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Abstrak

Alopesia ditandai dengan gangguan siklus rambut, sementara terapi konvensional seperti
minoksidil sering menimbulkan efek samping iritasi. Penelitian ini bertujuan menganalisis efek gel
topikal sekretom mesenchymal stem cells terkondisi hipoksia (SH-MSCs) terhadap ekspresi gen
TNF-a pada model alopesia. Sebanyak 24 ekor tikus Wistar jantan dibagi menjadi empat kelompok:
kelompok sehat, kontrol negatif (alopesia + base gel), serta dua kelompok perlakuan yang diberi
gel SH-MSCs dosis 100 uL/kgBB dan 200 uL/kgBB. Ekspresi gen TNF-a diukur dengan RT-PCR
pada hari ke-22. Hasil menunjukkan penurunan ekspresi TNF-a yang signifikan (p < 0,001) pada
kelompok perlakuan, dengan efek tertinggi pada dosis 200 ulL/kgBB (0,63 + 0,20) dibandingkan
kontrol (2,54 % 2,00). Analisis statistik dengan uji One-Way ANOVA dan post-hoc LSD
mengonfirmasi perbedaan bermakna antar semua kelompok (p < 0,05). Kesimpulannya, gel topikal
SH-MSCs dosis 200 ul/kgBB efektif menekan ekspresi TNF-a dan berpotensi sebagai terapi
alternatif alopesia yang aman. Penelitian ini memberikan dasar preklinis untuk pengembangan
terapi topikal berbasis sekretom.
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PENDAHULUAN keterbatasan. Minoksidil dapat
Alopesia merupakan kelainan ~ menimbulkan efek samping berupa iritasi,
dermatologis yang ditandai  dengan  dermatitis kontak, hingga reaksi alergi pada

gangguan siklus rambut, di mana fase
anagen menjadi lebih pendek dan fase

kulit kepala (Rossi et al., 2012). Sementara
transplantasi rambut tidak selalu efektif

telogen lebih panjang, sehingga
menyebabkan kerontokan rambut
berlebihan (Li et al., 2022). Kondisi ini
dapat menimbulkan dampak psikologis
maupun kualitas hidup yang signifikan bagi
penderita.  Kejadian  alopesia  areata
dilaporkan mengenai 0,1-0,2% populasi,
dengan risiko seumur hidup mencapai 1,7%
pada pria dan wanita (Safavi et al., 1995).
Terapi  standar  yang  banyak
digunakan saat ini, seperti minoksidil
topikal atau transplantasi rambut, memiliki

karena jumlah folikel rambut sehat terbatas,
terutama pada pasien dengan kerontokan
parah (Pratt et al., 2017). Keterbatasan ini
mendorong perlunya alternatif terapi yang
lebih aman dan efektif.

Salah satu kandidat terapi baru adalah
secretome mesenchymal stem cells (MSC),
khususnya secretome hypoxia MSCs (SH-
MSCs). Secretome ini mengandung faktor
bioaktif yang bersifat imunomodulator, pro-
angiogenik, serta mampu mempercepat
regenerasi jaringan kulit (Madrigal et al.,
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2014; Kehl et al., 2019). Penelitian terbaru
menunjukkan bahwa aplikasi  topikal
secretome MSC dapat memperbaiki kondisi
peradangan  kulit dan  mendukung
pertumbuhan rambut melalui regulasi
sitokin  pro-inflamasi, termasuk TNF-a
(Deng et al., 2021) (Zhou et al., 2021).

Meskipun potensinya menjanjikan,
penelitian mengenai efek SH-MSCs topikal
terhadap alopesia masih terbatas, khususnya
pada model alopesia yang diinduksi oleh
fluconazole. Padahal, model ini penting
untuk  merepresentasikan kerontokan
rambut akibat gangguan fase
anagen/telogen (Thompson Il et al., 2019).
Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui pengaruh pemberian gel
topikal SH-MSCs terhadap ekspresi gen
TNF-o pada tikus Wistar model alopesia
yang diinduksi fluconazole.

METODE
Penelitian ini  merupakan studi
eksperimental in vivo dengan rancangan
Post-Test Only Control Group Design.
Sebanyak 24 ekor tikus jantan galur Wistar

(Rattus norvegicus) berusia 2-3 bulan

dengan bobot badan sekitar 200 ¢
digunakan dalam penelitian ini. Tikus
diaklimatisasi selama 7 hari sebelum

percobaan dimulai dan dipelihara dalam
kondisi standar. Hewan memenuhi kriteria
inklusi dan eksklusi yang telah ditetapkan.
Hewan dibagi secara acak menjadi
empat kelompok perlakuan (n = 6 per
kelompok): K1 (Kontrol Positif): Tikus
sehat tanpa induksi alopesia dan tanpa

perlakuan gel. K2 (Kontrol Negatif): Tikus
dengan model alopesia yang diolesi base
gel (tanpa sekretom) setiap hari. K3
(Perlakuan 1): Tikus dengan model alopesia
yang diolesi gel topikal sekretom SH-MSCs
dosis 100 pL/kgBB setiap hari. K4
(Perlakuan 2): Tikus dengan model alopesia
yang diolesi gel topikal sekretom SH-MSCs
dosis 200 uL/kgBB setiap hari.

Model alopesia diinduksi  dengan
pemberian flukonazol dosis 35 mg/kgBB
selama 14 hari. Gel topikal SH-MSCs
dioleskan sekali sehari sesuai kelompok
dosis selama 6 hari. Setelah perlakuan,
sampel kulit kepala tikus diambil untuk
pemeriksaan histopatologi dengan
pewarnaan hematoksilin-eosin (HE) dan
analisis ekspresi gen TNF-o menggunakan
metode RT-qPCR (primer spesifik untuk
TNF-a dan IL-10).

Data dievaluasi normalitasnya dengan
uji Shapiro-Wilk dan homogenitas dengan
uji Levene. Perbedaan antar kelompok
dianalisis menggunakan ANOVA satu arah,
dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD.
Pengolahan data dilakukan menggunakan
SPSS versi 26.0 dengan tingkat signifikansi
p < 0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Validasi Makroskopis dan Pewarnanan
Histopatologi HE

1. Gambaran makroskopis kulit tikus
alopecia

Pengamatan makroskopis pada hari

ke-14 menunjukkan perlambatan

pertumbuhan bulu yang signifikan pada
kelompok tikus yang diinduksi fluconazole
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dibandingkan dengan kelompok sehat
(Gambar 1). Rata-rata persentase kebotakan
pada kelompok sehat adalah 51,11 +
10,27%, sedangkan pada kelompok model
alopecia mencapai 68,26 * 7,96%. Hasil ini
memvalidasi bahwa pemberian fluconazole
35 mg/kgBB  berhasil  menginduksi
gangguan pertumbuhan bulu pada model
tikus:

Fluconazole H14

Perbandingan pertumbuhan bulu

tikus sehat dengan tikus yang

diberikan fluconazole

2. Hasil pewarnaan HE jaringan kulit tikus
alopecia

Sehat H14
Gambar 1.

Analisis histopatologi dengan
pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE)
mengonfirmasi  temuan ini.  Preparat

jaringan kulit kelompok model alopecia
menunjukkan ketidakhadiran folikel rambut
dalam fase anagen, yang justru banyak
ditemukan pada  kelompok  sehat.
Sebaliknya, folikel pada kelompok model
banyak yang berada dalam fase telogen
(Gambar 2), mengindikasikan terganggunya
siklus pertumbuhan rambut:

s oy <0
SMeT e
LR S < £ S 5 NS
Gambar 2. Validasi folikel rambut tikus sehat
dan alopecia menggunakan HE.
Panah hitam menunjukkan folikel

fase  telogen, panah  merah
menunjukkan folikel fase anagen

Ekspresi gen TNF-a

Pemberian gel topikal SH-MSCs
menunjukkan efek yang signifikan dalam
menurunkan ekspresi gen TNF-a pada
model tikus alopecia. Hasil analisis RT-
gPCR (Tabel 1) menunjukkan bahwa
ekspresi  TNF-a tertinggi terdapat pada
kelompok kontrol negatif (K2; 2.54 + 2.00).
Kelompok yang diberi SH-MSCs dosis 100
pL/kgBB (K3) menunjukkan penurunan
menjadi 1.40 + 0.10, dan penurunan
terbesar terjadi pada kelompok dosis 200
uL/kgBB (K4; 0.63 £ 0.20):

Tabel 1. Ekspresi gen TNF-a.

Kelompok
" P2/K2 P3/K3 P4/K4 ;
Variabel _ _ _ p-value
n==6 n==6 n==6
Mean+SD MeanzSD MeantSD

Ekspresi gen S 1,40 = 0,63 +
INF-a 2,54£2,00 0,10 0,20
Saphiro wilk 0,26 0.47 0.38
Levene’s Test 0.77

One way Anova 0.00

Keterangan: Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal),
Levene’s Test (p > 0,05 = homogen), One way Anova (p <
0,05) = perbedaan signifikan)

Analisa statistik untuk normalitas dan
homogenitas  ekspresi  gen  TNF-a
didapatkan hasil data berdistribusi normal
dengan uji Shapiro Wilk (p>0.05), dengan
himogenitas data didapatkan dari nilai uji
Levene’s Test yaitu 0.77 (p > 0.05).

Tabel 2. Perbandingan ekspresi gen TNF-a
antar kelompok dengan uji Post Hoc

LSD
Interval
Kelompok Nilai Kepercayaan 95%
Kelompok Perbandingan Sig. Batas Batas
Bawah  Atas
P2 P3” 0,00 0,88 1,41
P4” 0,00 1,65 2,17
P3 p2” 0,00 -1,41 -0,88
P4” 0,00 0,50 1,03
P4 p2” 0,00 -2,18 -1,65
P3” 0,00 -1,03 -050
Uji LSD*:

*mean difference significant p < 0,05
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Uji  statistik One-Way ANOVA
dengan nilai 0.00 menunjukkan perbedaan
yang sangat signifikan antar kelompok
(p<0.05). Uji Post-Hoc LSD
mengungkapkan bahwa semua
perbandingan berpasangan antar kelompok,
menunjukkan bahwa setiap peningkatan
dosis memberikan efek penurunan TNF-a
yang bermakna.

oKl

Ekspresi relatif mRNA TNFa

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Gambar 3. Grafik Ekspresi Gen TNF-a Tiap
Kelompok

Grafik Ekspresi Gen TNF-a. Terlihat
penurunan ekspresi yang bergantung pada
dosis. Nilai tertinggi pada kelompok kontrol

(K2) dan terendah pada kelompok
perlakuan dosis tertinggi (K4).
Penelitian ini berhasil

mendemonstrasikan bahwa aplikasi topikal
sekretom dari mesenchymal stem cell yang
dikondisikan hipoksia (SH-MSCs) efektif
menurunkan ekspresi gen TNF-a pada
model tikus alopecia yang diinduksi
fluconazole, dan efek ini  bersifat
tergantung-dosis.

Temuan ini sejalan dengan peran
kunci TNF-a sebagai sitokin pro-inflamasi
utama dalam  patogenesis  alopecia,
khususnya Alopecia Areata (AA) (Ito &
Tokura, 2014; Philpott et al., 1996). TNF-a
diketahui mengganggu siklus folikel rambut
dengan  memendekkan  fase  anagen

(pertumbuhan) dan memperpanjang fase
telogen (istirahat), yang secara Klinis
termanifestasi sebagai kerontokan rambut.
Hasil pewarnaan HE yang menunjukkan
dominasi fase telogen pada kelompok
model semakin mengukuhkan hal ini.

Mekanisme aksi SH-MSCs diduga
kuat melalui efek parakrinnya yang kaya
akan faktor pertumbuhan dan sitokin anti-
inflamasi.  Sekretom  MSC  memiliki
kemampuan imunomodulator yang poten
untuk memodulasi lingkungan inflamasi
(Darlan et al., 2021). Dalam konteks ini,
sekretom yang diaktivasi oleh TNF-a justru
dapat menekan respons peradangan lebih
lanjut dengan menginduksi produksi IL-10,
sebuah sitokin anti-inflamasi, dalam sel
makrofag (Németh et al., 2009). Penurunan
kadar TNF-o yang signifikan, seperti yang
ditemukan pada penelitian ini, secara efektif
dapat memutus lingkaran setan inflamasi
yang menyerang folikel rambut, sehingga
menciptakan  lingkungan  yang lebih
kondusif untuk masuknya folikel ke dalam
fase anagen kembali.

Temuan dari (Deng et al, 2021)
mendukung hasil kami, di mana MSC dari
folikel ~ rambut  (HF-MSC)  terbukti
mempromosikan proliferasi folikel dan
mengurangi infiltrasi sel T CD8+ serta
produksi IFN-y, yang merupakan mediator
kunci dalam serangan autoimun pada AA.
Penurunan TNF-a oleh SH-MSCs dalam
penelitian kami mungkin merupakan bagian
dari mekanisme imunomodulasi yang lebih
luas ini, yang tidak hanya menekan satu
sitokin  tetapi juga  mengembalikan
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keseimbangan imunologis secara

keseluruhan di sekitar folikel rambut.

KESIMPULAN
Kesimpulannya, gel topikal SH-
MSCs, terutama pada dosis 200 pL/kgBB,

menunjukkan  potensi  terapi  yang
menjanjikan  untuk  alopecia  dengan
mekanisme utama melalui penekanan

ekspresi  TNF-o. Penelitian lebih lanjut
disarankan untuk: (1) Mengeksplorasi
parameter imunologi lain seperti IL-10, IL-
1B, dan IL-6 untuk pemetaan inflamasi yang
lebih  komprehensif; (2) Memvalidasi
temuan pada model hewan yang lebih
kompleks; serta (3) Melakukan uji toksisitas
dan uji klinis fase awal pada manusia untuk
menilai keamanan dan dosis optimal
formulasi gel ini.
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