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ABSTRAK

Latar Belakang: Paparan sinar ultraviolet B (UVB) meningkatkan stres oksidatif
yang mengaktivasi faktor transkripsi Microphthalmia-associated Transcription
Factor (MITF), Pengaktifan mempengaruhi sel melanosit dan proses
melanogenesis. Antioksidan alami seperti ekstrak bunga Catharanthus roseus
(tapak dara) berpotensi mempengaruhi ekspresi MITF serta meningkatkan kadar
enzim Glutathione Peroxidase (GPx) sebagai mekanisme protektif terhadap
kerusakan oksidatif akibat paparan UVB. Penelitian ini bertujuan mengetahui
pengaruh pemberian gel ekstrak Catharanthus roseus terhadap ekspresi MITF dan
kadar GPx pada kulit mencit C57BL/6 yang dipapar UVB subkronis.

Metode: Penelitian eksperimental ini menggunakan desain kelompok kontrol
pasca-tes saja. Tiga puluh mencit C57BL/6 jantan diacak ke dalam lima kelompok
(n=6): K1 (normal), K2 (kontrol negatif), K3 (kontrol positif, vitamin E), K4 (gel
C. roseus 15%), dan K5 (gel C. roseus 30%). Paparan UVB dan aplikasi gel topikal
dilakukan sekali sehari selama 14 hari.  Ekspresi. MITF dinilai melalui
imunohistokimia, dan kadar GPx diukur dari serum menggunakan ELISA.

Hasil: Penelitian eksperimental dengan rancangan post-test only control group
design yang dibagi lima kelompok: K1 (normal), K2 (kontrol negatif, basis gel), K3
(kontrol positif, vitamin E), K4 (gel ECR 15%), dan K5 (gel ECR 30%). Kadar GPx
menunjukkan perbedaan . bermakna = (p=0,001): K1=10,66+0,85 ng/mL,
K2=2,60+1,22 ng/mL, K3=3,70+£1,00 ng/mL, K4=8,29£195 ng/mL, dan
K5=9,15+0,91 ng/mL. Ekspresi MITF, juga berbeda signifikan (p=0,003):
K1=27,4743,62%, K2=31,82+8,11%, K3=51,07+8,16%, K4=34,49+7,91%, dan
K5=40,49+3,74%.

Kesimpulan: Pemberian gel ekstrak bunga Catharanthus roseus meningkatkan
kadar GPx dan ekspresi MITF secara signifikan pada kulit mencit yang terpapar
UVB. Konsentrasi 30% menunjukkan efek antioksidan dan protektif paling
optimal, mendekati kondisi fisiologis normal, sehingga berpotensi digunakan
sebagai agen pencerah dan pelindung kulit alami.

Kata Kunci: Catharanthus roseus, MITF, GPx, UVB, hiperpigmentasi
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ABSTRACT

Background: Ultraviolet B (UVB) exposure increases oxidative stress, which
activates the Microphthalmia-associated Transcription Factor (MITF). This
activation affects melanocyte function and the melanogenesis process. Natural
antioxidants such as Catharanthus roseus (Madagascar periwinkle) extract may
influence MITF expression and elevate Glutathione Peroxidase (GPx) levels as a
protective mechanism against UVB-induced oxidative damage. This study aimed to
determine the effects of Catharanthus roseus extract gel on MITF expression and
GPx levels in the skin of C57BL/6 mice subjected to subchronic UVB exposure.
Methods: This experimental study used a post-test only control group design. Thirty
male C57BL/6 mice were randomized into five groups (n=6): KI (normal), K2
(negative control), K3 (positive control, vitamin E), K4 (15% C. roseus gel), and
K5 (30% C. roseus gel). UVB exposure and topical gel application were performed
once daily for 14 days. MITF expression was assessed via immunohistochemistry,
and GPx levels were measured from serum using ELISA.

Results: GPx levels showed significant differences among groups (p=0.001):
KI1=10.66+0.85 ng/ml, K2=2.60+l1.22 ng/mL, K3=3.70+1.00 ng/mlL,
K4=8.29+1.95 ng/mL, and K5=9.15+0.91 ng/mL. MITF expression likewise
differed  significantly ~ (p=0.003): KI=27.47€3.62%, K2=31.82+8.11%,
K3=51.07+8.16%, K4=34.49+7.91%, and K5=40.49+3.74%.

Conclusion: Topical administration of Catharanthus roseus flower extract gel
significantly increased GPx levels and MITF expression in UVB-exposed mouse
skin. The 30% concentration demonstrated the most optimal antioxidant and
protective effects, closely approaching normal physiological conditions, indicating
its potential as a natural skin-brightening and photoprotective agent.

Keywords: Catharanthus roseus, MITF, GPx, UVB, hyperpigmentation
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Paparan sinar ultraviolet B (UVB) memicu pembentukan radikal bebas yang
menyebabkan stres oksidatif pada kulit. Kondisi ini berperan dalam aktivasi jalur
melanogenesis melalui  peningkatan ekspresi  Microphthalmia-associated
transcription factor (MITF), yang merupakan regulator utama dalam produksi
melanin.! Akumulasi melanin secara berlebihan akan memicu munculnya
hiperpigmentasi, yang ditandai dengan noda gelap, warna kulit tidak merata, dan
tampilan kulit kusam.? Permasalahan hiperpigmentasi ini telah menjadi perhatian
utama dalam bidang kosmetik karena berkaitan langsung dengan estetika dan
kepercayaan diri.>* Meningkatnya kesadaran masyarakat terhadap efek samping
bahan kimia sintetis, mendorong pergeseran tren kosmetik ke arah penggunaan
bahan alami atau herbal yang dinilai lebih aman, ramah kulit, dan minim toksisitas.’
Salah satu bahan alami yang potensial untuk dikembangkan sebagai agen pencerah
kulit adalah ekstrak bunga Catharanthus roseus (tapak dara).%’ Ekstrak
Catharanthus roseus memiliki aktivitas antioksidan yang dapat membantu dalam
mengurangi produksi melanin yang berlebihan dan mencegah hiperpigmentasi
kulit.®

Microphthalmia-associated transcription factor (MITF) adalah faktor
transkripsi utama yang mengatur ekspresi gen yang terlibat dalam sintesis melanin,’
Ekspresi ini sangat penting dalam mengontrol jumlah dan aktivitas melanosit.

Penghambatan ekspresi MITF dapat mengurangi sintesis melanin, sehingga



berpotensi menjadi target untuk agen pencerah kulit.’° Selain itu, enzim Glutathione
peroxidase (GPx) juga mampu menurunkan aktivitas tirosinase, yaitu enzim kunci
dalam proses pembentukan melanin. Dengan terhambatnya tirosinase, produksi
melanin berkurang sehingga kondisi hiperpigmentasi dapat dicegah.!! Mengalihkan
sintesis melanin dari melanin gelap (eumelanin) ke melanin terang (pheomelanin),
berperan penting dalam melindungi kulit dari efek merusak sinar UVB.%!%13
Membantu meregenerasi antioksidan lain, seperti vitamin C dan E, ke bentuk
aktifnya, memperkuat pertahanan antioksidan kulit secara keseluruhan.
Penggunaan antioksidan dapat menjadi pendekatan yang efektif dalam mencegah
atau mengatasi masalah pigmentasi.'4

Catharanthus roseus atau tapak dara merupakan tanaman dengan berbagai
manfaat kesehatan karena mengandung senyawa aktif yang bersifat antioksidan,
antiinflamasi, dan antikanker. Alkaloid seperti vincristine dan vinblastine diketahui
dapat menghambat proliferasi sel melanosit, penurunan jumlah melanosit ini
berimplikasi pada berkurangnya produksi melanin yang dapat dimanfaatkan dalam
terapi hiperpigmentasi kulit.!>'® Ekstrak Catharanthus roseus meningkatkan
ekspresi enzim antioksidan seperti glutathione reductase dan glutathione
synthetase, yang berperan dalam regenerasi glutation (GSH), melalui mekanisme
tidak langsung, yaitu sebagai antioksidan endogenik yang mengaktivasi
peningkatan ekspresi gen-gen antioksidan.!” Mekanisme ini membantu menjaga
keseimbangan antioksidan dalam sel, mengurangi stres oksidatif, serta mencegah
deplesi glutation.® Perlindungan yang diberikan oleh Catharanthus roseus terjadi

melalui peningkatan sistem pertahanan antioksidan seluler, yang bekerja dengan



menetralkan ROS akibat paparan UVB, sehingga berkontribusi pada regenerasi
kulit dan menghambat hiperpigmentasi, serta melindungi jaringan kulit dari
kerusakan.'®1?

Catharanthus roseus merupakan tumbuhan yang memiliki senyawa bioaktif
seperti alkaloid, flavonoid, dan fenolik, yang diketahui memiliki aktivitas biologis,
termasuk potensi dalam pengelolaan hiperpigmentasi. Flavonoid dalam
Catharanthus roseus dapat menekan ekspresi MITF sehingga memengaruhi jalur
MAPK dengan menghambat fosforilasi p38 MAPK atau ERK (Extracellular
Signal-Regulated Kinase), yang secara langsung berdampak pada stabilitas dan
aktivitas MITF. Selain itu, ekstrak ini dapat memodulasi jalur cAMP yang
melibatkan protein kinase A (PKA), berpotensi mengubah regulasi MITF melalui
perubahan pada tingkat fosforilasi. Ekstrak Catharanthus roseus mengurangi
pigmentasi kulit melalui penghambatan jalur sinyal melanogenesis, penurunan
ekspresi MITF. ?°

Beberapa penelitian awal menunjukkan potensi Catharanthus roseus
sebagai agen pencerah kulit yang bekerja melalui mekanisme penghambatan enzim
tirosinase dan regulasi faktor-faktor transkripsi yang terlibat dalam melanogenesis.’
Pemilihan bunga Catharanthus roseus sebagai alternatif menarik dalam kosmetik
untuk mengobati hiperpigmentasi karena kandungan bioaktifnya yang dapat
menurunkan ekspresi MITF, dan melawan stres oksidatif serta inflamasi, dengan
penelitian dan pengembangan lebih lanjut, bunga ini dapat menjadi bahan utama

dalam produk pencerah kulit yang alami, efektif, dan aman.!>



Ekstrak Catharanthus roseus memiliki kandungan antioksidan yang kuat ,2!
antioksidan diketahui mendukung sintesis GPx, menjaga keseimbangan redoks, dan
mengurangi stres oksidatif. Dengan menetralkan ROS akibat UVB, serta membantu
regenerasi kulit, mencegah hiperpigmentasi, dan melindungi kulit dari
kerusakan.?>?* Dari latar belakang yang sudah disusun, Belum ada laporan
penelitian yang secara spesifik mengeksplorasi efektivitas ekstrak Catharanthus
roseus terhadap ekspresi MITF dan kadar glutation, sehingga perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut.

1.2 Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah yang menjadi dasar dalam penelitian ini dapat
dinyatakan sebagai berikut:
Apakah terdapat pengaruh pemberian gel ekstrak bunga tapak dara
(Catharanthus  roseus)  terhadap  ekspresi Microphthalmia-associated
Transcription Factor (MITF) dan kadar Glutathione peroxidase (GPx) pada
jaringan kulit mencit C57BL/6 yang di papar sinar UVB subkronis?
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Untuk mengevaluasi sejauh mana gel ekstrak bunga tapak dara
(Catharanthus roseus) memengaruhi ekspresi MITF serta kadar GPx
pada jaringan kulit mencit yang mengalami pemaparan UVB secara

subkronis.



1.3.2 Tujuan Khusus
1. Untuk mengetahui pengaruh gel ekstrak bunga tapak dara
(Catharanthus roseus) terhadap ekspresi MITF pada jaringan kulit
mencit yang di papar sinar UVB subkronis.
2. Untuk mengetahui pengaruh gel ekstrak bunga tapak dara
(Catharanthus roseus) terhadap kadar GPx pada jaringan kulit mencit

yang di papar sinar UVB subkronis.

1.4 Orisinalitas Penelitian

Penelitian ini mengusulkan eksplorasi inovatif terhadap penggunaan gel
ekstrak bunga tapak dara (Catharanthus roseus) sebagai agen pencerah kulit,
dengan fokus pada mekanisme molekuler melalui ekspresi MITF dan kadar
GPx. Keunikan penelitian ini terletak pada pemanfaatan bunga Catharanthus
roseus, tanaman yang lebih dikenal karena kandungan alkaloidnya dalam
aplikasi farmakologis, untuk tujuan kosmetik yang relatif belum banyak
diteliti. Formulasi gel yang digunakan menawarkan keunggulan dalam hal
penetrasi kulit, stabilitas, dan kenyamanan aplikasi topikal. Dengan model uji
pada jaringan kulit mencit, penelitian ini memberikan data praklinis yang kritis
untuk mengevaluasi efektivitas dan keamanan, membuka jalan untuk
pengembangan produk kosmetik berbasis bahan alami yang aman dan efektif.

Tabel 1.1 Orisinalitas penelitian

Peneliti, . Metode ‘ -
No Judul Penelitian - Hasil penelitian
tahun Penelitian
1  Akhmad Evaluasi Sediaan Invivo  Krim ekstrak daun tapak
Al-Bari et Krim Ekstrak Etanol dara efektif melindungi dari

al.,, 2023*  Daun Tapak Dara sinar UV-B, mengurangi




Peneliti, Metode
No Judul Penelitian Hasil penelitian
tahun Penelitian
(Catharanthus jumlah  bintik  eritema,
roseus L.) sebagai menunjukkan potensi
Tabir Surya sebagai tabir surya alami.

2  Leny Ointment Invivo  Ekstrak etanol bunga C.
Situmorang  Formulation of roseus memiliki aktivitas
TNK, Tapak Dara yang baik menyembuhkan
Siagian R, (Catharanthus luka bakar pada mencitputih
Hafiz L roseus (L.) G. Don) jantan. Konsentrasi yang
Iskan(llgar B- Flower Ethanol paling efektif adalah salep
2023. Extract and its yang mengandung 15%

Activity in Burn- dalam penyembuhan luka
Healing. bakar.!®

3 Amalia Effect of Petai Skin Invivo .~ Aplikasi gel ekstrak kulit
MR, Extract Gel petai  terbukti  mampu
Subchan P. 4dministration on menurunkan ekspresi gen
(2023).% MITF Gene MITF serta mengurangi

Expression and jumlah melanin pada tikus
Melanin Count (in dengan kondisi
Vivo Experimental hiperpigmentasi yang
Study on mendapatkan paparan sinar
Hyperpigmented UVB.?

Wistar Mice

Exposed to UVB

Exposed

Hyperpigmentation).

4  Santhi Pengaruh gel Invivo  Spray gel tabir surya dari
AAWK,, ekstrak daun tapak daun tapak dara stabil dan
2023.26 memenuhui Nilai

dara (Catharanthus
roseus) terhadap
kepadatan kolagen
pada penyembuhan
pasca luka insisi
gingiva
marmut(Rattus
norvegicus).

Syarat.
SPF terbaik terdapat pada
F3 dengan kosentrasi 6%
dengan kategori proteksi
ultra dan kenaikan nilai SPF

dipengaruhi oleh
penambahan  konsentrasi
ekstrak.




Peneliti, Metode
No Judul Penelitian Hasil penelitian
tahun Penelitian

5 AM Satish Evaluation of Invivo  Ekstrak Catharanthus
etal., Wound Healing roseus dapat meningkatkan
20217 Activity of kekuatan jaringan,
Catharanthus mempercepat  epitelisasi,

Roseus Aqueous dan meningkatkan sintesis

Extract in Adult kolagen pada  berbagai

Albino Rats model luka pada

mencitalbino, setara dengan
obat standar sucralfate.

Penelitian Akhmad ef al., menilai khasiat krim ekstrak Catharanthus roseus
sebagai tabir surya alami untuk mencegah eritema pada tikus. Ekstrak dibuat
menggunakan metode maserasi dengan etanol 96% dalam rasio 1:4. Tiga
formulasi krim tabir surya dibuat dengan menggunakan konsentrasi ekstrak
Catharanthus roseus masing-masing 1%, 1,5%, dan 3%. Formulasi FO tidak
mengandung ekstrak. Krim kemudian diuji pada kulit tikus dan dipaparkan
pada sinar UV-B selama delapan jam.**

Leny et al, memformulasikan sediaan salep ekstrak etanol bunga
Catharanthus roseus dan mengetahui karakteristik fisiknya seperti uji
organoleptik, homogenitas, nilai pH, daya sebar, dan uji stabilitas sediaan serta
menguji aktivitasnya sebagai penyembuh luka bakar pada tikus putih jantan.'’

Amalia et al, menyatakan pemberian ekstrak kulit petai pada konsentrasi
10% maupun 20% mampu menurunkan ekspresi gen MITF serta mengurangi
jumlah melanin secara signifikan pada tikus jantan Wistar yang mengalami

hiperpigmentasi akibat paparan sinar UVB.?



Santhi et al. melakukan penelitian menggunakan  ekstrak daun
Catharanthus roseus terhadap jumlah fibroblas dalam proses penyembuhan
luka pada mukosa oral dilakukan dengan membuat luka melalui insisi pada
mukosa labial tikus Wistar (Rattus norvegicus). Pada kelompok kontrol, luka
diberi aplikasi akuades, sedangkan pada kelompok perlakuan luka diolesi
ekstrak Catharanthus roseus dengan variasi konsentrasi 6,25%, 12,5%, 25%,
50%, dan 100%. Pada hari ke-7, tikus dieutanasia, kemudian jaringan mukosa
labial diambil untuk dilakukan pengamatan histologis.?

Satish et al., mengevaluasi potensi penyembuhan luka ekstrak air
Catharanthus roseus menggunakan model luka sayatan, eksisi, dan ruang mati
pada tikus albino jantan yang sehat. Untuk menilai hal ini, kekuatan putus
jaringan untuk model luka sayatan, persentase epitelisasi dan periode
epitelisasi lengkap untuk model luka eksisi dan kekuatan putus granuloma,
berat kering, dan kandungan hidroksiprolin untuk model luka ruang mati
dievaluasi setelah pengobatan ekstrak dibandingkan dengan obat standar
sukralfat.?’

Berbeda dengan beberapa penelitian yang akan dilakukan menggunakan gel
ekstrak bunga tapak dara (Catharanthus roseus) pada jaringan kulit mencit
yang mengalami hiperpigmentasi menggunakan dosis 15% dan 30% kemudian
dilakukan analisis ekspresi MITF dan kadar glutation pada jaringan kulit yang

di papar sinar UVB subkronis selama 14 hari.



1.5 Manfaat Penelitian

1.5.1 Manfaat Teoritis
Penelitian ini akan memberikan wawasan lebih dalam tentang
mekanisme bunga tapak dara (Catharanthus roseus) sebagai agen
pencerah kulit. Dengan memahami bagaimana ekstrak tanaman ini
memengaruhi ekspresi MITF dan kadar GPx, peneliti dapat memperluas

pengetahuan tentang regulasi molekuler melanogenesis.

1.5.2 Manfaat Praktis
Manfaat praktis dari penelitian ini adalah pengembangan produk
pencerah kulit yang lebih aman dan efektif berbasis bunga tapak dara
(Catharanthus roseus), memberikan alternatif yang lebih aman bagi
konsumen yang menghindari bahan kimia berbahaya. Penelitian ini dapat

berpotesi untuk dikembangkan dan diaplikasikan ke masyarakat.



BABII

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor)

MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) adalah faktor
transkripsi yang memainkan peran sentral dalam regulasi pigmentasi kulit.?®
MITF mengatur ekspresi gen-gen yang terlibat dalam produksi melanin, pigmen
yang memberikan warna pada kulit, rambut, dan mata. MITF berperan sebagai
pengatur utama dalam diferensiasi, perkembangan, dan fungsi melanosit, sel-sel
yang memproduksi melanin.?® Sebagai faktor transkripsi, MITF mengikat DNA
pada promotor gen targetnya dan mengaktifkan transkripsi gen-gen kunci seperti
tirosinase, TRP-1 (tyrosinase-related protein 1), dan TRP-2 (tyrosinase-related
protein 2), yang semuanya esensial untuk biosintesis melanin.*’

Paparan oksidan pada tingkat ringan hingga menengah membentuk
kondisi subkronis atau sub-damage exposure yang tidak menimbulkan
kerusakan struktural permanen. Biologi stres mendefinisikan kondisi ini sebagai
bentuk hormesis yang memicu respons adaptif untuk memperkuat fungsi sel.’!
Melanosit merespons stres oksidatif ringan sebagai sinyal fisiologis yang
menandakan kebutuhan peningkatan perlindungan pigmen. Respons tersebut
bergantung pada kemampuan sel membaca akumulasi ROS tingkat rendah
sebagai pemicu aktivasi jalur pensinyalan adaptif.*

ROS pada kadar moderat mengaktivasi jalur MAPK/ERK yang
memfosforilasi MITF pada residu Ser73. Fosforilasi ini meningkatkan aktivitas

transkripsional MITF dan memperkuat interaksinya dengan ko-aktivator

10
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p300/CBP sehingga ekspresi gen melanogenik meningkat.> ROS juga
mengaktivasi jalur p38 MAPK yang berperan dalam stabilisasi protein MITF
dan penguatan diferensiasi melanosit. Aktivasi p38 mendukung peningkatan
transkripsi MITF serta kapasitas melanogenesis secara keseluruhan.?

MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) teraktivasi
mengikat elemen M-box dan E-box pada promoter #yrosinase, TRP-1 (TYRPI),
dan TRP-2 (DCT) yang berfungsi sebagai komponen kunci biosintesis
eumelanin.** Produksi melanin yang meningkat memberikan kontribusi sebagai
antioksidan endogen yang mampu menetralkan ROS dan menjaga integritas
seluler. Mekanisme ini membentuk rangkaian adaptasi pigmentasi yang
memperlihatkan hubungan fungsional antara ROS moderat, aktivitas MITF, dan
penguatan kapasitas perlindungan pigmen.*’

Stres oksidatif moderat meningkatkan aktivitas MITF melalui modulasi
sinyal redoks intraseluler. Paparan oksidan ringan menghasilkan akumulasi ROS
yang cukup untuk mengaktifkan jalor MAPK/ERK, p38, atau sistem
thioredoxin, selanjutnya memfasilitasi fosforilasi dan stabilisasi MITF.
Aktivasi ini memperkuat kemampuan MITF dalam menstimulasi ekspresi
tirosinase, TRP-1, dan TRP-2 sehingga proses melanogenesis meningkat dalam
rangka mempertahankan integritas seluler. Melanosit memanfaatkan
peningkatan ROS moderat sebagai sinyal adaptif untuk memperkuat kapasitas
perlindungan terhadap stres oksidatif melalui peningkatan produksi melanin,

sementara tingkat ROS yang tidak melebihi ambang kerusakan memungkinkan
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sel melakukan respons adaptif tanpa mengalami apoptosis atau disfungsi
struktural.>’

Fenomena tersebut konsisten dengan konsep subkronis yang
menempatkan paparan ringan di bawah ambang kerusakan sebagai pemicu
adaptasi biologis. Paparan oksidan dengan intensitas atau durasi minimal
menghasilkan respons pigmentasi yang meningkat melalui amplifikasi aktivitas
MITF dan peningkatan biosintesis melanin. Sistem pigmentasi berfungsi sebagai
mekanisme proteksi endogen, sehingga peningkatan pigmentasi yang terjadi
pada konteks stres oksidatif moderat mencerminkan strategi kulit untuk
mempertahankan stabilitas redoks dan melindungi jaringan dari paparan
oksidatif yang berulang.®°

Melanogenesis adalah proses biosintesis melanin yang terjadi di dalam
melanosit. MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) berfungsi
sebagai pengatur utama dalam proses ini dengan menginduksi ekspresi enzim-
enzim kunci yang diperlukan untuk sintesis melanin. Tirosinase adalah enzim
pertama dan terpenting dalam jalur melanogenesis, mengkatalisis konversi
tirosin menjadi DOPA dan kemudian menjadi DOPAquinone.?® MITF juga
mengatur ekspresi TRP-1 dan TRP-2, yang bertanggung jawab atas tahap-tahap
berikutnya dalam jalur sintesis melanin. Aktivasi MITF sendiri diatur oleh
berbagai sinyal, termasuk sinyal dari reseptor melanocortin 1 (MC1R) dan jalur
MAPK (mitogen-activated protein kinase), menginduksi fosforilasi MITF,

meningkatkan stabilitas dan aktivitas transkripsionalnya.3®
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Ekspresi MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) dapat
dipengaruhi oleh berbagai faktor genetik dan lingkungan. Faktor genetik
termasuk mutasi dalam gen MITF itu sendiri atau dalam gen yang mengatur jalur
sinyal yang mengaktifkan MITF.* Faktor lingkungan yang signifikan meliputi
paparan radiasi ultraviolet (UV), yang dapat meningkatkan ekspresi MITF
melalui jalur p53 dan jalur MAPK.”® Hormon seperti hormon melanosit-
stimulating (MSH) juga berperan dalam meningkatkan ekspresi MITF melalui
aktivasi reseptor MC1R. Stres oksidatif dan faktor-faktor inflamasi juga dapat
memodulasi ekspresi MITF, baik secara langsung maupun melalui jalur sinyal
yang terlibat dalam respons seluler terhadap stres.*°

MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) memiliki
relevansi yang besar dalam proses pencerahan kulit karena kemampuannya
untuk mengatur ekspresi gen-gen yang terlibat dalam sintesis melanin. Inhibisi
MITF dapat mengurangi produksi melanin, sehingga mencerahkan warna kulit.
Bahan-bahan pencerah kulit sering kali menargetkan jalur MITF atau enzim-
enzim yang diatur oleh MITF, seperti tirosinase.*' Misalnya, bahan aktif seperti
arbutin, kojic acid, dan asam askorbat telah diketahui mengurangi aktivitas
tirosinase dan menurunkan ekspresi MITF, menghasilkan efek pencerahan. #

Radiasi UV merupakan salah satu faktor lingkungan yang paling
signifikan yang mempengaruhi ekspresi MITF (Microphthalmia-associated
Transcription Factor). Paparan UV menginduksi kerusakan DNA dalam sel
kulit, yang kemudian mengaktifkan jalur sinyal yang mengarah pada

peningkatan ekspresi MITF. ?® Salah satu jalur utama yang terlibat adalah jalur
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pS3, di mana protein p53 yang diaktitkan oleh kerusakan DNA menginduksi
ekspresi MITF untuk meningkatkan produksi melanin sebagai respons protektif
terhadap radiasi UV. Selain itu, radiasi UV juga mengaktifkan jalur MAPK dan
jalur cAMP, yang keduanya berkontribusi pada stabilisasi dan aktivasi MITF.

Hormon MSH adalah hormon yang diproduksi oleh kelenjar pituitari
yang berperan dalam regulasi pigmentasi kulit.** MSH bekerja dengan mengikat
reseptor melanocortin 1 (MCIR) pada permukaan melanosit, yang kemudian
mengaktifkan jalur cAMP. Peningkatan kadar cAMP mengarah pada aktivasi
protein kinase A (PKA), yang pada akhirnya meningkatkan fosforilasi dan
aktivasi MITF. Aktivasi MITF ini mengarah pada peningkatan ekspresi enzim-
enzim melanogenesis dan produksi melanin. Oleh karena itu, hormon MSH
adalah salah satu faktor endogen utama yang mengatur ekspresi MITF dan
pigmentasi kulit. *

Stres oksidatif yang disebabkan oleh akumulasi radikal bebas dan reaktif
oksigen spesies (ROS), dapat mempengaruhi ekspresi MITF (Microphthalmia-
associated Transcription Factor). Stres oksidatif dapat memodulasi jalur sinyal
intraseluler seperti jalur MAPK dan jalur PI3K/AKT, yang dapat meningkatkan
atau menurunkan ekspresi MITF tergantung pada konteks seluler dan tingkat
stres oksidatif. Misalnya, stres oksidatif moderat dapat menginduksi ekspresi
MITF sebagai bagian dari respons seluler adaptif untuk melindungi melanosit
dari kerusakan lebih lanjut. Namun, stres oksidatif yang berlebihan dapat
menyebabkan kerusakan seluler dan menurunkan ekspresi MITF melalui

mekanisme yang melibatkan p53 dan faktor transkripsi lainnya.*
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Faktor genetik memainkan peran penting dalam menentukan tingkat
ekspresi dan aktivitas MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor).
Polimorfisme dan mutasi dalam gen MITF dapat mempengaruhi fungsinya
sebagai faktor transkripsi. Misalnya, mutasi yang mengurangi afinitas MITF
untuk DNA atau mengganggu interaksi dengan protein ko-regulator dapat
menurunkan ekspresi gen target seperti tirosinase.*® Mutasi dalam gen-gen yang
mengatur jalur sinyal yang mengaktifkan MITF, seperti MC1R atau komponen-
komponen jalur MAPK, juga dapat mempengaruhi ekspresi dan aktivitas MITF.
Variabilitas genetik ini dapat menjelaskan perbedaan dalam pigmentasi kulit dan
respons terhadap agen pencerah kulit di antara individu.

MITF berperan sebagai target terapeutik yang menjanjikan untuk
pengembangan agen pencerah kulit. Penghambatan terhadap ekspresi atau
aktivitas MITF dapat menurunkan produksi melanin secara efektif. Berbagai
senyawa telah teridentifikasi mampu menekan ekspresi MITF atau menghambat
fungsinya. Inhibitor jalur MAPK seperti U0126, misalnya, menunjukkan
kemampuan menurunkan ekspresi MITF dan mengurangi pembentukan
melanin. Pengembangan agen yang lebih spesifik dan efektif yang menargetkan
MITF berpotensi memberikan solusi baru bagi masalah hiperpigmentasi maupun
kebutuhan estetika kulit.*’

MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) merupakan
sebuah faktor transkripsi yang memegang peranan sentral dalam mengatur
perkembangan sekaligus fungsi berbagai jenis sel, termasuk melanosit—sel

yang bertanggung jawab dalam pembentukan melanin pada kulit. Peran MITF
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terutama berkaitan dengan pengendalian ekspresi sejumlah gen penting yang
terlibat dalam proses biosintesis melanin. Di antaranya adalah gen yang
mengode enzim tirosinase, serta protein terkait tirosinase seperti TRP-1
(tyrosinase-related protein 1) dan TRP-2 (tyrosinase-related protein 2), yang
keseluruhannya berkontribusi dalam tahapan pembentukan pigmen melanin.*

MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) mengikat
promoter dari gen-gen target yang terlibat dalam sintesis melanin, termasuk
tirosinase, TRP-1, dan TRP-2. Dengan meningkatkan ekspresi gen-gen ini,
MITF secara langsung mempengaruhi jumlah melanin yang diproduksi oleh
melanosit. MITF juga berperan dalam diferensiasi melanosit dari prekursor sel
punca. Tanpa MITF, melanosit tidak dapat berkembang dengan baik, yang
mengakibatkan gangguan dalam produksi melanin.*

MITE (Microphthalmia-associated Transcription ~Factor) berperan
dalam memastikan kelangsungan hidup dan proliferasi melanosit. Fungsi ini
penting untuk mempertahankan populasi melanosit yang cukup untuk
menghasilkan pigmen kulit yang normal.>® Pengukuran ekspresi MITF dalam
penelitian ini dilakukan untuk memahami bagaimana ekstrak Catharanthus
roseus mempengaruhi regulasi molekuler dari sintesis melanin. Dengan
mengetahui apakah ekstrak ini dapat mengurangi ekspresi MITF, kita dapat
mengidentifikasi mekanisme potensial dari efek pencerahannya. MITF
merupakan sebuah faktor transkripsi yang memiliki peran penting dalam
mengatur perkembangan serta fungsi sejumlah tipe sel, termasuk melanosit yang

merupakan sel yang berperan dalam menghasilkan pigmen melanin pada kulit.
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Faktor ini mengontrol ekspresi berbagai gen yang terlibat dalam proses
biosintesis melanin, di antaranya gen pengode enzim tirosinase serta protein
terkait tirosinase seperti TRP-1 (tyrosinase-related protein 1) dan TRP-2

(tyrosinase-related protein 2).%

2.2 Glutathione peroxidase (GPx)

Glutathione peroxidase (GPx) merupakan enzim antioksidan penting yang
berperan dalam menjaga keseimbangan redoks sel dengan mereduksi senyawa
peroksida seperti hidrogen peroksida (H20:) dan lipid peroksida menjadi air dan
alkohol yang tidak berbahaya. Proses ini berlangsung melalui reaksi dengan
glutation tereduksi (GSH) sebagai donor elektron utama. Aktivitas GPx sangat
krusial karena membantu melindungi sel dari kerusakan oksidatif yang dipicu
oleh paparan sinar ultraviolet (UV), polutan, dan proses metabolik.’! Paparan
sinar UVB secara subkronis diketahui dapat meningkatkan produksi ROS di
dalam jaringan kulit. Akumulasi ROS ini menyebabkan stres oksidatif yang
berdampak pada kerusakan protein, lipid membran, serta materi genetik, dan
pada akhirnya mempercepat penuaan kulit serta memicu berbagai respon
inflamasi. Salah satu indikator biokimia yang dapat digunakan untuk menilai
tingkat stres oksidatif adalah kadar enzim GPx. Penurunan kadar GPx umumnya
mencerminkan penurunan kapasitas antioksidan endogen, sedangkan
peningkatan kadar GPx dapat menunjukkan adanya respon protektif terhadap

stres oksidatif.3!?

Dalam jaringan kulit, GPx berfungsi melindungi sel dari kerusakan

oksidatif yang disebabkan oleh paparan sinar ultraviolet (UV), polusi, dan stres
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lingkungan lainnya. Aktivitas GPx yang optimal membantu mencegah
kerusakan protein, lipid membran, dan DNA yang berkontribusi pada proses
penuaan dini dan gangguan pigmentasi kulit.”> GPx menghambat produksi
melanin di kulit dengan inhibisi langsung enzim tirosinase, enzim kunci dalam
melanogenesis yang mengubah L-tirosin menjadi melanin. GSH berinteraksi
dengan ion tembaga (Cu?") pada situs aktif tirosinase, sehingga menurunkan
aktivitas enzim ini. Berperan sebagai kofaktor inhibitor yang mengganggu akses
tirosinase terhadap substratnya. Selain menghambat tirosinase, GSH juga
mengubah jalur produksi melanin dari eumelanin (coklat-hitam) menjadi
pheomelanin (kuning-merah) melalui regulasi cysteine-dopaquinone pathway.
GSH berikatan dengan dopaquinone, mencegah pembentukan eumelanin, dan
mendorong reaksi dengan L-cysteine untuk menghasilkan pheomelanin yang
lebih terang. Mekanisme lainnya adalah modulasi faktor transkripsi MITF, yang
berperan dalam regulasi ekspresi tirosinase dan enzim melanogenesis lainnya.
Glutation menekan ekspresi MITF melalui downregulasi sinyal CREB (cAMP
Response Element Binding Protein), yang pada akhirnya mengurangi sintesis
tirosinase dan produksi melanin. Selain itu, glutation juga berfungsi sebagai
antioksidan yang menetralkan Reactive Oxygen Species (ROS) akibat paparan
UV, yang diketahui dapat mengaktivasi jalur p38 MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase) yang merangsang melanogenesis. Dengan menekan stres
oksidatif, glutation membantu mencegah hiperpigmentasi yang disebabkan oleh

inflamasi atau kerusakan UV. Kombinasi mekanisme ini menjadikan GPx
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sebagai agen pencerah kulit yang efektif dengan efek perlindungan terhadap

paparan lingkungan yang merangsang produksi melanin berlebih.!!-!4

Glutathione peroxidase (GPx) merupakan salah satu enzim antioksidan
utama yang berfungsi melindungi kulit dari stres oksidatif. Dengan
kemampuannya menurunkan akumulasi radikal bebas, enzim ini berkontribusi
dalam mengurangi terjadinya hiperpigmentasi dan munculnya noda gelap pada
kulit, sehingga turut mendukung tampilan kulit yang lebih cerah.. Dengan
menetralisir radikal bebas dan peroksida, GPx melindungi sel-sel kulit dari
kerusakan akibat paparan sinar UV dan polusi. Aktivitas antioksidan GPx juga
mendukung regencrasi sel, mengurangi peradangan, serta membantu menjaga
integritas struktur kolagen dan elastin yang penting untuk kekencangan dan

elastisitas kulit.>*

Beberapa tanaman herbal mengandung senyawa bioaktif seperti polifenol,
flavonoid, dan alkaloid yang mampu mengaktivasi jalur pensinyalan antioksidan
endogen, seperti jalur Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2).
Aktivasi jalur ini dapat meningkatkan ekspresi enzim-enzim antioksidan,
termasuk glutathione peroxidase (GPx), senyawa alami dari tanaman tidak
secara langsung menambah kadar GPx, tetapi merangsang mekanisme
pertahanan tubuh untuk meningkatkan produksi GPx. Beberapa senyawa
tanaman juga diketahui dapat menghambat tirosinase, menekan ekspresi MITF,
dan mengubah rasio eumelanin-pheomelanin, sehingga memberikan efek
perlindungan sekaligus pencerahan pada kulit.’® Kombinasi efek antioksidan dan

antimelanogenesis ini membantu mencegah kerusakan kulit akibat stres
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oksidatif, paparan sinar UVB, dan polusi, serta mendukung peran kulit sebagai
bagian dari sistem imun bawaan tubuh. Tanaman herbal menjadi pilihan
perawatan kulit alami yang mendukung mekanisme protektif tubuh secara

fisiologis dan berkelanjutan.’’

Glutathione peroxidase (GPx) juga berperan dalam mencegah kerusakan
DNA akibat paparan UVB, yang bisa menyebabkan mutasi atau bahkan kanker
kulit. Mengurangi kerusakan DNA dan mengurangi peradangan pada kulit, GPx
mendukung proses penyembuhan dan regenerasi - kulit, mempercepat
pembentukan sel kulit baru. GPx juga menghambat aktivitas tirosinase, enzim
utama dalam sintesis melanin, sehingga dapat mengurangi produksi melanin
yang berlebihan dan mencegah hiperpigmentasi. GPX tidak hanya berfungsi
sebagai pelindung kulit, tetapt juga mendukung pencerahan kulit dan menjaga

kekenyalan serta elastisitasnya.>

2.3 Catharanthus roseus
Catharanthus voseus yang sering dikenal sebagai tapak dara, merupakan
tanaman dengan komponen bioaktif yang beragam dan memiliki aplikasi
terapeutik yang luas. Salah satu komponen bioaktif utama dari tanaman ini
adalah alkaloid, terutama vincristine dan vinblastine, yang telah dikenal luas
karena kemampuannya dalam pengobatan kanker. Selain alkaloid, Catharanthus
roseus juga mengandung terpenoid, flavonoid, dan glikosida. Senyawa-senyawa

ini memberikan tanaman tersebut kemampuan untuk menghasilkan efek
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farmakologis yang signifikan, termasuk sifat antiinflamasi, antioksidan, dan
antimikroba. Flavonoid dalam tanaman ini, seperti quercetin dan kaempferol,
berfungsi sebagai antioksidan yang kuat, melindungi sel-sel kulit dari kerusakan
oksidatif dan peradangan. *®

Catharanthus roseus telah menunjukkan potensi yang menjanjikan
sebagai bahan aktif dalam produk perawatan kulit. Penelitian sebelumnya telah
mengeksplorasi berbagai aplikasi tanaman ini, dari efek antiinflamasi hingga
manfaat pencerahan kulit. Ekstrak Catharanthus roseus diketahui memiliki
kemampuan untuk mengurangi peradangan dan meredakan kondisi kulit yang
sensitif, berkat sifat antiinflamasi dan antioksidannya. Studi-studi ini juga
mengindikasikan bahwa ekstrak Catharanthus roseus dapat memperbaiki
kesehatan kulit secara keseluruhan dengan mengurangi stres oksidatif dan
meningkatkan regenerasi sel.>® Dengan menghambat tirosinase, Catharanthus
roseus dapat mengurangi produksi melanin, yang dapat mencerahkan warna
kulit dan mengatasi hiperpigmentasi.  Salah satu senyawa utama yang
berkontribusi terhadap efek ini adalah alkaloid vinca, seperti vincristine,
vinblastine, ajmalicine, dan serpentine. Alkaloid ini telah diketahui memiliki
aktivitas biologis yang luas, termasuk sifat antioksidan dan penghambatan enzim
yang berperan dalam metabolisme seluler. Selain alkaloid, Catharanthus roseus
juga mengandung flavonoid, saponin, dan fenolik, yang memiliki efek
antioksidan dan mampu mengurangi stres oksidatif akibat paparan UVB.

Beberapa flavonoid dalam tanaman ini dapat berinteraksi dengan ion tembaga
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(Cu*") pada situs aktif tirosinase, sehingga menghambat konversi L-tirosin
menjadi L-DOPA dan pada akhirnya mengurangi produksi melanin.*

Salah satu alasan utama mengapa Catharanthus roseus dianggap
berpotensi sebagai whitening agent adalah kandungan antioksidannya yang
tinggi. Tanaman ini kaya akan senyawa bioaktif seperti flavonoid, alkaloid, dan
terpenoid yang memiliki kemampuan antioksidan kuat. Antioksidan ini berperan
penting dalam melindungi kulit dari kerusakan akibat radikal bebas dan paparan
sinar UV, yang merupakan penyebab utama hiperpigmentasi dan penuaan dini
kulit. Dengan melindungi kulit dari kerusakan oksidatif, Catharanthus roseus
dapat membantu mempertahankan kecerahan dan kesehatan kulit secara alami.®

Enzim tirosinase merupakan komponen utama dalam proses
pembentukan melanin, yaitu pigmen yang menentukan warna kulit, rambut, dan
mata. Ketika produksi melanin berlangsung secara berlebihan, kondisi tersebut
dapat memunculkan hiperpigmentasi berupa noda gelap, bintik-bintik, ataupun
ketidakseimbangan warna kulit. Dengan kemampuan untuk menekan aktivitas
tirosinase, ekstrak Catharanthus roseus berpotensi membantu menurunkan
produksi melanin yang berlebih, sehingga dapat berkontribusi pada efek
pencerahan kulit serta pengurangan tampilan noda hitam.

Catharanthus roseus juga diketahui memiliki sifat anti-inflamasi yang
kuat. Peradangan pada kulit sering kali terkait dengan berbagai masalah kulit,
termasuk hiperpigmentasi pasca-inflamasi yang dapat menyebabkan noda gelap

yang sulit dihilangkan. Sifat anti-inflamasi dari Catharanthus roseus dapat
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membantu meredakan peradangan pada kulit, sehingga berpotensi mencegah
dan mengurangi hiperpigmentasi yang disebabkan oleh peradangan.

Vitamin C (asam askorbat) berperan sebagai agen pencerah kulit dengan
menghambat enzim tirosinase, melalui reduksi ion tembaga (Cu?"), sehingga
menghambat konversi L-tirosin menjadi melanin. Selain itu, vitamin C menekan
ekspresi faktor transkripsi MITF, yang bertanggung jawab atas regulasi
tirosinase dan enzim lain yang mendukung produksi melanin, sehingga jumlah
melanin dalam melanosit berkurang. Vitamin C juga berkontribusi dalam
meningkatkan kadar glutathion (GSH) dalam sel, yang tidak hanya berfungsi
sebagai antioksidan tetapi juga menggeser produksi melanin dari eumelanin
(coklat-hitam) menjadi pheomelanin (kuning-merah), yang lebih terang. Lebih
lanjut, vitamin C berperan dalam sintesis kolagen dengan mengaktifkan enzim
prolyl dan lysyl/ hydroxylase, yang diperlukan untuk stabilisasi dan perakitan
serat kolagen, sehingga membantu regenerasi kulit dan memperbaiki
hiperpigmentasi akibat penuaan atau paparan UV. Sebagai antioksidan kuat,
vitamin C juga melindungi kulit dari kerusakan akibat sinar UV dengan
menetralkan ROS, menghambat jalur MAPK yang menginduksi produksi
melanin, serta mencegah peradangan yang dapat memicu hiperpigmentasi.®?

Catharanthus roseus juga memberikan manfaat tambahan untuk
kesehatan kulit, seperti memperbaiki elastisitas dan mengurangi tanda-tanda
penuaan. Penelitian menunjukkan bahwa senyawa aktif dalam ekstrak tanaman
ini dapat meningkatkan sintesis kolagen dan elastin, yang berperan penting

dalam menjaga kekencangan dan elastisitas kulit. Ini menjadikannya pilihan
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menarik untuk formulasi produk anti-penuaan dan perawatan kulit yang
menyeluruh. Catharanthus roseus terbukti efektif dan aman sebagai agen
pencerah, tanaman ini dapat menjadi bahan baku yang sangat berharga bagi
industri kosmetik. Ini tidak hanya akan memberikan alternatif yang lebih aman
dan alami bagi konsumen tetapi juga membuka peluang ekonomi bagi petani
yang menanam tanaman ini. Pengembangan produk berbasis Catharanthus
roseus dapat mendukung ekonomi lokal dan memberikan nilai tambah pada

produk herbal lokal.®*4

2.4 Pengaruh gel ekstrak Catharanthus roseus terhadap ekspresi
Microphthalmia-associated Transcription Factor (MITF) dan kadar
Glutathione peroxidase (GPx) pada jaringan kulit yang terpapar UVB sub
kronis

Ekstrak bunga Catharanthus roseus mempengaruhi ekspresi MITF
(Microphthalmia-associated Transcription Factor) melalui berbagai jalur
molekuler yang kompleks. Ekstrak bunga Catharanthus roseus memodulasi
jalur yang mempengaruhi ekspresi MITE, seperti jalur MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) dan jalur cAMP (cyclic AMP). Komponen bioaktif
dalam ekstrak seperti flavonoid dan terpenoid dapat memengaruhi jalur MAPK
dengan menghambat fosforilasi p38 MAPK atau ERK (Extracellular Signal-
Regulated Kinase), yang berdampak pada aktivitas MITF. Memodulasi jalur
cAMP yang melibatkan protein kinase A (PKA), mengubah regulasi MITF

melalui perubahan pada tingkat fosforilasi.
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Gambar 2.1 Jalur pengaturan produksi melanin.®

Pengaturan produksi melanin pada regulasi MITF. Jalur Wnt/Frizzled
dimulai dengan pengikatan Wnt pada reseptor Frizzled dan koreseptor LRP5/6,
yang menghambat kompleks GSK-33, AXIN, dan APC. Penghambatan ini
menyebabkan akumulasi B-catenin yang berpindah ke nukleus untuk
mengaktifkan ekspresi gen termasuk MITF. Jalur KIT/SCF melibatkan
pengikatan SCF (Stem Cell Factor) pada reseptor KIT, yang kemudian
mengaktifkan jalur sinyal cAMP, PKA, dan CREB, sehingga meningkatkan
ekspresi MITF. Jalur o-MSH/MCIR dimulai dengan pengikatan a-MSH (a-

Melanocyte-Stimulating Hormone), ACTH (Adrenocorticotropic Hormone),
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atau ASP (Agonist Stimulating Protein) pada reseptor MC1R, mengaktifkan jalur
RAS/RAF/MEK/ERK yang juga meningkatkan aktivitas transkripsi MITF. ®

Senyawa-senyawa aktif seperti alkaloid vincristine dan flavonoid dari
tanaman ini telah terbukti memiliki efek penghambat yang signifikan.®® Ekstrak
bunga Catharanthus roseus juga mempengaruhi sintesis dan degradasi melanin
dengan cara yang berlapis. Menghambat aktivitas tirosinase, mengurangi
produksi melanin di melanosit, yang dapat mengarah pada penurunan
konsentrasi melanin di epidermis.® Senyawa aktif dalam ekstrak mempengaruhi
proses degradasi melanin melalui modulasi aktivitas enzim-enzim yang terlibat
dalam penghancuran melanin. Penurunan sintesis melanin yang terjadi akibat
penghambatan tirosinase berkontribusi pada efek pencerahan kulit yang diamati
dalam berbagai studi. Salah satu contohnya studi Apliksi gel bunga ekstrak
Catharanthus roseus dengan penyerapan lebih efisien, sensasi ringan dan tidak
berminyak, distribusi bahan aktif yang merata, efek pendinginan untuk
meredakan iritasi akibat UVB, stabilitas senyawa bioaktif yang optimal, serta
kemudahan penggunaan tanpa residu lengket, menjadikannya lebih efektif dan
nyaman untuk aplikasi dermatologi."

Efektivitas ekstrak bunga Catharanthus roseus dalam formulasi
pencerah kulit telah diperlihatkan dalam sejumlah penelitian. Uji in vitro
menunjukkan bahwa ekstrak ini dapat mengurangi aktivitas tirosinase secara
signifikan dan menurunkan produksi melanin pada model melanosit. Selain itu,
penelitian in vivo menunjukkan bahwa penggunaan ekstrak dalam produk

perawatan kulit dapat menyebabkan pencerahan kulit yang lebih merata dan
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mengurangi tampilan bintik-bintik hiperpigmentasi.’! Keamanan penggunaan
ekstrak Catharanthus roseus juga telah diuji, dengan studi menunjukkan bahwa
ekstrak ini umumnya aman untuk digunakan pada kulit, dengan efek samping
minimal yang tidak signifikan pada konsentrasi yang digunakan dalam formulasi
kosmetik.%’

Gel ekstrak bunga Catharanthus roseus, kaya akan senyawa bioaktif
seperti flavonoid, alkaloid, dan tanin, bertindak sebagai antioksidan yang efektif
mengurangi produksi ROS yang dihasilkan oleh paparan UVB. Dengan
menurunkan ROS, gel ini dapat menghambat jalur p38 MAPK dan CREB yang
berfungsi meningkatkan ekspresi MITF, sehingga menurunkan produksi melanin
dan mengurangi hiperpigmentasi pada kulit.”*® Gel ini juga berperan penting
dalam meningkatkan kadar, antioksidan endogen yang esensial dalam menjaga
keseimbangan redoks seluler kulit. Paparan UVB dapat menurunkan kadar
glutation, ' yang memperburuk  kerusakan kulit dan memperparah
hiperpigmentasi. Senyawa bioaktif dalam bunga Catharanthus roseus dapat
merangsang peningkatan kadar Gpx, memperbaiki stres oksidatif pada kulit.
GPx juga menghambat aktivitas tirosinase, enzim kunci dalam sintesis melanin,
yang sering kali meningkat pada kulit yang terpapar UVB. Dengan menurunkan
aktivitas tirosinase, gel ekstrak bunga Catharanthus roseus mampu mengurangi
produksi melanin dan memperbaiki warna kulit, serta mengurangi pembentukan
noda atau bercak gelap akibat hiperpigmentasi. "

Gel ekstrak bunga Catharanthus roseus memberikan manfaat dengan

menurunkan produksi melanin dan melindungi kulit dari kerusakan oksidatif.
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Gel ekstrak bunga Catharanthus roseus juga mencegah terjadinya perubahan
warna kulit lebih lanjut, memberikan solusi alami untuk kulit yang lebih cerah

dan merata.*
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BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori
Paparan sinar UV-B berlebih menyebabkan terjadinya photoaging dan

photocarcinogenesis.”®

Pada kondisi photoaging, salah satu perubahan
mikroskopis yang dapat ditemukan pada lapisan dermis adalah peningkatan
jumlah melanin. Akumulasi pigmen ini menjadi salah satu tanda khas yang
muncul akibat paparan sinar ultraviolet dalam jangka panjang.’! Inflamasi yang
dimediasi melalui ROS yang memengaruhi melanosit di epidermis.’
Mensekresikan o-MSH yang mengatur ekspresi MITF (Microphthalmia-
associated Transcription Factor), Proses ini kemudian mendorong aktivasi
enzim-enzim penting seperti tirosinase, Tyrpl, dan Tyrp2. Di sisi lain, paparan
radiasi UV-B memicu peningkatan pembentukan ROS, yang menyebabkan
kadar ROS dalam sel keratinosit maupun melanosit semakin tinggi. Akumulasi
ROS tersebut dapat menimbulkan kerusakan DNA dan pada akhirnya
mengaktifkan jalur melanogenesis, salah satunya melalui mekanisme yang
melibatkan NF-kB.”® TGF-B memediasi penurunan regulasi aktivitas promotor
MITF, mengurangi produksi tirosinase, TYRP-1, TYRP-2 dan kadar protein
MITF. TGF-B1 menghambat faktor transkripsi dan pengatur utama MITF dalam
melanosit, memengaruhi jalur ERK dan menurunkan regulasi MITF serta
produksi enzim melanogenik.”

Ekstrak bunga Catharanthus roseus, kaya akan antioksidan seperti

flavonoid dan alkaloid, bekerja sinergis dengan glutation (GSH) untuk

29
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menetralisir ROS dan mengurangi stres oksidatif, menghentikan pemicu awal
melanogenesis. Selain itu, ekstrak ini menekan aktivasi jalur sinyal p38 MAPK
dan CREB, yang berperan dalam ekspresi MITF.!!

Bunga Catharanthus roseus mengandung berbagai senyawa bioaktif, seperti
alkaloid, flavonoid, dan fenolik, yang berperan sebagai inhibitor kompetitif
tirosinase. Senyawa ini bekerja dengan berikatan pada situs aktif enzim
tirosinase, mencegah substrat L-tirosin untuk mengalami konversi menjadi L-
DOPA, yang merupakan tahap awal dalam sintesis melanin, dengan
menghambat proses ini, sehingga produksi melanin berkurang.

Senyawa bioaktif dalam ekstrak juga meningkatkan kadar GPx, yang tidak
hanya menghambat tirosinase tetapi juga mengalihkan produksi melanin dari
eumelanin (pigmen gelap) ke pheomelanin (pigmen terang). Dengan sifat
antiinflamasi, alkaloid dalam bunga Catharanthus roseus menghambat jalur NF-
kB, menekan peradangan yang memicu melanogenesis. GPx mendukung
perbaikan DNA dan menekan jalur p53, mengurangi sinyal melanogenesis akibat
kerusakan DNA. Kandungan flavonoid (terutama kaempferol dan quercetin) dan
asam fenolat dalam Catharanthus roseus adalah komponen utama yang secara
langsung menekan hiperpigmentasi melalui inhibisi tirosinase, penurunan ROS,
dan modulasi ekspresi gen pigmentasi.'’

Aktivitas antioksidan dan antiinflamasi dari bunga Catharanthus roseus
dapat memberikan perlindungan tambahan terhadap sel kulit dari kerusakan
lingkungan, seperti paparan sinar UV dan polusi, yang sering kali memperburuk

hiperpigmentasi. Berperan dalam penghambatan produksi melanin tetapi juga
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dalam melindungi kulit dari faktor eksternal yang dapat merangsang
melanogenesis.®’®

Kerangka teori ini menunjukkan bahwa ekstrak bunga Catharanthus roseus
memiliki mekanisme aksi yang komprehensif dalam mengurangi pigmentasi
kulit melalui penghambatan jalur sinyal melanogenesis, penurunan ekspresi
MITF, menjadikan ekstrak bunga Catharanthus roseus sebagai kandidat yang
sangat potensial untuk digunakan dalam produk pencerah kulit, menawarkan

alternatif alami yang mungkin lebih aman dan efektif dibandingkan dengan

bahan kimia sintetis yang saat ini banyak digunakan dalam industri kosmetik.”’
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Gambar 3.1 Alur Kerangka teori
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3.2 Kerangka Konsep

Ekspresi Microphthalmia-associated
g Transcription Factor (MITF)

Gel ekstrak bunga tapak
dara (Catharanthus
roseus)

»  Kadar Glutathione peroxidase

Gambar 3.2 Alur kerangka konsep

3.3 Hipotesis
Ada pengaruh pemberian gel ekstrak bunga tapak dara (Catharanthus
roseus) terhadap ekspresi Microphthalmia-associated Transcription Factor
(MITF) dan kadar Glutathione peroxidase (GPx) pada jaringan kulit mencit

yang di papar sinar UV B subkronis.



BAB IV

METODE PENELITIAN
4.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

4.1.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang menggunakan
desain post-test only control group. Subjek penelitian adalah mencit jantan strain
CS57BL/6 dengan berat tubuh berkisar antara 20-25 gram. Adapun kelompok

perlakuan disusun sebagai berikut:

a. Kl (Kelompok Normal): Mencit tanpa paparan sinar UVB yang
diberikan pakan standar,

b. K2 (Kelompok kontrol negatif): Mencit dipaparan sinar UVB dan
diberikan basis gel selama 14 hari,

c. K3 (Kelompok kontrol positif): Mencit dipaparan sinar UVB dan
diberikan vitamin E selama 14 hari,

d. K4 (Perlakuvan 1): Mencit dipaparan sinar UVB dan gel ekstrak
Catharanthus roseus (ECR) dosis 15% selama 14 hari

e. K5 (Perlakuan 2): Mencit dipapar sinar UVB dan diberikan gel ekstrak
Catharanthus roseus (ECR) dosis 30% sclama 14 hari,

4.1.2 Rancangan Penelitian

K1 » OK1

K2 OK2

P = A > R » S K3 OK3
K4 OK4

» K5 OK5

34
Gambar 4.1 Skema Rancangan penelitian.
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Keterangan:

P = Populasi

A = Adaptasi

R = Randomisasi

S = Sampel

K1 = Kelompok Normal

K2  =Kelompok kontrol negatif (basis gel),

K3 = Kelompok kontrol positif diberikan vitamin E,

K4  =Perlakuan 1 diberikan gel ekstrak ECR dosis 15%

K5 = Perlakuan 2 diberikan gel ekstrak ECR dosis 30%

O = Observasi/Pengamatan

4.1.3 Populasi dan Sampel Penelitian
4.1.3.1 Subjek Penelitian

Subjek penclitian yang digunakan merupakan mencit strain C57BL/6
berusia 6-8 minggu dengan bobot tubuh antara 20-25 gram, yang
telah dinyatakan sehat dan memenuhi kriteria kelayakan sebagai
hewan uji. Sebelum perlakuan dimulai, seluruh mencit menjalani
masa adaptasi selama tujuh hari di Laboratorium Hewan Coba,

Integrated Biomedical Laboratory (IBL), Universitas Islam Sultan

Agung Semarang.

4.1.3.2 Sampel Penelitian
1. Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut
a. Mencit umur 6-8 minggu
b. Kondisi sehat
c. Berat badan 20-25 g

2. Kriteria Drop Out



36

Mencit mati atau infeksi selama perlakuan

4.2 Besar Sampel
Total sampel dalam penelitian ini dibagi ke dalam lima kelompok
perlakuan. Jumlah hewan uji yang digunakan adalah 25 ekor, yang
penentuannya mengacu pada perhitungan menggunakan rumus Federer untuk
memastikan kecukupan sampel pada penelitian eksperimental.
Rumus Fereder (- x (t-1)>15
Keterangan : n = Jumlah sampel
: t = Jumlah kelompok
Banyak Kelompok : 5 kelompok (t=)
Sampel tiap kelompok : (n-1) x'(t-1) = 15
(n-1) x (5-1) =15
(n-1) x4 > 15
4x>15
n  >(15+4)/4
n >4)75

Berdasarkan hasil perhitungan menggunakan rumus Federer, jumlah
hewan uji yang dibutuhkan adalah sekitar 4,75 ekor untuk setiap kelompok.
Oleh karena itu, peneliti menetapkan jumlah minimal lima ekor mencit per
kelompok. Penelitian ini melibatkan lima kelompok perlakuan, masing-masing
berisi lima ekor mencit. Untuk mengantisipasi kemungkinan terjadinya drop
out, setiap kelompok ditambahkan satu ekor mencit cadangan, sehingga total

hewan uji yang disiapkan dalam penelitian ini berjumlah 30 ekor..
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4.3 Teknik Sampling Penelitian

Proses pemilihan sampel dalam penelitian ini menggunakan teknik
probability sampling, di mana setiap hewan dalam populasi memiliki peluang
yang sama untuk terpilih sebagai sampel. Metode yang diterapkan adalah
simple random sampling, yaitu pengambilan sampel secara acak tanpa
perlakuan khusus. Seluruh mencit yang memenuhi kriteria, berjumlah 30 ekor,
kemudian dibagi secara acak ke dalam lima kelompok perlakuan. Dari
pembagian tersebut, satu kelompok ditetapkan sebagai kelompok kontrol,

sedangkan empat kelompok lainnya berfungsi sebagai kelompok perlakuan..

4.4 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.4.1 Variabel Penelitian

1. Variabel Bebas
Gel ekstrak bunga Catharanthus roseus (ECR) dosis 15% dan 30%

2. Variabel Prakondisi
Mencit yang dipapar sinar UV-B subkronis selama 14 hari
3. Variabel Terikat

Ekspresi MITF dan kadar GPx

4.5 Definisi Operasional
a. Gel Ekstrak bunga Catharanthus roseus (ECR)
Gel Ekstrak bunga Catharanthus roseus dibuat dengan maserasi
menggunakan pelarut etanol 70%, ekstrak yang diperoleh dibuat sediaan gel

dosis 15% dan 30%.'° Dengan pembuatan basis gel dari propilen glikol, PVA
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(Polivinyl Alcohol), HPMC (Hidroksipropil metilselulosa) gelling agent
yang merupakan bahan pembentuk gel, propilen glikol, metil paraben,
propil paraben, etanol 96%, aquades, diberikan secara topikal 1x setiap hari
pada bagian punggung sebanyak 0,5g selama 14 hari paparan UVB
subkronik. Satuan ukur mg dengan skala Ordinal

. Ekspresi MITF

Ekspresi MITF adalah tingkat pewarnaan positif protein Microphthalmia-
Associated Transcription Factor (MITF) pada sel melanosit jaringan kulit
mencit setelah perlakuan topikal selama 14 hari dan setelah terpapar sinar
UVB  subkronik. Pemeriksaan  dilakukan menggunakan metode
Imunohistokimia (IHC) dengan antibodi spesifik MITF. Sel dinyatakan
positif apabila inti sel menunjukkan pewarnaan coklat (nuclear staining)
yang merupakan hasil reaksi kromogen DAB terhadap keberadaan protein
MITF. Penilaian dilakukan pada 5 lapang pandang representatif pada
perbesaran 400x, dengan menghitung jumlah seluruh melanosit dan jumlah
sel yang memperlihatkan pewarnaan positif MITF. Ekspresi MITF

dinyatakan sebagai persentase sel positif.

Hasil diukur dalam persentase (%) dan skala ukur rasio.

Kadar GPx

Kadar GPx serum merupakan nilai konsentrasi enzim Glutathione
Peroxidase yang terukur pada serum darah mencit setelah perlakuan topikal

selama 14 hari dan paparan UVB kronik. Variabel ini dikuantifikasi
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menggunakan metode ELISA sesuai karakteristik kit komersial, dengan
hasil dinyatakan dalam satuan ng/L. dan skala ukur rasio. Nilai GPx
digunakan sebagai indikator operasional untuk merepresentasikan kapasitas
antioksidan sistemik mencit dalam menanggapi stres oksidatif akibat

perlakuan yang diberikan, hasil dengan satuan ng/L dan skala ukur rasio.

4.6 Bahan atau Materi Penelitian

1. Dalam proses pembuatan ekstrak, bahan yang diperlukan adalah bunga
tapak dara (Catharanthus roseus) serta etanol 70% sebagai pelarut

2. Selama tahap perlakuan, bahan yang digunakan meliputi mencit sebagai
hewan uji, beserta pakan dan air minum untuk menunjang kebutuhan dasar
hewan tersebut.

3. Untuk pemeriksaan ELISA, berbagai bahan laboratorium diperlukan, di
antaranya microplate' ELISA, standard diluent, blocking buffer, sample
diluent, biotinylated antibody, capture antibody, ABC, HRP, TMB, stop

solution, dan wash solution

4.7 Peralatan

4.7.1 Alat

1. Dalam proses pembuatan ekstrak, sejumlah alat diperlukan, antara lain
rotary evaporator, alat Soxhlet, oven, kertas saring, mesin penggiling,
gelas ukur, pipet ukur, serta wadah penyimpanan yang steril.

2. Pada tahap perlakuan terhadap mencit, berbagai peralatan digunakan
seperti kandang lengkap beserta tempat makan dan minum, papan fiksasi,

jarum, sarung tangan, masker, pinset, gunting, pisau cukur, serta alat UV
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light tipe broadband dengan puncak emisi 302 nm dan dosis minimal
eritem 0,5 J/cm?, termasuk juga wadah untuk proses pemaparan.

3. Untuk persiapan sampel pemeriksaan, alat yang dibutuhkan meliputi
pisau scalpel, larutan PBS dengan pH 7,4, serta sentrifus.

4. ada tahap pemeriksaan ELISA, digunakan kit ELISA, microplate
polystyrene 96-well, mikropipet, ELISA reader, plate ELISA, serta

inkubator..

4.8 Cara Penelitian dan Alur kerja

4.8.1 Perolchan Ethical Clearance
Permohonan ethical clearance untuk penclitian ini diajukan kepada
Komite Etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung
Semarang guna mendapatkan persetujuan pelaksanaan penelitian, sebelum

penelitian dilakukan:

4.8.2 Pembuatan Ekstrak Catharanthus roseus
Sampel bunga Catharanthus roseus yang digunakan dalam penelitian
ini berjumlah 1 kilogram, dengan bagian tanaman yang diambil khusus
pada bagian bunga. Setelah dipisahkan dari bagian lain yang tidak
digunakan, bunga kemudian dikeringkan di dalam oven pada suhu 50°C.
Proses pengeringan ini dievaluasi melalui pemeriksaan kadar air
menggunakan moisture balance. Apabila kadar air yang diperoleh berada

di bawah 10%, maka hasil pengeringan dinilai memenuhi syarat.
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Bunga yang telah kering selanjutnya melalui proses sortasi, dipotong
menjadi ukuran kecil, kemudian ditimbang sebelum dihaluskan
menggunakan blender hingga menjadi serbuk. Serbuk tersebut kemudian
diayak menggunakan ayakan berukuran 20 mesh untuk mendapatkan

ukuran partikel yang lebih seragam.

Sebanyak 500 gram serbuk simplisia bunga Catharanthus roseus
kemudian diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut
etanol 70% sebanyak 3.750 ml. Serbuk simplisia dimasukkan ke dalam
botol berwarna gelap untuk menghindari paparan cahaya yang dapat
merusak senyawa aktif. Proses maserasi dilakukan dengan perendaman
selama lima hari, dan selama masa perendaman, botol dikocok beberapa

kali dalam sehari, yakni sekitar tiga kali.

Setelah tiga hart pertama, campuran disaring, lalu ampas simplisia
dimaserasi kembali selama dua hari dengan penambahan pelarut etanol
70% sebanyak 1.250 ml. Proses maserasi ini diulang sebanyak tiga kali
untuk memastikan senyawa aktif terekstraksi secara optimal. Semua filtrat
dari tahapan maserasi kemudian dikumpulkan dan diuapkan menggunakan

rotary evaporator pada suhu 50°C hingga diperoleh ekstrak kental.

4.8.3 Pembuatan Sediaan Gel Ekstrak Catharanthus roseus
Proses pembuatan gel ekstrak bunga Catharanthus roseus diawali
dengan menimbang seluruh bahan yang diperlukan sesuai formulasi. Bahan

PVA dilelehkan terlebih dahulu menggunakan waterbath hingga benar-
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benar mencair secara merata. Setelah itu, HPMC dikembangkan dengan
menambahkan aquadest dingin sambil diaduk secara terus-menerus sampai
terbentuk massa yang mengembang dengan sempurna.

Pada tahap berikutnya, metilparaben dan propilparaben dilarutkan
terlebih dahulu ke dalam propilen glikol hingga tercampur dengan baik.
Semua fase yang telah dipersiapkan ini kemudian dicampurkan secara
bertahap dan dihomogenkan hingga membentuk basis gel yang seragam.

Ekstrak bunga Catharanthus roseus, yang sebelumnya telah
dilarutkan dengan sedikit aquadest, ditambahkan ke dalam campuran dasar
gel secara perlahan sambil terus diaduk agar tercapai homogenitas yang
optimal. Proses ini dilakukan hingga scluruh ekstrak tercampur secara
merata dan diperolech sediaan gel dengan konsistensi yang stabil dan

seragam.'®

4.8.4 Persiapan Hewan Uji

Dalam penelitian ini digunakan hewan uji berupa mencit berumur 6—
8 minggu dengan berat badan antara 20-25 gram. Seluruh mencit
ditempatkan di ruangan dengan suhu terkontrol, yaitu sekitar 28-32°C,
serta dilengkapi ventilasi yang memadai agar kondisi lingkungan tetap
stabil. Sebelum perlakuan dimulai, hewan uji menjalani masa adaptasi
selama satu minggu. Selama periode adaptasi tersebut, mencit diberikan
pakan berupa pelet dan air minum putih secara ad libitum sehingga

kebutuhan nutrisi dan hidrasi tetap terpenuhi.
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Jumlah sampel yang digunakan adalah 30 ekor mencit, yang dipilih
secara acak dan kemudian dibagi menjadi lima kelompok perlakuan.
Pembagian ini dilakukan dengan menempatkan masing-masing kelompok
pada kandang terpisah. Kelima kelompok tersebut terdiri dari: kelompok
kontrol sehat, kelompok kontrol negatif yang diberi basis gel saja,
kelompok kontrol positif yang mendapatkan vitamin E, serta dua
kelompok perlakuan yang masing-masing menerima gel ekstrak bunga
Catharanthus roseus dengan konsentrasi 15% dan 30%. Setiap kandang
ditempati oleh lima ekor mencit ditambah satu ekor cadangan untuk

mengantisipasi kemungkinan drop out selama penelitian berlangsung.

4.8.5 Paparan UVB kronik

1. Mencit yang sudah diadaptasi selama 7 hari.

2. Bulu pada bagian punggung mencit di cukur dengan ukuran diameter
3 cm hingga bersih.

3. Pada punggung mencit di beri paparan UV light (broadband dengan
peakemission 302 nm) yang berjarak 20 cm dengan dosis minimal
eritem 0,5 J/cm?2 selama 10 menit setiap hari selama 14 hari.

4. Kelompok mencit perlakuan K3, K4 dan K5 kemudian diberi
perlakuan secara topikal menggunakan vitamin E, gel ekstrak bunga
Catharanthus roseus 15% dan 30% yang diberikan satu kali sehari

1 jam setelah penyinaran UV B.
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4.8.6 Pengambilan Sampel Jaringan Kulit Mencit
Pengambilan jaringan kulit mencit dilakukan pada hari ke-15 setelah
seluruh perlakuan selesai diberikan. Sebelum jaringan diambil, mencit
dieutanasia secara humane melalui prosedur pembiusan hingga tidak sadar
dan tidak memberikan respons, kemudian dilakukan terminasi sesuai

standar etika hewan coba.

Prosedur pengambilan sampel jaringan dilakukan dengan membuat
sayatan pada area kulit mencit yang telah mendapatkan paparan UVB.
Sayatan dibuat menggunakan gunting dan pinset hingga diperoleh
potongan jaringan yang diperlukan. Jaringan yang telah diambil kemudian

ditempatkan dalam larutan PBS dengan pH 7,4.

Selanjutnya, sampel jaringan tersebut dihomogenisasi dalam kondisi
dingin, yakni pada suhu sekitar 4°C, untuk menjaga stabilitas komponen
yang akan dianalisis. Setelah proses homogenisasi selesai, campuran

kemudian disentrifugasi pada kecepatan 2000—-3000 rpm selama 20 menit.

Hasil sentrifugasi akan menghasilkan supernatan, yaitu bagian cairan
dengan bobot jenis lebih rendah yang berada di lapisan atas. Supernatan
inilah yang kemudian diambil dan digunakan sebagai sampel uji. Apabila
sampel tidak langsung dianalisis, supernatan dapat disimpan terlebih

dahulu pada suhu —20°C untuk menjaga kualitasnya.
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4.8.7 Presedur pemeriksaan ekspresi MITF menggunakan Metode IHC

1.

Bagian parafin (ketebalan 5 pm) dipanaskan hingga 60°C dan
dideparafininasi dengan cara direndam dalam tiga pertukaran xilena
(masing-masing 30 menit).

Bagian-bagian tersebut kemudian direhidrasi melalui serangkaian
alkohol bertingkat pencucian (etanol 100%, etanol 100%, 95%, 70%,
50%, dan 30%, deionisasi air, dan air deionisasi lagi; 20 menit untuk
setiap pertukaran).

Bagian jaringan yang dideparafinasi dicerna dengan hialuronidase (1
mg/mL dalam 0,1 M natrium asetat dan 150 mM natrium klorida, pH
5,5) sclama 30 menit pada suhu 37°C untuk mengekspos epitop
antigenik.

Setelah mencuci bagian tiga kali selama 10 menit masing-masing
dalam buffer fosfatsaline (PBS), bagian diinkubasi selama 30 menit
dalam metanol yang mengandung 0,3% hidrogen peroksida untuk
memadamkan aktivitas peroksidase endogen.

Cuci bagian tersebut tiga kali masing-masing 10 menit dalam PBS,
kemudian inkubasi dengan 1,5%

Setelah dicuci kembali, potongan selanjutnya diinkubasi dengan
poliklonal primer antibodi A 1/30 (10 ug/mL) selama 4 jam pada suhu

kamar.
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7. Bagian tersebut dibilas, selanjutnya diinkubasi dengan antibodi
terbiotinilasi (2 pg/mL, Dako Corporation; Carpinteria, CA) selama
30 menit pada suhu kamar.

8. Selanjutnya, bagian tersebut dicuci tiga kali dan diolah dengan
konjugasi peroksidase streptavidin (2 pg/mL, Dako) selama 30 menit
pada suhu kamar.

9. Setelah tiga kali pencucian selama 10 menit dalam PBS, antibodi yang
terikat ditunjukkan dengan menggunakan Substrat 3-amino-9-
etilkarbazol (substratt AEC, Dako) dengan adanya 3% hidrogen
peroksida selama 15 menit.

10. Setelah pengembangan substrat, bagian-bagian tersebut dibilas dan
diwarnai Kembali

11. direndam selama 1 menit dalam pewarnaan hematoksilin Smith
(Sigma).

12. Sampel diberi kode, diperiksa ekspertis patologi anatomi dan diberi

skor secara semikuantitatif.’®

4.8.8 Prosedur Pemeriksaan kadar GPx menggunakan metode ELISA
Pemeriksaan kadar Glutathione Peroxidase (GPx) dilakukan
menggunakan metode Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
dengan reagen komersial BT LAB sesuai dengan petunjuk kerja kit.
Sampel yang digunakan berupa serum darah mencit, yang diperoleh
melalui pengambilan darah pada sinus orbitalis setelah seluruh perlakuan

selesai. Darah yang terkumpul disentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm
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selama 10 menit untuk memisahkan serum, kemudian serum jernih
disimpan pada suhu —20°C hingga waktu analisis, dengan prosedur analisis

sebagai berikut:

1. Sebanyak 100 puL serum sampel atau larutan standar dimasukkan ke
dalam sumur mikrotiter yang telah dilapisi antibodi spesifik
terhadap GPx.

2. Sampel diinkubasi sesuai waktu yang tertera dalam protokol kit,
kemudian dicuci untuk menghilangkan sisa yang tidak terikat.

3. Ditambahkan konjugat enzim (HRP-labeled antibody) ke setiap
sumur.

4. Setelah itu, dilakukan inkubasi kembali dan proses pencucian sesuai
prosedur kit.

5. Ditambahkan < substrat TMB (Tetramethylbenzidine) untuk
menghasilkan perubahan warna yang proporsional dengan kadar
GPx dalam sampel.

6. Reaksi dihentikan menggunakan larutan stop solution.

7. Absorbansi dibaca menggunakan microplate reader pada panjang
gelombang 450 nm.

8. Kadar GPx dihitung berdasarkan kurva standar yang dibuat dari

larutan standar dengan konsentrasi yang telah diketahui.

4.9 Metode Analisis Data
Seluruh data yang diperoleh dari penelitian ini terlebih dahulu ditabulasi

sebelum dianalisis secara statistik menggunakan perangkat lunak SPSS. Untuk



48

memastikan pemilihan metode analisis yang tepat, dilakukan uji normalitas
dengan Shapiro—Wilk dan uji homogenitas varians melalui Levene test.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa parameter kadar GPx memiliki
distribusi data yang normal serta varians yang homogen. Oleh karena itu,
analisis perbedaan antar kelompok dilakukan menggunakan uji parametrik One
Way ANOVA, yang kemudian dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD guna
mengetahui kelompok-kelompok yang menunjukkan perbedaan signifikan.

Sebaliknya, parameter ekspresi MITF menunjukkan distribusi data yang
tidak normal meskipun varians antar kelompok tetap homogen. Dengan
demikian, analisis menggunakan pendekatan nonparametrik dianggap lebih
sesuai, yaitu dengan menerapkan uji Kruskal-Wallis untuk menilai adanya
perbedaan antar kelompok perlakuan. Apabila uji tersebut menunjukkan
perbedaan, analisis dilanjutkan dengan wuji ~Mann—Whitney untuk
mengidentifikasi pasangan kelompok yang memiliki perbedaan paling
bermakna.

Pengambilan keputusan terhadap hipotesis dilakukan berdasarkan
tingkat signifikansi a = 0,05, di mana nilai p < 0,05 dianggap menunjukkan

adanya perbedaan yang signifikan secara statistik (p < 0,05).

4.10 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium STIFAR Semarang untuk
ekstraksi bunga Catharanthus roseus, kemudian di Laboratorium Fisiologi

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang untuk perlakuan hewan
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coba dan analisis kadar GPx dengan metode ELISA dan ekspresi MITF metode

IHK yang dilakukan pada bulan Agustus - November 2025.
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4.11 Alur Penelitian

30 ekor Mencit C57BL/6

\ 4

Adaptasi selama 7 hari

A 4

Random Alokasi

50

K1:
Punggung
mencit
dicukur,
tanpa
perlakuan
selama 14
hari

K2: Punggung
mencit
dicukur, lalu
papar UV-B
berjarak 20
cm dengan
dosis minimal
eritem 0,5 J/
cm2 selama
10 menit dan
selang | jam
diberi basis
gel selama 14
hari

K3: Punggung
mencit
dicukur, lalu
dipapar UV-B
berjarak 20 cm
dengan dosis
minimal
eritem 0,5 J/
cm?2 selama
10 menit dan
selang 1 jam
diberi Vitamin
E selama 14

hari

K4: Punggung
mencit dicukur,
lalu dipapar UV-
B berjarak 20 cm
dengan dosis
minimal eritem
0,5 J/-cm2
selama 10 menit
dan selang 1
jam diberi gel
ekstrak bunga
Catharanthus
roseus-15%
selama 14 hari

KS5: Punggung
mencit dicukur,
lalu dipapar UV-

B berjarak 20
cm dengan dosis
minimal eritem
0,5])/ cm2
selama 10 menit
dan selang 1
jam diberi gel
ekstrak bunga
Catharanthus
roseus 30%
selama 14 hari

Hari ke 15, pemeriksaan ekspresi MITF metode IHC dan kadar

GPx menggunakan metode ELISA

4

Analisa data

A 4

Kesimpulan

Gambar 4.2 Skema Alur Penelitian




BAB YV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian gel ekstrak
bunga tapak dara (Catharanthus roseus) terhadap ekspresi Microphthalmia-
associated Transcription Factor (MITF) dan kadar Glutathione Peroxidase (GPxX)
pada jaringan kulit mencit jantan C57BL/6 yang dipaparkan sinar ultraviolet B
(UVB) subkronis. Penelitian dilakukan di Laboratorium Fisiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Jumalah sampel 25 ekor mencit
dijadikan sebagai sampel penelitian yang dibagi ke dalam lima kelompok, yaitu
kelompok normal (K1) tanpa paparan UVB dan hanya diberikan pakan standar;
kelompok kontrol negatif (K2) yang dipaparkan sinar UVB dan diberi basis gel;
kelompok kontrol positif (K3) yang dipaparkan UVB dan diberi vitamin E; serta
dua kelompok perlakuan, yaitu K4 yang diberi gel ekstrak Catharanthus roseus

15% dan K5 yang diberi gel ekstrak Catharanthus roseus 30% selama 14 hari.

Mencit diadaptasi selama tujuh hari sebelum perlakuan. Bulu punggung
dicukur dengan diameter sekitar 3 cm. Paparan sinar UVB dilakukan menggunakan
broadband lamp berpanjang gelombang 302 nm dengan jarak 20 cm dan dosis 0,5
J/em? selama 10 menit setiap hari selama 14 hari. Perlakuan topikal diberikan satu
jam setelah penyinaran UVB pada kelompok K3, K4, dan K5 sesuai dosis masing-
masing. Hasil pengamatan terhadap ekspresi MITF serta kadar GPx pada jaringan

kulit mencit dari setiap kelompok disajikan pada bagian berikutnya.

51
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5.1 Hasil Penelitian

5.1.1 Ekspresi MITF pada jaringan kulit mencit yang terpapar sinar UVB

subkronis

Berdasarkan Tabel 5.1 dan gambar 5.1, rata-rata ekspresi MITF pada
kelompok normal (K1) menunjukkan nilai terendah sebesar 27.47+3.62%,
yang mencerminkan kondisi kulit tanpa paparan sinar UVB. Kelompok kontrol
negatif (K2) mengalami peningkatan ekspresi MITF menjadi 31.82+8.11%
akibat paparan UVB tanpa perlakuan protektif. Nilai tertinggi ditemukan pada
kelompok kontrol positif (K3) sebesar 51.06+£8.16%, menunjukkan aktivitas
melanogenesis yang lebih tinggi. Kelompok perlakuan dengan gel ECR 15%
(K4) memiliki rata-rata ekspresi MITF 34.494+7.91%, sedangkan kelompok gel
ECR 30% (K5) menunjukkan nilai 40.49+3.74%. Ekspresi MITF lebih tinggi
pada konsentrasi 30% dibandingkan 15%.

Tabel 5.1 Uji Deskriptif, Normalitas, Homogenitas, dan Uji Beda antar
kelompok dengan Kruskal Wallis Test terhadap ekspresi MITF

Ekspresi MITF
Kelompok Perlakuan Rata-rata Normal.ltas Homogenitas  Kruskal
(Saphiro

+SD (%) Wilk) (Levene Test) Wallis

K1(Kelompok Normal) 27.47+3.62 0,011
K2 (Kontrol Negatif) 31.82+8.11 0,110*

K3(Kontrol Positif) 51.06£8.16  0,527* 0,294* 0,003*
K4(Gel ECR 15%) 34.49+791  0331*
K5(Gel ECR 30%) 40.49+3.74  0,728*

Keterangan: *Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)
*Levene's Test (p > 0,05 = homogen)
* Kruskal Wallis (p <0,05 = signifikan)

Tabel 5.1 menunjukkan bahwa hasil uji normalitas menggunakan

Shapiro-Wilk Test memperlihatkan sebagian besar data ekspresi MITF



53

berdistribusi normal dengan nilai p>0,05, kecuali pada kelompok Kl
(Kelompok Normal) yang memiliki nilai p=0,011 sehingga tidak berdistribusi
normal. Hasil uji homogenitas menggunakan Levene Test menunjukkan nilai
p=0,294 (p>0,05), yang menandakan bahwa data memiliki varians yang
homogen. Berdasarkan temuan tersebut, analisis dilanjutkan dengan uji
nonparametrik Kruskal-Wallis Test, karena terdapat satu kelompok data yang
tidak berdistribusi normal. Nilai p pada uji Kruskal-Wallis Test sebesar 0,003
(p<0,05) menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan pada ekspresi MITF

antar kelompok perlakuan.
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Gambar 5.1 Rata-rata Ekspresi MITF tiap kelompok
Ekspresi MITF lebih tinggi ditemukan pada kelompok K3 (51,07%),

diikuti K5 (40,49%), K4 (34,49%), K2 (31,82%), dan K1 (27,47%). Hasil ini

menunjukkan bahwa pemberian vitamin E maupun ekstrak Catharanthus
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roseus meningkatkan ekspresi MITF secara bermakna dibandingkan kelompok

yang hanya dipaparkan UVB.

Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan perbedaan signifikan antar
kelompok pada ekspresi MITF (p = 0,003). Karena asumsi distribusi tidak
terpenuhi untuk uji parametrik, dilanjutkan dengan uji post-hoc non-parametrik
(uji Mann—Whitney) pada pasangan kelompok. Pengujian pasangan dilakukan
dengan penyesuaian tingkat signifikansi menggunakan koreksi Bonferroni (a
koreksi = 0,05 / jumlah pasangan). Hasil uji pasangan dilaporkan pada Tabel

5.2.

Tabel 5.2 Perbandingan antar dua kelompok dengan uji Mann Whitney pada

Ekspesi MITF
K2 (Kontrol  K3(Kontrol - K4(Gel K5(Gel
Kelompok . . d ECR
Negatif) Positif) — ECR 15%)
30%)
K1(Kelompok 0.310 0,008 0.032* 0.008*
Normal) J ’
K2 (Kontrol Negatif) - 0,016* 1,000 0,056
K3(Kontrol Positif) - - 0,016* 0,095
K4(Gel ECR 15%) - - - 0,151
Keterangan:

p <0,05 =berbeda signifikan (¥)

Hasil uji Mann-Whitney terhadap perbandingan ekspresi MITF antar
kelompok perlakuan. Nilai signifikansi menunjukkan adanya perbedaan
bermakna antara beberapa kelompok. Kelompok kontrol positif (K3) memiliki

ekspresi MITF yang berbeda signifikan dibandingkan kelompok normal (K1)
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dengan nilai p=0,008 (p<0,01). Kelompok perlakuan gel ECR 15% (K4) juga
menunjukkan perbedaan signifikan terhadap kelompok normal (K1) dengan
nilai p=0,032 (p<0,05). Perbedaan signifikan juga ditemukan antara kelompok
gel ECR 30% (K5) dan kelompok normal (K1) dengan nilai p=0,008 (p<0,01).

Hasil pemeriksaan imunohistokimia (IHK) pada Microphthalmia-
associated Transcription Factor (MITF) menunjukkan perbedaan intensitas
pewarnaan antar kelompok perlakuan. Pewarnaan dengan kromogen DAB
(3,3’-diaminobenzidine) menghasilkan warna cokelat pada inti sel yang
mengekspresikan MITF, yang tampak jelas sebagai melanosit aktif pada
lapisan basal epidermis. Peneliti melakukan pengamatan pada lima lapang
pandang representatif dengan perbesaran 400> dan menganalisis setiap gambar
menggunakan perangkat lunak ImagelJ. Melalui fitur Color Deconvolution (H-
DAB), Imagel] memisahkan sinyal DAB dari pewarna hematoksilin, kemudian
menetapkan threshold untuk menandai inti sel positif MITF. Selanjutnya
perangkat lunak menghitung jumlah inti sel berwarna cokelat dan
membandingkannya dengan total melanosit sehingga diperoleh nilai persentase

ekspresi MITF dengan skala ukur rasio secara objektif dan terukur.

Secara mikroskopis, variasi intensitas pewarnaan mencerminkan
perbedaan aktivitas melanosit yang dipengaruhi oleh paparan UVB maupun
perlakuan topikal (vitamin E dan gel ekstrak Catharanthus roseus). Pada
kelompok perlakuan dengan konsentrasi ekstrak yang lebih besar tampak
intensitas pewarnaan DAB yang lebih kuat, menunjukkan ekspresi MITF yang

lebih tinggi serta aktivitas melanosit yang lebih aktif. Kondisi ini disertai
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dengan susunan melanosit yang lebih padat pada lapisan basal dan
kecenderungan peningkatan ketebalan epidermis, menggambarkan stimulasi
melanogenesis akibat sinyal oksidatif residual. Sebaliknya, pada kelompok
dengan perlakuan lebih rendah, pewarnaan tampak lebih lemah, aktivitas
melanosit menurun, dan susunan epidermis terlihat lebih teratur tanpa

penebalan (Gambar 5.1).

Gambar 5.2 Mikroskopis ekspresi MITF pada tiap kelompok perlakuan (kelompok
kontrol normal (a), kelompok kontrol negatif (b), kelompok kontrol positif (c),
kelompok perlakuan 1 gel ekstrak Catharanthus roseus dosis 15% (d), dan kelompok
perlakuan 2 gel ekstrak Catharanthus roseus dosis 30% (e)

Ekspresi MITF pada jaringan kulit mencit menunjukkan perbedaan antar

kelompok perlakuan sebagaimana ditampilkan pada Gambar 5.1. Pada



57

kelompok kontrol normal (a), pewarnaan cokelat tampak merata pada lapisan
basal epidermis, menunjukkan keberadaan sel melanosit yang
mengekspresikan MITF dalam kondisi tanpa paparan sinar UVB. Melanosit
terlihat tersusun mengikuti pola lapisan basal dengan inti sel yang terwarnai

sesuai karakteristik pewarnaan imunohistokimia MITF.

Pada kelompok kontrol negatif (b) yang menerima paparan sinar UVB
dan hanya diberikan basis gel, intensitas pewarnaan cokelat pada lapisan basal
tampak lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol normal. Penurunan
pewarnaan tersebut menggambarkan berkurangnya jumlah sel yang
menunjukkan ekspresi MITF pada epidermis setelah paparan UVB, yang
sesuai dengan respons stres oksidatif dan perubahan ekspresi protein akibat

iradiasi UVB.

Pada kelompok kontrol positif (c) yang dipaparkan sinar UVB dan
diberikan vitamin E, intensitas pewarnaan cokelat pada lapisan basal epidermis
terlihat lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol negatif. Peningkatan
intensitas pewarnaan tersebut menunjukkan lebih banyak sel melanosit yang
terdeteksi mengekspresikan MITF. Kelompok perlakuan 1 (d) yang diberikan
gel ekstrak Catharanthus roseus (ECR) dosis 15% memperlihatkan pewarnaan
cokelat dengan intensitas sedang pada lapisan basal epidermis. Jumlah sel
positif MITF pada kelompok ini tampak lebih tinggi dibandingkan kelompok
kontrol negatif, dengan intensitas yang masih lebih rendah dibandingkan

kelompok kontrol positif.
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Kelompok perlakuan 2 (e) yang diberikan gel ECR dosis 30%
memperlihatkan intensitas pewarnaan cokelat paling kuat pada lapisan basal
epidermis. Pewarnaan terlihat lebih merata dibandingkan kelompok perlakuan
lainnya dan mendekati pola pewarnaan pada kelompok kontrol normal. Pola
ini menunjukkan jumlah sel positif MITF yang lebih tinggi pada kelompok

perlakuan 2 berdasarkan hasil pewarnaan imunohistokimia.

5.1.2 Kadar Glutathione Peroxidase (GPx) pada serum darah mencit yang

terpapar sinar UVB subkronis

Hasil rata-rata analisis kadar Glutathione Peroxidase (GPx) pada serum
darah mencit menggunakan metode ‘Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) menunjukkan adanya perbedaan kadar GPx antar kelompok
perlakuan (Tabel 5.1 dan Gambar 5.2). Rata-rata kadar GPx tertinggi terdapat
pada kelompok normal (K1) yaitu sebesar 10,66 + 0,85 ng/mL, sedangkan
kadar terendah ditemukan pada kelompok kontrol negatif (K2) sebesar 2,60 +
1,22 ng/mL. Kadar GPx lebih tinggi terjadi pada kelompok kontrol positif
(K3) yang diberikan vitamin E (3,70 £ 1,00 ng/mL), serta pada kelompok
perlakuan gel ekstrak Catharanthus roseus (ECR) 15% (K4) dan 30% (KS5)
dengan nilai masing-masing 8,29 + 1,95 ng/mL dan 9,15 + 0,91 ng/mL.

Tabel 5.3 Uji Deskriptif, Normalitas, Homogenitas, dan Uji Beda antar
kelompok dengan One way Anova terhadap kadar GPx

Kadar GPx
. . Hasil uji
Kelompok Perlakuan Rata-rata + Normal.ltas Homogenitas beda dengan
SD (ng/mL) (Saphiro (Levene Onewa
ng/m Wilk) Test) Y
Anova
*
K1 (Kelompok Normal) 10,66 + 0,85 0,442 0.329* 0,001 *

K2 (Kontrol Negatif) 2,60+ 1,22 0,121*
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K3(Kontrol Positif) 3,70 £ 1,00 0,230*
K4 (Gel ECR 15%) 8,29+ 1,95 0,892*
K5 (Gel ECR 30%) 9,15+ 0,91 0,715*

Keterangan: *Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)
*Levene s Test (p > 0,05 = homogen)
* Oneway Anova (p <0,05 = signifikan)
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Gambar 5.3 Rata-rata kadar GPx pada serum
darah mencit tiap kelompok perlakuan

Hasil uji normalitas menggunakan Shapiro—Wilk menunjukkan bahwa
seluruh data memiliki distribusi yang normal (p > 0,05). Uji homogenitas
varians dengan Levene test juga memberikan nilai p = 0,329, sehingga dapat
disimpulkan bahwa data bersifat homogen. Berdasarkan kondisi tersebut,
analisis dilanjutkan menggunakan One Way ANOVA, yang kemudian
menunjukkan adanya perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan terhadap

kadar GPx (p =0,001).
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Temuan ini mengindikasikan bahwa pemberian gel ekstrak bunga
Catharanthus roseus, khususnya pada konsentrasi 30%, mampu meningkatkan
kadar GPx pada serum darah mencit yang terpapar sinar UVB secara subkronis.
Peningkatan tersebut bahkan mendekati nilai yang ditemukan pada kelompok
normal, sehingga menunjukkan efek protektif yang cukup kuat dari ekstrak
tersebut.

Tabel 5.4 menyajikan hasil uji Post Hoc LSD yang dilakukan sebagai
lanjutan dari uji One Way Anova untuk mengidentifikasi perbedaan kadar GPx
antar pasangan kelompok.

Tabel 5.4 Uji Posh Hoc LSD kadar GPx pada tiap kelompok

95% Confidence
Interval
Kelompok Sig.
Lower Upper

Bound Bound

K1

K2 (Kontrol Negatif)y  0,000" 6,407 9,718
(Kelompok Normal)

K3 (Kontrol Positif)y 0,000 5,304 8,616

K4 (Gel ECR 15%) 0,007 0,719 4,031

K5 (Gel ECR 30%) 0,072  -0,147 3,164

K2 (Kontrol Negatif) K3 (Kontrol Positif) 0,180  -2.758 0,553
K4 (Gel ECR 15%) 0,000  -7.343 -4,032

K5 (Gel ECR 30%) 0,000"  -8.210 -4,898

Kontrol Positif) K4 (Gel ECR 15%) 0,000  -6.241 -2,929
K5 (Gel ECR 30%) 0,000"  -7.107 -3,796

K4 (Gel ECR 15%) K5 (Gel ECR 30%) 0,288  -2.522 0,789

Keterangan:
p <0,05 =berbeda signifikan (*)
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Tabel 5.2 menunjukkan hasil uji lanjut Post Hoc LSD terhadap kadar
Glutathione Peroxidase (GPx) antar kelompok perlakuan. Hasil analisis
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan (p < 0,05) antara
kelompok normal (K1) dengan seluruh kelompok yang dipapar sinar UVB,
yaitu K2 (kontrol negatif), K3 (kontrol positif), K4 (gel ECR 15%), dan K5
(gel ECR 30%). Hal ini mengindikasikan bahwa paparan sinar UVB
menurunkan kadar GPx jaringan kulit secara bermakna dibandingkan kondisi
normal, meskipun pemberian perlakuan topikal menunjukkan peningkatan

kadar enzim tersebut.

Terdapat perbedaan bermakna antara kelompok kontrol negatif (K2)
dengan kelompok perlakuan K4 (gel ECR 15%) dan K5 (gel ECR 30%) (p =
0,000), yang menunjukkan bahwa pemberian gel ekstrak Catharanthus
roseus mampu meningkatkan kadar GPx secara signifikan dibandingkan
mencit yang hanya dipapar UVB tanpa perlakuan. Sebaliknya, tidak terdapat
perbedaan signifikan antara kelompok kontrol negatif (K2) dengan kelompok
kontrol positif (K3) (p = 0,180), serta antara kelompok perlakuan K4 dan K5
(p = 0,288). Hasil ini menunjukkan bahwa gel ekstrak bunga tapak dara,
khususnya dosis 30%, memberikan efek peningkatan aktivitas antioksidan
GPx yang sebanding dengan kelompok yang diberi vitamin E, dan mampu

mendekati kadar GPx kelompok normal.

5.2 PEMBAHASAN
Paparan sinar UVB menyebabkan peningkatan pembentukan Reactive

Oxygen Species (ROS) baik secara lokal pada kulit maupun sistemik melalui
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sirkulasi darah. ROS yang dihasilkan terutama berupa superoksida (O2"), hidrogen
peroksida (H202), dan radikal hidroksil (*OH). Molekul-molekul reaktif tersebut
memicu stres oksidatif sistemik yang lebih cepat terdeteksi pada kompartemen

darah dibandingkan pada jaringan kulit.”’

Aktivitas Glutathione Peroxidase (GPx) dalam serum menurun secara
signifikan karena GPx merupakan enzim antioksidan utama dalam sirkulasi darah
yang berfungsi menetralkan H-O. menjadi H-O dengan menggunakan glutathione
tereduksi (GSH) sebagai donor elektron. Paparan ROS berlebih menyebabkan
oksidasi residu selenocysteine pada pusat aktif GPx, sehingga menghambat fungsi
katalitik enzim tersebut.’*%! Penurunan GPx serum mencerminkan terjadinya
disfungsi redoks sistemik akibat paparan UVB yang menimbulkan peningkatan
sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-6, dan IL-1f dari jaringan kulit yang rusak.
Sitokin-sitokin ini menekan ekspresi gen GPx di hati dan menurunkan konsentrasi

enzim yang dilepaskan ke sirkulasi.®?

Pemberian gel ekstrak bunga Catharanthus roseus meningkatkan kadar GPx
secara bermakna pada kelompok perlakuan K4 dan K5 dibandingkan kelompok
kontrol negatif. Peningkatan tersebut menunjukkan bahwa senyawa bioaktif dalam
ekstrak, terutama flavonoid, fenolik, dan alkaloid, memiliki kemampuan kuat dalam
menstimulasi aktivitas enzim antioksidan serta menekan kerusakan oksidatif akibat

paparan UVB.*

Efek perlindungan yang dihasilkan oleh gel ekstrak bunga Catharanthus

roseus konsentrasi 30% menunjukkan nilai yang paling optimal dan mendekati
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kadar fisiologis kelompok normal. Temuan ini menandakan bahwa peningkatan
dosis memberikan efek protektif yang lebih efektif terhadap stres oksidatif.
Kandungan bioaktif dalam ekstrak berperan melalui mekanisme aktivasi jalur
transkripsi Nrf2-ARE dan penghambatan jalur inflamasi NF-«kB, yang bersama-

sama menjaga keseimbangan redoks seluler.®*

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa gel ekstrak bunga Catharanthus
roseus memiliki efektivitas lebih baik dibandingkan vitamin E dalam meningkatkan
kadar GPx dan melindungi kulit dari stres oksidatif akibat paparan sinar UVB.
Keunggulan ini disebabkan oleh kandungan fitokimia kompleks seperti flavonoid,
fenolik, dan alkaloid (vinblastin dan vinkristin) yang bekerja sinergis dalam
menetralkan radikal bebas serta mengaktivasi jalur transkripsi Nrf2—-ARE. Aktivasi
jalur tersebut meningkatkan ekspresi enzim antioksidan endogen, termasuk GPx,

sehingga memperkuat sistem pertahanan redoks secara menyeluruh.®

Vitamin E terutama berfungsi sebagai antioksidan lipofilik yang memutus
rantai peroksidasi lipid di membran sel, namun tidak menstimulasi peningkatan
enzim antioksidan.®® Sebaliknya, ekstrak Catharanthus roseus memberikan efek
protektif multi-target melalui peningkatan aktivitas antioksidan, penekanan stres
oksidatif, dan penghambatan proses inflamasi. Kombinasi mekanisme ini
menjadikan ekstrak bunga tapak dara lebih unggul dibandingkan vitamin E dalam
memberikan perlindungan menyeluruh terhadap kerusakan kulit akibat radiasi

UVB.*>%
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Peningkatan ekspresi MITF akibat paparan UVB merupakan respon adaptif
yang baik dalam jangka pendek. MITF mengatur ekspresi gen penting dalam proses
melanogenesis, seperti TYR, TYRP1, dan DCT, yang berperan dalam sintesis
melanin. Aktivasi MITF membantu meningkatkan produksi melanin sebagai
mekanisme proteksi seluler, karena melanin mampu menyerap radiasi UV dan
menetralkan radikal bebas yang dihasilkan selama paparan sinar UVB.%%
Peningkatan MITF awalnya merupakan mekanisme pertahanan alami kulit untuk
mencegah kerusakan DNA dan stres oksidatif. Namun, aktivasi MITF yang
berlebihan atau berkepanjangan dapat bersifat merugikan. Kelebihan ekspresi
MITF menyebabkan hiperaktivasi melanosit dan peningkatan produksi melanin
yang tidak terkendali, sehingga ~menimbulkan hiperpigmentasi dan
ketidakseimbangan redoks di dalam sel. Stimulasi kronis MITF juga dapat
mengganggu regulasi siklus sel dan meningkatkan risiko transformasi seluler,
terutama pada kondisi stres oksidatif jangka panjang akibat paparan UV yang terus-
menerus.”® Peningkatan MITF saat kulit dipapar UVB tergolong baik bila bersifat
sementara dan fisiologis, karena mendukung fungsi pertahanan kulit terhadap
radiasi. Namun menjadi buruk bila peningkatan tersebut terjadi terus-menerus,
karena dapat menyebabkan hiperpigmentasi, stres oksidatif kronis, dan potensi

kerusakan sel kulit.””

Perbandingan K4 pada dosis 15% dengan K3 yang diberikan vitamin E
berbeda signifikan. Ekspresi MITF lebih tinggi pada kelompok yang diberikan
vitamin E mulai mencapai titik ketika sifat pro-oksidan menjadi lebih dominan. Sel

mengoksidasi sebagian vitamin E menjadi radikal tokoferoksil pada dosis ini.
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Proses tersebut meningkatkan stres oksidatif lokal dan mengaktifkan jalur MAPK—
p38/CREB. Aktivasi jalur tersebut mendorong ekspresi MITF secara lebih kuat
dibandingkan dosis rendah karena ROS tetap berada pada level yang dianggap

cukup tinggi oleh sel untuk memicu respons melanogenesis.’!

Peningkatan K3 yang diberikan Vitamin E bersifat antioksidan pada kadar
fisiologis, tetapi dalam kondisi stres oksidatif dapat teroksidasi menjadi radikal
tokoferoksil yang bersifat pro-oksidan. Radikal ini meningkatkan peroksidasi lipid
dan memperkuat aktivasi jalur MAPK serta CREB, sehingga ekspresi MITF tetap
meningkat. Aktivasi reseptor endotelin B akibat UVB juga berperan dalam
stimulasi jalur p38/CREB.?? Penyerapan vitamin E yang tidak merata menyebabkan
sebagian ROS tetap aktif, memicu stres seluler tambahan. Aktivasi berlebih NRF2
pada kondisi redoks tidak seimbang turut meningkatkan MITFE. Kombinasi efek
UVB, radikal tokoferoksil, dan aktivasi jalur MAPK-CREB menjelaskan
peningkatan MITF pada kelompok K3, menunjukkan bahwa vitamin E dapat

bersifat pro-oksidan tergantung dosis dan kondisi sel.”?

Vitamin E bersifat antioksidan pada kadar fisiologis, tetapi dalam kondisi
stres oksidatif tinggi dapat teroksidasi menjadi radikal tokoferoksil yang bersifat
pro-oksidan. Radikal ini meningkatkan peroksidasi lipid dan memperkuat aktivasi
jalur MAPK serta CREB, sehingga ekspresi MITF tetap meningkat. Aktivasi
reseptor endotelin B akibat UVB juga berperan dalam stimulasi jalur p38/CREB.%?
Penyerapan vitamin E yang tidak merata menyebabkan sebagian ROS tetap aktif,
memicu stres seluler tambahan. Aktivasi berlebih NRF2 pada kondisi redoks tidak

seimbang turut meningkatkan MITF. Kombinasi efek UVB, radikal tokoferoksil,
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dan aktivasi jalur MAPK-CREB menjelaskan peningkatan MITF pada kelompok
K3, menunjukkan bahwa vitamin E dapat bersifat pro-oksidan tergantung dosis dan

kondisi sel.”

Peningkatan ekspresi MITF pada kelompok perlakuan K4 (ECR 15%) dan
K5 (ECR 30%) menunjukkan bahwa meskipun ekstrak Catharanthus roseus
memiliki aktivitas antioksidan yang kuat, paparan UVB subkronis tetap
menghasilkan sinyal oksidatif dan mediator melanotropik yang cukup untuk
mempertahankan aktivasi MITE.®* Temuan ini menegaskan bahwa respons
melanogenesis terhadap antioksidan tidak bersifat linear, melainkan bergantung
pada ambang ROS (ROS threshold), modulasi jalur Nrf2, dan fenomena hormesis
fitokimia. Dengan demikian, meskipun terjadi penurunan stres oksidatif, sinyal

upstream yang memicu MITF tetap aktif pada kadar tertentu.”

Pada kelompok K4 yang diberikan gel ECR 15%, antioksidan mampu
menurunkan sebagian ROS, namun tidak menurunkannya hingga level basal. ROS
residual yang masih terbentuk akibat paparan UVB tetap cukup untuk mengaktifkan
jalur MAPK-ERK dan p38—CREB yang berperan dalam fosforilasi dan stabilisasi
MITF.”® Selain itu, UVB tetap menstimulasi keratinosit untuk menghasilkan
endothelin-1 (ET-1), yang kemudian mengaktivasi reseptor ETB pada melanosit
dan memicu aktivasi p38 MAPK. Karena ekstrak ECR tidak menghambat
pembentukan ET-1, jalur melanotropik ini tetap berjalan. Kombinasi sinyal ini
menghasilkan peningkatan MITF yang tidak setinggi kelompok K3 tetapi tetap
lebih tinggi dibanding kelompok normal. Kondisi ini menggambarkan fenomena

“ROS threshold—dependent MITF activation”.”*"’
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Kelompok K5 (ECR 30%), jumlah flavonoid dan senyawa fenolik yang lebih
tinggi menghasilkan efek antioksidan yang lebih kuat sehingga ROS menurun lebih
cepat. Penurunan ini memicu respons kompensasi seluler melalui aktivasi Nrf2,
yang selain meningkatkan antioksidan endogen, juga dapat berinteraksi dengan
faktor transkripsi lain seperti CREB. Aktivasi Nrf2—-CREB crosstalk ini dapat
memberikan stimulasi melanogenik ringan. Beberapa flavonoid seperti quercetin
dan kaempferol juga telah terbukti dapat meningkatkan fosforilasi CREB, sehingga
memberikan efek stimulasi terhadap MITF meskipun aktivitas tirosinase
berkurang.”® Fenomena dosis-menengah-tinggi flavonoid yang dapat bersifat
stimulatif ini dikenal sebagai “phytochemical biphasic effect (hormesis)”, yang

menjelaskan mengapa MITF pada K5 lebih tinggi daripada K4.”

Pengaruh Catharanthus roseus terhadap tirosinase tidak selalu linier dengan
efeknya terhadap MITF. Senyawa aktif dalam tanaman ini bekerja terutama sebagai
inhibitor tirosinase dan antioksidan, tetapi tidak secara langsung menekan MITF.
Karena itu, penurunan tirosinase dan penghambatan melanin dapat terjadi meskipun
MITF masih meningkat ringan. Hal ini konsisten dengan laporan bahwa MITF pada
level rendah hingga moderat tetap dapat muncul selama sinyal upstream seperti
UVB, ROS residual, dan ET-1 masih ada.!”’ Pada K4 dan K5, meskipun produksi
melanin menurun akibat inhibisi tirosinase dan peningkatan kapasitas antioksidan

seluler, ekspresi MITF tetap menunjukkan kenaikan ringan.

Peningkatan MITF pada K4 dan K5 merupakan konsekuensi dari kombinasi
residual ROS, stimulasi ET-1, aktivasi p38—CREB, dan hormesis fitokimia. MITF

tertinggi tetap ditemukan pada kelompok K3 (vitamin E) karena vitamin E
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membentuk radikal tokoferoksil yang bersifat pro-oksidan, sehingga mengaktifkan
p38—CREB lebih kuat dibanding ekstrak ECR. Fenomena ini menegaskan bahwa
MITF tidak dapat dipandang sebagai satu-satunya indikator penurunan pigmentasi,
karena Catharanthus roseus bekerja dominan pada tingkat tirosinase dan redoks

seluler, bukan secara langsung pada MITF.

Keterbatasan durasi paparan sinar UVB selama 14 hari tergolong subkronis
dan belum cukup untuk menimbulkan respons melanogenik yang nyata pada kulit
mencit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekspresi MITF pada kelompok
kontrol negatif tidak berbeda signifikan dengan kelompok normal, menandakan
bahwa sistem pertahanan redoks endogen kulit masih mampu menetralkan radikal
bebas yang terbentuk akibat paparan UVB. Aktivitas enzim antioksidan lokal
seperti SOD, katalase, dan GPx epidermal turut mempertahankan kestabilan redoks
selama periode tersebut. Durasi paparan yang relatif singkat ini juga menyebabkan
aktivasi jalur MAPK-AP1 dan CREB tidak mencapai tingkat yang diperlukan
untuk meningkatkan ekspresi MITF secara bermakna, sehingga perubahan ekspresi
MITF belum sepenuhnya menggambarkan proses melanogenesis fisiologis yang
biasanya terjadi pada paparan UVB jangka panjang. Selain itu, variasi dosis paparan
UVB tidak diujikan secara bertingkat, sehingga kemungkinan adanya ambang dosis
(UV dose—threshold) yang berbeda untuk memicu peningkatan MITF tidak dapat
dievaluasi. Ketiadaan variasi dosis ini membatasi interpretasi hubungan antara
intensitas UVB, stres oksidatif, dan aktivasi MITF, serta berpotensi

menyembunyikan pola respons melanogenik yang lebih jelas.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

a.

Pemberian gel ekstrak bunga tapak dara (Catharanthus roseus) berpengaruh
terhadap ekspresi MITF dan kadar GPx pada jaringan kulit mencit yang
dipaparkan sinar UVB subkronis.

Pemberian gel ekstrak bunga tapak dara (Catharanthus roseus) berpengaruh
meningkatkan ekspresi MITF pada jaringan kulit mencit yang dipaparkan
sinar UVB subkronis

Pemberian gel ekstrak = bunga  tapak dara (Catharanthus roseus)
meningkatkan kadar GPx pada jaringan kulit mencit yang dipaparkan sinar

UVB subkronis.

6.2. Saran

a. Peneliti perlu memperpanjang durasi paparan UVB agar mencapai fase stres

oksidatif kronis dan menimbulkan peningkatan ekspresi MITF yang
signifikan.
Evaluasi kadar melanin epidermal dan pemeriksaan histopatologi kulit
diperlukan untuk memastikan perubahan pigmentasi secara morfologis dan
fungsional.
Studi berikutnya perlu menggunakan beberapa tingkat dosis UVB (rendah—

sedang-tinggi) untuk menentukan pola respons MITF yang lebih
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komprehensif dan memastikan apakah terdapat titik ambang (threshold)
tertentu yang memicu aktivasi melanogenesis

. Analisis stabilitas, keamanan, dan daya penetrasi formulasi gel perlu
dilakukan untuk mendukung pengembangan produk topikal berbasis
ekstrak Catharanthus roseus.

Kajian lanjutan terhadap jalur molekuler Nrf2-ARE dan MAPK-CREB
diperlukan untuk memperkuat bukti mekanisme kerja antioksidan dan anti-

melanogenik gel ekstrak Catharanthus roseus.
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