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ABSTRAK

Sinaran Ultraungu B (UVB) merupakan penyebab utama kerosakan kulit yang boleh
membawa kepada masalah seperti eritema, peningkatan melanin dan gangguan fungsi
penghalang kulit. Pendedahan berpanjangan kepada UVB boleh mengakibatkan
kerosakan yang serius dari segi fizikal dan histologi serta meningkatkan risiko kanser
kulit. Kerosakan ini sering berlaku akibat kerosakan asid deoksiribonukleik (DNA) dan
tekanan oksidatif. Ini kerana UVB mendorong pembentukan lesi DNA dan
menghasilkan spesies oksigen reaktif (ROS). Kesan negatif UVB ini boleh
menyebabkan peningkatan kerosakan pada peringkat selular. Walaupun banyak kajian
penggunaan topikal Centella asiatika (CA) untuk perlindungan kulit, terdapat keperluan
untuk meneroka kesan ekstrak CA4 apabila diambil secara oral. Pengambilan secara oral
boleh meningkatkan ketahanan kulit terhadap kerosakan yang disebabkan oleh UVB.
CA secara oral memberikan perlindungan sistemik dan bioavailabiliti yang baik
berbanding dengan penggunaan topikal sahaja. Kajian ini adalah untuk meneroka kesan
ekstrak CA4 yang diberikan secara-oeral pada kulit- mencit yang terdedah kepada sinaran
UVB. Kajian ini melibatkan lima kumpulan menecit iaitu sham, kawalan dan kumpulan
rawatan iaitu CA, Heliocare® dan-pelindung-matahari-topikal. Kumpulan sham,
kawalan dan pelindung matahari topikal diberikan air suling melalui gavaj oral.
Kumpulan CA4 diberikan 500 mg/kg ekstrak CA dan kumpulan Heliocare® menerima
200 mg/kg. Air suling ektrak CA dan Heliocare® diberikan secara gavaj oral.
Pemberian rawatan berlangsung selama 10 /haf1~Pendedahan terhadap UVB dilakukan
pada hari ke-7, 8, 9, dan 10. Dos UVB yang dlgunakan ialah tiga kali ganda dos
minimum eritema (MED) iaitu 600 mJ/ cm”. Dos ditentukan melalui pendedahan mencit
kepada beberapa aras dos, dw‘nana dos yang menghasilkan respon eritema selepas 24
jam dipilih sebagai dos kajlan/Semua kumpulan didedahkan terhadap UVB kecuali
kumpulan Sham. Setelali] rawatan pada hari ke-10, penilaian fizikal dijalankan sebelum
haiwan tersebut dikorbankan. Kemudiannya kulit mencit diambil untuk analisa histologi dengan
menggunakan alat-biopsi dari tikus yang telah dikorbankan. Hasil kajian menunjukkan
pemberian ekstrak CA dapat memperbaiki keadaan fizikal kulit secara signifikan iaitu
_dengan mengurangkan eritema dan kehilangan air transepidermal. Selain itu, ekstrak
CA meningkatkan penghidratan kulit dan mengekalkan pH kulit. Hasil analisis histologi
“mendedahkan pengurangan yang signifikan dalam sel kulit terbakar iaitu keratinosit
yang mengalami apoptosis akibat kerosakan DNA yang disebabkan oleh pendedahan
kepada sinaran UVB serta penyusupan neutrofil, penebalan epidermis, dan kerosakkan
apendej. Selain itu, CA meningkatkan kandungan kolagen dalam lapisan kulit.
Pewarnaan imunohistologi untuk dimer timidin, penanda kerosakan DNA,
menunjukkan bahawa CA berkesan mengurangkan kerosakan DNA secara signifikan
yang disebabkan oleh sinaran UVB. Penemuan ini mencadangkan bahawa CA wajar
diberikan perhatian sebagai agen fotoprotektif sistemik yang berkesan. Oleh itu, CA
boleh digunakan seiring dengan pelindung matahari topikal bagi memaksimumkan
kadar pelindungan terhadap sinaran UVB. CA dapat memodulasi tindak balas kulit
akibat pendedahan UVB melalui laluan sistemik. Ini menonjolkan potensi CA sebagai
suplemen oral semula jadi untuk meningkatkan perlindungan dan pembaikan kulit
terhadap kerosakan yang disebabkan oleh UVB.
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EFFECT OF ORALLY ADMINISTERED CENTELLA ASIATICA EXTRACT ON THE
PHYSICAL AND HISTOLOGICAL PROPERTIES OF SKIN IN MICE EXPOSED TO
ULTRAVIOLET B (UVB) RADIATION

ABSTRACT

Ultraviolet B (UVB) radiation is a major cause of skin damage that can lead to problems
such as erythema, increased melanin and disruption of the skin barrier function.
Prolonged exposure to UVB can cause serious physical and histological damage and
increase the risk of skin cancer. This damage often occurs due to damage to
deoxyribonucleic acid (DNA) and oxidative stress. This is because UVB induces the
formation of DNA lesions and produces reactive oxygen species (ROS). These negative
effects of UVB can cause increased damage at the cellular level. Although many studies
have been conducted on the topical use of Centella asiatica (CA) for skin protection,
there is a need to explore the effects of C4 when taken orally. Oral intake can-ificrease
the skin's resistance to UVB-induced damage. Oral CA extract provides systemic
protection and good bioavailability compared to topical use alone, This study was to
explore the effects of orally administered CA4 extract on the skin of mice exposed to
UVB radiation. This study involved five groups of mice which is sham, control and
treatment groups. The treatment groups include CA, Heliocare® and topical sunscreen.
The sham, control and topical sunscreen groups Wwere given distilled water. The CA
group was given 500 mg/kg of CA extragt a antf the Heliocare® group received 200
mg/kg. Distilled water, CA4 extract and Heliocare® were given by oral gavage.
Treatment lasted for 10 days. U/VB exposure was performed on days 7, 8, 9, and 10.
The UVB radiation dose used was 600 mJ/cm” which is three times of the minimal
erythema dose (MED). The desc was determined by exposing mice to multiple dose
levels, whereby the/dosel that elicited erythema at 24 hours post-exposure was selected
for the study.-All groups were exposed to UVB except the Sham group. After treatment
on day 10, physical evaluations were performed prior to euthanasia, after which skin
samples were excised from the mice using a biopsy tool for subsequent histological
- analysis. The results of the study showed that the administration of CA4 extract could
_significantly improve the physical condition of the skin by reducing erythema and
transepidermal water loss. In addition, CA extract increased skin hydration and
maintained skin pH. The results of histological analysis revealed a significant reduction
in sunburn cells which is UVB damaged keratinocytes undergoing apoptosis as well as
neutrophil infiltration, epidermal thickening, and appendage damage. In addition, CA
increased collagen content in the skin layer. Immunohistological staining for thymidine
dimer, a marker of DNA damage, showed that C4 was effective in significantly
reducing DNA damage caused by UVB radiation. These findings suggest that CA
deserves attention as an effective systemic photoprotective agent. Therefore, CA can be
used in conjunction with topical sunscreens to maximize protection against UVB
radiation. CA can modulate the skin response to UVB exposure through a systemic
pathway. This highlights the potential of CA as a natural oral supplement to enhance
skin protection and repair against UVB-induced damage.



KANDUNGAN

PENGAKUAN
PENGHARGAAN
ABSTRAK
ABSTRACT
KANDUNGAN
SENARAI ILUSTRASI
SENARAI SINGKATAN
BAB 1 PENGENALAN
1.1 Pendahuluan R
1.2 Kepentingan Kajian D \
1.3 Persoalan Kajian P ‘/»)
1.4 Objektif Kajian _ A"
1.4.1  Qbjektif amum
1.4.2|- [Objekiif khusus
1.5 -Hipofesis

-

BAB I KAJIAN PERPUSTAKAAN

2.1 Kulit
2.2 Struktur Kulit
2.2.1  Epidermis
2.2.2  Dermis
2.2.3  Hipodermis
23 Fungsi Kulit
2.4 Sinaran Ultraungu (UV) dan Kerosakan Kulit

24.1  Kesan UVA terhadap kulit
2.4.2  Kesan UVB terhadap kulit
2.43  Kesan UVC terhadap kulit

2.5 Kaedah Pelindung Matahari
2.6 Kelemahan Perlindungan Matahari
2.7 Centella Asiatika (CA)

2.7.1 Ciri fizikal C4

vii

Halaman

ii

iii

vi
vii
xi

< XV

AN O & & b~

e N Y|

11
12

12
13
14

14
15
17
19



viii

2.7.2  Metabolit penting CA 19

2.7.3  Kesan teraputik CA 22
2.7.4  Kesan CA terhadap kulit 23
BAB III KAEDAH KAJIAN

3.1 Pengesahan Tumbuhan 28

3.2 Penyediaan Ekstrak C4 28

3.2.1  Alatradas 28

3.2.2  Reagen 28

3.2.3 Kaedah 29

33 Proses Penyejatan Ekstrak 29

3.3.1 Alatradas 29

3.3.2 Kaedah - 30

3.4 Haiwan Kajian . ( 30

35 Reka Bentuk Kajian a D\~ 31

3.6 Penyediaan Rawatan ol 35

3.6.1  Ekstrak CA sepanjangtenipoh rawatan 35

3.62 Heliocare® (- 35

3.7 Penentuan Berat/Badain‘M/engit 36
3.8 Jenentudndos eritema minimum(UOOini

do s WEMIED) 36

381 Alatradas 36

_.(..3.82 Kaedah 37

39 ¢ / "7 Kaedah Suapan Paksa Oral 37

’ 3.9.1 Alat radas 37

3.9.2 Kaedah 37

3.10 Proses Pembuangan Bulu Kulit 38

3.10.1 Reagen 38

3.11 Kaedah Pendedahan Terhadap UVB 38

3.11.1 Alatradas 38

3.11.2 Kaedah 38

3.12 Analisa Kulit 39

3.12.1 Alat radas 39

3.12.2 Kaedah 39

3.13 Proses Pelalian 39

3.13.1 Alatradas 39

3.13.2 Reagen 40

3.13.3 Penyediaan larutan koktail pelalian 40

3.13.4 Kaedah 40



X

3.14 Proses Biopsi Kulit 40
3.14.1 Alatradas 40
3.14.2 Reagen 41
3.14.3 Penyediaan larutan 41
3.144 Kaedah 41
3.15 Pemperosesan Sampel Kulit dan Penyediaan Slaid 42
3.15.1 Alatradas 42
3.15.2 Reagen 42
3.15.3 Kaedah 42
3.16 Pewarnaaan Hematoksilin dan Eosin 43
3.16.1 Alatradas 43
3.16.2 Reagen 43
3.16.3 Kaedah < 44
3.17 Jewarnaan rikroma Jassonlils 45
3.17:1  Alat radas ) ’ 45
3.17.2  Reagen _ A\ WY 45
3.17.3 Kaedah R 45
3.18 Pewarnaan Imunohistokimia (LHCS LiDimer Timina 46
3181 Alatradas - (1 46
3.182 Reagen -~ 7 47
3.18.3 Kaedah 47
3.19 Analisis statistik 48
 \ Y
BABIV - '— DAPATAN KAJIAN
,/ 4 /
41 . T 7 Pemerhatian Kulit Fizikal 50
/ 4.1.1 . Pemerhatian visual eritema 50
4.1.2  Ukuran ketebalan kulit mencit 51
4.1.3  Tahap kehilangan air transepidermal (TEWL) 52
4.1.4 Nilai eritema dan melanin 53
4.1.5  Nilai penghidratan kulit 55
4.1.6  Pemerhatian keasidan kulit 55
4.2 Pemerhatian Histologi 56
4.2.1  Kumpulan Sham 56
4.2.2  Kumpulan Kawalan 57
4.2.3  Kumpulan C4 57
4.2.4  Ukuran ketebalan epidermis 59
4.2.5  Pemerhatian pembentukan sel selaran matahari 60
4.2.6  Pemerhatian kewujudan neutrofil 61
4.2.7  Penilaian apendej kulit 62
4.2.8  Penilaian edema subepidermal pada kulit 63
4.2.9  Pemerhatian skuamasi sel basal 64

4.2.10 Penilaian kolagen 65



BAB YV
5.1
5.2

53

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

59

5.10

BABVI. -~

6.1
62

RUJUKAN

Lampiran A
Lampiran B
Lampiran C
Lampiran D
Lampiran E
Lampiran F

Lampiran G

4.2.11 Pemerhatian pembentukan dimer timina

PERBINCANGAN
Pendahuluan

Kesan CA Terhadap Ketebalan dan Integriti Struktur
Histologi Kulit Yang Terdedah Kepada UVB

Peranan CA Dalam Mengurangkan Eritema dan Tindak
Balas Keradangan Akibat Pendedahan UVB

Kesan CA Terhadap Sintesis Kolagen dan Pengekalan
Hidrasi Kulit

Kesan CA Terhadap Keseimbangan pH dan Fungsi
Lapisan Penghalang Epidermis

Peranan C4 dalam Melindungi Kulit daripada Akibat .

UVB
Pengaruh €A Terhadap Proses Melanogenesis Akibat”
Pendedahan UVB -

Kesan C4 Terhadap PembentukanSel Selaran Matahari
Dalam Kulit Yang Terdedah-kepada UVB

£ . .
Peranan C4 Dalam Melindungi Struktur Apendej Kulit
Daripada Kerosakan UVB

Kesan Pﬁrﬁndﬁﬁgan CA Terhadap Pembentukan Dimer
Timina danKerosakan DNA Akibat UVB

_ RUMUSAN DAN CADANGAN

Kesimpulan

Cadangan Lanjutan Kajian

Surat Kelulusan Jabatan Etika Penggunaan Haiwan
Surat Kelulusan Jabatan Etika Penggunaan Haiwan
Sertifikasi Khursus Pengendalian Haiwan
Sertifikasi Khursus Pewarnaan Immunohistologi
Sertifikasi Penglibatan Pertandingan Poster
Sertifikasi Kehadiran Persidangan

Penerbitan

69

74

75

76

78

_ 80

82

84

86

88

90

92
93

94

107

108

109

110

111

112

113



Xi

SENARAI ILUSTRASI

No. Jadual Halaman

Jadual 3.1 menunjukkan pembahagian kumpulan mencit kajian serta jenis
rawatan yang diberikan kepada setiap kumpulan. 32

Jadual 3.2 menunjukkan jadual rawatan mencit kumpulan Sham. 32

Jadual 3.3 menunjukkan jadual rawatan mencit kumpulan kawalan, C4, o
Heliocare®, topikal. 33

o

No . GamBBar PR Hal a ma

Gambar 2.1 menunjukkan lapisan kulit dan strﬁi&ur apendej pada kulit

(Sudam & Suresh 2016). - (- 47 8
Gambar 2.2 menunjukkan baﬁlagjrqr; lapisan-lapisan kulit (Sreeraj et al.

2024). A Y 9
Gambar 2.3 menurijﬁl%kan t(lmbuhan Centella asiatika (CA). 17
Gambar 24 /r’neﬁunjukkan susunan pangkat taksonomi bagi tumbuhan CA. 18

. Gambar 2.5 menunjukkan ciri-ciri fizikal bagi tumbuhan C4 (Hein et al.
2025). 19

Gambar 2.6 menunjukkan struktur kimia yang dikandung oleh tumbuhan CA4
(Sun et al. 2020). 21

Gambar 2.7 menunjukkan struktur kimia yang dikandung oleh tumbuhan CA4
(Sun et al. 2020). 21

Gambar 4.1 menunjukkan perbandingan keadaan kulit setelah 10 hari
rawatan mengikut 5 kumpulan mencit. 50

Gambar 4.2 menunjukkan histologi kulit kumpulan Sham menunjukkan
morfologi kulit yang normal tanpa perubahan patologi.
Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin (H&E), objektif 40x; skala
bar =100 um. 57

Gambar 4.3 menunjukkan histologi kulit kumpulan kawalan selepas
pendedahan UVB menunjukkan perubahan morfologi yang



xii

ketara berbanding kumpulan Sham. Pewarnaan Hematoksilin
dan Eosin (H&E), objektif 40x; skala bar = 100 pm. 57

Gambar 4.4 menunjukkan histologi kulit kumpulan CA selepas 10 hari
rawatan menunjukkan struktur kulit yang lebih terpelihara
berbanding kumpulan kawalan. Pewarnaan Hematoksilin dan
Eosin (H&E), objektif 40x; skala bar = 100 um. 58

Gambar 4.5 menunjukkan histologi kulit kumpulan Heliocare® selepas 10
hari rawatan menunjukkan perubahan morfologi kulit yang
masih ketara selepas pendedahan UVB. Pewarnaan
Hematoksilin dan Eosin (H&E), objektif 40x%; skala bar = 100
pm. 58

Gambar 4.6 menunjukkan histologi kulit kumpulan topikal selepas 10 hari
rawatan menunjukkan perubahan morfologi kulit akibat )
pendedahan UVB. Pewarnaan Hematoksylin dan Eosin (H&E);
objektif 40> skala bar = 100 pm. 59
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- Graf4.2 menunjukkan perbandingan ketebalan kulit antara 5 kumpulan

mencit. Nilai dinyatakan dalam min = SEM ditunjukkan untuk

setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s

c* h. 52

Graf 4.3 menunjukkan perbandingan kehilangan air transepidermal antara 5
kumpulan mencit. Nilai dinyatakan dalam min = SEM
ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik
ditunjukkan oleh anotasi s c* c. 53

Graf 4.4 menunjukkan perbandingan eritema antara 5 kumpulan mencit Nilai
dinyatakan dalam min + SEM ditunjukkan untuk setiap
kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s. 54

Graf 4.5 menunjukkan perbandingan penghasilan melanin antara 5 kumpulan
mencit. Nilai dinyatakan dalam min = SEM ditunjukkan untuk
setiap kumpulan. 54



Graf 4.6 menunjukkan perbandingan penghidratan antara 5 kumpulan mencit.
Nilai dinyatakan dalam min & SEM ditunjukkan untuk setiap
kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s.

Graf 4.7 menunjukkan perbandingan nilai pH kulit antara 5 kumpul
anmencit. Nilai dinyatakan dalam min + SEM ditunjukkan
untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh
anotasi s c* h t.

Graf 4.8 menunjukkan perbandingan ketebalan lapisan epidermis kulit antara
5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan dalam min + SEM
ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik
ditunjukkan oleh anotasi s c*.

Graf 4.9 menunjukkan perbandingan sel selaran matahari antara 5 kumpulan
mencit. Nilai dinyatakan dalam min = SEM ditunjukkan untuk
setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotas1s
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Graf 4.10 menunjukkan perbandingan penyusupan neutrofil antara 5
kumpulan mencit. Nilai dinyatakan dalam min = SEM
ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Slgnlﬁka51 statistik
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Graf 4.11 menunjukkan perbandingan kerosakkan apendej antara 5 kumpulan
mencit. Nilai dit}ya*akan dalam min + SEM ditunjukkan untuk
setiap kumpulan/&gmﬁkam statistik ditunjukkan oleh anotasi s
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Graf 4.12 menun]ukkan perbandingan edema subepidermal antara 5
kumpulan mencit. Nilai dinyatakan dalam min + SEM
“ ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik
ditunjukkan oleh anotasi s c*c h.

“Graf 4.13 menunjukkan perbandingan skuamasi sel basal antara 5 kumpulan
mencit. Nilai dinyatakan dalam min = SEM ditunjukkan untuk
setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s
c*ch.

Graf 4.14 menunjukkan perbandingan pembentukan dimer timina antara 5
kumpulan haiwan. Nilai dinyatakan dalam min + SEM
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BAB I

PENGENALAN

1.1 PENDAHULUAN

el

-

Kerosakan foto, atau lebih tepat lagi 'fotokerosakan', merujuk kepada kefosakan kulit
akibat pendedahan kepada cahaya matahari, khususnya sinaran radiasi uli:faungu (Uv).
Fenomena ini mencerminkan perubahan struktur.- k/u\hft yang terhasil daripada
pendedahan berlebihan kepada sinaran UV, tefr'ﬁz;mangla UVB dan UVA. Radiasi ini
menembusi lapisan kulit, mencetuskan ‘pelbagal kesan negatif termasuk kerosakan
DNA, tekanan oksidatif, ;@m’;igéradangan yang menyumbang kepada penuaan
pramatang kulit, suatu keadé@n/yan;g dikenali sebagai 'fotopenuan' (Battie & Verschoore
2012). Sinaran UVB/ merupakan penyebab utama kerosakan DNA secara langsung
terhadap ,epfaeﬁis yang membawa kepada mutasi yang boleh mengakibatkan kanser
kulit /(Grofﬁkowska-D dp ka et a Manakald $indrgn UVA pula menembusi
" dermis dan menyebabkan perubahan struktur pada gentian kolagen dan elastin yang

penting untuk mengekalkan keanjalan dan ketegangan kulit (Yang et al. 2023).

Radiasi UV boleh diklasifikasikan kepada tiga jenis utama berdasarkan panjang
gelombang iaitu UVA, UVB dan UVC. Radiasi ultraungu UVA mempunyai ukuran
gelombang paling panjang. Ini menyumbang kepada kesan terhadap lapisan kulit yang
lebih dalam. Tahap penembusan gelombang yang lebih dalam menyebabkan
berlakunya proses penuaan yang tidak normal iaitu pramatang yang datang dengan
kriteria seperti kedutan dan hiperpigmentasi. Secara tidak langsung jenis radiasi UV ini
juga menyebabkan berlakunya kanser kulit disebabkan kerosakkan DNA. UVB pula
secara majoritinya memberi kesan kepada lapisan luar kulit dan keadaan ini

menyebabkan berlakunya selaran matahari. Sel selaran matahari merujuk kepada



keratinosit yang mengalami apoptosis akibat kerosakan DNA (Narayanan et al. 2010)
Kejadian selaran matahari secara berlebihan mendatangkan kerosakkan DNA secara
langsung seterusnya meningkatkan risiko terjadinya kanser kulit termasuk melanoma.
Selain itu, radiasi UV dengan gelombang yang lebih pendek iaitu UVC
kebanyakkannya diserap oleh lapisan ozon bumi dan jumlah yang mencecah bumi lebih
sedikit atau tidak sampai kepermukaan bumi serta kesannya tidak signifikan. Walau
bagaimanapun, sumber buatan seperti lampu germisida boleh menghasilkan UVC yang
berpotensi membahayakan seperti kerosakan DNA, sitotoksisiti, kerosakan kulit yang
teruk, mutasi dan risiko kanser (Xiaoyou et al. 2024). Oleh itu, bagi mengurangkan
kerosakkan kulit akibat ketiga-tiga jenis radiasi UV penggunaan pelindung matahari
berspektrum luas sangat disarankan. L /
Kulit yang sihat terdiri daripada beberapa lapisan yaﬁg tefatur, dengan
epidermis sebagai lapisan paling luar yang bertindak sebégai pelindung, dan dermis
yang mengandungi gentian kolagen dan elg)stir’i yafig memberikan kekuatan dan
keanjalan seperti ditunjukkan dalam G/arnbﬁ/l .1 Kulit sihat mempunyai tekstur licin,
pigmentasi yang sekata dan penghidratan yandg berkesan di mana penting untuk fungsi
pelindung dan penampilan 1<'é/sv3/-1,1;r;1hannya (Valenzuela et al. 2025). Sebaliknya, kulit
yang rosak akibat/p'eh@eda\han UVB yang berpanjangan menunjukkan perubahan
struktur yang ketara. Epidermis menjadi lebih nipis dan tidak teratur, pigmentasi
menj adi tidak sekata, dan tekstur kulit menjadi kasar. Di dalam dermis, gentian kolagen
/ berpecah—belah dan tidak teratur, manakala gentian elastin berkurangan, membawa
“kepada kehilangan keanjalan dan pembentukan kedutan (Gromkowska-[] p ka et al .
2021). Selain itu, kerosakan DNA yang disebabkan oleh UVB dalam sel kulit boleh
meningkatkan risiko mutasi dan kanser kulit (Krutmann et al. 2017; Naylor et al. 2011).
Memahami struktur kulit dan mekanisme kerosakan UV adalah penting dalam
merangka strategi perlindungan dan rawatan kulit yang berkesan. Pengetahuan ini
bukan sahaja membantu kita memahami patogenesis penyakit kulit berkaitan UV tetapi
juga membolehkan kita membangunkan langkah-langkah pencegahan yang lebih tepat.
Dengan pemahaman yang mendalam tentang proses ini, kita dapat merangka rawatan
terapeutik yang sesuai untuk melindungi kulit daripada kerosakan sinaran UV,

menyokong proses keremajaan kulit dan seterusnya memelihara kesihatan kulit dalam



jangka masa panjang. Pendekatan holistik ini membolehkan kita meminimumkan kesan

negatif pendedahan UV dan mengekalkan integriti kulit secara optimum.
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Gambar 1.1 ialah ilustrasi yang menunjukan perbezaan struktur-lapisan kulit diantara
kulit yang sihat dan kulit yang mengalami kerosakkan (Jesus et al. 2026):

o
.
Py

v

Centella asiatica (CA) ialah salah/sq,m/tg?buhan herba yang terkenal di asia dan
biasanya dikenali sebagai pegaga di-Malaysia. Tumbuhan in digunakan secara meluas
untuk kegunaan perubatan dalﬁ/rr/l;;)fe'n’lbatan tradisional kerana sifat penyembuhan luka,
anti-radang dan an/tioksizlarfnyg yang luar biasa (Witkowska et al. 2024). Ia telah

I
mendapat perhatian yang ketara dalam formulasi dermatologi dan kosmetik
PN

terutamanya ,padé{ zaman sekarang dengan tren penjagaan kulit yang meleluasa kerana
_ bahan yang diberi nama triterpenoid (Bylka, Znajdek-Awi e [, et .
~“Bahan bioaktifnya triterpenoid termasuk asiaticoside, madecassoside, asid asiatik, dan
asid madecassic, yang memainkan peranan penting dalam mengawal percambahan
fibroblas, sintesis kolagen, dan pembentukan semula matriks ekstraselular (Hashim et
al., 2018). Mekanisme ini menyumbang kepada penyembuhan luka yang dipercepatkan,
keanjalan kulit yang lebih baik dan fungsi lapisan penghalang kulit yang
dipertingkatkan menjadikan CA4 sangat bermanfaat untuk penjanaan semula kulit dan
rawatan anti-penuaan (Guo et al., 2021). Selain itu, keupayaannya untuk mengurangkan
tekanan oksidatif, menghalang sitokin pro-keradangan, dan melindungi daripada
kerosakan yang disebabkan oleh UV menekankan lagi peranannya dalam mencegah
penuaan pramatang dan pelbagai gangguan kulit (Lee et al., 2019; Zhao et al., 2020).

Kajian juga telah menunjukkan keberkesanannya dalam meningkatkan penghidratan

20



kulit dan memulihkan integriti penghalang menjadikannya komponen penting dalam
formulasi dermatologi dan penjagaan kulit moden (Milani & Sparavigna 2017; Sun et
al. 2020). Dengan kesan terapeutik yang disokong secara saintifik, CA terus menjadi
sebatian bioaktif semula jadi yang menjanjikan untuk menggalakkan kesihatan kulit dan

merawat keadaan dermatologi.

1.2 KEPENTINGAN KAJIAN

Radiasi UVB memberi kesan negatif kepada kesihatan kulit dan memerlukan strategi
perlindungan yang lebih berkesan. Pasaran produk penjagaan matahari glol?al b‘e/r/nilai
sekitar USD 13.86 bilion pada fahun 2023 dan dijangka mencapai USD'22.28 bilion
menjelang tahun 2032 dengan kadar pertumbuhan tahunan kompaﬁn CAGR sebanyak
5.16%. CAGR digunakan untuk menggambarkan kac/iarfpértumbuhan purata tahunan
pasaran pelindung matahari dalam tempoh terténtu “dengan andaian pertumbuhan
berlaku secara konsisten. Peningkatar} CA(Gl{{jni disebabkan oleh kesedaran awam
yang semakin tinggi tentang risiko Kanser kuTit dan penuaan pramatang akibat sinaran
ek ol

UV. I\

e

)

I
Langkah™ perlindungan konvensional = seperti krim pelindung matahari

mcnawérkén perlindungan yang terhad dan mempunyai beberapa kelemahan. Ini
* termasuk keperluan untuk sapuan semula yang kerap, terutamanya selepas berpeluh
“atau berenang. Pengguna juga sering keliru tentang cara pemakaian yang betul, dengan
kebanyakan orang tidak menyedari keperluan untuk menyapu semula krim pelindung
matahari setiap dua jam untuk perlindungan optimum. Selain itu, keberkesanan krim
pelindung matahari boleh terjejas akibat faktor seperti jumlah yang disapu tidak
mencukupi, taburan yang tidak sekata, dan kehilangan produk akibat geseran dengan
pakaian atau tuala (De Villa et al. 2011; Nicholson et al. 2025; Norman et al. 2023).
Tambahan pula, sesetengah formulasi mengandungi bahan kimia yang boleh
menyebabkan iritasi kulit atau reaksi alergi, terutamanya bagi individu yang
mempunyai kulit sensitif (Mahajan et al. 2024). Oleh itu, pendekatan perlindungan

tambahan seperti pelindung sinaran UV oral semakin mendapat perhatian sebagai



strategi pelengkap yang dapat meningkatkan daya tahan kulit terhadap sinaran UV dari

laluan sistemik tanpa bergantung sepenuhnya kepada aplikasi topikal.

Selain perlindungan topikal, perlindungan sinaran UV oral semakin mendapat
perhatian sebagai pendekatan tambahan dalam melindungi kulit daripada kesan negatif
radiasi UVB. Perlindungan sinaran UV oral merujuk kepada penggunaan bahan aktif
secara sistemik yang dapat meningkatkan daya tahan kulit terhadap sinaran UV,
mengurangkan kerosakan oksidatif, serta menyokong mekanisme pemulihan kulit
(Natarelli et al. 2025). Berbeza dengan krim pelindung matahari yang hanya melindungi
kawasan yang disapu, suplemen oral menawarkan perlindungan menyeluruh ke seluruh
tubuh tanpa bergantung kepada pemakaian yang betul atau keperluan sapuan sermila.

Kajian terkini menunjukkan-bahawa bahan bioaktif seperti antioksidan semula
jadi, polifenol dan ekstrak tumbuhan berpotensi mengyranékan kerosakan DNA akibat
pendedahan UVB serta menekan tindak balas keradangan. Selain itu, bahan-bahan ini
juga mampu meningkatkan pertahana}n,kﬁit{ melalui pengaktifan sistem imun dan
merangsang sintesis kolagen (Guptd et al. 20;3). Dalam konteks ini, CA4 telah dikenali
sebagai agen fotoprotektjf/y%g/l;erpotensi kerana kandungan triterpenoidnya yang
mempunyai sifat antibkﬁidar; dan anti-radang. Selain itu, tumbuhan ini juga berupaya
merangsq;;g*pcmb,aikan kulit serta mengurangkan kesan penuaan yang disebabkan oleh
pendedéhah/kepada sinatan UV ( [lwa [In1 e ws k a [] . Kesenpulannya, C2 0 2 1)
* dan bahan bioaktifnya berpotensi melindungi kulit daripada kerosakan UVB dengan
“mengurangkan kerosakan DNA, menekan keradangan dan menyokong pembaikan serta

pertahanan kulit.

Oleh itu, kajian ini bertujuan untuk menyelidik keberkesanan ekstrak C4 dalam
perlindungan kulit terhadap radiasi UVB melalui mekanisme perlindungan foto oral.
Dengan memahami mekanisme tindakannya secara lebih mendalam, kajian ini dapat
menyediakan bukti saintifik bagi menyokong penggunaannya sebagai alternatif atau
pelengkap kepada pelindung matahari topikal. Keputusan daripada kajian ini
diharapkan dapat menyumbang kepada pembangunan produk perlindungan sinaran UV

oral yang lebih efektif, mudah digunakan, dan mampu meningkatkan perlindungan kulit



secara menyeluruh, sekali gus mengatasi batasan yang terdapat dalam kaedah

perlindungan sedia ada.

1.3 PERSOALAN KAJIAN

Adakah pengambilan oral ekstrak C4 dapat mencegah kerosakan DNA dan melindungi
kulit daripada pendedahan UVB?

1.4 OBJEKTIF KAJIAN

1.4.1 Objektif umum

Untuk menentukan kesan oral ekstrak CA terhadap kulit pada fnode[ ‘mencit yang

o

terdedah kepada radiasi UVB. *

-

v

{/
P
-

{
« -

1.4.2  Objektif khusus

-

1. Untuk me n/@/n/t'i;ir’mﬁn fCdtasdarnh a deaipr ¢ ifriilli kal kul i
yangt@»r/de/d’a]h kepadaradiasi UVB.

2. Un t u,k/ m!:nentwrkaalmslt(b%istek:rrhadcaipr(vihriist01 0gi
m'/é’n'ci/’t yangterdedahkepadaradiasi UVB.
3 Un/t uk menkast aadCeltnearl hlaadmgpps akan DNApada men

terdedahkepadaradiasi UVB.

1.5 HIPOTESIS

1. Ekstrak o r @4l akan mencegah kerosakan kulit mencit yang disebabkan oleh
radiasi UVB dengan meningkatkan parameter fizikal.

2. Ekstrak o r @4l akan mencegah kerosakan kulit mencit yang disebabkan oleh
radiasi UVB dengan memperbaiki parameter histologi.

3. Ekstrak o r @A4lakan mencegah kerosakkan DNA pada mencit disebabkan oleh

radiasi UVB dengan menghalang pembentukan dimer timina.



BAB1II

KAJIAN PERPUSTAKAAN

2.1 KULIT

Kulit manusia merupakan organ yang menakjubkan dan berfungsi sebagai pelindung
utama tubuh terhadap persekitaran luar. Sebagai organ terbesar, kulit meliputi kawasan
permukaan sekitar 1.5 hingga 2 meter persegi pada orang dewasa dan menyumbang
kira-kira 15% daripada jumlah berat badan (Lai-Cheong & McGrath 27017).""4S/elain
saiznya yang besar, kulit‘adalah organ yang kompleks dan mempunyai pelbagai f;ngsi,
menjadikannya subjek yang menarik untuk kajian saintifik. Bidang kajiaﬁ fentang kulit,
atau dermatologi, telah mengalami perkembangan pesaf,\‘t/iaripada amalan tradisional
kepada kemajuan perubatan moden. Memaham,'ritﬁlktu; dan fungsi kulit adalah penting
untuk membangunkan rawatan bagi. p/elgl:gaf "masalah kulit serta meningkatkan
kesihatan keseluruhan kulit. /}'.‘\'/ “

I &
p v Yy,
3

e

2.2 STRUKTUR '/KU]_,IT

Setiap strﬁktur kﬁlit mempunyai peranan tersendiri dan memainkan peranan penting
- untuk membentuk kulit yang sihat. Kulit terdiri daripada tiga lapisan utama seperti yang
~ditunjukkan dalam Gambar 2.1 dan Gambar 2.2: epidermis, dermis, dan hipodermis,
yang masing-masing mempunyai peranan tersendiri. Epidermis bertindak sebagai
lapisan penghalang dan perlindungan utama yang melindungi tubuh daripada faktor
persekitaran seperti mikroorganisma, bahan kimia dan sinaran UV (Chen & Hao 2025).
Dermis memberikan sokongan struktur, dan hipodermis berfungsi sebagai penebat dan
pelindung kepada tubuh. Gabungan fungsi lapisan-lapisan ini membolehkan kulit
melaksanakan pelbagai peranan, termasuk perlindungan terhadap patogen, pengawalan
suhu badan, persepsi deria, dan sintesis nutrien penting seperti vitamin D (McKnight et

al. 2022).
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Gambar 2.1 menunjukkan lapisan kulit dan struktur apendej pada kulit (Sudam & Suresh 2016).

2.2.1 Epidermis

Epidermis ialah lapisan paling luar kulit seperti ditunjukkan /di Garr;bar 2.2 yang
terutamanya terdiri daripada epitelium skuamosa b/erstrat;T(‘eratin. Lapisan ini berbeza-
beza dalam ukuran ketebalan bergantung /pﬁ@ kaw;san badan contohnya lapisan
epidermis ini lebih tebal. Ini kerana kawasan fni melibatkan banyak geseran seperti
tapak tangan dan tapak kakl/Laplsan pelindung ini terdiri daripada lima strata yang
berbeza iaitu lapisan_ yaﬁg/ péllmﬁtni/a ialah stratum korneum yang merupakan lapisan
paling luar yang \ Eérdiri daripada keratinosit mati. Lapisan ini bertindak sebagai
penghalar{g, terhadap kerosakan daripada sekitar dan kehilangan air (Yousefetal. 2017).
Seterusnya laplsan kedua ialah lapisan stratum lucidum. Lapisan ini ialah lapisan yang
lut sinar dan hanya terdapat dalam kulit tebal yang bertindak sebagai penghalang
tambahan dan terdiri daripada keratinosit mati (Ganceviciene et al. 2012). Selain itu,
lapisan ketiga dinamakan stratum granulosum. Pada lapisan ini, keratinosit mula
kehilangan nukleus dan organel sambil mengumpul butiran keratohyalin yang
memudahkan proses keratinisasi (Matsui 2023). Seterusnya, bagi lapisan keempat ia
dikenali sebagai stratum spinosum yang terdiri daripada beberapa lapisan keratinosit
yang disambungkan oleh desmosome. Lapisan ini memberikan kekuatan dan fleksibiliti
kepada struktur kulit (Arda et al. 2014; Yousef et al. 2017). Manakala lapisan terakhir
iaitu lapisan yang kelima adalah stratum basal yang merupakan lapisan terdalam.
Lapisan ini mengandungi sel basal aktif mitosis yang menjana keratinosit baharu,
melanosit yang menghasilkan melanin dan sel Merkel yang terlibat dalam persepsi deria

(Agrawal et al. 2023). Struktur berlapis ini bukan sahaja memainkan peranan penting



dalam melindungi badan daripada ancaman luaran tetapi juga menyumbang kepada

fungsi dan daya tahan keseluruhan kulit.

Epidermis

Dermis

Hipodermis

Gambar 2.2 menunjukkan bahagian lapisan-lapisan kulit (Sreeraj et al. 2024)."

2.2.2 Dermis o ¢

™,
-

v

Dermis ialah lapisan yang terletak di baw@ epldermls yang mana ia jauh lebih tebal
dan terdiri daripada tisu penghubung. Laplsan fni memainkan peranan penting dalam
menyokong dan mellndungl lguht Ia terbahagi kepada dua lapisan, iaitu dermis papilari
dan dermis retikular. Derrms p?fpllarl merupakan lapisan atas yang terdiri daripada tisu
penghubung /longgar dah mengandungi papila dermal yang berhubung rapat dengan
epidermis._ S;cruktur ini meningkatkan pertukaran nutrien dan memberikan penderiaan
) sefituhan melalui korpuskel Meissner (Monteiro-Riviere 2020). Dermis retikular
~merupakan lapisan bawah yang lebih tebal dalam dermis. Ia terdiri daripada tisu
penghubung padat tidak teratur yang memberikan kekuatan dan keanjalan melalui
kehadiran gentian kolagen dan elastin. Lapisan ini kaya dengan saluran darah, saluran
limfa, folikel rambut, kelenjar sebum (minyak) dan kelenjar peluh yang semuanya
menyumbang kepada keseluruhan fungsi kulit (Krishna 2021). Kolagen dan gentian
elastik tertanam dalam matriks dermis yang berbentuk gel likat. Gel ini terdiri daripada
kolagen bukan fibrillar, proteoglikan dan glikoprotein berkaitan mikrofibril (MAGP).
Komponen ini mempunyai keupayaan tinggi untuk mengikat air sekali gus membantu
mengekalkan kelembapan dan kestabilan struktur kulit. Komposisi struktur dermis
membolehkannya mengekalkan integriti kulit sambil memudahkan pelbagai proses
fisiologi menjadikannya penting untuk kesihatan kulit secara keseluruhan. Fibrosit ialah

sel yang bertanggungjawab untuk mensintesis komponen dermis. Sel ini banyak
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didapati dalam tisu muda berbanding tisu yang lebih tua (Humbert et al. 2020). Susunan
komponen dalam dermis membolehkan kulit kekal kukuh dan berfungsi dengan baik.
Pada masa yang sama, ia menyokong pelbagai proses biologi yang penting untuk

mengekalkan kesihatan kulit secara keseluruhan.

2.2.3 Hipodermis

Hipodermis dikenali sebagai lapisan subkutanus. Lapisan ini adalah lapisan kulit yang
paling dalam yang terdiri daripada tisu adiposa dan tisu penghubung longgar. Ia
mempunyai beberapa fungsi penting, termasuk penebat, kusyen, penyimpanan tenaga
dan penguat pada struktur asas kulit. Lapisan lemak atau tisu adiposa dalam hipodermis
membantu mengawal suhu badan di-mana tisu-adiposa ini bertindak seb,agai/ bépebat
yang berkesan terhadap kehilangan haba (Chanda & Singh 2023). Selain itu, hipodermis
melindungi otot dan tulang yang daripada trauma luaran dénéan bertindak sebagai
kusyen dengan menyerap tenaga dan mengagihkan télga:riglh secara merata ke seluruh
badan (Winston et al. 2023). Tisu adiposa gala@hipodemis berfungsi sebagai tempat
simpanan tenaga badan. Sel lemak ‘menyimpan tenaga berlebihan dalam bentuk
trigliserida yang boleh digu{l@,kaﬁi‘efrfula apabila diperlukan (Agrawal et al. 2023). Tisu
penghubung dalam /lapiéan» 1;1’1“ fhenghubungkan kulit ke otot dan tulang dengan
memastikan /kekal’ c/li terﬁpatnya dan membolehkan pergerakan lancar (Humbert et al.
2020). «Kétébalan/ hipodermis berbeza-beza di seluruh badan, dengan tisu lemak
) terkﬁmpul c{i kawasan yang berbeza berdasarkan hormon dan genetik. Apabila individu
_semakin tua, hipodermis cenderung menjadi nipis, membawa kepada kulit kendur

kerana tisu penghubung yang menghubungkan dermis ke otot dan tulang
berkurangan(Liu, Lu, et al. 2024). Lapisan kulit ini berperanan penting sebagai penebat

dan pelindung dengan memberikan sokongan mekanikal kepada tisu di bawahnya.

Selain itu, ia juga berfungsi sebagai tempat simpanan tenaga dan menyokong struktur

kulit sekali gus membantu mengekalkan fungsi sistem integumen secara keseluruhan.
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2.3 FUNGSI KULIT

Kulit melaksanakan banyak fungsi penting untuk mengekalkan kesihatan dan
kesejahteraan keseluruhan. Antaranya ia bertindak sebagai pertahanan penghalang
fizikal, kimia dan imunologi daripada pelbagai ancaman luaran, seperti patogen, bahan
kimia, dan kecederaan fizikal (Liu, Lu, et al. 2024; Winston et al. 2023). Stratum
corneum pada epidermis yang mengandungi dinding sel kulit mati dapat melindungi
kulit daripada kerosakan dan jangkitan (Yousef et al. 2017). Kulit juga menghasilkan
peptida antimikrob yang boleh mengimbangi pHnya untuk memberikan pertahanan
tambahan terhadap patogen yang menyerang (Chanda & Singh 2023). Seterusnya, kulit
berfungsi sebagai deria rasa di mana ia mengandungi pelbagai reseptor deria,daldm
dermis dimana ia dapat mengesan-sentuhan,-tekanan, kesakitan, dan suhu (S;:hiffman
2019). Reseptor seperti sel Meissner dan sel Merkel, menghantar maklumat deria ke
sistem saraf pusat, membolehkan manusia bertindak balgg «terhadap irangsangan luaran
(Marzvanyan & Alhawaj 2019). Selain itu, kulit bolelfberfiungsi sebagai termoregulasi
dalam mengawal suhu badan. Lapisan kuli‘j/y/égg lebih dalam mengandungi sel lemak
yang membantu melindungi tubuh. Seléiﬁ ituj’(ul/it mengawal suhu badan melalui peluh
dan perubahan saiz salur d@ral} ﬁntuk/ melepaskan atau mengekalkan haba. (Chanda &
Singh 2023; Ganceviciene & al 2012). Fungsi termoregulasi ini membantu
mengekalkan suhﬁ badaln dalaman menjadi stabil walaupun terdapat perubahan pada
persekitaf/éq [uaran. Selain itu, kulit mempunyai fungsi imun dimana ia menempatkan
. pelbagai sel imun, termasuk sel Langerhans, sel dendritik dan sel T. Sel imun ini
“berfungsi bersama dengan sel struktur pemastautin kulit untuk melindungi daripada
jangkitan dan kecederaan (Agrawal et al. 2023). Sel-sel ini mengambil bahagian dalam
kedua-dua tindak balas imun semula jadi dan adaptif dalam membantu mengekalkan
integriti penghalang kulit (Eyerich et al. 2018). Akhir sekali, kulit bertanggungjawab
untuk mensintesis vitamin D apabila terdedah kepada sinaran UVB daripada cahaya
matahari (Holick 2020). Vitamin D adalah penting untuk mengekalkan homeostasis
kalsium dan menggalakkan kesihatan tulang, dan ia juga mempunyai pelbagai fungsi
fisiologi lain di seluruh badan. Kulit adalah organ yang kompleks dengan lapisan dan
fungsi yang berbeza untuk mengekalkan kesihatan dan homeostasis secara keseluruhan.

Memahami anatomi dan histologi kulit adalah penting untuk mengenal pasti perubahan
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serta merawat masalah kulit dengan lebih berkesan. Pengetahuan ini juga membantu

mengekalkan kesihatan kulit sepanjang proses penuaan.

2.4 SINARAN ULTRAUNGU (UV) DAN KEROSAKAN KULIT

Sinaran UV ialah komponen penting cahaya matahari yang menimbulkan pelbagai
risiko kepada kulit manusia. Radiasi UV ialah sebahagian daripada cahaya matahari
yang memberi kesan besar kepada kesihatan kulit. Ia terbahagi kepada tiga jenis utama:
UVA, UVB, dan UVC. Sinaran UVC diserap hampir sepenuhnya oleh lapisan ozon
bumi. Manakala UVA dan UVB berjaya menembusi atmosfera dan sampai ke
permukaan. Radiasi ini memberi kesan langsung terhadap struktur dan fungsi kulit
(Xiaoyou et al. 2024). Memahami-perbezaan-antara jenis radiasi ini adalah/ bénting
untuk melindungi kulit dengan berkesan. Walaupun radiasi UV tidak dapat dilihat oleh
mata manusia, ia boleh memberi kesan serius kepada tisu bl,ologl Sinar UVA dan UVB
boleh menembusi kulit' dan menyebabkan kerosakan Jangka pendek serta jangka
panjang seperti selaran matahari, penuaan /pramatang dan peningkatan risiko kanser
kulit (Kim et al. 2024). Oleh itu, langkah pefhndungan seperti penggunaan pelindung
matahari dan pakaian pehn/du&/lg bagl mengelakkan pendedahan matahari pada waktu

puncak adalah sangat,perfting. .
S\

241 Kesan'UVA terhadap kulit

“ Sinar UVA mempunyai gelombang paling panjang dan mampu menembusi jauh ke
“dalam dermis dan merupakan lapisan kulit yang paling tebal. UVA tidak menyebabkan
kerosakan DNA secara langsung, sebaliknya menghasilkan spesies oksigen reaktif
(ROS) yang mencetuskan tekanan oksidatif dalam sel kulit. Pendedahan kepada UVA
merosakkan kolagen dan serat elastin. Ini menyebabkan kedutan, kehilangan keanjalan
serta hiperpigmentasi (Krutmann et al. 2017). ROS ini mengaktitkan laluan isyarat
seperti activator protein-1 (AP-1) dan nuclear factor-kappa B (NF-[1 B. Seterusnya,
laluan isyarat ini merangsang penghasilan enzim matrix metalloproteinases (MMPs)
yang memecahkan kolagen dan elastin dalam matriks ekstraselular (Jin et al. 2022).
Proses ini dikenali sebagai penuaan akibat cahaya yang menyebabkan kulit menjadi

lebih kasar dan kemunculan tompok-tompok penuaan.
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Selain itu, UVA juga boleh merosakkan DNA melalui tekanan oksidatif dari
ROS. Tekanan ini menyebabkan pembentukan 8-oxo-deoxyguanosine (8-0xo-dG) yang
merupakan lesi kerosakkan oxidatif dan menjadi indikasi utama kepada kelainan DNA
dalam sel. Kerosakkan ini boleh membawa kepada mutasi jika tidak diperbaiki.
(Urbaniak et al. 2020) (Hahm et al. 2022) Mutasi ini meningkatkan risiko kanser kulit
seperti melanoma (Jin et al. 2022). Kesan UV A juga lebih halus tetapi tetap berbahaya.
Sinar UVA juga boleh menembusi awan dan kaca, menjadikannya berisiko walaupun
pada hari mendung atau ketika berada di dalam bangunan berhampiran tingkap (Wang
et al. 2019; Yang et al. 2023). Oleh itu, penggunaan pelindung matahari spektrum luas
setiap hari amat digalakkan bagi melindungi kulit daripada kesan UVA dan UVB.

-

2.4.2 Kesan UVB terhadap Kulit

Sinar UVB mempunyai gelombang lebih pendek dan/meniberi k/esan utama pada
lapisan kulit paling luar iaitu lapisan epidermis. UVB ;erupakan penyebab utama
selaran matahari. Ini kerana UVB mer,os/aiﬁe}an' DNA secara langsung melalui
pembentukan dimer pirimidina siklobﬁténa/ at/au dimer timina yang mengganggu
struktur normal (Merin et 21/12/0/2/23 Dimer timina ialah kecacatan DNA yang berlaku
apabila dua bes timina bersebeldhan bergabung secara tidak normal (Shah & He 2015).
Apabila kergsakaﬁ ini tiliak dapat diperbaiki, sel akan mencetuskan proses apoptosis,

menghasilkan pefhbentukan sel selaran matahari dalam epidermis sebagai tanda

_ kerosakan tisu akibat pendedahan UVB.

Selaran matahari mencetuskan tindak balas keradangan yang menyebabkan
kemerahan, bengkak, dan kesakitan (Merin et al. 2022). Gejala ini dihasilkan melalui
sitokin pro-radang seperti interleukin-1 (IL-1) dan tumor necrosis factor-alpha (TNF-
o )(Ansary et al. 2021). Pada masa yang sama, kerosakan DNA akibat UVB
mengaktifkan protein p53 yang berfungsi sebagai penjaga genom dalam mengawal
pembaikan DNA atau mencetuskan apoptosis. Sekali gus ia membawa kepada
pembentukan sel selaran matahari dalam epidermis sebagai tanda kerosakan tisu akibat
pendedahan UVB (Carvalho et al. 2024). Secara keseluruhannya, mekanisma UVB
terhadap kulit melibatkan kedua-dua tindak balas keradangan dan pengaktifan laluan

apoptosis
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Pendedahan UVB secara berterusan turut meningkatkan risiko kanser kulit
seperti karsinoma sel basal (BCC) dan karsinoma sel skuamosa (SCC) (Wunderlich et
al. 2024). Risiko ini bergantung kepada keamatan sinaran UVB. Ia berubah mengikut
musim, altitud dan waktu. Contoh keamatan tahap tertinggi adalah pada waktu siang
terutama pada lewat pagi hingga tengah hari (Diffey 2018; Sasaki et al. 2011).
Pendedahan yang berpanjangan bukan sahaja menyebabkan penuaan pramatang, malah
turut melemahkan sistem imun dan mengurangkan keupayaan kulit untuk memperbaiki
kerosakan DNA (Agrez et al. 2023; Tang et al. 2024). Oleh itu, pelindung matahari
dengan Faktor Perlindungan Matahari (SPF) iaitu tahap perlindungan terhadap sinaran
UV tinggi disarankan. Selain itu, menggunakan pakaian pelindung serta mengelakkan

pendedahan pada waktu puncak adalah penting bagi mencegah kerosakan kulit.”

2.4.3 Kesan UVC terhadap kulit

Sinar UVC mempunyai gelombang paling pendék /(\i;n tenaga tertinggi tetapi
kebanyakannya diserap oleh lapisan ozon b/u’r/ﬁi/.—ll\lamun, sumber buatan seperti lampu
germisidal yang digunakan untuk pemba/sn‘liaﬁ k/uman boleh mengeluarkan sinar UVC
(Memarzadeh 2021). UVC b!:l/k/éﬁjéﬁcaman dalam pendedahan harian di luar rumah
kerana ia tidak mencapai perrrfﬁkaan bumi dalam jumlah yang signifikan. UVA dan

UVB mempunyai kesan Iyang lebih menonjol.

,//

25 / KA]iDAH PELINDUNG MATAHARI

“Pada masa kini, dalam pasaran kosmetik terdapat pelbagai produk perlindungan dari
pancaran UV. Lazimnya produk perlindungan in dikomersialkan dalam bentuk stik,
losyen, semburan, gel, buih dan serbuk (Ngoc et al. 2019). Majoriti produk
perlindungan ini adalah topikal iaitu dengan cara penggunaan disapu di bahagian luar
kulit (Perugini et al. 2019). Salah satu strategi untuk menghalang radiasi UV ialah
dengan pengunaan pelindung matahari berspektrum luas dengan SPF minimum 30
(Guan et al. 2021). SPF mengukur keberkesanan pelindung matahari dalam melindungi
kulit daripada sinaran UVB, yang merupakan punca utama selaran matahari dan
menyumbang kepada perkembangan kanser kulit. Nilai SPF yang lebih tinggi
menunjukkan tempoh perlindungan yang lebih lama terhadap kerosakan akibat UVB.

Ini menunjukkan pelindung matahari dengan SPF yang tinggi dapat melambatkan kesan
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kerosakan kulit akibat UVB berbanding tanpa perlindungan. Pelindung matahari

spektrum luas (broad-spectrum sunscreen) melindungi daripada kedua-dua sinaran

UVB dan UVA, di mana UVA dikaitkan dengan penuaan kulit pramatang dan

kerosakan dermis yang lebih mendalam. Untuk diklasifikasikan sebagai pelindung

matahari spektrum luas, sekurang-kurangnya 90% penyerapan UV mesti berlaku pada
panjang gelombang [I3010 nm, yang WYPerillwetaluai an d
2022).

Pelindung matahari terbahagi kepada fizikal dan kimia. Pelindung matahari
fizikal, yang mengandungi zink oksida atau titanium dioksida, berfungsi sebagai
penghalang yang memantulkan dan menyebarkan sinaran UV, menjadikannya‘gésuai
untuk kulit sensitif. Sebaliknya; pelindungmatahari kimia; yang mengandun/gi sebatian
aktif seperti oxybenzone-dan-avobenzone, menyerap-sinaran UV_dar menukarnya
kepada haba, memerlukan 20030 minit selepas ap/likasj untuk menjadi berkesan.
Gabungan penapis fizikal dan kimia sering digunakan untuk memberikan perlindungan
spektrum luas, memastikan perhndungan ményejllruh bergantung pada keperluan kulit
individu dan pendedahan kepada . persekltaran (Portilho et al. 2022). Walau
bagaimanpun, produk ﬁZ/lkﬁi }El mempunyal beberapa kelemahan yang membuatkan

pengalaman pengguna ’pli‘odu\k tersebut tidak selesa dan kurang efektif.

,//

2.6 - KELEMAHAN PERLINDUNGAN MATAHARI

Pelindung matahari topikal diiktiraf secara meluas sebagai langkah perlindungan
penting terhadap pendedahan UV. Walau bagaimanapun, mereka datang dengan
beberapa kelemahan yang boleh menjejaskan keberkesanannya. Satu isu utama ialah
ketidakkonsistenan dalam penggunaan kerana ramai individu tidak menggunakan
pelindung matahari yang mencukupi untuk mencapai SPF yang dilabelkan. Kajian telah
menunjukkan bahawa untuk mencapai SPF penuh, orang dewasa mesti menggunakan
kira-kira 35 ml pelindung matahari pada keseluruhan permukaan badan (Gonzalez et al.

2022).

Selain itu, pelindung matahari boleh kehilangan keberkesanannya disebabkan oleh
faktor seperti berpeluh, berenang, dan pengeringan tuala (Sander et al. 2020). Selain itu,

sesetengah pelindung matahari kimia boleh menyebabkan kerengsaan kulit atau tindak
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balas alahan terutamanya pada individu yang sensitif yang membawa kepada
ketidakselesaan dan pengurangan penggunaan (Gonzalez et al. 2022). Terdapat juga
kebimbangan bahawa pergantungan pada pelindung matahari boleh memupuk rasa
selamat yang palsu dan menggalakkan individu menghabiskan masa yang berlebihan di
bawah sinar matahari (Autier et al. 2007). Faktor-faktor ini menyerlahkan keperluan
untuk pendekatan komprehensif terhadap perlindungan matahari yang termasuk

penyepaduan strategi perlindungan lain.

Penggunaan pelindung matahari oral berasakan tumbuhan telah mendapat
perhatian sebagai bahan yang berpotensi melindungi kulit dari sinaran UV. Pelindung
matahari oral memberikan perlindungan sistemik melalui mekanisma antioksidan &ang
membantu mengurangkan-tekanan oksidatif, keradangan-dan kerosakan"D/NA akibat
sinaran UV. Bahan aktif seperti-polifenol dan-ekstrak tumbuhan turut meningkatkan
sistem antioksidan endogen serta meningkatkan tolefans,f kulit terhadap sinaran UV
dengan mengurangkan pembentukan eritema danckerosakan sel kulit (Natarelli et al.
2025; Parrado et al. 2018). Selain itu, pehndﬁng oral boleh menjadi pelindung tambahan
seiring dengan pelindung matahari foplkal bag1 mendapatkan hasil yang lebih efektif.
Suplemen oral dari ekstra/kfbotam hemberikan perlindungan sistemik bermanfaat bagi

v

individu yang kerap téfdle:daﬁ kepada cahaya matahari.

,//

Sifat fOtop’rpfektif ekstrak botani yang mengandungi sebatian semula jadi mampu
‘ 'méngurangkan kesan sinaran UV, mengurangkan tekanan oksidatif, dan menghalang
“tindak balas keradangan. Secara sistemik, sebatian bioaktif seperti polifenol akan
diserap melalui saluran gastrointestinal, memasuki peredaran darah dan diagihkan ke
tisu kulit. Di dalam kulit, sebatian ini tidak menyerap sinaran UV secara langsung
seperti pelindung matahari topikal tetapi bertindak meneutralkan spesies oksigen reaktif
(ROS), mengurangkan keradangan dan menyokong mekanisma pembaikan DNA.
Sebagai contoh, ekstrak daripada tumbuhan seperti Echinacea spp. dan spesies
Buddleja telah menunjukkan aktiviti antioksidan dan keupayaan untuk mengurangkan
kerosakan kulit yang disebabkan oleh pendedahan UV (Green et al. 2011; Mishra et al.
2011) Sebatian seperti flavonoid dan asid fenolik yang terdapat dalam tumbuhan ini
telah terbukti mengais radikal bebas dan memodulasi laluan isyarat yang berkaitan

dengan keradangan kulit dan karsinogenesis (Adhami et al. 2008). Terkini, ekstrak
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Polypodium leucotomos telah di buktikan dapat memberi pelindungan kulit dari radiasi
UV dan telah di komersialkan sebagai Heliocare® (Desai et al. 2024). Tumbuhan yang
kaya dengan komponen fenolik ini terkenal dalam kalangan dermatologist Brazil yang
digunakan untuk menghalang dan merawat pelbagai keadaan kulit yang disebabkan

radiasi UV (Schalka 2015).

2.7 CENTELLA ASIATIKA (CA)

Centella asiatika (L.) (CA) dalam Gambar 2.3 biasanya dikenali sebagai pegaga di
Malaysia. CA diklasifikasikan dalam Kingdom Plantae, Divisi Angiospermae, Kelas
Dicotyledoneae, Order Apiales dan Family Apiaceae seperti dalam Gambar 2.1 (Héin
et al. 2025). Tumbuhan ini di kenali-sebagai herba serba boleh dengan sej arah/l;é;“ljang
dalam perubatan tradisfd;al (Aszrin et al. 2024). Ia juga diﬁljulf sebéga} Hydrocotyle

asiatica L. dan mempunyai pelbagai nama dalam budaya yang berbeza mencerminkan
kepentingan globalnya (Noppradit et al. 2024). Daun’a{\keseluruhan tumbuhan CA4
seperti dalam Gambar 2.3 digunakan dalam /eﬁpl ait\naﬂf selain perubatan moden. Ia
juga dijadikan sebagai makanan tarnba‘han dikawasan seperti India, China, Malaysia,
Hawaii, Indonesia, Amerlka/SyaHf(at Fiji, Perancis dan Mauritius. Tumbuhan ini
terutamanya berasal dari (Asié Tenggara, Afrika Selatan, dan Madagascar yang
menonjolkan/ hahltat dan taburan semula jadinya (Alfarra & Omar 2013; Bylka,
Znajc}ek—?{»&iienfet al. 2013; Girma et al. 2024; Orhan 2012).

P
-

-

Gambar 2.3 menunjukkan tumbuhan Centella asiatika (CA).



18

EUKARYOTE

KINGDOM :
PLANTAE

PHYLUM :
ANGIOSPERM

CLASS : EURICOTS.
L >N el

ST

o A D’ -
4] N

ORDER : APIALES

FAMILI : APIACEAE

GENUS : CENTELLA

SPECIES :
CENTELLA ASIATIKA

Gambar 2.4 menunjukkan susunan pangkat taksonomi bagi tumbuhan CA.
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2.7.1 Ciri fizikal CA4

(CA ialah tumbuhan herba kecil yang tumbuh menjalar di permukaan tanah dan biasanya
ditemui di kawasan lembap. Tumbuhan ini mempunyai batang yang halus dan menjalar,
dengan akar yang tumbuh pada setiap batang. Daunnya berbentuk bulat atau seperti
buah pinggang (reniform), berwarna hijau terang dengan tepi yang sedikit berlekuk,
serta mempunyai tangkai daun yang panjang seperti dalam Gambar 2.5. Bunganya
kecil, berwarna putih hingga merah jambu, dan biasanya tumbuh dalam kelompok kecil
berhampiran pangkal daun. Buahnya pula bersaiz kecil, berbentuk bujur dan
mengandungi biji yang halus (Hein et al. 2025). 4

Gambar 2.5 menunjukkan ciri-ciri fizikal bagi tumbuhan CA4 (Hein et al. 2025).

2.7.2 Metabolit penting CA

Komponen fitokimia dalam tumbuhan terutamanya metabolit sekunder yang
bertanggungjawab kepada nilai terapeutik. Metabolit sekunder ialah sebatian yang tidak
terlibat secara langsung dalam pertumbuhan tumbuhan tetapi memainkan peranan

penting dalam perlindungan terhadap tekanan persekitaran seperti sinaran UV dan



20

patogen (Khan et al. 2025). Dalam penyelidikan terdahulu, fitokimia CA4 terdiri daripada
triterpena, karotenoid, glikosida, minyak meruap dan asid lemak, flavonoid serta
sebatian lain (Chandrika & Prasad Kumarab 2015). (CA4 mengandungi beberapa
triterpenoid utama yang memainkan peranan penting dalam mencegah kerosakan foto
pada kulit terutamanya melalui sifat antioksidan dan anti-radangnya. Di antara
triterpenoid ini ialah asid asiatik. Struktur kimia ditunjukkan dalam Gambar 2.6. Bahan
ini mempamerkan aktiviti antioksidan yang kuat, berkesan meneutralkan radikal bebas
yang dihasilkan oleh sinaran UV. Penyelidikan telah menunjukkan bahawa asid asiatik
boleh mengurangkan tekanan oksidatif dan menggalakkan sintesis kolagen yang
penting untuk mengekalkan keanjalan dan integriti kulit (Wang et al. 2022). Dengan
meningkatkan pengeluaran kolagen, a51d asiatik membantu dalam pembaikan kuht dan

membantu mencegah tanda-tanda penuaan dlsebabkan radiasi sinaran matahari.

Asiatikosida juga menyumbang dengan ketara kgpadg/ kesan fotoprotektif CA.
Metabolit ini telah didapati meningkatkan penyembuhan luka dan meningkatkan
penghidratan kulit. Ini menjadlkannya bér) manfaat untuk pemulihan kulit selepas
pendedahan UV (Gohil et al. 2010). Sturuktur Asiatikosida pada Gambar 2.7
mempamerkan kesan anti- radang, ang; Thi yang membantu mengurangkan keradangan yang
disebabkan oleh UV~ dalil seterusnya melindungi kulit daripada kerosakan (Lee et al.
2012). Selain “itu, asiaticoside telah terbukti menghalang ekspresi matriks
metallop;o'teinase (MMP) iaitu enzim yang memecahkan kolagen dan boleh dikawal
“ selia oleh pendedahan UV. Ini mencadangkan peranan pelindung terhadap penuaan

“disebabkan radiasi UV (Gohil et al. 2010).

Madecassoside pada Gambar 2.7 satu lagi metabolit utama triterpenoid yang
mempunyai sifat anti-radang yang kuat. Kajian menunjukkan bahawa madecassoside
boleh menghalang ekspresi sitokin pro-radang sekali gus mengurangkan keradangan
yang disebabkan oleh pendedahan UV (Lee et al. 2012). Tindakan ini penting dalam
mencegah akibat jangka panjang kerosakan UV seperti kanser kulit dan penuaan
pramatang. Selain itu, madecassoside telah terbukti meningkatkan fungsi penghalang
kulit dan seterusnya menyumbang kepada kesan perlindungannya terhadap tekanan

alam sekitar (Cavinato et al. 2017).
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Asid madecassic seperti Gambar 2.6 dan triterpenoid yang berkaitan juga menyumbang
kepada kesan fotoprotektif CA . Ia telah terbukti mempunyai sifat antioksidan dan anti-
radang yang membantu dalam mengurangkan tekanan oksidatif dan keradangan pada
kulit (Gohil et al. 2010). Kesan gabungan metabolit ini menggariskan potensi CA
sebagai agen semula jadi untuk perlindungan foto menjadikannya tambahan yang
berharga kepada formulasi penjagaan kulit yang bertujuan untuk mencegah kerosakan
kulit dan penuaan yang disebabkan oleh UV. Ringkasnya, metabolit C4 termasuk asid
asiatik, asiaticoside, madecassoside, dan asid madecassic menyumbang kepada
keupayaannya untuk mencegah kerosakan disebabkan radiasi sinaran matahari melalui
sifat antioksidan, anti-radang dan menggalakkan kolagen. Ini menyerlahkan
kepentingan tumbuhan ini dalam kedua-dua perubatan tradisional dan a‘pl/ikas/i

y.

dermatologi moden.
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Gambar 2.6 menunjukkan struktur kimia yang dikandung oleh tumbuhan CA4 (Sun et
al. 2020).

Madecassoside Asiaticoside

Gambar 2.7 menunjukkan struktur kimia yang dikandung oleh tumbuhan CA4 (Sun et
al. 2020).
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2.7.3 Kesan teraputik CA
a. Antioksidan

Antioksidan merupakan sebatian kimia yang berfungsi melindungi sel daripada
kerosakan yang disebabkan oleh molekul radikal bebas. Kajian yang dijalankan ke atas
CA mengesahkan potensinya sebagai sumber antioksidan semula jadi yang berkesan.
Keupayaan antioksidan CA dikaitkan dengan kehadiran metabolit sekunder seperti
triterpenoid, flavonoid, alkaloid, polifenol, dan steroid (Padmiswari et al. 2023).
Penyelidikan menunjukkan bahawa penambahan ekstrak CA4 ke dalam nasi segera dapat
meningkatkan aktiviti antioksidan serta kandungan fenol. Kajian oleh Hidayati et él.
(2016) melaporkan bahawa penambahan-15% ekstrak- CA menghasi"lk/an alid:iviti
antioksidan yang tinggi (67.88%). Ini menunjukkan peranan sebatian bioaktif dalam
meningkatkan nilai fungsi makanan. Selain itu, CA4 diggnai(an dalam produk anti-
penuaan kerana kemampuan melindungi kulit dari kerusakan akibat radikal bebas
(Purgiyanti 2022). Kompaun aktif yang t@rdépél/r/dalam CA menunjukkan prospek yang
baik untuk aplikasi terapeutik kly\sqsn&a dalam meneutralkan radikal bebas.
(&

Kajian in vitro mendapati bahawa sebatian terpenoid dalam CA mempunyai aktiviti
antioksidan yang ketara I(Kasote et al. 2015). Empat sebatian utama dalam kumpulan
ini asid iﬁ*a/décaséic, asid asiatik, madecassoside, dan asiaticoside dikenali sebagai
) cehfellosida terpenoid. Empat sebatian utama dalam kumpulan ini iaitu asid
~madecassic, asid asiatik, madecassoside dan asiaticoside dikenali sebagai centellosida
terpenoid. Kajian melaporkan bahawa jumlah kandungan triterpenoid dalam CA boleh
mencecah sekitar 108% daripada berat kering tumbuhan dengan madecassoside dan
asiaticoside sebagai komponen dominan. Kehadiran sebatian ini bersama flavonoid
menyumbang kepada aktiviti antioksidan yang tinggi yang telah dibuktikan melalui
yjian seperti DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) dan FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power). Aktiviti antioksidan ekstrak CA dilaporkan menunjukkan
perencatan radikal bebas sekitar 601 80% dalam ujian DPPH. Nilai ini adalah kompetitif
dan hampir setanding dengan vitamin C yang menunjukkan sekitar 85195% serta

ekstrak biji anggur sekitar 70090% perencatan radikal bebas yang merupakan sumber

antioksidan semula jadi yang diiktiraf (Hashim 2013). Oleh itu, CA berpotensi sebagai
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agen antioksidan yang berkesan dalam menangani kesan negatif radikal bebas

khususnya dalam melindungi kulit daripada kerosakan akibat pendedahan UVB.

b. Anti radang

Aktiviti antioksidan C4 memainkan peranan penting dalam mengawal tindak balas
keradangan melalui modulasi tekanan oksidatif. Pendedahan kepada faktor seperti
sinaran UVB akan meningkatkan penghasilan ROS dalam sel kulit. ROS ini seterusnya
mengaktifkan laluan isyarat keradangan seperti nuclear factor-kappa B (NF-[JB) d a n
activator protein-1 (AP-1) yang merangsang penghasilan sitokin pro-radang seperti
interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) dan tumor necrosis factor-alpha (TNF-a ) .
Selain itu, pengaktifan AP-1 juga meningkatkan ekspresi enzim MMi’é _yang
memecahkan kolagen dalam matriks ekstraselular (Baek et al. 2024; qu et al. 2024).

Ini sekali gus menyumbang kepada kerosakan tisu dan penuaan kulit.

~
-

v

Dalam konteks ini, sebatian bioaktif dalam /CA/ Jseberti madecassoside dan asid asiatik
bertindak sebagai antioksidan dengim méneutralkan ROS dan mengurangkan tekanan
oksidatif. Pengurangan ROS{i/ni/sELe'rnsnya menghalang pengaktifan laluan NF-[' B d a n
AP-1 sekali gus mqnurlinl/(a{ /peﬁghasilan sitokin pro-radang serta aktivitt MMPs.
Kesan ini membeihtu 'mengekalkan integriti struktur kulit dan mengurangkan
keradangan (Gao et al. 2018; Limtrakul et al. 2016). Oleh itu, mekanisme antioksidan
CA secara tidak langsung menyumbang kepada kesan anti-radang melalui pengawalan

laluan molekul yang terlibat dalam kerosakan kulit akibat pendedahan UVB.

2.7.4 Kesan CA terhadap kulit

Beberapa kajian telah meneroka pelbagai manfaat CA dalam meningkatkan
kesihatan kulit. Banyak pemerhatian ke atas kesan CA telah dilakukan dalam menangani
tanda-tanda penuaan, meningkatkan kelembapan kulit, dan mengurangkan kerosakan
akibat pendedahan UV terutamanya melalui penggunaan topikal. Kajian terdahulu
mendapati salah satu sebatian bioaktif utama yang berasal daripada CA iaitu
madecassoside bermanfaat pada kulit tikus yang mengalami penuaan disebabkan radiasi
cahaya. Kajian menunjukkan bahawa madecassoside mampu merangsang sintesis

kolagen secara signifikan dalam fibroblas kulit manusia walaupun pada kepekatan



24

rendah. Ini menunjukkan hubungan bergantung dos dan keberkesanan bioaktifnya
dalam pembaikan kulit (Thong-on et al. 2024). Kolagen amat penting untuk
mengekalkan integriti struktur dan keanjalan kulit dan pengeluarannya cenderung
menurun dengan usia. Ini menyebabkan kulit kendur dan pembentukan kedutan.
Madecassoside membantu menangani kesan penuaan radiasi akibat cahaya dengan
meningkatkan sintesis kolagen. Selain itu, kajian tersebut mendapati bahawa
madecassoside dapat mengawal mediator keradangan. Molekul ini menyumbang
kepada keradangan yang kronik dan dapat mempercepatkan penuaan kulit.
Madecassoside boleh mengurangkan kerosakan kulit akibat keradangan dengan
mengawal mediator ini (Kanlayavattanakul & Lourith 2015). Dapat disimpulkan,
medecassoside dapat menjadikan kulit yang sihat dan mengurangkan tgnda-,t/anda

penuaan.

Kajian terdahulu juga melanjutkan kefahama}n/tﬁ/ntang manfaat C4A dengan
menumpukan kepada keupayaannya untuk rx};niﬁgkaﬂ(an kelembapan kulit. Kajian
menonjolkan penggunaan topikal C4 dz@at ;lengurangkan kehilangan air trans-
epidermis (TEWL) dengan berkgsan/ TEWL ;erujuk kepada proses di mana air meruap
secara pasif daripada kulit ke frersekltaran (Green et al. 2022). Kehilangan air ini tidak
terkawal boleh menyebapkan kulit kering dan mengalami dehidrasi. Ini menjadikannya
lebih terdedah kepada kerengsaan dan kerosakan. CA TEWL melalui beberapa
mekaniémé/ yang menyokong fungsi penghalang kulit. Sebatian bioaktif seperti
“ madecassoside dan asiaticoside merangsang sintesis kolagen serta memperbaiki
“struktur dermis. Ini meningkatkan integriti tisu kulit. Selain itu, CA turut meningkatkan
penghasilan lipid epidermis dan memperbaiki organisasi lapisan stratum korneum yang
bertindak sebagai penghalang utama terhadap kehilangan air. C4 juga mempunyai
kesan antioksidan dan anti-radang yang membantu mengurangkan kerosakan sel akibat
tekanan oksidatif. Ini dapat mengekalkan fungsi penghalang kulit. Secara
keseluruhannya, mekanisme ini menyumbang kepada pengurangan TEWL dan
membantu mengekalkan kelembapan serta kesihatan kulit (Ratz-[1y k o e t a Sifat
pengekalan kelembapan ini amat bermanfaat bagi individu yang mengalami kulit kering
atau sensitif kerana ia meningkatkan mekanisma pertahanan semulajadi kulit terhadap
tekanan persekitaran seperti sinaran UV. Dalam kajian lain tumpuan diberikan kepada

kesan CA terhadap pigmentasi khususnya dalam konteks pendedahan UV. Kajian ini

201 1)
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menggunakan krim topikal yang mengandungi 10% ekstrak CA yang digunakan pada
tikus guinea jantan (Cavia porcellus) yang terdedah kepada sinaran UVB. Sinaran ini
menyebabkan kerosakan kulit dan gangguan pigmentasi. Sinaran UVB boleh
merangsang pengeluaran melanin dan pigmen yang bertanggungjawab untuk warna
kulit. Rangsangan UVB yang berlebihan ini boleh menyebabkan hiperpigmentasi,
bintik matahari, dan tona kulit tidak sekata. Kajian ini mendapati bahawa ekstrak CA
berkesan menghalang ekspresi faktor transkripsi yang berkaitan dengan mikrofthalmia
(MITF). Ia merupakan gen yang memainkan peranan utama dalam mengawal
melanogenesis dan proses menghasilkan melanin dalam kulit. Dengan merencat MITF,
ekstrak C4 mengurangkan jumlah melanin yang dihasilkan sebagai tindak balas kepada
pendedahan UVB. Ini dapat membantu mencegah hiperpigmentasi disebabkan /oleh
sinaran UV (Idana et_al. 2022). Penemuan ini menempatkan CA sebagai bahan
semulajadi yang menjanjikan untuk menguruskan masalah pigm’enfasi dan melindungi

kulit daripada kerosakan UV. *

-

-~
-

CA yang juga dikenali sebagai Gouf Kolatélah lama dikenali dengan kelebihan
untuk kegunaan topikal khususnya bagi merawat kerosakkan keadaan kulit disebabkan

A >

radiasi UVB. Radiasi tel:se‘b/u«t’/merupakan penyebab utama kepada selaran matahari
kepada kulit dan ,seéafq ke‘gara meningkatkan risiko kanser kulit. Radiasi UVB ini
merosakkan DNA dalam sel kulit ini menjadikan sel kulit rentan kepada BCC, SCC dan
juga melanoma. C4 memainkan peranan yang penting dalam menghadang masalah
’ pada sel kulit dengan mekanisme melawan radikal bebas kerana tumbuhan in kaya
“dengan komponen antioksidan (Tan et al. 2025). Ini membuktikan kelebihan CA dalam
keupayaan memelihara kesihatan kulit dari kerosakkan sel dan kerengsaan kulit.
Justeru, tumbuhan CA layak dan sesuai dieksplorasi dengan lebih dalam untuk
kegunaan yang lebih maksima dan di olah sebagai pelindung matahari yang diambil
secara oral bagi memberi pelindungan keseluruhan. Kajian lain pula, mengetengahkan
sifat perlindungan terhadap sel keratinosit manusia dari kerosakkan disebabkan radiasi
UVB dengan memodulasi ekspresi mikroRNA. Sebagai contoh, perawatan sel
keratinosit dengan ekstrak titrasi CA (TECA) dapat merencatkan sel apoptosis dan
mengalakkan percambahan sel. Selain itu, terdapat juga kesan positif kepada sel kulit
fibroblas (NHDFs) yang dirawat menggunakan TECA. Kajian tersebut menunjukkan
pengembalian kebolehhidupan sel yang dirawat setelah dikenakan radiasi UVB (An et
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al. 2012). Disimpulkan, kesan positif ini bergantung kepada kebolehan CA dalam

memodulasi micro ribonucleic acid (mikroRNA).

Selain itu, kajian terdahulu juga mendapati C4 mempunyai sifat pemulihan dan
anti-penuaan. Penggunaan CA atau centellosida dalam produk topikal dapat
memberikan kelebihan kepada kesihatan kulit. Kajian menunjukkan bahawa bahan-
bahan ini dapat membaiki struktur kulit yang rosak dengan merangsang fibroblas untuk
menghasilkan kolagen serta menyokong fungsi keratinosit dalam memulihkan lapisan
epidermis, di samping mengurangkan degradasi kolagen oleh MMP. Pengunaan
tumbuhan CA atau centellosida secara sendiri dapat mengekalkan keanjalan kulit serta
mengurangkan kedutan. Dalam masa yang sama, ia juga turut memperbalkl tora kulit
keseluruhan. Selain itu,/ia juga dapat mengekalkan kelembapan dalam kulit~ yang
terdedah kepada kerosakan akibat cahaya matahari (Bylkaetal. 201 3). Ini'menunjukkan
potensi produk berasaskan CA secbagai rawatan ami-penuaan yang berkesan,
terutamanya bagi individu yang terdedah kep /da tahap sinaran UV yang tinggi atau
mereka yang ingin mengurangkan kesan penuaan pada kulit. Kajian secara konsisten
menunjukkan bahawa CA mengwarlgan banyak manfaat kepada kulit yang terdedah
kepada radiasi UV. C4 /dfg/qﬁgkan secara topikal dilihat dapat meningkatkan
kelembapan dan siﬂtésils kg)lagen hingga kesan anti-pigmentasi dan anti-penuaan.
Walaupun_terdapat banyak kajian yang menyokong manfaat topikal C4 keatas kulit
yang /tefde'dah kepada radiasi UV, terdapat jurang penyelidikan yang penting apabila
/ fnembincangkan kesan pengambilan oral CA terhadap kulit yang terdedah kepada
“radiasi UVB. Oleh itu, penyelidikan lanjutan ini diperlukan untuk memahami

sepenuhnya potensi CA4 yang diambil secara oral terhadap kesihatan kulit yang terdedah
kepada radiasi UVB.

Penggabungan CA4 dalam produk pelindung matahari adalah signifikan kerana
ia bukan sahaja meningkatkan aktiviti antioksidan tetapi juga meningkatkan SPF yang
merupakan komponen penting dalam melawan kesan buruk sinaran UV. Kajian
menunjukkan gabungan gel CA4 transfersome dan nanoemulsi menunjukkan bagaimana
formulasi topikal ini boleh meningkatkan keberkesanan pelindung matahari dengan
mempengaruhi proses biologi seperti pengaturan semula faktor pertumbuhan

transformasi beta (TGF-[1) s e Wimdak alas pendedahan terhadap radiasi UVB
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(Khotimah et al. 2022). Ini seterusnya dapat memperkukuhkan mekanisme
perlindungan kulit. Selain itu, C4 mempunyai potensi sifat anti kanser C4 yang
merupakan komponen penting dalam konteks kerosakan kulit yang disebabkan oleh
UVB kerana penyelidikan telah menunjukkan ia boleh mengurangkan kejadian tumor
dalam model haiwan. Kesan ini berkait rapat dengan keupayaannya mengawal
mekanisme molekul yang terlibat dalam karsinogenesis akibat UVB. Sinaran UVB
menyebabkan kerosakan DNA secara langsung melalui pembentukan dimer timina. Ini
akan mengganggu struktur normal DNA dan boleh menyebabkan mutasi jika tidak
diperbaiki. Selain itu, UVB juga meningkatkan ROS yang seterusnya mengaktitkan
laluan isyarat seperti p53, NF-[] B dan Mitogen-activated protein kinase (MAPK).
Pengaktifan laluan ini boleh membawa kepada keradangan kronik, keti(/laks'ta‘t/)ilan
genetik, dan percambahan sel yang ;cidak terkéwal. Walaupun protein p/53 berfﬁngsi
untuk membaiki DNA atau mencetuskan apoptosis, kerosakaﬂ berulang akibat
pendedahan UVB boleh menyebabkan kegagalan mek/anisﬁqe ini. Ini membolehkan sel
yang rosak terus membiak. Proses ini akhirn)za imenyumbang kepada pembentukan
kanser kulit sepertt BCC dan SCC. (Rafma;fati et al. 2019). Ini meningkatkan
kepentingannya, kerana pende/dahap kepada UVB adalah faktor utama dalam
perkembangan kanser Kulit. Gleh itu, penggabungan CA dalam produk pelindung
matahari bukan sahaja 'membantu mencegah penuaan akibat cahaya matahari dan
kerosakan. Kulit stetapi juga mungkin menawarkan manfaat tambahan dalam
mengUr;mgkan risiko kanser kulit. Ini menjadikan CA sebagai bahan yang sangat
/felevan dan berpotensi dalam pembangunan formulasi oral pelindung matahari

//semulaj adi yang lebih berkesan secara keseluruhan.



BAB III

KAEDAH KAJIAN

3.1 PENGESAHAN TUMBUHAN

Sampel tumbuhan dihantar ke Herbarium Universiti ,Kéb*e/mgsaan Malaysia (UKMB)
untuk pengenalpastian dan disahkan sebagal Qente]la asiatika (L.) daripada keluarga
Umbelliferae dengan baucar bemomb(x 1D047@O22 Tumbuhan ini biasanya dikenali
sebagai pegaga di Malaysia. NP= N

Ol

e
2

e

3.2 PENYEDIAAN ]ﬁKSTRAK CA
P / /
3.2.1 Alatradas

" Alat radas yang digunakan dalam penyediaan ekstrak CA adalah bikar kaca (PYREX®)
US, silinder penyukat (PYREX®) US, pengoncang mekanikal (Yihder®) China, kertas
penapis (Whatman®) UK.

3.2.2 Reagen

Reagen yang digunakan dalam penyediaan ekstrak CA adalah etanol tulen (HmbG®)

Jerman, air suling.
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3.2.3 Kaedah

Daun CA kering diperoleh daripada HERBagus Trading Sdn Bhd sebuah pembekal
yang berpangkalan di Pulau Pinang, Malaysia. Kaedah pengekstrakan maserasi telah
digunakan. Pengekstrakan ini melibatkan penggunaan etanol 80% sebagai pelarut
(Thong-On et al. 2021). Pelarut ini disediakan dengan menggunakan etanol tulen.
Etanol tulen disukat dengan menggunakan silinder penyukat 1000 mL sebanyak 800ml.
Air suling ditambah hingga ke paras 1000 mL bagi menjadikan etanol berkepekatan
80% dengan keseluruhan kuantiti sebanyak 1000 mL. Langkah tersebut diulang bagi
mendapatkan kuantiti yang diperlukan dalam prosess ekstrasi. Prosess ekstrak
memerlukan nisbah satu kilogram CA kering memerlukan 4000 mL _etan/ol
berkepekatan 80% (Azmi et al. 2020).Proses-ekstrak bermula dengan bahan tllmi;uhan
kering direndam dalam larutan etanol dalam bikar. CA kering ditimbang sebanyak satu
kilogram setiap kali rendaman dan CA yang di timbang di/l\etakén daleim bikar 3000 mL.
Untuk memastikan penyerapan partikal kering secara s\ekata, campuran tumbuhan
kering dan etanol berkepekatan 80% yang Ai}gtd(kan dalam bikar di goncang selama
satu jam menggunakan pengoncang rﬁekanﬂ%al./ Selepas tempoh rendaman awal ini,
campuran dibiarkan berehqt,«sglgﬁﬁ 24 jam untuk memastikan pengekstrakan efektif
sebatian aktif. Selepas*tempoh/r/endaman, campuran yang terhasil telah ditapis untuk
memisahkan/ekstrék ce(,!air daripada sisa tumbuhan pepejal. Penapisan ini dilakukan
mengguriéi{gn kertas penapis Whatman bagi memastikan pemisahan komponen cecair
_dan /partikal tumbuhan. Sisa pepejal tidak dibuang sebaliknya, ia menjalani dua kitaran
~ekstrak tambahan. Setiap kitaran terdiri daripada merendam sisa dalam larutan etanol

segar, diikuti dengan penapisan untuk memaksimumkan hasil ekstrak.

3.3 PROSES PENYEJATAN EKSTRAK
3.3.1 Alatradas

Alat radas yang digunakan dalam penyediaan ekstrak CA adalah penyejat berputar
(Rotavapor® R-100 Buchi) Switzerland, kertas penapis (Whatman®) UK.
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3.3.2 Kaedah

Proses ekstrak CA diubahsuai dari laporan Dwivedi dan Sharma (2022). Etanol
rendaman CA kering disaring dan dikumpul. Cecair ethanol yang diperoleh daripada
beberapa kitaran pengekstrakan ini digabungkan menjadi satu bekas. Pelarut etanol
telah disejat menggunakan penyejat putar Rovapor R-100 Buchi untuk memekatkan
ekstrak. Semasa proses penyejatan ini, suhu dikawal dengan penangas air yang
ditetapkan pada 40°C dan kelajuan penyejatan dilaraskan kepada tetapan 3 (80-100
rpm). Selepas kira-kira enam jam penyejatan berterusan, ekstrak CA dalam bentuk
cecair likat telah diperolehi. Oleh kerana kapasiti penyejat terhad, cecair yang disaring
dibahagikan kepada beberapa kumpulan yang lebih kecil untuk proses peny,ejatdn.
Setelah peroses penyejatan selesai;-ekstrak disimpan dalam balang kaca legap. ini untuk
melindungi ektrak daripada terdedah kepada cahaya yang boleh menyebabkan
degradasi sebatian aktif. Ekstrak yang telah likat disimga}n dalam p/eti sejuk sehingga
sedia untuk digunakan. Proses pengekstrakan yang/mer;}/eluruh dan teliti ini untuk

memastikan sebatian aktif dalam CA4 terpeljhar‘;rqlan efektif.

© -
-
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Haiwan kajian yan/g/'digunai{an ialah mencit betina jenis ICR (Institute for Cancer
Research mice) yang berumur kira-kira 5-7 minggu dengan berat badan dalam
lingkungaﬁ 20-25g. Sebanyak 40 ekor mencit diperlukan dan dibahagikan kepada lima
/ kumpulan. Mencit-mencit ini dibekalkan oleh Unit Haiwan, Universiti Kebangsaan
’/Malaysia (UKM). Sebelum kajian dijalankan, mencit-mencit ini akan diberikan masa
selama dua minggu utuk proses penyesuaian. Mencit-mencit ini ditempatkan di dalam
sangkar yang beralaskan habuk kayu. Dua ekor mencit ditempatkan di dalam setiap
sangkar. Semua sangkar diletakkan di dalam bilik yang menerima cahaya matahari pada
siang hari dan dibiarkan gelap pada waktu malam. Bilik ini juga lengkap dengan
penghawa dingin dengan suhu 24°C di Bilik Haiwan, Jabatan Farmakologi, Fakulti
Perubatan UKM.

Mencit diberikan palet makanan khusus untuk mencit yang diperolehi daripada

Unit Haiwan Universiti Kebangsaan Malaysia. Diet ini serta air minuman dari paip
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diberikan kepada semua kumpulan menci

rawatan.

Kaedah pengendalian mencit-mencit ini telah mendapat kelulusan daripada

Jawatankuasa Etika Haiwan Universiti Kebangsaan Malaysia dengan nombor kelulusan

(UKMAEC: FAR/PP/2022/NORLIZA/28-SEPT./1279-SEPT.-2022-SEPT-2024).

35 REKA BENTUK KAJIAN

Kajian ini melibatkan sebanyak 40 ekor mencit betina jenis ICR berumur antara 5
hingga 7 minggu. Haiwan-haiwan tersebut dibahagikan secara rawak kepada lima
kumpulan dengan lapan ekor menecit-bagi setiap-kumpulan (n=8) seperti daia;n Jadual
3.1. Dua kumpulan kawalan telah digunakan dalam kajian ni, iaitu kumpulan Sham
yang menerima air secara oral tanpa sebarang pendedallan kepada éinaran UVB, dan
kumpulan kawalan yang turut menerima air secara; 9raII\ tetapi didedahkan kepada
sinaran UVB. Rawatan diberikan selama lp/hé/fklberturut—tumt melalui kaedah suapan
paksa (oral gavage) bagi semua lgunﬁpilllarr//d;n pendedahan kepada sinaran UVB
dikenakan pada hari 7, 8, 9, L@ ﬁada semua kumpulan kecuali kumpulan Sham seperti
yang di tunjukkan Qa/larn Jaduat 3 .72 dan Jadual 3.3. Kumpulan 1 diberikan ekstrak CA
padados SOQ/mg/kg, maljlakala Kumpulan 2 menerima Heliocare® pada dos 200 mg/kg.
Kumpula'ﬁ/S pula menerima rawatan kombinasi iaitu pelindung matahari secara sapuan
) topikal pada/l bahagian belakang badan yang telah dibuang bulu sebelum didedahkan
_pada sinaran UVB, serta air secara oral melalui suapan paksa. Rawatan yang diberikan

bertujuan untuk menilai kesan perlindungan setiap bahan yang diuji terhadap kerosakan

kulit yang disebabkan oleh pendedahan kepada sinaran UVB.

Untuk sinaran UVB pada hari ke-7,8,9,10, dos UVB yang digunakan ialah tiga
kali ganda daripada dos eritema minimum (MEDx3) iaitu 600 mJ/cm? seperti yang
ditunjukkan dalam carta aliran cara kerja keseluruhan kajian Rajah 3.1. Dos MED telah
ditentukan pada 200 mJ/cm? yang mampu menyebabkan kemerahan (eritema) pada
kulit selepas 24 jam iaitu. Sinaran UVB ini menggunakan mesin Dermalight®800 di
Klinik Dermatologi, HCTM. Semua kumpulan didedahkan pada sinaran UVB kecuali
kumpulan Sham. Pada hari 10 setelah mencit didedahkan pada UVB, analisa fizikal

kulit dijalankan menggunakan sistem penyesuai pelbagai probe. Di akhir kajian, semua

t

S € C a
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mencit dibius menggunakan campuran anestetik ketamin dan xylazin dengan nisbah 6:2

dengan dos 0.1 mL/100 g berat badan mencit sebelum prosedur biopsi dijalankan

menggunakan penebuk biopsi. Sampel kulit diambil daripada kawasan dorsal yang telah

terdedah kepada UVB untuk tujuan analisis histopatologi. Selepas semua sampel

diambil, haiwan dikorbankan secara beretika melalui pemberian dos berlebihan

anestesia iaitu dua kali ganda dos yang digunakan, selaras dengan garis panduan

pengurusan dan penggunaan haiwan makmal yang telah diluluskan oleh jawatankuasa

etika institusi.

Jadual 3.1 menunjukkan pembahagian kumpulan-mencit kajian-serta-jenis rawatan yang diberikan kepada

setiap kumpulan.

Bilangan Mencit (n)

Kumpulan Jenis Rawatan Kaedah Pemberian
Sham Air Oral ™ 8
Kawalan Air _~\ Oral 8
Kumpulan 1 CcA — ~ ' Oral 8
Kumpulan 2 Heliocare® _ ot Oral 8
Kumpulan 3 Pelindung matahari + Topikal (Sunplay Skin 8
_ rfair 3/ Aqua SPF50+) + Oral
NG (air)
|
“Jadual 3.2 menunjukkan jadual rawatan mencit kumpulan Sham.
HARI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PEMBERIAN ORAL v v v v v v v v v v
PEMBUANGAN BULU
SINARAN UVB
ANALISA KULIT
NEKROPSI




Jadual 3.3 menunjukkan jadual rawatan mencit kumpulan kawalan, CA, Heliocare®, topikal.
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HARI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PEMBERIAN ORAL v v v v v v v v v v
PEMBUANGAN BULU v
SINARAN UVB v v v v
ANALISA KULIT v
NEKROPSI v




5-7 Minggu, Betina ICR mencit, (n=40)

SHAM
(Air, suapan paksa)
n=g§

-

-

¥ N8
r( / N\, “ |
Harii',Me ghilangkan bulu
ol /..,,,J
Hari ?Jﬁ‘,‘.’.f,lﬂ mencit-diffedahkan kepada sinaran UV
-

600mJ/ecm2 ( 3x MED)
[Mg§in Dermalight® 1000, Klinik Dermatologi, HCTM)

/‘\):, b

PENENTUAN DOS MINIMA ERITEMA P -
- - - -~
-~
-~
-~
KUMPULAN 1 KUMPULAN 2/ KUMPULAN 3
 KawafaN CA 500mg/kg Heliocare 299@:3 Pelindung topikal + Air
(Air, suapag paksa) Suapan paksax 10 hari Suapanpaksax 10 hari Suapan paksax 10 hari
n=8 \
n=8

n=8

ML\ Hari 10 : Analisa kulit =Sistem Penyesuai Pelbagai Probe ]

b

OBJEKTIF 1

- /Nekropsi pad; hari ke 10 - Biopsi kulit pada bahagian dorsum menggunakan penebuk biopsi

k.

4 . 4

1=

-
-

-

OBJEKTIF2

Pewarnaan H&E

" Sel selaran matahari
Ketebalan epidermis
Edema subepidermis
Skuamasi sel basal

Kerosakkan struktur

P n tri a
ewarvaan i ,krom Pewarnaan IHC
masson’s

* Dimer timina
Kolagen

Rajah 3.1 ini menunjukkan carta aliran cara kerja keseluruhan kajian.

OBJEKTIF 3

143
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3.6 PENYEDIAAN RAWATAN
3.6.1 Ekstrak CA sepanjang tempoh rawatan

Bagi kumpulan rawatan ekstrak CA4 dos yang diberikan adalah sebanyak 500 mg/kg
berat badan yang dilarutkan dengan air dan di berikan secara suapan paksa. Larutan
stok CA disediakan dengan kepekatan 20 mg/ml. Larutan ini disediakan dengan
menimbang 20 mg ekstrak CA4 pekat dan mencairkannya dengan 1 ml air suling. Larutan
ini disediakan dengan secukupnya dan digunakan secara segera. Berat mencit ditimbang
dan jumlah kuantiti suapan paksa oral di kira berdasarkan berat mencit. Kemudian, dos

yang dikira ditukar kepada isipadu dengan menggunakan formula berikut:

Bengiramtda& s elflap menc t

|l si padiddsmPABBar at p

Kepekatanlarutanae

v

o
Bos @500 mglkg A
Kepekatan@20 mgakg

Berat mencit,«gsjg/ﬁ q~025

P

e

l si pa@@®@O0. 025
720

-

0.0 25 mQ
3.6.2 Heliocare®

Heliocare ialah produk fotoprotektif oral yang telah dikomersial dan mengandungi
ekstrak Polypodium leucotomos (PLE), iaitu sejenis antioksidan semula jadi yang
diperoleh daripada paku pakis tropika yang berasal dari Amerika Tengah dan Selatan.
PLE telah dikaji secara meluas dan dikenali kerana sifat antioksidan, anti-radang,
imunomodulatori, serta perlindungan terhadap DNA yang kesemuanya menyumbang
kepada keberkesanannya dalam mengurangkan kerosakan kulit yang disebabkan oleh
sinaran UV (Kohli et al. 2017). Selain itu, kesan perlindungannya PLE adalah melalui
pelbagai laluan biologi seperti meneutralkan spesies oksigen reaktif (ROS),

mengurangkan pengeluaran sitokin keradangan, dan mencegah kerosakan DNA akibat
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pendedahan kepada sinaran UV sama seperti CA (Rodriguez-Luna et al. 2023). Oleh
itu, Heliocare® digunakan sebagai kumpulan kawalan positif. Dos yang diberikan
adalah sebanyak 200mg/kg yang dilarutkan dengan air dan di berikan secara suapan
paksa (Murbach et al. 2015; Pourang et al. 2021). Larutan Heliocare® disediakan
dengan kepekatan 20mg/ml. Larutan ini disediakan dengan menimbang 20mg ekstrak
Heliocare® dan dilarutkan dengan 1 ml air suling. Larutan ini disediakan dengan
secukupnya dan digunakan secara segera. Berat mencit ditimbang dan jumlah kuantiti
suapan paksa oral di kira berdasarkan berat mencit. Kemudian, dos yang dikira ditukar

kepada isipadu dengan menggunakan formula berikut:

Bengiraan dusnlHelkisceddap mencit

|l si padiddsmBABEr at

Kepekatan!| arutan

Bos @ 200 mghkg A
= .
Kepekatan@20 mgkg‘///ﬁ
Berat mencit R@5¢g #0025
f//:\v,
' si p2@@® 0. .0 25"

20

“3.7 PENENTUAN BERAT BADAN MENCIT

Mencit yang diterima dari pembekal akan ditimbang setiap ekor dan berat setiap mencit
akan direkodkan. Setiap hari mencit akan ditimbang bagi mengira dos rawatan untuk

suapan paksa secara tepat bagi kumpulan CA dan kumpulan Heliocare®.

383 PENENTUANDOS ERI TEMA MI NI MUM( * MI NI MUMERYTH
MED)

3.8.1 Alatradas

Alat radas yang digunakan sinaran ultraungu adalah kabin pendedahan UVB
(Dermalight®800) Jerman.
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3.8.2 Kaedah

Dos Eritema Minimum (MED) merujuk kepada jumlah sinaran UV yang diperlukan
untuk menyebabkan kemerahan yang boleh dilihat, dikenali sebagai eritema pada kulit
berikutan pendedahan kepada cahaya UV (Hodnik et al., 2021). Mencit yang digunakan
untuk penentuan MED adalah dari kumpulan berbeza dan tidak digunakan sebagai
haiwan kajian. Untuk penentuan ini, sinaran UVB digunakan dan mesin
Dermalight®800 digunakan untuk radiasi UVB. Dos-dos radiasi yang digunakan untuk
menentukan MED ialah 50, 100, 200, 300, 400 mJ/cm2. Dos pendedahan UVB
ditingkatkan secara beransur-ansur mengikut protokol mesin. Seekor mencit tertakluk
kepada satu dos radiasi. Sebelum kulit mencit didedahkan kepada sinaran UVB, bulu
di bahagian dorsal mencit dibuang-dengan menggunakan krim depilifatér untuk
mendedahkan kulit belakang mencit. Selepas itu, mencit disinarkan.dengan dos
penyinaran yang berbeza setiap satu ekor. Kulit /}fangx disiﬂari kemudiannya
diperhatikan pada selang masa 24, 48 dan 36 jam se/lgpa; pendedahan. Dos di mana
eritema pertama kali muncul telah dikc?ng/k Jﬁgiﬂ pada 200 mJ/cm2 dan digunakan
sebagai asas untuk protokol rawatan bérikutiya.

ANy
T N/

3.9 KAEDAH SUAPAN PAKSA ORAL

!
3.9.1 A]/at fradas,

_ Alat radas yang digunakan untuk pemberian rawatan melalui oral adalah picagari 1mL

AMIKRO SYRINGE®) China, jarum gavaj melengkung 24 G (GavageNeedle®) US.

3.9.2 Kaedah

Pemberian rawatan secara suapan paksa sering dirujuk sebagai oral gavaj. Kaedah ini
digunakan untuk memasukkan bahan rawatan terus ke dalam perut. Kaedah ini
melibatkan penggunaan jarum gavaj yang bersaiz kecil iaitu 24 G dan berbentuk
melengkung. Jarum ini dimasukkan melalui mulut ke dalam esofagus. Cara ini
memerlukan pengendalian mencit yang betul bagi menghadkan pergerakan. Mencit
dipegang di bahagian kulit belakang leher untuk meminimumkan tekanan dan
memastikan keselamatan mencit. Dos yang di perlukan diambil menggunakan picagari

Iml, kemudian ia disambungkan ke jarum paksa oral. Sambil mengekalkan kedudukan
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yang betul, jarum dimasukkan dengan teliti ke dalam esofagus dan cecair dalam
picagari dilepaskan perlahan-lahan sebelum jarum dikeluarkan. Mencit dipantau
dengan teliti selepas prosedur untuk sebarang perubahan dalam keadaan fizikal atau

tingkah laku.
3.10 PROSES PEMBUANGAN BULU KULIT
3.10.1 Reagen

Beagenyangdigunakandal ampr oslkrsi me mbuangan

depilatory (Veet ®nr UK

Bebel umsesi radiasi UVBdananalisa@@ikal ku

dbuamegnganmenggunakankrim’dxe/pi/latoryVeet®
aIaupunteknikpenghilén\ganbuluinikadangk
pucat pada kulitiabiaz/s*a,n/ya redadal ammasa@ hi
(Kuli kov et ahIi.n2i0@élﬁ;b5Klaeehdkaanakses terus kepa

diperlukansen}ag,a prosedur beri kutnya.
r'//\
PANY VY,

3.11 KAEDAH PENDEDAHXN TERHADAP UVB
' |

3.11.1 Alatradas

< Alat radas yang digunakan pendedahan sinaran ultraungu adalah set sangkar

“(TECHNIPLAST®) Itali, kabin pendedahan UVB (Dermalight®800) Jerman.

3.11.2 Kaedah

Setelah MED ditentukan, dos tersebut digunakan sebagai dos radiasi UVB. Mencit
ditempatkan dalam sangkar tikus makmal berserta penutup besi tahan karat bagi
mengelak haiwan terlepas. Sangkar tersebut ditempatkan dibawah lampu UVB di bilik
makmal dermatologi, HCTM. Setiap sangkar ditempatkan dengan 2 ekor mencit tanpa
habuk kayu agar setiap mencit mendapat sinaran yang sekata. Mencit juga dibiarkan
bergerak bebas semasa proses radiasi UVB dan tempoh masa radiasi bagi mendapatkan
dos UVB yang dikehendaki ditetapkan mengikut protokol mesin Dermalight® 800 yang

digunakan iaitu selama 3 minit 6 saat.
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3.12 ANALISA KULIT
3.12.1 Alat radas

Alat radas yang digunakan dalam proses analisa kulit adalah sistem Penyesuai Pelbagai
Probe (Cutometer® dual MPA 580) Jermany, sapuan beralkohol (Nur Care®)
Malaysia.

3.12.2 Kaedah

Pada hari terakhir rawatan, mencit dibawa ke bilik analisa kulit, Jabatan Bi(’)'ki/mia,
Fakulti Perubatan UKM bagi melijalani pe;neriksaan kulit mengguﬁakan ﬁiesin
penganalisa kulit. Empat jenis prob analisa kulit digunakan bagi ﬁmenwkan keadaan
kulit mencit. Prob yang digunakan ialah prob pepganx:disa eritema dan melanin
(mexameter), prob penganalisa kehllangan a /p tfansepidermis (TEWL meter), prob
penganalisa kelembapan kulit (Tewameter) dan prob penganalisa keadaan pH kulit (pH
meter). Kulit mencit dipastikan ja,npa bulu bagi lekapan penuh kepada mata prob dan
kulit disapukan dengan saﬁﬁ;rf/b;;alkohol sebelum prob diletakkan diatas kulit. Prob
penganalisa juga dibéféililkar; dengan sapuan beralkohol bagi memastikan probe bersih
daripada bendasing. Kepala mencit ditutup dengan kain dan badan mencit dipegang
bagt méﬁgilfangkan pergerakan untuk mendapat bacaan yang lebih stabil. Setelah prob
/ diletakkan atas kulit 3 bacaan diambil di setiap analisa kulit mencit. Nilai purata 3

//bacaan dikira dan di catatkan.

3.13 PROSES PELALIAN

3.13.1 Alat radas

Alat radas yang digunakan dalam proses pelalian adalah picagari ImL (MIKRO
SYRINGE®) China, picagari SmL (MIKRO SYRINGE®) China. Jarum 26 G x '4
(Terumo®) Japan, Jarum 21 G x 1 % (Terumo®) Japan, sapuan beralkohol (Nur Care®)
Malaysia.
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3.13.2 Reagen

Reagen yang digunakan dalam proses pelalian mencit ketamil (ilium®) Australia,

Xylazil-100 (ilium®) Australia, air suling.

3.13.3 Penyediaan larutan koktail pelalian

Koktail ini disediakan dengan menyukat ketamil sebanyak 6mL dan xylazil sebanyak
2mL mengunakan picagari dan 21 G x 1 '2. Seterusnya, air suling disukat sebanyak
2mL mengunakan picagari 21 G x 1 %. Ketiga-tiga cecair ini dicampur dan di simpan

dalam peti sejuk 4°C sehingga untuk digunakan.

3.13.4 Kaedah

Mencit dilalikan dengan mengunakan koktail campuran Keétamil /dan Xylazil. Dos
koktail sebanyak 0.1ml/100g berat badan mencit. Berat ,me;icit di timbang dan dos akan
dikira berdasarkan berat untuk setiap mer;elif Koktail pelalian diambil mengunakan
picagari 1ml dan jarum suntikan bersaiz i6 Gx ;2 dipasangkan untuk menyuntik pelali
kepada mencit. Bahagian yang'c d/lsuntik dikenakan sapuan beralkohol sebelum suntikan
pelali. Setelah suntikan diberikan dibahagian intraperitoneal mencit biarkan 1-2 minit
supaya mencapai fahap tlidak sedar. Setelah mencit berada dalam keadaan tidak sedar,
gambar"thggian /dorsal mencit diambil untuk dianalisa menggunakan I n [le s t 1 gat or
- Global Assessment (IGA). Analisa ini 1alah kaedah penilaian visual menggunakan skala
~ordinal untuk menentukan keadaan kulit berdasarkan pemerhatian keseluruhan. Skor 0
hingga 5 digunakan untuk menilai kulit mencit, di mana skor lebih tinggi menunjukkan

tahap kulit yang lebih teruk (Isedeh et al. 2016).

3.14 PROSES BIOPSI KULIT
3.14.1 Alat radas

Alat radas yang digunakan dalam proses biopsi kulit adalah bikar kaca (PYREX®) US,
silinder penyukat (PYREX®) US, penebuk biopsi (6mm) (Kai Medical®) Jerman, pad
pembedahan (hedo-pet®) China, skapel (B.Braun®) Jerman, forsep (B.Braun®)

Jerman.
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3.14.2 Reagen

Reagen yang digunakan dalam proses biopsi kulit penimbal salin fosfat, 10% formalin

(Sigma-Aldrich) Jerman, air suling.

3.14.3 Penyediaan larutan
i. Larutan penimbal salin fosfat

Larutan penimbal salin fosfat telah digunakan untuk mencuci specimen sampel sebelum
disimpan. Untuk menyediakan larutan ini, 500 mL of air disukat. Kemudian bahan
berikut telah dilarutkan dalam air suling yang disukat; 4 g natrium klorida (NaCl), 0.1
g of kalium klorida (KCl), 0.71-g natrium fosfat-diasas (Na2HPO4), 0.12 g/ kalium
fosfat monobas (KH2PO4). pH larutan telah diukur dan dilaraskan dengan beberapa
titis asid hidroklorik (HCI) sehingga pH mencapai 7.4/.\Larﬁtan y/alng disediakan di
simpan dalam bekas kedap udara berlabel dan,/dil/e;akizan pada suhu bilik untuk

-
(

kegunaan. 7 Sy
16 A 4
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ii. Larutan formalin

Nisbah larutan fofrﬁéiiq da{n specimen ialah satu bahagian tisu bersamaan 15-20
bahagian larutan_formalin. Bagi persediaan 1000 mL formalin dengan berkepekatan
10% mémérlukan 100 mL formalin 100% dan 900 mL air suling. Kedua-dua cecair
/ ;celah di sukat mengunakan silinder penyukat berkapasiti 1000 mL. Formalin 10% yang
disediakan disimpan dalam bekas kedap udara berlabel dan ditempat yang sejuk dan
gelap jauh daripada cahaya matahari langsung serta suhu yang melampau. Larutan

formalin telah di letakan didalam beberapa bekas specimen kecil bagi tujuan

penyimpanan tisu kulit.

3.14.4 Kaedah

Setelah mencit dilalikan, mencit diletakan di atas pad pembedahan dengan kedudukan
mendedahkan bahagian dorsal mencit yang telah dihilangkan bulu. Penebuk biopsi
bersaiz 6mm digunakan untuk mendapatkan sampel kulit mencit. Sampel kulit yang

telah diambil dicuci dahulu dengan larutan penimbal salin fosfat sebelum penyimpanan.
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Sampel kulit yang telah dibiopsi disimpan dalam larutan formalin berkepekatan 10%

untuk analisa.

3.15 PEMPEROSESAN SAMPEL KULIT DAN PENYEDIAAN SLAID

3.15.1 Alat radas

Alat radas yang digunakan dalam penyediaan sampel kulit dan slid adalah kaset tisu
(Sigma-Aldrich) Jerman, bikar kaca (PYREX®) US, silinder penyukat (PYREX®) US,
mesin pembenaman tisu (Leica® EG1150 H & C) Jerman, acuan pembenaman (Bio
Optica®) Itali, mesin mikrotom (Leica® RM2235) Jerman, pisau mikrotom (Leica®)
Jerman, tab air panas (Leica®) Jerman, slaid kaca poli-L-lisin (Sigma aldgich®,)/US,

Plat panas (Premiere® XH 72001) Jepun, forsep (B.Braun®) Jerman, berus halus.

3.15.2 Reagen o

-

™,
v

Reagen yang digunakan dalam proses pen};edﬁa,n sampel kulit dan slid adalah etanol
tulen (Systerm®) Malaysia, toluena | 00% (Systerm®) Malaysia, air suling, parafin cair
(Sigma aldrich®) US. §
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3.15.3 Kaedah

-

Sa{mpel’ﬁsru kulit terlebih dahulu dikeluarkan daripada formalin dan dimasukkan ke
“ dalam kaset tisu. Kaset mengandungi tisu kulit kemudian menjalani proses dehidrasi
“melalui rendaman berturutan dalam etanol 50%, 70% dan 80% selama 1 jam setiap satu.
Etanol ini disediakan sebelum digunakan. Untuk menyediakan etanol, sebanyak 500
mL, 700 mL, 800 mL etanol tulen (100%) diukur menggunakan silinder penyukat dan
dipindahkan ke dalam bikar kaca. Kemudian, etanol dicampurkan dengan air suling
sebanyak 500mL untuk etanol 50 %, 700 mL untuk etanol 70 % dan 800 mL untuk
etanol 80 %. Ini diikuti tiga rendaman dalam etanol 100% selama 1 jam setiap satu
untuk menyingkirkan air sepenuhnya. Seterusnya, tisu direndam dalam campuran
toluena dan alkohol (50:50) selama 30 minit sebelum direndam semalaman dalam 100%
toluena untuk proses penjernihan. Sebanyak 500 mL toluena diukur menggunakan
silinder penyukat dan dipindahkan ke dalam bikar kaca. Seterusnya, 500 mL etanol

100% diukur menggunakan silinder penyukat dan ditambah ke dalam bikar yang sama
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untuk menjadikan campuran toluena:alkohol (50:50). Tisu kemudian disusup dengan
parafin cair melalui tiga rendaman selama 2 jam setiap satu di dalam ketuhar bagi

memastikan penyerapan parafin yang lengkap.

Tisu yang telah disusup parafin seterusnya dibenamkan menggunakan mesin
pembenaman (Leica EG1150 H) dengan menuangkan parafin cair ke dalam acuan.
Acuan disejukkan pada permukaan sejuk (Leica EG1150 C) untuk membentuk blok
parafin pepejal. Blok parafin kemudian dihiris menggunakan mikrotom (Leica
RM2235) kepada kepingan nipis setebal kira-kira 5 um. Kepingan tisu dipindahkan ke
dalam tab mandian air pada suhu 50°C untuk meratakan lipatan sebelum diangkat
menggunakantekni k [Ime ma naddkana@eﬁaﬂltq)oij-ﬂ;iisﬂn.e t akka
Akhir sekali, slaid-dikeringkan-pada-suhu-60°C menggunakan plat panas bagi
memastikan specimen melekat dengan baik pada slaid.” Prosedur ini memastikan
pemeliharaan struktur tisu yang optimum un;uk*an;hsis histologi dan diubah suai

daripada kaedah yang dilaporkan oleh Ahméd.(2016).

-

e -

316 PEWARNAAAN HEMATOKSILIN DAN EOSIN

)

e

3.16.1 Alat radas |

-

Alat radas yang digunakan dalam perwarnaan hematoksilin dan eosin adalah plat panas

’ (Premiere@ XH [12001) Jepun, rak slaid, jar pewarnaan / Coplin jar (Sigma aldrich®)

"US, bikar kaca (PYREX®) US, silinder penyukat (PYREX®) US, kaca penutup
(Topcare®) Filipina, mikroskop cahaya (Olympus®) Jepun.

3.16.2 Reagen

Reagen yang digunakan dalam proses perwarnaan hematoksilin dan eosin adalah xilena
(Merck®) Jerman, etanol tulen (Systerm®) Malaysia, air suling, hematoxylin (Leica®)
Jerman, larutan pembeza (differentiator) (Leica®) Jerman, larutan kebiruan (bluing
reagent) (Leica®) Jerman, eosin (Leica®) Jerman, medium pemasangan slid (Merck®)

Jerman.
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3.16.3 Kaedah

Pewarnaan hematoksilin dan eosin (H&E) merupakan teknik asas dalam histologi untuk
menilai struktur tisu dan morfologi sel. Kaedah ini digunakan untuk menilai ketebalan
epidermis serta mengenal pasti ciri-ciri seperti sel selaran matahari, edema
subepidermis, squamasi sel basal dan kerosakan struktur sel. Slaid kaca yang
mengandungi tisu terlebih dahulu dipanaskan pada suhu 55060°C selama 2 jam
menggunakan plat panas untuk mencairkan lilin parafin. Slaid kemudian disusun dalam
rak slaid dan dinyahparafinkan melalui rendaman dalam xilena sebanyak dua kali
selama 2 minit setiap satu. Dua proses ini dilakukan agar lilin dapat ditanggalkan tanpa
tisu tertanggal dari slid. Proses rehidrasi dilakukan dengan merendam slaid dalam{etan/ol
100% sebanyak dua kali selama-2 minit,-ditkuti_etanol 95% selama ,»2/n;init/' dan

seterusnya dibilas dengan air mengalir selama 2 minit.

o
-

Slaid kemudian diwarnakan dengan hcmafo/ksﬁin selama 30 saat untuk
mewarnakan nukleus. Ini diikuti pembila/saB‘/égngan air mengalir selama 1 minit.
Seterusnya, slaid dirawat dengan laruténlp‘errfbe/za selama 1 minit untuk membezakan
pewarnaan nukleus daripad/a,l’c}tagbéfakang. Kemudian, slid dibilas dengan air selama
1 minit. Proses kebiruan dilakukan selama 1 minit bagi meningkatkan kontras nukleus
dan diikuti pembﬂasan Iair. Seterusnya, slaid direndam dalam etanol 95% selama 1
minit. Eté/no} 95% disediakan dengan 950 mL etanol tulen diukur menggunakan silinder
) pehyukat dan dimasukkan ke dalam bikar kaca dan ditambah 50 mL air suling.
“Kemudian slid direndam dengan eosin selama 45 saat untuk mewarnakan sitoplasma.
Selepas pewarnaan, slaid didehidrasi semula melalui rendaman dalam etanol 95%
selama 1 minit diikuti dua rendaman dalam etanol 100% selama 1 minit setiap satu.
Slaid kemudian dibersihkan dalam xilena sebanyak dua kali selama 2 minit dan ditutup

dengan kaca penutup menggunakan medium pemasangan.

Pemerhatian dilakukan menggunakan mikroskop Olympus yang dilengkapi
dengan perisian ZEN 2.6 Lite pada pembesaran 4%, 10x dan 40x. Bagi setiap sampel
tisu kulit mencit, lima slaid disediakan untuk tujuan pewarnaan dan sekurang-

kurangnya lima imej diambil bagi setiap pembesaran pada kawasan berbeza. Kaedah
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ini diubah suai daripada protokol kit H&E (Leica) serta kajian terdahulu (Cardiff et al.
2014).

3.17 PEWARNAAN TRIKROMA MASSON’ S

3.17.1 Alat radas

Alat radas yang di gunakan dal am peohtgpanas a an tr
(Premiere® XH [12001) Jepun, rak slaid, jar pewarnaan / Coplin jar (Sigma aldrigh@)

US, bikar kaca (PYREX®) US, si]inder penyukat (PYREX®) US, kaca rpenutup

(Topcare®) Filipina, mikroskop cahaya (Olympus®) Jepun. " -

3.17.2 Reagen o

-

v

Reagen yang digunakan dalam proses perwgmégigt r 1 k r o maadalahskisMuasson s
trichrome goldner (Bio-Optica®)_ Ifali, xilena (Merck®) Jerman, etanol tulen

(Systerm®) Malaysia, medium/ﬁé\mééangan slid (Merck®) Jerman, air suling.

e

3.17.3 Kaedah

,//

Prosedlir pewamaan trikroma masson!] salah teknik khusus yang digunakan dalam
/ histologi untuk menggambarkan gentian kolagen dalam bahagian tisu. Proses
upewarnaan ini tertakluk kepada kaedah yang di dihuraikan dalam kajian terdahulu
beserta perubah mengikut protokol kit pewarnaan Bio-Optica (Van De Vlekkert et al.).
Slaid kaca yang mengandungi tisu dipanaskan pada suhu 55760°C selama 2 jam
menggunakan plat panas untuk mencairkan lilin parafin. Slaid kemudian disusun dalam
rak slaid dan menjalani proses deparafinisasi dengan rendaman dalam xilena sebanyak
dua kali selama 2 minit setiap satu. Dua proses ini dilakukan agar lilin dapat
ditanggalkan tanpa tisu tertanggal dari slid. Seterusnya, slaid direndam dalam etanol
100% sebanyak dua kali selama 2 minit setiap sat. Ini diikuti rendaman dalam etanol

95% selama 2 minit untuk proses rehidrasi tisu.
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Selepas itu, slaid diletakkan pada rod pewarnaan dan proses pewarnaan
dimulakan dengan menambahkan reagen A dan B dalam jumlah yang sama ke atas tisu
kulit mencit dan dibiarkan selama 5 minit sebelum dibuang dengan diserap dengan
kertas tisu. Seterusnya, reagen C ditambah dan diinkubasi selama 4 minit serta diikuti
pembilasan ringkas dengan air mengalir selama 3[4 saat. Reagen D kemudian
ditambahkan dan dibiarkan selama 4 minit diikuti pembilasan dengan air. Reagen E
seterusnya digunakan dan diinkubasi selama 5 minit tanpa pembilasan. Reagen F
ditambah dan dibiarkan selama 9 minit. Slaid kemudian dibasuh dengan air mengalir,
dan keamatan warna diperiksa di bawah mikroskop. Jika perlu, reagen F diulang selama

12 minit.

Seterusnya, slaid menjalani pr;)ses dehidrasi melalui rendaman bertiir/utan dalam
etanol 95% selama 30 saat, diikuti etanol 100% sebanyak dua kali selama’1 minit setiap
satu. Slaid kemudian dibersihkan dalam xilena seb/anyai( dua kali selama 2 minit
sebelum dipasang dengan kaca penutup /méhggLfnakan medium pemasangan.
Pemerhatian dilakukan menggunakan/ m11€0skgp Olympus yang dilengkapi dengan
perisian ZEN 2.6 Lite pada perpheé@ran 4><,J10>< dan 40%. Sekurang-kurangnya lima
imej diambil bagi setiap pﬁml){cs/a;ah pada kawasan berbeza. Prosedur ini membolehkan
visualisasi dan pem'[édatp geﬁtian kolagen dalam tisu. Bagi setiap sampel tisu kulit

mencit, lima'slaid disediakan untuk tujuan pewarnaan.

“3.18 PEWARNAAN IMUNOHISTOKIMIA (IHC) UDIMER TIMINA
3.18.1 Alat radas

Alat radas yang digunakan dalam pewarnaan immunohistokimia adalah plat panas
(Premiere® XH [12001) Jepun, rak slaid, jar pewarnaan / Coplin jar (Sigma aldrich®)
US, bikar kaca (PYREX®) US, silinder penyukat (PYREX®) US, kaca penutup
(Topcare®) Filipina, ketuhar gelombang mikro (Panasonic®) Malaysia, tiub
mikroemparan (FC-BIOS®), pipet mikroliter (Eppendorf®) dan tip pipet
(Eppendorf®), mikroskop cahaya (Olympus®) Jepun.
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3.18.2 Reagen

Reagen yang digunakan dalam proses perwarnaan immunohistokimia adalah etanol
tulen (Systerm®) Malaysia, Kit immunohistokimia (Abcam®) UK, anti-Thymine
Dimer mAb, clone KTM53 (Kamiya®) US, penimbal basuhan 10x (Dako®) Denmark,

xilena (Merck®) Jerman, medium pemasangan slid (Merck®) Jerman, air suling.

3.18.3 Kaedah

Pewarnaan ini adalah untuk mengesan dimer timina atau dikenali sebagai dimer
cyclobutane pyrimidine. Dimer timina ialah sejenis lesi DNA. Dimer timina ialah
struktur abnormal yang terbentuk apabila.dua bes timina-dalam DNA terikat bersama
akibat pendedahan cahaya UV. Mengesan dimer-timina be;fungéi sebagai penanda
untuk kerosakan DNA yang disebabkan oleh UVB daiglm‘badan. Sel mempunyai
mekanisme pembaikan untuk membetulkan cﬁmer t/imina tetapi kadangkala proses
pembaikan itu sendiri boleh menyebabkan ] niﬁﬁasi’ (Mallet et al. 2016). Metodologi

pewarnaan ini mengikut kajian terdahulu dan diubah suai daripada protokol yang

disediakan oleh pembekal kit dimer imunohistokimia timin serta jumlah sel di terjemah

)

e

dalam bentuk gred’pera’tl}san\(%). Sel yang diwarnakan dikira secara manual pada setiap
imej. Peratus; sel, dimer timina dikira dengan membahagikan bilangan sel yang
menunjukkan warna coklat kehitaman dengan jumlah keseluruhan sel yang dianalisis

< dan didarab dengan 100 (Young et al. 2018).

Slaid polilisin terlebih dahulu dipanaskan pada suhu 55060°C selama 2 jam
menggunakan hot plate untuk mencairkan lilin parafin. Slaid kemudian disusun pada
rak dan direndam dalam xilena sebanyak dua kali selama 5 minit bagi proses
deparafinisasi. Seterusnya, slaid dihidrat semula melalui rendaman berturutan dalam
alkohol 100% dan 95% (dua kali setiap satu, 5 minit setiap rendaman). Proses diikuti
dengan pembilasan dalam larutan penimbal fosfat (PBS) sebanyak dua kali selama 2
minit dan air suling selama 2 minit. Untuk proses pemulihan antigen, slaid direndam
dalam penimbal sitrat 1:100. Untuk menyediakan 100 mL larutan, sebanyak 1 mL
penimbal sitrat pekat diukur menggunakan pipet dan dicampurkan dengan 99 mL air

suling. Kemudian slid dipanaskan menggunakan ketuhar gelombang mikro sehingga
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mendidih, kemudian diteruskan pemanasan selama 10 minit. Slaid dibiarkan sejuk
selama 20 minit sebelum dibilas dengan air dan PBS. Aktiviti peroksidase endogen
dihentikan menggunakan hidrogen peroksida selama 10 minit. Slide dibilasan dengan
PBS. Seterusnya, slaid dirawat dengan larutan penghalang protein selama 10 minit

untuk mengurangkan pewarnaan tidak spesifik.

Larutan antibodi primer (Anti-Thymine Dimer) disediakan dengan nisbah pencairan
1:40. Sebanyak 1 pL antibodi primer ditambah ke dalam 39 pL larutan pencair antibodi
di dalam tiub mikroemparan berlabel. Larutan kemudian dicampurkan secara perlahan
menggunakan pipet. Antibodi primer dititiskan ke atas tisu dan diinkubasi selama 1 jam
dalam keadaan gelap dan diikuti dengan bilasan menggunakan PBS. Slaid kemu/dian
dirawat dengan reagen penghalangrtambahanr (mouse specifying reagent) sebelum
inkubasi dengan antibodi sekunder konjugat HRP anti-arnab kambihg selama 15 minit.
Pewarnaan divisualisasikan menggunakan larutan /DA\B selama 5 minit. Untuk
menyediakan campuran DAB, satu titis kromggeﬁ DAB ditambahkan ke dalam kira-
kira 1.5 mL (+50 titis) penimbal substrat DAB_di dalam tiub mikroemparan. Larutan
DAB menghasilkan warna coklat pada sel po;tif. Slaid seterusnya diwarnakan dengan
hematoxylin selama 30 saat'gejh'c;g:‘ai pewarna penentang dan diikuti proses dehidrasi
melalui alkohol befi:lir1|1tan\ dan xilena sebelum dipasang dengan penutup kaca.
Pemerhatian~dilakukan menggunakan mikroskop Olympus yang dilengkapi dengan
pe/risian’ ZEN 2.6 Lite pada pembesaran 4%, 10x dan 40x. Sekurang-kurangnya lima
/ imej diambil bagi setiap slaid pada kawasan berbeza. Prosedur ini membolehkan
“visualisasi dan penilaian kerosakan DNA dalam tisu kulit. Bagi setiap sampel tisu kulit
mencit, lima slaid disediakan untuk tujuan pewarnaan. Kaedah ini diubah suai daripada
protokol kit imunohistokimia Abcam menggunakan antibodi Anti-Thymine Dimer

(clone KTM53, Kamiya).

3.19 ANALISIS STATISTIK

e r 1 Statisticnl Package for the Social Sciences | SPSS) versi 27 digunakan untuk
menganalisis semua data parameter ujian. Bagi menentukan taburan data, ujian
Shapiro-Wilk digunapakai dalam analisis ini. Data yang bertaburan normal dianalisis

dengan menggunakan ujian parametrik analisis varian satu hala (one-way ANOVA) dan
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diikuti dengan ujian Post-hoc Tukey bagi mengenalpasti kumpulan yang menunjukkan
perbezaan yang signifikan (p<0.05). Berbeza dengan data yang bertaburan tidak
normal, ujian Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U dan Wilcoxon Signed-Rank pula
digunapakai dalam menganalisis data. Nilai p<0.05 diterima sebagai signifikan dan data

dinyatakan sebagai nilai purata + ralat piawai (SEM) di dalam setiap graf.



BAB IV

DAPATAN KAJIAN

4.1 PEMERHATIAN KULIT FIZIKAL

4.1.1 Pemerhatian visual eritema

Gambar 4.1 menunjukkan perbandingan keadaan kulit antara kumpulan mencit. Maaﬁu RN

pemerhatian visual, kur'r_lyﬂan_kawﬂﬁwm'ﬁeﬁwla@ menunjukkaq”k'\lémb’apan

kulit dan kemerahan eritema berbanding kumpulan Sham dan toE k@\ A

%%EIEIIEI BRERRERI

a ™
JGam‘t?ar 4.1 menunjukkan perbandingan keadaan kulit setelah 10 hari rawatan mengikut 5 kumpulan

mencit.

Sham = Kuit normal tanpa pendedahan UVB dan tanpa rawatan.

Kawalan = Kulit terdedah kepada UVB tanpa rawatan.

CA = Kulit terdedah kepada UVB dan dirawatan dengan ekstrak CA (oral, 500mg/kg).

Heliocare® = Kulit terdedah kepada UVB dan dirawat dengan Heliocare® (oral, 200mg/kg).

Topikal = Kulit terdedah kepada UVB dan dirawat dengan formulasi topikal (Sunplay Skin

Aqua SPF50+).

Grd4B1 menunjukkanskor eritemaberdasarkanl!ln
(1 GAB s el epas KOrmpuliarnaBvmammencatatkanskor O
menunjukkanRBadatandaerikemdatlenkeaunkonkkkalk

terB@nggi iaituBl.00+0.42, menandakantahape
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sel epas pendkeudmphuddmhW Bnj ukkanpenurunantket a
eritemakepadal. 17 = 0.kia@&dbleab.a Ktd miplgdklump ul ar
mencatatkanskor palingrendahdal amka.l angan
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Graf 4.1 menunjukkan pérba dingan eritema secara visual antara 5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan
dalam min + SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s c*
ht. AV .

s= sighiﬁkaﬁ)o'erbanding sham (p <0.05)

-

o= signifikan berbanding kawalan (p < 0.05)
~h = signifikan berbanding heliocare (p < 0.05)
t = signifikan berbanding topikal (p < 0.05)

4.1.2 UKkuran ketebalan kulit mencit

Ketebalan kulit dapat dilihat di graf dalam Graf 4.2. Kumpulan sham yang tidak
terdedah kepada UVB dan tidak menerima rawatan mempunyai ketebalan kulit purata
terendah iaitu 0.86 + 0.1 mm. Sebaliknya, kumpulan kawalan yang terdedah kepada
UVB tanpa rawatan menunjukkan ketebalan kulit purata tertinggi pada 1.52 + 0.35 mm.
Ini menandakan penebalan kulit yang signifikan akibat UVB (p = 0.001+ berbanding

sham). Rawatan dengan CA dan topikal menghasilkan ketebalan kulit purata hampir
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kepada normal yang masing-masing 0.91 = 0.04 mm dan 0.93 + 0.008 mm. Kedua-
duanya menunjukkan perbezaan yang signifikan berbanding kawalan (p = 0.001<).
Sementara itu, kumpulan Heliocare® dengan ketebalan kulit purata 1.55 = 0.03 mm
menunjukkan peningkatan ketebalan kulit yang serupa dengan kawalan. Ketebalan ini
meningkat dengan signifikan berbandingan CA4 dan topikal (p = 0.001). Kajian ini
menunjukkan bahawa rawatan CA dan topikal dapat mengurangkan ketebalan kulit

kepada ukuran yang normal kumpulan Sham.

Ketebalan kulit

1.5 e
€ c*h -
é i i |

Sham Kawalan “ Heliocare® Topikal
K PJoLLA\I
= A L

Graf 4.2 menunjukkan perbandingan ketebalan kulit anfara 5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan dalam
min + SEM ditunjukkan untuk setlap lgxmpuLan Slgnlﬁka51 statistik ditunjukkan oleh anotasi s c* h.

s = signifikan berbanding sham (p <,9.05)’
) Va4
= signifikan berbanding kawalan (p < 0.05)
h = signifikan Ee,rbailding helgocare (p <0.05)

- v, >y

-~

9 Zl.i.3 Tahap kehilangan air transepidermal (TEWL)
Kumpulan Sham mencatatkan nilai TEWL purata terendah iaitu 13.15 = 7.7 g/m?h,
manakala kumpulan kawalan menunjukkan nilai tertinggi sebanyak 68.12 £+ 5.4 g/m?h
dalam Graf'4.3. Kumpulan C4 mencatatkan nilai 38.42 + 8.7 g/m?/h, lebih rendah secara
signifikan berbanding kawalan (p = 0.0002=) tetapi masih lebih tinggi daripada Sham
(p = 0.0014+). Kumpulan Heliocare® menunjukkan nilai 39.52 + 16.9 g/m?/h. Ini tidak
berbeza secara signifikan dengan C4 (p = 0.9997+), namun lebih tinggi daripada Sham
(p = 0.0008+) dan lebih rendah daripada kawalan (p = 0.0003+). Kumpulan topikal
mencatatkan nilai 17.32 + 5.9 g/m%h, lebih rendah daripada CA4 dan Heliocare®.
Manakala, lebih tinggi daripada Sham (p = 0.0084+), tetapi jauh lebih rendah secara
signifikan berbanding kawalan (p < 0.0001). Kajian menunjukkan bahawa CA,
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Heliocare® dan topikal dapat mengurangkan TEWL berbanding kawalan. Namun,
topikal dapat mengurangkan kadar TEWL lebih baik dari CA dan Heliocare®.

Kehilangan air transepidermal
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Graf4.3 menunjukkan perbandingan kehilangan air transepidermal antara 5 kumpulan mencit. Nilai
dinyatakan dalam min + SEM/ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi stat1st1k ditunjukkan oleh
anotasi s c* c. .

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05)

c* = signifikan berbanding kawalan (p < 0.05) a N
¢ = signifikan berbanding CA (p < 0.05) < ™Y
- 1// j
@ et
P
Avie
v

4.1.4 Nilai eritema dan melanin
-

Graf 4.4 9emnjﬁ}kan plerbandingan bacaan eritema pada kulit antara kumpulan sham,
kawalan, C4, heliocare® dan topikal selepas 10 hari rawatan. Rajah 4.4 menunjukkan
“ bacaan eritema bagi kumpulan kawalan mencatatkan purata eritema tertinggi iaitu
“357.39 + 36.02 a.u., manakala kumpulan sham yang tidak terdedah kepada UVB
menunjukkan nilai lebih rendah iaitu 233.00 + 38.82 a.u. Kumpulan C4 menunjukkan
penurunan nilai eritema kepada 317.72 £ 77.54 a.u. berbanding kumpulan kawalan.
Namun, perbezaan ini tidak signifikan secara statistik (p = 0.7885+). Kumpulan topikal
mencatatkan purata 318.56 + 62.34 a.u. Ini hampir sama dengan CA dan juga tidak
menunjukkan perbezaan signifikan (p = 1.0000<).

Manakala, kumpulan Heliocare® mencatatkan purata 356.72 + 75.68 a.u., hampir setara
dengan kumpulan kawalan dan tidak menunjukkan perbezaan signifikan (p = 1.0000<).
Secara keseluruhan, walaupun terdapat trend penurunan eritema dalam kumpulan CA

dan topikal, perubahan tersebut tidak signifikan secara statistik.
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Eritema
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menunjukkan perbandingan eritema antara 5 kumpulan mencit Nilai dinyatakan dalam min £

SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s.

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05)
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Graf 4.5 menunjukkan perbandingan penghasilan melanin antara 5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan
dalam min = SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan.
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4.1.5 Nilai penghidratan kulit

Kumpulan sham menunjukkan tahap penghidratan kulit purata tertinggi sebanyak 66.03
+ 9.4. Kumpulan kawalan mencatatkan tahap penghidratan purata yang jauh lebih
rendah iaitu 17.58 + 5.65 dalam Graf 4.6. Ini menunjukkan dehidrasi kulit yang ketara
akibat kerosakan UVB (p < 0.0001). Kumpulan CA menunjukkan peningkatan
penghidratan dengan purata 30.53 + 12.32, lebih tinggi daripada kumpulan kawalan
tetapi masih lebih rendah berbanding kumpulan sham (p < 0.0001). Walaupun terdapat
peningkatan berbanding kawalan, ia tidak signifikan secara statistik (p = 0.1751).
Kumpulan Heliocare® dan topikal masing-masing mempunyai tahap penghidratan
purata 24.07 £ 10.05 dan 24.89 + 9.94 tetapi tidak berbeza secara signifikan dgripaaa
CA (p=0.7778 dan p = 0,8506) danmasih jauhlebih rendah daripada kumﬁuiari:sham
(p < 0.0001). Oleh itu, CA, Heliocare® dan topikal tidak mengeka}kan/pénghidratan

kulit. \
- /‘\‘\
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Graf 4.6 menunjukkan perbandingan penghidratan antara 5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan dalam
min + SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s.

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05)

4.1.6 Pemerhatian keasidan Kkulit

Graf 4.7 menunjukkan perbandingan nilai pH kulit selepas 10 hari rawatan. Kumpulan
Sham mencatatkan pH purata 3.61 + 0.37. Ini menunjukkan keadaan kulit yang sihat
dan berasid. Kumpulan kawalan menunjukkan peningkatan signifikan kepada 4.76 +
0.19 (p < 0.0001), menandakan gangguan fungsi lapisan kulit akibat UVB. Kumpulan
CA mengekalkan pH pada 3.63 + 0.52. Dapatan ini hampir sama dengan Sham (p =
1.0000), ini menunjukkan kesan perlindungan terhadap perubahan pH. Sebaliknya,
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kumpulan Heliocare® dan topikal mencatatkan pH lebih tinggi iaitu 5.72 £ 0.11 dan
5.94 £ 0.14, yang signifikan lebih tinggi berbanding Sham dan CA4 (p < 0.0001). Nilai
pH Heliocare® juga lebih tinggi berbanding kawalan (p = 0.0001), manakala tiada
perbezaan signifikan antara Heliocare® dan topikal (p = 0.7284). Oleh itu,kajian ini
menunjukkan bahawa CA4 dapat mengekalkan pH berbanding Heliocare® dan topikal.

pH

8

6 c* h i

5 4
2 i
0 , .
Sham - Kawalan Hellecare® % Toplkal

KUMPULAN L, - <

Graf 4.7 menunjukkan perbandingan nilai pH kulit antara 5 kumpul anmencit. Nilai dinyatakan
dalam min + SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan, /Slgnlﬁkas1 ‘statistik ditunjukkan oleh

anotasi s c* h t. // \
A

s= signiﬁkan berbanding sham (p < 0.05) _

= signifikan berbanding kawala}(p/\o .05)
h = signifikan berbanding hehooare “@< 0. 05)
t = signifikan berbal}dmg topﬁkal (p <0.05)

0=

- ‘/ ¢

V.

-

4.2 PEMERHATIAN HISTOLOGI

4.2.1 Kumpulan Sham

Histologi kumpulan Sham dalam Gambar 4.2 menunjukkan struktur histologi kulit yang
normal dengan susunan epidermis dan dermis yang teratur. Struktur apendej tambahan
seperti folikel rambut, kelenjar sebum dan kelenjar peluh dapat dikenal pasti dengan
jelas. Tiada tanda infiltrasi sel radang, edema atau perubahan morfologi tisu

diperhatikan.
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Folikel rambut

Gambar 4.2 menunjukkan histologi kulit kumpulan Sham menunjukkan morfologi kulit yang normal
tanpa perubahan patologi. Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin (H&E), objektif 40x; skala bar = 100

pm.

4.2.2 Kumpulan Kawalan
- /\\
C \\

Gambar 4.3 Perubahanyslg_l_og—ifkmﬁpulq;rka'wa'lan\;ang{etara selepas%pe\ de;l;ahan
UVB. Penebalan epidermis, edema subepidermis serta kehadiianye\l radang seperti

1 selaran matahari

neutrofil dapat diperhatikan. Selain itu, terdapat juga keh‘dlra

T
Gambar 4.3 menunjukkan histologi kulit kumpulan kawalan selepas pendedahan UVB menunjukkan

perubahan morfologi yang ketara berbanding kumpulan Sham. Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin
(H&E), objektif 40x; skala bar = 100 um.

4.2.3 Kumpulan CA4

Struktur histologi kulit Kumpulan CA4 diperhatikan dalam [Ja mb a ryang.lebih
terpelihara berbanding kumpulan kawalan. Epidermis kelihatan lebih teratur dengan
pengurangan tanda keradangan. Struktur apendej tambahan seperti folikel rambut,
kelenjar sebum dan kelenjar peluh masih dapat dikenal pasti dengan jelas. Ini

menunjukkan kesan perlindungan terhadap kerosakan tisu.



58

AR A 5. TN ) W "
f Kelenjarsebum

-.,‘77

o

| Folikelrambut ’

Gambar 4.4 menunjukkan histologi kulit kumpulan C4 selepas 10 hari rawatan menunjukkan struktur

kulit yang lebih terpelihara berbanding kumpulan kawalan. Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin (H&E),
objektif 40x; skala bar = 100 um.

‘lu mp u Mealni dlc _g/r‘_e"'/v\’\_ . r:\

Histologi kulit kumpulil Heliocare® di Gambar 4.5 &1h menunjukkan beberapa

perubahan histologi akibat pendedahan UVB. Keh radang seperti neutrofil dan
sel selaran matahari dapat diperhatikan dale\fﬁ,e,p

apendej tambahan masih dapat dlke@ tetapi susunan tisu kelihatan kurang teratur

berbanding kumpulan SI grfl %d

is dan dermis. Walaupun struktur

Gambar 4.5 menunjukkan histologi kulit kumpulan Heliocare® selepas 10 hari rawatan menunjukkan
perubahan morfologi kulit yang masih ketara selepas pendedahan UVB. Pewarnaan Hematoksilin dan
Eosin (H&E), objektif 40x; skala bar = 100 pm.

Tumpulami k al

Kumpulan topikal menunjukkan perubahan histologi sederhana dengan kehadiran

edema subepidermis dan beberapa sel radang dalam dermis dalam Gambar 4.6. Sel
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selaran matahari juga dapat diperhatikan dalam epidermis. Walau bagaimanapun,
struktur apendej tambahan kulit seperti kelenjar peluh dan salur darah masih dapat

dikenal pasti.

Sel selaran matahan !
SRV N :

Gambar 4.6 menunjukkan histologi kulit kumpulan topikal selepas 10 har1/rawatan menunjukkan
perubahan morfologi kulit akibat pendedahan UVB. Pewarnaan Hematoksylin® dan-Eosin (H&E), objektif
40x; skala bar=100 um. -

4.2.4 Ukuran ketebalan epidermis . ( - ?\

-

Dalam Graf 4.8 menunjukkan-ku :ﬂan sham mempunyai ketebalan epidermis purata
terendah sebanyak /3 15 gf& um. Sebaliknya, kumpulan kawalan yang terdedah
kepada UVB ﬁnpa ra.watan menunjukkan ketebalan epidermis purata tertinggi
sebanyak/ 78. fl + 14.0 pm. Penebalan ini berbeza secara signifikan berbanding sham
(p<0. OOOl) Kumpulan CA yang dirawat selepas pendedahan UVB mempunyai

_ketebalan epidermis purata sebanyak 35.27 = 13.9 pm. la lebih rendah secara signifikan

berbanding kawalan (p = 0.0002). Ini menunjukkan keberkesanan CA dalam
mengurangkan penebalan akibat UVB tetapi masih lebih tinggi daripada sham.
Kumpulan heliocare mempunyai ketebalan purata 57.74 + 21.6 pm lebih rendah
daripada kawalan tetapi lebih tinggi daripada CA dengan perbezaan dari CA tidak
signifikan secara statistik (p = 0.0718). Kumpulan topikal pula menunjukkan ketebalan
purata 35.70 um serupa dengan CA tanpa perbezaan signifikan antara kedua-duanya (p
= 1.0000). Kajian menunjukkan bahawa CA dan topikal dapat mengurangkan ketebalan

epidermis berbanding kawalan.
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Graf 4.8 menunjukkan perbandingan ketebalan lapisan epidermis kulit antara 5 kumpulan mencit. Nilai
dinyatakan dalam min = SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh
anotasi s c*.

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05)
c* = signifikan berbanding kawalan (p < 0.05) r (=
t = signifikan berbanding topikal (p < 0.05) {

4.2.5 Pemerhatian pembentukan sel selaran niatahari
el A 7

Kumpulan sham mempunyai pura:ta/sl;or Selgelaran matahari sebanyak 0 seperti yang
dilihat dalam Graf 4.9 yerng/menunjukkan tiada kerosakan akibat UVB dan kulit
berfungsi dengan balk §ebahknya kumpulan kawalan menunjukkan purata skor sel
selaran matahari tertinggi sebanyak 2.33 +0.51. Ini mencerminkan kerosakan kulit yang
ketara d/an/p‘erbezaan secara signifikan berbanding sham (p < 0.0001). Kumpulan CA4
\ ;nempunyai purata skor sel selaran matahari sebanyak 0.83 + 0.41. Ia lebih rendah
J‘daripada kawalan (p = 0.0000) tetapi masih berbeza daripada sham (p = 0.0262). CA
menunjukkan keberkesanan dalam mengurangkan pembentukan sel selaran matahari
akibat UVB. Kumpulan Heliocare® mempunyai purata skor sel selaran matahari
sebanyak 1.5 £ 0.55. Ini lebih rendah daripada kawalan tetapi lebih tinggi daripada CA.
Keberkesanan yang sederhana dapat dilihat dalam mengurangkan sel selaran matahari
(p = 0.0262). Kumpulan topikal mempunyai purata skor sel selaran matahari sebanyak
2.33 £ 0.516. Nilai ini sama dengan kawalan yang menunjukkan bahawa rawatan
topikal tidak berjaya mengurangkan pembentukan sel selaran matahari. Oleh itu kajian
menunjukkan CA4 dan Heliocare® dapat mengurangkan sel selaran matahari berbanding

topikal.
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Graf 4.9 menunjukkan perbandingan sel selaran matahari antara 5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan
dalam min = SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s c¢*
t.

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05)
c* = signifikan berbanding kawalan (p < 0.05) r (=
t = signifikan berbanding topikal (p < 0.05) : {

4.2.6 Pemerhatian kewujudan neutrofil A

Graf 4.10 menunjukkan perbandingan. pényijsuéan neutrofil dalam kulit antara
kumpulan sham, kawalan, CA4, ygf\:lﬁ)‘c;lre® &gn topikal selepas 10 hari rawatan. Hasil
kajian mendapati kumpulan sham J;nempunyai tahap penyusupan neutrofil sebanyak 0.
Ini menunjukkar’l/ tiada /k?radén;m. Sebaliknya, kumpulan kawalan menunjukkan tahap
penyusupgn/:t}euzroﬁl skor tertinggi sebanyak 1.67 + 0.82 yang menandakan
keyadangaﬁ/yang ketara (p < 0.0001). Kumpulan CA yang dirawat selepas pendedahan
_“UVB juga menunjukkan tahap penyusupan neutrofil sebanyak 0. Nilai ini jauh lebih
“rendah berbanding kumpulan kawalan (p = 0.0001). Ini menunjukkan keberkesanan C4
dalam mencegah keradangan. Kumpulan heliocare mempunyai tahap skor penyusupan
neutrofil sebanyak 1.33 + 0.82 . Penyusupan ini lebih rendah daripada kawalan tetapi
lebih tinggi daripada CA. Perbezaan ini tidak signifikan secara statistik (p = 0.7956)
yang menunjukkan keberkesanan sederhana. Kumpulan topikal pula mempunyai tahap
skor penyusupan neutrofil sebanyak 1.00 + 0.82 . Ia lebih rendah daripada kawalan dan
heliocare® tetapi lebih tinggi daripada CA dan sham (p = 0.0195). Ini menunjukkan
tahap perlindungan yang sederhana terhadap keradangan yang disebabkan oleh UVB.
Oleh itu, C4 dapat mengurangkan penyusupan neutrofil berbanding Heliocare® dan
topikal.
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Graf 4.10 menunjukkan perbandingan penyusupan neutrofil antara 5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan
dalam min £ SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s c*h
t.

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05)

= signifikan berbanding kawalan (p < 0.05) -
h = signifikan berbanding heliécare (p < 0.05) { -
t = signifikan berbanding topikal (p-<-0.05) o >
- /‘\‘\
- |- G.\°
4.2.7 Penilaian apendej kulit e S
- et

Kumpulan sham dan C4 me /utr ykkan tahap kemusnahan purata skor sebanyak 0. Ini
menandakan tiada kerosakanpa&a appendeJ kulit dan menunjukkan pengekalan integriti
dan menghalangr keroshkan. Sebaliknya, kumpulan kawalan menunjukkan tahap
kemusnah@n/pur;’fa skor sebanyak 2.67 £ 0.52 yang merupakan kerosakan yang ketara
) pada épendéj kulit dengan perbezaan signifikan secara statistik berbanding kumpulan
~sham dan C4 (p < 0.0001). Ini mengesahkan kesan perlindungan CA. Kumpulan
Heliocare® mencatatkan tahap kemusnahan purata skor sebanyak 2.17 + 0.41. laitu
sedikit lebih rendah daripada kumpulan kawalan tetapi masih menunjukkan kerosakan
yang ketara pada apendej kulit dengan perbezaan signifikan secara statistik berbanding
kawalan (p = 0.0495). Pemerhatian ini juga mencadangkan Heliocare® memberikan
perlindungan yang kurang berkesan berbanding C4. Kumpulan topikal mempunyai
tahap kemusnahan purata skor tertinggi sebanyak 3.0 yang jauh lebih tinggi daripada
kumpulan lain (p < 0.0001). Hasil kajian dapat diperhatikan dalam graf dalam Graf
4.11. Secara kesuluruhan, CA mengurangkan kerosakkan apendej berbanding

Heliocare® dan topikal.
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Graf 4.11 menunjukkan perbandingan kerosakkan apendej antara 5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan
dalam min + SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s c*c
ht.

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05)

c* = signifikan berbanding kawalan (p < 0.05) =
¢ = signifikan berbanding CA(p<0.05) { -
t = signifikan berbanding topikal (p-<-0.05) -\ >

o

4.2.8 Penilaian edema subepidermal pada}ulfL
<l A 7

L et

Graf 4.12 menunjukkan perbaudméan edema subepidermal antara kumpulan sham,
kawalan, CA, heliocare@ﬂgﬁ 2;c;pikal selepas 10 hari rawatan. Kumpulan sham
mempunyai tahap «efdér/na} sul;epidermal purata skor sebanyak 0. Ini menunjukkan tiada
pembeng’kal{an’ di kawasan epidermal dan kulit sihat tanpa edema. Sebaliknya,
kump’ulén /kawalan yang terdedah kepada UVB tanpa rawatan menunjukkan tahap
- /edema subepidermal purata skor sebanyak 0.33 + 0.52. Edema akibat pendedahan UVB
J‘tiada perbezaan ketara daripada kumpulan sham (p = 0.3132). Kumpulan C4 dan
Heliocare® mempunyai tahap edema subepidermal purata skor sebanyak 0. Ini sama
seperti kumpulan sham yang menunjukkan keberkesanan dalam mencegah
pembentukan edema subepidermal. Sebaliknya, kumpulan topikal mempunyai tahap
edema subepidermal purata skor tertinggi sebanyak 1.17 & 0.41 yang jauh lebih tinggi
daripada semua kumpulan lain (p <0.0001). Rawatan menunjukkan CA4 dan Heliocare®

dapat mengurangkan edema berbanding topikal.
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Graf 4.12 menunjukkan perbandingan edema subepidermal antara 5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan
dalam min + SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s c*c
h.

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05)

c* = signifikan berbanding kawalan (p < 0.05) 1 -
¢ = signifikan berbanding CA (5 < 0.05) { -
h = signifikan berbanding heliocare (p.<.0.05) a O
L™
4.2.9 Pemerhatian skuamasi sel basal C.\~
D
- et

Kumpulan Sham, kawalan, C4, jignTHeliocare® semuanya mempunyai tahap skuamasi
purata skor sebanyak 0. Keéd/zi/a’yv;{énunjukkan tiada skuamasi yang diperhatikan dalam
sel basal di kalyangaiﬁ/ iﬂ}mpl\llan ini. Oleh itu, ini mencadangkan bahawa kumpulan-
kumpulgg/tefsebﬁt mempunyai keadaan kulit yang normal tanpa kerosakan histologi sel
basalf Hasrt kajian dapat diperhatikan dalam graf dirajah Graf 4.13. Sebaliknya,
- kumpulan topikal menunjukkan tahap purata skor skuamasi sebanyak 2.0 yang jauh
J‘lebih tinggi daripada semua kumpulan lain (p < 0.0001) dan menunjukkan bahawa
rawatan topikal menyebabkan skuamasi sel basal yang ketara. Dapatan ini
mencadangkan bahawa rawatan pengunaan seiring CA dengan produk pelindung

matahari topikal mungkin dapat menghalang iritasi yang disebabkan bahan aktif

pelindung matahari topikal didedahkan pada UVB.
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Graf 4.13 menunjukkan perbandingan skuamasi sel basal antara 5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan
dalam min + SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasi s c*c
h.

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05) .
c* = signifikan berbanding kawalan (p < 0.05) ~f <

N
¢ = signifikan berbanding CW—' \ - // .
h = signifikan berbanding heliocare-(p-<-0.05) - // \ %

\ A \
N
v
4.2.10 Penilaian kolagen Qﬂx
ol A~
"‘\\)’\ N

a. Kumpulan Sham B ‘

Struktur histologi kulit Kuinipulan Sham diperhatikan dalam Gambar 4.7 menunjukkan

keadaan yang mormal tanpa perubahan patologi. Ikatan kolagen di dermis jelas

. e . .
dlyvay/nakan birudenganpewarnaan [0rikroma [Ja

- juéa kelihatan tinggi ﬁenunjukkan integriti matriks ekstraselular yang baik. Ini

-

—~mencerminkan struktur kulit yang sihat tanpa degradasi kolagen.

Gambar 4.7 menunjukkan histologi kulit kumpulan Sham menunjukkan struktur kulit yang normal tanpa
perubahan patologi. Ikatan kolagen dalam dermis yang diwarnakan biru oleh pewarnaan Trikroma
[Ja s s o n ktif40xpskala lear = 100 pm.
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b. Kumpulan Kawalan

Gambar 4.8 menunjukkan struktur histologi kulit Kumpulan kawalan. Dalam
pewarnaan [lrikroma [lassonlls, pengurangan ¢
menunjukkan penurunan kandungan kolagen dalam dermis. Ikat kolagen dalam
kumpulan kawalan berketumpatan rendah. Ini menandakan degradasi matriks
ekstraselular dan keadaan ini mencerminkan kerosakan struktur kulit akibat pendedahan

UVB.

lengufanganpewarnaanbirubagiikatankolagetifdal amd.
40x;_skala bar= 100 um.

o T\

L Kumpulan CA4

Btruktur histollddkadllGaimbt them@o)] akkankeadaan
kol agenyanglebihterpeliharaberbandingkun
l ebi hBnggi. I ni menunjukkanpengurangandegr
ekstraselular. Keadaanini mencer mimkankesan

kerosakankulitakibat pendedahanUVB.
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Gambar 4.9 menunjukkan histologi kumpulan C4 menunjukkan strulelE kulit yang lebih terpelihara

dengan peningkatan pewarnaan biru bagi ikatan kolagen dalam dermis. Ikatan kolagen kelihatan
berketumpatan lebih tinggi. [Je wa r na an [r i k r kiifid@x;skalsbare l00sm, o b j e

o
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Gambar 4.10 menunjukkan histologi kumpulan Heliocare® menunjukkan struktur kolagen yang
terpelihara. Ikatan kolagen kelihatan berketumpatan tinggi. [Je war na an [Or i k r ktifid@;Ja s s on [J
skala bar = 100 pm.

e. Kumpulan Topikal

Struktur histologi kulit kumpulan topikal dalam Gambar 4.11 menunjukkan

pengurangankandungankolagendal amder mis . C
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pewarnaan biru bagi ikatan kolagen adalah minimum. Ini menandakan ketumpatan
kolagen yang rendah. Serabut kolagen kelihatan tidak tersusun dan terurai menunjukkan
degradasi matriks ekstraselular. Keadaan ini mencerminkan pemulihan kolagen yang

kurang berkesan berbanding kumpulan rawatan lain.

Gambar 4.11 menunjukkan histologi kumpulan topikal menunjukkan strukiur kolagen yang berkurangan.
Ikatan kolagen kelihatan berketumpatan rendah.  'Je wa r n a%@.n [Ir i k r ktifd@x;skalsbaro n [Js , ob

=100 um. = VX@
Hasil penilaian tahap kolagen ditunjukl;aln/ @;ﬁ;\ graf di Graf 4.14. Tahap kolagen
dalam kumpulan sham digunik%f?sgbagai :rujukan asas yang menunjukkan nilai purata
skor 1.83 = 0.75. Ini m/eneef \ 11 keadaan kulit normal tanpa pendedahan UVB atau
rawatan. Bagi k}m@amkawalan yang didedahkan kepada UVB tetapi tidak menerima
sebaran/g> }avv/dtan:tahap kolagen yang lebih rendah direkodkan (purata skor 1.5 = 0.55)
Perbzfnding/kumpulan sham. Walaupun begitu, perbezaan ini tidak signifikan secara
o st\eitistik (p = 0.7442). Kumpulan CA dan Heliocare® menunjukkan peningkatan yang
Jketara dalam tahap kolagen (purata 3 bagi setiap kumpulan). Peningkatan ini signifikan
secara statistik berbanding kumpulan kawalan (p = 0.0001 untuk kedua-dua CA4 dan
Heliocare® vs. kawalan) dan tiada perbezaan signifikan antara kedua-dua rawatan ini
(p = 1.0000). Kumpulan topikal yang menerima rawatan selepas pendedahan UVB
mencatatkan tahap kolagen yang lebih rendah (purata skor 0.67 + 0.52) berbanding
kumpulan CA dan Heliocare®. Kajian mendapati rawatan CA4 dan Heliocare® dapat

mengekalkan tahap kolagen berbanding rawatan topikal.
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Graf 4.14 menunjukkan perbandingan kandungan kolagen antara 5 kumpulan mencit. Nilai dinyatakan
dalam min + SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh anotasis c*

th.

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05)

c* = signifikan berbanding kawalan (p < 0.05)
¢ = signifikan berbanding CA(p<0.05)

. v -

t = signifikan berbanding topikal (p<0.05) o

h = signifikan berbanding heliocare (p < 0.05)

= € 4 > 2
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4.2.11 Pemerhatian pembentukan dimer timina
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Gambar 4.12 menunjukkan histologi kumpulan Sham menunjukkan struktur kulit yang normal tanpa sel
selaran matahari. Pewarnaan Immunohistokimia (dimer timina), objektif 40x; skala bar = 100 um.

RN

a. Kumpulan Kawalan .
. J

(‘\
AN
t rukt ur h kusntpoulkaagre IkaunIGjaarhtnamn%éb(nh@\j uk kan

kehadiransel seIaranmataQar' yvangjel as dal g

i munohistoki mia, s el % warnai cokl at men:
sel aranmatahari d

l ngmk krepuilhan @Bhamr Re

epi der mi s, nenan /a\tt\ankerosakansel akibat pe

Gambar 4.13 menunjukkan histologi kumpulan kawalan menunjukkan struktur kulit yang didedahkan
kepada UVB. Sel selaran matahari dapat diperhatikan memenuhi kawasan pemerhatian. Pewarnaan
Immunohistokimia (dimer timina), objektif 40x; skala bar = 100 pm.

b. Kumpulan CA4
Kumpuhdanl Gantmb arme.nuhj ukkanpenguranganbil ar

matahari ber bakendviadg kum@mdlaanmnpewar naani munoh

sedi kit sel yangdiwarnai cokl at dapat di per ha
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sel selaranmatahari jugakelihatanberkurang
menunj ukkankesanperlindunganrawatandal am

pendedahanUVB.

'\‘f/

pat= %2 L — - - \
Gambar 4.14 menunjukkan histologi kumpulan C4 menunjukkan struktur kulit ahgdidédahkan kepada
UVB. Sel selaran mataharli dapat diperhatikan tetapi kurang dari kumpula  “kawalan. Pewarnaan
Immunohistokimia (dimer timina), objektif 40%; skala bar = 100 p \ N

c. Kumpulan Heliocare® S?F

Gambarmknuimj uk ka@n ehadiransel selaranmatalt

S
pada Kumpul,arr@e’l'iocare‘g. Beberapasel yang di
e N

namun bil/éngannyalebihrendahberbanding k un
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RN\
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Gambar 4.15 menunjukkan histologi kumpulan Heliocare® menunjukkan struktur kulit yang didedahkan
kepada UVB. Sel selaran matahari dapat diperhatikan tetapi kurang dari kumpulan kawalan. Pewarnaan
Immunohistokimia (dimer timina), objektif 40x; skala bar = 100 pm.
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d. Kumpulan Topikal

Sel selaran matahari dalam jumlah yang rendah dalam lapisan epidermis didapati dalam
Gambar 4.16 bagi kumpulan topikal. Dalam pewarnaan imunohistokimia, hanya sedikit
sel yang diwarnai coklat dapat diperhatikan berbanding kumpulan kawalan. Taburan
sel selaran matahari adalah terhad dan tidak meluas. Keadaan ini menunjukkan kesan
perlindungan rawatan topikal dalam mengurangkan kerosakan sel akibat pendedahan

UVB.
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Gambar 4.16 menunjukkan histole”g‘i‘kﬁylpulan topikal menunjukkan struktur kulit yang didedahkan
kepada UVB. Sel selaran n/latzhgr\i ﬁ/gpét diperhatikan tetapi kurang dari kumpulan kawalan. Pewarnaan
Immunohistokimia (dimer timina), objektif 40x; skala bar = 100 pm.
- |

PRo\e

Graf 4.14 r/n/enunjukkan kumpulan sham yang tidak terdedah kepada penyinaran UVB

o ;iada pembentukan dimer timina (purata = 0%). Kumpulan ini berfungsi berfungsi asas
Jperbandingan. Sebaliknya, kumpulan kawalan yang terdedah kepada UVB tanpa
rawatan menunjukkan tahap dimer timina tertinggi (purata = 55 + 18.14%). Kumpulan
ini mengalami kerosakan DNA yang ketara dengan tahap yang jauh lebih tinggi
berbanding semua kumpulan lain (p < 0.001). Kedua-dua rawatan C4 dan Heliocare®
mengurangkan tahap dimer timina dengan ketara berbanding kumpulan kawalan,
dengan nilai min masing-masing 20.5 £ 11.13% dan 43 £+ 19.95%(p = 0.0012) untuk
kedua-duanya). Kumpulan ini menunjukkan keberkesanan rawatan dalam
mengurangkan kerosakan DNA akibat UVB. Kumpulan topikal juga menunjukkan
pengurangan dalam dimer timina (purata = 7.33 + 10.63%) berbanding kumpulan

kawalan. Pengurangan dimer timina lebih ketara pada CA4 dan topikal berbanding

kawalan.
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Graf 4.14 menunjukkan perbandingan pembentukan dimer timina antara 5 kumpulan haiwan. Nilai

dinyatakan dalam min + SEM ditunjukkan untuk setiap kumpulan. Signifikasi statistik ditunjukkan oleh
anotasi s c* t h.

s = signifikan berbanding sham (p < 0.05) o
c* = signifikan berbanding kawalan (p < 0. 05) . (-
. e —— - >y
t = signifikan berbanding topikal (p < 0. 05) S ——\ . >
h = signifikan berbanding heliocare-(p-<-0.05) - 0 > \ %
A
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PERBINCANGAN

5.1 PENDAHULUAN

Sinaran UVB mempunyai panjang gelombang yang khusus iaitu 280-315 nm.
Gelombang UVB lebih pendek tetapi ia membawa lebih banyak tenaga daripada UVA.
Gelombang ini juga hanya menyumbang kira-kira 5% daripada sinaran UV yang
mencapai permukaan Bumi (Mancebo & Wang 2014). Walaupun tahap (;apa/idﬁflebih
rendah, UVB amat berbahaya kerana ia terutamanya menjejaskan epidérmis leIpisan
paling luar kulit. Sinaran UVB adalah punca utama selaran matahari iaiﬁi tindak balas
yang menyakitkan terhadap pendedahan yang berlebihaﬁ.\i,ebih kritikal, sinaran UVB
berpotensi merosakkan DNA dalam sel kulit sep_elré lanésung. Ini menjadikannya faktor
penting dalam perkembangan kanser. kulg:tefﬁlasuk karsinoma sel basal (BCC),
karsinoma sel skuamosa (SCQ%’;dg;lz1nelanoma yang merupakan bentuk kanser kulit
yang paling berbahaya (Mét»sfmuf‘a & Ananthaswamy 2004; Narayanan et al. 2010).
Oleh kerana kesa’rfri/ya yang kuat, melindungi daripada pendedahan UVB melalui
penggupaa’n/i)elirrldung matahari seperti pakaian pelindung dan langkah-langkah lain

adaIah penting dalam mencegah selaran matahari dan mengurangkan risiko kanser kulit.

Kajian ini memberi tumpuan kepada kesan kerosakkan UVB kerana sinaran ini
mempunyai kesan terus kepada DNA dan menyebabkan kerosakkan DNA. Kerosakan
ini membawa kepada mutasi DNA yang menjadi permulaan pelbagai jenis kepada
kanser kulit jika tidak ditangani dengan baik. Selain itu, UVB mempunyai potensi
karsinogenik yang tinggi dimana mutasi berkemungkinan melibatkan gen yang
mengawal pertumbuhan dan pembahagian sel seperti pS3 penekan tumor (Carvalho et
al. 2024). Mutasi ini membawa kepada pertumbuhan sel yang tidak terkawal.
Seterusnya, UVB mempunyai kesan segera kepada kulit dan boleh dilihat pada kulit
seperti selaran matahari. Kesan ini bukan sahaja merosakkan dipermukaan kulit tetapi
juga mengalami kerosakkan selular. Di samping itu, UVB juga mencetuskan reaksi

keradangan sehingga menjadi keradangan yang kronik. Ini akan meningkatkan pelbagai
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risiko permasalahan kulit (Jin et al. 2022; Pfeifer 2020; Reichrath & Rass 2014) . Oleh
itu, kajian ini menonjolkan kesan CA keatas kesan UVB bukan sahaja dalam kerosakan
kulit fizikal tetapi juga dalam meningkatkan risiko jangka panjang keadaan kulit yang

lebih kronik melalui kerosakkan selular.

5.2 KESAN C4 TERHADAP KETEBALAN DAN INTEGRITI STRUKTUR
HISTOLOGI KULIT YANG TERDEDAH KEPADA UVB

Pendedahan kepada UVB diketahui mencetuskan tindak balas keradangan serta
perubahan pada sel keratinosit yang menyebabkan kerosakan kulit. Mekanisma ini
melibatkan peningkatan tekanan oksidatif yang seterusnya merangsang proliferasi
keratinosit secara tidak terkawal. Ini menyebabkan hiperplasia epidermis dan pehé’qalan
kulit. Keadaan ini bukan sahaja mengganggu struktur normal epidermis; malah/ turut
menjejaskan integriti keseluruhan tisu kulit (Gromkowska-[1 [7p ka et a
Kawashima et al., 2018). Secara histologi, perubahan ini/lé:zimnya ditunjukkan melalui
penebalan lapisan epidermis, susunan Sﬁl ggﬁg tidak teratur serta tanda-tanda

P
-

keradangan yang jelas. -\l

Walau bagaimanapun, /ré\év/ct*(t,al;"‘ menggunakan ekstrak CA dalam kajian ini
menunjukkan kesan ﬁérlindungan yang ketara terhadap perubahan ini. Kesan positif C4
dapat diperﬁétikén melalui pengurangan ketebalan epidermis berbanding kumpulan
kawalan déﬁ kumpulan Heliocare®. Penambahbaikan turut dapat dilihat dalam kualiti
" struktur apendej kulit yang dirawat menggunakan ekstrak CA. Keadaan struktur
ukumpulan ini sama seperti kumpulan Sham iaitu kumpulan yang tidak dikenakan

sinaran UVB.

Selain itu, peningkatan kepadatan kolagen dalam lapisan dermis turut menunjukkan
bahawa CA4 berupaya memperbaiki kerosakan tisu yang disebabkan oleh UVB. Peranan
ini dikaitkan dengan keupayaan CA untuk merangsang aktiviti fibroblas yang
merupakan sel utama dalam penghasilan kolagen. Dalam kajian ini, dapat dilihat kesan
positif CA dalam merangsang penghasilan kolagen berbanding kumpulan topikal.
Kolagen yang mencukupi adalah penting untuk mengekalkan kekuatan, keanjalan, dan

integriti struktur kulit.

20
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Secara keseluruhannya, dapatan ini menunjukkan bahawa CA mempunyai potensi yang
signifikan dalam melindungi dan memulihkan struktur histologi kulit yang terjejas
akibat pendedahan UVB. Kesan ini disokong oleh gabungan aktiviti antioksidan, anti-
radang serta keupayaan untuk merangsang penghasilan kolagen. Ini menjadikan CA
sebagai agen semula jadi yang berpotensi dalam pengurusan kerosakan kulit disebabkan

UV.

53 PERANAN CA DALAM MENGURANGKAN ERITEMA DAN TINDAK
BALAS KERADANGAN AKIBAT PENDEDAHAN UVB

Pendedahan kepada UVB merupakan faktor utama yang mencetuskan tindak balas

keradangan kronik pada kulit yang menyumbang kepada pembentukan eritema (F/arida

et al. 2024). UVB berupaya menembusi lapisan epidermis dan menyebabkén kero;akan

langsung kepada DNA selular serta membran lipid melalui perighasilari ’spesies ROS

(Liu, Wang, et al. 2024). Penghasilan ROS yang berlebinir; ini mengakibatkan tekanan

oksidatif yang merangsang pengaktifan laluan i,szafat ke/radangan seperti nuclear factor-

kappa B(NF-LIB) . [[len ga k/t’i'/f/a/’n laluanini meadangn gkat k
termasuk tumor necrosis ficte}*-\élpha (TNF-a ) , 1 nt-k befaeii-k ilh dan
interleukin-6 (IL-6). Laluaﬁ jlﬁmémainkan peranan penting dalam proses keradangan

kulit (D'Orazio et al. 2013).

-

Tiﬁdak balas keradangan yang dicetuskan oleh UVB menyebabkan peningkatan
/ kebolehtelapan vaskular serta vasodilatasi pada saluran darah dermis, yang secara
uklinikalnya dimanifestasikan sebagai kemerahan atau eritema pada permukaan kulit.
Selain itu, penyusupan sel-sel keradangan seperti neutrofil dan makrofaj ke dalam tisu
kulit turut menyumbang kepada pembentukan edema serta penebalan epidermis.
Keradangan berpanjangan akibat pendedahan UVB juga boleh menyebabkan kerosakan
struktur tisu melalui peningkatan aktiviti enzim proteolitik yang merosakkan komponen

matriks ekstraselular seperti kolagen dan elastin.

Dalam kajian ini, pemberian ekstrak C4 menunjukkan kesan perlindungan
terhadap pembentukan eritema yang berkesan berbanding kumpulan Heliocare®.
Walaupun begitu, produk topikal dapat menghalang pembentukkan eritema dengan

lebih berjaya. CA dapat memberi kesan positif dalam mengawal penyusupan sel
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keradangan dalam kulit yang terdedah kepada UVB berbanding Heliocare® dan
rawatan topikal. Sebatian bioaktif utama dalam CA4 seperti asiaticoside dan
madecassoside telah dilaporkan mempunyai sifat antioksidan yang berupaya
meneutralkan radikal bebas serta mengurangkan tekanan oksidatif dalam tisu kulit.
Mekanisme ini membantu dalam menghalang pengaktifan laluan isyarat keradangan
yang seterusnya mengurangkan penghasilan sitokin pro-radang (Witkowska et al.

2024).

Selain itu, CA4 juga didapati mampu menurunkan ekspresi mediator keradangan
seperti TNF- d a nllllly ang memainkanperananpentingda
dan edema. Penurunan tahap sitokin ini seterusnya mengurangkan penghijra/han’ ’s,e/l-sel
keradangan ke kawasan kulit yang terj ejas; sekali gus membantu mengekalkan infégriti
struktur tisu kulit. Diniz et al. (2023) turut melaporkan bah’avs)a CA mempunyai
keupayaan dalam memodulasi tindak balas imun d/engah menghalang penghasilan

mediator keradangan serta mengurangkan kerosakan oksidatif yang disebabkan oleh
P

P
G -

pendedahan kepada sinaran UVB.

-

P el

Keupayaan C4 dajmﬁ%gr/léawal tindak balas keradangan ini juga berkait rapat
dengan kesannya ,tefhéc}ap i)engurangan aktiviti enzim cyclooxygenase-2 (COX-2)
serta indg/gible nitric oxide synthase (iNOS), yang lazimnya meningkat dalam keadaan
keradangaﬁ/ akibat pendedahan UVB. Pengurangan ekspresi enzim-enzim ini
) inenyumbang kepada pengurangan penghasilan prostaglandin dan nitric oxide yang
“terlibat dalam proses vasodilatasi dan pembentukan eritema. Oleh itu, pemberian CA
membantu dalam mengurangkan kemerahan kulit serta pembengkakan yang lazim

berlaku selepas pendedahan kepada UVB.

Secara keseluruhannya, hasil kajian ini menunjukkan bahawa pendedahan UVB
mencetuskan tindak balas keradangan melalui penghasilan ROS serta peningkatan
ekspresi sitokin pro-radang yang membawa kepada pembentukan eritema (Kumagai et
al. 2021). Walau bagaimanapun, rawatan dengan ekstrak C4 berupaya mengurangkan
kesan keradangan tersebut melalui mekanisme antioksidan dan anti-radang, termasuk
meneutralkan radikal bebas serta menurunkan ekspresi mediator keradangan seperti

TNF-o daallllL Justeru, JAber pot ens ingyangefektih d a k s e
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dalam mengurangkan eritema dan keradangan kulit akibat pendedahan kepada sinaran

UVB.

5.4 KESAN CA TERHADAP SINTESIS KOLAGEN DAN PENGEKALAN
HIDRASI KULIT

Pendedahan berterusan kepada sinaran UVB boleh mengganggu homeostasis kolagen
dengan merangsang penghasilan ROS yang seterusnya mencetuskan degradasi serat
kolagen (Brar et al. 2025). Tekanan oksidatif yang terhasil akan meningkatkan aktiviti
enzim matriks metalloproteinase (MMPs), khususnya MMP-1 dan MMP-3, yang
berfungsi dalam pemecahan kolagen jenis I dan III dalam lapisan dermis (Pittayapruek
etal. 2016). Heliocare® dalam kajian ini menunjukkan peningkatan kolagen, keéal} CA
adalah setanding atau lebih konsisten dalam memperbaiki kedua-dua pararﬁeter st;uktur
(kolagen) dan fungsi (hidrasi dan TEWL). Sebaliknya, rawatan/top/ikal/menunjukkan
peningkatan yang lebih terhad. Kesan ini mencadangkan \I;ahawa perlindungan secara

oral melalui CA mungkin memberikan kesan fyarig lebih menyeluruh pada tahap tisu
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Dalam kajian ini, bah'ar(/raWatan berasaskan tumbuhan seperti kumpulan C4 dan
Heliocare® merangédng pénghasilan kolagen dalam lapisan yang lebih tinggi
berbanding Kumpulan topikal. Secara khusus, kumpulan C4 menunjukkan peningkatan
kandungaﬁ Kolagen yang signifikan berbanding kumpulan kawalan. Ini membuktikan
/ keupayaan CA dalam memulihkan matriks dermis yang terjejas akibat pendedahan
"UVB. Kandungan kolagen dalam kulit dapat mengekalkan tahap hidrasi tisu dermis
dengan kerana peningkatan sintesis asid hyaluronik (Chang, Wu, Huang, Lu, et al.
2025). Soliman et al. (2024) menunjukkan bahawa CA berupaya meningkatkan
komponen matriks dermis yang berkait dengan hidrasi kulit. Ini termasuk asid
hyaluronik mempunyai keupayaan untuk mengikat molekul air dalam jumlah yang
besar. Sekali gus, membantu dalam mengekalkan kelembapan serta meningkatkan

keanjalan kulit.

Dengan adanya sokongan struktur daripada kolagen, molekul asid hyaluronik
dapat berfungsi dengan lebih efektif dalam mengekalkan hidrasi dermis dan

mengurangkan kehilangan air transepidermal. Dapatan kajian ini turut menunjukkan
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bahawa rawatan C4 mengurangkan nilai TEWL dan meningkatkan tahap hidrasi kulit
berbanding kumpulan kawalan. Ciri ini menandakan penambahbaikan fungsi
penghalang epidermis. Sebatian bioaktif utama dalam CA seperti asiaticoside,
madecassoside dan asiatic acid telah dilaporkan berupaya merangsang aktiviti fibroblas
yang memainkan peranan penting dalam sintesis kolagen. Ko et al. (2025) melaporkan
bahawa CA mampu meningkatkan ekspresi gen yang terlibat dalam penghasilan
kolagen serta mengurangkan aktiviti enzim MMPs yang bertanggungjawab dalam

degradasi matriks ekstraselular.

Kesan sinergistik antara kolagen dan asid hyaluronik ini memainkan peranan
penting dalam memperbaiki struktur kulit yang terjejas akibat pendedahan UVB/ Déllam
kajian ini, peningkatan kolagen dalam kumpﬁlan C4 disertai dengan’ peningiéatan
hidrasi kulit yang ketara; menunjukkan hubungan langsung antara/pemulihan struktur
dermis dan fungsi pengekalan air. Peningkatan kandgngaﬁ kolagen membantu dalam
menstabilkan matriks ekstraselular, manaka}g. peningkatan tahap asid hyaluronik
menyumbang kepada pemulihan kesei{nba(gan;zir dalam tisu kulit. Gabungan kedua-
dua faktor ini akhirnya meningkdtkan kea;j alan kulit serta mengurangkan kesan
kekeringan dan kerosakan /str/vi}t;; yang lazim dikaitkan dengan penuaan disebabkan

radiasi sinaran cahaya (I’Iapakonstantinou, Roth & Karakiulakis 2012).

-

S‘eéara keseluruhannya, hasil kajian ini menunjukkan bahawa pendedahan UVB
“ boleh menyebabkan degradasi kolagen serta gangguan kepada mekanisme hidrasi kulit
“melalui peningkatan tekanan oksidatif dan aktiviti MMPs (Pittayapruek et al. 2016).
Walau bagaimanapun, pemberian ekstrak C4 berupaya meningkatkan sintesis kolagen
serta merangsang penghasilan asid hyaluronik. Ini sekali gus membantu mengekalkan
hidrasi dan memperbaiki integriti struktur kulit. Keberkesanan ini jelas ditunjukkan
melalui peningkatan kolagen, penurunan TEWL dan peningkatan hidrasi dalam
kumpulan CA berbanding kawalan. Ini mengukuhkan peranan CA sebagai agen
pelindung dan pemulih kulit dalam mencegah kerosakan kulit akibat UVB dengan
meningkatkan keanjalan, kestabilan struktur serta keseimbangan kelembapan dalam

tisu dermis.
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5.5 KESAN CA TERHADAP KESEIMBANGAN PH DAN FUNGSI LAPISAN
PENGHALANG EPIDERMIS

Keseimbangan pH kulit merupakan faktor penting dalam mengekalkan integriti lapisan
penghalang kulit yang berfungsi sebagai pertahanan utama terhadap kerosakan
persekitaran termasuk pendedahan kepada sinaran UVB (Mijaljica et al. 2025). Secara
fisiologinya, permukaan kulit mempunyai pH yang sedikit berasid, iaitu dalam julat 4.5
hingga 0. J, yang dikenali sebagai [lacid mant|l
peranan penting dalam menyokong fungsi enzim-enzim yang terlibat dalam sintesis
lipid epidermis seperti seramida, kolesterol dan asid lemak bebas, yang merupakan
komponen utama dalam pembentukan lapisan penghalang kulit (Bouwstra 2016).
Lapisan ini berfungsi dalam mengekalkan kelembapan kulit serta mengawal kehﬂapgan

air transepidermal (transépidermal water loss, TEWL).

Walau bagaimanapun, pendedahan kepada “~UVB boleh mengganggu
keseimbangan pH kulit dengan meningkatkan(,sifét alkali pada permukaan epidermis
(Hong et al. 2025). Kajian ini mengnjuk/kgnjpeningkatan dalam pH kulit setelah
berberapa kali didedahkan pada UVB: Berdasarkan dapatan kajian, kumpulan kawalan
menunjukkan peningkatan ?p’ﬂ/“\'yang ketara berbanding kumpulan Sham. Ini
menunjukan ganggﬁéﬁ |funési lapisan penghalang kulit akibat pendedahan UVB.
Jerub@ahan ini akan menjej as kghcocaehrdasidaseé dah i e n (i
acidic éphingomyelinase yang berfungsi dalam penghasilan seramida (Fujii 2021).
/ Penurunan penghasilan seramida seterusnya melemahkan struktur lapisan penghalang
“kulit dan meningkatkan kebolehtelapan epidermis terhadap bahan asing serta
kehilangan air dari permukaan kulit. Selain itu, peningkatan pH kulit turut dikaitkan
dengan pengaktifan enzim protease yang merosakkan struktur protein dalam stratum
korneum, sekali gus menyumbang kepada keradangan serta kekeringan kulit (Ratz-

Jdykoet al. 201 0)

Kerosakan pada lapisan penghalang kulit akibat perubahan pH juga boleh
menyebabkan peningkatan tindak balas keradangan melalui pengaktifan mediator pro-
radang. Gangguan terhadap struktur lipid epidermis akan memudahkan kemasukan
bahan perengsa serta mikroorganisma, yang seterusnya merangsang penghasilan sitokin

keradangan seperti interleukin dan tumor necrosis factor-alpha (TNF-a ) . [leadaan i n
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akan memperburuk kerosakan kulit akibat UVB serta meningkatkan risiko kehilangan

hidrasi dan ketidakseimbangan fungsi perlindungan kulit.

Dalam kajian ini, kumpulan yang diberikan ekstrak CA4 dapat mengawal
peningkatan pH berbanding rawatan menggunakan Heliocare® dan topikal. Secara
khusus, kumpulan C4 menunjukkan nilai pH yang lebih hampir kepada julat fisiologi
(acid mantle) berbanding kumpulan kawalan. Kesan CA juga lebih stabil berbanding
kumpulan Heliocare® dan topikal yang menunjukkan pH yang lebih tinggi. Ini
menunjukkan keberkesanan C4 dalam mengekalkan persekitaran kulit yang berasid dan
optimum untuk fungsi penghalang. Ekstrak C4 diketahui berpotensi dalam memulihkan
keseimbangan pH kulit yang terjejas akibat pendedahan UVB (Su et/aL "2(/)25).
Anggraeni et al. (2021) melaporkan bahawa CA mampu membantu menstabilkan pH
kulit melalui kesan antioksidan dan anti-radang yang mengurangkén tekanan oksidatif

o

dalam tisu epidermis. N

-

-~
-

Pemulihan pH kepada julat opEimuﬁ/r;l?c'mbolehkan enzim-enzim yang terlibat
dalam sintesis lipid berfungsi secafa efektit:,/ sekali gus meningkatkan pembentukan
ceramide yang penting unﬂrk'ﬁsplg:akalkan integriti lapisan penghalang kulit. Selain itu,
Choi et al. (2025)- fhéqunjlikkan bahawa CA berupaya menguatkan fungsi lapisan
penghalagg kulit dengan meningkatkan organisasi lipid dalam stratum korneum. Kesan
ini selari dengan dapatan kajian di mana kumpulan CA menunjukkan penurunan TEWL
“ dan peningkatan hidrasi berbanding kumpulan lain. Kesan positif ini menunjukkan
“hubungan langsung antara kestabilan pH dan fungsi penghalang kulit yang lebih baik.

Peningkatan kandungan lipid epidermis membantu dalam mengurangkan kehilangan air

transepidermal serta mengekalkan kelembapan kulit.

Tambahan pula, pemulihan fungsi lapisan penghalang kulit melalui kestabilan
pH turut menyumbang kepada pengurangan keradangan. Dengan mengekalkan
persekitaran kulit yang sedikit berasid, C4A membantu dalam menghalang pengaktifan
enzim proteolitik yang biasanya meningkat dalam keadaan pH alkali. Mekanisme ini
membantu dalam mencegah degradasi protein struktur dalam epidermis serta
mengurangkan tindak balas keradangan yang berkait rapat dengan kerosakan

penghalang kulit.
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Secara keseluruhannya, hasil kajian ini menunjukkan bahawa pendedahan UVB
boleh mengganggu keseimbangan pH kulit serta melemahkan fungsi lapisan
penghalang melalui gangguan sintesis lipid epidermis dan peningkatan TEWL
(Alhasaniah et al. 2018). Walau bagaimanapun, rawatan dengan ekstrak CA berupaya
memulihkan pH kulit ke tahap optimum, menyokong fungsi enzim epidermis serta
menguatkan integriti lapisan penghalang kulit. Berbanding rawatan lain, CA
menunjukkan kesan yang lebih konsisten dalam mengekalkan pH hampir normal. Oleh
itu, CA berpotensi bertindak sebagai agen pelindung yang efektif secara keseluruhan
dalam mengekalkan hidrasi kulit serta mencegah kekeringan dan kerosakan struktur
akibat pendedahan kepada sinaran UVB.

-

5.6 PERANAN C4 DAEAM MELINDUNGI KULIT DARIPADA AKIBAT UVB

Kerosakan foto merupakan salah satu kesan utama akilgat péndedahan berpanjangan
kepada sinaran UVB yang memberi impak negatif t/erhéglal;\struktur dan fungsi fisiologi
kulit (Amano 2016). Sinaran UVB mampu me/ﬁgmb usi lapisan epidermis dan mencapai
dermis, seterusnya mencetuskan peng/hzltsi‘larf Eos yang berlebihan dalam sel kulit
(Jaffri 2023). Penghasilan RQ/S/mt 'n’lenyebabkan tekanan oksidatif yang merosakkan
komponen penting dalam mafriks ekstraselular seperti kolagen, elastin serta lipid
membran sel. Tekénan olksidatif yang berterusan turut merangsang pengaktifan laluan
isyarat ké/r/afiangaﬁ seperti MAPK dan NF-[1B. I ni akan meningkatkan
) MMPs yang berperanan dalam degradasi kolagen dermis (Wei et al. 2024). Dalam
kajian ini, kesan tersebut jelas diperhatikan dalam kumpulan kawalan yang
menunjukkan perubahan morfologi kulit, penurunan kolagen serta peningkatan
parameter kerosakan seperti TEWL dan pH. Parameter ini mengesahkan peranan utama

tekanan oksidatif dalam patogenesis kerosakkan kulit disebabkan UVB.

Selain degradasi kolagen, kerosakan kulit disebabkan UVB juga dikaitkan
dengan gangguan kepada keseimbangan pH kulit serta fungsi lapisan penghalang
epidermis (Rajkumar et al. 2023). Perubahan pH kulit boleh menjejaskan aktiviti enzim
yang terlibat dalam sintesis lipid epidermis, seterusnya melemahkan integriti lapisan
penghalang kulit (Cui et al. 2016). Gangguan terhadap fungsi lapisan penghalang ini
akan meningkatkan TEWL menyebabkan kekeringan kulit serta meningkatkan

kerentanan terhadap kerosakan struktur dan keradangan. Sejajar dengan itu, dapatan
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kajian ini menunjukkan bahawa kumpulan kawalan mengalami gangguan fungsi
penghalang yang ketara. Ini menandakan bahawa perubahan biokimia akibat UVB
diterjemahkan secara langsung kepada perubahan fisiologi kulit. Oleh itu, perlindungan
terhadap kerosakan foto bukan sahaja memerlukan pengurangan tekanan oksidatif

malah juga pemulihan komponen struktur seperti kolagen serta keseimbangan pH kullit.

Dalam kajian ini, pemberian ekstrak C4 menunjukkan kesan perlindungan
terhadap kerosakan kulit disebabkan UVB melalui mekanisme antioksidan dan
pemulihan struktur kulit (Buranasudja et al. 2021). Choi et al. (2025) melaporkan
bahawa sebatian bioaktif dalam CA seperti asiaticoside dan madecassoside berupaya
mengurangkan tekanan oksidatif dengan meneutralkan ROS yang terh:dsil "al/dbat
pendedahan UVB. Pengurangan tekanan oksidatif ini membantu dalam’ mengh/eilang
pengaktifan MMPs yang bertanggungjawab dalam degradasi 4k01ag/en. Dapatan kajian
ini menyokong mekanisme tersebut apabila kumpulgnfél;l menunjukkan pemulihan
yang lebih konsisten merentasi beberapa parfg,me/ter termasuk peningkatan kolagen,

penurunan TEWL dan kestabilan pH berba'n/din;kumpulan kawalan.

-

P el

Selain itu, Bian et alf/ljg/()llé) menunjukkan bahawa CA berupaya merangsang
aktiviti fibroblas datam siinteéis kolagen jenis I yang memainkan peranan penting dalam
mengekq]/lgaﬁ - kekuatan serta keanjalan kulit. Peningkatan kandungan kolagen
membahtu'dalam memperbaiki struktur dermis yang terjejas akibat pendedahan UVB.
) Kolagen juga berfungsi sebagai rangka sokongan kepada komponen lain seperti asid
“hyaluronik yang penting dalam mengekalkan hidrasi tisu kulit. Teori ini menunjukkan

rawatan CA dalam kajian ini menunjukkan bahawa CA bukan sahaja menghalang
degradasi tetapi juga merangsang pemulihan aktif tisu dermis yang terbukti dengan
keadaan histologi kulit yang lebih baik berbanding kawalan dan kumpulan rawatan

yang lain.

Di samping itu, Chang, Wu, Huang, Wang, et al. (2025) turut melaporkan
bahawa CA4 mempunyai keupayaan dalam menstabilkan keseimbangan pH kulit. Ia
sekaligus menyokong fungsi lapisan penghalang epidermis. Pemulihan pH kulit kepada
julat optimum membantu dalam mengekalkan aktiviti enzim yang terlibat dalam

sintesis lipid epidermis yang penting untuk mengurangkan kehilangan air
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transepidermal serta meningkatkan perlindungan terhadap faktor persekitaran. Kajian
ini membuktikan CA dapat memelihara keadaan kulit dengan mengekalkan
keseimbangan pH dan integriti lapisan penghalang. CA4 juga memberikan kawalan yang

lebih baik terhadap keseimbangan mikropersekitaran kulit.

Secara keseluruhannya, hasil kajian ini menunjukkan bahawa ekstrak CA
berpotensi dalam melindungi kulit daripada kerosakan kulit disebabkan UVB melalui
gabungan mekanisme antioksidan, peningkatan sintesis kolagen serta pemulihan
keseimbangan pH kulit. Mekanisme ini membantu dalam mengekalkan integriti
struktur kulit, meningkatkan keanjalan serta mengurangkan kesan negatif pendedahan
UVB. Oleh itu, C4 boleh dianggap sebagai agen pelindung yang efe/ktif’d;llam
mencegah kerosakan kulit disebabkan UVB serta mengekalkan fungsi ﬁsiologi/kulit

selepas pendedahan kepada sinaran UV

P

el A A4

5.7 PENGARUH CA TEI}I:IADAP PROSES MELANOGENESIS AKIBAT
PENDEDAHAN UVB.~ € /.~
G S )

e
)
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Pembentukan melafiin mprul;akan salah satu mekanisme perlindungan semula jadi kulit
terhadap,kes/ém berbahaya sinaran UV, khususnya UVB. Pendedahan kepada UVB
merangsaﬂg peningkatan aktiviti melanosit dalam lapisan basal epidermis. Ini
/ inembawa kepada peningkatan sintesis melanin sebagai tindak balas adaptif terhadap
“tekanan persekitaran (Yang, Zeng, et al. 2022). Proses melanogenesis ini bermula
dengan pengaktifan enzim tirosinase yang memainkan peranan penting dalam
penukaran tirosina kepada dihydroxyphenylalanine (DOPA) dan seterusnya kepada
melanin. Peningkatan penghasilan melanin ini akan menyebabkan peningkatan
pigmentasi kulit yang berfungsi sebagai lapisan perlindungan tambahan dengan
menyerap serta menyebarkan sinaran UV bagi mengurangkan kerosakan kepada DNA

selular (Wang et al. 2024).

Walaupun peningkatan melanin berfungsi sebagai mekanisme perlindungan
terhadap kerosakan UV, penghasilan melanin yang berlebihan akibat pendedahan UVB

yang berpanjangan boleh membawa kepada hiperpigmentasi serta perubahan warna



&5

kulit yang tidak sekata (Solano 2020). Keadaan ini sering dikaitkan dengan tekanan
oksidatif yang meningkat dalam sel kulit, di mana penghasilan ROS merangsang laluan
isyarat melanogenesis melalui pengaktifan faktor transkripsi seperti microphthalmia-
associated transcription factor (MITF) (Yang, Guo, et al. 2022). Pengaktifan MITF akan
meningkatkan ekspresi gen-gen berkaitan melanogenesis seperti tirosinase, tIrosinase-
berkaitan protein-1 (TRP-1) dan tyrosinase-berkaitan protein-2 (TRP-2) yang

seterusnya meningkatkan sintesis melanin dalam melanosit.

Pemberian ekstrak C4 menunjukkan potensi dalam mengawal pembentukan
melanin akibat pendedahan UVB (Setiawati et al. 2024). Sebatian bioaktif utama dalam
CA dilaporkan mampu mengurangkan sintesis melanin melalui penghambatgn/eksl;)resi
gen-gen yang terlibat dalam proses mrelanogenersis (Seo etal. 2024). Kwon et al. (72/014)
melaporkan bahawa CA berupaya mengurangkan aktiviti _ erizim * tifosinase yang
merupakan enzim utama dalam pembentukan melanin./Penéhambatan aktiviti tirosinase
ini seterusnya mengurangkan penukaran :[;rosina “kepada melanin, sekali gus
menurunkan tahap pigmentasi kulit yang di¢ebabkan oleh pendedahan UVB. Walaupun
tiada perbezaan signifikan diperjlatlfkan dala; kajian ini, kumpulan C4 menunjukkan
trend penurunan nilai melanln/berbandlng kumpulan kawalan, mencadangkan potensi
kesan modulasi meIanqgene51s yang mungkin menjadi lebih jelas dalam tempoh

rawatan yang lebih panjang.

Secara keseluruhannya, hasil kajian ini menunjukkan bahawa pendedahan UVB
“dilaporkan meningkatkan sintesis melanin melalui pengaktifan laluan melanogenesis
sebagai mekanisme perlindungan terhadap kerosakan UV (Ma et al. 2023). Walau
bagaimanapun, penghasilan melanin yang berlebihan boleh membawa kepada
hiperpigmentasi akibat tekanan oksidatif yang berpanjangan. Pemberian ekstrak CA
berupaya mengawal sintesis melanin melalui penghambatan aktiviti tirosinase serta
pengurangan ekspresi gen melanogenesis, di samping mengurangkan tekanan oksidatif
dalam sel kulit. Walaupun kesan terhadap melanogenesis dalam kajian ini adalah terhad
dan tidak signifikan, C4 tetap menunjukkan potensi sebagai agen modulasi pigmentasi,
terutamanya melalui mekanisme pencegahan awal terhadap tekanan oksidatif. Oleh itu,
CA berkemungkinan lebih berkesan sebagai agen pencegahan berbanding rawatan

langsung untuk hiperpigmentasi yang telah terbentuk.
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5.8 KESAN CA TERHADAP PEMBENTUKAN SEL SELARAN MATAHARI
DALAM KULIT YANG TERDEDAH KEPADA UVB

Pembentukan sel selaran matahari (sunburn cells) merupakan salah satu indikator
histologi utama yang menunjukkan kerosakan kritikal pada kulit akibat pendedahan
kepada sinaran UVB (Tanveer et al. 2023). Sel selaran matahari merujuk kepada
keratinosit yang mengalami apoptosis akibat kerosakan DNA yang dicetuskan oleh
sinaran UVB (Narayanan et al. 2010). Kerosakan ini berlaku apabila tenaga daripada
UVB diserap oleh DNA sel epidermis yang menyebabkan pembentukan dimer
pirimidina serta gangguan kepada integriti struktur genetik sel (Al-Sadek & Yusuf
2024). Kerosakan DNA yang tidak diperbaiki akan mengaktifkan laluan apoptosis
sebagai mekanisme perlindungan untuk menghapuskan sel yang rosak. Ini/nieﬁlbawa

kepada pembentukan sel'selaran matahari dalam lapisan epidermis.

Selain kerosakan DNA, pendedahan UVB juga ; méningkatkan penghasilan ROS
dalam keratinosit (Gao et al. 2021). Tekanan o,k51dat1f yang terhasil akan merangsang
pengaktifan laluan isyarat keradangan serta memngkatkan ekspresi sitokin pro-radang
seperti interleukin-1 alpha (IL-I/&(Ansary etal. 2021). Peningkatan tahap IL-1 o b u
sahaja menyumbang kepadé/“f/in;i;k balas keradangan seperti eritema, malah turut
terlibat dalam pengak;[ifap laiuan apoptosis dalam sel epidermis. Keadaan ini seterusnya
meningkatkan pembentukan sel selaran matahari serta menyumbang kepada
imunosﬁprési kulit akibat pendedahan UVB yang berpanjangan. Dalam kajian ini,
/ kumpulan kawalan menunjukkan bilangan sel selaran matahari yang tinggi
umengesahkan bahawa pendedahan UVB secara langsung meningkatkan apoptosis

keratinosit dan kerosakan histologi kulit.

Dalam kajian ini, pemberian ekstrak CA menunjukkan potensi dalam
mengurangkan pembentukan sel selaran matahari melalui mekanisme antioksidan dan
anti-radang. Jesus et al. (2023) melaporkan bahawa sebatian bioaktif dalam CA
berupaya meneutralkan radikal bebas yang terhasil akibat pendedahan UVB, sekali gus
mengurangkan tekanan oksidatif dalam sel epidermis. Pengurangan tekanan oksidatif
ini membantu dalam menurunkan kadar kerosakan DNA serta menghalang pengaktifan
laluan apoptosis yang membawa kepada pembentukan sel selaran matahari. Selari

dengan dapatan ini, kumpulan CA4 dalam kajian menunjukkan pengurangan signifikan

k an
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dalam bilangan sel selaran matahari berbanding kumpulan kawalan yang menunjukkan

kesan perlindungan yang jelas terhadap kerosakan selular akibat UVB.

Selain itu, dalam perbandingan dengan rawatan lain, kumpulan CA
menunjukkan pengurangan sel selaran matahari yang lebih ketara berbanding
Heliocare® yang hanya memberikan kesan perlindungan sederhana. Ini menunjukkan
bahawa CA mungkin lebih berkesan dalam mengawal kerosakan pada tahap selular
berbanding rawatan antioksidan lain. Zheng et al. (2024) turut menunjukkan bahawa
CA berupaya mengurangkan pembentukan eritema serta membantu mencegah
imunosupresi kulit yang lazim berlaku selepas pendedahan UVB. Kesan ini berkait
rapat dengan keupayaan CA dalam memodulasi tindak balas keradar/lgan‘,/serta

mengekalkan fungsi imun tempatan dalankulit.

Tambahan pula, Petruk et al. (2018) melaporkan bahawa antioksidan dalam CA4
mampu melindungi keratinosit daripada tekanamn. oksidatif dengan mengurangkan
penghasilan ROS serta meningkatkar/l kefpa:y_atan sel dalam mengekalkan integriti
struktur DNA. Mekanisme ini_mémbantu Ealam menghalang kerosakan sel yang
seterusnya mencetuskan apo'{prg/s{s? Sari et al. (2025) turut menunjukkan bahawa CA
berupaya mengawal'/ékspresi genlL-1 o yang terlibat dalamtinda
dan apop’t/gsi’ssel'.,,Pengawalseliaan ekspresilL-1 & i ni me mbant u dal a mmen
pembenfukan sel selaran matahari serta mengekalkan kestabilan struktur epidermis
) Selepas pendedahan kepada UVB. Sebaliknya, kumpulan topikal dalam kajian ini
“menunjukkan bilangan sel selaran matahari yang masih tinggi dan hampir setanding
dengan kumpulan kawalan, mencadangkan bahawa perlindungan permukaan sahaja
tidak mencukupi untuk menghalang kerosakan DNA dan apoptosis dalam lapisan

epidermis.

Secarakeseluruhannya, hasil kajianini me
meningkatkanpembentukansel selaranmatahar
oksidatif yang mencetuskdrilaepppMiqg secitdMalla.d th(nlk3¢
bagaimanapun, p€ dbbeerrpioatne mk § tdraalka m mengur an g |
sel selaran matahari melalui perlindungan te

tindakbalas keradangansertlaBPenmigawdilsg! awva
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laCAme nunj ukkankesanyanglebihkonsistenda
apoptosis keratinosit. Ini sekali gHdbsotherhge ka
dianggapsebagai agenpelindungyangefektif

mengekal kanintegritistruktur kulit selepas

5.9 PERANAN CA DALAM MELINDUNGI STRUKTUR APENDEJ KULIT
DARIPADA KEROSAKAN UVB

Dalam kajian ini, kesan jelas diperhatikan apabila kumpulan kawalan menunjukkan
tahap kerosakan apendej yang tinggi. Ini menandakan kerosakan struktur seperti folikel
rambut dan kelenjar sebum akibat pendedahan UVB. Pendedahan kepada sinaran UVB
boleh menyebabkan kerosakan menyeluruh terhadap struktur kulit. Ini termasuk '14apisan
epidermis, dermis dan mélibatkan struktur tambahan seperti folikel yambuf dan kéienj ar
sebum (Kim et al. 2024). UVB berupaya mencetuskan tekanan /oks/idatif melalui
penghasilan spesies ROS yang merosakkan komponen h“p\'r;i, protein serta DNA dalam
sel kulit (Perluigi et al. 2010). Tekanan oksid@iif ini akan mengaktifkan tindak balas
keradangan yang seterushya menyumbang k/ef;ad‘ci degradasi matriks ekstraselular serta
gangguan kepada fungsi ﬁsiqg)gi;sp:u—ktur tambahan kulit (Pfisterer et al. 2021).
G S )

e
)

e

Folikel ramBhf |dan\ kelenjar sebum memainkan peranan penting dalam
mengekalkan keseimbangan kelembapan serta perlindungan kulit melalui penghasilan
sebum ’ya'ng membantu melincirkan permukaan kulit. Walau bagaimanapun,
/ jpendedahan UVB boleh menyebabkan gangguan kepada fungsi struktur ini melalui
ukeradangan kronik serta kerosakan selular (Tang et al. 2024). Keradangan yang
berpanjangan akan menjejaskan integriti tisu di sekeliling folikel rambut dan kelenjar
sebum, sekali gus mengganggu proses pembaikan tisu serta menurunkan keupayaan
kulit dalam mengekalkan kelembapan semulajadi (Deng et al. 2024). Sejajar dengan
itu, kumpulan topikal dalam kajian ini turut menunjukkan tahap kerosakan apendej yang
tinggi dan hampir setanding dengan kumpulan kawalan. Ini mencadangkan bahawa
perlindungan luaran sahaja tidak mencukupi untuk mengekalkan integriti struktur kulit

yang lebih dalam.

Dalam kajian ini, kumpulan C4 dalam kajian menunjukkan tahap kerosakan

apendej yang paling rendah dan berbeza secara signifikan berbanding kumpulan
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kawalan. Ini menunjukkan perlindungan yang jelas terhadap struktur tambahan kulit.
Pemberian ekstrak C4 menunjukkan kesan perlindungan terhadap kerosakan struktur
kulit tambahan akibat pendedahan UVB. Selari dengan dapatan ini, Arribas-Lopez et
al. (2022) melaporkan bahawa C4 mempunyai sifat anti-radang serta keupayaan dalam
merangsang penyembuhan luka melalui pengaktifan fibroblas dan peningkatan sintesis
kolagen. Peningkatan sintesis kolagen membantu dalam mengekalkan kestabilan
struktur dermis serta menyokong integriti tisu di sekitar folikel rambut dan kelenjar
sebum. Selain itu, C4 turut menggalakkan proses pertumbuhan semula tisu dengan

meningkatkan aktiviti sel-sel yang terlibat dalam pembaikan struktur kulit.

Tambahan pula, Boer et al. (2016) menunjukkan bahawa C4 berui)aya
mengekalkan paras kelembapan kulit denganr mengurangkan TEWL. Penguréhgan
TEWL memainkan peranan penting dalam mengekalkan fungsi iapisah penghalang
kulit serta menghalang kekeringan yang boleh menjeiaskail struktur tambahan seperti
folikel rambut dan kelenjar sebum. Dengan m{gng’ékallfan keseimbangan kelembapan,
CA membantu dalam memastikan fungsi figerlo;i struktur kulit tambahan kekal stabil
walaupun selepas pendedahan_képada U{//B. Berbanding dengan rawatan lain,
kumpulan Heliocare® malh/rzigklzan tahap kerosakan sederhana. Ini menandakan

perlindungan yang- 'éép:ﬁra berkesan berbanding CA dalam mengekalkan integriti

struktur apende;j.

Secara keseluruhannya, hasil kajian ini menunjukkan bahawa pendedahan UVB
“boleh menyebabkan kerosakan terhadap struktur tambahan kulit seperti folikel rambut
dan kelenjar sebum melalui mekanisme tekanan oksidatif dan keradangan (Lee, Park,
et al. 2013). Walau bagaimanapun, pemberian ekstrak CA berpotensi dalam melindungi
struktur ini melalui sifat anti-radang, keupayaan merangsang sintesis kolagen serta
menggalakkan pertumbuhan semula tisu. Di samping itu, CA turut membantu
mengekalkan kelembapan kulit dengan mengurangkan TEWL. Berbanding rawatan
lain, C4 menunjukkan kesan perlindungan yang lebih menyeluruh dan signifikan
terhadap struktur apendej. Ini mencadangkan bahawa pendekatan sistemik melalui CA

lebih efektif dalam mencegah kerosakan mendalam akibat UVB.
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510 KESAN PERLINDUNGAN CA TERHADAP PEMBENTUKAN DIMER
TIMINA DAN KEROSAKAN DNA AKIBAT UVB

Pendedahan kepada sinaran UVB merupakan salah satu faktor utama yang
menyebabkan kerosakan langsung terhadap DNA dalam sel kulit khususnya dalam
keratinosit pada lapisan epidermis (de Oliveira et al. 2020). Salah satu bentuk kerosakan
DNA yang paling lazim akibat pendedahan UVB ialah pembentukan dimer timina
(thymine dimers) iaitu ikatan kovalen yang terbentuk antara dua bes timina
bersebelahan dalam rantaian DNA (Kato 2025). Pembentukan dimer ini berlaku apabila
tenaga daripada sinaran UVB diserap oleh molekul DNA yang seterusnya
menyebabkan perubahan struktur heliks DNA serta gangguan kepada proses replikasi
dan transkripsi genetik. Sekiranya kerosakan ini tidak diperbaiki secara efekfif oleh
sistem pembaikan DNA selular ia boleh membawa kepada mutasi genetik/yang

seterusnya meningkatkan risiko karsinogenesis kulit.

o

“n
~
-

Dalam kajian ini, kumpulan kawalan mgp}ﬁjuklgan peratusan dimer timina yang
paling tinggi. Pendedahan terhadap UVB 'g{garé signifikan meningkatkan kerosakan
DNA dalam kulit. Selain kergsalf\qr; dangsung terhadap DNA, pendedahan UVB juga
meningkatkan penghasilan /RO/S« dalam sel kulit yang menyumbang kepada kerosakan
tidak langsung terhaaap| struktur genetik. ROS yang berlebihan boleh menyebabkan
pengoksidaaﬁ» nukleotida serta merosakkan protein yang terlibat dalam mekanisme
pem’baikaﬁ DNA. Tekanan oksidatif ini turut merangsang tindak balas keradangan
" melalui peningkatan ekspresi sitokin pro-radang seperti interleukin-1 alpha (IL-1 o )

’(Wei et al. 2024), sekali gus memperburuk kerosakan DNA dalam sel epidermis.

Dalam kajian ini, kumpulan CA menunjukkan pengurangan signifikan dalam
peratusan dimer timina berbanding kumpulan kawalan. Ini mencerminkan
keberkesanan CA dalam melindungi integriti DNA. Pemberian ekstrak CA
menunjukkan kesan perlindungan terhadap kerosakan DNA akibat pendedahan UVB
melalui mekanisme antioksidan dan anti-radang. Maramaldi et al. (2014) melaporkan
bahawa CA berupaya mengurangkan pembentukan dimer timina dalam sel kulit yang
terdedah kepada sinaran UV. Pengurangan pembentukan dimer ini dikaitkan dengan
keupayaan CA dalam meneutralkan ROS yang terhasil akibat tekanan oksidatif. Ini
sekali gus menghalang kerosakan struktur DNA.
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Selari dengan dapatan tersebut, analisis imunohistokimia dalam kajian ini
menunjukkan pengurangan yang ketara dalam pewarnaan dimer timina (warna coklat)
dalam kumpulan CA4 berbanding kumpulan kawalan. Kumpulan kawalan menunjukkan
intensiti pewarnaan yang tinggi yang menandakan tahap kerosakan DNA yang lebih
serius. Manakala, kumpulan C4 menunjukkan pengurangan yang signifikan (p < 0.05)
yang menunjukkan kesan perlindungan terhadap DNA. Walau bagaimanapun,
perbandingan antara rawatan menunjukkan bahawa kumpulan topikal mencatatkan
pengurangan dimer timina yang paling rendah (hampir kepada kumpulan sham), diikuti
oleh CA, manakala Heliocare® menunjukkan kesan perlindungan sederhana tetapi
kurang berkesan berbanding kedua-duanya. Dapatan kuantitatif juga menyokong
pemerhatian ini, di mana peratusan dimer timina dalam kumpulan C4 adalah jauh iebih

rendah berbanding kumpulan kawalah, menghafnpiri keadaan normal kunipulan §f1am.

Walaupun rawatan topikal menunjukkan keberkesgnarﬁ yang lebih tinggi dalam
mengurangkan pembentukan dimer timina, k{;saﬁypeﬂindungan CA yang diberikan
secara oral tetap signifikan dan lebih gnenﬁlur;h. Ini mengambil kira parameter lain
seperti pengurangan kehilangan/air,/‘gransepia/ermal (TEWL), peningkatan kandungan
kolagen serta kestabilan /pP/I//k/uilt Hasil menjuruskan kepada CA memberikan
perlindungan sistemik fe{haciap kerosakan DNA berbanding rawatan topikal yang lebih
tertumpu kepada perlindungan permukaan kulit. Secara keseluruhannya, hasil kajian ini
menunjﬁkkan bahawa pendedahan UVB meningkatkan pembentukan dimer timina
“ melalui kerosakan langsung terhadap DNA serta tekanan oksidatif yang dicetuskan oleh
“penghasilan ROS (Fraikin et al. 2024). Walau bagaimanapun, pemberian ekstrak CA
berupaya mengurangkan pembentukan dimer timina dan menurunkan ekspresi IL-1 o
melalui mekanisme antioksidan dan anti-radang. Berbanding rawatan lain, CA
menunjukkan keseimbangan terbaik antara perlindungan DNA dan pemulihan fungsi
kulit secara keseluruhan. Ini menjadikannya agen yang lebih komprehensif dalam
menangani kerosakan akibat UVB. Dapatan ini disokong oleh pemerhatian histologi
dan imunohistokimia. Kesan ini jelas menunjukkan pengurangan kerosakan DNA
dengan rawatan ekstrak CA dan mengekalkan kestabilan genetik sel kulit selepas

pendedahan kepada sinaran UVB.



BAB VI

6.1

RUMUSAN DAN CADANGAN

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil kajian, kesimpulan yang boleh dibuat adalah seperti berikut@

. Pengambilan ekstrak CA secara oral dapat memperbaiki keadaan fizikal kudit

mencit yang terdedah kepada sinaran UVB dengan mengurangkdnﬁ kesan

kerosakan seperti kekeringan dan perubahan tekstur kulit.

o

. Pengambilan ekstrak CA secara oral dapat.meéngurangkan kehilangan air

transepidermal (TEWL) serta meningkatkéﬁ taﬁap hidrasi kulit dan membantu
£
mengekalkan fungsi lapisan penghalafig €pidermis.

Ve mv
A e

. Pengambilan ekstrak:@/ sécara oral dapat menstabilkan pH kulit ke arah julat

e

normal yang menunjukkan pemulihan

pcniﬁ;gkafan integriti fungsi lapisan perlindungan kulit.

. Pengambilan ekstrak CA secara oral dapat meningkatkan sintesis kolagen serta

mengekalkan struktur matriks dermis dan meningkatan keanjalan dan kekuatan

kulit.

. Pengambilan ekstrak CA secara oral dapat memperbaiki keadaan histologi kulit

dengan mengurangkan hiperplasia epidermis serta mengekalkan susunan

struktur tisu yang lebih normal.

. Pengambilan ekstrak CA secara oral dapat mengurangkan pembentukan sel

selaran matahari serta melindungi struktur apendej kulit seperti folikel rambut

dan kelenjar sebum daripada kerosakan akibat UVB.

kesei



93

7. Pengambilan ekstrak CA secara oral dapat mengurangkan pembentukan dimer
timina secara signifikan dan melindungi DNA daripada kerosakan akibat

pendedahan UVB serta mengekalkan integriti sel kulit.

Secara keseluruhannya, berdasarkan dapatan kajian ini, pengambilan CA secara oral
menunjukkan kesan fotoprotektif yang ketara terhadap kulit yang terdedah kepada
sinaran UVB. Kesan ini dapat dilihat melalui penambahbaikan struktur dan fungsi kulit
serta pengurangan kerosakan DNA. Berdasarkan hasil tersebut, C4 berpotensi untuk
diambil secara oral bersama penggunaan pelindung matahari topikal sebagai
pendekatan tambahan bagi mencapai perlindungan kulit yang lebih optimum.
Gabungan perlindungan sistemik melalui pengambilan oral dan perlindun/gan’l/u/aran
melalui pelindung matahari topikél dijangkra memberi kesan sinergistik dalam

mengurangkan kerosakan akibat sinaran ultraungu khususnya{,UVB/. -

o

“n
~
-

v
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6.2  CADANGAN LANJUTAN KAJIAN

L 97250
1. Kajian semasa tidék/me/rﬁpﬁnyai analisa biokimia terperinci untuk menilai kesan
khusgs CA’ bada kulit. Oleh it, kajian keatas penanda tekanan oksidatif seperti
Malondialdehid (MDA), Glutathione S-Transferase (GST), Katalase (CAT),
dan /Superoksida Dismutase (SOD) perlu dilakukan keatas kulit mencit yang
didedahkan dengan UVB dan dirawat dengan ekstrak CA4 untuk menilai tahap

kerosakan oksidatif yang disebabkan oleh radikal bebas.

2. Kajian semasa tidak menjalankan analisa biokimia terperinci untuk menilai
kesan khusus C4 terhadap tindak balas keradangan pada kulit yang terdedah
kepada UVB. Oleh itu, kajian lanjutan yang memfokuskan kepada penilaian
penanda keradangan seperti tumor necrosis factor-alpha (TNF-a0 ) , i nt-Er 1 e u k i
beta (IL-1 ) , 1 n 16 ¢lk-4), eyeléoxygenase-2 (COX-2), dan inducible
nitric oxide synthase (iNOS) perlu dijalankan ke atas kulit mencit yang
didedahkan kepada UVB dan dirawat dengan ekstrak CA. Analisa ini penting
bagi menentukan sejauh mana ekstrak tersebut berupaya mengurangkan

keradangan yang dicetus.
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avs i the sun causes premature ageing and may

yredispose to skin cancers. UV

enting skin photodamage. We searched the electronic Medline (Ovid) and
televant studies published between 2002 and 2022. The main inclusion criteria
Cre in English, and studies reporting the effects of phytonutrient-containing plants
fin on the skinor skin cells exposed to UV radiation. We focused on tea, blueberries, lemon,
arrot, tomato, and grapes, which are rich in flavonoids and/or carotenoids. Out of 434 articles
vtrieved, 40 were identified as potentially relevant. Based on our inclusion criteria, nine articles
ere included in the review. The review comprises three combined in vitro and animal studies,
bur human studies, one in vitro research, and one mixed in vitro and human study. All the studies
eported positive effects of flavonoids and carotenoid-containing plant extract on UV-induced skin
damage. This evidence-based review highlights the potential use of flavonoids and c. ids found
in'plants in preventing the deleterious effects of UV radiation on the skin. These compounds may
have a role in clinical and aesthetic applications for the prevention and treatment of sunburn and
photoaging, and may potentially be used against UV-related skin cancers.
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1. Introduction

Exposure to ultraviolet (UV) rays not only causes unsightly skin conditions, such
as wrinkles, redness, rough skin and pigmentation, but is also responsible for the devel-
opment of skin cancers [1]. Reactive oxygen species (ROS), which are produced when
riboflavin, porphyrins, and heme-containing proteins absorb photons from UV radiation,
are the primary mechanism by which UV radiation harms the skin [2]. ROS are unstable
metabolic by-products of oxygen molecules produced in biological systems. Examples
of ROS molecules include superoxide radicals, hydroxyl radicals, hydrogen peroxides,
lipid peroxides and singlet oxygen [3]. Depending on their concentration, these molecules
exhibit both harmful and beneficial effects in organisms [4]. ROS play a beneficial role in
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