telah dipelajari secara ekstensif untuk
potensi terapeutiknya terutama dalam konteks kesehatan kulit.
Asiaticoside juga dapat meningkatkan penyembuhan luka, aktivitas
anti-inflamasi, dan antioksidan sehingga menjadikannya agen
terapeutik yang menjanjikan untuk penyembuhan luka yang tertunda
pada pasien diabetes *’. Investigasi terhadap komponen fitokimia
Centella asiatica telah dilakukan untuk mengevaluasi potensi anti-
dermatitisnya. Studi eksperimental menggunakan model tikus
dengan dermatitis atopik menunjukkan hasil yang signifikan dalam
menekan respon inflamasi. Temuan ini mengindikasikan prospek
yang menjanjikan untuk aplikasi terapeutik Centella asiatica dalam

penanganan kondisi dermatologis inflamatoris **.



24

Tabel 2.1. Profil Fitokimiawi ekstrak Centella asiatica **~"!
Konstituen Jumlah (mg/g) Persentase (%)
Triterpenoid
Madecassoside (MS) 30,23 45,13961
Asiaticoside (AS) 20,40 30,4614
Madecassic acid (MA) 2,03 3,031208
Asiatic acid (AA) 1,87 2,792295
Senyawa Fenolik
5-CQA 1,81 2,702703
4-CQA 1,28 1,911304
3-CQA 2,74 4,091384
1,3-DiCQA 0,55 0,821263
3,4-DiCQA 0,83 1,239361
3,5-DiCQA 0,87 1,299089
1,5-DiCQA 0,94 1,403614
4,5-DiCQA 0,97 1,44841
Flavonoid
Quercetin 0,48 0,716739
Kaempferol 0,35 0,522622
Rutin 0,29 0,43303
Minyak esensial
B-pinene 0,32 0,477826
y-terpinene 0,08 0,119456
Poliasetilen
Cadynene 0,11 0,164253
Centalin 0,09 0,134389
Senyawa lain
Brahmic acid 0,25 0,373301
Brahmoside 0,18 0,268777
Brahminoside 0,16 0,238913
Centelloside 0,14 0,209049

2.3.3. Efek Ekstrak Centella asiatica dalam mencegah kerusakan kulit
akibat UVB

Centella asiatica telah menunjukkan efek perlindungan

terhadap kerusakan yang diinduksi oleh UVB pada fibroblas kulit

manusia. Sebuah studi menunjukkan bahwa kombinasi Centella

asiatica dan Agastache rugosa (AR) memiliki efek perlindungan

sinergis terhadap kerusakan yang diinduksi UVB, meningkatkan
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viabilitas sel, dan menunjukkan potensi penggunaannya dalam

52 .. .
. Penelitian lain

nutrisi fungsional dan preparat kosmetik
menunjukkan bahwa fraksi etil asetat dari ekstrak Centella asiatica
menunjukkan aktivitas inhibisi tirosinase yang kuat, menyoroti
potensinya sebagai agen anti-melanogenesis melalui berbagai jalur
molekuler yang melibatkan keratinosit, melanosit, fibroblas, dan sel
endotel . Nanoenkapsulasi Centella asiatica dan minyak esensial
Bergamot dalam formulasi gel menunjukkan efek pencegahan yang
signifikan terhadap pembentukan Kkerutan yang diinduksi UVB,
eritema kulit, stres oksidatif (Produksi ROS yang berlebihan dan
tidak dapat dinetralkan oleh sistem antioksidan tubuh yang
merupakan pemicu utama inflamasi dan kerusakan seluler), dan
respon inflamasi secara in vivo sehingga menunjukkan potensinya
untuk mencegah stres oksidatif dan respon inflamasi yang diinduksi
UVB >

Triterpen dari Centella asiatica khususnya asam asiatik, telah
menunjukkan sifat antioksidan dan mengurangi stres oksidatif serta
peradangan yang diinduksi UVB pada berbagai jenis sel, termasuk

1 °*. Ekstrak murni dari

fibroblas kulit, makrofag, dan sel endote
Centella asiatica telah terbukti melindungi DNA dari kerusakan
yang diinduksi UVB, mengurangi ekspresi sitokin pro-inflamasi,

serta menunjukkan sifat anti-inflamasi dan anti-glikasi, menunjukkan

potensinya dalam produk perawatan kulit untuk perlindungan UVB
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dan efek anti-penuaan >>. Selain itu, kultur kalus Centella asiatica
telah terbukti menghasilkan metabolit bioaktif dengan aktivitas
antioksidan dan anti-penuaan kulit, menunjukkan potensinya sebagai
agen anti-penuaan dalam preparasi kosmetik .

Standarisasi ekstrak Centella asiatica masih menjadi tantangan
sehingga menghambat penerapannya secara umum dalam produk
perawatan kulit. Studi keamanan jangka panjang lebih lanjut
diperlukan untuk menetapkan efikasi dan keamanannya untuk
penggunaan jangka panjang °’. Selain itu, rendahnya tingkat bukti
dan kurangnya keterlibatan pasien dalam studi klinis tentang efek
Centella asiatica pada penyakit kulit menunjukkan perlunya uji
klinis terkontrol jangka panjang yang lebih ketat untuk

mengkonfirmasi potensi penuhnya sebagai agen terapeutik ° 5

2.4. Ultraviolet B (UVB)
2.4.1. Definisi UVB dan perannya dalam photoaging dan kerusakan
ECM
Sinar UV, terutama radiasi UVA dan UVB, merupakan faktor
lingkungan utama yang menyebabkan photoaging %960 Radiasi UVB
memiliki karakteristik panjang gelombang lebih pendek dengan
rentang panjang gelombang 290 hingga 320 nm. Sebagian besar
UVB diserap oleh lapisan stratum korneum sehingga menyebabkan
eritema dan perubahan pada epidermis . UVB mencakup kurang

dari 0,5% sinar matahari yang mencapai permukaan bumi dan
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terutama bertanggung jawab atas sebagian besar kerusakan kulit
terkait sinar matahari yang akut dan kronis °'.

Paparan UVB secara kronis dapat mengakibatkan kerusakan
DNA yang kumulatif dan meningkatkan stres oksidatif,
menjadikannya salah satu komponen sinar matahari yang paling
berbahaya bagi kulit 62 Penelitian menunjukkan bahwa radiasi UVB
menyebabkan kerusakan kulit yang lebih cepat dan lebih signifikan
dibandingkan dengan radiasi UVA ®. Paparan radiasi UVB dapat
menyebabkan kulit terbakar, imunosupresi, penuaan kulit, dan
karsinogenesis °*®. Beberapa efek dari radiasi UVB pada kulit
meliputi peradangan akut, keratinisasi abnormal, hiperpigmentasi,
pembentukan - kerutan, dan karsinogenesis % Radiasi UVB dapat
merusak DNA, mengoksidasi lipid, dan menghasilkan radikal bebas
berbahaya sehingga menyebabkan peradangan dan melemahkan
respon imun kulit. Paparan kronis radiasi UVB memicu produksi
Reactive Oxygen Species (ROS), yang mengarah pada oksidasi
protein, peroksidasi lipid, dan perubahan jalur sinyal 57 Proses ini
mengaktifkan kaskade penuaan kulit yang bertanggung jawab atas
pembentukan kerutan dan photoaging .

Penelitian  telah menunjukkan bahwa iradiasi UVB
menghasilkan produksi MMP yang berlebihan, yang menyebabkan
degradasi kolagen **"°. Paparan UVB menginduksi ekspresi MAPK,

AP-1, dan NF-kB, yang memengaruhi ekspresi matrix MMP 7%,
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MMP bertanggung jawab untuk degradasi komponen ECM seperti

73,74
kolagen

. Paparan UVB meningkatkan ekspresi MMP dan
menguraikan Coll serta protein ECM lainnya "°. Radiasi UVB
mengaktifkan jalur p38, c-Jun-amino-terminal kinase (JNK), dan
ERK untuk merangsang produksi MMP-1 7.

Paparan UVB mengaktifkan jalur sinyal NF-kB dan MAPK,
yang mengarah pada produksi molekul inflamasi dan protein
penguraian kolagen '°. Netosis yang diinduksi UVB merupakan
proses yang melibatkan pelepasan neutrophil extracellular traps
(NETs). Proses ini terjadi karena produksi Reactive Oxygen Species
(ROS) dan mungkin berkontribusi pada photoaging kulit .

Paparan- UVB sccara signifikan memengaruhi regulasi jalur
Janus Kinase / Signal Transducer and Activator of Transcription
(JAK/STAT), proses penting dalam photoaging. Mekanisme
molekuler melibatkan aktivasi protein dan jalur spesifik yang
mengubah perilaku seluler dan ekspresi gen. Respon terhadap radiasi
UVB ini beragam dan melibatkan banyak kaskade pensinyalan.
Radiasi UVB memicu ekspresi Cold-Inducible RNA-Binding Protein
(CIRP), yang memainkan peran penting dalam mengaktitkan jalur
JAK/STAT. CIRP mempromosikan fosforilasi (penambahan fosfat)

protein famili JAK, terutama JAK2 dan JAK3, pada keratinosit.

Peristiwa fosforilasi ini sangat penting untuk aktivasi STAT3
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selanjutnya, faktor transkripsi yang penting untuk pertumbuhan dan
kelangsungan hidup sel .

Aktivasi STAT3 oleh UVB semakin diintensifkan oleh
keterlibatan NF-kB, faktor hilir yang diatur oleh CIRP. Ketika NF-
kB dihambat, fosforilasi ~ STAT3  berkurang  sehingga
menggarisbawahi peran pentingnya dalam kaskade pensinyalan yang
dimulai oleh paparan UVB."®. Stres oksidatif berperan penting dalam
mengubah berbagai jalur pensinyalan, termasuk jalur JAK/STAT.
Kehadiran ROS mengaktifkan gen pro-inflamasi dan memodulasi
pensinyalan JAK/STAT sehingga memperburuk photoaging dan
meningkatkan risiko fotokarsinogenesis .

Aktivast jalur JAK/STAT oleh UVB terkait erat dengan
perubahan ECM, termasuk peningkatan MMP dan penurunan kadar
kolagen dan elastin yang merupakan ciri khas photoaging ”°. Strategi
fotoprotektif  seperti - penggunaan fitokimia bertujuan untuk
mengurangi efek UVB pada jalur ini. Agen pelindung ini membantu
menjaga keseimbangan antioksidan seluler dan menghambat kaskade
pensinyalan berbahaya yang dipicu oleh paparan UVB 7.

Aktivasi jalur JAK/STAT yang diinduksi UVB terbukti sebagai
kontributor utama photoaging. Perubahan-perubahan yang terjadi
termasuk kerusakan DNA, modulasi kekebalan, dan remodeling
ECM, yang semuanya berinteraksi dengan jalur JAK/STAT untuk

memengaruhi proses penuaan kulit. Pemahaman yang lebih dalam
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tentang interaksi ini akan membantu dalam pengembangan strategi

komprehensif untuk intervensi fotoproteksi dan anti-penuaan.

2.5. Sediaan Topikal
2.5.1. Definisi sediaan topikal

Obat-obatan topikal didefinisikan sebagai formulasi yang
terdiri dari dua komponen mendasar: zat pembawa (vehikulum) dan
bahan aktif. Bahan aktif adalah konstituen dalam formulasi topikal
yang memberikan kemanjuran terapeutik. Zat pembawa mewakili
komponen inert dari sediaan ini. Zat ini bisa dalam keadaan cair atau
padat dan berperan memfasilitasi pengiriman bahan aktif ke kulit .
Zat pembawa harus menunjukkan kemudahan aplikasi, memfasilitasi
penghapusan yang mudah, menunjukkan sifat yang tidak mengiritasi,
dan memiliki karakteristik kosmetik yang menarik. Bahan aktif
dienkapsulasi dalam zat pembawa dan dirancang untuk mudah
dilepaskan setelah aplikasi. Untuk mencapai atribut yang diinginkan
dari zat pembawa, berbagai aditif atau elemen dimasukkan ke dalam
formulasinya.

Pemahaman komprehensif tentang farmakokinetik kulit sangat
penting untuk kemanjuran terapi topikal. Farmakokinetik yang
terkait dengan obat-obatan topikal menjelaskan variasi konsentrasi
obat setelah penerapannya ke permukaan epidermis, penetrasi
melalui penghalang kulit dan jaringan di bawahnya, serta distribusi

selanjutnya ke dalam sirkulasi sistemik. Senyawa yang diberikan ke
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permukaan kulit, termasuk obat-obatan topikal, menembus kulit
sesuai dengan gradien konsentrasi, terutama melalui difusi pasif.
Gradien konsentrasi ini ditentukan oleh perbedaan konsentrasi agen
farmasi aktif dalam formulasi yang diterapkan dan di dalam kulit dan
jaringan di bawahnya, yaitu lapisan dermis dan subkutan. Analisis
farmakokinetik mengenai ketersediaan agen topikal yang diterapkan
pada kulit mencakup diskusi tentang tiga kompartemen berbeda di
mana obat aktif melintasi: kendaraan yang berfungsi sebagai
pembawa obat aktif, stratum korneum, dan lapisan yang terdiri dari

epidermis dan dermis ™.

Sediaan krim

Beberapa jenis formulasi topikal termasuk gel, krim, pasta, dan
salep. Salah satu bentuk yang paling nyaman untuk penggunaan
topikal adalah krim. Krim adalah emulsi semi-padat, terdiri dari dua
fase: air dan minyak, yang dicampur bersama menggunakan zat
pengemulsi. Krim biasanya diklasifikasikan menjadi krim oil-in-
water (O/W), di mana tetesan minyak tersebar dalam fase air
kontinu, dan krim water-in-oil (W/O), di mana tetesan air tersebar
dalam fase oil kontinu *'*2.

Formulasi berbasis krim memiliki beberapa keunggulan.
Mereka menawarkan keseimbangan antara oklusivitas dan hidrasi,
83

membuatnya cocok untuk jenis kulit berminyak dan kering

Kehadiran komponen air dan minyak memberikan sifat emolien,
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membantu kulit tetap lembab, dan kandungan air yang tinggi
membantu memberikan sensasi dingin saat diaplikasikan **. Krim
bersifat elegan secara kosmetik, karena mudah menyebar dan
menyerap dengan baik ke dalam kulit tanpa meninggalkan residu
berminyak 8, Konsistensinya yang lebih kental dibandingkan
dengan gel membuatnya cocok untuk digunakan pada area kulit
normal dan sensitif, termasuk area peradangan atau iritasi .

Bahan pengemulsi yang digunakan dalam formulasi krim
memastikan stabilitas fase air dan minyak, mencegah pemisahan
bahan selama penyimpanan . Pengemulsi umum termasuk cety!
alcohol, asam stearat, dan gliseril stearat, yang membantu menjaga

konsistensi dan tekstur krim yang halus '

. Krim juga dapat
diperkaya dengan bahan aktif tambahan, seperti antioksidan, agen
anti-inflamasi, atau pelembab seperti gliserin, lanolin, atau asam
hialuronat %°. Fase air dapat terdiri dari ekstrak berair, air suling, atau
zat penghidrasi.

Krim hidrofilik (O/W) lebih mudah dicuci dengan air dan
cocok untuk kondisi yang membutuhkan lebih sedikit oklusi **,
Mereka memungkinkan kulit bernapas dan biasanya digunakan
untuk melembabkan kulit kering atau mengobati iritasi ringan. Krim
hidrofobik (W/O), di sisi lain, memberikan lebih banyak oklusi dan

perlindungan dari iritasi eksternal. Krim ini sering digunakan dalam

kondisi di mana penghalang diperlukan, seperti pada eksim atau
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psoriasis, di mana kulit membutuhkan kelembaban dan perlindungan

dari kerusakan lebih lanjut ®'.

Kontrol kualitas sediaan krim melibatkan parameter berikut:

1. Sifat organoleptik: Sifat ini mencakup warna, tekstur, bau, dan
penampilan krim, yang harus diamati secara visual 8687,

2. Nilai saponifikasi: Nilai saponifikasi mewakili jumlah alkali
yang diperlukan untuk menyaponifikasi sejumlah lemak atau
minyak tertentu dalam formulasi. Ini adalah parameter penting
dalam menentukan kualitas dan kinerja krim, karena secara
langsung memengaruhi stabilitas dan tekstur emulsi *’.

3. Penyebaran: Krim harus menyebar dengan mudah di kulit tanpa
perlu tekanan berlebthan. Ini memastikan bahwa produk mudah
diaplikasikan dan nyaman bagi pengguna *"*,

4. Pengujian berat jenis mengacu pada rasio kepadatan krim dengan
kepadatan air. Ini memberikan informasi tentang konsistensi krim
dan penting untuk memastikan keseragaman dalam batch
produksi *”.

5. Viskositas: Viskositas krim memengaruhi daya menyebar dan
kemudahan aplikasinya, serta stabilitas dan ketersediaan
hayatinya. Krim viskositas yang lebih tinggi cenderung memiliki
daya rekat yang lebih baik tetapi daya menyebar yang lebih
rendah *. Polimer atau bahan pengental dapat ditambahkan

untuk menyesuaikan viskositas sesuai kebutuhan.
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6. pH: pH krim harus diukur segera setelah persiapan. pH ideal
untuk krim topikal sesuai dengan pH kulit manusia (4,5-6,5)

untuk meminimalkan risiko iritasi %

2.6. Pengaruh Krim Ekstrak Centella asiatica terhadap Kadar IL-1 dan
Ekspresi Kolagen Tipe I1I pada Tikus yang Dipapar UVB

2.6.1. Peran krim Centella asiatica dalam modulasi respon inflamasi

dan pencegahan degradasi kolagen

Krim Centella asiatica memberikan efek anti-inflamasi dan

anti-penuaan yang signifikan, terutama melalui inhibisi jalur MAPK

p38 dan AP-1. Krim Centella asiatica meningkatkan kesehatan kulit

dan mengurangi tanda-tanda penuaan dengan memodulasi berbagai

jalur pensinyalan dan menekan mediator inflamasi. Bagian berikut

mengeksplorasi mekanisme dan = efek terperinci krim Centella

asiatica dalam konteks ini. Ekstrak Centella asiatica secara efektif

menghambat produksi mediator inflamasi utama seperti oksida nitrat

(NO), IL-1B, TL-6 dan TNF-a pada makrofag dan keratinosit. Inhibisi

ini bergantung pada dosis, menunjukkan tindakan anti-inflamasi

Centella asiatica yang kuat ¥. Ekstrak etil asetat Centella asiatica

telah menunjukkan kemampuan untuk menurunkan regulasi faktor

inflamasi dengan menghambat aktivasi jalur NF-xB dan

JAK/STAT3, yang memainkan peran penting dalam respon inflamasi

2
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Inhibisi Centella asiatica terhadap jalur pensinyalan p38-
MAPK sangat signifikan dalam mengurangi peradangan, karena jalur
ini terlibat dalam produksi sitokin pro-inflamasi. Inhibisi ini

N Centella

membantu mengurangi peradangan pada sel kulit
asiatica kaya akan polifenol dan triterpenoid, yang berkontribusi
pada kapasitas antioksidannya yang kuat. Antioksidan ini membantu
mengurangi stres oksidatif, kontributor utama penuaan kulit °'. Studi
docking molekuler menunjukkan bahwa senyawa dalam Centella
asiatica berinteraksi dengan protein yang terlibat dalam degradasi
kolagen, yang dapat membantu menjaga struktur dan fungsi kulit.
Efek pengawetan kolagen ini semakin mendukung potensi anti-
penuaan Centella asiatica *".

Meskipun studi spesifik yang berfokus pada inhibisi AP-1
tidak dirinci, dampak Centella asiatica yang lebih luas pada jalur
terkait seperti. MAPK - menunjukkan bahwa hal itu dapat
memengaruhi proses yang dimediasi AP-1, yang terlibat dalam
penuaan dan peradangan kulit *°. Sementara inhibisi jalur MAPK
p38 dan AP-1 memainkan peran sentral dalam efek anti-inflamasi
dan anti-penuaan krim Centella asiatica, kisaran senyawa bioaktif
Centella asiatica yang lebih luas meningkatkan kemanjurannya
secara keseluruhan. Senyawa ini tidak hanya menargetkan jalur

molekuler tertentu tetapi juga menawarkan manfaat tambahan seperti

perlindungan antioksidan dan penguatan penghalang kulit. Tindakan
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multifaset ini menjadikan Centella asiatica bahan yang berharga
dalam aplikasi terapeutik dan kosmetik, berkontribusi pada

peningkatan kesehatan dan ketahanan kulit.

Mekanisme proteksi krim Centella asiatica terhadap kerusakan
kulit akibat UVB

Krim Centella asiatica terkenal karena kemampuannya
menghambat jalur MMP, yang bertanggung jawab atas degradasi
kolagen. Inhibisi ini memainkan peran penting dalam menjaga
integritas kulit dan meningkatkan penyembuhan luka. Senyawa aktif
dalam Centella asiatica memodulasi berbagai proses seluler,
mencegah pemecahan kolagen dan meningkatkan perbaikan kulit.

Centella  asiatica menunjukkan efek inhibisi MMP-1 yang
signifikan, yang penting untuk mencegah degradasi kolagen. Ketika
dikombinasikan dengan mineral, ekstrak meningkatkan biosintesis
kolagen dan memberikan perlindungan terhadap iritasi *>. Ekstrak
metanol dan fraksinya telah menunjukkan aktivitas inhibisi MMP-1
yang kuat secara in vitro, menyoroti potensinya dalam aplikasi
perawatan kulit yang ditujukan untuk pelestarian kolagen **.

Krim Centella asiatica dapat meningkatkan sintesis kolagen
dengan memodulasi jalur pensinyalan TGF-f melalui komponen
aktifnya asiaticoside. Menariknya, proses ini melewati jalur
tradisional TGF-B reseptor I kinase (TPRI kinase), alih-alih

mengaktifkan pensinyalan Smad secara independen. Mekanisme ini
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tidak hanya merangsang produksi kolagen tetapi juga meningkatkan
kesehatan kulit secara keseluruhan.

Asiaticoside menginduksi fosforilasi Smad2 dan Smad3, yang
mengarah pada pengikatannya dengan Smad4, yang kemudian
bertranslokasi (perpindahan lokasi) ke nukleus untuk meningkatkan
sintesis kolagen tipe I pada fibroblas kulit manusia. Jalur ini
beroperasi secara independen dari TPRI kinase, seperti yang
ditunjukkan oleh ketidakmampuan inhibitor TBRI kinase SB431542
untuk memblokir proses . Stimulasi kolagen yang bergantung pada
dosis oleh asiaticoside meningkatkan produksi kolagen tipe I dan III,

melampaui efek asam retinoat, agen terkenal untuk induksi kolagen

96

2.7. Pengaruh Krim Niacinamide terhadap Kadar IL-1 dan Ekspresi
Kolagen Tipe III pada Tikus yang Dipapar UVB

2.7.1. Peran krim Niacinamide dalam modulasi respon inflamasi dan

pencegahan degradasi kolagen

Krim Niacinamide, sebagai bentuk aktif dari vitamin B3

(nicotinamide), merupakan agen topikal multifungsi yang

menunjukkan sifat anti-inflamasi, antioksidan, dan protektif terhadap

struktur kulit, termasuk kolagen. Niacinamide telah terbukti

mengurangi ekspresi sitokin pro-inflamasi seperti IL-1p, IL-6, dan

TNF-0, baik dalam model in vitro maupun in vivo, melalui inhibisi

jalur NF-xB. Jalur ini berperan penting dalam aktivasi inflamasi
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yang diinduksi oleh paparan sinar UVB, menjadikan Niacinamide
agen yang efektif dalam menekan respons inflamasi pada kulit yang
rusak akibat sinar ultraviolet *’.

Efek anti-inflamasi  Niacinamide juga didukung oleh
kemampuannya menurunkan aktivitas enzim siklooksigenase-2
(COX-2) dan prostaglandin E2 (PGE2), yang berperan dalam
mediasi nyeri, peradangan, dan eritema setelah paparan UV. Dalam
konteks ini, Niacinamide memperkuat penghalang kulit dengan
meningkatkan ekspresi ceramide, filaggrin, dan involucrin, yang
secara tidak langsung menekan peradangan melalui penguatan
integritas epidermis .

Di  samping itu, Niacinamide ~menunjukkan aktivitas
antioksidan yang membantu mengurangi stres oksidatif akibat
paparan sinar UVB, yang merupakan salah satu penyebab utama
penuaan kulit  dan -aktivasi enzim perusak kolagen seperti
metaloproteinase matriks (MMP). Dengan menurunkan kadar ROS
dan memperbaiki kerusakan DNA, Niacinamide berkontribusi pada
pemeliharaan homeostasis kulit dan mengurangi proses inflamasi
kronis yang merusak dermis *,

Beberapa penelitian juga menunjukkan bahwa Niacinamide
dapat meningkatkan produksi kolagen tipe I dan III, memperbaiki
elastisitas kulit, dan mengurangi garis halus. Mekanisme ini

dimediasi oleh aktivasi jalur TGF-B/Smad, serupa dengan
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mekanisme regeneratif yang diamati pada bahan aktif lainnya seperti
asiaticoside. Dengan cara ini, Niacinamide berperan tidak hanya
sebagai anti-inflamasi, tetapi juga sebagai agen anti-aging topikal
yang efektif.
Mekanisme proteksi krim Niacinamide terhadap kerusakan kulit
akibat UVB

Paparan UVB menyebabkan peningkatan ekspresi MMP,
terutama MMP-1 dan MMP-3, yang berkontribusi pada degradasi
serat kolagen dermis. Niacinamide menghambat ekspresi MMP-1
yang diinduksi UVB melalui mekanisme penghambatan jalur NF-xB
dan AP-1, yang merupakan faktor transkripsi utama dalam aktivasi
MMP. Inhibisi MMP olch Niacinamide membantu melindungi
kolagen dermal dari degradasi berlebihan, sehingga menjaga struktur
dan kekuatan kulit .

Lebih lanjut, Niacinamide juga mengurangi kerusakan DNA
akibat UV dengan meningkatkan ekspresi protein perbaikan DNA
seperti p53 dan PARP-1 ', Ini penting dalam mencegah apoptosis
sel yang disebabkan oleh stres oksidatif dan peradangan kronis.
Dengan demikian, Niacinamide bekerja pada berbagai level seluler,
mulai dari pencegahan kerusakan awal akibat UVB, reduksi
inflamasi, hingga stimulasi regenerasi dermis melalui induksi

kolagen.
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Efek protektif ini menjadikan Niacinamide sebagai agen
kontrol positif yang relevan dalam penelitian fotoprotektif topikal.
Digunakan secara luas dalam kosmetik dermatologis dan klinis,
Niacinamide menawarkan kombinasi ideal antara keamanan,

efektivitas, dan kompatibilitas kulit, terutama dalam model

eksperimental seperti tikus Wistar.
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3.1.

BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Paparan radiasi UVB dapat menyebabkan penuaan kulit dini
(photoaging) melalui berbagai mekanisme, termasuk kerusakan DNA,
peningkatan ROS, dan efek langsung pada komponen matriks ekstraseluler.
Iradiasi UVB mengaktifkan jalur pensinyalan seperti p38 MAPK dan NF-
kB, yang mengarah pada peningkatan ekspresi sitokin pro-inflamasi seperti
IL-6 dan IL-1, serta MMP.

Jalur MAPK p38 memainkan peran penting dalam photoaging. Ketika
diaktifkan oleh ROS dan sinyal stres lainnya, p38 MAPK meningkatkan
regulasi ekspresi MMP, terutama MMP-1, MMP-3, dan MMP-9. AP-1
memainkan peran penting dalam regulasi sitokin inflamasi seperti IL-6 dan
IL-1, yang terkait dengan degradasi kolagen. Diaktiftkan oleh jalur
pensinyalan JNK dan p38 MAPK, AP-1 secara langsung mengatur matriks
metalloproteinase (MMP), enzim yang memfasilitasi pemecahan kolagen.
MMP secara langsung mendegradasi serat kolagen, termasuk yang terdiri
dari Coll dan Col3. Sebaliknya, aktivasi p38 MAPK dapat meningkatkan
sintesis kolagen dengan memodulasi pensinyalan TGF-f, berkontribusi pada
sintesis kolagen pada kulit yang mengalami photoaging.

Jalur JAK-STAT3 memainkan peran penting dalam kulit yang terpapar
UVB dengan memediasi peradangan, proliferasi sel, dan respon

antiapoptosis. Paparan UVB kronis mengaktitkan JAK1, yang mengarah
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pada aktivasi STAT3, yang mendorong ekspresi penanda proliferatif seperti
PCNA dan Cyclin-D1, serta protein antiapoptosis seperti Bcl2 dan Bel-x1.
Peningkatan kadar ROS tidak hanya mengaktifkan jalur yang merusak ini
tetapi juga menyebabkan peroksidasi lipid, yang berpotensi memengaruhi
integritas dan pensinyalan membran sel. Lingkungan peradangan yang
diciptakan oleh peningkatan kadar IL-6 dan IL-1 dapat semakin
memperburuk degradasi kolagen dengan mempertahankan produksi MMP
dan menghambat sintesis kolagen baru.

Ekstrak Centella asiatica, yang dikenal dengan sifat antioksidan dan
anti-inflamasinya, dapat memberikan perlindungan terhadap kerusakan kulit
yang diinduksi UVB melalui berbagai mekanisme. Senyawa aktif dalam
Centella asiatica, seperti asiaticoside dan madecassoside, dapat secara
langsung menetralkan ROS, berpotensi mengurangi aktivasi jalur responsif
stres seperti p38 MAPK. Komponen Centella asiatica dapat mengaktifkan
jalur faktor eritroid 2 terkait faktor 2 (Nrf2) faktor nuklir. Ketika diaktifkan,
Nrf2 berpindah ke nukleus dan mengatur gen antioksidan, meningkatkan
pertahanan antioksidan endogen kulit.

Centella asiatica dapat mengurangi produksi sitokin pro-inflamasi
seperti IL-6 dan IL-1 dengan mengurangi kadar ROS dan berpotensi
memodulasi pensinyalan NF-kB. Tindakan anti-inflamasi ini secara tidak
langsung dapat melindungi kolagen dengan mengurangi rangsangan
inflamasi yang menopang produksi MMP. Beberapa penelitian

menunjukkan bahwa ekstrak Centella asiatica dapat secara langsung



43

merangsang sintesis kolagen, berpotensi menangkal penekanan produksi
kolagen yang diinduksi UVB. Efek ini dapat dimediasi melalui peningkatan
pensinyalan TGF-B atau stimulasi langsung aktivitas fibroblas. Sementara
penelitian lebih lanjut diperlukan, ada bukti yang menunjukkan bahwa
senyawa Centella asiatica dapat secara langsung menghambat aktivitas atau
ekspresi MMP, memberikan mekanisme tambahan untuk perlindungan
kolagen.

Dengan berpotensi memodulasi berbagai jalur ini, ekstrak Centella
asiatica dapat membantu menjaga keseimbangan antara sintesis kolagen dan
degradasi pada kulit yang terpapar UVB. Hal ini dapat tercermin dalam
perubahan tingkat ekspresi sitokin pro-inflamasi (IL-6, IL-1) dan perubahan
ekspresi gen kolagen (COL1, COL3), yang pada akhirnya berkontribusi

pada pengurangan kerusakan kulit yang diinduksi UVB pada tikus Wistar.
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( Paparan UVB 312 nm,
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Ekstrak Centella asiatica5% dan
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Gambar 3.1. Kerangka Teori
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3.2. Kerangka Konsep

Konsep penelitian ini adalah sebagai berikut :

\ Kadar IL-1 ‘

Centela Asiatica

dan 10% akan

pada kulit tikus

W
UNISSULA
eelol)| 2o Lok yisale




BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini bersifat eksperimental in vivo dengan rancangan post-
test only control group dengan completely randomized design (acak
lengkap) di mana hewan uji dibagi ke dalam beberapa kelompok perlakuan
berdasarkan agen topikal yang diberikan. Niacinamide 5% digunakan
sebagai kontrol positif karena memiliki mekanisme kerja yang relevan
dengan parameter penelitian. Perbandingan antara kelompok yang
menerima Centella asiatica dengan kelompok Niacinamide akan membantu
menilai efektivitas relatif ekstrak herbal ini terhadap kontrol yang telah
terbukti secara klinis *'. Perlakuan pada penelitian ini terdiri dari:
1. K1 (Tikus sehat tidak diberi paparan UV-B)
2. K2 (Kontrol vehikulum, tikus diberikan krim vehikulum dan dipapar
UV-B).
3. K3 (Kontrol positif, tikus diberikan krim Niacinamide dosis 5% dan
dipapar UV-B)
4. K4 (Perlakuan 1, tikus diberikan krim ekstrak Centella asiatica dosis
5% dan dipapar UV-B)
5. K5 (Perlakuan 2, tikus diberikan krim ekstrak Centella asiatica 10% dan

dipapar UV-B).
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4.2. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian

4.2.1. Subyek Penelitian

4.2.2.

Subjek yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari tikus
jenis Wistar jantan (Rattus Norvegicus) berusia antara 8 hingga 10
minggu, dengan kisaran berat badan 150 hingga 200 gram, yang
diperoleh dari Laboratorium IBL di Universitas Islam Sultan Agung

di Semarang.

h 4
h 4

Lo K¢

OK4

Gambar 4.1. Rancangan Penelitian

Keterangan

S : Sampel

A » Adaptasi

R : Randomisasi
O : Observasi

Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan hewan coba berupa tikus Wistar
jantan berwarna putih dengan berat badan 150-200 gram dan usia 8—
10 minggu. Hewan coba memiliki kulit normal dan sehat tanpa luka,

lesi, atau tanda-tanda infeksi, serta tidak pernah digunakan dalam
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penelitian lain sebelumnya. Selama penelitian, tikus diberi pakan
standar dengan akses ad libitum (tanpa batasan/sesuai keinginan)
terhadap makanan dan air, dan ditempatkan dalam kondisi
lingkungan standar dengan siklus terang—gelap 12 jam, suhu 22 +

2°C, serta kelembaban 55 + 10%.

4.2.3. Kriteria Inklusi dan Drop Out
4.2.3.1. Kriteria Inklusi
1. Tikus putih jantan galur wistar sehat.
2. Tikus harus memiliki berat antara 150-200 gram dan
berusia 8-10 minggu.
4.2.3.2. Kriteria Drop Out
Tikus yang masuk kriteria drop out pada penelitian

ini adalah tikus mati selama penelitian.

4.3. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional Penelitian
4.3.1. Variabel Penelitian

4.3.1.1. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini diklasifikasikan
sebagai berikut:

1. Pemberian ekstrak Centella asiatica topikal dengan

konsentrasi 5%
2. Pemberian ekstrak Centella asiatica topikal dengan

konsentrasi 10%
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3. Pemberian Niacinamide topikal dengan konsentrasi 5%
4.3.1.2. Variabel Tergantung
Variabel  tergantung  dalam  penelitian  ini
diklasifikasikan sebagai berikut:
1. Ekspresi kolagen tipe 111 (COL3)

2. Kadar Interleukin 1 (IL-1)

4.3.2. Definisi Operasional
4.3.2.1. Krim ekstrak Centella asiatica
Krim yang mengandung ekstrak Centella asiatica
yang didapatkan dari perkebunan daerah Tawangmangu
dengan konsentrasi 5% dan 10% dibuat di laboratorium
kimia Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung
Semarang dan diaplikasikan dua kali sehari pada area kulit
punggung tikus selama 14 hari. "*®'*’
Unit : mg
Skala : Nominal
4.3.2.2. Krim Niacinamide
Krim yang mengandung Niacinamide dengan
konsentrasi 5% berasal dari PT Derma Konsep Estetika dan
diaplikasikan dua kali sehari pada area kulit punggung tikus
selama 14 hari *
Unit : mg

Skala : Nominal
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4.3.2.3. Kolagen tipe III

Ekspresi kolagen tipe III (COL3) adalah ekspresi
protein kolagen tipe III yang terdapat pada jaringan kulit
punggung tikus wistar yang terpapar radiasi UVB setelah
14 hari perlakuan. Ekspresi Col3 diukur dengan
menggunakan metode IHC pada hari ke-29. Melalui
pewarnaan ini, serat kolagen yang terekspresi secara positif
dapat diidentifikasi sebagai area berwarna coklat dalam
jaringan dermis. Penghitungan atau scoring ekspresi COL3
dilakukan secara kuantitatif untuk memperoleh nilai
persentase area positif (% Area). Proses ini terdiri dari dua
tahapan utama, yakni pengambilan gambar dan analisis
gambar. Pada tahap pengambilan gambar, empat area
jaringan dengan ekspresi kolagen tipe 3 yang tinggi (high
dense area) dan tidak saling tumpang tindih dipilih dari
setiap preparat (slide). Pengambilan gambar dilakukan
secara konsisten menggunakan kamera Optilab pro yang
terhubung dengan mikroskop Olympus BXS51, dengan
mempertahankan konsistensi pencahayaan dan perbesaran
mikroskop untuk memastikan seluruh hasil dapat
dibandingkan dan dianalisis. Seluruh gambar yang
diperoleh kemudian dianalisis menggunakan perangkat

lunak ImagelJ versi 1.54p. Gambar pertama-tama dikonversi
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menjadi skala abu-abu (8-bit) untuk memudahkan analisis
kuantitatif. Selanjutnya, fungsi thresholding (ambang batas)
yang terkalibrasi digunakan untuk memisahkan piksel
gambar secara objektif melalui identifikasi ambang batas
intensitas warna, di mana semua piksel yang mewakili
ekspresi positif (baik coklat tua maupun muda) akan
dikonversi menjadi hitam (area positif), dan semua piksel
latar belakang (area tidak terekspresi) akan dikonversi
menjadi putth. Software Image] akan digunakan untuk
menghitung persentase area yang tertutup oleh piksel hitam
terhadap total area jaringan yang dianalisis. Persentase
inilah yang digunakan sebagai nilai akhir ekspresi COL3
untuk setiap area pandang.
Unit : % Area
Skala : Rasio
IL-1

Kadar IL-1 adalah konsentrasi IL-1 yang diproduksi
oleh jaringan kulit pada sampel penelitian yaitu kulit
punggung tikus wistar. Kadar IL-1 dianalisis pada hari ke-
29 setelah induksi UVB dan pemberian perlakuan
menggunakan metode ELISA.
Unit : pg/mL

Skala : Rasio
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4.4. Bahan dan Alat Penelitian
44.1. Alat

1.  Lampu Phillips narrowband UVB type PL-S 9W/01/2P

2.  Rangkaian pencahayaan UVB dengan penyangga dan pengatur
jarak (27 cm)

3. Kotak akrilik atau bahan transparan tahan panas berpori

4.  Lembaran aluminium foil

5. Alat anestesi (syringe, jarum, kapas alkohol, sarung tangan
steril)

6.  Timbangan analitik

7. pH meter

8. Vortex mixer

9. Homogenizer

10. Sentrifuge

11." Microplate reader (ELISA reader)

12.  Mikroskop Olympus BX51

13. Kamera Optilab pro

14. Software Imagel 1.54p

15. Alat preparasi histologi:
. Pisau bedah dan pinset
. Botol fiksasi (formalin 10%)
. Jaringan parafin, mikrotom, dan kaca objek

16. Inkubator (untuk inkubasi antibodi primer/sekunder IHC)
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4.4.2. Bahan
1.  Ekstrak Centella asiatica (10g)
2.  Etanol 70%
3. Cetyl Alcohol dan Stearic Acid
4.  Trietanolamin (TEA)
5. Propilen glikol
6.  Metil paraben
7.  Propil paraben
8.  Minyak mineral atau minyak nabati (misal: minyak almond
atau minyak zaitun)
9. Air Suling
10. Krim Niacinamide konsentrasi-5%
11. Kit ELISA untuk IL-1
12.  Antibodi primer anti-kolagen tipe III
13." Antibodi sekunder terkonjugasi HRP (Horseradish Peroxidase)

enzim yang akan bereaksi dengan substrat untuk

menghasilkan warna coklat.

45, Cara Penelitian dan Alur Penelitian

45.1. Perolehan Ethical Clearance

Permintaan persetujuan etika yang berkaitan dengan studi

penelitian ini secara resmi disampaikan kepada komite etik Fakultas

Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
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Cara Pembuatan Ekstrak Centella asiatica

Ekstrak Centella asiatica diperoleh melalui maserasi dengan
pelarut etanol 96%. Sebanyak 1000 gram simplisia kering yang
berasal dari UPF Pelayanan Kesehatan Tradisional Tawangmangu
direndam dalam 1 liter etanol 96% selama 24 jam, kemudian
disaring. Proses ini diulangi tiga kali. Filtrat yang diperoleh
dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C hingga

menjadi ekstrak kental.

Pembuatan Sediaan Krim Ekstrak Centella asiatica

Pembuatan krim ekstrak Centella asiatica dilakukan dengan
menggunakan basis krim standar (plasebo) yang kemudian
ditambahkan ekstrak Centella asiatica dengan konsentrasi 5% dan
10% dalam wadah terpisah yang telah disiapkan.

Pembuatan basis krim dimulai dengan meleburkan fase minyak
yang terdiri dari asam stearat, setil alkohol, dan propil paraben di
atas penangas air. Secara bersamaan, fase air yang terdiri dari
trietanolamin, gliserin, metil paraben, dan aquades juga dipanaskan
di atas penangas air. Setelah kedua fase mencapai suhu yang sesuai,
fase minyak dituangkan ke dalam mortir panas, kemudian fase air
ditambahkan sedikit demi sedikit sambil digerus hingga terbentuk

basis krim homogen.
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Tabel 4.1. Formula Basis Krim '®
Bahan Formula Minyak dalam Air (%)
Asam stearat 15
Setil alkohol 4
Trietanolamin 1
Gliserin 8
Metil paraben 0,1
Propil paraben 0,05
Aquades Ad 100

Setelah basis krim terbentuk dan mencapai suhu sekitar 40—
50°C ' ekstrak Centella asiatica ditambahkan sesuai dosis yang
telah ditentukan (2,5 gram untuk krim 5% dan 5 gram untuk krim
10%). Campuran tersebut kemudian diaduk terus-menerus hingga
homogen, memastikan ekstrak terdispersi dengan sempurna dalam
basis krim. Pembuatan basis krim dilakukan di Gedung Integrated
Biomedical Laboratory (IBL), Universitas Islam Sultan Agung
Semarang. Proses ini melibatkan formulasi krim dengan penambahan
ekstrak Centella asiatica pada konsentrasi yang telah ditentukan.

Setiap dosis krim dibuat sebanyak 50 gram. Untuk krim
dengan konsentrasi 5%, digunakan 47,5 gram basis krim, yang
kemudian ditambahkan 2,5 gram ekstrak Centella asiatica.
Sementara itu, untuk krim dengan konsentrasi 10%, digunakan 45
gram basis krim, dengan tambahan 5 gram ekstrak Centella asiatica.
Semua bahan dicampur hingga homogen untuk memastikan ekstrak

terdistribusi secara merata dalam sediaan krim.
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Penetapan Dosis

Dosis untuk pemberian topikal ekstrak Centella asiatica
ditetapkan melalui tinjauan literatur yang ada. Penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa konsentrasi 10% ekstrak Centella asiatica
menunjukkan aktivitas anti-inflamasi dan antioksidan '®. Studi
tambahan  menggunakan  konsentrasi 5%, mengonfirmasi
kemampuan antioksidan - ekstrak '®. Penelitian ini menerapkan
konsentrasi 5% dan 10% untuk aplikasi topikal ekstrak Centella

asiatica.

Penyinaran UVB dan Pemberian Perlakuan pada Subjek
Percobaan

Studi photoaging pada model tikus vmumnya menggunakan
paparan radiasi UVB dalam spektrum 290-315 nm dengan panjang
gelombang puncak 312 nm '**'”’, dosis 2 Minimal Erythema Dose
(MED, 40-80 mJ/cm?) '°’, serta sesi berulang selama beberapa
minggu untuk menginduksi perubahan struktural pada kulit,
termasuk degradasi kolagen '°*'%®. Studi photoaging oleh Altman et
al telah menerapkan standar Jarak paparan sejauh 27 cm '%.
Berdasarkan standar tersebut, penelitian ini menggunakan tikus
Wistar yang dipaparkan UVB 312 nm pada jarak 27 cm, menerima 2

MED (40-80 mJ/cm?) selama 8 sesi dalam 14 hari, sesuai dengan

protokol yang telah mapan. Berdasarkan standar tersebut:
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Tikus menjalani periode aklimatisasi 7 hari setelah kedatangan di
fasilitas penelitian.

. Anestesi diberikan secara intramuskular dengan kombinasi
ketamin (100 mg/kg berat badan) dan xylazine (10 mg/kg berat
badan), dengan volume injeksi total sebesar 0,5 mL.

. Bulu punggung tikus dipangkas dengan tepat menjadi persegi
4x4 cm.

. Daerah punggung tikus dipaparkan sinar UVB dari lampu TL
20W/12 RS SLV/25 (312 nm) pada jarak 27 cm dari sumber
cahaya, dengan dosis 2 Minimal Erythema Dose (MED) sebesar
40-80 mJ/cm? selama 30 menit per sesi, sebanyak 8 sesi dalam
14 hari """ Paparan dilakukan dalam ruangan gelap yang
disesuaikan untuk iradiasi, dengan tikus ditempatkan secara
individual dalam kotak akrilik berpori untuk menjaga ventilasi
dan membatasi gerakan, sehingga hanya daerah punggung yang
terbuka yang terkena sinar. Posisi dan jarak antara sumber UVB
dan kulit punggung diukur secara konsisten menggunakan
penggaris laser dan statif yang distabilkan. Untuk mencegah
paparan ke area lain, tubuh tikus selain punggung ditutupi
dengan lembaran aluminium foil.

. Dampak paparan UVB sub-akut pada kulit dievaluasi secara

makroskopis.
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Gambar 4.2. Alur Penelitian
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4.7. Teknik Pengumpulan Sampel

4.7.1.

4.7.2.

Cara pengambilan Sampel Penelitian

Pengambilan sampel dilakukan melalui seleksi acak. Tikus
putih strain Wistar jantan dikategorikan menjadi lima kelompok yang
berbeda: kelompok sehat, kelompok Kontrol Positif (tikus yang
terkena paparan UVB dengan aplikasi topikal Niacinamide 5%),
Kelompok Kontrol Vehiculum (tikus yang terkena paparan UVB
dengan aplikasi topikal Krim vehikulum) dapat juga disebut plasebo,
dan Kelompok Perlakuan (tikus yang terkena paparan UVB dengan
aplikasi topikal 5% dan 10% krim ekstrak Centella asiatica).
Pengambilan sampel jaringan dilakukan pada hari ke-29 pasca-
paparan  UVB dan pemberian perlakuan untuk mengevaluasi

perubahan IL-1, Col-3.

Besar Sampel
Untuk menghitung  ukuran  sampel ideal, kita bisa
menggunakan rumus Federer untuk penelitian eksperimental:

(t-1)(n-1)>15
Dimana:
t = jumlah kelompok perlakuan
n = jumlah sampel per kelompok
Dalam kasus ini, t = 5 (5 kelompok perlakuan), jadi:
(5-D)(n-1)>15
4(n-1)> 15
4n—-4=>15
4n>19

n>>5
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Jadi, minimal 5 sampel per kelompok sudah cukup.

Pengambilan Sampel Jaringan

Pengambilan sampel kulit dilakukan pada hari ke-29. Tikus
dianestesi menggunakan ketamin dan xylazine intraperitoneal (dosis
100 mg/kg BB dan 10 mg/kg BB). Area punggung yang telah
diaplikasikan ekstrak dicuci dengan NaCl fisiologis. Setelah itu,
tikus dieutanasia sesuai protokol etik, dan sampel jaringan kulit dari
area perlakuan diambil untuk analisis lebih lanjut. Sampel kulit yang
diperoleh dimanfaatkan untuk analisis kadar IL-1 menggunakan
metode ELISA dan ekspresi kolagen tipe 3 menggunakan metode

HC.

Analisis Kadar I[L-1 menggunakan ELISA

Sampel kulit dihancurkan menggunakan homogenizer dalam
buffer lisis yang mengandung protease inhibitor. Plate ELISA
dilapisi dengan antibodi terhadap IL-1 kemudian diinkubasi dengan
sampel yang telah diekstrak. Setelah inkubasi, plate dicuci dan
ditambahkan larutan deteksi yang mengandung konjugat enzim.
Setelah penambahan substrat, absorbansi diukur pada panjang

gelombang 450 nm menggunakan microplate reader.
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4.7.5. Analisis Ekspresi Kolagen Tipe III Menggunakan IHC dan
ImageJ
Proses analisis ekspresi kolagen tipe III dilakukan setelah
pengambilan sampel jaringan yang telah melewati proses
immunohistokimia (IHC). Metode IHC dipilih untuk analisis ekspresi
kolagen tipe III karena memiliki spesifisitas tinggi, memungkinkan
deteksi jenis kolagen tertentu menggunakan antibodi spesifik, yang
tidak dapat dilakukan oleh pewarnaan histologis standar seperti

112" Selain itu, IHC memberikan visualisasi

Masson's Trichrome
spasial yang jelas, memungkinkan pengamatan langsung distribusi
dan pola serabut kolagen dalam jaringan, yang tidak bisa diperoleh
melalui Western Blot atau PCR yang hanya menunjukkan ekspresi

protein secara global tanpa konteks jaringan '

. Metode ini juga
mendukung kuantifikasi objektif menggunakan analisis citra digital,
sehingga hasilnya lebih akurat dan dapat distandarisasi dibandingkan
metode pewarnaan histologis yang lebih subjektif ''*. Keunggulan
lainnya adalah sensitivitas tinggi, memungkinkan deteksi kolagen
dalam jumlah kecil tanpa kehilangan informasi struktural atau

s, Dengan semua kelebihan ini, THC

modifikasi pasca-translasi
menjadi metode pilihan utama dalam analisis ekspresi kolagen tipe II1
dibandingkan metode lain. Metode IHC bertujuan untuk mewarnai

kolagen, sehingga memudahkan pengamatan serabut kolagen di

bawah mikroskop. Tahapan awal IHC meliputi deparafinasi sampel
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jaringan yang sebelumnya sudah dibekukan, kemudian dilakukan
rehidrasi melalui serangkaian penurunan konsentrasi alkohol. Setelah
itu, sampel diproses dengan heat-induced antigen retrieval
(pemulihan antigen) untuk meningkatkan visibilitas epitope target,

diikuti dengan pemberian blokade non-spesifik ''®'”.

Sampel
kemudian diinkubasi dengan antibodi primer spesifik terhadap
kolagen (misalnya kolagen tipe I dan III) yang kemudian diikuti oleh
antibodi sekunder yang terkonjugasi dengan enzim peroksidase atau

118,119
fluorokrom |

Penambahan  substrat  memungkinkan
terbentuknya hasil warna atau fluoresensi yang memvisualisasikan
serabut kolagen. Setelah pewarnaan selesai, preparat dipasang pada
slide kaca dan disiapkan untuk pengamatan mikroskopik.

Di  bawah mikroskop, serabut kolagen akan diamati
berdasarkan distribusi, moifologi, dan struktur keseluruhan jaringan.
Pada fase ini, kami akan melakukan pemilihan area jaringan dengan
ekspresi kolagen tipe I yang tinggi (high dense area) secara konsisten
pada setiap kelompok untuk diambil gambarnya menggunakan
kamera digital yang terhubung dengan mikroskop. Distribusi serabut
juga diperhatikan untuk melihat apakah terdapat perbedaan pola
antar kelompok eksperimen. Pengambilan gambar dilakukan dengan

mempertimbangkan konsistensi dalam pencahayaan dan perbesaran

mikroskop agar hasil yang diperoleh dapat dianalisis dengan baik.
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Selanjutnya, gambar yang telah diambil dari masing-masing
sampel dianalisis menggunakan perangkat lunak Imagel. Proses ini
dimulai dengan konversi gambar menjadi skala abu-abu untuk
memudahkan analisis kuantitatif. Dengan menggunakan fungsi
thresholding, peneliti dapat membedakan serabut kolagen dari latar
belakang jaringan. Area yang mengandung serabut kolagen akan
dihitung persentasenya terhadap total area jaringan dalam gambar

tersebut '>°

. Persentase ini digunakan untuk menentukan tingkat
kolagen tipe III dalam setiap sampel. Setiap kelompok eksperimen

dibandingkan untuk melihat pengaruh paparan UVB dan aplikasi

krim ekstrak Centella asiatica terhadap ekspresi kolagen tipe I11.

4.8. Metode Analisis Data

Data dianalisis secara komprehensif menggunakan statistik deskriptif,
penilaian normalitas, dan tes homogenitas. Selanjutnya, uji Shapiro-Wilk
digunakan untuk mengevaluasi normalitas distribusi data, sedangkan uji
Levene digunakan untuk menilai homogenitas varians. Dalam kasus di
mana data menunjukkan distribusi normal dan varians homogen, uji
ANOVA Satu Arah parametrik akan dilakukan, diikuti oleh analisis Post
Hoc menggunakan tes Tukey untuk memastikan perbedaan antar kelompok.
Sebaliknya, jika data menampilkan distribusi abnormal dan varians
heterogen, uji Kruskal-Wallis akan dijalankan, dengan penerapan
selanjutnya dari uji Dunn untuk mengevaluasi perbedaan kelompok.

Ambang batas untuk signifikansi statistik yang diterapkan dalam analisis ini



4.9.

64

ditetapkan pada p<0.05. Pemrosesan dan analisis data dilakukan dengan
menggunakan Graphpad Prism versi 10.3.0 untuk sistem operasi Windows

I1.

Jadwal Pelaksanaan Penelitian

Penelitian dilakukan di Gedung Integrated Biomedical Laboratory
(IBL) Universitas Islam Sultan Agung Semarang untuk metode ELISA dan
Laboratorium Universitas Negeri Sebelas Maret Surakarta untuk metode

IHC, pada bulan Juni — September 2025.



BABV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Evaluasi Makroskopis Kulit Punggung Tikus

Pengamatan visual secara makroskopis dilaksanakan untuk
mengevaluasi perubahan kondisi kulit punggung tikus selama
periode paparan UVB. Dokumentasi fotografis dilakukan pada tiga
titik waktu: awal (Hari ke-0), pertengahan (Hari ke-7), dan akhir
(Hari ke-14) masa paparan (Gambar 5.1).

Pada awal paparan (Gambar 5.1 A), kulit punggung tikus yang
telah dicukur menunjukkan kondisi - schat, ditandai dengan
permukaan yang halus, elastis, berwarna putih-krem, dan bebas dari
lesi, eritema, maupun pigmentasi berlebih. Memasuki Hari ke-7
paparan (Gambar 5.1 B), tanda-tanda awal jejas kulit mulai terlihat,
seperti eritema ringan dan beberapa makula hiperpigmentasi yang
kecil dan tersebar.

Pada Hari ke-14 (Gambar 5.1 C), kerusakan kulit tampak jelas
dan progresif. Dibandingkan minggu pertama, bercak pigmentasi
menjadi lebih banyak, lebih besar, dan lebih pekat. Kulit juga
teramati menebal, menjadi kasar, dan menunjukkan kerutan halus,
yang merupakan indikasi respons hiperkeratosis (penebalan
abnormal pada lapisan luar kulit atau stratum korneum). Perubahan

makroskopis yang signifikan ini mengonfirmasi keberhasilan model

65
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induksi kerusakan kulit (photoaging) akibat paparan UVB sub-akut,
yang menandakan hewan coba telah siap untuk memasuki tahap

perlakuan.

Gambar 5.1. Progresi Kerusakan Makroskopis Kulit Punggung Tikus
Akibat Paparan UVB. Bercak hiperpigmentasi diberi tanda H dengan anak
panah, Eritema diberi tanda E dengan anak panah, dan Hiperkeratosis diberi
tanda HK dengan anak panah.

5.1.2. Hasil analisis kadar IL-1 jaringan kulit pada tiap kelompok
Hasil analisis kadar Interleukin-1 (IL-1) dalam jaringan kulit

tikus setelah perlakuan dan paparan sinar UVB disajikan pada Tabel
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5.1. Rata-rata kadar IL-1 pada kelompok tikus sehat tanpa paparan
UVB (K1) adalah 53,65 = 9,267 pg/ml. Kelompok tikus yang
diberikan krim vehikulum dan dipaparkan UVB (K2) menunjukkan
kadar sebesar 86,40 + 6,746 pg/ml. Pada kelompok tikus yang
diberikan krim Niacinamide 5% dan dipaparkan UVB (K3), kadar
IL-1 sebesar 37,35 + 19,98 pg/ml. Sementara itu, kadar IL-1 pada
kelompok yang diberikan krim ekstrak Centella asiatica dosis 5%
(K4) adalah 33,65 + 15,74 pg/ml, dan kelompok dengan dosis 10%
(K5) sebesar 68,21 + 5,500 pg/mi.

Tabel 5.1. Hasil analisis statistik rerata kadar IL-1

Kelompok K1 K2 K3 K4 K5 P value
Kadar IL-1 (pg/ml)
Mean 53,65 86,40 37,35 33,65 68,21
SD £927. 6,75  +19,98 +1574 550
Shapiro-Wilk 05016 05312 02539 09799  0,6101
Levene Test 0.058267
One way ANOVA <0,0001
Keterangan: = Shapiro-Wilk : Normal (p>0,05)
Levene Test : Homogen (p>0,05)
One way ANOVA : Signifikan (p<0,05)
Grup
Tukey Tikus Krim vehikulum | Niacinamide 5% + Centella asiatica Centella asiatica
test Sehat +UVB UVB 5% + UVB 10% + UVB
P (K1) (K2) (K3) (K4) (K5)
value)
K1 0,0048* 0,2895 0,1334 0,3952
K2 <0,0001* <0,0001* 0,1985
K3 0,9900 0,0081*
K4 0,0029*

Keterangan: p<0,05 signifikan secara statistik

Uji normalitas data menggunakan Shapiro-Wilk menunjukkan

bahwa semua kelompok memiliki distribusi normal (p > 0,05). Uji
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homogenitas varians menggunakan Levene's Test menghasilkan nilai
p = 0.058267 (p > 0,05), yang mengindikasikan bahwa variansi
antarkelompok bersifat homogen. Dengan terpenuhinya asumsi
normalitas dan homogenitas, dilakukan uji statistik parametrik
menggunakan One-Way ANOVA. Hasil uji ANOVA menunjukkan
nilai p <0,0001 (p < 0,05), yang mengindikasikan adanya perbedaan
kadar IL-1 yang signifikan secara statistik antarkelompok perlakuan.
Selanjutnya, uji lanjutan dilakukan menggunakan Post Hoc Tukey
untuk mengetahui perbedaan signifikan antar pasangan kelompok

Berdasarkan hasil perbandingan antar dua kelompok, validasi
model kerusakan UVB terbukti kuat pada perbandingan K1 dengan
K2, yang menunjukkan perbedaan signifikan (p=0,0048). Efek
protektif dari perlakuan juga sangat jelas terlihat. Perbandingan K2
dengan K3 (Niacinamide) dan K2 dengan K4 (Centella 5%)
keduanya menunjukkan- perbedaan yang sangat signifikan
(p<0,0001).

Sebaliknya, pasangan kelompok yang tidak berbeda signifikan
secara statistik secara konsisten menunjukkan p-value yang tinggi.
Perbandingan antara K3 dengan K4 tidak menunjukkan perbedaan
signifikan (p=0,9900). Perbandingan antara kelompok sehat (K1)
dengan kelompok perlakuan efektif K1 vs K3 (p=0,2895) dan K1 vs

K4 (p=0,1334) juga tidak menunjukkan perbedaan signifikan.
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Analisis pada efektivitas dosis 10% (K5) memberikan
wawasan penting. Perbandingan K2 vs K5 tidak signifikan secara
statistik (p=0,1985). Selain itu, perbandingan antara K1 dan K5 juga
tidak signifikan (p=0,3952). Temuan mengenai respons bifasik
diperkuat oleh analisis gabungan ini, di mana perbedaan antara K3
vs K5 (p=0,0081) dan K4 vs K5 (p=0,0029) keduanya sangat
signifikan secara statistik, menunjukkan bahwa efektivitas dosis 5%

secara kuantitatif jauh lebih unggul daripada dosis 10%.

100 =

80 =

56.214

Kadar IL-1 (pg/mL)

K1 K2 K3 K4 K5

Kelompok

Gambar 5.2. Grafik rata-rata kadar IL-1 setiap kelompok perlakuan
Diagram batang rerata kadar IL-1 (Gambar 5.2) menunjukkan

bahwa kadar IL-1 pada jaringan kulit tikus bervariasi sesuai dengan
perlakuan yang diberikan. Hubungan yang bersifat signifikan

ditandai melalui garis kurung (bracket) yang menghubungkan
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pasangan kelompok yang dibandingkan. Seperti yang terlihat pada
gambar, perbedaan yang mencapai signifikansi statistik terdeteksi
antara kelompok K1 dan K2, K2 dan K3, K2 dan K4, serta K2 dan

KS.

Hasil analisis ekspresi COL3 jaringan kulit pada tiap kelompok

Untuk mengamati dampak perlakuan secara visual, dilakukan
analisis kualitatif terhadap ekspresi Kolagen Tipe III (COL3) melalui
pewarnaan Imunohistokimia (IHC). Gambaran histopatologi yang
representatif dari jaringan kulit setiap kelompok perlakuan disajikan
pada Gambar 5.3. Secara visual, kelompok sehat (K1) menunjukkan
ekspresi COL3 yang minimal. Kelompok kontrol (K2) yang terpapar
UVB tampak memiliki area ekspresi positif (berwarna coklat) yang
jauh lebih ekstensif dibandingkan dengan kelompok K1. Sementara
itu, kelompok yang mendapat perlakuan Niacinamide (K3) dan
Centella asiatica dosis 5% (K4) serta 10% (KS5) menunjukkan area
ekspresi positif yang tampak lebih sedikit dibandingkan dengan
kelompok K2., yang mengindikasikan adanya efek protektif dari
perlakuan tersebut.

Di antara kelompok perlakuan, ekspresi pada kelompok
Niacinamide (K3) dan Centella asiatica 10% (KS) tampak paling
minimal, mendekati kondisi pada kelompok sehat (K1). Kelompok
Centella asiatica 5% (K4) juga menunjukkan penekanan ekspresi

yang jelas, meskipun secara visual area positifnya tampak sedikit
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lebih banyak dibandingkan K3 dan KS5. Temuan kualitatif ini
selanjutnya dikonfirmasi melalui analisis kuantitatif untuk

mendapatkan data persentase area yang objektif.

Tt
'

Gambar 5.3. Gambaran Histopatologi Ekspresi COL3 pada Jaringan Kulit
Tikus. Pewarnaan Imunohistokimia (IHC) dengan perbesaran 200x. Tanda
panah menunjukkan area ekspresi positif (coklat). (A) Kelompok Sehat
(K1), (B) Kelompok Kontrol UVB (K2), (C) Kelompok Niacinamide
(K3), (D) Kelompok Centella asiatica 5% (K4), (E) Kelompok Centella
asiatica 10% (K5). (F) Contoh gambar representasi K2 yang telah melalui
proses tresholding dan siap melalui skoring area hitam/area putih x 100%

Hasil analisis rata-rata (kuantitatif) yang mengkonfirmasi temuan
visual di atas menunjukkan bahwa kelompok tikus sehat tanpa perlakuan
(K1) memiliki ekspresi COL3 sebesar 14,99 + 10,13%. Kelompok tikus

yang diberikan krim vehikulum dan dipapar UVB (K2) menunjukkan
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ekspresi COL3 yang lebih tinggi, yaitu sebesar 38,88 + 22,53%. Pada
kelompok yang diberikan krim Niacinamide 5% (K3), ekspresi COL3
tercatat sebesar 15,85 + 8,653%. Kelompok yang diberikan krim ekstrak
Centella asiatica dosis 5% (K4) menunjukkan ekspresi COL3 sebesar
23,48 + 24,55%. Pada kelompok yang diberikan krim ekstrak Centella
asiatica dosis 10% (K5), ekspresi COL3 sebesar 18,00 + 11,35%.

Tabel 5.2. Hasil analisis statistik rerata ekspresi COL3

Kelompok K1l K2 K3 K4 K5 P value

Ekspresi COL3 (%)

Mean 1499 38,88 15,85 23,48 18,00

SD N T RO/ / SESE.  + 11,35

Shapiro-Wilk 0,9978 08315  0,6999  0,0292°  0,9944

Levene Test 0.55936

Kruskal-Wallis 0,4568
Keterangan:  Shapiro-Wilk : Normal (p>0,05)

Levene Test
Kruskal-Wallis

: Homogen (p>0,05)
: Signifikan (p<0,05)

Hasil rata-rata ekspresi Kolagen Tipe III dari masing-masing
kelompok perlakuan dianalisis menggunakan uji normalitas Shapiro-
Wilk, dan diperoleh bahwa tidak semua kelompok memiliki distribusi
data yang mnormal (Kelompok K4, p=0,0292). Selanjutnya, uji
homogenitas varians menggunakan Levene Test menunjukkan nilai p =
0.55936 (p > 0,05), yang berarti data memiliki variasi yang homogen.
Karena asumsi normalitas tidak terpenuhi, maka dilakukan uji statistik
non-parametrik  Kruskal-Wallis  untuk  mengetahui  perbedaan
antarkelompok perlakuan. Uji Kruskal-Wallis menunjukkan tidak adanya

perbedaan yang signifikan secara statistik di antara semua kelompok



73

(p=0,4568), sehingga uji post-hoc untuk signifikansi tidak dilakukan.
Kelompok tikus sehat (K1) memiliki rerata ekspresi COL3 sebesar 14,99
+ 10,13%, sementara kelompok yang diberi krim vehikulum dan dipapar
UVB (K2) menunjukkan ekspresi yang jauh lebih tinggi sebesar 38,88 +
22,53%. Efek protektif dari perlakuan terlihat jelas saat dibandingkan
dengan kelompok K2. Kelompok yang diberikan krim Niacinamide 5%
(K3) menunjukkan ekspresi COL3 sebesar 15,85 + 8,653%. Demikian
pula, kelompok dengan pemberian krim ekstrak Centella asiatica dosis
10% (K5) menunjukkan ekspresi yang rendah, yaitu 18,00 + 11,35%.
Kelompok Centella asiatica 5% (K4) juga menunjukkan ekspresi COL3
yang rendah dibandingkan K2. Perbandingan dengan kondisi sehat (K1)
menunjukkan bahwa perlakuan berhasil menormalkan ekspresi. Rerata
ekspresi pada ketiga kelompok perlakuan (K3, K4, dan K5) tampak tidak
berbeda jauh dari kondisi kulit sehat. Terakhir, perbandingan langsung
antar kelompok perlakuan (K3, K4, dan KS5) juga diamati. Diagram
batang rerata ekspresi COL3 (Gambar 5.4) menunjukkan bahwa ekspresi
COL3 pada jaringan kulit tikus bervariasi sesuai dengan perlakuan yang

diberikan.
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Gambar 5.4. Grafik rata-rata ekspresi COL3 setiap kelompok perlakuan

Pembahasan

Penelitian ini mengonfirmasi bahwa paparan sinar UVB merupakan
inisiator kuat respons inflamasi kulit. Perbandingan antara kelompok sehat
(K1) dan kelompok kontrol UVB (K2) menunjukkan perbedaan yang
signifikan secara statistik (p=0,0048). Sesuai dengan penelitian dermatologi
fotoaging oleh Ansary ef al. tahun 2021 bahwa radiasi UVB secara cepat
menginduksi peningkatan produksi sitokin pro-inflamasi, termasuk IL-1,
melalui aktivasi jalur NF-kB dan p38 MAPK '*'. Keberhasilan induksi
inflamasi pada kelompok K2 ini mengkonfirmasi bahwa model kerusakan
yang digunakan dalam penelitian telah berhasil.

Efek protektif dari perlakuan terlihat jelas. Baik Niacinamide 5% (K3)
maupun Centella asiatica 5% (K4) menunjukkan kemampuan untuk

menekan kadar IL-1 secara signifikan (p<0,0001) dibandingkan dengan
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kelompok kontrol UVB (K2). Sesuai dengan penelitian farmakologi kulit
oleh Hakozaki et al. tahun 2002 bahwa kemampuan Niacinamide sebagai
agen anti-inflamasi telah banyak dibuktikan, di mana ia berperan dalam
memperkuat lapisan pelindung kulit dan menghambat perpindahan kantung
pigmen kulit ' Temuan yang lebih penting adalah bahwa efektivitas
Centella asiatica 5% (K4) terbukti sebanding dengan Niacinamide 5% (K3),
yang ditunjukkan oleh tidak adanya perbedaan signifikan antar kedua
kelompok tersebut (p=0,9900). Sesuai dengan penelitian fitoterapi oleh K.
S. Park tahun 2021 bahwa ekstrak Centella asiatica pada konsentrasi 5%
memiliki potensi anti-inflamasi setara standar terapi melalui kerja senyawa
triterpenoid seperti asiaticoside dan madecassoside .

Temuan yang paling menarik dari penelitian ini adalah respons yang
teramati pada kelompok dosis 10% (KS5). Berbeda dengan dosis 5%,
perlakuan Centella asiatica 10% (K5) secara statistik tidak menunjukkan
perbedaan signifikan (p=0,1985) dalam menekan IL-1 dibandingkan dengan
kelompok kontrol UVB (K2). Lebih lanjut, efektivitasnya terbukti secara
signifikan lebih inferior (kadar IL-1 lebih tinggi) dibandingkan dengan
Niacinamide (K3) (p=0,0081) dan Centella asiatica 5% (K4) (p=0,0029).

Fenomena ini dengan kuat mengindikasikan adanya respons dosis
bifasik atau hormesis (sebuah fenomena di mana dosis rendah memberikan
efek positif, namun dosis yang lebih tinggi justru kehilangan efektivitasnya
atau bahkan memberikan efek negatif), di mana peningkatan konsentrasi

dari 5% menjadi 10% justru menyebabkan hilangnya efektivitas anti-
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inflamasi.  Sesuai  dengan penelitian  farmakologi herbal oleh
Leanpolchareanchai & Teeranachaideekul tahun 2023 bahwa konsentrasi
ekstrak herbal yang terlalu tinggi dapat bersifat iritan pada kulit, sehingga
memicu respons inflamasi ringan yang menetralkan efek terapeutiknya '*.
Sesuai dengan penelitian toksikologi dosis rendah oleh Calabrese &
Baldwin tahun 2003 bahwa senyawa bioaktif dari tumbuhan menunjukkan
kurva respons non-linier, di mana efek optimal tercapai pada konsentrasi
menengah, dan efeknya menurun atau bahkan berbalik pada konsentrasi
yang lebih tinggi akibat saturasi reseptor atau mekanisme umpan balik
negatif '**,

Pada parameter ekspresi Kolagen Tipe IlI (COL3), analisis statistik
non-parametrik (Kruskal-Wallis) tidak menunjukkan adanya perbedaan
yang signifikan secara statistik di antara semua kelompok (p=0,4568).
Secara statistik, hal ini berarti tidak ada cukup bukti untuk menolak
hipotesis nol, dan perbedaan antar kelompok tidak dapat dikonfirmasi.

Namun, pemaknaan secara biologis tetap krusial. Pola yang terlihat
secara visual menunjukkan akumulasi COL3 yang lebih ekstensif pada
kelompok K2. Sesuai dengan penelitian penyembuhan luka oleh Stewart et
al. tahun 2024 bahwa lonjakan COL3 bukan tanda perbaikan positif,
melainkan respons perbaikan kompensatorik berupa matriks darurat
(jaringan ikat awal yang terbentuk secara cepat dan tidak teratur sebagai

respons paparan UVB) yang disintesis fibroblas pada fase proliferatif awal

kerusakan parah '*. Sesuai dengan penelitian photoaging oleh Quan et al.
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tahun 2009 bahwa paparan UVB kronis menginduksi gangguan regulasi
matrix metalloproteinase (MMP), menyebabkan degradasi kolagen diikuti
sintesis kolagen abnormal dalam proses photoaging dan penyembuhan luka.
Sebaliknya, penurunan COL3 seperti pada kelompok perlakuan (K3, K4,
K5) merupakan tanda normalisasi yaitu proses remodeling kembali
mendekati level basal (K1) '*°.

Sesuai dengan penelitian metodologi imunohistokimia oleh Martinez-
Morilla et al. tahun 2022 dan O’Hurley er al. tahun 2014 bahwa tidak
signifikannya hasil Kruskal-Wallis kemungkinan besar disebabkan oleh
variabilitas data tinggi antar sampel yang merupakan hal umum pada
kuantifikasi THC sehingga meningkatkan risiko Zype II error (atau false
negative), yaitu sebuah kondisi di mana penelitian gagal mendeteksi
perbedaan yang signifikan secara statistik padahal perbedaan tersebut

mungkin secara biologis benar-benar ada '*"-'**

.. Meskipun demikian, tren
kualitatif di mana kelompok perlakuan (K3, K4, dan K5) menunjukkan
ekspresi COL3 yang tampak kembali mendekati level basal (K1) adalah
temuan yang konsisten. Hal ini secara biologis masuk akal yaitu dibuktikan
melalui penelitian regenerasi kulit oleh Mahmoud et al. tahun 2024 bahwa
dengan berkurangnya inflamasi (IL-1) secara signifikan, sinyal untuk

produksi matriks darurat secara berlebihan juga akan berkurang, sehingga

memodulasi proses perbaikan ke arah yang lebih terkontrol '%.
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Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan yang perlu
dipertimbangkan. Keterbatasan utama terletak pada kombinasi ukuran
sampel yang kecil (n=5) dengan variabilitas data yang tinggi, terutama pada
pengukuran IHC Kolagen Tipe III. Sesuai dengan penelitian metodologi
imunohistokimia oleh O’Hurley et al. tahun 2014 bahwa ukuran sampel
kecil dikombinasikan dengan variabilitas antar-sampel pada kuantifikasi
IHC sering menyebabkan Type II error, di mana perbedaan biologis yang
ada gagal terdeteksi secara statistik '*°. Sesuai dengan penelitian analisis
statistik biomedis oleh Button ef a/. tahun 2013 bahwa low statistical power
akibat n kecil (<6 per kelompok) meningkatkan risiko false negative hingga
>70% pada studi praklinis "°.

Selain itu, desain dosis yang hanya menggunakan dua konsentrasi
(Centella asiatica 5% dan 10%) belum cukup untuk memetakan secara
detail respons bifasik yang teramati pada parameter IL-1. Sesuai dengan
penelitian farmakodinamik herbal oleh Agathokleous & Calabrese tahun
2020 bahwa pemetaan lengkap kurva respons bifasik/hormesis memerlukan
minimal 5-6 titik dosis untuk mengidentifikasi no-observed-adverse-effect
level NOAEL) dan biphasic transition point "'

Keterbatasan parameter mekanistik yang hanya mengukur IL-1 dan
ekspresi COL3 juga belum memberikan gambaran utuh tentang kualitas
remodeling matriks atau aktivasi jalur sinyal hulu. Sesuai dengan penelitian

biologi kulit oleh Ritti¢ & Fisher tahun 2005 bahwa evaluasi photoaging
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yang komprehensif seharusnya mencakup penilaian MMP-1, TIMP-1, TGF-
B, dan rasio COL1:COL3 untuk menilai kualitas matriks ekstraseluler '**.

Keterbatasan lain terletak pada formulasi krim standar yang
digunakan, di mana penyerapan bahan aktif mungkin kurang optimal dan
dapat menyebabkan variabilitas hasil. Sesuai dengan penelitian farmasi
topikal oleh Nastiti ef al. tahun 2017 bahwa formulasi krim sederhana tanpa
bahan peningkat penyerapan atau sistem nano-delivery sering menghasilkan
bioavailabilitas <20% pada kulit tikus, sehingga memengaruhi konsistensi
efek terapeutik 2.

Mekanisme biologis di balik respons bifasik yang teramati pada
parameter IL-1, di mana dosis yang lebih tinggi menunjukkan efek anti-
inflamasi yang lebih rendah, belum dapat dijelaskan secara mendalam
melalui penelitian ini. Sesuai dengan review farmakologi herbal oleh Nisar
et al. tahun 2023 bahwa efek pro-inflamasi pada dosis tinggi mungkin
melibatkan aktivasi jalur alternatif seperti TLR4 atau iritasi lokal, namun
memerlukan pengukuran biomarker tambahan (misalnya: TNF-a, COX-2,
ROS) 4.

Terakhir, penggunaan model hewan tikus Wistar dengan paparan sub-
akut membatasi generalisasi langsung hasil ke kulit manusia dan proses
photoaging kronis. Sesuai dengan penelitian translasi dermatologi oleh
Bhattacharya et al. tahun 2013 bahwa perbedaan struktur kulit (epidermis

lebih tipis, tidak ada refe ridges) dan pola paparan (akut vs kronis) pada
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tikus mengurangi relevansi klinis dibandingkan model kulit manusia atau

studi klinis fase I %°.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

3. Pada parameter kadar IL-1, pemberian krim ekstrak Centella asiatica
5% secara topikal terbukti efektif sebagai agen anti-inflamasi poten,
yang ditunjukkan dengan rendahnya kadar IL-1 secara signifikan
dibandingkan dengan kontrol vehikulum. Sebaliknya, pemberian krim
ekstrak Centella asiatica dengan konsentrasi 10% tidak menunjukkan
efek pada kadar IL-1 yang bermakna secara statistik.

4. Pada parameter ekspresi COL3, krim ekstrak Centella asiatica 10% dan
krim ekstrak Centella asiatica dengan ~Konsentrasi 5% tidak
menunjukkan adanya perubahan yang bermakna secara statistik pada

ekspresi Kolagen Tipe I11.

6.2. Saran
1. Untuk menjawab Keterbatasan ukuran sampel dan variabilitas data,
penelitian selanjutnya wajib menggunakan ukuran sampel yang lebih
besar (dihitung menggunakan analisis kekuatan a priori) untuk
memberikan kekuatan statistik yang cukup dalam mengonfirmasi tren
yang teramati pada ekspresi Kolagen Tipe III. Penerapan teknologi
penghantaran obat yang lebih modern, seperti nanoemulsi atau
liposomal delivery, juga dapat dipertimbangkan untuk meningkatkan

bioavailabilitas dan mengurangi variabilitas hasil.
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2. Penelitian lanjutan harus mencakup rentang dosis yang lebih luas dan
bertahap (misalnya sesuai referensi minimal 5 titik dosis yaitu 2%, 4%,
6%, 8% dan 10%) untuk menentukan dosis optimal Centella asiatica
dan untuk menjelaskan secara mendalam mekanisme biologis di balik
respons bifasik yang teramati pada kadar IL-1.

3. Perlu dilakukan analisis terhadap parameter lain untuk mendapatkan
gambaran mekanisme yang lebih holistik, seperti: mengukur rasio
kolagen tipe I/III, rasio MMPI/TIMP1, menggunakan pewarnaan
Masson's Trichrome, serta menganalisis kadar MMP-1, TIMP-1, TGF-§,
(INF-a, COX-2, dan ROS mengungkap apakah respons bifasik
melibatkan aktivasi jalur alternatif seperti TLR4 atau iritasi lokal) pada
setiap titik dosis.

4. Disarankan untuk melakukan penelitian lanjutan dengan model paparan
UVB kronis (8-12 minggu) untuk mengevaluasi efektivitas ekstrak pada
tanda photoaging permanen, yang kemudian dapat dilanjutkan ke tahap
uji klinis pada subjek manusia untuk mengonfirmasi efektivitas dan

keamanan.
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