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ABSTRAK

Latar Belakang: Paparan ultraviolet B (UVB) memicu stres oksidatif,
menyebabkan kerusakan membran yang ditandai oleh Malondialdehida (MDA)
dan kerusakan DNA oksidatif yang ditandai oleh 8-OHdG. Centella asiatica (C.
asiatica) memiliki potensi antioksidan untuk melawan kerusakan ini.

Tujuan: Menganalisis pengaruh krim ekstrak C. asiatica 5% dan 10% terhadap
ekspresi MDA dan kadar 8-OHdG pada kulit tikus Wistar yang dipapar UVB.
Metode: Penelitian eksperimental in vivo (post-test only control group)
menggunakan 25 tikus Wistar dibagi 5 kelompok (n=5): K1 (Sehat), K2
(UVB+Vehikulum), K3 (UVB+Niacinamide 5%), K4 (UVB+C. asiatica 5%), dan
K5 (UVB+C. asiatica 10%). Paparan UVB diberikan selama 14 hari, diikuti
aplikasi krim topikal 14 hari. Kadar 8-OHdG diukur dengan ELISA, dan ekspresi
MDA dengan Imunohistokimia (IHC).

Hasil: Terdapat perbedaan kadar 8-OHdG yang signifikan secara statistik antar
kelompok (p=0,0031). Kelompok K2 (Vehikulum) memiliki kadar 8-OHdG
(11,82pg/mL) yang terukur tinggi. Kelompok K3 (Niacinamide) (7,57pg/mL) dan
K4 (C. asiatica 5%) (7,99pg/mL) menunjukkan kadar yang jauh lebih rendah.
Kadar pada K5 (C. asiatica 10%) (11,76pg/mL) serupa dengan K2. Pada ekspresi
MDA, tidak ada perbedaan statistik yang signifikan (p=0,7923). Secara deskriptif,
rerata K5 (21,59%) teramati dekat dengan kelompok K1 (Sehat) (19,90%).
Kesimpulan: Pemberian krim C. asiatica 5% menunjukkan efek protektif yang
potensial terhadap parameter kerusakan DNA (8-OHdG). C. asiatica 10% tidak
menunjukkan efek pada 8-OHdG namun menunjukkan tren protektif pada
parameter peroksidasi lipid (MDA).

Kata Kunci: Centella asiatica, 8-OHdG, MDA, UVB, Stres Oksidatif
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ABSTRACT

Background: Ultraviolet B (UVB) exposure triggers oxidative stress, causing
membrane damage marked by Malondialdehyde (MDA) and oxidative DNA
damage marked by 8-OHdG. Centella asiatica (C. asiatica) has antioxidant
potential to counter this damage.

Objectives: To analyze the effect of 5% and 10% C. asiatica extract cream on
MDA expression and 8-OHdG levels in UVB-exposed Wistar rat skin.

Methods: This in vivo experimental post-test only control group study used 25
Wistar rats divided into 5 groups (n=5): K1 (Healthy), K2 (UVB+Vehicle), K3
(UVB+Niacinamide 5%), K4 (UVB+C. asiatica 5%), and K5 (UVB+C. asiatica
10%) . UVB exposure was administered for 14 days, followed by 14 days of
topical application. 8-OHdG levels were measured by ELISA , and MDA
expression by Immunohistochemistry (IHC).

Results: A statistically significant difference in 8-OHdG levels was found among
groups (p=0.0031). The K2 (Vehicle) group’s 8-OHdG level was 11.82 pg/mL.
Levels in the K3 (Niacinamide) (7.57 pg/mL) and K4 (C. asiatica 5%) (7.99
pg/mL) groups were substantially lower. The level in K5 (C. asiatica 10%) was
11.76 pag/mL, similar to K2. For MDA expression, no significant statistical
difference was found (p=0.7923). Descriptively, the mean for K5 (21.59%) was
observed near the K1 (Healthy) group level (19.90%).

Conclusion: The 5% C. asiatica cream application showed a potential protective
effect against the DNA damage parameter (8-OHdG). Conversely, 10% C.
asiatica showed no protective effect on 8-OHdG but showed a protective trend for
the lipid peroxidation parameter (MDA).

Keywords: Centella asiatica, 8-OHdG, MDA, UVB, Oxidative Stress
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Paparan radiasi ultraviolet B (UVB) merupakan pemicu kerusakan
kulit, yang dapat mengakibatkan penuaan dini (photoaging) dan keganasan
seperti kanker kulit non-melanoma 2. Pada tingkat molekuler, kerusakan
Pada membran sel oleh Kkarena peroksidasi lipid menghasilkan
malondialdehyde (MDA) °, sedangkan kerusakan DNA menyebabkan lesi
pre-mutagenik seperti 8-hidroksi-2'-deoksiguanosin (8-OHdG) *.

Centella asiatica sebagai antioksidan dapat menghambat reactive
oxygen species (ROS) dan mencegah kerusakan DNA *°. Dosis optimal
Centella asiatica sebagai anti oksidan masih perlu penelitian lebih lanjut,
jika dibandingkan secara langsung dengan agen standar seperti niacinamide,
yang bekerja dengan mendukung metabolisme energi seluler, dalam
mencegah dua bentuk kerusakan molekuler yang berbeda (kerusakan
membran vs. kerusakan genomik) tersebut dalam satu model in vivo.
Investigasi ini penting untuk menentukan strategi perlindungan mana yang
lebih unggul untuk setiap titik akhir patologis spesifik.

Kaskade kerusakan akibat UVB dimulai ketika fotonnya diserap oleh
kulit, memicu lonjakan ROS yang melampaui pertahanan antioksidan

endogen '*®

. ROS ini kemudian menyebabkan peroksidasi lipid pada
membran sel, menghasilkan MDA sebagai penanda kerusakan, serta

mengoksidasi basa DNA menjadi lesi pre-mutagenik 8-OHdG °. Selain itu,



stres oksidatif ini juga mengaktifkan jalur pensinyalan yang berujung pada
degradasi kolagen dermal oleh matrix metalloproteinases (MMP), yang
menyebabkan tanda-tanda photoaging seperti kerutan . Centella asiatica
merupakan sumber triterpen bioaktif yang memberikan fotoproteksi dengan
memodulasi jalur pertahanan seluler 3. Senyawa ini mengaktifkan faktor
transkripsi Nrf2 untuk meningkatkan enzim antioksidan endogen, sekaligus
menghambat jalur MAPK/AP-1 yang diinduksi UVB untuk mencegah
degradasi kolagen oleh MMP *2.

Sebagai pembanding, niacinamide (Vitamin B3) digunakan sebagai
kontrol positif dengan mekanisme aksi yang berbeda “®. Sebagai prekursor
NAD+, niacinamide berperan penting dalam metabolisme energi seluler .
Paparan UVB menguras energi sel (ATP) yang diperlukan untuk perbaikan
DNA. Dengan mengisi kembali cadangan NAD+, niacinamide menyediakan
bahan bakar metabolik untuk meningkatkan efisiensi perbaikan lesi DNA
seperti 8-OHdG ’°. Perbandingan ini memungkinkan evaluasi apakah
strategi modulasi stres (Centella asiatica) lebih efektif daripada dukungan
energi seluler (niacinamide) dalam melawan kerusakan akibat UVB.

Dengan demikian, penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi dan
membandingkan secara kuantitatif efikasi ekstrak Centella asiatica topikal
5% dan 10 % dengan niacinamide 5% dan kelompok kontrol UVB + krim
vehikulum dalam menekan ekspresi MDA dan kadar 8-OHdG pada kulit
tikus Wistar yang diinduksi paparan UVB, guna memberikan wawasan

mekanistik yang lebih jelas mengenai strategi fotoproteksi kulit.



1.2. Masalah Penelitian
Bagaimana pengaruh ekstrak Centella asiatica konsentrasi 5% dan
10% terhadap ekspresi MDA dan kadar 8-OHdG pada kulit tikus Wistar
yang dipapar UVB dibandingkan dengan niacinamide 5% sebagai kontrol
positif dan kelompok kontrol UVB + krim vehikulum sebagai kontrol

negatif?

1.3. Tujuan penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh krim ekstrak Centella asiatica terhadap
ekspresi MDA dan 8-OHdG pada tikus wistar yang terpapar UVB

dibandingkan kontrol.

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Membuktikan pengaruh ekstrak Centella asiatica dengan
konsentrasi 5% dan 10% terhadap ekspresi MDA pada kulit tikus
wistar yang terpapar radiasi UVB dibandingkan kontrol.
2. Membuktikan pengaruh ekstrak Centella asiatica dengan
konsentrasi 5% dan 10% terhadap kadar 8-OHdG pada kulit tikus

wistar yang terpapar radiasi UVB dibandingkan kontrol.

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
1. Menambah pemahaman tentang mekanisme perlindungan kulit

oleh ekstrak Centella asiatica terhadap kerusakan akibat radiasi



UVB.
2. Menyediakan data ilmiah tentang pengaruh Centella asiatica
terhadap ekspresi MDA dan kadar 8-OHdG dalam konteks

paparan UVB sub-akut..

1.4.2. Manfaat Praktis
1. Memberikan dasar ilmiah untuk pengembangan produk
perawatan kulit yang mengandung ekstrak Centella asiatica
sebagai agen protektif terhadap kerusakan kulit akibat sinar UVB
terutama dalam konteks paparan sub-akut.
2. Membantu dalam formulasi krim topikal yang efektif untuk

perlindungan kulit dari kerusakan oksidatif.



1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Nama Judul Penelitian Metode Hasil Penelitian
Peneliti
Sulistiyana Formulation ~ Cream In vitro Formulasi krim ekstrak
Putri V, etal Ethanol Extract of Centella asiatica
(Centella asiatica (L.) dengan konsentrasi 6%
Urban) Herb dan 10% menunjukkan
Concentration 6% And aktivitas antibakteri
10% with Cold Cream terhadap
and Vanishing Cream Staphylococcus aureus.
Base and Antibacterial Menjadi salah  satu
Activity against acuan dosis dalam
Staphylococcus aureus penelitian kami
Yeny D. Effects of Oral and In vivo Ekspresi TGF-B1
Rahmawati Topical Application of secara signifikan
etal. Centella asiatica dipulinkan 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 <
0,05). Efeknya
tergantung pada dosis.
Menjadi  salah  satu
acuan dosis dalam
penelitian kami
Sabiti F,  Formulasi dan Evaluasi In vitro Berhasil
Perwitasari Y Fisik Sediaan Gel Daun mengembangkan
Pegagan (Centella formulasi sediaan gel
asiatica) sebagai Anti anti  jerawat  dari
Jerawat ekstrak Centella
asiatica 5% yang stabil
secara fisik.
Menjadi salah satu
acuan dosis dalam
penelitian kami
Ratz-Lyko Moisturizing and In vivo Formulasi kosmetik
A, etal.  Antiinflammatory dengan  ekstrak C.
Properties of Cosmetic asiatica 5%
Formulations menunjukkan efek
Containing Centella pelembab

asiatica Extract

(moisturizing) dan anti-
inflamasi yang




Nama Judul Penelitian Metode Hasil Penelitian
Peneliti
signifikan pada kulit
manusia. Menjadi salah
satu acuan dosis dalam
penelitian kami
LinP,etal. Centella asiatica invitrodanin Ekstrak Centella
alleviates psoriasis Vivo asiatica terbukti dapat
through  JAK/STAT3- meredakan  psoriasis
mediated inflammation: dengan cara
An in vitro and in vivo menghambat
study peradangan melalui
jalur pensinyalan
JAK/STAT3.
Kumari S, et In vitro and in vivo Invitrodanin Ekstrak Centella
al. antioxidant, anti- Vivo asiatica menunjukkan
hyperlipidemic properti antioksidan
properties and chemical dan anti-hiperlipidemia
characterization of baik - secara in vitro
Centella asiatica (L.) maupun in vivo.
extract
P, Wahyul, In vivo " study of In vivo Krim ekstrak daun
Sumarawati Centella asiatica leaf Centella asiatica
T extract cream  for terbukti  menghambat

Matrix
Metalloproteinase-1
inhibition and collagen
enhancement to prevent
photoaging

enzim MMP-1 dan
meningkatkan produksi
kolagen untuk
mencegah penuaan dini
akibat paparan cahaya.

Penelitian-penelitian yang dirangkum dalam tabel di atas memberikan

landasan ilmiah yang kuat sekaligus menyoroti celah pengetahuan yang

hendak diisi oleh penelitian ini. Peran dan perbedaan dari masing-masing

studi tersebut dapat diuraikan sebagai berikut:

Pertama, penelitian oleh Sulistiyana Putri V, et al. dan Sabiti F, et al.

memainkan peran penting sebagai dasar justifikasi dosis yang digunakan

dalam penelitian ini.

Penelitian Sulistiyana Putri V, et al. berhasil

memformulasikan dan menguji krim ekstrak Centella asiatica pada



konsentrasi 6% dan 10% *°, sementara penelitian Sabiti F, et al. berhasil
mengembangkan sediaan gel yang stabil pada konsentrasi 5% *. Kedua
studi ini membuktikan bahwa konsentrasi ekstrak dalam rentang 5% hingga
10% adalah dosis yang valid, stabil secara fisik, dan telah teruji dalam
sediaan topikal. Membangun di atas dasar formulasi yang valid tersebut,
justifikasi dosis diperkuat oleh bukti efektivitas biologis. Penelitian oleh
Ratz-L.yko A, et al. memberikan justifikasi kuat untuk penggunaan dosis
5%, di mana formulasi dengan konsentrasi tersebut terbukti efektif

12 Sementara itu,

memberikan efek anti-inflamasi pada kulit manusia
penelitian oleh Diah Rahmawati Y menjadi acuan utama yang paling
relevan untuk dosis 10%, karena secara langsung telah menguji aplikasi
topikal ekstrak 10% secara in vivo pada tikus yang dipapar UVB dan
terbukti berhasil menurunkan kadar MDA, salah satu biomarker utama
dalam penelitian ini **. Dengan demikian, pemilihan dosis 5% dan 10%
didukung oleh bukti stabilitas formulasi dan efektivitas biologis yang
relevan.

Selanjutnya, penelitian oleh Lin P, et al. dan Kumari S, et al.
mengukuhkan potensi biologis ekstrak Centella asiatica sebagai agen anti-
inflamasi dan antioksidan yang poten baik secara in vitro maupun in vivo.
Studi oleh Lin P, et al. secara spesifik menunjukkan kemampuan Centella
asiatica dalam menekan peradangan melalui jalur JAK/STAT3
sementara studi oleh Kumari S, et al. membuktikan aktivitas antioksidannya

secara umum . Peran kedua penelitian ini adalah memberikan bukti



fundamental bahwa ekstrak Centella asiatica memang memiliki aktivitas
biologis yang relevan untuk melawan stres oksidatif. Meskipun demikian,
perbedaan utamanya terletak pada konteks patologis yang berbeda (psoriasis
dan hiperlipidemia) dan mereka tidak secara spesifik mengukur biomarker
kerusakan akibat paparan UVB seperti MDA dan 8-OHdG.

Penelitian yang dilakukan oleh P, Wahyu J, et al. merupakan
penelitian yang paling mendekati topik ini, karena telah menguji krim
ekstrak Centella asiatica secara in vivo untuk mencegah photoaging °.
Peran penelitian ini adalah sebagai bukti awal bahwa ekstrak Centella
asiatica memang efektif melawan kerusakan kulit akibat paparan cahaya.
Namun, perbedaan fundamental terletak pada titik akhir (endpoint) yang
diukur. Penelitian tersebut berfokus pada penanda restrukturisasi matriks
ekstraseluler  (inhibisi MMP-1 dan peningkatan kolagen) yang relevan
dengan 'aspek struktural photoaging. Sebaliknya, penelitian ini akan
menggali lebih dalam ke tingkat kerusakan seluler awal dengan mengukur
peroksidasi lipid (MDA) dan kerusakan DNA oksidatif (8-OHdG), yang
merupakan pemicu dari degradasi kolagen tersebut.

Dengan demikian, orisinalitas penelitian ini terletak pada kombinasi
beberapa aspek baru. Pertama, penelitian ini secara spesifik mengukur
penanda kerusakan oksidatif pada membran sel (MDA) dan DNA (8-OHdG)
akibat paparan UVB secara in vivo menggunakan ekstrak utuh Centella
asiatica. Kedua, dan yang paling utama, penelitian ini menggunakan desain

komparatif yang baru dengan membandingkan efektivitas agen herbal yang



bekerja memodulasi stres (ekstrak Centella asiatica) dengan agen standar
yang bekerja mendukung metabolisme energi seluler (niacinamide). Aspek
perbandingan mekanistik ini belum pernah dilakukan sebelumnya dan akan
memberikan wawasan baru mengenai strategi fotoproteksi yang lebih

efektif.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Malondialdehida (MDA)
2.1.1. Definisi

Malondialdehida (MDA) adalah produk sampingan yang
signifikan dari peroksidasi lipid, sebuah proses yang melibatkan
degradasi oksidatif lipid. Proses ini sangat penting dalam memahami
kerusakan sel karena memainkan peran penting dalam berbagai
kondisi fisiologis dan patologis. MDA berfungsi sebagai biomarker
untuk stres oksidatif yang dihasilkan dari peroksidasi lemak
membran sel yang mengakibatkan kerusakan seluler.

Molekul- MDA secara luas dikenal sebagai biomarker yang
dapat diandalkan dalam menilai stres oksidatif pada berbagai
penyakit, termasuk diabetes, kanker, dan gangguan neurodegeneratif.
Ekspresinya mencerminkan tingkat peroksidasi lipid serta kerusakan
oksidatif dalam sel **°. MDA dihasilkan melalui proses peroksidasi
asam lemak tak jenuh ganda yang terdapat dalam membran sel.
Untuk mendeteksinya, berbagai metode analitik dapat digunakan,
seperti kromatografi cair kinerja tinggi, yang memainkan peran
penting dalam evaluasi stres oksidatif di lingkungan klinis *.

Interaksi MDA dengan komponen seluler dapat mengganggu
integritas membran, yang menyebabkan perubahan fluiditas

membran, permeabilitas, dan jalur pensinyalan. Gangguan ini

10
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merupakan prekursor kematian sel dan terlibat dalam patogenesis
berbagai penyakit, termasuk gangguan neurodegeneratif ***°.
Molekul MDA, bersama dengan produk peroksidasi lipid
lainnya, dapat memengaruhi autophagy, proses seluler yang
bertanggung jawab untuk mendegradasi organel dan protein yang
rusak. Dalam konteks kerusakan kulit yang relevan dengan
penelitian ini, paparan radiasi UVB memicu produksi spesies
oksigen reaktif (ROS) yang memulai peroksidasi lipid di membran
sel, dengan MDA sebagal salah satu produk akhir utamanya. MDA
ini berkontribusi langsung terhadap penuaan kulit (photoaging)
dengan merusak struktur seluler dan protein, sehingga mempercepat
proses penuaan ‘7. Studi menunjukkan bahwa MDA dapat
membentuk ikatan silang (cross-linking) dengan protein struktural
kulit seperti kolagen dan elastin, yang berkontribusi pada penurunan
elastisitas kulit. Selain itu, MDA dapat merangsang produksi sitokin
pro-inflamasi (seperti TNF-a, IL-18, dan 1L-6) yang menyebabkan
peradangan kronis pada jaringan kulit yang terpapar UVB. MDA
juga dapat membentuk aduk dengan DNA (DNA adducts), sebuah
kerusakan yang berpotensi menyebabkan mutasi genetik dan
meningkatkan risiko karsinogenesis kulit 2.
Meskipun MDA merupakan penanda utama stres oksidatif dan

kerusakan sel, penting untuk melihatnya dalam konteks peroksidasi

lipid secara keseluruhan serta pengaruh sistem antioksidan endogen
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dalam mengaturnya. Sistem ini dapat membantu mengurangi dampak
negatif MDA dan aldehida reaktif lainnya, membuka peluang untuk
intervensi terapeutik yang menargetkan jalur stres oksidatif. Selain
itu, perbedaan kadar MDA dalam berbagai penyakit dan kondisi
menunjukkan adanya interaksi kompleks antara stres oksidatif dan
respons seluler, sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut untuk

memahami mekanisme ini- secara mendalam.

Peran MDA pada photoaging akibat UVB
MDA berkontribusi terhadap penuaan kulit melalui berbagai
mekanisme biologis, termasuk kerusakan oksidatif, peradangan, dan
degradasi matriks ekstraseluler.
1. Peningkatan Peroksidasi Lipid dan Stres Oksidatif
Paparan UVB menyebabkan produksi spesies oksigen
reaktif (ROS) yang memicu peroksidasi lipid pada membran sel.
Salah satu produk akhirnya adalah MDA, yang dapat merusak
struktur seluler dan protein, mempercepat proses penuaan kulit *°.
2. Degradasi Kolagen dan Elastin
Molekul MDA dapat membentuk ikatan silang (cross-
linking) dengan protein struktural kulit seperti kolagen dan
elastin, yang mengurangi elastisitas dan kelembapan kulit. Studi
menunjukkan bahwa kadar MDA yang meningkat berkorelasi
dengan penurunan sintesis kolagen akibat peningkatan matrix

metalloproteinase (MMPs) yang dipicu oleh stres oksidatif *’
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3. Induksi Peradangan Kronis
Molekul MDA dapat merangsang produksi sitokin pro-
inflamasi seperti TNF-a, IL-1B, dan IL-6, yang berkontribusi
terhadap peradangan kronis dan kerusakan jaringan pada kulit
yang terpapar UVB %, Peradangan berkelanjutan mempercepat
kerusakan sel dan penuaan kulit.
4. Mutasi DNA dan Risiko Karsinogenesis
Selain merusak protein, MDA dapat membentuk aduk
dengan DNA (DNA adducts), yang berpotensi menyebabkan
mutasi genetik dan meningkatkan risiko kanker kulit akibat
UVB®.
5. Gangguan Mekanisme Antioksidan
Molekul MDA juga dapat menghambat enzim antioksidan
endogen, seperti superoxide dismutase (SOD) dan glutathione
peroxidase (GPx), sehingga memperburuk akumulasi stres

oksidatif dalam sel kulit *°.

2.2. 8-Hidroksi-2-Deoksiguanosin (8-OHdAG)
2.2.1. Definisi
Kadar 8-hidroksi-2-deoksiguanosin (8-OHdG) dalam sel
merupakan marker penting untuk menilai kerusakan DNA oksidatif,
yang berkorelasi dengan kapasitas perbaikan DNA dan
ketidakstabilan genomik. 8-OHdG dibentuk oleh oksidasi guanin

dan banyak digunakan sebagai biomarker untuk stres oksidatif dan
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kerusakan DNA dengan kata lain Reactive Oxygen Species (ROS),
terutama radikal hidroksil (-OH) yang sangat reaktif, menyerang
molekul DNA. Secara mekanistik, serangan radikal ini terjadi pada
posisi karbon ke-8 dari basa guanine (deoxyguanosine). Reaksi
hidroksilasi ini mengubah guanine menjadi 8-OHdG. Timbulnya 8-
OHdG ini kemudian dilepaskan dari DNA selama proses perbaikan
DNA (DNA repair) dan diekskresikan ke dalam aliran darah. Oleh
karena itu, peningkatan kadar 8-OHdG di jaringan atau serum secara
langsung mencerminkan  tingkat kerusakan DNA oksidatif yang
sedang berlangsung. kadarnya dapat memberikan wawasan tentang
efisiensi  mekanisme perbaikan DNA dan stabilitas genom.
Hubungan ini kompleks dan dipengaruhi oleh berbagai faktor,
termasuk polimorfisme genetik, keadaan penyakit, dan paparan
lingkungan.

Perbaikan 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-0xoG), lesi yang mirip
dengan 8-OHdG, terutama dimediasi oleh DNA glikosilase seperti
OGG1 dan MUTYH. Varian dalam gen ini dapat memengaruhi
kapasitas perbaikan. Misalnya, polimorfisme OGG1- S326C
menghasilkan berkurangnya aktivitas perbaikan, yang menyebabkan
peningkatan ketidakstabilan genom dan akumulasi lesi oksidatif %.
Ini menunjukkan bahwa individu dengan latar belakang genetik
tertentu mungkin memiliki mekanisme perbaikan yang terganggu,

menghasilkan tingkat 8- OHdG yang lebih tinggi.
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Efisiensi Base Excision Repair, yang melibatkan OGG1 dan
MUTYH, sangat penting untuk mempertahankan tingkat 8- OHdG
yang rendah. Studi telah menunjukkan bahwa polimorfisme pada
gen ini dapat menyebabkan konsentrasi 8-OHdG yang lebih tinggi,
menunjukkan kapasitas perbaikan yang terganggu *%. Hal ini
terutama terlihat pada kondisi seperti karsinoma ovarium serosa
tingkat tinggi, di mana kadar 8-OHdG yang tinggi berkorelasi
dengan prognosis yang buruk dan resistensi pengobatan.

Peningkatan kadar 8-OHdG berkorelasi dengan meningkatnya
ketidakstabilan genomik, yang merupakan karakteristik utama
kanker. Dalam kasus kanker kolorektal, rendahnya ekspresi 8-OHdG
dikaitkan dengan prognosis kelangsungan hidup yang lebih
buruk, mengindikasikan bahwa kadar yang lebih tinggi mungkin
mencerminkan mekanisme perbaikan DNA yang lebih aktif atau

respons terhadap peningkatan stres oksidatif >

. Hal serupa juga
ditemukan pada karsinoma paru-paru sel non-kecil, di mana kadar 8-
OHdG meningkat akibat paparan radiasi, menandakan adanya
kerusakan DNA serta potensi Kketidakstabilan genomik %,
Menariknya, 8-oxoG, lesi oksidatif terkait, dapat memodulasi
transkripsi gen secara independen dari perbaikannya, bertindak
sebagai sensor stres. Ini menunjukkan bahwa kerusakan DNA

oksidatif mungkin memiliki implikasi yang lebih luas untuk

stabilitas genom dan respons stres seluler di luar mutagenesis
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langsung **.

Sementara kadar 8-OHdG vyang tinggi sering Kkali
mengindikasikan stres oksidatif dan potensi ketidakstabilan
genomik, mereka juga dapat mencerminkan proses perbaikan DNA
yang aktif. Dalam beberapa konteks, seperti gangguan bipolar,
peningkatan kadar 8-OHdG dikaitkan dengan keadaan suasana hati
tertentu, menunjukkan interaksi yang kompleks antara stres
oksidatif, perbaikan DNA, dan fungsi seluler %. Selain itu, faktor
gaya hidup, kondisi metabolisme seperti diabetes, dan penuaan dapat
memengaruhi kadar 8-OHdG, semakin memperumit hubungan
antara biomarker ini, kapasitas perbaikan DNA, dan stabilitas genom
2627 Kesimpulannya, tingkat 8-OHdG dalam sel berfungsi sebagai
indikator berharga dari kerusakan DNA oksidatif dan kapasitas
perbaikan, dengan implikasi yang signifikan untuk stabilitas
genomik. Namun, interpretasinya membutuhkan pertimbangan yang
cermat terhadap faktor genetik, lingkungan, dan patologis yang

dapat memodulasi tingkat dan dampaknya.

Peran 8-OHdG pada photoaging akibat UVB

Tingginya kadar 8-OHdG dalam sel menunjukkan adanya
kerusakan DNA oksidatif, yang dapat mengganggu fungsi sel kulit,
mempercepat penuaan, dan meningkatkan risiko karsinogenesis

kulit.
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1. Kerusakan DNA akibat UVB

Paparan UVB meningkatkan produksi spesies oksigen
reaktif (ROS) yang menyebabkan kerusakan oksidatif pada basa
guanin dalam DNA, menghasilkan 8-OHdG sebagai produk
utamanya 2%, Akumulasi 8-OHdG dalam sel kulit menandakan
kerusakan DNA yang tidak diperbaiki dengan baik, berkontribusi
terhadap penuaan sel (senescence) dan kematian seluler.

2. Induksi Penuaan Kulit (Photoaging)

Photoaging akibat UVB dikaitkan dengan kerusakan DNA
dan stres oksidatif, yang memicu peningkatan ekspresi protein
p53 dan p21—dua faktor utama dalam mekanisme penuaan sel %°.
Ketika DNA rusak, sel kulit kehilangan kemampuan regenerasi,
menyebabkan ~ kulit  kendur, munculnya kerutan dan
hiperpigmentasi.

3. Stimulasi Respons Inflamasi

Kerusakan DNA yang ditandai dengan meningkatnya 8-
OHdG dapat mengaktifkan jalur inflamasi, termasuk NF-xB dan
IL-6, yang mempercepat proses penuaan kulit akibat peradangan
kronis .

4. Gangguan Fungsi Mekanisme Perbaikan DNA

Sel kulit memiliki sistem perbaikan DNA, seperti base

excision repair (BER), untuk mengatasi kerusakan akibat UVB.

Namun, peningkatan 8-OHdG menunjukkan bahwa kapasitas
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perbaikan DNA mungkin terganggu, menyebabkan akumulasi
mutasi dan mempercepat degenerasi sel kulit .
5. Potensi Risiko Karsinogenesis Kulit
Studi menunjukkan bahwa tingginya kadar 8-OHdG akibat
paparan UVB dapat meningkatkan risiko transformasi seluler
menjadi kanker, terutama karsinoma sel skuamosa dan melanoma
%2 Hal ini menunjukkan bahwa photoaging bukan hanya masalah

estetika tetapi juga faktor risiko kesehatan kulit jangka panjang.

2.3. Radiasi Ultraviolet B (UVB)
2.3.1. Definisi dan karakteristik radiasi UVB

Radiasi ultraviolet B (UVB) merupakan segmen signifikan dari
spektrum ultraviolet, memberikan pengaruh biologis yang mendalam
pada jaringan kulit manusia. Radiasi ini sebagian besar diserap oleh
lapisan epidermis dan dikenal karena keterlibatannya dalam
fenomena yang menguntungkan dan merugikan, termasuk biosintesis
vitamin D dan inisiasi karsinogenesis kulit. Radiasi UVB mencakup
banyak jalur seluler dan molekuler.

Radiasi UVB memiliki spektrum panjang gelombang mulai
dari 280 hingga 320 nm dan terutama diserap oleh lapisan ozon
bumi, dengan hanya proporsi minimal yang menembus ke
permukaan planet. Radiasi ini juga diserap pada lapisan kulit terluar,

33

yaitu epidermis *°. UVB diklasifikasikan sebagai radiasi non-

pengion, menunjukkan bahwa ia tidak memiliki energi yang cukup
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untuk mengionisasi struktur atom atau entitas molekul;, Namun
demikian, ia masih dapat memicu dampak biologis yang cukup
besar, seperti kerusakan asam deoksiribonukleat (DNA) dan stres
oksidatif *.

Radiasi UVB memicu pembebasan partikel mikrovesikel
(MVP) dari keratinosit, yang dapat memediasi respons imunologis
lokal dan sistemik. MVPs ini mampu mengangkut molekul bioaktif,
seperti faktor pengaktif trombosit (PAF), sehingga berkontribusi
pada imunosupresi sistemik dan berpotensi memfasilitasi proliferasi

Tumor ¢

. UVB berfungsi sebagai katalis apoptosis yang kuat,
memicu  kematian sel melalui produksi spesies oksigen reaktif
(ROS). Stres oksidatif ini mencapai puncaknya dalam bentuk
kerusakan DNA dan apoptosis pada berbagai jenis sel, termasuk sel
normal maupun neoplastik **; Paparan UVB meningkatkan sintesis
sitokin, termasuk tumor nekrosis faktor-alpha (TNF-alpha) dan lipid
bioaktif seperti PAF, yang memainkan peran penting dalam respons
inflamasi dan imunosupresif °.

Pelepasan MVP sebagai respons terhadap UVB merupakan
mekanisme baru yang memfasilitasi pengaruh sistemik agen bioaktif
di luar batas-batas epidermis. Jalur ini mungkin dapat menerima
intervensi farmakologis yang bertujuan memodulasi efek yang

diinduksi oleh UVB, menghadirkan jalan terapeutik prospektif

untuk gangguan yang terkait dengan paparan UVB .
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Meskipun UVB berperan penting dalam sintesis vitamin D,
kemampuannya untuk menyebabkan kerusakan kulit dan
berkontribusi pada proses karsinogenesis menekankan perlunya
tindakan perlindungan serta penelitian lebih lanjut mengenai strategi
untuk meminimalkan dampak negatifnya. Pemahaman yang lebih
mendalam tentang mekanisme yang mengatur respons tubuh
terhadap UVB dapat membuka peluang untuk mengembangkan
metode pencegahan dan pengobatan yang lebih efektif terhadap

penyakit kulit terkait.

Efek paparan UVB pada kulit.

Paparan ' radiasi ultraviolet B (UVB) memanifestasikan
konsekuensi yang signifikan, baik secara temporal langsung maupun
permanen, pada sistem  integumen —manusia, mempengaruhi
integritas arsitektur dan peran fisiologisnya. Dalam konteks
langsung, paparan UVB terutama menimbulkan cedera genom dan
respons inflamasi, sedangkan paparan yang berkepanjangan
dikaitkan dengan penuaan kulit dan transformasi neoplastik.
Memahami konsekuensi ini sangat penting untuk perumusan
metodologi protektif dan intervensi terapeutik.

Radiasi UVB diserap oleh DNA yang ada dalam keratinosit
epidermal, menghasilkan pembentukan dimer siklobutena pirimidin
(CPD), yang memiliki sifat mutagenik dan dapat memicu

karsinogenesis kulit jika tidak diperbaiki secara memadai .
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Selanjutnya, paparan UVB mendorong sekresi partikel mikrovesikel
(MVP) dari keratinosit, yang dapat memfasilitasi imunosupresi
sistemik dan meningkatkan proliferasi tumor *’. Paparan UVB
mampu menginduksi eritema, yang ditandai dengan kemerahan
kulit, ketidaknyamanan, dan pembentukan lepuh. Fenomena ini
merupakan konsekuensi dari respons inflamasi yang ditimbulkan
oleh cedera genom yang dimediasi UVB dan pembebasan mediator

inflamasi  berikutnya

. Viabilitas Seluler dan Paparan UVB
mengurangi viabilitas entitas seluler non-ganas dan ganas, dengan
dampak sitotoksik yang jelas dapat diamati 24 jam setelah paparan.
Perubahan morfologi seluler dan integritas struktural juga
didokumentasikan, menunjukkan stres seluler dan efek merugikan .

Paparan terhadap radiasi UVB merupakan faktor risiko yang
signifikan untuk perkembangan keganasan kulit, termasuk jenis
melanoma dan non-melanoma. Akumulasi CPD dan bentuk lesi
genom lainnya, dengan tidak adanya mekanisme reparatif yang
memadai, dapat berpuncak pada mutagenesis dan onkogenesis “.
Paparan UVB yang berkepanjangan berkontribusi pada photoaging,
digambarkan oleh tekstur kulit kasar, kerutan yang jelas, dan
elastisitas kulit berkurang. Fenomena ini disebabkan oleh
reorganisasi matriks ekstraseluler dermal yang diinduksi UVB,

terutama mempengaruhi jaringan serat elastis *2. Paparan UVB

memberikan efek modulasi pada sistem kekebalan tubuh, berpotensi
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menimbulkan hasil yang merugikan dan menguntungkan. Meskipun
dapat menekan respons imun lokal, sehingga memfasilitasi
perkembangan tumor, secara bersamaan memainkan peran penting
dalam sintesis vitamin D, yang dikaitkan dengan berbagai efek
peningkatan kesehatan “°.

Penerapan tabir surya yang memiliki peringkat Sun Protection
Factor atau SPF yang memadai sangat penting dalam melindungi
terhadap cedera kulit yang diinduksi UVB. Namun demikian,
sebagian besar individu gagal memberikan prioritas pada manfaat
perlindungan yang diberikan oleh filter SPF, yang berpuncak pada
peningkatan risiko cedera kulit dan photoaging **. Pemahaman yang
lebih mendalam tentang mekanisme dasar kerusakan akibat UVB
telah mendorong penelitian terhadap agen farmakologis yang
menargetkan jalur tersebut, menawarkan strategi terapeutik
potensial untuk gangguan yang berkaitan dengan paparan UVB ¥

Dampak negatif dari paparan UVB telah banyak diteliti, maka
dari itu penting untuk memahami keseimbangan antara paparan UVB
dan manfaatnya, seperti produksi vitamin D. Menjaga keseimbangan
ini sangat penting untuk kesehatan secara menyeluruh, sehingga
langkah perlindungan harus disesuaikan dengan kebutuhan individu
dan kondisi lingkungan. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk
mengungkap interaksi kompleks antara radiasi UVB dan kesehatan

kulit, serta mengembangkan strategi pencegahan dan pengobatan
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yang efektif.

2.4. Stres Oksidatif pada Kulit karena Paparan UVB
2.4.1. Pembentukan Radikal Bebas

Paparan radiasi UVB merupakan faktor penting dalam
pembentukan radikal bebas di kulit, yang menyebabkan stres
oksidatif. Proses ini melibatkan pembentukan spesies oksigen
reaktif (ROS) dan radikal bebas lainnya, yang dapat menyebabkan
kerusakan sel, peradangan, dan berkontribusi pada penuaan kulit
dan kanker. Bagian berikut mengeksplorasi mekanisme dan
implikasi. pembentukan radikal bebas akibat paparan UVB, serta
strategi perlindungan potensial.

Radiasi UVB terutama menginduksi pembentukan ROS,
termasuk anion  superoksida, hidrogen  peroksida, dan radikal
hidroksil. Spesies ini dihasilkan melalui reaksi fotokimia di kulit,
melampaui kapasitas pertahanan antioksidan dan memicu stres
oksidatif “***, Paparan UVB memicu peroksidasi lipid, yaitu proses
di mana ROS menyerang lipid dalam membran sel, mengakibatkan
kerusakan sel dan peradangan. Mekanisme ini menjadi jalur utama
manifestasi stres oksidatif yang disebabkan oleh UVB di kulit .
Pada dosis UVB yang lebih tinggi, ada pergeseran dari ROS ke
spesies oksigen lipid (LOS), yang menunjukkan transisi dari stres
oksidatif yang dapat dikelola ke tingkat berbahaya yang tidak lagi

dapat dikompensasi oleh sistem redoks kulit *>*°.
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Ketidakseimbangan antara radikal bebas dan sistem anti-
oksidan Paparan ultraviolet B (UVB) menyebabkan ketidak-
seimbangan antara radikal bebas dan sistem anti-oksidan, terutama
melalui generasi spesies oksigen reaktif (ROS) dan spesies nitrogen
reaktif (RNS). Ketidakseimbangan ini mengakibatkan stres
oksidatif, yang dapat menyebabkan kerusakan sel yang
signifikan, termasuk peroksidasi lipid, fragmentasi DNA, dan
apoptosis. Mekanisme molekuler yang mendasari ketidak-
seimbangan ini melibatkan berbagai jalur dan komponen seluler,
yang dipengaruhi oleh perubahan aktivitas enzim yang diinduksi
UVB, jalur pensinyalan, dan pertahanan anti-oksidan.

Radiasi- UVB memicu produksi  ROS, termasuk anion
superoksida, hidrogen peroksida, dan radikal hidroksil, melalui
reaksi fotokimia langsung serta mekanisme fotosensitisasi.
Akumulasi ROS ini dapat melampaui kapasitas pertahanan

antioksidan kulit, sehingga memicu stres oksidatif **°

. Spesies
nitrogen reaktif, terutama oksida nitrat (NO) dan peroksinitrit
(ONOO-), juga dihasilkan setelah paparan UVB. Ketidakseimbangan
antara NO dan ONOO- berkontribusi pada stres nitrokidatif, yang
memperburuk kerusakan sel dan apoptosis ***®.

Paparan UVB memengaruhi enzim anti-oksidan utama, seperti

katalase dan glutathione peroksidase, mengurangi aktivitasnya dan

dengan demikian mengganggu kemampuan kulit untuk menetralkan
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ROS #*. Faktor transkripsi Nrf2, yang mengatur ekspresi gen anti-
oksidan, diturunkan oleh UVB, yang selanjutnya mengurangi
respons anti- oksidan. Namun, intervensi tertentu, seperti penerapan
resolvin D1 yang dipicu aspirin, dapat meningkatkan regulasi Nrf2
dan mengembalikan kapasitas anti-oksidan *°.

Stres oksidatif yang disebabkan oleh UVB menyebabkan
peroksidasi lipid, oksidasi protein, dan kerusakan DNA, yang dapat
memicu apoptosis atau nekrosis pada sel kulit. Kerusakan ini
dimediasi oleh ROS dan RNS, dengan efek langsung terutama
karena ROS dan efek selanjutnya yang melibatkan RNS “*“8. Stres
oksidatif - yang diinduksi UVB juga memengaruhi ekspresi
mikroRNA (miRNA) yang mengatur jalur pensinyalan sensitif
redoks, berkontribusi pada perkembangan kanker kulit, terutama
melanoma ®. Jenis sel kulit yang berbeda, seperti keratinosit dan
fibroblas, menunjukkan kerentanan yang bervariasi terhadap stres
oksidatif yang diinduksi UVB. Fibroblas lebih rentan terhadap
pembentukan ROS dan aktivasi faktor transkripsi, sedangkan
keratinosit lebih sensitif terhadap perubahan kadar elektrofil *°.

Perbedaan terkait usia dalam pertahanan anti-oksidan juga
mempengaruhi respons terhadap UVB, dengan fibroblas dewasa
menunjukkan tingkat peroksidasi lipid basal yang lebih tinggi
dibandingkan dengan individu yang lebih muda *. Antioksidan,

seperti asam askorbat, dapat membantu mengurangi stres oksidatif
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yang dipicu oleh paparan UVB melalui penurunan pembentukan
spesies oksigen reaktif (ROS) dan menjaga kapasitas pertahanan
antioksidan dalam sel. Namun, efektivitasnya terbatas, karena tidak
dapat sepenuhnya melindungi sel dari berbagai jenis kerusakan yang
terjadi akibat paparan tersebut. Hal ini menekankan pentingnya
mengembangkan pendekatan perlindungan yang lebih holistik dan
menyeluruh .

Penggunaan anti-oksidan eksogen, baik secara oral maupun
topikal, bersama dengan penghindaran matahari dan aplikasi tabir
surya, merupakan = strategi  yang - direkomendasi-kan  untuk
mengurangi  stres oksidatif yang diinduksi UVB dan risiko
terkaitnya *. Sementara fokus utamanya adalah pada efek merugikan
dari stres oksidatif yang diinduksi UVB, penting untuk dicatat
bahwa beberapa tingkat pembangkitan ROS diperlukan untuk fungsi
fisiologis normal, seperti pensinyalan sel dan respons imun.

Tantangannya terletak pada menjaga keseimbangan di mana
kadar ROS cukup untuk fungsi-fungsi ini tanpa mengalami stres
oksidatif yang berbahaya. Memahami mekanisme molekuler dari
keseimbangan ini dapat menginformasikan pengembangan
intervensi yang ditargetkan untuk melindungi dari kerusakan

yang disebabkan oleh UVB.
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2.5. Centella asiatica

2.5.1. Deskripsi tanaman Centella asiatica

Gambar 2.1. Tanaman Pegagan (Centella asiatica)

Centella asiatica yang juga dikenal dengan pegagan adalah
salah satu jenis tanaman herbal dengan kombinasi fitur morfologi
dan anatomi yang beragam. Centella asiatica dicirikan oleh daunnya
yang khas, yaitu reniform (berbentuk ginjal) dengan tepi crenate
(berkerang). Daunnya biasanya berwarna hijau, tetapi variasi warna
dapat terjadi karena keragaman genetik dalam spesies. Tangkai daun,
atau tangkai daun, panjang dan ramping, berkontribusi pada
kebiasaan pertumbuhan tanaman yang merayap °>°°.

Tanaman ini menunjukkan pertumbuhan stoloniferous, artinya
menyebar melalui batang horizontal yang berakar di simpul. Stonon
seringkali berwarna coklat kemerahan, dan tangkai daun dapat

bervariasi dalam warna, yang merupakan fitur utama yang digunakan

dalam analisis fenetik untuk membedakan aksesi Centella asiatica °2.
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Kultivar Centella asiatica yang ditingkatkan cenderung memiliki
daun yang lebih besar dan tekstur yang lebih keras dibandingkan
dengan varietas asli. Ini adalah hasil dari pemuliaan selektif yang
bertujuan untuk meningkatkan sifat-sifat tertentu yang diinginkan
untuk penggunaan obat dan komersial >*.

Bagian daun dan batang, digunakan secara luas dalam
pengobatan tradisional karena kandungan senyawa bioaktifnya °.
Penelitian telah menunjukkan variabilitas genetik yang signifikan
dalam populasi Centella asiatica, yang tidak selalu terkait dengan
distribusi geografis. Keanekaragaman genetik ini tercermin dalam
variasi morfologis seperti ukuran daun, panjang tangkai daun, dan
warna stolon>>>. Tanaman ini kaya akan triterpene saponosides,
termasuk asam asiatik dan asam madecassic, yang bertanggung
jawab atas aktivitas farmakologisnya. Senyawa ini ditemukan dalam
konsentrasi yang lebih tinggi pada spesies yang ditingkatkan,

meningkatkan potensi terapeutiknya >

Kandungan Senyawa Bioaktif Centella asiatica

Centella asiatica, umumnya dikenal sebagai pegagan, adalah
ramuan herbal yang terkenal dengan sifat terapeutiknya yang
beragam, sebagian besar dikaitkan dengan komposisi kimianya yang
kaya. Tanaman ini mengandung berbagai senyawa bioaktif, terutama
triterpenoid, yang berkontribusi pada khasiat obatnya. Respons ini

mengeksplorasi komposisi kimia Centella asiatica dan menjelaskan
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bagaimana senyawa bioaktifnya mendukung khasiat obatnya.
Senyawa bioaktif utama dalam Centella asiatica adalah
triterpenoid, termasuk asam asiatik, asam madecassic, asiaticoside,
dan madecassoside. Senyawa ini sangat penting dalam aktivitas
farmakologis tanaman, seperti penyembuhan luka dan efek anti-

inflamasi °%°"%°, Di

samping triterpenoid, saponin adalah konstituen
penting yang berkontribusi pada potensi terapeutik tanaman,
terutama dalam meningkatkan memori dan mengobati gangguan
kulit *®*°. Senyawa ini berlimpah di Centella asiatica dan dikenal
karena sifat anti- oksidannya, yang membantu mengurangi stres
oksidatif dan melindungi dari kerusakan sel **.

Asam Asiatik dan madecassoside sangat penting dalam
mempromosikan proliferasi fibroblas dan sintesis kolagen, yang
penting untuk penyembuhan luka. Senyawa ini meningkatkan
regenerasi dan perbaikan jaringan, membuat Centella asiatica efektif
dalam mengobati lesi kulit dan luka kronis *"*'. Kandungan fenolik
dan flavonoid dalam Centella asiatica berkontribusi pada kapasitas
anti-oksidannya yang kuat, yang membantu menetralkan radikal
bebas dan melindungi sel dari kerusakan oksidatif. Kegiatan ini
sangat penting dalam mencegah penyakit kronis dan kondisi terkait
penuaan **%.

Triterpenoid di Centella asiatica menunjukkan sifat anti-

inflamasi yang signifikan, yang bermanfaat dalam mengobati
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kondisi seperti radang sendi dan penyakit neurodegeneratif. Efek
neuroprotektif tanaman juga terkait dengan kemampuannya untuk
meningkatkan fungsi kognitif dan mengurangi kecemasan >
Centella asiatica telah menunjukkan aktivitas antimikroba terhadap
berbagai patogen, dan senyawanya telah menunjukkan potensi dalam
menghambat pertumbuhan sel kanker, menjadikannya kandidat
untuk terapi kanker komplementer 6282

Studi yang membandingkan metode budidaya organik dan
konvensional telah menunjukkan bahwa praktik organik tidak
membahayakan akumulasi senyawa bioaktif di Centella asiatica.
Temuan ini mendukung praktik pertanian berkelanjutan sambil
mempertahankan kualitas obat tanaman °°. Perawatan ultrasound
pasca panen telah terbukti meningkatkan akumulasi senyawa bioaktif
di Centella asiatica, sehingga meningkatkan aktivitas anti-oksidan
dan pelindungnya. Metode ini menawarkan pendekatan praktis untuk
meningkatkan potensi terapeutik tanaman .

Sementara Centella asiatica dikenal karena khasiatnya,
penting untuk mempertimbangkan tantangan yang terkait dengan
ketersediaan hayati dan stabilitasnya. Penelitian tentang sistem
pengiriman baru, seperti nanopartikel dan liposom, sedang
berlangsung untuk meningkatkan kemanjuran senyawa bioaktifnya

dalam aplikasi klinis *®. Selain itu, studi in vivo dan in vitro lebih

lanjut diperlukan untuk sepenuhnya memahami mekanisme aksi dan
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mengoptimalkan penggunaan terapeutik Centella asiatica dalam
pengobatan modern.

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 OVLE 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

2.6. Potensi Anti-oksidan Ekstrak Centella asiatica
Mekanisme perlindungan Centella asiatica terhadap stres oksidatif
Centella asiatica, ramuan obat, terkenal dengan sifat anti-oksidannya
yang kuat, yang memainkan peran penting dalam mengurangi stres

oksidatif. Efek perlindungan ini terutama dikaitkan dengan komposisi
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senyawa bioaktif yang kaya, terutama triterpen dan senyawa fenolik, yang
menunjukkan aktivitas anti-oksidan yang signifikan. Bagian berikut
menyelidiki mekanisme dan efek aktivitas anti-oksidan Centella asiatica,
menyoroti aplikasi terapeutik potensialnya.

Triterpen utama seperti asam asiatik, asiaticoside, asam madecassic,
dan madecassoside telah terbukti secara signifikan mengurangi kadar ROS
pada berbagai jenis sel, termasuk fibroblas kulit dan hepatosit. Asam
Asiatik, khususnya, menunjukkan kemanjuran tertinggi dalam mengurangi
kadar ROS dan malondialdehida (MDA) yang diinduksi UVB, sekaligus
mempertahankan = kadar glutathione (GSH), sehingga meningkatkan
viabilitas sel dan produksi kolagen . Studi in silico telah mengungkapkan
bahwa senyawa seperti asiaticoside dan asam madecassic berinteraksi secara
efektif dengan enzim anti-oksidan seperti superoksida dismutase (SOD) dan
glutathione peroxidase (GPx), meningkatkan aktivitasnya. Interaksi ini
membantu mengubah anion superoksida berbahaya menjadi senyawa yang
lebih stabil, sehingga mengurangi stres oksidatif ®.

Sifat anti-oksidan Centella asiatica berkontribusi pada perlindungan
saraf dengan mengurangi marker stres oksidatif seperti MDA dan
meningkatkan aktivitas enzim anti-oksidan di otak. Hal ini telah dikaitkan
dengan peningkatan fungsi kognitif dan memori pada model hewan,
menunjukkan manfaat potensial dalam penurunan kognitif terkait usia °*’.

Ekstrak etanol Centella asiatica telah terbukti melindungi sel seperti

neural dari stres oksidatif yang diinduksi hidrogen peroksida dengan
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menurunkan kadar ROS dan meningkatkan regulasi gen anti-oksidan. Hal
ini menunjukkan potensinya dalam mencegah penyakit neurodegeneratif
seperti Alzheimer ¢

Aktivitas anti-oksidan Centella asiatica dapat bervariasi tergantung
pada metode pengeringan yang digunakan. Sampel yang dikeringkan
dengan oven menunjukkan aktivitas anti-oksidan tertinggi, kemungkinan
karena konsentrasi asiaticoside dan madecassoside yang lebih tinggi,
dibandingkan dengan sampel yang dikeringkan dengan sinar matahari dan
dikeringkan dengan udara ®. Fraksi ekstrak Centella asiatica yang berbeda,
seperti fraksi etil asetat dan butanol, telah menunjukkan aktivitas anti-
oksidan yang signifikan. Fraksi ini kaya akan senyawa fenolik, yang
berkontribusi pada kemampuannya untuk menghambat oksidasi LDL dan
melindungi jaringan hati dari peroksidasi >°. Meskipun aktivitas anti-oksidan
Centella asiatica didokumentasikan dengan baik, kemanjurannya dapat
dipengaruhi oleh faktor-faktor seperti metode ekstraksi dan senyawa
bioaktif spesifik yang ada. Selain itu, potensinya sebagai agen terapeutik
melampaui aktivitas anti-oksidan, yang mencakup efek anti- inflamasi dan
neuroregeneratif. Namun, studi in vivo lebih lanjut diperlukan untuk
sepenuhnya memahami mekanismenya dan mengoptimalkan
penggunaannya dalam pengaturan klinis >®%°.

Pengaruh Centella asiatica pada parameter stres oksidatif kulit
Centella asiatica, ramuan obat tradisional, terkenal dengan sifat anti-

oksidannya, terutama dalam mengurangi marker stres oksidatif seperti
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malondialdehida (MDA) dan 8-hidroksi-2'- deoksiguanosin (8- OHdG).
Mekanisme molekuler yang mendasarinya melibatkan berbagai
senyawa bioaktif, terutama triterpene, yang memodulasi stres oksidatif
melalui berbagai jalur. Respons ini akan mengeksplorasi mekanisme ini,
dengan fokus pada peran senyawa spesifik dan interaksinya dengan sistem
anti-oksidan seluler.

Asam Asiatik, asiaticoside, asam madecassic, dan madecassoside
adalah triterpen utama di Centella asiatica yang berkontribusi pada efek
anti-oksidannya. Asam Asiatik, khususnya, telah terbukti secara signifikan
mengurangi kadar MDA dan meningkatkan viabilitas sel dalam kondisi stres
oksidatif®*. Triterpen ini memberikan efeknya dengan melemahkan produksi
spesies oksigen reaktif (ROS) dan meningkatkan aktivitas enzim anti-
oksidan seperti superoksida dismutase (SOD) dan glutathione peroxidase
(GPx). Studi in silico telah menunjukkan bahwa asiaticoside dan asam
madecassic mengikat secara efektif pada enzim ini, menunjukkan peran
langsung dalam meningkatkan aktivitasnya .

Senyawa Centella asiatica telah terbukti berinteraksi dengan dan
meningkatkan aktivitas enzim anti-oksidan utama. Misalnya, asiaticoside
dan asam madecassic menunjukkan afinitas pengikatan yang signifikan
dengan SOD dan GPx, yang sangat penting untuk mengurangi kerusakan
oksidatif dengan mengubah radikal superoksida menjadi molekul yang
kurang berbahaya ®. Pengobatan dengan ekstrak Centella asiatica telah

dikaitkan dengan peningkatan ekspresi gen anti-oksidan, termasuk yang



35

diatur oleh faktor nuklir (2 yang diturunkan dari eritroid 2) seperti 2 (Nrf2),
yang memainkan peran penting dalam pertahanan seluler terhadap stres
oksidatif .

Sifat anti-oksidan Centella asiatica tercermin dalam pengurangan
marker stres oksidatif. Penelitian telah menunjukkan bahwa ekstraknya
dapat secara signifikan menurunkan kadar MDA, marker peroksidasi
lipid, dan berpotensi mengurangi 8-OHdG, marker oksidasi DNA,
melalui peningkatan aktivitas enzim anti- oksidan dan pembersihan
langsung radikal bebas °%. Studi eksperimental pada model hewan dan
kultur sel telah menunjukkan kemanjuran Centella asiatica dalam
mengurangi marker stres oksidatif. Misalnya, pada tikus paruh baya,
pengobatan dengan - ekstrak Centella asiatica ‘menyebabkan penurunan
kandungan MDA dan peningkatan aktivitas enzim anti- oksidan,
mendukung perannya dalam perlindungan saraf dan peningkatan kognitif .

Meskipun efek anti-oksidan Centella asiatica didokumentasikan
dengan baik, penting untuk mempertimbangkan variabilitas kemanjurannya
karena faktor-faktor seperti metode ekstraksi dan konsentrasi senyawa.
Metode pengeringan yang berbeda, misalnya, dapat mengubah profil
fitokimia dan aktivitas anti-oksidan ekstrak °. Selain itu, keberadaan
senyawa bioaktif lainnya, seperti flavonoid dan fenol, juga dapat
berkontribusi pada kapasitas anti-oksidannya secara keseluruhan "*. Faktor-
faktor ini menyoroti kompleksitas tindakannya dan kebutuhan akan

persiapan standar untuk memaksimalkan manfaat terapeutik.
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Kesimpulannya, Centella asiatica memberikan efek anti- oksidannya
melalui kombinasi aktivitas triterpene, peningkatan enzim anti-oksidan, dan
modulasi ekspresi gen. Mekanisme ini secara kolektif berkontribusi pada
pengurangan marker stres oksidatif seperti MDA dan 8-OHdG, menggaris
bawahi potensinya sebagai agen terapeutik terhadap kondisi terkait stres

oksidatif.



BAB Il1

KERANGKA TEORI DAN KERANGKA KONSEP

3.1. Kerangka Teori

Paparan radiasi ultraviolet B (UVB) dari sinar matahari merupakan
inisiator utama dari pembentukan spesies oksigen reaktif (ROS) secara
berlebih di dalam jaringan kulit. Proses ini menghasilkan berbagai molekul
radikal bebas yang sangat reaktif, seperti anion superoksida (O, ), radikal
hidroksil (*OH), dan oksigen singlet ('O;), yang secara agresif mencari
elektron dari molekul di sekitarnya. Lonjakan produksi ROS ini
mengganggu homeostasis redoks seluler, menciptakan kondisi patologis
yang dikenal sebagai stres oksidatif, yakni suatu keadaan di mana laju
produksi pro-oksidan melampaui kapasitas sistem pertahanan antioksidan
endogen tubuh.

Dalam kondisi normal, tubuh memiliki sistem pertahanan enzimatik
yang terdiri dari superoksida dismutase (SOD), katalase (CAT), dan
glutation peroksidase (GPx) untuk menetralisir ROS. Namun, paparan UVB
yang intens dapat menyebabkan deplesi atau penurunan aktivitas sistem
antioksidan ini, sehingga pertahanan seluler menjadi tidak memadai.
Akibatnya, ROS yang tidak terkendali akan memicu kaskade kerusakan
oksidatif terhadap berbagai makromolekul biologis. Ini mencakup oksidasi
protein yang menghasilkan produk oksidasi protein tingkat lanjut (AOPP),
peroksidasi lipid pada membran sel, serta kerusakan pada DNA. Selain itu,

stres oksidatif juga menginduksi jalur inflamasi melalui aktivasi NF-xB
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yang melepaskan sitokin pro-inflamasi, memperparah kerusakan jaringan
secara keseluruhan.

Secara spesifik, serangan radikal bebas terhadap asam lemak tak jenuh
ganda di membran sel akan memicu reaksi berantai peroksidasi lipid. Proses
ini tidak hanya merusak integritas struktural dan fungsional membran, tetapi
juga menghasilkan aldehida sitotoksik sekunder, di mana malondialdehyde
(MDA) menjadi penanda utamanya. Secara paralel, kerusakan oksidatif
pada materi genetik juga terjadi. Guanin, salah satu basa nukleotida, sangat
rentan terhadap oksidasi, yang mengarah pada pembentukan 8-hidroksi-2'-
deoksiguanosin (8-OHdG). Akumulasi 8-OHdG ini merupakan indikator
penting dari kerusakan DNA oksidatif yang bersifat pre-mutagenik dan
dapat memicu ketidakstabilan genom.

Dalam  kerangka patofisiologi ini, ekstrak Centella asiatica
dipostulasikan bekerja melalui mekanisme protektif multifaset. Ekstrak ini
tidak hanya bertindak sebagai antioksidan eksogen yang mampu
menetralisir ROS secara langsung, tetapi juga secara aktif menghambat
kaskade peroksidasi lipid dan kerusakan DNA. Senyawa bioaktif di
dalamnya diyakini dapat meningkatkan (upregulate) sistem pertahanan
antioksidan endogen, seperti meningkatkan aktivitas enzim katalase (CAT)
dan glutation peroksidase (GPx). Melalui penekanan pembentukan radikal
bebas sekaligus memperkuat pertahanan alami tubuh ekstrak Centella
asiatica berpotensi untuk mengurangi kerusakan oksidatif kumulatif, yang

tercermin dalam penurunan kadar MDA dan 8-OHdG.
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3.2. Kerangka Konsep

Centella /
Asiatica
8-OHdG

Gambar 3.2. Kerangka Konsep

MDA

3.3. Hipotesis Penelitian

Hipotesis penelitian ini adalah aplikasi krim ekstrak Centella asiatica
dengan konsentrasi 5% dan 10% akan berpengaruh terhadap ekspresi MDA
dan kadar 8-OHdG pada kulit tikus wistar yang mengalami kerusakan akibat

paparan radiasi UVB dibandingkan dengan kontrol.



BAB IV

METODOLOGI PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

4.2.

Penelitian ini bersifat eksperimental in vivo dengan rancangan post-
test only control group dengan completely randomized design (acak
lengkap) di mana hewan uji akan dibagi ke dalam beberapa kelompok
perlakuan berdasarkan agen topikal yang diberikan. Niacinamide 5%
digunakan sebagai kontrol positif, mengingat efektivitasnya untuk
menghambat inflamasi akibat paparan UVB sehingga 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 "*.

Populasi dan Sampel Penelitian
4.2.1. Populasi Penelitian
Subjek yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari tikus
jenis Wistar jantan (Rattus Norvegicus) berusia antara 8 hingga 10
minggu, menunjukkan kisaran berat badan 150 hingga 200-gram,
yang diperoleh dari Gedung IBL Universitas Islam Sultan Agung di
Semarang. Tikus Wistar dinilai oleh dokter hewan dan dianggap

sehat dan cocok untuk digunakan dalam upaya penelitian.
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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
penelitian lain sebelumnya. Selama penelitian, tikus diberi pakan
standar dengan akses ad libitum terhadap makanan dan air, dan
ditempatkan dalam kondisi lingkungan standar dengan siklus terang—

gelap 12 jam, suhu 22 + 2°C, serta kelembaban 55 + 10%.

Kriteria Inklusi dan Drop-out
4.2.3.1. Kriteria Inklusi
1. Tikus putih jantan galur wistar.
2. Tikus harus memiliki berat antara 150-200 gram dan
berusia 8-10 minggu.
3. Kulit normal dan sehat tanpa luka, lesi, atau tanda-tanda
infeksi sebelumnya.
4.2.3.2. Kriteria Drop Out
Tikus yang masuk kriteria drop out pada penelitian ini

adalah Tikus mati atau infeksi selama penelitian.
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4.3. Variabel dan Definisi Operasional Penelitian

4.3.1. Variabel Penelitian

4.3.2.

Variabel dalam penelitian diklasifikasikan sebagai berikut:

1. Variabel Bebas:

a. Pemberian krim ekstrak Centella asiatica topikal

b. Pemberian Niacinamide topikal dengan konsentrasi 5%

2. Variabel Terikat:

a. Ekspresi Malondialdehida (MDA)

b. Kadar 8-Hidroksi-2-Deoksiguanosin (8-OHdG)

Definisi Operasional Penelitian

1. Krim Ekstrak Centella asiatica

Krim yang mengandung ekstrak Centella asiatica dengan
konsentrasi 5% dan 10%. Centella asiatica diekstraksi dengan
metode maserasi menggunakan pelarut etanol. Setelah diperoleh
ekstrak kental dibuat sediaan krim menggunakan krim vehikulum
dengan dosis 5% dan 10%. Krim vehikulum yang digunakan
sebagai basis krim standar adalah formula minyak dalam air
(M/A) yang terdiri dari fase minyak (asam stearat 15%, setil
alkohol 4%, propil paraben 0,05%) dan fase air (trietanolamin
1%, gliserin 8%, metil paraben 0,1%, dan aquades ad 100). Krim
Ekstrak Centella asiatica diaplikasikan dua kali sehari sebanyak
0,3 g pada area kulit punggung tikus yang telah terpapar UVB

selama 14 hari. Centella asiatica kering didapat dari UPF
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Pelayanan Kesehatan Tradisional Tawangmangu, Karanganyar,
Jawa Tengah. Pembuatan krim ekstrak Centella asiatica
dilakukan di Laboratorium Biomedik Universitas Islam Sultan
Agung Semarang.

Satuan: mg

Skala: Ordinal

. Krim niacinamide

Krim yang mengandung niacinamide dengan konsentrasi
5% dari PT Derma Konsep Estetika dan diaplikasikan dua kali
sehari pada area kulit punggung tikus selama 14 hari.

Satuan: mg
Skala: Nominal
. Malondialdehida (MDA)

Ekspresi MDA adalah terlacaknya molekul MDA dalam
lapisan dermis yang ditandai dengan munculnya warna coklat
yang dinyatakan dalam satuan persen. Penghitungan atau scoring
ekspresi MDA 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 MDA vyang tinggi (high dense area) dan tidak saling
tumpang tindih dipilih dari setiap preparat (slide). Pengambilan

gambar dilakukan secara konsisten menggunakan kamera Optilab
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pro yang terhubung dengan mikroskop Olympus BX51, dengan
mempertahankan konsistensi pencahayaan dan perbesaran
mikroskop untuk memastikan seluruh hasil dapat dibandingkan
dan dianalisis. Seluruh gambar yang diperoleh kemudian
dianalisis menggunakan perangkat lunak ImageJ versi 1.54p.
Gambar pertama-tama dikonversi 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 putih.
Software ImageJ 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 MDA untuk setiap area pandang. Ekspresi MDA
dianalisis pada akhir minggu ke-4 setelah induksi UVB dan
pemberian perlakuan. Antibodi yang digunakan adalah antibodi
poliklonal kelinci terhadap Malondialdehyde (MDA) (katalog no.
PAA597Ge01; produsen: Cloud-Clone Corp.). Antibodi ini
memiliki reaktivitas pan-species (umum) yang dapat mendeteksi

MDA pada berbagai spesies, termasuk tikus putih. Sesuai
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spesifikasinya, antibodi ini diproduksi dari host kelinci
menggunakan immunogen CPA597Ge21-OVA Conjugated
Malondialdehyde (MDA) dan digunakan untuk deteksi
Malondialdehyde (MDA) pada spesimen jaringan dengan teknik
imunohistokimia.

Satuan: %

Skala: Rasio

8-Hidroksi-2-Deoksiguanosin (8-OHdG)

Kadar 8-OHdG yang diproduksi oleh jaringan kulit pada
sampel penelitian dianalisis pada akhir minggu ke-4 setelah
induksi UVB dan pemberian perlakuan, kadar 8-OHdG dianalisis
menggunakan metode ELISA. Kit ELISA yang digunakan adalah
Rat 8-Hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG) ELISA Kit (katalog no.
BZ-08181300-EA; produsen: BIOENZY). Pengujian dilakukan
sesuai dengan protokol pabrikan.

Satuan: pg/mL

Skala: Rasio

4.4. Bahan atau Materi Penelitian

4.4.1. Bahan Penelitian

1.

2.

Krim Centella asiatica konsentrasi 5% dan 10%
Krim niacinamide konsentrasi 5%
Elisa kit untuk kadar 8-OHdG

Antibodi primer MDA
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5. Antibodi sekunder terkonjugasi HRP

4.4.2. Materi Penelitian
1. Lampu Phillips narrowband UVB type PL-S 9W/01/2P
2. Homogenizer
3. Sentrifuge
4. Microplate reader
5. Timbangan analitik
6. pH meter
7. \Vortex mixer
8. Mikroskop Olympus BX51
9. Software ImageJ 1.54p

10. Kamera Optilab Pro

4.5. Cara Penelitian
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.
2. 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
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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 ektrak Centella asiatica yaitu dengan penggunaan
basis krim standar (plasebo) yang kemudian ditambahkan ekstrak daun
pegagan 5% dan 10% dalam wadah terpisah yang telah disiapkan.
Kemudian campuran tersebut terus diaduk hingga tercampur rata.

Pembuatan basis krim dilakukan dengan meleburkan fase minyak
yaitu asam stearat, setil alkohol, dan propil paraben diatas penangas air.
Kemudian fase air yaitu trietanolamin, gliserin, metil paraben dan
aquades dipanaskan diatas penangas air. Dimasukkan fase minyak ke
dalam mortir panas lalu ditambahkan fase air dan digerus hingga
terbentuk basis krim.

Tabel 4.1. Formulasi Basis Krim*°

Bahan Formula Minyak dalam Air (%)
Asam stearat 15

Setil alkohol 4
Trietanolamin .-

Gliserin 8

Metil paraben 0,1

Propil paraben 0,05

Aquades Ad 100

Pembuatan basis krim/krim vehikulum dikerjakan di Gedung
Integrated Biomedical Laboratory (IBL) Universitas Islam Sultan Agung
Semarang. Masing-masing dosis dibuat sebanyak 50 gram, untuk krim
Ekstrak Centella asiatica dosis 5% menggunakan basis krim sebanyak

47,5-gram ditambahkan Ekstrak Centella asiatica sebanayak 2,5-gram
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sedangkan untuk krim Ekstrak Centella asiatica dosis 10% menggunakan
basis krim sebanyak 45-gram dan ditambah Ekstrak Centella asiatica
sebanyak 5 gram.
. Penetapan Dosis

Penetapan dosis untuk pemberian topikal ekstrak pegagan
didasarkan pada tinjauan literatur komprehensif yang
mempertimbangkan stabilitas. formulasi dan efektivitas biologis.
Beberapa penelitian sebelumnya telah memvalidasi kelayakan
penggunaan konsentrasi ini dalam sediaan topikal. Penelitian oleh
Sulistiyana Putri V, et al. berhasil mengembangkan formulasi krim yang

10 sementara studi oleh Sabiti F, et al.

stabil pada konsentrasi 10%
menunjukkan stabilitas fisik yang baik untuk sediaan gel pada
konsentrasi 5% .

Lebih lanjut, efektivitas biologis dari dosis-dosis yang stabil secara
formulasi ini juga telah terbukti. Penelitian oleh Ratz-Lyko A, et al.
mengonfirmasi bahwa ekstrak 5% memiliki sifat anti-inflamasi pada kulit
manusia *?. Secara lebih spesifik dan relevan dengan penelitian ini, studi
oleh Diah Rahmawati Y et al. menunjukkan bahwa aplikasi topikal
ekstrak 10% secara signifikan dapat menurunkan kadar MDA pada tikus
yang dipapar UVB . Berdasarkan bukti gabungan yang menunjukkan
bahwa konsentrasi 5% dan 10% stabil secara formulasi dan efektif secara

biologis, maka kedua dosis tersebut dipilih untuk digunakan dalam

penelitian ini.
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5. Penyinaran UVB dan Pemberian Perlakuan pada Subjek Percobaan
Studi photoaging pada model tikus umumnya menggunakan
paparan radiasi UVB dalam spektrum 290-315 nm dengan panjang
gelombang puncak 312 nm "™ dosis 2 Minimal Erythema Dose (MED,

40-80 mJd/cm?) ™, serta sesi berulang selama beberapa minggu untuk

menginduksi perubahan struktural pada kulit. Studi photoaging oleh

Altman et al telah menerapkan standar Jarak paparan sejauh 27 cm .

Berdasarkan standar tersebut:

a. Tikus menjalani periode aklimatisasi 1 minggu setelah kedatangan
di fasilitas penelitian.

b. Bulu punggung tikus dicukur bersih.

c. Daerah punggung tikus dipaparkan UVB pada jarak 27 cm,
menerapkan 2 kali MED 60 -mJ/cm2 selama 30 menit, pada 8 sesi,
selama 14 hari.

6. Pengambilan Sampel Jaringan
Pengambilan sampel kulit dilakukan pada akhir minggu ke-4. 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.



4.6. Alur Penelitian

Tikus putih jantan Galur Wistar 25 ekor
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Gambar 4.1. Alur Penelitian



4.7. Teknik Pengumpulan Data Penelitian

4.7.1.

4.7.2.

Cara Pengumpulan Data Penelitian

Sampel dipilih secara acak. Tikus putih jantan strain Wistar
dibagi ke dalam lima kelompok berbeda, yaitu kelompok sehat,
kelompok Kontrol Positif (tikus yang terpapar UVB dan diberikan
aplikasi topikal niacinamide 5%), kelompok Kontrol Vehikulum
(tikus yang terpapar UVB dengan aplikasi krim Vehicle atau
plasebo), serta dua kelompok perlakuan (tikus yang terpapar UVB
dan diberikan aplikasi topikal krim ekstrak pegagan dengan
konsentrasi 5% dan 10%). Pengambilan sampel jaringan dilakukan
pada hari ke-29 setelah paparan UVB dan pemberian perlakuan

untuk mengukur ekspresi MDA dan kadar 8-OHdG.

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: (5-1) (n-1) > 15

4 (n-1)>15
4n—-4>15
4n>19
N>5

Jadi, minimal 5 sampel per kelompok sudah cukup.
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4.7.4.

4.7.5.
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Pengambilan Sampel Jaringan

Biopsi 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, kemudian dilakukan biopsi
kulit dengan punch biopsy berdiameter 6 mm. Sampel kulit yang
diperoleh dimanfaatkan - untuk analisis ELISA 8-OHdG dan

Malondialdehide (MDA) menggunakan metode IHC.

Analisis Kadar 8-OHdG menggunakan ELISA

Sampel kulit dihancurkan menggunakan homogenizer dalam
buffer lisis yang mengandung protease inhibitor. Plate ELISA
dilapisi dengan antibodi terhadap 8-OHdG 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.

Analisis ekspresi MDA menggunakan IHC

Proses analisis kepadatan serabut kolagen dilakukan setelah
pengambilan sampel jaringan yang telah melewati proses
immunohistokimia (IHC). Metode IHC dipilih untuk analisis
ekspresi MDA karena memiliki spesifisitas tinggi dan dapat

digunakan untuk menilai peroksidasi lipid dalam jaringan patologis
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"8 Keunggulan lainnya adalah IHC menggunakan antibodi spesifik
untuk  MDA-adducts, sehingga deteksinya lebih  selektif
dibandingkan TBARS assay, yang dapat bereaksi dengan produk
peroksidasi lipid lain. HPLC dan ELISA memang lebih kuantitatif,
tetapi membutuhkan tahap ekstraksi sampel, yang bisa menyebabkan
degradasi atau kehilangan senyawa MDA °. Tahapan awal IHC
meliputi deparafinasi sampel 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 80,81° Sampel kemudian diinkubasi dengan
antibodi primer spesifik MDA yang kemudian diikuti oleh antibodi
sekunder yang terkonjugasi dengan enzim peroksidase atau
fluorokrom ®2% Penambahan substrat. memungkinkan terbentuknya
hasil warna atau fluoresensi yang menunjukkan keberadaan MDA-
adducts dalam jaringan. Setelah pewarnaan selesai, preparat
dipasang pada slide kaca dan disiapkan untuk pengamatan
mikroskopik.

Di bawah mikroskop, ekspresi MDA dalam jaringan akan
diamati kemudian diambil gambarnya menggunakan kamera Optilab
Pro yang terhubung dengan mikroskop Olympus BX-51.

Pengambilan gambar dilakukan dengan mempertimbangkan
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konsistensi dalam pencahayaan dan perbesaran mikroskop agar hasil
yang diperoleh dapat dianalisis dengan baik.

Selanjutnya, gambar yang telah diambil dari masing-masing
sampel dianalisis menggunakan perangkat lunak Imagel. Hasil
diyatakan positif jika warna coklat (DAB) atau merah (AEC) yang

menunjukkan adanya MDA dalam jaringan.

4.8. Metode analisis data

Data dianalisis secara menyeluruh dengan pendekatan statistik
deskriptif, pemeriksaan normalitas, dan uji homogenitas. Untuk menilai
normalitas distribusi data, digunakan uji Shapiro-wilk, sedangkan uji Levene
digunakan untuk menguji homogenitas varians. Jika data memenuhi asumsi
distribusi normal dan varians yang homogen, maka analisis dilakukan
menggunakan uji ANOVA Satu Arah parametrik, yang kemudian diikuti
dengan uji Post Hoc Tukey untuk menentukan perbedaan antar kelompok.
Namun, jika data tidak berdistribusi normal dan memiliki varians yang
heterogen, maka uji Kruskal-wallis digunakan, diikuti oleh uji Dunn untuk
mengevaluasi perbedaan antar kelompok. Batas signifikansi statistik yang
digunakan dalam analisis ini adalah p<0.05. Seluruh proses analisis data
dilakukan menggunakan perangkat lunak GraphPad Prism versi 10.3.0 pada

sistem operasi Windows 11.
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4.9. Jadwal Pelaksanaan Penelitian
Penelitian dilakukan selama 3 bulan, yang dilakukan pada bulan Juli —
Oktober 2025. Seluruh prosedur penelitian dilaksanakan di Gedung
Integrated Biomedical Laboratory (IBL) Universitas Islam Sultan Agung
Semarang untuk metode ELISA dan Laboratorium Universitas Negeri

Sebelas Maret Surakarta untuk metode IHC.



BAB V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian

Penelitian eksperimental in vivo ini menggunakan total 25 ekor tikus
putih jantan (Rattus Norvegicus) galur Wistar. Seluruh subjek penelitian
dibagi secara acak ke dalam lima kelompok perlakuan (n=5). Kelompok
Sehat, tidak dipapar UVB dan tidak diberi perlakuan (K1). Kelompok
Kontrol Vehikulum, dipapar UVB dan diberi aplikasi topikal krim
vehikulum (plasebo) (K2). Kelompok Kontrol Positif, dipapar UVB dan
diberi aplikasi topikal krim Niacinamide 5% (K3). Kelompok Perlakuan 1,
dipapar UVB dan diberi aplikasi topikal krim ekstrak Centella asiatica 5%
(K4). Kelompok Perlakuan 2, dipapar UVB- dan diberi aplikasi topikal krim
ekstrak Centella asiatica 10% (K5). Penelitian pengukuran kadar 8-OHdG
telah dilakukan menggunakan metode ELISA di IBL UNISSULA dan
dinyatakan dalam satuan pg/mL, sementara pengukuran ekspresi MDA juga
telah dilaksanakan menggunakan metode IHC dan Analisis kuantitatif area
positif imunohistokimia menggunakan software ImageJ di Laboratorium

patologi anatomi UNS dan dinyatakan dalam satuan %.

5.1.1. Evaluasi Makroskopis Kulit Punggung Tikus
Perubahan pada kulit punggung tikus diamati secara visual
tanpa alat bantu (makroskopis) untuk menilai efek paparan UVB
selama periode induksi. Foto diambil pada tiga waktu berbeda:

sebelum paparan (Hari ke-0), di tengah periode (Hari ke-7), dan di
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akhir periode (Hari ke-14) (lihat Gambar 5.1).

Awalnya (Gambar 5.1A), kulit punggung tikus yang bulunya
telah dicukur tampak sehat; permukaannya mulus, kenyal, berwarna
krem keputihan, serta tidak menunjukkan adanya luka, kemerahan
(eritema), atau bercak warna berlebih (pigmentasi). Setelah tujuh
hari terpapar UVB (Gambar 5.1B), tanda-tanda kerusakan awal
mulai tampak, berupa kemerahan ringan dan beberapa bercak kecil
berwarna gelap (makula hiperpigmentasi) yang tersebar.

Pada hari ke-14 (Gambar 5.1C), kerusakan kulit menjadi
semakin parah dan terlihat jelas. Bercak-bercak pigmentasi tampak
lebih banyak, lebih besar, dan warnanya lebih gelap dibandingkan
minggu sebelumnya. Kulit juga terlihat menebal, terasa kasar, dan
muncul keriput-keriput halus, yang menandakan adanya reaksi
penebalan lapisan kulit (hiperkeratosis). Perubahan signifikan yang
terlihat ini memastikan bahwa paparan UVB sub-akut telah berhasil
menyebabkan kerusakan kulit mirip penuaan dini (photoaging),

sehingga tikus siap untuk tahap pemberian perlakuan selanjutnya.
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Gambar 5.1. Progresi Perubahan ‘Makroskopis Kulit Punggung Tikus
Akibat Paparan UVB. (A) Kondisi awal (Hari ke-0) menunjukkan kulit
sehat. (B) Hari ke-7 menunjukkan eritema ringan dan bintik hiperpigmentasi
awal. (C) Hari ke-14 menunjukkan hiperpigmentasi berat dan penebalan
kulit.

5.1.2. Hasil analisis kadar 8-OHdG jaringan kulit pada tiap kelompok
Hasil analisis kadar 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG)

dalam jaringan kulit tikus disajikan pada Tabel 5.1. hasil analisis

kadar 8-OHdG menunjukkan perbedaan yang jelas antar kelompok.

Kadar 8-OHdG tertinggi ditemukan pada kelompok kontrol UVB +
vehikulum (K2), dengan rata-rata 11,82 + 1,40 pg/mL. Sebaliknya,

kadar terendah secara signifikan teramati pada kelompok kontrol

positif Niacinamide 5% (K3), yaitu 7,57 £ 0,31 pg/mL. Menariknya,
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perlakuan dengan Centella asiatica menunjukkan respons yang
bergantung pada dosis, seperti pada Kelompok Centella asiatica 5%
(K4) yang berhasil menekan kadar 8-OHdG (7,99 + 0,82 pg/mL),
mendekati level protektif yang ditunjukkan oleh Niacinamide (K3).
Sebaliknya, kelompok Centella asiatica 10% (K5) justru
menunjukkan kadar yang tetap tinggi (11,76 £ 1,87 pg/mL), yang
nilainya hampir identik dengan kelompok kontrol UVB (K2) yang
tidak mendapat perlindungan.

Tabel 5.1. Hasil pengukuran kadar 8-OHdG pada berbagai

kelompok
Kelompok K1 K2 K3 K4 K5 P value
Kadar 8-OHdG
(pg/mL)
Mean 8,78 11,82 7,57 7,99 11,76
SD +186 +140 =+0,31 +0,82 +1,87
Shapiro-wilk - 0,0408* 0,9698 0,7422 0,8163 0,6091
Levene Test 0.5291
Kruskal-wallis 0,0031*
Keterangan:  Shapiro-wilk: Normal (p>0,05)
Levene Test : Homogen (p>0,05)
Kruskal-wallis : Signifikan (p<0,05)

Uji normalitas data menggunakan Shapiro-wilk menunjukkan
bahwa data pada kelompok K1 tidak terdistribusi normal (p=0,0408),
sedangkan kelompok lainnya memiliki distribusi normal (p > 0,05).
Uji homogenitas varians menggunakan Levene's Test menghasilkan
nilai p = 0,5291, yang mengindikasikan variansi antarkelompok
bersifat homogen. Oleh karena asumsi normalitas tidak terpenuhi
pada salah satu kelompok, digunakan uji statistik non-parametrik

Kruskal-wallis. Hasil uji menunjukkan adanya perbedaan kadar 8-
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OHdG vyang sangat signifikan secara statistik antarkelompok
perlakuan (p = 0,0031). Untuk mengidentifikasi kelompok mana

yang berbeda, analisis dilanjutkan dengan uji Post Hoc Dunn pada

tabel 5.2.
Tabel 5.2. Hasil uji Post-Hoc Dunn kadar 8-OHdAG
Grup
D , Tikus Krim vehikulum Niacinamide 5% C. asiatica5% C. asiatica 10%
lt‘:s’: 5 Sehat +UVB +UVB +UVB +UVB
Pvale) (KD (K2) (K3) (K4) (K5)
K1 0,6456 >0,9999 >0,9999 0,5859
K2 0,0281* 0,1192 >0,9999
K3 >0,9999 0,0244*
K4 0,1054

Keterangan: Dunn’s test: Signifikan (p<0,05)

Analisis post-hoc menunjukkan bahwa pemberian Niacinamide
(K3) secara signifikan menunjukkan kadar 8-OHdG yang lebih
rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol UVB + krim
vehikulum (K2) (p=0,0281), yang menandakan adanya efek protektif
yang Jelas. Temuan ini diperkuat oleh perbandingan dengan
kelompok Centella asiatica 10% (K5), yang gagal memberikan
perlindungan. Kadar 8-OHdG pada kelompok Niacinamide (K3)
juga ditemukan secara signifikan lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok Centella asiatica 10% (K5) (p=0,0244). Tidak ada
perbedaan bermakna secara statistik antara kelompok Centella
asiatica 10% (K5) dengan kelompok kontrol UVB + krim vehikulum
(K2) (p>0,9999).

Meskipun secara deskriptif terdapat perbedaan rerata antara

kelompok sehat (K1) dengan kelompok perlakuan lain, selisih
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tersebut tidak cukup besar untuk dapat dibuktikan secara statistik
dalam penelitian ini (p>0,05). Demikian pula, perbedaan antara
kelompok perlakuan lainnya (seperti K2 vs K4 dan K4 vs K5) tidak
mencapai ambang batas signifikansi statistik. Seperti yang
divisualisasikan pada (Gambar 5.2), kadar 8-OHdG pada jaringan

kulit tikus bervariasi sesuai dengan perlakuan yang diberikan.

15

Kadar 8-OHdG (% )

11,76
. . + 1,869
K1 K2 K3 K4 KS5S
Kelompok
Gambar 5.2. Grafik rata-rata kadar 8-OHdG setiap kelompok perlakuan
5.1.3. Hasil analisis ekspresi MDA jaringan kulit pada tiap kelompok
Hasil analisis ekspresi MDA pada jaringan kulit tikus disajikan

pada tabel 5.3. Rata-rata ekspresi pada kelompok sehat (K1) adalah

19,90 + 9,499%. Kelompok yang diberikan krim vehikulum dan
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dipaparkan UVB (K2) menunjukkan ekspresi sebesar 32,05 +
19,45%. Pada kelompok niacinamide 5% (K3), ekspresi tercatat
sebesar 26,73 £ 10,32%. Kelompok Centella asiatica dosis 5% (K4)
memiliki ekspresi sebesar 32,23 + 20,95%, sedangkan kelompok
dosis 10% (K5) sebesar 21,59 + 15,56%.

Tabel 5.3. Hasil pengukuran ekspresi MDA pada berbagai

kelompok

Kelompok K1 K2 K3 K4 K5 P value
Ekspresi MDA
(%)
Mean 1990 32,05 26,73 32,23 2159
SD +9499 11945 £10,32 +20,95 +15,56
Shapiro-wilk 09,6996 0,2476 10,1861  0,0409* 0,7292
Levene Test 0.5835
Kruskal-wallis 0,7923

Keterangan: = Shapiro-wilk : Normal (p>0,05)

Levene Test : Homogen (p>0,05)

Kruskal-wallis: Signifikan (p<0,05)

Hasil rata-rata ekspresi MDA dari masing-masing kelompok
dianalisis menggunakan uji normalitas Shapiro-wilk dan uji
homogenitas Levene Test. Hasil uji menunjukkan bahwa data pada
kelompok K4 tidak terdistribusi normal (p=0,0409), sedangkan
varians data antarkelompok bersifat homogen (p=0,5835). Karena
asumsi normalitas tidak terpenuhi, digunakan uji non-parametrik
Kruskal-wallis yang menghasilkan p = 0,7923 (p > 0,05),
menandakan tidak terdapat perbedaan yang bermakna secara statistik
antar kelompok secara keseluruhan.

Meskipun demikian, analisis deskriptif pada rerata

menunjukkan beberapa pola yang menarik. Kelompok paparan UVB
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(K2) menunjukkan rerata ekspresi MDA yang secara substansial
lebih tinggi dibandingkan kelompok sehat (K1). Menariknya,
kelompok Centella asiatica 5% (K4) memiliki rerata ekspresi yang
hampir identik dengan kelompok kontrol UVB + krim vehikulum
(K2), mengindikasikan bahwa pada dosis ini, efek perlindungannya
belum terlihat jika dibandingkan dengan kontrol negatif. Akibatnya,
rerata pada kelompok K4 juga jauh lebih tinggi dibandingkan
kondisi sehat (K1).

Sebaliknya, kelompok Niacinamide (K3) dan Centella asiatica
10% (K5) menunjukkan rerata kadar MDA yang lebih rendah
dibandingkan kelompok UVB (K2). Perbedaan rerata antara
kelompok Niacinamide (K3) dengan kelompok UVB (K2) terlihat
tidak terlalu besar. Namun, kelompok Centella asiatica 10% (K5)
menunjukkan rerata yang secara substansial lebih rendah
dibandingkan kelompok UVB (K2). Temuan yang paling menonjol
adalah saat membandingkan dengan kondisi sehat (K1) yaitu rerata
kelompok Niacinamide (K3) masih menunjukkan selisih yang cukup
jauh, sementara rerata pada kelompok Centella asiatica 10% (K5)
hampir mendekati rerata kelompok sehat (K1). Hal ini
mengindikasikan bahwa perlakuan dengan dosis 10% menghasilkan
kadar MDA yang paling mendekati level normal.

Perbedaan yang cukup jelas juga terlihat pada perbandingan

langsung antar dosis Centella asiatica, di mana rerata kelompok K5
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secara signifikan lebih rendah daripada K4. Sementara itu,
perbandingan antar kelompok perlakuan lain, seperti Niacinamide
(K3) dengan Centella asiatica 5% (K4) maupun dengan Centella
asiatica 10% (K5), menunjukkan selisih rerata yang tidak terlalu
besar. Hasil visualisasi diagram batang ekspresi MDA pada seluruh
kelompok perlakuan disajikan pada Gambar 5.3, Sementara untuk
memberikan gambaran visual dari ekspresi MDA pada jaringan kulit,
gambar hasil IHC dari setiap kelompok perlakuan disajikan pada

Gambar 5.4.

60—

Ekspresi MDA (%)
S
]

VALY 1990 32,05 26,73 3223 21,59
S + 9499 +19,45 +£10,32 +20,95 +15,56

K1 K2 K3 K4 K5
Kelompok

Gambar 5.3. Grafik rata-rata ekspresi MDA setiap kelompok
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‘ﬁ'

O A

Pewarnaan Imunohistokimia (IHC) dengan perbesaran 200x menunjukkan area
ekspresi positif (coklat). (A) Kelompok Sehat (K1), (B) Kelompok Kontrol UVB
+ krim vehikulum (K2), (C) Kelompok Niacinamide (K3), (D) Kelompok
Centella asiatica 5% (K4), (E) Kelompok Centella asiatica 10% (K5).
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5.2. Pembahasan

Pada parameter kerusakan DNA oksidatif (8-OHdG), terdapat
perbedaan yang signifikan secara statistik antar kelompok (p=0,0031).
Paparan UVB (K2) secara biologis menyebabkan kerusakan DNA yang
lebih tinggi dibandingkan kelompok sehat (K1), meskipun tidak signifikan
secara statistik (p=0,6456). Pola di mana terdapat perbedaan signifikan
secara keseluruhan (ANOVA) namun beberapa perbandingan berpasangan
tidak signifikan adalah hal yang umum dalam studi biologis. Sesuai dengan
penelitian oleh Williams et al. tahun 2013 bahwa meskipun paparan UVB
akut memicu pembentukan MDA (penanda stres oksidatif), perbandingan
antara jaringan yang rusak (BCC) dan jaringan normal di sekitarnya tidak
signifikan (p=0,0829), yang menunjukkan adanya variabilitas dalam
perbandingan berpasangan %

Efek protektif yang paling jelas dan signifikan terlihat pada kelompok
Niacinamide (K3), yang kadarnya secara signifikan lebih rendah
dibandingkan K2 (p=0,0281). Hal ini konsisten dengan literatur. Sesuai
dengan penelitian oleh Marques et al. tahun 2024 dan Surjana et al. tahun
2010 bahwa Niacinamide memang memiliki kemampuan dalam mendukung
perbaikan DNA dan menekan stres oksidatif "2,

Kelompok Centella asiatica 5% (K4) juga menunjukkan kadar yang
lebih rendah dibandingkan K2, meskipun p-value-nya tidak signifikan
(p=0,1192). Tren ini mengindikasikan potensi protektif yang kuat secara

biologis, yang kemungkinan tidak terdeteksi secara signifikan karena
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keterbatasan ukuran sampel. Temuan ini sejalan dengan penelitian lain.
Sesuai dengan penelitian oleh Ko et al. tahun 2025 bahwa perlakuan dengan
ekstrak Centella asiatica (BT-care) menunjukkan "tren menuju restorasi”
pada beberapa penanda antioksidan (seperti SOD1 dan CAT) yang rusak
akibat UVB, meskipun pemulihan tersebut “tidak signifikan secara statistik"
pada beberapa parameter %,

Temuan yang paling menarik dan secara klinis relevan adalah respons
pada kelompok Centella asiatica 10% (K5). Kadar 8-OHdG pada kelompok
ini hampir identik dengan kelompok kontrol UVB (K2), dikonfirmasi oleh
p-value (>0,9999). Implikasi biologisnya sangat signifikan: pada konsentrasi
10%, Centella asiatica tidak menunjukkan efek protektif sama sekali
terhadap kerusakan DNA oksidatif dalam model ini. Lebih jauh lagi, kadar
8-OHdG pada kelompok K5 secara signifikan lebih tinggi dibandingkan
kelompok Niacinamide (K3, p=0,0244), yang secara definitif menunjukkan
inferioritas dosis 10% dalam melindungi DNA. Hasil ini kontras dengan
beberapa studi, sesuai dengan penelitian oleh Maramaldi et al. tahun 2013
yang menunjukkan efek protektif DNA dari ekstrak Centella asiatica .
Namun, temuan kami mungkin terkait dengan respons bifasik atau hormesis.
Sesuai dengan penelitian oleh Calabrese & Baldwin tahun 2003 bahwa
konsentrasi yang lebih tinggi justru dapat kehilangan efektivitasnya .

Pada parameter peroksidasi lipid (MDA), hasil uji Kruskal-wallis
tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna secara statistik antar

kelompok (p=0,7923). Paparan UVB (K2) menunjukkan tren kadar MDA
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yang lebih tinggi dibandingkan kelompok sehat (K1). Hal ini sesuai dengan
peran UVB dalam memicu stres oksidatif, sesuai dengan penelitian oleh
Black tahun 2023 yang mengkonfirmasi hal tersebut 2°. Namun, kelompok
perlakuan menunjukkan pola yang tidak konsisten. Kelompok Centella
asiatica 10% (K5) menunjukkan kadar yang lebih rendah secara konsisten
dibandingkan K2, membawa kadarnya mendekati level kelompok sehat.
Temuan ini, meskipun tidak signifikan secara statistik, sejalan dengan
penelitian acuan. Sesuai dengan penelitian oleh Rahmawati YD et al. tahun
2019 bahwa ekstrak 10% juga dilaporkan efektif menurunkan kadar MDA™,

Sebaliknya, kelompok Niacinamide (K3) dan Centella asiatica 5%
(K4) hanya menunjukkan kadar yang sedikit lebih rendah dibandingkan K2.
Kegagalan proteksi pada dosis 5% (K4) ini, meskipun kontras dengan
efektivitas anti-inflamasinya, menegaskan adanya perbedaan mekanisme
yang bergantung pada dosis. Sesuai dengan penelitian oleh Ratz-Lyko A et
al. tahun 2016 yang juga mencatat efektivitas anti-inflamasi *?, temuan kami
menegaskan adanya mekanisme aksi yang berbeda. Perbandingan langsung
antara K4 (efek minimal) dan K5 (tren protektif) memperkuat dugaan,
sesuai dengan catatan oleh Rahmawati YD et al. tahun 2019 bahwa efek
protektif ini bersifat dose-dependent (bergantung pada dosis) .

Ketiadaan signifikansi statistik dan pola tren rerata yang tidak
konsisten pada parameter MDA ini kemungkinan besar disebabkan oleh
variabilitas data yang sangat tinggi yang inheren pada metode pengukuran

IHC untuk kuantifikasi MDA. Sesuai dengan penelitian oleh Williams et al.
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tahun 2013, yang juga mengkaji penanda peroksidasi lipid setelah paparan
UV, kegagalan untuk menemukan signifikansi statistik dalam perbandingan
IHC dapat diatribusikan pada "pola pewarnaan yang tidak teratur dan

variabilitas intra-lesi." %.

Seperti yang telah didiskusikan sebelumnya,
sesuai dengan penelitian oleh Kohale et al. tahun 2023 bahwa metode IHC
lebih cocok untuk melihat lokalisasi kerusakan lipid, bukan untuk
perbandingan kuantitatif antar kelompok secara presisi %. Hal ini membuat
hasil untuk parameter ini menjadi tidak konklusif dan menegaskan bahwa

metode ELISA atau TBARS mungkin lebih superior untuk kuantifikasi

penanda seperti MDA.

Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini-  memiliki  beberapa keterbatasan yang perlu
dipertimbangkan. Keterbatasan utama terletak pada aspek statistik.
Kombinasi ukuran sampel yang kecil (n=5) dengan variabilitas data yang
tinggi, seperti yang terlihat jelas pada simpangan baku parameter ekspresi
MDA, secara signifikan membatasi kekuatan statistik penelitian sehingga
meningkatkan risiko Type Il error (kegagalan mendeteksi efek yang
sebenarnya ada). Dari segi desain eksperimental, penggunaan hanya dua
konsentrasi (Centella asiatica 5% dan 10%) belum cukup untuk memetakan
secara detail respons dosis yang bersifat non-linier dan anomali. Hal ini
teramati secara kontras pada parameter kadar 8-OHdG, di mana dosis 5%
protektif sementara 10% tidak, dan pada ekspresi MDA, di mana justru

dosis 10% yang menunjukkan efektivitas tertinggi.



BAB VI

KESIMPULAN

6.1. Kesimpulan

1. Pada parameter ekspresi MDA, krim ekstrak Centella asiatica 10%
menunjukkan potensi sebagai antioksidan, yang terlihat dari tren
ekspresi yang lebih rendah dibandingkan dengan kontrol vehikulum.
Sementara itu, krim ekstrak Centella asiatica dengan konsentrasi 5%
tidak menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna secara statistik
pada ekspresi MDA.

2. Pada parameter kadar 8-OHdG, pemberian krim ekstrak Centella
asiatica 5% secara topikal menunjukkan potensi kuat sebagai agen
protektif, yang tercermin dari rendahnya kadar 8-OHdG secara
deskriptif - dibandingkan  dengan kontrol - vehikulum. Sebaliknya,
pemberian krim ekstrak Centella asiatica dengan konsentrasi 10% tidak

menunjukkan efek protekiif yang bermakna secara statistik.

6.2. Saran
1. Penelitian selanjutnya wajib menggunakan ukuran sampel yang lebih
besar. Penelitian selanjutnya disarankan untuk menambah jumlah
sampel (n) per kelompok secara signifikan. Keterbatasan jumlah sampel
pada penelitian ini menjadi krusial karena parameter yang diukur adalah
ekspresi protein, yang merupakan hasil akhir dari proses sintesis yang

dikontrol oleh urutan DNA. Adanya variasi genetik (polimorfisme) antar
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individu tikus secara inheren akan menyebabkan variabilitas biologis
yang tinggi dalam merespons paparan UVB dan perlakuan yang
diberikan. Jumlah sampel yang jauh lebih besar akan sangat membantu
dalam mengurangi noise statistik dari variasi individu ini, sehingga
meningkatkan kekuatan statistik penelitian untuk mendeteksi perbedaan
yang sesungguhnya (signifikan) antar kelompok.

Penelitian selanjutnya dilakukan dengan rentang konsentrasi Centella
asiatica yang lebih luas (misalnya 2,5%, 5%, 7,5%, dan 10%). Ini
bertujuan untuk memetakan secara detail kurva dosis-respons dan
mengidentifikasi konsentrasi optimal yang memberikan efek protektif

terhadap stres oksidatif.
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