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ABSTRAK

Latar Belakang: Paparan sinar UVB dapat meningkatkan stres oksidatif pada kulit,
yang ditandai oleh penurunan aktivitas enzim antioksidan SOD dan berkurangnya
ekspresi AQP3 sebagai indikator hidrasi dan integritas barrier kulit. Daun kelor
(Moringa oleifera) memiliki potensi sebagai agen antioksidan dan pelindung
jaringan kulit. Penelitian ini bertujuan mengevaluasi pengaruh serum ekstrak daun
kelor terhadap kadar SOD dan AQP3 pada kulit tikus Wistar yang terpapar sinar
UVB.

Metode: Penelitian eksperimental in vivo dengan rancangan post-test only control
group design. Sebanyak 30 ekor tikus Wistar jantan dibagi menjadi lima kelompok,
yaitu kelompok sehat, kontrol negatif, kontrol positif, serta kelompok perlakuan
serum ekstrak daun kelor dengan konsentrasi 10% dan 15%. Selama 14 hari, tikus
dipapar sinar UVB 70 mJ/cm? selama 15 menit setiap hari dan diberikan serum
sesuai kelompoknya. Pada hari ke-15, jaringan kulit diambil untuk pengukuran
kadar SOD dan AQP3 melalui metode ELISA.

Hasil: Kadar AQP3 pada tikus Wistar yang diberikan serum ekstrak Moringa
oleifera 10% dan 15% masing-masing sebesar 514,72 + 28,65 ng/L dan 537,52 +
22,27 ng/L, sedangkan aktivitas SOD masing-masing sebesar 12,28 + 1,43 ng/mL
dan 13,42 £ 1,12 ng/mL. Serum 15% secara signifikan meningkatkan kadar AQP3
dan SOD dibanding kontrol positif (»<0,05), sedangkan perbedaan dengan kontrol
negatif tidak signifikan (p>0,05).

Kesimpulan: Pemberian serum ekstrak Moringa oleifera, terutama pada
konsentrasi 15%, meningkatkan kadar AQP3 dan aktivitas SOD pada kulit tikus
Wistar yang terpapar UVB, sehingga membantu melindungi kulit dari stres
oksidatif sekaligus mempertahankan hidrasi dan integritas barrier.

Kata Kunci: Moringa oleifera, AQP3, SOD, UVB, tikus Wistar
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ABSTRACT

Background: Exposure to UVB radiation can increase oxidative stress in the skin,
indicated by decreased superoxide dismutase (SOD) activity and reduced
aquaporin-3 (AQP3) expression, which are markers of skin hydration and barrier
integrity. Moringa oleifera leaves have potential as antioxidants and skin-protective
agents. This study aimed to evaluate the effect of Moringa oleifera leaf extract
serum on SOD and AQP3 levels in the skin of UVB-exposed Wistar rats.

Methods: An in vivo experimental study with a post-test only control group design
was conducted. Thirty male Wistar rats were divided into five groups: healthy,
negative control, positive control, and treatment groups receiving 10% and 15%
Moringa oleifera extract serum. For 14 days, rats were exposed to UVB at 70
mJ/cm? for 15 minutes daily and treated according to their group. On day 15, skin
samples were collected to measure SOD and AQP3 levels using ELISA.

Results: AQP3 levels in rats treated with 10% and 15% Moringa oleifera serum
were 514.72 £ 28.65 ng/L and 537.52 + 22.27 ng/L, vespectively, while SOD activity
was 12.28 + 1.43 ng/mL and 13.42 + 1.12 ng/mL, respectively. The 15% serum
significantly increased AQP3 and SOD levels compared to the positive control
(p<0.05), whereas differences with the negative control were not significant
(p>0.05).

Conclusion: Administration of Moringa oleifera leaf extract serum, particularly at
15%, increases AQP3 levels and SOD activity in the skin of UVB-exposed Wistar
rats, helping protect against oxidative stress while maintaining skin hydration and
barrier integrity.

Keywords: Moringa oleifera, AOP3, SOD, UVB, Wistar rats
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Penuaan merupakan salah satu proses alami yang terjadi seiring
bertambahnya usia dan dapat terjadi secara intrinsik atau ekstrinsik. Penuaan
intrinsik disebabkan faktor fisiologis tubuh dan ditandai dengan kerutan halus
serta penipisan epidermis. Penuaan ekstrinsik utamanya disebabkan oleh
paparan kontinu sinar UV, proses ini dikenal sebagai photoaging. Kondisi ini
ditandai dengan kerutan dalam, kulit tidak kencang, dan hiperpigmentasi.'-.
Photoaging dapat terjadi akibat kerusakan DNA atau produksi spesi oksigen
reaktif (ROS).'* ROS dapat mengaktivasi faktor-faktor transkripsi yang
memicu degradasi kolagen dan menghasilkan kerutan pada kulit.>* Radiasi UV
juga mengganggu sistem antioksidan melalui penurunan kadar superoksida
dismutase (SOD) dan katalase (CAT) secara signifikan.* Paparan UV juga
secara langsung dapat memengaruhi ekspresi AQP3 melalui inhibisi faktor
transkripsi PPARYy. Gangguan ekspresi protein ini dapat memengaruhi proses
hidrasi kulit.> Strategi preventif photoaging mengandalkan bahan aktif sintetis
seperti retinoid, hidrokuinon, atau niasinamid. Kelor (Moringa oleifera)
dikenal memiliki sifat antioksidan kuat dan antiinflamasi. Aktivitas ini

diharapkan dapat mengurangi efek merusak dari paparan UV.



Iradiasi sinar UV pada kulit menjadi aspek kesehatan publik yang sangat
diperhatikan saat ini. Indonesia memiliki risiko tinggi terhadap paparan
berlebih sinar UV karena letak geografisnya. Degradasi kolagen umum terjadi
sebagai efek paparan UVB pada tingkat kerusakan yang lebih rendah. Insidensi
ini semakin bertambah seiring gaya hidup global saat ini.® Kondisi photoaging
akibat paparan UVB dikonfirmasi juga pada penelitian Green et. al., 83%
partisipan mengalami kondisi penuaan kulit.” Paparan sinar UV terus-menerus
tidak hanya berdampak pada percepatan kerusakan kolagen, tetapi juga
pembentukan karsinogenik pada kulit.® International Agency for Research on
Cancer (IARC-WHO) merilis laporan bahwa lebih dari 80% kasus melanoma
kutaneus di seluruh dunia (2022) terasosiasi dengan paparan radiasi UV. Kasus
ini tergolong langka, tetapi insidensi ini meningkat seiring bertambahnya
paparan UV pada beberapa dekade akhir.” Hal ini dikonfirmasi kembali dalam
penelitian yang dilakukan pada populasi Asia Timur dari 1991-2021 oleh Xu,
insidensi dan angka mortalitas melanoma malignan meningkat signifikan.!'
Oleh karena itu, produk penanganan iradiasi UV perlu mendapat perhatian

khusus terutama di daerah dengan indeks UV tinggi.

Tabir surya merupakan salah satu bahan yang lazim digunakan oleh
masyarakat. Komponen tabir surya umumnya bekerja dengan menyerap energi
dari sinar UV atau memantulkan sinar UV sehingga meminimalisir penetrasi
ke kulit."!! Namun, strategi lain juga diperlukan dalam mengurangi dampak
paparan sinar UV, terutama untuk pencegahan. Salah satu alternatif adalah

penggunaan bahan alam dengan mekanisme kerja pada sistem endogen.



Beberapa mekanisme kerja ini meliputi aktivitas antioksidan, antiinflamasi dan
imunomodulator, serta penghambatan proses remodeling ECM. Bahan aktif
dari tanaman, seperti polifenol dan flavonoid, memiliki potensi besar untuk

dimanfaatkan sebagai produk suplementasi photoaging.!

Kandungan bioaktif kelor, seperti flavonoid dan polifenol, bertanggung
jawab dalam memunculkan efek antioksidan.!? Dalam beberapa penelitian,

£,13-16 serta

ekstrak kelor dilaporkan membantu mengurangi efek stres oksidati
meningkatkan kadar antioksidan endogen.'”'® Ekstrak kelor juga
didemonstrasikan mampu mempercepat penyembuhan luka diabetes, luka
bakar, meningkatkan densitas kolagen, hingga aktivitas antiinflamasi.!'®
Dalam pengujian in vivo lain, ekstrak daun kelor mampu memperbaiki
parameter keschatan kulit seperti perbaikan luka pada psoriasis pada tikus;?!
menurunkan trans-epidermal water loss (TEWL);?? serta menjaga hidrasi
kulit.'®? Berdasarkan laporan terkait potensinya, daun kelor dapat dijadikan
sebagai alternatif dalam proses perbaikan kondisi kulit, seperti pada
photoaging akibat paparan sinar UV. Penelitian mengenai pengaruh serum
ekstrak daun kelor terhadap kadar AQP3 dan aktivitas SOD pada kulit yang
mengalami photoaging akibat sinar UVB diharapkan dapat memberikan

temuan baru mengenai aktivitas daun kelor sebagai kandidat bahan aktif

dengan sumber alami dan berkelanjutan.



1.2. Rumusan Masalah

1.2.1. Adakah pengaruh serum ekstrak Moringa oleifera terhadap kadar
protein AQP3 dan SOD pada tikus Wistar yang mengalami

photoaging akibat paparan kronis sinar UVB?

1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian
serum ekstrak Moringa oleifera terhadap kadar AQP3 dan SOD pada

kulit tikus Wistar yang terpapar UVB secara kronis.

1.3.2. Tujuan Khusus

1. Mengetahui kadar AQP3 dan SOD pada tikus Wistar yang diberikan

paparan kronis UVB setelah pemberian basis serum tanpa ekstrak

2. Mengetahui kadar AQP3 pada tikus Wistar yang terpapar sinar UVB
secara kronis setelah pemberian serum ekstrak Moringa oleifera 10%

dan 15%.

3. Mengetahui kadar SOD pada tikus Wistar yang terpapar sinar UVB
secara kronis setelah pemberian serum ekstrak Moringa oleifera 10%

dan 15%.



1.4. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Peneliti, Judul Metode Hasil Penelitian
Tahun
Hengpratom  Moringa oleifera  Invitro  Ekstrak etanol (50%) Moringa
?56%'5)24 ﬁi;gliora ; eEsx fract ole?ferq menunjukkan akti\./i.tas
Photooxidative antioksidan kuat. Penelitian
Damage and memberikan  hasil  adanya
Photoaging aktivitas  konsumsi  ROS,
Induced by . .
Ultraviolet-B in peningkatan  ekspresi  gen
HaCaT antioksidan (SOD, GPx, CAT),
Keratinocytes peningkatan aktivitas SOD,
penurunan . ekspresi MMP-1,
MMP-3, dan MMP-9, col-1,
dan ELN.
Rachmaniaet  Moringa oleifera "~ In vivo = Gel ckstrak daun Moringa
al,, (2024) éenc;j; liomte?xtract oleifera 5% dan  10%
collagen menurunkan ~ ekspresi  gen

degradation via
the inhibition of

MMP-3 dan meningkatkan
kepadatan kolagen pada kulit

je‘i%];;gion » jika  dibandingkan  dengan
UVB-induced kontrol negatif.
rats
Athikomkulch  Moringa oleifera jn vitro dan Pada pengujian antioksidan
?585%1’8 js‘gfgmlation Ol inivivo secara in vitro dengan metode
physical stability DPPH memberikan hasil 1Cso
and chemical 121.9 mg/mL, dibandingkan
ZZZZZZ;’ZMS S{‘;”; dengan vitamin E (110.4
hydratioﬁg and mg/mL). Pengujian potensi
antioxidant iritan selama 10 hari juga tidak
activity menunjukkan adanya iritasi

pada semua partisipan. Krim
Moringa oleifera (25%) juga
meningkatkan hidrasi kulit jika
dibandingkan dengan perlakuan
kontrol, pengukuran dilakukan
dengan alat Corneometer.




Alvarez-

{ Moisturizing and Invitro  Penelitian menunjukkan adanya
é%r{lg)%set al. Zﬁéﬁgggzto f gkti.vi_tgs gntioksida.n Qengag
Moringa oleifera inhibisi lipoperoksidasi dari
leaf extract in emulsi asam linoleat dan
topical metode ferri tiosianat (FTC).
formulations by . . .
biophysical Selain itu diamati pula adanya
techniques peningkatan kadar air stratum
korneum  pada  perlakuan
dengan pemberian gel ekstrak
Moringa oleifera.
Baldisserotto  AMoringa Invitro Efek fototoprotektif sediaan
gg%'é)m oleifera leaf ekstrak M?ringa o‘leifera diuji
extracts as melalui uji antioksidan dengan
multifunctional metode DPPH, FRAP, ORAC,
ingredients  for dan PCL; penetapan faktor
“natural  and SPF; dan uji sensitisasi dengan
organic”’ patch test. Sediaan
sunscreens and menunjukkan aktivitas SPF 2,
photoprotective 50% proteksi terhadap UVB,
preparations pada konsentrasi rendah 2-4%.
Uji sensitisasi juga secara
signifikan tidak menunjukkan
potensi iritasi.
Omodanisziget Assessment  of Invivo = Penelitian menguji kapasitas
al, (2017) the anti- antioksidan; kadar total
hyperglycaemic, polifenol, = flavonoid, dan
anti- flavonol; serta biomarker CAT,
inflammatory SOD, GPx, GSH. Ekstrak
and antioxidant memberikan aktivitas
activities of the antioksidan yang tinggi, adanya
methanol extract penurunan peroksidase lipid
of moringa (MDA) pada kelompok dengan
oleifera in perlakuan ekstrak  Moringa
diabetes- oleifera, serta perbaikan kadar
induced CAT, SOD, GPx, dan GSH.
nephrotoxic Diamati  pula  penurunan
male wistar rats penanda inflamasi seperti TNF-
o dan IL-6.
ManSng etal, Modulatory Invivo dan Penelitian ~ menguji  efek
(2014) effect of invitro protektif  ekstrak  Moringa

moringa oleifera
against gamma-
radiation-

oleifera terhadap stres oksidatif
akibat radiasi gamma. Aktivitas
antioksidan dilaporkan tinggi




induced berdasarkan uji DPPH dengan
oxidative stress ICso 293 upg/mL. Pada
in rats kelompok yang  diberikan

ckstrak, kadar SOD, CAT,
GSHPx, dan GSH mengalami
peningkatan sebesar 61.4%,
165.5%, 99.6% dan 306.5%
dibandingkan dengan
kelompok tanpa pemberian
ekstrak. Kadar ini juga tidak
berbeda signifikan jika
dibandingkan dengan
kelompok  kontrol  (tanpa
iradiasi dan pemberian ekstrak).

Berbagai penelitian telah mendemonstrasikan potensi dan efek ekstrak
daun kelor terhadap ekspresi biomarker antioksidan dan parameter kerusakan
kulit. Ekstrak daun kelor menunjukkan aktivitas antioksidan dan kemampuan
mencegah kerusakan akibat stres oksidatif pada beberapa penelitian in vitro,

bahkan pada konsentrasi rendah 2-4%, 5 dan 10%, hingga 25%.!32527

Penelitian in vitro Hengpratom et al. (2025) menggunakan ekstrak etanol
(50%) daun kelor pada keratinosit HaCaT yang diinduksi fotooksidasi dengan
UVB. Ekspresi gen antioksidan seperti SOD-1, GPx, dan CAT dilaporkan
meningkat pada kelompok perlakuan dan efek sitotoksik tidak dilaporkan pada
pemberian dosis hingga 1000 pug/mL pada pengujian viabilitas sel MTT.**
Mansour et al. (2014) juga melakukan percobaan dengan dosis oral ekstrak
kelor 300 mg/kg pada tikus model yang diberi radiasi gamma. Kelompok
perlakuan mengalami penurunan kadar MDA dan NOx serta adanya

peningkatan enzim antioksidan seperti GSH, SOD, dan CAT.!*



Pada penelitian in vivo, ekstrak kelor menunjukkan aktivitas antioksidan
kuat. Ekstrak kelor dosis 250 mg/kg memberikan perbaikan parameter
peroksidasi lipid (MDA), aktivitas antioksidan (SOD, CAT, dan GSH), dan
penurunan biomarker inflamasi TNF-a dan IL-6 pada model tikus diabetes.?®
Penelitian lain juga menunjukkan bagaimana ekstrak daun kelor membantu
memperbaiki tingkat hidrasi kulit. Athikomkulchai et al. (2020)'® menggunakan
minyak biji kelor sebagai krim pada konsentrasi 25%. Pengujian pada 32
relawan meningkatkan hidrasi kulit tanpa menunjukkan adanya iritasi. Alvarez-
Roman et al. (2019)*® juga menemukan, penggunaan gel ekstrak daun kelor
memperbaiki kondisi ~hidrasi kulit, TEWL, dan kadar sebum kulit pada

percobaan dengan model kulit babi.

Aktivitas  ekstrak =~ daun kelor untuk pencegahan photoaging
didemonstrasikan melalui beberapa parameter enzim antioksidan, baik in vitro
dan in vivo. Dosis ekstrak yang digunakan juga beragam, mulai dari konsentrasi
rendah 2% hingga 25% tanpa adanya gejala iritasi pada penelitian in vivo.
Temuan-temuan ini dapat memperkuat penelitian yang akan dilakukan
sekaligus menjadi kebaruan pengujian biomarker hidrasi kulit melalui

parameter AQP3.

1.5. Manfaat Penelitian

1.5.1. Teoritis:

Kontribusi ilmiah dari penelitian ini terletak pada pendalaman



pemahaman mengenai peran ekstrak daun kelor (Moringa oleifera)
sebagai suplementasi alami dalam perlindungan terhadap photoaging.
Hasil studi ini juga berpotensi memperkaya literatur mengenai AQP3
sebagai penanda hidrasi kulit dan SOD sebagai parameter aktivitas

antioksidan endogen.

1.5.2. Praktis:

Penelitian 1n1 memiliki aplikasi praktis dalam pengembangan produk
preventif photoaging berbasis bahan alami. Serum ekstrak daun kelor
(Moringa oleifera) diharapkan dapat berfungsi sebagai alternatif proteksi

kulit dari kerusakan yang diinduksi oleh paparan UVB.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Aquaporin-3 (AQP3)
2.1.1. Jenis Aquaporin

Aquaporin merupakan sebuah protein kanal/saluran. Protein ini
berfungsi untuk mentransport air. Aquaporin diekspresikan sepanjang
epidermis atau jaringan epitel lainnya. Hingga saat ini telah diidentifikasi
13 jenis keluarga aquaporin. (AQPO-12). Aquaporin-3 (AQP3)
merupakan salah satu keluarga protein ini dengan jumlah ekspresi
tertinggi pada lapisan sel terluar.>>° Secara umum keluarga aquaporin
dapat dibagi menjadi 3 kelompok: kelompok klasik, kelompok
aquagliseroporin, dan aquaporin tidak lazim (unortodhox atau
superaquaporin). Pembagian kelompok ini didasarkan pada analisis
filogenetik yang menggabungkan kesamaan urutan asam amino, struktur,

dan fungsionalitas dari beberapa jenis aquaporin.’!

Kelompok klasik hanya memfasilitasi transport air melalui
membran. Kelompok ini memiliki motif khas yaitu residu asam amino
NPA (asparagin-prolin-alanin) ganda yang mengecilkan ukuran pori.
Urutan ini khas pada kelompok klasik dan aquagliseroporin. Efeknya
molekul kecil seperti air yang mampu melintasi saluran ini. Kelompok

klasik terdiri dari AQP1, 2, 4, dan 5.2 Kelompok kedua

10
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(aquagliseroporin) memungkinkan transport air, gliserol, urea, serta
beberapa molekul hidrofilik kecil lainnya. Kelompok ini memiliki
modifikasi residu asam amino pada bagian dalam pori sehingga ukuran
saluran lebih lebar. Contoh dari keluarga ini adalah AQP3, 7, 9, dan 10.
Kelompok terakhir memiliki pola urutan asam amino yang berbeda dari
dua kelompok sebelumnya dan fungsinya belum sepenuhnya dipahami.
AQP11 dan 12 termasuk dalam kelompok ini. Ciri khas pembeda pada
kelompok tak lazim ini ada pada tambahan residu sistein pada bagian

hilir kotak NPA kedua.?'

Kelompok aquaporin klasik dan aquagliseroporin dibedakan secara
khusus secara struktur dan fungsionalitasnya. Kelompok klasik hanya
selektif terhadap air dan diekspresikan pada jaringan yang sangat aktif
mentranspor air dan membutuhkan keseimbangan air yang ketat. AQP1
dapat ditemukan pada tubulus ginjal, membran eritrosit, serta endotel
vaskular. AQP2 terdistribusi spesifik pada tubulus kolektivus ginjal;
AQP4 diekspresikan tinggi pada otak untuk menjaga homeostasis air
pada saraf pusat; dan AQP5 banyak ditemukan pada paru-paru dan

kelenjar air liur untuk proses sekresi air.>?

Sebaliknya, aquagliseroporin diekspresikan di jaringan yang
berperan dalam metabolisme gliserol dan lipid, seperti kulit, jaringan
adiposa, dan hati. AQP3 khususnya diekspresikan di epidermis kulit dan
berfungsi mengangkut gliserol untuk hidrasi serta elastisitas kulit. AQP3

juga berperan penting dalam proses penyembuhan luka. AQP7 dan AQP9
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banyak ditemukan pada jaringan adiposa dan hati, memfasilitasi
transportasi gliserol yang merupakan substrat metabolik penting untuk

produksi energi.>*
2.1.2. Aquaporin-3

Mekanisme kerja aquaporin secara umum adalah pembentukkan
sebuah celah, yang terdiri dari 6 subunit, permeabel selektif terhadap
air.*" Salah satu keunikan dari AQP3 adalah tingkat permeabilitas
airnya tinggi dan berfungsi pula sebagai transporter gliserol. AQP3 juga
dilaporkan banyak diekspresikan oleh sel yang rawan kehilangan air
seperti epidermis, epitel kornea, saluran napas, saluran gastrointestinal,
serta epitel ginjal. AQP3 pada kulit diproduksi oleh keratinosit dan
banyak terlokalisasi pada lapisan basal dan spinosum.?”’ Hal ini
mengindikasikan adanya peran penting dalam pengaturan struktur dan

fungsi epidermis.*

Berbeda dengan aquagliseroporin lain, AQP3 memiliki interaksi
dengan enzim seperti phospholipase D2 di mikrodominan membran
keratinosit, yang berkontribusi pada proses diferensiasi epidermal dan
proliferasi sel. Peranan ini menunjukkan keterlibatan multifungsi AQP3
dalam kesehatan kulit, di luar fungsi pengangkutan molekul sederhana.*
Secara mekanik, transport gliserol yang dimediasi AQP3 tidak hanya
berhubungan dengan efek humektan yang menjaga kelembaban.

Transport ini juga berkontribusi pada biosintesis lipid epidermis yang
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esensial dalam pemulihan barrier kulit. Kekurangan AQP3
menyebabkan gangguan metabolik ini, walaupun transport air bukan
faktor pembatas satu-satunya pada proses kehilangan air transepidermal

(TEWL).3%%

Ekspresi AQP3 dapat dijadikan indikator efektivitas produk
pelembap karena korelasi kuat antara tingkat ekspresi AQP3 dengan
kadar hidrasi kulit (Samadi et al., 2021). Terapi yang dapat meningkatkan
level AQP3 pada epidermis diyakini dapat memperbaiki kelembaban dan

clastisitas kulit secara signifikan.*®*"

2.1.3. Ekspresi AQP3

AQP3 ditemukan di keratinosit lapisan basal, baik pada membran
plasma maupun di dalam kompartemen intraseluler. Namun, pada
keratinosit stratum spinosum, AQP3 hampir secara eksklusif terlokalisasi

di membran plasma, membentuk garis di sekeliling setiap sel.?’

AQP3 menggunakan beberapa jalur dalam proses sintesisnya. Salah
satu kelompok faktor transkripsi yang terbukti terlibat dalam sintesis
AQP3 adalah keluarga p53. Promotor AQP3 memiliki conserved region
pada elemen respons p53, yang juga dapat diikat dan diaktivasi oleh p73.
Overekspresi p53 diketahui dapat meningkatkan ekspresi AQP3.2%3%
Selain faktor transkripsi, AQP3 juga diregulasi oleh peroxisome

proliferator-activated receptors (PPARs). Senyawa agonis PPARy dan

PPARO meningkatkan aktivitas mRNA AQP3 dan sintesis proteinnya
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dalam keratinosit. Aplikasi topikal agonis PPARy juga dilaporkan

meningkatkan ekspresi AQP3 pada percobaan in vivo.*’

Stres oksidatif juga dilaporkan mampu memodulasi kadar AQP3.
Penurunan kadar AQP3 diamati pada paparan UV-A dan penuaan kulit.*°
Temuan ini mengindikasikan adanya kesesuaian penggunaan penanda

AQP3 sebagai indikator kerusakan kulit.
2.1.4. Peran AQP3

Peran fisiologis  AQP3 ' terutama dalam hidrasi kulit telah
didemonstrasikan pada percobaan mencit dengan gen AQP3 yang
dihilangkan (knockout). Kehilangan AQP3 pada mencit menunjukkan
pengurangan kapasitas transpor seclektif pada gliserol; sedikit
berpengaruh pada transepidermal water loss (TEWL);*! serta penurunan

elastisitas kulit dan penyembuhan luka yang lebih lama.*°

AQP3 menunjukkan peran penting hidrasi kulit melalui transport
gliserol. Pada percobaan mencit mutan tanpa AQP3, hidrasi kulit
membaik setelah adanya suplementasi gliserol. Pada model tikus asebia,
pemberian gliserol mampu memperbaiki kondisi hiperkeratosis. Ekspresi
ulang AQP3 pada keratinosit juga mengoreksi kelainan kulit pada tikus
defisit AQP3. Beberapa hasil ini semakin membuktikan peran esensial
transportasi gliserol yang dimediasi AQP3 dalam menjaga hidrasi dan

fungsi kulit.*
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Peningkatan ekspresi AQP3 juga memfasilitasi transport air dan
menjaga tingkat kelembapan optimal di seluruh epidermis. Kapasitas
pelembap kulit sangat terkait dengan fungsi AQP3 dalam
menyeimbangkan air. Faktor pelembap lain seperti kolagen, ceramides,

dan asam hialuronat juga mengatur kadar air kulit.*°

Penelitian terbaru mengungkapkan fungsi vital AQP3 dalam

t.2°  Selama

memodulasi  proliferasi dan diferensiasi keratinosi
diferensiasi, AQP3 berasosiasi dengan fosfolipase D2 (PLD2) dalam
microdomain yang diperkaya caveolin pada membran plasma. AQP3
memfasilitasi impor gliserol, yang digunakan PLD2 untuk menghasilkan
fosfatidilgliserol (PG). PG merupakan jalur pensinyalan esensial untuk

diferensiasi keratinosit awal. Gangguan pada jalur ini telah terbukti

menghambat proliferasi keratinosit.*

Proses penyembuhan luka didukung utamanya oleh proliferasi
keratinosit secara kontinu.*! Kemampuan ini merupakan salah satu
fungsi penting yang harus dijaga pada epidermis. Pada kondisi defisiensi
AQP3, proliferasi keratinosit mengalami penurunan fungsi.”’ Peran
AQP3 dalam penyembuhan luka juga didemonstrasikan pada penelitian
Hara-Chikuma et al. (2008).*? Mencit AQP3-knockout mengalami
perlambatan penyembuhan luka pada kulit karena AQP3 juga berperan
dalam proses proliferasi dan migrasi sel keratinosit. Penelitian lain juga
mendemonstrasikan  ekspresi AQP3  mempengaruhi  kecepatan

penyembuhan luka.*°
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2.2. Superoksida Dismutase (SOD)

2.2.1. Definisi SOD

Kulit memiliki beragam enzim antioksidan, seperti glutation
reduktase (GPx), katalase (CAT), dan superoksida dismutase (SOD).
Enzim-enzim ini sering kali aktif bekerja untuk menjaga homeostasis dan
meminimalkan efek merusak dari ROS. SOD, terutama mangan
superoksida dismutase (MnSOD), adalah metalloenzim yang ditemukan
pada semua makhluk hidup. Enzim ini berfungsi sebagai penangkal

radikal superoksida,*>-#4

SOD dapat dikelompokkan menjadi 4 jenis berdasarkan kofaktor
logamnya yaitu Cu-ZnSOD, FeSOD, NiSOD, dan MnSOD. Jenis SOD
yang terdapat dalam tubuh manusia yaitu Cu-ZnSOD dan MnSOD.
MnSOD, terdistribusi pada mitokondria, memegang peran penting
sebagai antioksidan endogen dalam tubuh manusia, terutama dalam
menetralisir produk samping dari produksi energi. Sementara itu, Cu-
ZnSOD terdistribusi lebih luas dalam tubuh dan biasanya menempati

area sitosol. 4%

2.2.2. Sintesis SOD dalam tubuh

Ekspresi MnSOD dapat diinduksi oleh beberapa stimulus, termasuk
sitokin,  radiasi, dan  karsinogen  kimia  seperti 12-0-

tetradecanoylphorbol-3-acetate (TPA). Beberapa penelitian
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menunjukkan bahwa TPA dapat menginduksi ekspresi MnSOD, baik
melalui aktivasi langsung protein kinase C (PKC) atau melalui produksi
spesies oksigen reaktif (ROS). ROS akan berperan sebagai molekul
pensinyalan seluler yang mengaktitkan faktor transkripsi sensitif redoks

seperti AP-1, Nrf2, dan NF-«xB.*

Beberapa faktor transkripsi terlibat dalam induksi ekspresi MnSOD.
Specificity protein 1 (Spl) merupakan salah satu faktor yang banyak
diteliti. Protein Spl mampu menginduksi ekspresi gen dengan
membentuk interaksi homotypic (Spl-Spl). Spl membentuk interaksi
heterotypic dengan berbagai kelas protein nukleus seperti TATA box-
binding protein (TBP), C/EBP, dan YY 1. Sekuens pengenalan Sp1l juga
sering ditemukan berdekatan dengan situs pengikatan faktor transkripsi

lain seperti AP-1, AP-2, bahkan NF-kB.*
2.2.3. Mekanisme Kerja SOD dalam Tubuh

SOD mengkatalisis reaksi ‘dismutasi ROS superoksida (-O»)
menghasilkan oksigen (O2) dan hidrogen peroksida (H2O») yang lebih
tidak berbahaya. Reaksi ini membantu tubuh menurunkan kadar radikal
superoksida yang dapat merusak sel.** SOD menjadi bagian fundamental
dalam menangkal ROS karena radikal anion superoksida (-O.) secara
alami terus dihasilkan dalam metabolisme normal tubuh, khususnya

melalui jalur produksi energi mitokondria (MEPP).*
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Hidrogen peroksida dari reaksi sebelumnya akan membahayakan
tubuh jika terakumulasi. Ion peroksida dapat memicu pembentukkan
jenis ROS lain. Kerusakan ini dicegah melalui kerja sama dengan enzim
katalase. Katalase akan mengkatalisis reaksi perubahan H>O: menjadi
H>0 dan O,. Di area yang tidak terdapat CAT, seperti mitokondria, GPx

mengambil alih peran degradasi H>0,.%
2.2.4. SOD dan Photoaging

Paparan radiasi UV dapat memengaruhi kadar antioksidan di kulit.
Askorbat, glutation, superoksida dismutase, katalase, dan ubikuinol
berkurang di seluruh lapisan kulit yang terpapar UVB.* Tubuh memiliki
sistem pertahanan antioksidan yang kompleks, mengandalkan
antioksidan enzimatik dan non-enzimatik endogen. Molekul-molekul ini
secara kolektif bekerja melawan radikal bebas. Peran antioksidan utama
mencakup superoksida dismutase, katalase, dan glutation peroksidase

(GPx).®

SOD dihasilkan sebagai mekanisme pertahanan dalam kondisi
serangan ROS, terutama menetralisir superoksida yang dihasilkan oleh
aktivitas rantai transpor elektron pernapasan. Diperkirakan 1% hingga
2% elektron yang melewati rantai transport elektron mitokondria dapat
membentuk radikal superoksida. Penelitian oleh Poswig et al., (2000)*

menunjukkan bahwa respons antioksidan adaptif MnSOD dapat

diinduksi setelah paparan UV-A berulang. Fenomena ini mungkin dapat
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berkontribusi pada respons adaptif dan efektif pada kulit selama dalam

fototerapi menggunakan paparan UV-A.*

SOD sering dianggap sebagai enzim anti-aging. Teori penuaan
akbiat radikal bebas, yang diajukan oleh Derham Harman*’, menyatakan
bahwa radikal bebas oksigen yang dihasilkan dalam jalur metabolisme
menyebabkan penurunan terkait usia melalui kerusakan oksidatif. Hal ini
terutama terjadi pada mitokondria. Aktivitas SOD2 (MnSOD) juga
dilaporkan meningkat sebagai respon awal paparan UVB. Stres oksidatif
akibat paparan UVB dihambat oleh Koenzim Q10 (CoQ10) melalui
peningkatan kadar SOD2 dan GPx, menunjukkan peran penting SOD.*
Pada penclitian manusia, penggunaan krim SOD juga dilaporkan mampu

meningkatkan elastisitas kulit.*®

2.3. Daun Kelor (Moringa oleifera)

2.3.1. Definisi Daun Kelor

Daun kelor (Moringa oleifera), tanaman tropis yang populer, telah
lama dikenal karena beragam manfaat kesehatannya dan digunakan
sebagai obat herbal tradisional. Daun ini kaya akan senyawa bioaktif
seperti flavonoid, fenol, tanin, dan vitamin, yang memberikan aktivitas
antioksidan, antiinflamasi, dan antimikroba. Secara tradisional, kelor

dimanfaatkan untuk berbagai kondisi medis, termasuk penyembuhan
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luka, pengelolaan diabetes, dan perawatan kulit.*’ Berikut adalah

taksonomi dari tumbuhan kelor.

Divisi . Tracheophyta

Sub divisi . Spermatophytina

Kelas : Magnoliopsida

Bangsa . Brassicales

Suku :  Moringaceae

Marga . Moringa

Jenis . Moringa oleifera Lam.

Sinonim . Moringa pterygosperma Gaertn.

Guilandina moringa L.

2.3.2. Komponen Aktif Daun Kelor

Ekstrak daun kelor mengandung berbagai senyawa bioaktif seperti
flavonoid (kaempferol, kuersetin, vicenin-2), fenol, dan tanin yang
memiliki sifat antioksidan dan antiinflamasi yang kuat. Senyawa ini
membantu mengurangi stres oksidatif pada jaringan kulit, mempercepat
proliferasi fibroblas, dan meningkatkan migrasi sel dermal yang penting
dalam proses penyembuhan luka.** Senyawa flavonoid dalam ekstrak air
daun kelor memiliki aktivitas antioksidan yang signifikan, yang dapat
membantu mengurangi stres oksidatif pada kulit dan mempercepat

proses penyembuhan luka.'?>#

Biji dan daun tanaman kelor dilaporkan kaya akan flavonoid.

Konstituen fitokimianya meliputi myricetin (5,8 mg/g), rutin (555,6
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ug/g), kaempferol (197,6 pg/g), serta kuersetin (2030 pmol/100g).
Senyawa fenol seperti asam galat (1,034 mg/g) juga dilaporkan sebagai
komponen fitokimia lain yang banyak terkandung.’® Studi lain
melaporkan bahwa flavonol glikosida seperti kuersetin, kaempferol, dan
isorhamnetin banyak ditemukan pada bagian daun. Kadar kuersetin dan

kaempferol berkisar antara 0,07-1,26 dan 0,05-0,67 %.°!

Kelor juga dilaporkan mengandung senyawa bermanfaat lain seperti
asam amino, vitamin, dan mineral, serta isotiosianat. Vitamin B2, C, dan
E dilaporkan dengan Kadar tertinggi pada penelitian Islam et al., (2021)
Vitamin-vitamin ini secara langsung memiliki efek antioksidan.
Kandungan asam amino dan vitamin lain seperti asam folat juga
mendukung perbaikan status antioksidan. Entitas ini berperan sebagai
prekursor dalam siklus folat dan proses transsulfurasi pada metabolisme
satu karbon.’*3>33 Selain itu, komponen isotiosianat dalam kelor
dilaporkan memberi efek positif pada kondisi photoaging dan senyawa

ini merupakan salah satu aktivator Nrf2.3%
2.3.3. Penelitian Sebelumnya terkait Daun Kelor

Penelitian in vivo dan in vitro telah mendemonstrasikan potensi
ekstrak daun kelor dalam mempercepat penyembuhan luka. Studi pada
model tikus dengan luka bakar atau luka infeksi menunjukkan bahwa
aplikasi topikal ekstrak daun kelor meningkatkan densitas kolagen'?,

pembentukan kapiler baru, dan epitelisasi, serta mengurangi peradangan
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dan infeksi?®. Formulasi seperti gel, krim, dan serum berbasis ekstrak
daun kelor telah diuji dan menunjukkan hasil positif dalam mempercepat
penyembuhan luka, termasuk pada luka yang terinfeksi bakteri resisten.?’
Kandungan antioksidan pada ekstrak daun kelor juga dilaporkan
mengurangi dampak stres oksidatif. Pengujian aktivitas telah banyak
dilakukan in vitro seperti menggunakan metode FRAP?"¢ dan
DPPH.!>!827 Secara in vivo, aktivitas antioksidan juga didemonstrasikan

melalui perbaikan parameter kulit seperti hidrasi dan peningkatan enzim

antioksidan (SOD, GPx, CAT).>428:%7

Karena kegunaannya yang luas, beberapa penelitian dilakukan
untuk memeriksa toksisitas daun kelor. Beberapa studi telah dilakukan
pada tikus dan mencit. Administrasi oral ekstrak pada tikus Wistar tidak
ditemukan adanya gejala toksisitas. Dosis letal baru teramati pada
pemberian dosis >2000 mg/kg. Penelitian lain juga dilakukan pada tikus
Sprague-Dawley. = Administrasi dengan dosis 2000 mg/kg tidak
menunjukkan tanda bahaya dan letal.’® Pada studi toksisitas akut dan
subakut, gejala toksisitas dilaporkan pada pemberian dosis 4000 mg/kg
untuk biji kelor.”” Sementara itu, penggunaan ekstrak daun kelor pada
dosis 5000 mg/kg (studi akut) dan 40-1000 mg/kg (studi subakut) tidak
menimbulkan efek toksik, tetapi diamati adanya kenaikan ALT dan

ALP.%

Efek iritasi ekstrak daun kelor juga telah didemonstrasikan dalam

beberapa penelitian. Pada penggunaan konsentrasi 2-4%, ekstrak daun
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kelor tidak menunjukkan gejala iritasi pada uji sensitisasi kulit yang
dilakukan Baldisserotto et al. (2018).27 Athikomkulchai et al. (2021) juga
melaporkan potensi iritan dari sediaan mengandung ekstrak kelor pada
konsentrasi yang lebih tinggi. Pengujian potensi iritan krim Moringa
oleifera (25%) selama 10 hari tidak menunjukkan adanya iritasi pada

semua partisipan.'®

2.4. Paparan Sinar UVB dan Photoaging

Dalam spektrum UV, UVB memiliki panjang gelombang antara 280320
nm. Rentang UVB ini dikenal sebagai yang paling merusak kulit karena
energinya lebih tinggi dibandingkan dengan UV-A. Panjang gelombang UVB
juga terletak pada spektrum serapan yang sama dengan serapan maksimal dari
basa nitrogen DNA. Proses iradiasi ini dapat secara langsung menyebabkan

kerusakan DNA dan memicu reaksi fotokimia yang menghasilkan ROS >

UVB memicu pembentukan ROS yang mengaktitkan berbagai jalur
pensinyalan di sel kulit, terutama jalur MAPK (ERK, JNK, dan p38). Aktivasi
jalur ini menyebabkan aktivasi faktor transkripsi seperti AP-1, NF-xB, COX-2,
dan c-Myc, yang berkontribusi terhadap kerusakan jaringan, stres oksidatif, dan
penuaan kulit (photoaging). Jalur p38, dan JNK khususnya, memicu
peradangan melalui sekresi sitokin proinflamasi (IL-1, IL-6, TNF-a) dan

mediator seperti ICAM-1 dan COX-2 oleh keratinosit. IL-6 juga merangsang
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fibroblas untuk memproduksi MMP-1 dan MMP-9, yang mempercepat

degradasi kolagen dan matriks ekstraseluler.’

Selain melalui produksi ROS, paparan UVB juga secara langsung dapat
merusak DNA melalui pembentukkan cyclobutane-pyrimidine dimers (CPD)

dan dimer pirimidin.}

Masing-masing produk ini selanjutnya dapat
menginisiasi pembentukan struktur lain yang lebih tidak stabil yang disebut
isomer Dewar.®? Kejadian ini akan fatal jika daerah yang termutasi adalah area
gen tumor supresor p53. Mutasi pada p53 sering ditemukan pada kasus
kerusakan kronts akibat sinar matahari dan kanker kulit. Mutasi ini juga

menyebabkan sel kehilangan kemampuan untuk apoptosis dan berlanjutnya

fase mitosis tanpa perbaikan DNA. !

Photoaging adalah proses penuaan kulit yang dipercepat akibat paparan
sinar ultraviolet (UV), terutama UVB. Paparan secara kontinu menyebabkan
perubahan struktur dan fungsi pada kulit melalui beberapa mekanisme
(Gambar 2.1).%° Paparan UV memicu stres oksidatif dan reaksi inflamasi yang
merusak kolagen dan elastin, sehingga mempercepat munculnya tanda-tanda

penuaan kulit seperti kerutan dan hiperpigmentasi.!-*!



25

Solar Epidermal
radiation keratinocyte

Nucleus

Procollagen Synth-e-sis e
(via TGF-B signaling)

Collagen degradation,
dermal matrix breakdown

IL-1, TNF-0, NFkB
— * | Pro-inflammatory cycle <

Gambar 2.1 Patogenesis pada Photoaging akibat Radiasi UV.%

UVB dapat menginduksi produksi ROS yang kemudian menginduksi
kerusakan' DNA; aktivasi jalur inflamasi; dan peningkatan ekspresi enzim
proteolitik seperti MMPs. Enzim ini merusak matriks ekstraseluler kulit. Selain
itu, sinar UV memicu pelepasan sitokin proinflamasi (IL-1, IL-6, TNF-a)) yang
memperparah kerusakan jaringan dan menghambat sintesis kolagen baru. Hal
ini pula yang pada akhirnya menyebabkan penuaan eksternal atau extrinsic

aging. 11!

Photoaging ditandai dengan penurunan kepadatan kolagen, fragmentasi
serat elastin, infiltrasi sel inflamasi, dan perubahan pigmentasi. Secara klinis,
kulit yang mengalami photoaging menunjukkan kerutan, hiperpigmentasi,

kehilangan elastisitas, serta tekstur kasar dan kering.®!



BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Moringa oleifera diketahui memiliki kandungan senyawa aktif seperti
flavonoid, polifenol, fenol, dan tannin yang bersifat antioksidan dan
antiinflamasi.** Pemberian serum ekstrak Moringa secara topikal dilaporkan
dapat menekan produksi ROS.”* Komponen flavonoid utamanya, kuersetin dan
kaempferol, dilaporkan mampu menghambat respons inflamasi melalui
penekanan jalur NF-xB dan MAPK. Hal ini diamati dari penurunan kadar
sitokin seperti IL-1, 1[-6, TNF-a, dan COX-2.* Selain itu, flavonoid juga
dilaporkan memiliki efek proteksi DNA dan aktivitas ROS scavenging yang
berkontribusi terhadap perbaikan sistem antioksidan endogen, termasuk
peningkatan aktivitas SOD.

Moringa oleifera juga kaya akan vitamin C dan mineral zinc yang
berperan penting dalam sistem pertahanan antioksidan kulit.**®® Vitamin C
merupakan antioksidan kuat yang mampu menetralkan radikal bebas,
mendukung mekanisme perbaikan DNA, serta meregenerasi antioksidan lain
dalam sel. Kehadiran zinc sebagai kofaktor enzimatik diketahui berperan dalam
stabilitas dan aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD), khususnya

isoenzim Cu/Zn-SOD.®® Dengan demikian, kombinasi kandungan bioaktif

26
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tersebut diperkirakan berkontribusi terhadap peningkatan aktivitas SOD melalui
mekanisme sinergis antioksidan dan perbaikan kerusakan oksidatif.

Aquaporin-3 (AQP3) merupakan protein kanal air yang berperan
dalam transportasi air dan gliserol pada epidermis. AQP3 memiliki peran
penting dalam menjaga kelembapan, elastisitas, dan regenerasi kulit. Penurunan
ekspresi AQP3 berdampak pada terganggunya hidrasi kulit dan mempercepat
proses penuaan.*®*! Ekspresi AQP3 diketahui terganggu oleh paparan sinar UV-
A melalui inhibisi faktor transkripsi PPARy. Ekspresi AQP3 juga dilaporkan
berkaitan erat dengan jalur pensinyalan MAPK. Dalam penelitian Bae et al.,
(2019), ekspresi AQP3 mengalami penurunan setelah paparan sinar UV dan
meningkat dengan penambahan inhibitor JNK, salah satu jalur pensinyalan
MAPK.? Jalur MAPK lain seperti ERK dan p38 dilaporkan terlibat dalam
penurunan ekspresi AQP3 pada HaCaT keratinosit akibat paparan UVB. Pada
temuan ini, JNK inhibitor tidak mampu meningkatkan ekspresi AQP3.%

Stres oksidatif akibat paparan UV juga dapat diatasi sebagian oleh
sistem antioksidan enzimatik dan nonenzimatik. Salah satu pertahanan
antioksidan enzimatik adalah SOD. Enzim ini akan menetralisir senyawa
radikal melalui katalisis reaksi superoksida menjadi hidrogen peroksida. Hal ini
mencegah kerusakan lebih lanjut akibat ROS.* Penurunan aktivitas SOD
setelah paparan UVB menunjukkan melemahnya sistem antioksidan tubuh,
yang dapat memperparah kerusakan kulit.* Signifikansi SOD pada kulit
manusia juga telah dibuktikan dalam penelitian Yanuar (2021). Aplikasi topikal

SOD dilaporkan mampu memperbaiki elastisitas kulit.*®
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Paparan kronis sinar UVB merupakan faktor utama akselerasi
terjadinya photoaging. Spektrum energi tinggi ini dapat menembus epidermis,
merusak DNA sel keratinosit. UVB dapat menginduksi produksi ROS. ROS
dapat menyebabkan kerusakan oksidatif pada sel maupun komponen seluler
seperti lipid, protein, atau pun DNA. Akumulasi ROS juga mengaktivasi jalur
pensinyalan seluler seperti MAPK (ERK, JNK, dan p38) dan NF-xB. Jalur
pensinyalan ini akan meningkatkan ekspresi enzim pendegradasi kolagen atau

inhibisi sistem antioksidan internal.’'!

Degradasi kolagen ini akan
memunculkan gejala khas photoaging seperti kerutan (wrinkles) dan tekstur

kulit yang kering dan kasar.
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3.2. Kerangka Konsep

Meningkatkan
Kadar AQP3
Dosis Serum /
Ekstrak Daun
Kelor (Moringa
oleifera)
Meningkatkan
Kadar SOD

Gambar 3.2 Kerangka Konsep Penelitian

3.3. Hipotesis Penelitian

Serum ekstrak Moringa oleifera (10 dan 15%) dapat memengaruhi kadar

AQP3 dan SOD pada tikus yang menerima paparan sinar UVB.



METODE PENELITIAN

4.1. Rancangan Penelitian

BAB 1V

Penelitian ini merupakan eksperimen in vivo. Metode digunakan adalah

Post Test Only Control Group Design yang menggunakan objek penelitian tikus

jantan galur Wistar.

Populasi

Gambar 4.1 Rancangan Penelitian

Keterangan :

Sampel +—»

A 4

Random

\ 4

Kl OKl1
K2 O K2
K3 » OK3
K4 » OK4
K5 O K5

a. Kl : Kontrol Sehat yaitu tikus sehat diberi pakan standar dan tanpa

intervensi.

b. K2 : Kontrol Negatif yaitu tikus diberi paparan UVB dan pemberian

serum tanpa ekstrak.
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c. K3 : Kontrol Positif yaitu tikus diberi paparan UVB dan diberikan
sediaan topikal niasinamida.

d. K4 :Kelompok Uji 1 yaitu tikus diberi paparan UVB dan diolesi serum
ekstrak daun kelor 10% secara topikal.

e. K5 : Kelompok Uji 2 yaitu tikus diberi paparan UVB dan diolesi serum

ekstrak daun kelor 15% secara topikal.

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1. Variabel Bebas

Serum ekstrak daun kelor (Moringa oleifera) digunakan sebagai
variabel bebas dengan variasi konsentrasi: 10%, dan 15%. Konsentrasi
ini dipilih berdasarkan studi sebelumnya yang menggunakan rentang 5-
10%, dengan penambahan 15% sebagai konsentrasi uji tertinggi baru

yang akan diuji.>
4.2.2. Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar Aquaporin-3
(AQP3) sebagai indikator hidrasi kulit dan superoksida dismutase (SOD)

sebagai penanda aktivitas antioksidan endogen.
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4.2.3. Variabel Prakondisi

Variabel prakondisi dalam penelitian ini adalah paparan kronis sinar

UVB. Tikus diberikan paparan sinar UV dengan dosis 70 mJ/cm? dengan

durasi 15 menit setiap hari selama 14 hari.

4.2.4. Definisi Operasional

a.

Ekstrak Daun Kelor

Ekstrak Daun Kelor adalah sediaan serum topikal dengan
kandungan ekstrak etanol daun kelor muda. Ekstrak ini
diperoleh dari PT 1Inbi Nusantara Sejahtera. Ekstrak
ditambahkan ke dalam basis serum produksi PT Derma Elok
Farma. Serum dibuat dalam konsentrasi 10% dan 15%
kemudian dioleskan pada kulit punggung tikus Wistar yang

telah dipapar sinar UVB, setiap hari sekali selama 14 hari.
Aquaporin-3 (AQP3)

Protein AQP3 merupakan salah satu biomarker hidrasi
kulit. Kadar AQP3 diperiksa dengan metode Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) pada panjang gelombang 450
nm dan menggunakan sampel jaringan kulit. Kit ELISA

diperoleh dari Bioassay Technology Laboratory.
Superoksida Dismutase (SOD)

Protein SOD merupakan salah satu biomarker antioksidan
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enzimatik. Kadar SOD diperiksa dengan metode Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) pada panjang gelombang 450
nm dan menggunakan sampel jaringan kulit. Kit ELISA

diperoleh dari Bioassay Technology Laboratory.

4.3. Populasi dan Sampel

4.3.1. Populasi dan Sampel

Tikus Wistar jantan berumur 10-12 minggu dengan berat 250-300
gram, yang didapatkan dari Kemuning “Your Partner for Health
Research”, menjadi subjek dalam penelitian ini. Tikus dipelihara dalam
kondisi terkontrol, meliputi pemberian pakan pelet standar dan air minum
biasa, serta suhu ruangan 28°C-32°C dengan ventilasi yang adekuat.

Sebelum perlakuan, tikus menjalani periode aklimatisasi selama 7 hari.
4.3.2. Besar Sampel

Jumlah sampel dapat dihitung melalui rumus Federer. Rumus
Federer (1991) lebih sering dipakai untuk menghitung sampel penelitian
eksperimental, seperti uji beda antara beberapa kelompok perlakuan.”
Pada penelitian ini, jumlah sampel dihitung memakai rumus ini untuk

menentukan jumlah hewan per kelompok uji.
Rumus Federer (1991) :

(n-1) (k-1)> 15
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k  :Jumlah kelompok
n :Jumlah sampel tiap kelompok
(n-1) (5-1)> 15
(n-1) (4)>15
n>4,75

Mengacu pada rumus di atas, jumlah minimal tikus yang diperlukan
untuk lima kelompok pengujian adalah 5 ekor per kelompok. Penelitian
ini akan menggunakan total 25 ekor tikus jantan (5 ekor per kelompok

dan tambahan 1 ekor sebagai cadangan).

4.3.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan teknik simple random sampling.
Sebanyak 25 ekor tikus Wistar jantan yang memenuhi kriteria inklusi
dibagi secara acak menjadi lima kelompok, yang masing-masing terdiri
dari enam ekor tikus. Pembagian ini meliputi tiga kelompok kontrol dan
dua kelompok perlakuan. Kelompok kontrol sehat (K1) merupakan tikus
tanpa intervensi paparan UVB dan sediaan. Kelompok kontrol negatif
(K2) menerima paparan UVB tanpa pemberian serum. Kelompok kontrol
positif (K3) menerima paparan UVB dan terapi standar gel Niacef.
Kelompok uji merupakan tikus yang dipapar UVB dan diberikan serum

ekstrak daun kelor 10% (K4) dan 15% (K5).

4.3.4. Kriteria Inklusi

a. Tikus Wistar jantan dengan bobot 200-250 gram dengan usia 10-12

minggu.
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b. Tikus dalam kondisi sehat dan bebas dari penyakit kulit.
c. Tikus memenuhi persyaratan sampel penelitian dan telah menjalani
aklimatisasi selama 7 hari.

d. Secara makroskopis, tikus tidak ada kelainan morfologi.

4.3.5. Kriteria Eksklusi

a. Tikus yang menunjukkan tanda-tanda penyakit atau mati saat
perlakuan.

b. Tikus memiliki kelainan anatomis.

4.3.6. Drop Out

a. Tikus mati saat penelitian berlangsung.

b. Tikus menjadi sakit selama perlakuan.

4.4. Alat dan Bahan Penelitian

4.4.1. Alat

1. Kandang tikus dengan tempat pakan dengan dimensi P: 40 cm, L: 30

cm, T: 30 cm disertai wadah pakan
2. Timbangan tikus “Nigushi Scale”
3. Lampu UV (290-320 nm) untuk induksi photoaging
4. ELISA reader
5. Microplate (96-wellplate)

6. Mikropipet dan tipnya
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7. Tabung eppendorf

8. Sentrifuga dan Vortex mixer

9. Inkubator dan Freezer

10. Alat pencukur, alat bedah minor untuk pengambilan sampel jaringan
tikus

11. Punch biopsy

12. Microtome dan microtome blade

13. Mikroskop, cawan petri, dan slide mikroskop

14. Syringe, jarum, dan sarung tangan

15. Termometer.

Bahan

1. Tikus Wistar jantan (Kemuning)

2. Ekstrak Daun Kelor (PT Inbi Nusantara Sejahtera)

3. Basis serum (Laboratorium IBL Fakultas Kedokteran Unissula)

4. Standar terapi gel niasinamida (Niacef)

5. Serum ekstrak daun kelor dengan konsentrasi 10 dan 15%

6. Larutan Phosphate Buffer Saline (PBS) untuk ekstraksi protein dan
pembilas

7. Kit ELISA untuk penanda AQP3 dan SOD tikus

Antibodi deteksi
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9. Larutan formalin 10% untuk fiksasi jaringan kulit analisis
mikroskopik

10. Alkohol (70 dan 96%) untuk fiksasi dan preparasi jaringan

11. Xylol dan parafin cair untuk pembuatan preparat histologis

12. Larutan Hematoxylin-Eosin (HE) untuk pewarnaan preparat

13. Akuabides

14. Pakan tikus standar dan air minum

4.5. Prosedur Penelitian dan Alur Kerja

4.5.1. Perolehan Persetujuan Etik

Persetujuan.  etik  penelitian diajukan = Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Sultan Agung Semarang. Protokol ini disusun
berdasarkan prinsip 3R (Replacement, Reduction, Refinement), yang
bertujuan untuk meminimalkan penderitaan hewan serta menjaga

integritas ilmiah dan etika penelitian.

4.5.2. Pembuatan Sediaan Serum Ekstrak Daun Kelor

Ekstrak daun kelor didapatkan dari PT Inbi Nusantara Sejahtera.
Proses pembuatan simplisia hingga ekstraksi akan dilakukan di
perusahaan ini. Validasi mutu ekstrak dan kandungan fitokimianya
dilakukan menggunakan dokumen Material Safety Data Sheet (MSDS)
dan Certificate of Analysis (CoA) atau Technical Data Sheet (TDS)

terlampir.
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Serum diperoleh dari PT Derma Elok Farma. Formula serum akan
menggunakan basis standar dengan komposisi air, Carbopol 940,
trietanolamin, propilen glikol, dan gliserin. Ekstrak daun kelor kemudian
ditambahkan ke dalam formula ini. Basis serum dicampurkan dengan
ekstrak etanol daun kelor sebanyak 2 gram untuk mendapatkan
konsentrasi 10% pada sediaan serum berbobot 20 gram. Serum ekstrak
daun kelor 15% dibuat dengan mencampurkan 3 gram ekstrak ke dalam

17 gram basis serum.
4.5.3. Penetapan Dosis

Dosis ditentukan berdasarkan seri konsentrasi ekstrak, yaitu 10 dan
15%. Tikus dioleskan serum pada area yang disinari UVB setiap hari
selama 14 hari. Konsentrasi 10 dan 15% dipilih berdasarkan acuan
penelitian terdahulu dengan penambahan 1 konsentrasi uji tertinggi 15%.

Penelitian sebelumnya menggunakan rentang 5-10%.%°

4.5.4. Cara Persiapan Sebelum Perlakuan

Hewan uji berupa tikus Wistar jantan usia 10-12 minggu dengan
berat 200-250 g. Tikus diaklimatisasi selama 7 hari sebelum perlakuan.
Tikus diberikan pakan standar dan minum ad libitum. Ruangan uji

disesuaikan dengan suhu 28-32°C dan pencahayaan alami.

a. Sampel penelitian yaitu hewan coba harus masuk dalam kriteria
inklusi, diambil secara acak sederhana sebanyak 25 ekor dengan

rincian terdapat 5 kelompok dengan jumlah masing-masing sampel
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tiap kelompoknya adalah 5 ekor ditambah 1 cadangan. Kelompok
terdiri dari tiga kelompok kontrol dan dua kelompok perlakuan.

b. Sampel sebanyak 25 ekor tikus jantan galur Wistar diaklimatitasi di
dalam laboratorium.

c. Hewan coba diberikan pakan standar sebanyak 15-20 gram per hari

serta minum air yang sama setiap hari.

4.5.5. Cara Induksi Photoaging dengan UVB

1. Cuci tangan dengan bersih kemudian kenakan sarung tangan
sebelum melakukan induksi sinar UVB. Tikus yang telah
diaklimatisasi selama 7 hari akan menjalani paparan sinar UVB
(290-320 nm) selama 15 menit setiap hari selama 2 minggu untuk

menginduksi photoaging pada kulit.

2. Rambut pada area punggung tikus dicukur hingga bersih dengan luas

5% 5cm.

3. Sinar UVB dipaparkan ke punggung tikus dari jarak 40 cm dengan
dosis Minimal Erythema Dose (MED) 70 mJ/cm? selama 15 menit.”!

Sinar UVB diberikan sekali sehari selama 14 hari.

4. Tikus kelompok kontrol negatif diberikan basis serum 20 menit
sebelum dipapar sinar UVB. Tikus kelompok kontrol positif

diberikan gel Niacef 20 menit sebelum dipapar sinar UVB.

5. Tikus kelompok perlakuan 1 diberi perlakuan serum ekstrak daun

kelor 10% yang diberikan 20 menit sebelum paparan sinar UVB
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selama 14 hari.

Tikus kelompok perlakuan 2 diberi perlakuan serum ekstrak daun
kelor 15% yang diberikan 20 menit sebelum paparan sinar UVB

selama 14 hari.

4.5.6. Validasi Model Tikus Photoaging

Model tikus divalidasi secara makroskopis dan mikroskopis untuk

menilai keberhasilan induksi photoaging dengan paparan UVB.

1.

Validasi makroskopis dilakukan dengan observasi langsung pada
kulit punggung tikus. Parameter yang diamati adalah: eritema,
kekasaran kulit, kerutan, pengelupasan kulit, atau hiperpigmentasi
kulit. Perbandingan dilakukan antara K1 (kontrol sehat) dan K2
(kontrol positif). Jika K2 mengalami perubahan makroskopis

dibandingkan K1, induksi dianggap valid.

Validasi mikroskopis dilakukan dengan pewarnaan Hematoxylin-
Eosin (HE) pada sampel jaringan kulit. Proses ini mengamati jumlah
sunburn cells di area dermis. Induksi photoaging dianggap berhasil
ketika K2 menunjukkan adanya perubahan histologi dibandingkan

K1. Berikut prosedur pemeriksaan histologi yang digunakan:

a. Fiksasi Jaringan: Formalin 10% digunakan untuk mengawetkan

jaringan.

b. Dehidrasi: Larutan etanol untuk menghilangkan air dari jaringan.
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c. Embedding Parafin: Jaringan dimasukkan ke dalam parafin cair

untuk mempermudah pemotongan.

d. Pemotongan Jaringan: Irisan tipis jaringan dipotong

menggunakan mikrotom.

e. Deparafinasi: Menghilangkan parafin dengan menggunakan

xylol.

f. Rehidrasi: Jaringan dikeluarkan dari larutan etanol dan
dimasukkan ke dalam air.

g. Pewarnaan Hematoxylin: Nukleus diwarnai menjadi biru atau
ungu.

h. Pewarnaan Eosin: Sitoplasma dan kolagen diwarnai menjadi

merah muda atau merah.

i. Dehidrasi dan Mounting: Jaringan didehidrasi kembali dan

ditutup dengan coverslip menggunakan media mounting.
j- Pengamatan Mikroskopik: Slide diamati di bawah mikroskop

cahaya untuk analisis.

4.5.7. Pengambilan Sampel

Terminasi dilakukan setelah paparan UVB (24 jam setelah
pemberian serum terakhir di hari-14). Tikus dikorbankan dengan
metode dislokasi leher. Jaringan kulit tikus diambil menggunakan alat
punch biopsy berdiameter 5 mm.””> Sampel jaringan dimasukkan ke
dalam tabung vacutainer dengan EDTA untuk mencegah degradasi

protein Sampel yang diambil dibagi kembali menjadi dua pada K1 dan



43

K2, untuk pemeriksaan mikroskopis (pewarnaan HE) dan untuk
pemeriksaan biomarker. Seluruh pengambilan sampel dilakukan pada

waktu yang sama.

Sampel jaringan untuk pemeriksaan kadar biomarker dibilas
dengan larutan PBS. Pencucian ini dilakukan membersihkan sampel
dari sisa kotoran, darah, atau jaringan lain. Sampel disentrifugasi pada
kecepatan 10.000-14.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C.
Supernatan kemudian diambil dan dimasukkan ke dalam tabung mikro

steril dan disimpan di dalam fieezer -20°C sebelum proses analisis.

4.5.8. Prosedur Pengujian ELISA untuk Mengukur Kadar AQP3 dan SOD

pada Jaringan Tikus

Kadar AQP3 dan SOD dianalisis dengan metode ELISA. Protokol
ELISA yang digunakan mengacu pada kit ELISA spesifik untuk setiap

biomarker. Prosedur pengujian ELISA dilakukan dengan:

1. Persiapan Alat dan Bahan: Siapkan microplate 96-well, antibodi
capture dan deteksi spesifik SOD atau AQP3, standar SOD atau
AQP3, buffer pembilas, solusi penghenti, dan sampel jaringan tikus

(supernatan homogenat).

2. Persiapan Sampel: Homogenkan jaringan tikus dan sentrifugasi
untuk mengambil supernatan yang mengandung biomarker.
Konsentrasi protein ditentukan menggunakan metode Bradford atau

BCA.
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. Penambahan Antibodi Capture: Tambahkan antibodi capture (anti
SOD atau AQP3) ke dalam sumur plate dan inkubasi selama 1-2 jam

pada suhu ruang atau semalam pada suhu 4°C.

. Blokir Sumur: Sumur pada microplate diblok dengan 2% skim
milk atau 1% BSA dalam PBS-Tween, inkubasi 1 jam pada suhu

ruang.

. Pencucian Pertama: Cuci plate dengan buffer pembilas sebanyak

3-4 kali untuk menghilangkan antibodi yang tidak terikat.

. Inkubasi Sampel dan Standar: Sampel, standar SOD, atau standar
AQP3 ditambahkan sebanyak 100 pL ke dalam microplate dan
diinkubasi selama 2 jam (RT) atau 1 jam (37°C). Kemudian
pencucian dilakukan sebanyak 3 kali untuk menghilangkan bahan

yang tidak terikat.

. Penambahan Antibodi Deteksi: Antibodi deteksi terkonjugasi

biotin ditambahkan ke dalam sumur plate dan inkubasi selama 1 jam.

. Pencucian Kedua: Plat dibilas kembali untuk menghilangkan

antibodi deteksi yang tidak terikat.

. Penambahan Substrat: Substrat peroksidase (TMB) ditambahkan
dan diinkubasi selama 15-30 menit. Selama waktu ini, reaksi

enzimatik akan menghasilkan perubahan warna.
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10.Penghentian Reaksi: Reaksi enzimatik dihentikan dengan

penambahan larutan penghenti (asam sulfat)

11.Pembacaan Absorbansi: Absorbansi pada panjang gelombang 450

nm diukur dengan microplate reader, dan kadar SOD atau AQP3

dihitung berdasarkan kurva standar.

UNISSULA




4.5.9. Alur Penelitian

Tikus Wistar Jantan 25 ekor
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Gambar 4.2 Alur Penelitian
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4.5.10. Tempat dan Waktu Penelitian

Seluruh tahapan penelitian in vivo, termasuk induksi luka bakar,
pemberian serum, pengambilan sampel, serta pengukuran biomarker
AQP3 dan SOD, dilaksanakan di Integrated Biomedical Laboratory
(IBL) Laboratorium Biokimia dan Laboratorium Hewan, Fakultas
Kedokteran, Universitas Islam Sultan Agung (UNISSULA) Semarang
dan Laboratorium CITO. Penelitian dilakukan pada bulan November

2025.

4.5.11. Analisis Data

Data hasil eksperimen diuji secara statistik deskriptif. Data diuji
normalitasnya dengan uji Shapiro Wilk dan uji homogenitas dengan uji
Levene. Kadar AQP3 dan SOD memiliki sebaran data yang tidak normal
dan tidak homogen, schingga analisis dilanjutkan dengan metode
Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk
mengetahui perbedaan masing-masing kelompok. Pengolahan analisis

data dilakukan dengan menggunakan SPSS for Windows.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk menilai pengaruh pemberian serum ekstrak
daun kelor (Moringa oleifera) terhadap kadar aquaporin-3 (AQP3) dan
superoksida dismutase (SOD) pada kulit tikus Wistar yang terpapar sinar
ultraviolet B (UVB). Penelitian eksperimental ini dilaksanakan selama 14 hari
menggunakan 30 ekor tikus Wistar jantan, yang terlebih dahulu menjalani masa
aklimatisasi selama tujuh hari untuk menyesuaikan kondisi fisiologis dengan
lingkungan laboratorium.

Setelah aklimatisasi, tikus dibagi secara acak menjadi lima kelompok.
Kelompok K1 berfungsi sebagai kontrol sehat, tidak terpapar UVB dan tidak
menerima perlakuan apapun. Kelompok K2 merupakan kontrol negatif, tikus
terpapar sinar UVB dan diberikan basis serum. Kelompok K3 adalah kontrol
positif, tikus terpapar sinar UVB dan diberi gel niacinamide. Sedangkan
kelompok K4 dan K5 merupakan kelompok perlakuan, tikus terpapar sinar
UVB dan diberikan serum ekstrak daun kelor topikal dengan konsentrasi
masing-masing 10% dan 15%.

Paparan UVB dilakukan setiap hari selama 15 menit dengan dosis 70
mJ/cm? pada jarak 40 cm dari kulit tikus, 20 menit sebelum aplikasi serum.
Paparan ini bertujuan meniru kondisi photoaging, yang ditandai oleh
peningkatan stres oksidatif dan penurunan hidrasi kulit, sekaligus memengaruhi

ekspresi protein membran air dan enzim antioksidan. Validasi pengaruh sinar

48
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UVB dilakukan pada kelompok K1 dan K2 untuk memastikan terjadinya
perubahan morfologi dan biokimia pada kulit. Pada hari ke-15, seluruh tikus
diterminasi dan jaringan kulit dari area paparan UVB diambil untuk dianalisis.
Kadar AQP3 dan SOD pada jaringan diukur menggunakan metode ELISA.
Analisis statistik dilakukan untuk menilai perbedaan kadar AQP3 dan SOD
antar kelompok. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan gambaran tentang
kemampuan serum ekstrak daun kelor dalam meningkatkan hidrasi kulit dan
aktivitas antioksidan, sehingga berpotensi menjadi agen protektif terhadap
kerusakan kulit akibat photoaging yang diinduksi sinar UVB.
5.1.1 Validasi Model Photoaging
Model tikus photoaging dievaluasi melalui penilaian makroskopis
dan mikroskopis untuk memastikan keberhasilan induksi kerusakan kulit
akibat pajanan sinar UV-B. Proses validasi dilakukan dengan
membandingkan kelompok kontrol sehat (K1) dengan kelompok kontrol
negatif (K2). Pemeriksaan makroskopis dilakukan melalui observasi
langsung terhadap jaringan kulit untuk menilai perubahan morfologi

secara kasat mata, seperti perubahan warna, tekstur, ketebalan, dan

elastisitas permukaan kulit disajikan pada Gambar 5.1.

Gambar 5.1 Gambaran makroskopis jaringan kulit: (A) Kondisi kulit normal
pada tikus; (B) Kondisi kulit dengan paparan sinar UVB
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Gambar 5.1 menampilkan gambaran makroskopis jaringan kulit tikus

menggunakan mikroskop digital. Gambar 5.1(A) memperlihatkan kulit

normal pada tikus kontrol sehat, dengan permukaan yang rata dan struktur

jaringan yang utuh tanpa perubahan signifikan. Gambar 5.1(B) menunjukkan

kulit tikus yang terpapar sinar UVB, terlihat adanya penebalan epidermis,

permukaan kasar, dan perubahan tekstur jaringan, yang mengindikasikan

kerusakan kulit akibat paparan UVB.

Hasil pengamatan kuantitatif disajikan dalam Tabel 5.1, yang

memuat distribusi sunburn cells pada lima lapang pandang untuk setiap

sampel, dengan tujuan untuk memberikan gambaran objektif mengenai

tingkat kerusakan sel akibat paparan UVB.

Tabel 5.1 Jumlah Sunburn Cell pada kulit tikus dari 5 lapang pandang per

sampel.
Kelompok Sampel R R dndang
1 2 3 4 5
Kontrol Sampell 0 O 0 O O
Sehat Sampel2 0 0 0 0 0
(K1) Sampel3 0 0 0 0 0
Kontrol Sampell 0 19 2 8 5
Negatif Sampel2 0 0 0 0 5
(K2) Sampel3 0 0 0 2 1

Berdasarkan Tabel 5.1, kelompok kontrol

sehat

(K1) tidak

menunjukkan keberadaan sunburn cells pada seluruh sampel dan lapang

pandang, menandakan kulit tetap utuh tanpa kerusakan akibat paparan UVB.

Sebaliknya, kelompok kontrol negatif (K2) memperlihatkan jumlah sunburn

cells yang bervariasi antara sampel dan lapang pandang, dengan nilai
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maksimum mencapai 19 sel pada Sampel 1, lapang pandang 2. Hasil ini
membuktikan bahwa paparan UVB berhasil menimbulkan kerusakan kulit,
sehingga model photoaging pada tikus dapat dianggap valid. Variasi distribusi
sel antar lapang pandang juga menunjukkan adanya respons jaringan yang
tidak merata terhadap paparan UVB.

Validasi histologis hasil pengamatan kuantitatif tersebut diperkuat
melalui gambaran mikroskopis jaringan kulit tikus. Pemeriksaan mikroskopis
dilakukan menggunakan mikroskop digital untuk menilai morfologi jaringan
kulit, sehingga perubahan histopatologis yang ditimbulkan oleh paparan UV-
B dapat diamati secara visual. Validasi mikroskopis lebih lanjut dilakukan
melalui pewarnaan Hematoxylin—Fosin (HE) pada preparat jaringan kulit
untuk mengevaluasi jumlah surnburn cells pada areca dermis. Keberhasilan
induksi photoaging ditetapkan apabila kelompok K2 menunjukkan perubahan

histologis yang jelas dibandingkan dengan kelompok K1 yang disajikan pada

Gambar 5.2.

EPIDERMIS
STRATUM CORNEUM

EPIDERMIS
FOLIKEL RAMBUT

STRATUM CORNEUM

K1 K1
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EPIDERMIS

SUNBURN CELL

SUNBURN CELL

K2 K2

Gambar 5.2 Gambaran mikroskopis pewarnaan Hematoxylin—Eosin (HE):
(K1) Kondisi kulit normal pada tikus; (K2) Kondisi kulit dengan
paparan sinar UVB

Pewarnaan Hematoxylin—Eosin (HE) memungkinkan identifikasi
struktur histologis kulit secara jelas, termasuk lapisan epidermis, stratum
korneum, serta keberadaan sunburn cells yang ditandai oleh inti sel yang
mengalami kondensasi (piknosis) dan sitoplasma eosinofilik sebagai indikator

apoptosis akibat paparan sinar UV-B.

Pada kelompok kontrol sehat (K 1), struktur kulit tampak normal dengan
susunan epidermis yang utuh dan terorganisasi baik. Tidak ditemukan sunburn
cells pada lapisan epidermis maupun dermis, baik pada area sekitar folikel
rambut maupun jaringan sekitarnya. Temuan ini konsisten dengan hasil
kuantitatif pada Tabel 5.1 yang menunjukkan nihilnya sunburn cells pada
seluruh lapang pandang, sehingga mencerminkan kondisi kulit normal tanpa

kerusakan akibat radiasi UV-B.

Sebaliknya, pada kelompok kontrol negatif (K2) terlihat perubahan
histopatologis yang jelas. Gambar mikroskopis menunjukkan adanya sunburn
cells pada lapisan epidermis, yang tampak sebagai sel dengan inti kecil, padat,
dan berwarna gelap, disertai peningkatan eosinofilia sitoplasma. Selain itu,

pada beberapa area tampak penebalan epidermis dan perubahan morfologi
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jaringan yang mengindikasikan respons stres dan kerusakan kulit akibat
paparan UV-B. Temuan ini sejalan dengan peningkatan jumlah sunburn cells

yang tercatat secara kuantitatif pada Tabel 5.1.

Secara keseluruhan, kesesuaian antara data kuantitatif dan gambaran
histologis pada Gambar 5.2 menegaskan bahwa pewarnaan HE berhasil
memvalidasi keberadaan sunburn cells sebagai penanda kerusakan kulit
akibat photoaging. Dengan demikian, perbedaan yang jelas antara kelompok
K1 dan K2 mengonfirmasi bahwa model induksi photoaging pada penelitian

ini telah berhasil dan dapat digunakan sebagai dasar untuk analisis lanjutan.

5.1.2 Gambaran Makroskopis Model Photoaging Antar Kelompok
Pengamatan makroskopis dilakukan untuk menilai kondisi kulit
punggung tikus Wistar jantan pada hari pertama (HO) sebelum perlakuan dan
setelah 14 hari paparan sinar UVB dan pemberian serum. Seluruh kelompok
penelitian diamati dengan tujuan untuk memvisualisasikan perubahan
morfologi kulit akibat UVB, memastikan model photoaging terbentuk dengan
konsisten, serta menilai potensi perlindungan dari serum daun kelor.
Parameter yang diperiksa meliputi kemerahan kulit (eritema),
kekasaran permukaan, munculnya keriput halus (fine wrinkles), pengelupasan
kulit (skuama), serta perubahan warna seperti hiperpigmentasi atau kulit
tampak kusam. Pada HO, seluruh kelompok menunjukkan kulit yang seragam,

halus, dan bebas tanda stres oksidatif atau kerusakan.
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Gambar 5.3 Gambaran Makroskopis Hari ke-0 (HO) dan Gambaran
Makroskopis Kulit Terpapar Sinar UVB pada Hari ke-14
(H14) Antar Kelompok Perlakuan (K1: Kelompok sehat, K2:
Kontrol negatif, K3: Kontrol positif, K4: Serum Ekstrak Kelor
10%, K5: Serum Ekstrak Kelor 15%)

Gambar 5.3 menampilkan kondisi kulit pada HO dan perubahan
setelah 14 hari paparan UVB dan perlakuan. Setelah 14 hari, kelompok
kontrol sehat (K1) tetap mempertahankan kulit yang halus dan seragam, mirip
dengan kondisi awal, menunjukkan tidak adanya dampak morfologi akibat
paparan UVB maupun aplikasi serum.

Pada kelompok kontrol negatif (K2) yang menerima paparan UVB,
kulit punggung tikus menunjukkan gejala photoaging, seperti kerutan yang

terlihat jelas dan area punggung yang kemerahan serta terdapat beberapa luka,

menandakan adanya stres oksidatif dan reaksi inflamasi akibat UVB tanpa
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perlindungan. Sebaliknya, pada kelompok kontrol positif (K3), kulit terlihat
lebih rata dan halus, dengan kerutan halus yang minimal serta tanpa tanda
kemerahan, menunjukkan efek proteksi sebagian dari gel niacinamide
terhadap kerusakan kulit.

Pada kelompok yang diberikan serum ekstrak daun kelor 10% (K4),
pengamatan menunjukkan tidak terdapat kemerahan pada area punggung,
meskipun masih terlihat sedikit kerutan halus yang menandakan bahwa
perlindungan yang diberikan serum masih terbatas terhadap efek UVB.
Sementara itu, kelompok serum daun kelor 15% (K5) menampilkan kulit
yang rata, halus, hampir tidak terdapat kerutan halus, dan tidak terlihat
kemerahan. Kondisi kulit pada kelompok serum daun kelor 15% bahkan
terlihat lebih baik dibandingkan kelompok kontrol positif. Temuan ini
mengindikasikan bahwa serum ekstrak daun kelor dengan konsentrasi 15%
memberikan efek protektif yang lebih optimal dalam menjaga kesehatan dan
integritas kulit setelah paparan sinar UVB.

5.1.3 Hasil Pemeriksaan Kadar AQP3 pada Jaringan Kulit

Kadar AQP3 pada jaringan kulit tikus Wistar pada hari ke-15 setelah
perlakuan dianalisis untuk menilai perubahan ekspresi protein terkait hidrasi
kulit akibat paparan sinar UVB serta efek pemberian serum ekstrak daun
kelor (Moringa oleifera). Data hasil pemeriksaan kadar AQP3 pada jaringan

kulit tikus Wistar disajikan pada Tabel 5.1.
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Tabel 5.2 Deskriptif Rata-rata Kadar AQP3 dan Uji Kruskal-Wallis

Tikus Kontrol Kontrol Kelor Kelor P
Kelompok Sehat Negatif Positif 10% 15% value
K1) (K2 K3 (K4 (KS)
Kadar AQP3 (ng/L) (n=6)
Mean 558,97 509,48 489,47 514,72 537,52
SD 22,39 32,30 4296 28,65 2227
Shapiro- 0,893 0,914 0,499 0,885 0,033
Wilk
Levene Test 0,196
Kruskal-Wallis 0,009
Keterangan:
Shapiro-Wilk = Distribusi tidak normal (p<0,05)
Levene Test = Data homogen (»>0,05)
Kruskal-Wallis = Terdapat perbedaan signifikan antar kelompok (p<0,05)

Berdasarkan Tabel 5.2, kadar AQP3 tertinggi terdapat pada kelompok
tikus sehat (K1) dengan nilai rata-rata 558,97 £ 22,39 ng/L. Kelompok
perlakuan serum ekstrak daun kelor 15% (K5) memiliki kadar AQP3 yang lebih
rendah dibandingkan K1, vaitu sebesar 537,52 + 2227 ng/L, diikuti oleh
kelompok kontrol negatif (K2) sebesar 509,48 + 32,30 ng/L. Kelompok
perlakuan serum ekstrak daun kelor 10% (K4) menunjukkan kadar AQP3
sebesar 514,72 + 28,65 ng/L sedangkan kadar AQP3 terendah ditemukan pada
kelompok kontrol positif (K3) dengan nilai rata-rata 489,47 + 42,96 ng/L. Hasil
ini menunjukkan adanya variasi kadar AQP3 pada jaringan kulit tikus Wistar.

Hasil uji normalitas menggunakan Shapiro—Wilk menunjukkan bahwa
data kadar AQP3 pada kelompok K5 tidak berdistribusi normal dengan nilai
p=0,003 (p<0,05). Sementara itu, hasil uji homogenitas varians dengan Levene

Test menunjukkan bahwa data bersifat homogen dengan nilai p=0,196
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(»p>0,05). Data yang berdistribusi tidak normal maka analisis perbedaan antar
kelompok dilakukan menggunakan uji nonparametrik Kruskal-Wallis.

Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
kadar AQP3 antar kelompok perlakuan dengan nilai p=0,009 (p<0,05). Temuan
ini mengindikasikan bahwa paparan sinar UVB serta pemberian serum ekstrak
daun kelor dengan konsentrasi berbeda berpengaruh terhadap kadar AQP3
pada jaringan kulit tikus Wistar. Analisis lanjutan untuk mengetahui perbedaan
kadar AQP3 antar pasangan kelompok dilakukan menggunakan uji post hoc

Mann—Whitney, dengan hasil yang disajikan pada Tabel 5.3.

Tabel 5.3 Hasil Uji Post Hoc Mann Whitney setelah Perlakuan terhadap rata-

rata kadar AQP3

Kelompok K1 K2 K3 K4 KS
K1 - 0,015*-0,009% 10,009* 0,180
K2 - 0,485 0,937 0,093
K3 - 0,394 0,026*
K4 - 0,132
K5 -

Keterangan: *Bermakna p<0,05
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Gambar 5.4 Perbandingan Kadar AQP3 antar Kelompok Perlakuan
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Berdasarkan hasil uji post hoc Mann—Whitney pada Tabel 5.3 dan
Gambar 5.4, terdapat perbedaan yang signifikan pada kadar AQP3 antara
kelompok tikus sehat (K1) dengan kelompok kontrol negatif (K2), kontrol
positif (K3), dan perlakuan serum ekstrak daun kelor 10% (K4) (p<0,05).
Namun, tidak ditemukan perbedaan yang bermakna antara kelompok K1 dan
kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 15% (K5) (p>0,05). Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian serum ekstrak daun kelor dengan konsentrasi
15% mampu mempertahankan kadar AQP3 mendekati kondisi normal,
sehingga efek paparan sinar UVB terhadap penurunan ekspresi AQP3 dapat
diminimalkan.

Selain itu, perbedaan yang signifikan juga ditemukan antara kelompok
kontrol positif (K3) dan kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 15%
(K5) (p=0,026). Sementara itu, tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara
kelompok ' kontrol negatif (K2) dengan kelompok kontrol positif (K3),
kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 10% (K4), maupun kelompok
perlakuan serum ekstrak daun kelor 15% (KS5) (p>0,05). Demikian pula,
perbandingan antara kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 10% (K4)
dan 15% (K5) tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan (»>0,05). Temuan
ini mengindikasikan bahwa pemberian serum ekstrak daun kelor, khususnya
pada konsentrasi 15%, memiliki potensi dalam meningkatkan atau
mempertahankan kadar AQP3 pada jaringan kulit, meskipun perbedaannya

tidak selalu nyata pada seluruh pasangan kelompok.
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5.1.4 Hasil Pemeriksaan Kadar SOD pada Jaringan Kulit

Pengukuran kadar SOD pada jaringan kulit tikus Wistar dilakukan
pada hari ke-15 setelah perlakuan untuk menilai aktivitas enzim antioksidan
sebagai respons terhadap paparan sinar UVB serta pengaruh pemberian serum
ekstrak daun kelor (Moringa oleifera). Hasil analisis deskriptif dan uji
statistik kadar SOD pada jaringan kulit tikus Wistar disajikan pada Tabel 5.4.

Tabel 5.4 Deskriptif Rata-rata Kadar SOD dan Uji Kruskal-Wallis
Tikus Kontrol Kontrol Kelor Kelor P
Kelompok Sehat Negatif Positif 10% 15% value

(K1) (K2) (K3) (K4) (K5)
Kadar SOD (ng/mL) (n=6)

Mean 14,52 12,02 11,04 12,28 13,42

SD 1,15 1,61 vy 1,43 1,12

Shapiro-Wilk - 0,905 0,914 0,509 - 0,893 0,034

Levene Test 0,223

Kruskal-Wallis 0,009
Keterangan:

Shapiro-Wilk - = Distribusi tidak normal (p<0,05)

Levene Test = Data homogen (p>0,05)

Kruskal-Wallis = Terdapat perbedaan signifikan antar kelompok (p<0,05)

Berdasarkan Tabel 5.4, rata-rata kadar SOD tertinggi terdapat pada

kelompok tikus sehat (K1) dengan nilai 14,52 £+ 1,15 ng/mL. Selanjutnya,
kadar SOD pada kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 15% (KS5)
sebesar 13,42 + 1,12 ng/mL, diikuti oleh kelompok perlakuan serum ekstrak
daun kelor 10% (K4) sebesar 12,28 + 1,43 ng/mL. Kadar SOD pada
kelompok kontrol negatif (K2) sebesar 12,02 + 1,61 ng/mL, sedangkan kadar
terendah ditemukan pada kelompok kontrol positif (K3) dengan nilai 11,04 +

2,11 ng/mL. Perbedaan nilai rata-rata ini menunjukkan adanya variasi

aktivitas enzim antioksidan SOD antar kelompok perlakuan.
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Hasil uji normalitas Shapiro—Wilk menunjukkan bahwa data kadar
SOD pada beberapa kelompok tidak berdistribusi normal (p<0,05),
khususnya pada kelompok K5 dengan nilai p=0,034. Sementara itu, uji
homogenitas varians menggunakan Levene Test menunjukkan bahwa data
bersifat homogen dengan nilai p=0,223 (p>0,05). Distribusi data yang tidak
normal menyebabkan analisis perbedaan kadar SOD antar kelompok
dilakukan menggunakan uji nonparametrik Kruskal-Wallis.

Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan kadar SOD antar kelompok perlakuan dengan nilai p=0,009
(»<0,05). Temuan ini menunjukkan bahwa paparan sinar UVB serta
pemberian serum ekstrak daun kelor dengan konsentrasi berbeda berpengaruh
terhadap kadar SOD pada jaringan kulit tikus Wistar. Untuk mengetahui
perbedaan kadar SOD. secara lebih spesifik antar pasangan kelompok,
dilakukan analisis lanjutan menggunakan uji post hoc Mann—Whitney. Hasil
analisis post hoc Mann—Whitney disajikan pada Tabel 5.5.

Tabel 5.5 Hasil Uji Post Hoc Mann—Whitney setelah Perlakuan terhadap rata-

rata kadar SOD

Kelompok K1 K2 K3 K4 K5
K1 - 0,015* 0,009* 0,009* 0,180
K2 - 0,485 0,937 0,093
K3 - 0,394 0,026*
K4 - 0,093
K5 -

Keterangan: *Bermakna p<0,05
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Gambar 5.5 Perbandingan Kadar TNF-a antar Kelompok Perlakuan

Berdasarkan hasil uji post hoc Tamhane pada Tabel 5.4 dan Gambar
5.5, terdapat perbedaan yang signifikan kadar SOD antara kelompok tikus
sehat (K1) dengan kelompok kontrol negatif (K2), kontrol positif (K3), dan
perlakuan serum ekstrak daun kelor 10% (K4) (p<0,05). Sebaliknya, tidak
ditemukan perbedaan yang bermakna antara kelompok tikus sehat (K1) dan
kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 15% (K5) (p>0,05).

Perbedaan yang signifikan juga terlihat antara kelompok kontrol
positif (K3) dan kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 15% (KS5)
(»<0,05). Sementara itu, perbandingan antara kelompok kontrol negatif (K2)
dengan kelompok kontrol positif (K3), kelompok perlakuan serum ekstrak
daun kelor 10% (K4), serta kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor
15% (K5) tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna (p>0,05). Demikian

pula, perbandingan antara kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 10%
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(K4) dan kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 15% (K5) tidak
menunjukkan perbedaan yang signifikan (p>0,05).

Secara keseluruhan, hasil ini menunjukkan bahwa pemberian serum
ekstrak daun kelor, terutama pada konsentrasi 15%, berpotensi meningkatkan
aktivitas enzim SOD hingga mendekati kondisi normal, sehingga dapat
berperan dalam memperbaiki kapasitas antioksidan kulit akibat paparan sinar
UVB.

5.2 Pembahasan

Paparan sinar UVB diketahui sebagai salah satu faktor utama yang
memicu stres oksidatif dan kerusakan struktural pada jaringan kulit, yang
ditandai oleh gangguan sistem antioksidan serta perubahan ekspresi protein
yang berperan dalam menjaga fungsi fisiologis kulit. Protein Aquaporin-3
(AQP3) berperan penting dalam regulasi hidrasi dan homeostasis epidermis,
sedangkan enzim Superoxide Dismutase (SOD) merupakan komponen utama
sistem pertahanan antioksidan endogen.*’ Pemberian serum ekstrak daun kelor
(Moringa oleifera), yang kaya akan senyawa antioksidan dan antiinflamasi,
diduga mampu memberikan efek protektif terhadap kerusakan kulit akibat
paparan UVB melalui peningkatan aktivitas antioksidan serta pemeliharaan
ekspresi protein fungsional kulit.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar AQP3 pada jaringan kulit
tikus Wistar dipengaruhi oleh paparan sinar UVB serta pemberian serum
ekstrak daun kelor. Kelompok tikus sehat (K1) memiliki kadar AQP3 tertinggi,

yang mencerminkan kondisi fisiologis kulit normal tanpa paparan UVB. AQP3
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fmerupakan protein saluran air yang berperan penting dalam regulasi hidrasi
kulit, transport gliserol, serta pemeliharaan fungsi barrier epidermis.?*-*
Tingginya kadar AQP3 pada kelompok K1 sejalan dengan teori bahwa kulit
yang tidak mengalami stres oksidatif memiliki ekspresi AQP3 yang optimal,
sehingga keseimbangan hidrasi, elastisitas epidermis, dan homeostasis jaringan
tetap terjaga.”>’*

Pada kelompok kontrol negatif (K2), terjadi penurunan kadar AQP3
dibandingkan kelompok sehat. Penurunan ini menunjukkan bahwa paparan
sinar UVB dapat menghambat ckspresi AQP3 pada jaringan kulit. Secara
biologis, radiasi UVB diketahui meningkatkan produksi reactive oxygen species
(ROS) yang memicu stres oksidatif dan aktivasi jalur inflamasi. ROS dapat
merusak struktur protein dan lipid membran sel, serta mengganggu regulasi
ekspresi protein transpor air seperti AQP3. Penurunan kadar AQP3 pada
kelompok ' K2 mencerminkan terganggunya fungsi hidrasi dan barrier kulit
akibat kerusakan sel epidermis yang dipicu oleh paparan UVB.”®

Kelompok kontrol positif yang diberi niacinamide gel (K3) menunjukkan
kadar AQP3 terendah. Secara fisiologis, AQP3 berperan penting dalam menjaga
hidrasi epidermis dan homeostasis air pada kulit. Penurunan kadar AQP3 pada
K3 dapat dijelaskan melalui mekanisme modulasi jalur sinyal seluler. Beberapa
studi in vitro menunjukkan bahwa niacinamide mampu menurunkan ekspresi
aquaporins yang diinduksi oleh stimulus tertentu melalui penghambatan jalur

EGFR/ERK, sehingga menyeimbangkan permeabilitas air dan memperbaiki

fungsi barier kulit meskipun ekspresi AQP3 secara absolut menurun. Selain itu,
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paparan UV-B diketahui meningkatkan stres oksidatif melalui produksi ROS
yang memicu kerusakan protein dan lipid membran, yang juga dapat
menurunkan ekspresi AQP3 di keratinosit. Dengan demikian, penurunan kadar
AQP3 pada K3 kemungkinan merupakan kombinasi antara efek protektif
niacinamide dalam mengurangi stres oksidatif dan pengaturan jalur sinyal
seluler yang mempertahankan integritas barrier kulit. Sehingga, meskipun
kadar AQP3 lebih rendah, fungsi hidrasi dan perlindungan kulit tetap terjaga.
Temuan ini sejalan dengan laporan terbaru yang menunjukkan bahwa
niacinamide dapat memodulasi ekspresi aquaporins setelah paparan UV-B atau
stimulus stres seluler, sekaligus' memperbaiki homeostasis dan fungsi barier
epidermis.’® "8

Secara farmakodinamik, niacinamide (vitamin B3) bekerja pada beberapa
target molekuler yang berperan dalam pencegahan photoaging, antara lain
meningkatkan sintesis ceramide epidermal, menghambat transfer melanosom,
serta menekan aktivasi jalur inflamasi yang diinduksi UV melalui modulasi NF-
kB dan MAPK.” Niacinamide juga dilaporkan menurunkan ekspresi matrix
metalloproteinase-1 (MMP-1) yang berperan dalam degradasi kolagen akibat
paparan UV. Dengan demikian, mekanisme utama niacinamide dalam
mencegah photoaging lebih dominan melalui perbaikan barrier epidermis dan
efek anti-inflamasi, bukan secara langsung meningkatkan ekspresi AQP3.%°

Selain itu, perbedaan bentuk sediaan kemungkinan turut memengaruhi
hasil pada kelompok K3. Secara farmakokinetik topikal, serum umumnya

memiliki viskositas lebih rendah, ukuran partikel lebih kecil, dan kandungan
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pelarut hidrofilik lebih tinggi dibandingkan gel, sehingga penetrasi zat aktif ke
stratum korneum cenderung lebih baik. Sebaliknya, sediaan gel yang berbasis
polimer (misalnya carbomer) membentuk matriks yang lebih kental sehingga
dapat memperlambat difusi zat aktif.®!"5? Secara farmakodinamik, hal ini dapat
menyebabkan jumlah niacinamide yang mencapai target seluler lebih rendah
dibandingkan senyawa aktif dalam bentuk serum, yang mungkin menjelaskan
mengapa kelompok K3 menunjukkan kadar AQP3 dan SOD paling rendah.

Pada kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 10% (K4), kadar
AQP3 lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol negatif dan kontrol positif,
meskipun perbedaannya tidak selalu signifikan secara statistik. Temuan ini
menunjukkan bahwa pemberian serum ekstrak daun kelor pada konsentrasi 10%
mulai memberikan efck protektif terhadap penurunan ekspresi AQP3 akibat
paparan UVB. Daun kelor diketahui mengandung senyawa antioksidan seperti
flavonoid, polifenol, vitamin C, dan vitamin E yang mampu menetralkan ROS.
Aktivitas antioksidan tersebut berpotensi mengurangi kerusakan sel epidermis
dan mendukung pemulihan ekspresi AQP3.'**

Kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 15% (KS5) menunjukkan
kadar AQP3 yang mendekati kelompok tikus sehat dan secara signifikan lebih
tinggi dibandingkan kelompok kontrol positif. Hasil ini mengindikasikan bahwa
konsentrasi 15% memiliki efektivitas yang lebih baik dalam mempertahankan
atau meningkatkan ekspresi AQP3 pada kulit yang terpapar UVB. Secara
teoritis, peningkatan konsentrasi senyawa bioaktif dalam ekstrak daun Moringa

oleifera, seperti flavonoid, polifenol, dan isothiocyanates, memperkuat aktivitas
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antioksidan dan anti-inflamasi, yang mampu menangkal radikal bebas (ROS)
serta menekan produksi mediator inflamasi. Mekanisme ini berkontribusi pada
perlindungan sel terhadap kerusakan oksidatif dan mendukung proses
regenerasi jaringan kulit.%’ Kedekatan kadar AQP3 kelompok serum kelor 15%
(K5) dengan kelompok sehat menunjukkan bahwa serum ekstrak daun kelor
pada konsentrasi 15% mampu menjaga fungsi hidrasi kulit mendekati kondisi
normal.

Berdasarkan tren hasil penelitian ini, konsentrasi serum ekstrak daun
kelor 15% menunjukkan efektivitas yang lebih konsisten dibandingkan
konsentrasi 10% dalam mempertahankan kadar AQP3 dan meningkatkan
aktivitas SOD.. Oleh karena itu, secara praktis konsentrasi 15% dapat
dipertimbangkan sebagai konsentrasi yang lebih optimal untuk memberikan
efek protektif terhadap stres oksidatif akibat UVB, meskipun penetapan dosis
optimal tetap memerlukan penelitian lanjutan dengan rentang konsentrasi yang
lebih luas.

Apabila dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif, kelompok
perlakuan serum ekstrak daun kelor (K4 dan K5) menunjukkan kecenderungan
peningkatan kadar AQP3, yang menandakan adanya efek protektif ekstrak daun
kelor terhadap penurunan ekspresi AQP3 akibat paparan UVB. Hal ini
memperkuat teori bahwa antioksidan alami dapat berperan dalam melindungi
kulit dari kerusakan oksidatif dan menjaga keseimbangan protein fungsional
kulit.®® Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa serum

ekstrak daun kelor, khususnya pada konsentrasi 15%, memiliki potensi dalam
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mempertahankan ekspresi AQP3 dan mendukung fungsi hidrasi kulit pada
kondisi stres oksidatif akibat paparan sinar UVB.

Selain kandungan bahan aktif dari ekstrak kelor, efektivitas sediaan
topikal juga sangat dipengaruhi oleh komposisi basis serum. Basis serum
umumnya mengandung humektan seperti gliserol (glycerin), propilen glikol,
serta pelarut hidrofilik lain yang berfungsi meningkatkan hidrasi stratum
korneum dan memperbaiki penetrasi bahan aktif. Secara teoritis, gliserol
bekerja dengan menarik dan mempertahankan air pada lapisan epidermis serta
meningkatkan fluiditas lipid interseluler, sehingga dapat mempotensiasi
penetrasi senyawa bioaktif herbal.** Penggabungan senyawa antioksidan
tanaman seperti Moringa oleifera dengan sistem penghantaran berbasis
humektan telah dilaporkan meningkatkan bioavailabilitas topikal dan efek
protektif kulit dalam formulasi herbal cosmeceuticals.3>3¢

Sejalan dengan perubahan ckspresi AQP3, aktivitas enzim antioksidan
SOD juga menunjukkan pola perubahan yang mencerminkan peran stres
oksidatif dalam memengaruhi fungsi fisiologis kulit akibat paparan sinar UVB
serta efek protektif serum ekstrak daun kelor.*’” Hasil penelitian menunjukkan
bahwa kadar SOD pada jaringan kulit tikus Wistar mengalami perubahan yang
dipengaruhi oleh paparan sinar UVB serta pemberian serum ekstrak daun kelor.
Kelompok tikus sehat (K1) menunjukkan kadar SOD tertinggi, yang
mencerminkan kondisi sistem antioksidan endogen yang optimal pada kulit
tanpa paparan UVB. Enzim SOD berperan sebagai lini pertahanan pertama

terhadap radikal bebas dengan mengkatalisis dismutasi superoksida menjadi
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hidrogen peroksida dan oksigen. Tingginya kadar SOD pada kelompok K1
sejalan dengan teori bahwa jaringan kulit normal memiliki keseimbangan antara
produksi ROS dan aktivitas enzim antioksidan, sehingga kerusakan oksidatif
dapat dicegah.®758

Pada kelompok kontrol negatif (K2), kadar SOD mengalami penurunan
dibandingkan kelompok sehat. Penurunan ini menunjukkan bahwa paparan
sinar UVB menyebabkan peningkatan produksi ROS yang melebihi kapasitas
sistem antioksidan endogen. Radiasi UVB dapat mengaktivasi jalur stres
oksidatif dan inflamasi, yang menyebabkan konsumsi enzim antioksidan,
termasuk SOD, sehingga aktivitasnya menurun. Kondisi ini mencerminkan
terjadinya ketidakseimbangan redoks pada jaringan kulit, yang berpotensi
memicu kerusakan sel, peroksidasi lipid, dan gangguan fungsi fisiologis kulit.®

Kelompok kontrol positif (K3) menunjukkan kadar SOD terendah di
antara seluruh kelompok. Hasil ini mengindikasikan bahwa perlakuan
menggunakan niacinamide gel belum mampu menekan stres oksidatif akibat
paparan UVB secara efektif. Rendahnya kadar SOD pada kelompok ini dapat
diartikan sebagai kondisi stres oksidatif yang lebih berat, di mana ROS terus
diproduksi dalam jumlah tinggi sehingga aktivitas enzim antioksidan semakin
menurun. Paparan UVB berulang diketahui mengurangi kemampuan sistem
antioksidan kulit seperti SOD karena kapasitas enzim SOD dapat menurun
akibat produksi ROS yang terus meningkat, sehingga terjadi ketidakseimbangan

redoks di jaringan kulit. Secara biologis, kondisi ini berimplikasi pada
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meningkatnya kerentanan jaringan kulit terhadap kerusakan oksidatif dan
proses inflamasi yang berkelanjutan.”

Pada kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 10% (K4), kadar
SOD lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol negatif, meskipun
peningkatannya belum signifikan secara statistik. Temuan ini menunjukkan
bahwa pemberian serum ekstrak daun kelor pada konsentrasi 10% mulai
memberikan efek protektif terhadap penurunan aktivitas SOD akibat paparan
UVB. Daun kelor diketahui mengandung senyawa bioaktif seperti flavonoid,
polifenol, asam askorbat, dan karotenoid yang memiliki aktivitas antioksidan.
Senyawa-senyawa ini- mampu menetralisir ROS dan mengurangi beban
oksidatif, sehingga aktivitas enzim SOD dapat dipertahankan.®®

Kelompok perlakuan serum ekstrak daun kelor 15% (K5) menunjukkan
kadar SOD yang mendekati kelompok tikus sehat dan secara signifikan lebih
tinggi dibandingkan kelompok kontrol positif. Hasil ini mengindikasikan bahwa
konsentrasi 15% lebih efektif dalam meningkatkan kapasitas antioksidan kulit.
Peningkatan dosis senyawa antioksidan dalam ekstrak daun kelor dapat
memperkuat sistem pertahanan antioksidan dengan cara menekan pembentukan
ROS dan mendukung regenerasi enzim antioksidan endogen. Kadar SOD pada
kelompok K5 yang mendekati kelompok sehat menunjukkan bahwa serum
ekstrak daun kelor pada konsentrasi 15% mampu memperbaiki keseimbangan
redoks kulit yang terganggu akibat paparan UVB.%

Apabila dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif, kelompok

perlakuan serum ekstrak daun kelor (K4 dan K5) menunjukkan kecenderungan
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peningkatan kadar SOD, yang menandakan adanya efek protektif ekstrak daun
kelor terhadap penurunan aktivitas enzim antioksidan akibat paparan UVB. Hal
ini mendukung teori bahwa pemberian antioksidan eksogen dapat memperkuat
sistem pertahanan antioksidan endogen dan mengurangi dampak stres oksidatif
pada jaringan kulit.%>°! Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa serum ekstrak daun kelor, khususnya pada konsentrasi 15%, memiliki
potensi dalam meningkatkan aktivitas SOD dan memperbaiki kapasitas
antioksidan kulit pada kondisi paparan sinar UVB.

Hubungan antara kadar SOD dan ekspresi AQP3 dalam penelitian ini
menunjukkan keterkaitan yang erat antara sistem pertahanan antioksidan dan
fungsi fisiologis kulit. Paparan sinar UVB meningkatkan produksi ROS yang
tidak hanya menurunkan aktivitas enzim antioksidan seperti SOD, tetapi juga
mengganggu ekspresi protein fungsional kulit, termasuk AQP3. Penurunan
kadar SOD pada kelompok kontrol negatif dan kontrol positif mencerminkan
peningkatan stres oksidatif yang selanjutnya berkontribusi terhadap penurunan
ekspresi AQP3. Secara teoritis, ROS yang berlebihan dapat memicu kerusakan
membran sel, perubahan regulasi gen, serta aktivasi jalur inflamasi yang
menghambat sintesis protein transpor air seperti AQP3, sehingga fungsi hidrasi
dan homeostasis kulit menjadi terganggu.®%%3

Pemberian serum ekstrak daun kelor menunjukkan perbaikan simultan
pada kadar SOD dan AQP3, terutama pada konsentrasi 15%. Peningkatan
aktivitas SOD pada kelompok perlakuan mengindikasikan bahwa senyawa

antioksidan dalam ekstrak daun kelor mampu menekan stres oksidatif akibat
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paparan UVB. Penurunan ROS yang terjadi kemudian berkontribusi pada
pemulihan ekspresi AQP3, sehingga fungsi hidrasi dan integritas barrier kulit
dapat dipertahankan.’* Temuan ini mendukung teori bahwa keseimbangan
redoks memiliki peran penting dalam regulasi protein epidermal, di mana
peningkatan kapasitas antioksidan dapat memperbaiki ekspresi protein yang
berperan dalam homeostasis kulit. Dengan demikian, hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa efek protektif serum ekstrak daun kelor terhadap kulit
tidak hanya melalui peningkatan sistem antioksidan (SOD), tetapi juga melalui
pemeliharaan protein fungsional kulit (AQP3), yang secara bersama-sama
berkontribusi pada perlindungan kulit dari kerusakan akibat paparan sinar
UVRB.95:9%

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan yang perlu diperhatikan
dalam interpretasi hasil. Pertama, jumlah sampel pada setiap kelompok relatif
terbatas (n=6), sehingga variasi biologis antar individu dapat memengaruhi
hasil penelitian dan berpotensi ~menurunkan kekuatan statistik dalam
mendeteksi perbedaan antar kelompok. Kondisi ini terlihat dari beberapa
perbandingan antar kelompok perlakuan yang menunjukkan kecenderungan
perubahan kadar AQP3 dan SOD, tetapi tidak selalu signifikan secara statistik.”’
Kedua, penelitian ini hanya menggunakan dua konsentrasi serum ekstrak daun
kelor (10% dan 15%), sehingga rentang dosis yang lebih luas belum dievaluasi
dan hubungan dosis-respons serum ekstrak daun kelor terhadap kadar AQP3

dan SOD belum dapat dijelaskan secara optimal, termasuk kemungkinan
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konsentrasi yang lebih efektif atau ambang dosis minimal yang memberikan
efek protektif terhadap kulit.

Ketiga, pengamatan dilakukan pada satu titik waktu, yaitu hari ke-15
setelah perlakuan, sehingga penelitian ini belum mampu menggambarkan
dinamika perubahan kadar AQP3 dan SOD selama proses paparan UVB dan
pemberian serum ekstrak daun kelor. Oleh karena itu, diperlukan penelitian
lanjutan dengan jumlah sampel yang lebih besar, variasi konsentrasi serum yang
lebih luas, serta pengamatan pada beberapa titik waktu untuk memperoleh
gambaran yang lebih komprehensif mengenai efek serum ekstrak daun kelor

terhadap mekanisme antioksidan dan fungsi fisiologis kulit.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1.

Pemberian serum ekstrak daun kelor (Moringa oleifera) berpengaruh
signifikan terhadap kadar AQP3 dan SOD pada kulit tikus Wistar yang
terpapar UVB secara kronis.

Kadar AQP3 pada tikus Wistar yang terpapar UVB kronis dan diberikan
basis serum tanpa ekstrak adalah sebesar 509,48 + 32,30 ng/L, sedangkan

kadar SOD sebesar 12,02 + 1,61 ng/mL.

. Kadar AQP3 pada tikus Wistar yang terpapar UVB kronis dan diberikan

serum ekstrak Moringa oleifera 10% adalah scbesar 514,72 + 28,65 ng/L,
sedangkan setelah pemberian serum ekstrak Moringa oleifera 15% sebesar
537,52 £22,27 ng/L.

Kadar SOD pada tikus Wistar yang terpapar UVB kronis dan diberikan
serum ekstrak Moringa oleifera 10% tercatat sebesar 12,28 + 1,43 ng/mL,
sedangkan setelah pemberian serum ekstrak 15% sebesar 13,42 + 1,12

ng/mL.

6.2 Saran

1.

Meningkatkan jumlah sampel pada setiap kelompok untuk mengurangi
variasi biologis individu dan meningkatkan kekuatan statistik dalam
mendeteksi perbedaan antar kelompok.

Mengevaluasi rentang konsentrasi serum ekstrak daun kelor yang lebih
luas agar dapat menentukan hubungan dosis-respons secara lebih akurat

serta mengidentifikasi konsentrasi optimal yang memberikan efek



74

protektif terhadap kadar AQP3 dan SOD.

. Melakukan pengamatan pada beberapa titik waktu selama perlakuan

untuk memperoleh gambaran perubahan temporal kadar AQP3 dan SOD

serta memahami fase adaptasi dan pemulihan jaringan kulit secara lebih

komprehensif.

UNISSULA
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