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Pendahuluan: Masyarakat Indonesia memiliki tipe kulit Fitzpatrick Il dan 1V,
berwarna gelap kecokelatan. Bahan aktif pencerah kulit menghambat secara spesifik
satu atau lebih maturasi melanosit. Hydroquinoe (HQ) merupakan gold standard
pengobatan hiperpigmentasi. deoxyArbutin (dA) senyawa baru agen pencerah kulit
yang memiliki efek inhibisi tirosinase hampir sama dengan HQ. Tujuan: Mengetahui
efek serum deoxyArbutin 2% terhadap kecerahan kulit dan membandingkan dengan
serum hydroquinone 4%.

Metode: Penelitian ini menggunakan metode double-blind, wanita usia 25-45 tahun,
Fitzpatrick Ill-1V, serum A dileskan pada bagian volar lengan bawah dan serum B pada
lengan kiri setiap malam sebelum tidur selama 12 minggu dan diukur menggunakan
chroma meter

Hasil: Nilai rerata kecerahan kulit pada kelompok serum deoxyarbutin 2% meningkat
dari 52.407 menjadi 54.083 sedangkan pada kelompok serum hydroquinone 4% juga
mengalami peningkatan dari 52.579 menjadi 54.081.Hal ini bermakna bahwa serum
deoxyarbutin 2% dan hydroquinoe 4% memperlihatkan efektivitas yang sama dalam
meningkatan rerata kecerahan kulit.

Kesimpulan: Serum deoxyarbutin 2% dan serum hidroquinon 4% memiliki efektivitas
yang sama dalam mencerahkan kulit

Kata Kunci: Deoxyarbutin, Hydroquinone, melanosit
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Introduction: Indonesian people have Fitzpatrick Ill and |V skin types, dark brown in
color. The skin lightening active ingredient specifically inhibits the maturation of one
or more melanocytes. Hydroquinone (HQ) is the gold standard for treating
hyperpigmentation. deoxyArbutin (dA) is a new skin lightening agent that has almost
the same tyrosinase inhibition effect as HQ.

Objective: To determine the effect of serum deoxyArbutin 2% on skin brightness and
compatre it to 4% serum hydroquinone.

Methods: This study used a double-blind method, women aged 25-45 years,
Fitzpatrick Ill-1V, serum A was rubbed on the volar part of the forearm and serum B on
the left arm every night before going to bed for 12 weeks and measured using a
chroma meter.

Results: The mean value of skin brightness in the 2% serum deoxyarbutin group
increased from 52,407 to 54,083 while the 4% serum hydroquinone group also
increased from 52,5679 to 54,081. This means that serum deoxyarbutin 2% and
hydroquinone 4% show the same effectiveness in increasing the average skKin
brightness.

Conclusion: Deoxyarbutin serum 2% and serum hydroquinone 4% have the same
effectiveness in lightening the skin.

Keywords: Deoxyarbutin, Hydroquinone, melanocytes
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Pencerah kulit merupakan bahan yang sudah lama digunakan dan
berakar dalam kebudayaan sebagian masyarakat. Praktek kuno ini dapat
dilacak sejak abad ke-16. Di Negara Asia, termasuk India, China , Jepang dan
Korea memiliki kulit cerah berkaitan dengan kecantikan. Di Afrika , masyarakat
juga mencerahkan kulit dengan berbagai alasan dari segi estetika, psikologis,
sosiologis sampai politik dan motif ekonomi. Pada saat ini produk pencerah
kulit , pemutih kulit juga digunakan sebagai anti penuaan dan produk
peremajaan kulit. Mengingat produk anti penuaan merupakan produk kosmetik
yang paling pesat pertumbuhannya membuat produk pencerah kulit semakin
terkenal secara klinis dan kosmetik.(Desmedt et al., 2016). Produk
depigmentasi dan pencerah kulit yang sudah lama digunakan di negara Asia
dimana kulit putih merupakan kriteria mayor estetika, juga mempengaruhi
populasi barat , dimana mereka terlalu sering berjemur terpapar matahari
sehingga menimbulkan bintik-bintik di kulit (Couteau and Coiffard, 2016).

Indonesia sebagai negara yang terletak di khatulistiwa memiliki
matahari yang terus bersinar sepanjang tahun. Masyarakat Indonesia memiliki

tipe kulit Fitzpatrick Il dan IV, berwarna gelap kecokelatan. Tipe kulit ini juga
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cenderung mengalami masalah pigmentasi berlebihan seperti halnya jerawat,
menimbulkan stres yang berat dan perasaan malu. Hal ini menimbulkan
keinginan untuk memiliki warna kulit yang lebih cerah. Produk pencerah kulit
tersedia secara komersial sebagai kosmetik dengan tujuan untuk
menghasilkan tampilan kulit yang lebih cerah. Selain itu produk ini juga
bermanfaat untuk pengobatan gangguan pigmentasi seperti melasma dan
hiperpigmentasi postainflamasi. Pencerah kulit bekerja pada beberapa tingkat
yang berbeda dalam pembentukan melanin kulit. Beberapa diantaranya
dikenal sebagai kompetitif inhibitor tirosinase, enzim yang berperan dalam
melanogenesis. Produk lain menghambat maturasi enzim atau menghambat
transpor granul pigmen (melanosome) dari melanosit untuk mengelilingi
keratinosit. (Smit et al., 2009)

Bahan aktif pencerah kulit menghambat secara spesifik satu atau lebih
maturasi melanosit atau proses distribusi. Agen seperti kortikosteroid,
hidroguinon, monobenzil hidroquinon, tretinoin dan garam merkuri merupakan
agen pencerah kulit yang kuat. Selain merkuri, semua agen tersebut sering
digunakan oleh dermatologis untuk mengobati lesi hiperpigmentasi seperti
melasma, hiperpigmentasi post inflamasi dan lentigo solaris. Pengawasan
dibutuhkan karena agen-agen ini dapat menimbulkan efek samping lokal yang
berat. Mengingat resiko efek samping maka agen-agen tersebut telah dilarang

digunakan dalam produk kosmetik. Namun produk kosmetik illegal
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mengandung agen-agen tersebut masih dapat ditemukan (Couteau and
Coiffard, 2016).

Hidroquinon (HQ) adalah salah satu agen yang paling sering digunakan
dalam produk pemutih kulit. Hidroquinon juga merupakan gold standar untuk
pengobatan hiperpigmentasi di USA. HQ pertama kali tercatat sebagai agen
bleaching oleh Oettel pada tahun 1936 dan dipasarkan di USA sebagai produk
dan resep sejak 1960-an (Levitt, 2007). HQ adalah pencerah kulit paling
konvesional mengurangi jumlah melanin melalui inhibisi tirosinase, namun efek
samping berat pada penggunaan jangka panjang seperti kerusakan melanosit,
dermatitis iritatif, dermatitis kontak, hiperpigmentasi post inflamasi, dan
onkronosis .(Chawla et al., 2008) Saat ini, US FDA menyatakan larangan
penggunaan berlebihan HQ didasarkan pada laporan timbulnya exogenous
okronosis pada manusia dan adenoma hepar, adenoma ginjal, dan leukemia
pada murin pada penggunaan dosis besar dalam periode lama (Levitt, 2007).
Untuk alasan keamanan , penggunaan HQ telah dilarang di Uni Eropa sebagai
bahan aktif dalam kosmetik sejak tahun 2001 dan larangan terhadap HQ yang
dijual bebas diusulkan oleh Badan Pengawas Obat dan Makanan AS (FDA)
pada tahun 2006 (Miao et al., 2016). Hal ini mendorong penemuan agen
pencerah yang baru yang efektif dan lebih aman dari HQ. Namun berbagai
pengobatan lesi hiperpigmentasi belum ada yang menghasilkan efektifitas dan

keamanan yang memuaskan pada manusia (Chawla et al., 2008).
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Penghambat melanogenesis lain seperti kojic acid dan arbutin menunjukkan
aktivitas in vivo yang lemah atau efektif jika dikombinasikan dengan obat lain
seperti steroid dan retinoid (Chawla et al., 2008). Beberapa penelitian yang
membandingkan efek HQ dengan agen pencerah baru juga telah dilakukan
oleh para peneliti di Departemen Kulit dan Kelamin Fakultas Kedokteran
Universitas Hasanuddin diantaranya adalah penelitian oleh Faridha llyas dkk
membandingkan efek Hydroquinone 4% dengan ekstrak kunyit 0,25 %, Farida
Tabri dkk membandingkan efek kombinasi gluthation 2 % tokoferil asetat 1 %
magnesium askorbit fosfat 3 % dengan hydroquinone 4 % dan Anis Irawan dkk
yang melakukan studi membandingkan efektifitas kombinasi asam
tranexamat, fermentasi galactomyces, niacinamid dan alpha arbutin dengan
hydroquinone 4 %.

Salah satu senyawa baru , deoxyArbutin (dA) menunjukkan
penghambatan cepat aktivitas enzim tyrosinase pada percobaan in vitro in situ
dan pencerah kulit yang berkelanjutan pada marmut yang tidak berbulu dan
berpigmen serta pada kulit manusia (Chawla et al., 2008). Sebuah percobaan
yang dilakukan oleh Boissy et. al membandingkan efek inhibisi tirosinase
deoxyarbutin (dA) dibandingkan dengan HQ, kojic acid dan arbutin
menunjukkan bahwa deoxyarbutin (dA) memiliki efek inhibisi tirosinase hampir
sama dengan HQ, sedangkan kojic acid dan arbutin tidak memiliki efek inhibisi

tirosin. Studi pada hewan percobaan menunjukkan keamanan deoxyarbutin
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(dA) pada mata, tidak bersifat mutagenic dan tidak bersifat fotoalergi (Boissy
et al., 2005a). Percobaan yang dilakukan oleh Hamed et al membandingkan
efektifitas (dA) 3% dan HQ 4% pada kulit manusia yang sebelumnya
dipaparkan pada sinar UV menunjukkan bahwa (dA) lebih efektif meningkatkan
kecerahan kulit dibanding HQ. (Mov, 2006a). Deoxyarbutin merupakan
tirosinase yang kuat, kurang sitotoksik, dan memiliki potensi antioksidan
tertentu, dapat berfungsi sebagai alternatif yang efektif dan aman dibandingkan
HQ untuk digunakan sebagai pencerah kulit (Hu et al., 2009, Miao et al., 2016).

Deoxyarbutin bersifat termolabil dalam solusio air dan pada PH < 7
akan terdekomposisi dan terdegradasi menjadi HQ. Sehingga pada tahun 2015
Scientific Committee on Consumer Safety (SCCC) di Eropa menyatakan
penggunaan deoxyarbutin dalam kosmetik hingga konsentrasi 3% dalam
sediaan krim kurang aman. Oleh karna itu dalam penelitian ini, peneliti
mencoba membandingkan efektivitas deoxyarbutin dengan konsentrasi 2%
dalam serum dengan formulasi anhidrat sehingga lebih stabil terhadap suhu
dan cahaya dengan harapan senyawa ini memiliki efektifitas yang lebih baik
dibandingkan HQ 4% dengan efek samping yang lebih minimal (Ulrike
Barnauer, 2015). Sampai saat ini diketahui oleh peneliti belum ada laporan
terbuka ataupun studi yang dipublikasi terkait efektivitas deoxyarbutin dalam

konsentrasi 2% sebagai agen pencerah kulit.
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1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian pada latar belakang masalah, maka dapat dirumuskan
pernyataan penelitian sebagai berikut :

a. Apakah pemberian serum deoxyarbutin 2% secara topikal dapat
meningkatkan kecerahan kulit setelah 2 minggu pemakaian hingga
minggu ke-12.

b. Apakah pemberian serum hydroquinone 4% secara topikal terbukii
meningkatkan kecerahan kulit setelah 2 minggu pemakaian hingga
minggu ke-12.

c. Apakah ada perbedaan efek antara pemberian serum deoxyarbutin 2%
dan serum hydroquinone 4% terhadap kecerahan kulit setelah 2 minggu

pemakaian hingga minggu ke-12.

1.3  Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum
Untuk mengetahui efek serum deoxyarbutin 2% terhadap kecerahan kulit dan
membandingkan dengan serum hydroquinone 4% yang merupakan agen

pencerah kulit standar.

1.3.2. Tujuan Khusus
a. Mengetahui efek serum deoxyarbutin 2% terhadap perubahan

kecerahan kulit setelah 2 minggu pemakaian hingga mingu ke-12.
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1.4

1.5

. Membuktikan efek serum hydroquinone 4% terhadap perubahan

kecerahan kulit setelah 2 minggu pemakaian hingga minggu ke-12.

. Membandingkan efek antara serum Deoxyarbutin 2% dan serum

Hydroquinone 4% terhadap perubahan kecerahan kulit setelah 2

minggu pemakaian hingga minggu ke-12.

Hipotesis Penelitian

Adapun hipotesis penelitian ini adalah :

. Serum deoxyarbutin 2% memiliki efek meningkatkan kecerahan kulit

sejak 2 minggu pemakaian dengan efek yang terus meningkat hingga

minggu ke-12.

. Serum deoxyarbutin 2% memiliki efektivitas yang sama dengan serum

hydroquinone terhadap peningkatan kecerahan kulit sejak 2 minggu

pemakaian hingga minggu ke-12

Manfaat Penelitian
Adapun manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut :

a. Memberikan data ilmiah mengenai perubahan tingkat kecerahan
kulit sebelum dan setelah 12 minggu menggunakan serum
deoxyarbutin 2%

b. Sebagai bahan acuan untuk penelitian di masa yang akan

datang.
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c. Menambah wawasan di bidang ilmu kesehatan kulit dan kelamin
khususnya tentang efektivitas serum deoxyarbutin 2% untuk

kepentingan alternatif pencerah kulit yang lebih baik.
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BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

21 Variasi Warna Kulit

Kulit memainkan peran yang sangat penting, menyediakan penghalang
fisik yang luas terhadap faktor mekanik, kimia, dan mikroba yang dapat
mempengaruhi status fisiologis tubuh. Selain itu, kulit juga berfungsi sebagai
kekebalan tubuh melalui pembentukan pigmen yang memberikan sistem
pertahanan yang unik terhadap UV radiasi (UV-R). Hal ini dipertantarai
melanosit yang mentransfer melanosom melalui dendritnya ke keratinosit, di
mana mereka membentuk tabir melanin yang mengurangi kerusakan DNA
akibat UV pada epidermis manusia(Costin and Hearing, 2007).

Warna kulit yang terlihat adalah hasil dari spektrum daya serap dan
pantulan cahaya oleh kromofor di kulit. Ini sangat ditentukan oleh jumlah
melanin, jenis (rasio eumelanin hitam / coklat terhadap pheomelanin merah /
kuning), distribusi intraseluler dan lokasi di dalam lapisan kulit. Perbedaan
pigmentasi fenotip tidak bergantung pada jumlah melanosit yang secara relatif
konstan pada berbagai kelompok etnis, melainkan bergantung pada jumlah
dan jenis dari melanin dan transfer melanin serta distribusi melanin ke
keratinosit (Lowell A. Goldsmith et al., 2012, Videira et al., 2013). Meskipun
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jumlah melanosit pada kulit manusia konstan, namun ukuran, jumlah dan
ditribusi melanosom pada keratinosit bervariasi. Jumlah melanin pada kulit
berbeda tidak hanya pada tipe kulit yang berbeda tapi juga pada lokasi tubuh
yang berbeda. Perbedaan ini diregulasi oleh ekspresi gen yang mengontrol
seluruh aktivitas dan ekspresi protein melanosom di dalam melanosit masing-
masing individu. Hal ini ditunjukkan pada melanosit dengan melanin rendah
lebih lambat mensistesis tirosinase dan mendegradasinya lebih cepat
dibandingkan melanosit dengan kandungan melanini tinggi (Costin and
Hearing, 2007). Ukuran dan distribusi melanosom bervariasi pada warna kulit
yang berbeda. Pada individu keturunan Afrika , melanosom biasanya besar
dan tersebar sendirian di keratinosit. Pada individu kulit putih, melanosom lebih
kecil dan dikelompokkan dalam membran. (Lowell A. Goldsmith et al., 2012)
Melanosom individu berkulit gelap lebih besar, lebih banyak, dan memanjang,
merupkan hasil dari degradasi tertunda dalam keratinosit dan mengakibatkan
peningkatan pigmentasi yang terlihat. Perbedaan-perbedaan ini dalam
melanosom hadir saat lahir dan tidak ditentukan oleh faktor ekstrinsik seperti
sinar ultraviolet. Ada dua jenis melanin: eumelanin - coklat-hitam atau polimer
tidak larut gelap -dan pheomelanin - polimer larut merah-kuning yang dibentuk
oleh konjugasi sistein atau glutathione. Eumelanin adalah tipe utama pada
individu dengan kulit dan rambut gelap dan lebih efisien dalam fotoproteksi.

Pheomelanin sebagian besar ditemukan pada individu dengan rambut merah
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dan fototipe kulit | dan Il, dimana lebih rentan terjadi tumor kulit (Videira et al.,

2013).

Gambar 1.Skema susunan kulit manusia

Pada kulit terang dan kulit gelap. Dari atas ke bawah: SC, stratum corneum; G, stratumgranulosum;
S, stratum spinosum; B, stratum basale; BM, basement membrane;D, dermis. Cell types: K,
keratinocyte; M, melanocyte; F, fibroblast;shaded oval, melanin

Warna kulit paling sering didefinisikan sebagai fototipe kulit Fitzpatrick
IV sampai VI. Jenis kulit ini, menurut definisi, mudah gelap dan terbakar
minimal, jarang, atau tidak pernah. Sistem fototipe kulit Fitzpatrick awalnya
dikembangkan untuk menilai respons pasien terhadap paparan UV dengan
tujuan untuk mengobati kondisi kulit dengan cahaya. Menggunakan sistem ini,
pasien dibedakan jenis kulitnya berdasarkan kemampuan yang dilaporkan
untuk gelap atau terbakar. Sistem ini mendefinisikan minimum eritema dose
(MED) untuk setiap jenis kulit, yang kemudian digunakan untuk memandu

dosis terapi UV untuk berbagai penyakit kulit. Penilaian kulit ini telah ada sejak
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lama dan berevolusi menjadi cara untuk menggambarkan warna kulit pasien

(BAUMANN, 2009).

TABLE 14-1

The Fitzpatrick Skin Phototypes

SKINTYPE  APPEARANCE REACTION TO SUN EXPOSURE

Type | Very fair; blond or red hair; light-colored Always burns, never tans
eyes; freckles common

Typelll Fair skinned; light eyes; light hair Bums easily

Type Very common skin type; fair; eye Sometimes burns, gradually tans
and hair color varies

Type V Mediterranean Caucasian skin; Rarely burns, always tans
medium to heavily pigmented

TypeV Black skin, Mideastern skin; rarely sun sensitive ~ Tans

Type Vi Black skin, rarely sun sensitive Tans easily

Gambar 2. Klasifikasi fototipe kulit fitzpatrick

2.2. Regulasi Pigmen Kulit

2.2.1. Pigmen Kulit Konstitutif
Pigmentasi kulit yang terlihat adalah hasil dari dua tahapan penting

yaitu sintesis melanin oleh melanosit dan transfer melanosom ke keratinosit.
Namun terdapat urutan tahapan yang harus terjadi untuk menghasilakan
sisntesis dan distribusi melanin yang normal :
a. Migrasi melanoblast selama perkembangan embrio

Melanoblast berasal dari pada puncak saraf sel embrionik disebut
neural crest cells (NCC) pada bulan kedua tahap perkembangan embrio.
Melanoblas kemudian bermigrasi menuju lokasi target spesifik pada dermis,
epidermis, folikel rambut, uvea, stria vaskular, organ vestibular dari

endolymphatic telinga dan leptomeningen otak. Pada manusia proses migrasi
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ini mengambil waktu antara minggu ke-10 dan ke-12 untuk perkembangan
dermis dan 2 minggu berikutnya pada epidermis. Kelangsungan hidup dan
migrasi dari melanoblas neural crest selama embriogenesis sangat
dipengaruhi oleh reseptor spesifik pada permukaan sel dan ekstraseluler ligan,
misalnya stem cell factor (SCF) mengikat reseptor KIT pada melanosit dan
melanoblas(Costin and Hearing, 2007).
b. Diferensiasi melanoblas menjadi melanosit

Ketika melanoblas sudah sampai pada tujuan akhir, maka akan
berdiferensiasi menjadi melanosit yang terjadi pada bulan ke-6 kehidupan
fetus yang berada pada epidermal- dermal junction sites(Costin and Hearing,
2007). Diferensiasi melanoblas menjadi melanosit serta migrasi ke situs yang
sesuai berfungsi untuk menghasilkan pola pigmentasi normal (Yamaguchi et
al., 2007). Melanosit dapat ditemukan di dermis selama masa gestasi.
Melanosit pada dermis secara bertahap berkurang selama masa gestasi dan
akhirnya menghilang setelah kelahiran. Namun melanosit pada epidermal-
dermal junction terus berproliferasi dan mulai membentuk melanin(Costin and
Hearing, 2007). Melanosit berada di lapisan basal epidermis tempat mereka
membentuk unit melanin epidermis sebagai hasil dari hubungan antara satu
melanosit dan 30-40 keratinosit terkait. Rasio melanosit terhadap keratinosit
adalah 1: 10 pada lapisan basal epidermis. Keseimbangan ini dipertahankan

selama kehidupan manusia tetapi mekanisme pastinya tidak diketahui. Sekitar
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1200 melanosit ada per mm2 kulit tidak tergantung dari ras manusia. Ukuran
unit melanosit epidermis serupa secara independen sesuai ras manusia,
tetapi bervariasi antara area tubuh (Cichorek et al., 2013). Meskipun melanosit
dan keratinosit pada stratum basal epidermis memiliki jumlah yang relatif
stabil dengan proliferasi lambat, namun keratinosit pada lapisan atas

epidermis berproliferasi cepat (Yamaguchi et al., 2007).

Epidermis:

Stratum comeum

Stratum granulosum
Epidermal melanin unit

Stratum spinosum

Stratum germinativum
(basal layer)

Melanocytes

Melanocyte Melanosomes

Gambar 3. Skema struktur epidermis

Melanosit berada di antara sel-sel lapisan basal dan melalui proses dendritic berkomunikasi
dengan sekitar 30-40 keratinosit dalam unit melanin epidermal. Melanosit mensintesis
melanin dalam melanosom diangkut ke keratinosit untuk melindunginya dari radiasi UV

C. Epidermal melanin unit signaling-pathway

Unit epidermal melanin adalah struktur kompleks di dalam epidermis
dengan dua sel yaitu melanosit dan keratinosit. Kompleks melanosit keratinosit
berespon cepat terhadap stimulasi lingkungan melalui jalur sinyal parakrin dan
autokrin. Biasanya keratinosit, fibroblast dan kemungkinan sel lain di kuli

memproduksi sitokin, faktor pertumbuhan dan mediator inflamasi yang dapat

30



meningkatkan produksi melanin serta transfer melanin ke keratinosit. Ada

sejumlah stimulator parakrin dari melanogenesis seperti proopiomelanocortin

(POMC) peptide yang mengandung (a-MSH, b-MSH, ACTH) . Hormon

melanotrofik ini ditemukan di awal 1950-an oleh Dr. Aaron B. Lerner . Ekspresi

POMC di keratinosit diinduksi oleh Ultraviolet (UV) . Fibroblas memiliki peranan

dalam kelangsungan melanosit melalui sekresi sitokin parakrin seperti stem

cell factor (SCF), neuregulin 1 (NRG1). Pengaruh sitokin ini tidak hanya

proliferasi dan pigmentasi melanosit, tetapi juga bentuk, dendritik, mobilitas

dan sifat adhesi.
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Gambar 4.Epidermal melanin unit signaling-pathway

Proliferasi melanosit, diferensiasi, melanogenesis berada di bawah kendali faktor yang
disekresikan oleh keratinosit di sekitarnya. SCF — stem cell factor, bFGF — basic fibroblast
growth factor, GM-CSF — granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, ET-1 —
endothelin 1, a-MSH — melanocyte-stimulating hormone, PGE2 — prostaglandin E2, PGF2a
— prostaglandin F2a, NGF — nerve growth factor, c-Kit — tyrosine kinase receptor, FGFR1/2 —
fibroblast growth factor receptor, GM-CSFR — granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor receptor, ETBR — endothelin B receptor, MC1R — melanocortin 1 receptor, EP1/EP3/FP
— prostanoid receptors, NGFR — nerve growth factor receptor, MAPK — mitogen-activated
protein (MAP) kinases, PKC — protein kinase C, PKA — protein kinase A, PLC — phospholipase
C, TYR —tyrosinase, TYRP1 —tyrosinase-related protein 1, TYRP2 —tyrosinase-related protein
2, MITF-M — melanocyte-specific MITF (microphthalmia- associated transcription factor)
isoform, CRE — cAMP response elements, CREB — cAMP response element-binding

Penemuan gen penyandi dasar sejak 10 tahun lalu yaitu helix-loop-
helix leucine zipper transkripsi microphthalmia transcription faktor gene (MITF),
memberikan dorongan utama untuk studi regulasi transkripsi dalam garis
keturunan melanosit. Memang, MITF tampaknya berada di pusat jaringan
regulasi faktor transkripsi dan jalur pensinyalan yang mengontrol
kelangsungan hidup, proliferasi dan diferensiasi melanoblas dan melanosit.
Tidak hanya pengembangan melanosit yang dipengaruhi oleh protein ini tetapi
juga pigmentasi melalui pengaturan efek transkripsional pada tirosinase, TRP-
1 dan TRP-2. MITF dulu terbukti menjadi faktor transkripsi kunci untuk Rab27A
, protein penting untuk transportasi melanosome. Karena itu, MITF memainkan
peran sentral peran dalam sintesis melanin, serta biogenesis dan transportasi

melanosome(Cichorek et al., 2013, Lin and Fisher, 2007).
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C. Melanogenesis

Melanosom merupakan organela bermembran tempat sintesis
melanin terjadi. Perkembanganya membutuhkan tyrosinase (TYR) dan protein
terkait tirosinase (TYRP1, TYRP2). Tiga enzim tersebut, tyrosinase sangat
penting untuk melanogenesis dan disintesis pada ribosom RER dan diangkut
ke kompleks Golgi di mana ia mengalami glikosilasi, yang merupakan proses
penting untuk struktur normal dan fungsi. Di dalam melanosom mengandung
region catalyctic (berkisar 90% dari protein) diikuti oleh region tansmembran
pendek dan region sitoplasma yang mengandung sekitar 30 asam amino.
Residu histidin terletak pada region catalyc dari tyrosin dan mengikat ion
copper yang diperlukan untuk aktivasi tyrosinase.

Ada empat tahap dalam pengembangan melanosome (Tabel 1).
Premelanosom (Tahap I) berbentuk bulat, vesikel kecil dengan matriks amorf.
Melanosom pada Tahap Il memiliki matriks fibrillar yang terorganisir dan
terstruktur (utamanya dari family gp100) dan tirosinase ada tetapi pigmen
sintesis belum ada. Awal mula melanin produksi berlangsung pada Tahap lIl,
di mana pigmen disimpan pada protein fibril. Pada tahap IV pigmen terakhir
mengisi seluruh melanosom. Melanosom bermelanin yang sepenuhnya
kehilangan aktivitas tirosinase dan diangkut ke keratinosit sekitarnya oleh

unsur-unsur sistem sitoskeletal.
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Melanosom features Stage | Stage Il Stage lll Stage IV

Shape Spherical Elongated Elliptical, ellipsoidal Elliptical, ellipsoidal

Internal structure Matrix fibrils are visible Matrix fibrils are visible Matrix fibrils are covered
by polymerized melanin

TYR + + +

TYRP1 + + +

TYRP2 + + +

Melanin synthesis Begins, settle on internal fibrils Filled by melanin

Color Brown Dark brown to black

Gambar 5.Karakteristik tahap perkembangan melanosom selama
sintesis melanin

Dua jenis utama melanin yang diproduksi yaitu pheomelanin dan
eumelanin. Mereka berbeda dalam warna dan cara sintesis. Melanin memiliki
banyak khasiat yang bermanfaat bagi tubuh seperti penyerapan
penghamburan sinar UV, membersihkan radikal bebas, reaksi reduksi oksidasi
dan penyimpanan ion.

Ketersediaan substansi dan fungsi dari enzim melanogenesis
menentukan tentang jenis melanin yang dihasilkan. (Gambar 3). Proses
melanogenesis berupa hidroksilasi tyrosine oleh Tyrosinase (TYR) menjadi L-
3,4-dihydro xyphenylalanine (DOPA) yang cepat teroksidasi menjadi
DOPAquinone. Kehadiran sistein DOPAquinone bereaksi DOPAquinone
menghasilkan 3- atau 5-cysteinyIDOPA, yang kemudian mengoksidasi dan
mempolimerisasi, menimbulkan melanin larut kuning-merah — pheomelanin.

Dengan tidak adanya tiol (sistein, glutathione atau thioredoxin) eumelanin
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coklat-hitam diproduksi. DOPAquinone secara spontan mengalami siklisasi ke
DOPAchrome . DOPAchrome kehilangan secara spontan asam
mengkatalisasi konversi lebih lanjut pada akhirnya membentuk warna coklat

yang lebih muda DHICA-melanin.

Gambar 6.Skema sederhana
sintesis melanin

Tirosin di bawah pengaruh
enzim dasar seperti tirosinase
(TYR), tirosin- protein terkait 1
(TYRP1) dan 2 (TYRP2) berubah
menjadi polimer melanin,

campuran pigmen bernama
eumelanin

d. Transfer melanosom
Melanosom bergerak dari daerah perinuklear melanosit di mana mereka
diproduksi menuju membran plasma karena fungsi mikrotubulus, filamen aktin,
dan myosin, yang serupa untuk pergerakan organel lain dalam jenis sel lainnya
. Dynein dan kinesin memediasi mikrotubulus- transportasi intraseluler
dependen. Tiga gen pigmen berbeda diketahui sejauh ini terlibat dalam
gerakan dinamis melanosom, dan mutasi dalam dari gen-gen tersebut

menghasilkan akumulasi pigmen yang luar biasa di daerah perinuklear
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melanosit mutan karena gangguan transportasi mereka ke pinggiran sel.
Rab27a, melanophilin, dan myosin Va membuat kompleks menghubungkan
melanosom ke motor berbasis F-actin. Rab27a (dikenal sebagai ashen pada
tikus), melanophilin (dikenal sebagai timah), dan myosin Va (dikenal sebagai
dilute) dan mutasi dari gen tersebut menyebabkan berbagai bentuk sindrom
Griscelli (tipe Il, 1ll, dan I, masing-masing) pada manusia. Rab27a menautkan
synaptoagmin- seperti protein2-a (Slp2-a) dengan fosfatidilserin, dengan
demikian menempelkan melanosom pada membran plasma, yang
menunjukkan peran Slp2-a sebagai pengatur melanosome
eksositosis(Yamaguchi and Hearing, 2009). Setelah menempel pada tepi
dendrit melansit, melanosom dilepaskan dan menyatu dengan keratinosit
berdekatan. Terdapat beberapa teori tentang mekanisme transfer melanosom,
namun studi terbaru menyatakan bhawa transfer melanosom ke keratinosit
kemungkinan terjadi melalui mekanisme fagositosis melanosom oleh
keratinosit. Regulator utama transfer melanosom adalah protease active-
receptor-2 (PAR-2). Namun studi terbaru menyatakan bahwa membrane
glikopoptein, PAR-2, niasinamid yang memeodulasi pengenalan dan transfer
melanosom ke keratinosit. Setelah melanosom ditensfer ke keratinosit maka
mereka secara selektif dan predominan terlokasi pada bagian apek nucleus
sehingga bisa efektif mengabsorbsi sinar UV melindungi nucleus dibawahnya

dari kerusakan. Byers dan Maheswary melaporkan bahwa dynein dan
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fagositosom melanosom agregrat di sitoplasma yang memediasi jalur ini.
Ketika keratinosit berdiferensiasi menjadi bentuk terminal yaitu korneosit,
melanosom yang ada secara bertahap terdegradasi. Saat keratinosit berubah
menjadi korneosit maka melanosom tidak lagi ditemukan, kecuali pada tipe

kulit gelap terkadang masih ditemukan meskipun jarang(Boissy, 2003)

2.2.2. Faktor Yang Mempengaruhi Pigmentasi

Pigmentesi kulit konstitutif menggambarkan deteminasi genetik dari
melanin dan dapat berubah oleh beberapa faktor berupa faktor intrinsik dan
ektrinsik.

A. Faktor intrinsik

Selain faktor intrinsik dari melanosit, keratinosit dan fibroblast melalui
aktifitas parakrin dan autokrin, terdapat faktor lain yang mempengaruhi
melanogenesis seperti sel endotel dan hormon melalui suplai darah, dari sel-
sel inflamasi dan dari sistem saraf (Yamaguchi and Hearing, 2009, Videira et
al., 2013).

Sel-sel endotel. Sel-sel endotel adalah sumber ET-1, PG, dan nitrit
oksida (NO). NO tidak hanya berperan dalam relaksasi otot polos tetapi juga
memulai melanogenesis, eritema, dan imunosupresi sebagai respons
terhadap radiasi UV.

Sel-sel inflamasi. Hiperpigmentasi diamati secara klinis sebagai
respons terhadap inflamasi. Mediator kimia yang diturunkan dari arakidonat,
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terutama Pg termasuk PGE2 dan PGF2a, leukotrien (LTs) termasuk LTC4 dan
LTD4, dan thromboxanes (TXs) termasuk TXB2, bertanggung jawab atas
pigmentasi yang disebabkan oleh peradangan karena bahan kimia tersebut
merupakan penambah aktivitas TYR . Faktor-faktor lain yang berhubungan
dengan peradangan yang meningkat melanogenesis termasuk histamin, NO,
GM-CSF, dan a-MSH. Namun, tidak semua sitokin inflamasi meningkatkan
pigmentasi kulit. Interleukin (IL) -1, IL-6, dan tumor necrosis factora (TNFa)
dikenal untuk menekan pigmentasi kulit, yang menunjukkan pentingnya
penjabaran lebih lanjut hubungan antara melanogenesis dan
peradangan.(Yamaguchi and Hearing, 2009)

Saraf. Karena melanosit dan neuron berasal dari saraf sel puncak
selama embriogenesis, faktor yang diturunkan sel saraf, termasuk neurotrofin
(NTs, seperti NGF) dan neuropeptide (NP, seperti peptida yang berhubungan
dengan gen kalsitonin / CGRP) miliki efek stimulasi pada melanosit, yang
mendukung teori neuronal untuk menjelaskan terjadinya vitiligo
segmental(Costin and Hearing, 2007)

Hormonal. Hiperpigmentas kadang-kadang terlihat selama kehamilan
dan kondisi ini disebut melasma, chloasma, atau topeng kehamilan. Hal itu
terjadi terutama di pipi, bibir atas, dagu, dan dahi. Meskipun POMC / MC1-R
/ cAMP adalah jalur utama, ada reseptor melanosit lain yang terkait dengan

adenyl cyclase dan produksi cAMP, seperti reseptor muskarinik dan reseptor
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a dan B estrogen. Katekolamin bisa diproduksi oleh keratinosit dari L-DOPA,
yang prekursor melanin, dan dapat berikatan dengan reseptor adrenergik a1
dan B2 pada melanosit, merangsang melanogenesis melalui jalur cAMP dan
PKC-B (Videira et al., 2013).

Melanosit mengandung cytosolic dan reseptor estrogen , menyebabkan
melanosit pada pasien dengan melasma secara inheren lebih sensitif terhadap
efek stimulasi estrogen dan kemungkinan hormon steroid seks lainnya.
Estrogen memiliki efek signifikan pada berbagai jenis sel penting dalam
fisiologi kulit, termasuk keratinosit, fibroblas, dan melanosit. Stimulasi
proliferasi dan sintesis DNA keratinosit epidermis manusia oleh estrogen telah
diperagakan in vitro dan itu telah diperlihatkan bahwa kultur keratinosit
manusia memiliki afinitas tinggi pengikat estrogen. Selain meningkat proliferasi
keratinosit, estradiol mempercepat sekresi GM-CSF oleh 3 kali lipat pada kultur
keratinosit manusia. Baru-baru ini ditunjukkan bahwa androgen memodulasi

aktivitas TYR melalui regulasi cAMP, pengatur utama pigmentasi kulit.
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B. Faktor ekstrinsik

Radiasi sinar ultraviolet . UV adalah faktor ekstrinsik terpenting pada
regulasi melanogenesis. Ini adalah stimulus utama untuk pigmentasi yang
diinduksi atau didapat, yang dikenal sebagai “tanning”. (Yamaguchi and
Hearing, 2009). Respon pigmetasi ini memiliki dua fase yang berbeda
diistilahkan dengan pewarnaan pigmen langsung (IPD) dan pigmentasi
tertunda . Pigmentasi langsung biasanya dimulai selama paparan UV,
maksimal dan memudar selama beberapa menit hingga beberapa hari
tergantung pada dosis UV dan kulit individu. Tidak diperlukan sintesis pigmen
baru, dan warnanya berubah tampaknya hasil dari redistribusi melanosom,
yang organel subselular tempat melanin diendapkan, dari perikaryon ke dendrit
melanosit epidermal. Pigmentasi tertunda terdeteksi 3-4 hari setelah satu
paparan UV yang cukup. Pigmentasi tertunda memiliki puncak luas intensitas
maksimum dari sekitar 10 hari hingga 34 minggu, tergantung pada total dosis
UV dan kulit individu, dan memudar secara bertahap selama beberapa
minggu. Paparan UV berulang dapat menghasilkan pigmentasi yang bertahan
selama berbulan-bulan setelah paparan terakhir. Pigmetasi tertunda
dimanifestasikan secara histologis dengan peningkatan jumlah melanosit,
dendrisitas melanosit , jumlah melanosome dan derajat melanisasi, dan
luasnya transfer melanosom ke keratinosit. Pigmen melanin paling banyak

terdapat di lapisan basal kulit. Di kulit kecokelatan oleh sinar matahari atau
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lainnya yang didominasi UVB (290- 320 nm) dapat juga melanin dijumpai
dalam suprabasilar keratinocytes, sedangkan pigmentasi oleh UVA (320400
nm) pigmen lebih terbatas pada lapisan basal saja. (Gilchrest et al., 1996)
Efek langsung radiasi UV terhadap melanosit paparan radiasi UV,
sangat menunjukkan bahwa keratinosit mengeluarkan faktor spesifik yang
bertanggung jawab untuk aktivasi melanosit yang diinduksi paparan UV.
Karena itu, keratinosit tampaknya merupakan komponen seluler utama dalam

respon pigmentasi fisiologis. Mekanisme ini dijelaskan pada gambar 3.

2.3. Agen pencerah kulit

Produk pencerah kulit tersedia secara komersial dengan tujuan
kosmetik untuk mendapatkan warna kulit yang lebih terang. Secara Klinis,
mereka juga digunakan untuk pengobatan gangguan hiperpigmentasi seperti
melasma, cafe” au lait spot dan lentigo solaris. (Gillboro and Olsson, 2011).

Agen pencerah kulit memiliki berbagai mekanisme dalam mencerahkan kulit:

a. Menghambat melanogenesis/ Inhibitor tirosinase
b. Menghambat transfer melanosom

C. Melanosit sitotoksik

d. Mempercepat epidermal turnover dan deskuamasi

d. Antioksidan, dll
Karena enzim tirosinase adalah enzim pembatas laju biosintesis

melanin, banyak produk kosmetik dengan tujuan mencerahkan Kkulit
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menggunakan efeknya pada enzim ini (Dover, 1991). Contoh produk tersebut
adalah hidroquinon dan deoxyarbutin yang akan dibandingkan efektivitasnya

sebagai agen pencerah kulit dalam penelitian ini.
2.4. Hidroquinon

2.4.1. Struktur Kimia dan Mekanisme Kerja

HOOOH

Gambar 8.Struktur kimia Hydroquinone

Hidroquinone  (1,4-dihydroxybenzene; HQ) merupakan agen
depigmentasi yang paling popular, diperkenalkan untuk penggunaan klinis
sejak 1961. Hidroquinone (1,4-dihydroxybenzene; di USA. Hidroquinon
digunakan dalam formulasi topikal sebagai agen pemutih kulit dan
depigmentasi. Digunakan dalam pengobatan melasma (chloasma), freckles,
lentigo senilis, dan hiperpigmentasi pascainflamasi. Penggunaan HQ ini
dianggap sebagai penggunaan obat yang berada di bawah lingkup FDA.
(Andersen et al., 2010). Hidroquinon disetujui untuk digunakan dalam krim
pemutih kulit dengan kadar maksimal 2% sebagai produk over-the-counter
(OTC) dan untuk konsentrasi lebih tinggi harus dengan resep dokter dengan
kadar maksimal yang disetujui FDA hingga 4% hidrokuinon bersama dengan

dua bahan aktif tambahan.
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Beberapa percobaan telah menunjukkan kemanjuran terapeutiknya
sendiri atau dalam hubungan dengan senyawa lain. HQ tampaknya
mengerahkan efeknya terutama dalam melanosit dengan menghambat
aktivitas tyrosinase, seperti melanosit epidermis hiperaktif dan telah dianggap
sebagai referensi standar dalam mengevaluasi agen depigmentasi . Produk
oksidasi adalah kuinon dan spesies oksigen reaktif (ROS), yang menyebabkan
kerusakan membran oksidatif lipid dan protein, termasuk tirosinase, dan
penipisan glutathione berkontribusi pada aksi pencerahan . HQ mungkin
mengganggu pigmentasi bahkan melalui: (i) kovalen mengikat histidin atau
berinteraksi dengan tembaga di aktif situs tirosinase, (ii) penghambatan DNA
dan RNA sintesis dan (iii) perubahan pembentukan melanosom dan tingkat
melanisasi.

Passi and Nazzaro-Porro menunjukkan bahwa HQ bukan sebagai
tirosin inhibitor namun lebih tepatnya beraksi sebagai substrat alternatif dari
enzim. Penemuan ini didukung oleh Havens dan Tramposch yang
menunjukkan bahwa dengan adanya aksi dari tyrosinase, HQ secara cepat di
konsumsi dan berubah menjadi produk yang tidak dikenali, bersamaan dengan
BQ (benzoquinone) sebagai metabolit minor. Dengan menggunakan
kombinasi teknik analitik Palumbo et al memperoleh bukti konklusif bahwa HQ
merupakan substrat yang buruk untuk enzim tyrosinase, namun dengan

adanya sejumlah katalitik dopa yang dihasilkan dari tirosin dalam percobaan
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ko-oksidasi atau sengaja ditambahkan untuk campuran inkubasi, dikonsumsi
secara efisien oleh enzim, dan menjadi kompetitor yang efektif dari substrat
‘alami' tirosin. Pada percobaan, kepasifan HQ untuk tirosinase mengejutkan
karena efek pelepasan elektron yang kuat dari kelompok para-hidroksil pada
cincin fenol, jauh melebihi rantai samping alanin, dan aksesibilitas jalur
dehidrogenasi yang mengarah ke BQ yang stabil bersama HQ memiliki
kemampuan oksidasi yang jauh lebih tinggi daripada tirosin. Alasan yang
masuk akal dari perbedaan ini adalah dengan menganggap bahwa di hadapan
dopa konfirmasi kritis perubahan tyrosinase terjadi, dimana enzim diaktifkan ke
arah yang kurang efektif yaitu substrat HQ.

Bahwa oksidasi HQ yang cepat karena kehadiran dopa katalitik adalah
hasil dari enzimatik sejati dibandingkan proses redoks cyclic sederhana
dengan mengorbankan pasangan dopa-dopaquinone, terlihat dari
pembentukan preferensial HBQ lebih dari BQ. Namun, ada kemungkinan
bahwa beberapa BQ diproduksi selama oksidasi HQ berasal dari proses
redoks cyclic dimediasi oleh dopa. Hal ini akan memastikan bahwa setiap
dopaquinone yang terbentuk secara enzimatis akan dikurangi kembali menjadi
dopa oleh HQ, sehingga tingkat konstan kofaktor tersedia untuk menjaga
tyrosinase tetap aktif. Nasib kimiawi HBQ saat ini sedang diselidiki dan dapat
melibatkan beberapa pertukaran redoks dengan yang terbaik untuk

memberikan dimerisasi HQ ke BQ dan atau reaksi gabungkan dengan spesies
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fenolik dan kuinonoid yang ada dalam campuran inkubasi untuk akhirnya

menghasilkan pigmen coklat kemerahan. (Palumbo et al., 1991)
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Fig. 6. Mechanusm of inhibition of melanogenesss by HQ.

2.4.2, Absorbsi, Ekskresi dan Eliminasi

Hydroquinone cepat diserap dan diekskresikan dalam urin pada tikus
setelah pemberian oral. Penyerapan topikal dalam vehikulum alkohol lebih
besar daripada dari larutan berair. Hydroquinone dalam larutan berair diserap
melalui kulit manusia di tingkat 0,55 + 0,13mg / cm2 per jam (Andersen et al.,
2010).

Percobaan pada kulit manusia (tebal 500 mm) dari 6 donor digunakan
untuk memeriksa penetrasi 2% krim HQ tunggal dan dikombinasi dengan
pretreatment 2% sodium azide saja dan kombinasi pretreatment dengan 2%
sodium azide. Didapatkan jeda waktu 8 jam dicatat dan diyakini dikaitkan
dengan waktu yang diperlukan untuk krim HQ untuk menembus kulit dan ke
dalam cairan penerima (Andersen et al., 2010). Penyerapan HQ manusia pada

aplikasi topikal kurang efisien dibandingkan dengan pemberian oral. Ketika
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penyerapan diukur sebagai eliminasi hidrokuinon melalui urin setelah aplikasi
(2,0% dalam alkohol) ke dahi sukarelawan manusia (6 laki-laki sukarelawan)
selama 24 jam, rata-rata penyerapan perkutan yang dilaporkan adalah 57%
(SD = 11%) dengan puncak eliminasi dalam waktu 12 jam dan eliminasi total
pada 5 hari. (Bucks et al.,, 1988) Produk utama diamati dari proses
metabolisme adalah konjugat sulfat dan glukuronida. Oksidasi menjadi 1,4-
benzoquinon menghasilkan metabolit reaktif yang membentuk konjugat mono
atau polyglutathione. Konjugat glutathione diyakini sebagai agen penyebab
nefrotoksisitas hewan pengerat dan karsinogenesis ginjal. Konstanta laju
metabolisme untuk konversi HQ ke konjugat monoglutathione (HQ-SG) dan
selanjutnya ke asam merkapturat (HQ-Cys) dalam biakan hepatosit yang
diisolasi dari F344, tikus dan manusia diukur. Hepatosit manusia juga
menunjukkan yang lebih tinggi kapasitas untuk metabolisme HQ-SG ke HQ-
Cys daripada tikus hepatosit. Asetilasi lebih disukai daripada deasetilasi dalam
kedua spesies. Secara keseluruhan, penulis menyimpulkan bahwa kapasitas
untuk metabolisme HQ dan HQ-SG lebih besar pada manusia daripada pada

tikus, menunjukkan kapasitas yang lebih besar untuk detoksifikasi konjugat.

2.4.3 Efek Samping
a. Sistem Saraf
DeCaprio (1999) mengemukakan bahwa efek akut yang dihasilkan oleh
paparan hidrokuinon tingkat tinggi terutama mempengaruhi sistem saraf pusat
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(SSP), dengan tanda-tanda termasuk tremor, air liur, hipereksitabilitas,
koordinasi, kejang-kejang, gagal pernapasan, koma, dan kematian (DeCaprio,
1999) Ditemukan bahwa tremor terjadi dalam 1 jam pemberian oral 64 atau
200 mg / kg hidrokuinon pada tikus percobaan (Topping et al., 2007).
Terdapat satu laporan kasus yang menyatakan bahwa aplikasi
hidrokuinon dermal dapat menyebabkan neuropati perifer pada manusia.
Kasus ini melibatkan seorang wanita berusia 30 tahun yang telah
menggunakan dua krim pemutih kulit yang mengandung hidrokuinon selama
kurang lebih 4 tahun. Wanita itu memiliki kelemahan, sensasi terbakar,
hilangnya refleks tendon dalam, dan gangguan sensasi dalam pada
ekstremitas bawahnya, bersama dengan tekanan darah yang sangat rendah.
Setelah 4 bulan tidak menggunakan krim pemutih kulit, gejala hilang (Karamagi

etal., 2001).

b. Kulit

Eksogen Okronosis

Okronosis eksogen dapat menjadi akibat aplikasi topikal hidrokuinon,
fenol, resorinol, atau konsumsi oral antimalaria. Okronosis eksogen akibat HQ
pertama kali dideskripsikan pada tahun 1975 oleh Findlay pada pasien yang
secara teratur menggunakan agen pemutihan topikal ini. Kondisi ini terjadi
secara eksklusif pada pasien dengan fototipe tinggi (Klasifikasi Fitzpatrick).
Okronosis eksogen karena penggunaan HQ secara terus menerus dan kronis,
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belum tentu dalam konsentrasi tinggi. Okronosis eksogen akibat penggunaan
HQ 2% telah diuraikan. Ada berbagai teori yang menjelaskan ochronosis
eksogen. Yang paling diterima adalah Penneys yang menghubungkan
hiperpigmentasi disebabkan hambatan enzim oksidase homogentisik oleh HQ.
Hambatan ini seperti pada ochronosis endogen, menimbulkan akumulasi
homogentisic asam yang berpolimerisasi membentuk pigmen okronosis di
papiler dermis.

Ochronosis eksogen bermanifestasi sebagai hiperpigmentasi pada
daerah yang terpapar matahari. Ini terjadi pada permukaan osseous dan sering
mempengaruhi wilayah zygomatic, memiliki pola simetris. Lesi berupa makula
abu-abu-coklat atau biru-hitam biasanya dengan papula hiperkromik, pinpoint,
seperti kaviar (Charlin et al., 2008). Simmons et al dan Levin and Maibach
melaporkan kasus-kasus okronosis eksogen akibat pemakaian HQ jangkan
panjang dengan konsentrasi bervariasi antara 2-6% (Simmons et al., 2015,

Levin and Maibach, 2001).

Iritasi Kulit

Laporan iritasi kulit atau alergi yang berhubungan dengan hidrokuinon
jarang terjadi. Studi yang melibatkan kelompok yang lebih besar umumnya
mencatat efek samping ringan dan sementara, biasanya dalam sebagian kecil

dari subyek, yang termasuk eritema, pengelupasan kulit, sensasi terbakar dan
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reaksi uji tempel yang mengiritasi (Bentley-Phillips dan Bayles, 1975; Kanerva
et al., 1999; Taylor et al., 2003; Torok et al., 2005; O'Donoghue, 2006).

Vitiligo / leukoderma

Merupakan penyakit kulit yang ditandai dengan hilangnya pigmen akibat
kematian atau disfungsi melanosit. Kontak leukoderma dapat terjadi ketika kulit
terpapar bahan kimia dengan struktur yang mirip dengan tyrosine (Fisher,
1994). Setidaknya 5 kasus leukoderma kontak telah dilaporkan terkait dengan
penggunaan krim kulit yang mengandung hidroquinone (Fisher, 1982;
Romaguera dan Grimalt, 1985). Krim mengandung 2% (Fisher, 1982) atau 3%
(Romaguera dan Grimalt, 1985) hidrokuinone. Dalam kasus ini bukan
mencerahkan melainkan terjadi depigmentasi lengkap di daerah yang dirawat
(Fisher, 1998). Kondisi ini dapat menyebabkan area-area depigmentasi berupa
bercak-bercak dengan daerah-daerah seperti hiperpigmentasi (leukoderma-
en-confetti) (Confetti, 1998). Kondisi ini bukan respons alergi dan tidak
terdeteksi oleh uji tempel (Fisher, 1998). Pada setidaknya satu kasus, kontak
leukoderma menunda operasi, karena depigmentasi terjadi di pusat lesi lentigo
maligna, menunjukkan bahwa HQ dapat mempengaruhi melanosit abnormal

selain melanosit normal (Fisher, 1998).

c. Kesuburan
Data kesuburan terbaru menunjukkan bahwa HQ kurang toksik. Studi

yang melibatkan HQ pada toksisitas reproduksi sudah lama (beberapa berasal
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dari 1950-an dan menggunakan dosis tinggi dan tidak ada standar protokol.
Studi modern dengan teratogenisitas terstandarisasi dan bioassay reproduksi
gagal menunjukkan toksisitas reproduksi. Rincian diberikan dalam tinjauan
luas toksikologi hidrokuinon oleh DeCaprio (DeCaprio, 1999).
d. Karsinogenesis dan mutagenesis

Studi karsinogenesis tentang pemberian secara oral hidrokuinon telah
mengindikasikan ‘beberapa bukti’ dari karsinogenisitas pada tikus. HQ
memiliki efek nefrotoksisitas secara genetik pada tikus tikus yang rentan,
namun tidak terjadi pada manusia, dan tidak ada bukti toksisitas ginjal
didokumentasikan untuk HQ pada manusia setelah in vivo atau paparan topikal
dan oral. Pada percobaan pada hewan, tidak ada metabolit benzene termasuk
phenol, HQ atau benzoquinone yang berpotensi menimbulkan peningkatan
level myelotoxic. Namun mononuklear sel leukemia diobservasi pada tikus
betina yang mendapat HQ oral selama 2 tahun, dan tidak ditemukan
perubahan myelotoxic pada manusia pada pemakaina jangka panjang.

Karena tidak ada hasil bioassay NTP (National Toxicology Program)
yang menunjukkan bukti karsinogenisitas, agen internasional untuk penelitian
kanker tersebut menempatkan HQ dalam kategori 3; yaitu tidak dapat

diklasifikasikan sebagai penyebab karsinogenik pada manusia.
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2.5. Deoxyarbutin

2.5.1 Struktur Kimia

Deoxyarbutin (dA) atau (4-(tetrahydro-2H-pyran-2yl)oxy)phenol,D-Arb)
merupakan derivate glukosida dari HQ. Agen pencerah kulit ini disintesis
dengan melepaskan gugus hidroksil dari rantai glukosa dari beta-arbutin.
Karena tidak memiliki struktur beta-glukosida diharapkan dapat menjadi
substrat untuk enzim beta-glukosida yang terdapat di kulit bakteri dan jaringan
manusia. Karena dA kehilangan grup hidroksil dari bagian glukosa, diharapkan
zat ini menjadi lebih lipofilik dan lebih mudah diserap ke dalam Kkulit
dibandingkan arbutin (alpha atau beta- arbutin).

dA digunakan sebagai bahan aktif pencerah kulit dalam preparat
kosmetik dengan konsentrasi maksimum 3%. Meskipun berdasarkan bukti
ilmiah dikatakan aman untuk digunakan dalam produk kosmetik sampai
konsentrasi maksimal 3% dalam cream wajah, namun HQ dapat terbentuk
pada tingkat yang menimbulkan kekhawatiran terkait keamanan produk
tersebut selama siklus produk (seperti kondisi penyimpanan, stabilitas saat
pemakaian). Sehingga dismpulkan bahwa penggunaan dA dengan konsentrasi
sampai 3% tidak aman.

Dilaporkan bahwa dA stabil selama setidaknya 2 tahun ketika terlindung
dari kelembaban, suhu di atas 8 ° C dan cahaya. Namun, dA tidak stabil dalam
media yang sedikit asam dan terhidrolisis menjadi HQ pada suhu kamar . Ini
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relevan ketika digunakan dalam produk kosmetik pada kulit (yang memiliki pH
agak asam), dan ketika ada paparan suhu dan cahaya yang lebih tinggi. Oleh
karena itu, dalam kondisi penggunaan, harus dipertimbangkan bahwa dA
dapat mengalami hidrolisis menjadi HQ.

Perkiraan tentang kemungkinan kandungan HQ dalam formulasi dA
berasal dari uji stabilitas dalam larutan dan “kontaminasi” bahan awal yang
dilaporkan sekitar 5 + 2% HQ dalam | — basis krim yang diterapkan dalam studi
kinetik dengan marmut. Dengan tidak adanya data lain, SCCS mengasumsikan

10% HQ sebagai kontaminan dalam dA dalam kondisi digunakan.

_________

L-tyrosine "/o~©,'—>—-<o
1
1
: 4/,% O
1
Hydroquinone !
veroqu! A’°‘©’*°~ Gambar 10.Struktur kimia HQ dan derivate

glukosida

Arbutin

Deoxyarbutin

2.5.2 Mekanisme Kerja

Deoxyarbutin menunjukkan kemampuan luar biasa untuk menurunkan
regulasi sintesis melanin melalui penghambatan tyrosine hydroxylase dan
aktivitas DOPA-oxidase dari tirosinase dalam melanosit manusia yang

utuh..Analisis umpan balik Lineweaver-Burk menunjukkan bahwa inhibitor
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tirosinase yang diuji adalah inhibitor kompetitif. Jenis penghambatan ini
menunjukkan bahwa senyawa ini mengikat sebagai analog substrat
monofenolik, yaitu di situs yang sama dengan tirosin, hingga bentuk oksi
tirosinase (Eoxy) . Interaksi ini antara inhibitor dan tirosinase menunjukkan
afinitas tinggi sebagaimana tercermin dalam nilai Ki rendah.

dA penghambat potensial tyrosinase, bisa bertindak sebagai substrat
enzim. Oxytyrosinase mampu menghidroksilasi deoxyarbutin  dan
menyelesaikan siklus katalitik dengan mengoksidasi membentuk o-difenol
menjadi kuinon, sedangkan enzim menjadi deoksityrosinase, yang berevolusi
untuk oxytyrosinase dengan adanya oksigen. Senyawa ini adalah satu-satunya
yang dijelaskan tidak melepaskan o-difenol setelah langkah hidroksilasi.
Oksitirosinase menghidroksilasi dA dalam posisi orto dari gugus hidroksil
fenolik melalui subsitusi elektrofilik aromatik. Karena orbital oksigen dan atom
tembaga bukan coplanar, tetapi dalam posisi aksial / ekuator, oksidasi / reduksi
terpadu tidak dapat terjadi dan terlepas dari atom tembaga untuk mengikat lagi
dalam posisi coplanar, memungkinkan oksidasi / reduksi atau pelepasan o-
difenol dari situs aktif ke medium. Dalam kasus deoxyarbutin, the o-difenol
yang terbentuk ditolak oleh air karena hidrofobisitasnya, sehingga dapat
mengikat dengan benar dan dioksidasi menjadi kuinon sebelum dilepaskan.
Simulasi dari interaksi B-arbutin, deoxyarbutin dan produk o-difenolnya dengan

tyrosinase menunjukkan bagaimana ligan ini mengikat di pusat tembaga
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tirosinase. Adanya penghalang energi dalam pelepasan produk o-difenol dari
deoxyarbutin, yang tidak ada dalam kasus [(-arbutin, bersama dengan
perbedaan dalam polaritas dan, akibatnya perbedaan interaksi dengan air
membantu memahami perbedaan dalam perilaku kinetik kedua senyawa ini.
Oleh karena itu, diusulkan agar pelepasan produk o-difenol dari deoxyarbutin
dari situs aktif mungkin lebih lambat daripada dalam kasus [-arbutin,
berkontribusi terhadap oksidasi ke kuinon sebelum dilepaskan dari protein ke

dalam fase air.

2.5.3 Absorbsi, metabolism dan Toksikokinetik
a. Absorbsi

Studi penyerapan perkutan manusia in vitro dilakukan di bawah
persyaratan pedoman saat ini dan di bawah kondisi GLP menunjukkan bahwa
setelah aplikasi dermal dA 3% dalam emulsi standar o / w (160,81 ug
deoxyarbutin / cm 2) diterapkan selama 24 jam untuk kulit yang layak dari tiga
wanita donor, dA terdeteksi di semua kompartemen yang relevan untuk menilai
penyerapan dan penetrasi kulit. Pemulihan mengungkapkan tidak ada indikasi
degradasi bahan uji. Ketersediaan kulit yang tinggi dari 58,12 + 11,96%, sesuai
dengan 93,66 + 20,15 ug dA / cm? diamati. Karena beberapa keterbatasan
dalam penelitian in vitro (rendahnya jumlah donor), SCCS mempertimbangkan
untuk menggunakan rata-rata + 2 SD, yaitu 80,04% atau 134 ug / cm2 untuk
penetrasi kulit dalam penilaian keamanan.

54



b. Metabolisme

Metabolisme hati dA in vitro, diperiksa dalam hepatosit dari kelinci, tikus,
kelinci percobaan dan manusia, terbukti cepat dan lengkap. Glukuronidasi dan
sulfonasi ditunjukkan sebagai jalur metabolisme utama. Tidak ada
metabolisme HQ atau produk penguraiannya yang terdeteksi secara in vitro.
Informasi tentang metabolisme hati dA tersedia, sementara data tentang
metabolisme di kulit manusia masih kurang. Studi skrining yang tersedia pada
penetrasi kulit dan nasib metabolisme dA pada kelinci percobaan menunjukkan
penyerapan tinggi dA yang menembus cepat melalui kulit; itu glukuronidasi dan
sulfonasi, dan kemudian dengan cepat diekskresikan. dA ditemukan memiliki
profil metabolisme yang berbeda dari HQ menunjukkan bahwa HQ tidak dapat
dihasilkan di kulit atau secara sistemik setelah aplikasi topikal dA. Ini didukung
oleh fakta bahwa dalam studi penetrasi kulit secara in vitro menggunakan kulit
manusia, pemulihan tidak menunjukkan indikasi degradasi bahan uji. Informasi
dari studi in vivo dengan aplikasi topikal pada marmut menunjukkan
metabolisme dA fase Il yang luas.

C. Toksisitas

Toksisitas oral dan kulit akut dari dA dapat dianggap rendah. Studi yang
dilakukan sesuai dengan pedoman pengujian saat ini di bawah kondisi GLP
dengan bahan uji yang ditandai menghasilkan nilai LD50 untuk toksisitas oral
dan kulit akut > 2000 mg / kg bb pada tikus. Studi oral sebelumnya pada ,
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dermal dan intraperitoneal akut dengan validitas terbatas umumnya
mengkonfirmasi toksisitas akut rendah untuk semua rute aplikasi pada spesies
yang diuji.

Toksisitas sistemik setelah aplikasi oral berulang pada tikus jantan dan
betina selama 28 hari adalah rendah dan efeknya hanya dapat diamati pada
tingkat dosis batas yang diterima secara internasional saat ini yaitu 1000 mg /
kg bb yang terdiri dari temuan klinis sementara, sedikit konsumsi makanan dan
berat badan terbelakang, efek hematologis minor pada wanita dan sedikit
penurunan parameter kimia klinis tunggal. Berat hati relatif dari kedua jenis
kelamin dan bobot ginjal relatif dari laki-laki meningkat tetapi tanpa korelasi
histopatologis. Pada pengamatan fungsional tidak menunjukkan indikasi
adanya gangguan neurologis pada tingkat dosis apa pun. The No-Adverse-
Effect-Level (NOAEL) untuk toksisitas subakut pada tikus setelah 28 hari
pengobatan oral adalah 316 mg / kg bb. Nilai ini dapat dianggap sebagai
gambaran terburuk untuk dA karena lingkungan asam lambung akan
menyebabkan degradasinya menjadi Hq yang kemudian menyebabkan
keracunan yang diamati. Juga mengingat efek rute yang teramati yang diamati
dalam tes genotoksisitas in vivo. SCCS menyimpulkan bahwa rute aplikasi oral
harus dianggap tidak tepat untuk menyelidiki keamanan dA dalam konteks
aplikasi dermalnya, oleh karena itu memilih studi toksisitas kulit subkronik

untuk memperoleh NOAEL untuk perhitungan margin keselamatan. Aplikasi
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kulit berulang dari deoxyarbutin pada kelinci baik sebagai formulasi krim 3%
selama 28 hari atau sebagai 1, 5 dan 40% larutan propilen glikol / etanol
selama 91 hari tidak mengarah pada temuan sistemik terkait-zat apa pun
hingga tingkat dosis tertinggi yang diselidiki. NOAEL masing-masing untuk
toksisitas sistemik pada kelinci adalah 40% dA sesuai dengan sekitar 800 mg
/ kg bb. Nilai ini akan digunakan untuk penilaian risiko dan perhitungan margin

of safety (MoS).

2.5.4 Uji Keamanan
a. Iritasi kulit dan membrane mukosa

Deoxyarbutin tidak menunjukkan potensi korosif pada kulit dalam uiji
TER in vitro dan terbukti tidak menyebabkan iritasi pada kulit kelinci New
Zealand White yang utuh. Dalam tes iritasi mata menggunakan kelinci New
Zealand White, iritasi mata sedikit dan sementara, tetapi skor ambang batas
untuk klasifikasi sebagai iritasi mata tidak tercapai. Namun, karena kemerahan
dan khususnya kemosis diamati selama periode pengamatan, zat uji dianggap
sebagai iritasi mata ringan. Formulasi krim standar yang mengandung dA 3%
tidak menyebabkan tanda-tanda iritasi mata pada kelinci, tetapi volume rendah
formulasi uji (sekitar 10 pl, yaitu 1/10 dari volume yang direkomendasikan
dalam OECD TG 405) yang digunakan dalam penelitian ini menghalangi

evaluasi potensi iritasi mata dari formulasi tes. Tes patch berulang pada
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manusia tidak mengungkapkan potensi iritasi kulit untuk deoxyarbutin pada
konsentrasi hingga 6,0%.
b. Sensitasi Kulit

Potensi kepekaan dA diselidiki dalam dua tes kelenjar getah bening
lokal murine. Studi yang lebih baru menyelidiki konsentrasi 10% - 50% dan
dilakukan sesuai dengan pedoman OECD dan EC yang sebenarnya.
Penelitian sebelumnya menyelidiki konsentrasi 3% - 20%, tetapi jumlah hewan
dan hari paparan sedikit lebih tinggi serta pengukuran kelenjar getah bening
individu digunakan. Tes Kkelenjar getah bening lokal yang dilakukan
menunjukkan bahwa dA adalah perangsang kulit sedang.
C. Efek mutagenik dan genotoksik

Secara keseluruhan, genotoksisitas dA cukup diselidiki dalam tes
genotoksisitas yang valid untuk 3 titik akhir genotoksisitas: mutasi gen,
penyimpangan kromosom, dan aneuploidi. dA tidak menyebabkan mutasi gen
pada bakteri. Pada limfosit manusia, dA menunjukkan potensi clastogenik
dengan dan tanpa aktivasi metabolik. Namun, ketika reaksi clastogenik diamati
dengan dan tanpa enzim pengaktif metabolik, dan dA diketahui tidak stabil
pada nilai pH yang lebih rendah, hidrolisis kimia terhadap hidrokuinon dapat
terjadi pada suatu batas tertentu. Kemudian, bukan sebagai dA melainkan
produk kimia pemecahannya yaitu Hqg, agen klastogenik dan sitotoksik yang

dikenal secara in vitro dan in vivo. Hasil in vitro positif pada klastogenisitas

58



tidak dikonfirmasi dalam dua tes mikronukleus terpisah dengan dA di bawah
prosedur aplikasi standar injeksi intraperitoneal. Sebaliknya, tingkat dosis
deoxyarbutin yang diaplikasikan secara oral diinduksi mikronukleus dalam
eritrosit polikromatik dari sumsum tulang tikus jantan dan betina. Ini diharapkan
karena kerusakan kimia dari dA menjadi Hq di lingkungan asam lambung.
Dengan demikian, rute aplikasi oral untuk menyelidiki kemungkinan genotoksik
atau potensi klastogenik dari dA harus dianggap tidak tepat dalam konteks
evaluasi keamanan zat yang diterapkan melalui kulit. Deoxyarbutin tidak
menginduksi peningkatan jumlah sel spermatogonial dengan penyimpangan
kromosom struktural atau numerik. Namun, karena kurangnya indikasi paparan
sel spermatogonial, tes ini memiliki nilai terbatas. Berdasarkan laporan ini,
senyawa induk deoxyarbutin dapat dianggap tidak memiliki potensi genotoksik
in vivo dan tes tambahan tidak diperlukan. Arbutin dianggap dimetabolisme
secara berbeda oleh glikosidase yang berbeda atau dengan hidrolisis spontan,
namun semuanya membentuk hidrokuinon (HQ). Yang terakhir dianggap
sebagai bagian genotoksik; oleh karena itu pembacaan berdasarkan
pelepasan HQ adalah kemungkinan untuk menilai potensi genotoksik arbutin
sebagai suatu kelompok.
d. Toksisitas reproduksi

Studi toksisitas perkembangan dan reproduksi belum diajukan. Aplikasi

dA oral yang diulang selama 28 hari pada tikus hingga batas dosis dosis 1000
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mg / kg bb serta aplikasi kulit berulang pada kelinci hingga 3 bulan dan
konsentrasi uji tertinggi 40% (sesuai dengan sekitar 800 mg / kg bb) tidak
menyebabkan indikasi gangguan pada organ reproduksi pria atau wanita.
e. Photo-induced toxicity

dA terbukti tidak memiliki fotoiritasi dan tidak memiliki potensi fotoalergi
ketika diuji dalam konsentrasi hingga 50% dalam propilen glikol di bawah
kondisi penelitian gabungan pada marmot jantan dan betina.

Data pada manusia menunjukkan perlakuan tes patch berulang pada
manusia yang independen menunjukkan bahwa deoxyarbutin hingga
konsentrasi 6,0% tidak menunjukkan potensi iritasi kulit atau sensitasi pada

manusia.

2.6. Alat Ukur Penelitian Chroma Meter

Warna kulit manusia merupakan kombinasi selektif penyerapan dan
penghamburan oleh sejumlah panjang gelombang. Beberapa molekul dan
partikel utama penyerap cahaya disebut kromofor. Tiga kromofor dominan
yang ada di epidermis adalah eumelanin, pheumelanin,dan karotin. Kromofor
lain yang terletak pada pembuuh darah dermis yaitu oxyhemoglobin dan
bilirubin(Piérard, 1998). Melanin memiliki tingkat absorbsi tidak terbatas
terhadap semua spektrum warna. Karoten jarang tampak pada kulit normal
dan berwarna kuning. Hemoglobin cukup spesifik dan memiliki absorbsi yang
tinggi terhadap spektrum cahaya hijau dan absorbsi rendah terhadap warna
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merah. Dengan meningkatnya eritema maka dan semakin banyak cahaya hijau
yang diabsorbsi dan sedikit yang dihmburkan. Optik kulit tergantung kromofor
pada melanin yang ada di epidermis dan hemoglobin yang terletak lebih dalam
di dermis. refleksi pada kulit. Gelombang panjang (warna merah) dapat
penetrasi lebih dalam pada kulit sehingga menyebabkan absorbsi yang lebih
besar pada jaringan, hal ini menjelaskan mengapa struktur yang lebih dalam
seperti pembuluh arteri dan vena berwarna lebih kontras dan tampek kebiruan
(Fullerton et al., 1996).

Pengukuran warna kulit adalah yang paling penting bagi para peneliti
dan dokter yang terlibat dalam dermatologis serta bidang kosmetik.
Pengukuran non-invasif kandungan melanin epidermis diperlukan untuk studi
in vivo yang melibatkan depigmentasi kulit dan repigmentasi (Kasraee, 2016).
Warna adalah persepsi radiasi elektromagnetik pada kisaran panjang
gelombang 400-700 nm yang ditangkap mata dan diteruskan menjadi stimulasi
perspektif olah otak. Warna yang terlihat adalah kombinasi trikomatik merah,
biru dan hijau. Hampir semua studi komparatif menunujukkan bahwa mata
manusia dapat membedakan warna secara spesifik sama dengan perangkat
spesifik. Namun penilaian kuantitif dan repetitif menjadi reliable jika
pengukuran dibuat secara objektif. Hal ini dapat dilakukan dengan
menggunakan alat reflektan ftristimulus colorimetry CIE (Commission

Internationale de I'Eclairage).
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Chromameter (Minolta, Osaka, Japan) adalah instrument tristimulus
kalorimetri berdasarkan pemindaian spektrofotometri reflektansi (Kasraee,
2016). Dengan instrumen ini permukaan kulit diterangi oleh lampu busur xenon
berdenyut. Cahaya terpantul secara tegak lurus ke permukaan dikumpulkan
untuk analisis tristimulus warna pada 450, 560 dan 600 nm, menggunakan
warna sistem L * a * b ¥, sebagaimana ditentukan oleh CIE . Secara khusus,

*

sistem L * a b * sangat mudah dipahami, dengan parameter L
*mengekspresikan kecerahan warna (bervariasi antara a nilai 100 untuk
permukaan putih dan 0 untuk permukaan hitam) (Sabancilar et al., 2011).
Parameter a * mewakili perubahan sepanjang sumbu merah hingga hijau
dengan perubahan dari + 60 untuk permukaan merah - 60 untuk permukaan
hijau. Parameter b * berubah dari + 60 untuk permukaan kuning hingga - 60
untuk permukaan biru. (Clarys et al., 2000).

Dengan sistem CIE dapat menilai hubungan antara jumlah kromofor
kulit dan perubahan nilai L * a * b * dan indeks eritema dan melanin pada kulit.
.NilaiL*, b *, atau kombinasi L * dan b * adalah parameter yang sesuai untuk
evaluasi derajat pigmentasi, jika volume darah kulit konstan pada tiap kali
pengujian. Nilai a * dan indeks eritema merupakan parameter yang baik untuk
mengevaluasi derajat eritema atau volume darah kulit. (Takiwaki, 1998).

Pengukuran aktifitas agen depigmentasi seperti hidroquinon dan agen untuk

menggelapkan warna kulit seperti DHA dapat dilakukan menggunakan
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spektometri atau kalorimetri dengan mengukur nilai L*, b*, Chroma C* atau

ITA® (Individual Typology Angle)(Piérard, 1998)
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2.8 Kerangka Konsep

Deoxyarbutin 2%

Hidroquinone 4%

Keterangan :

Wanita

Tipe Kulit Fitzpatrick
Il dan IV

Usia 25-45 tahun

MELANOGENESIS

e Hormonal
e Sinar UV

Variabel bebas

Variabel antara

Variabel tergantung

Variabel kendali

KECERAHAN
KULIT
( Nilai L*)
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BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain double-blind, pre- and post-treatment
randomized controlled clinical trial.

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian

Anamnesis dan pemeriksaan fisik dilakukan di poliklinik Dermatologi dan
Venereologi Rumah Sakit Pendidikan UNHAS, Rumah Sakit Dr. Wahidin

Sudirohusodo

3.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Desember 2019 — Mei 2020. Penelitian

dimulai setelah mendapatkan keterangan lolos kaji etik dari Komisi Etik FKUH

3.3 Populasi Penelitian

3.3.1 Populasi Target
Populasi target adalah semua individu wanita sehat yang berusia 25-45

tahun.
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3.3.2 Populasi Terjangkau
Populasi terjangkau adalah semua individu wanita yang berusia lebih

dari 25 tahun sampai 45 tahun yang memenubhi kriteria inklusi yang berdomisili

di Makassar pada saat masa penelitian.

3.4 Sampel
3.4.1. Cara Pengambilan Sampel
1. Semua individu wanita sehat yang berusia 25 tahun sampai 45 tahun.
2. Subyek penelitian yang memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi
selanjutnya diberikan intervensi menggunakan dua macam bahan uji.
3. Tidak bisa dilakukan intervensi secara bersamaan (starting point

masing-masing subyek berbeda).

Perkiraan jumlah sampel penelitian akan mengacu pada hasil studi
preliminari untuk menghitung besar sampel sesungguhnya. Studi preliminari
dilakukan untuk menilai standar deviasi yang kemudian akan dirumuskan
dalam formula uji hipotesis rerata dua populasi berpasangan (Sastroasmoro

and Ismael, 2008).

(1,169+0,799)12
2

. 2 .
Rumus yang digunakan: n = [(Z"J'Z“’) Sd] = [(1’96+0‘842)

d 0.838-0,389

_ [2,802-0.984
0,449

]2=38
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Berdasarkan perhitungan rumus tersebut didapatkan jumlah sampel minimal

(n) sebanyak 38 sampel.

Keterangan:

N = jumlah sampel

Sd = simpang baku dari rerata selisih (standar deviasi)
d = selisih rerata kedua kelompok yang bermakna

Zy = nilai standar deviasi alfa (1.96) untuk a = 0.05

Zg = nilai standar deviasi beta (0.842) untuk power 80%
3.5 Kiriteria Inklusi dan Eksklusi

3.5.1  Kriteria Inklusi

Subyek wanita yang berkunjung ke Poliklinik Dermatologi dan Venereologi

Rumah Sakit Pendidikan UNHAS, Rumah Sakit Dr. Wahidin Sudirohusodo

dengan:

1.

1.

Subyek wanita dengan tipe kulit Fitzpatrick Il dan IV

Wanita berusia 25 tahun sampai dengan 45 tahun

Bersedia menjadi subyek penelitian dan menandatangani informed
consent.

Waktu bekerja terbanyak didalam ruangan.

Selalu menggunakan lengan panjang ketika berada di luar ruangan.
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3.5.2 Kriteria Eksklusi

Pasien dengan:

1.

3.6.

3.6.1

Riwayat adanya kanker kulit pada diri subyek atau keluarganya,
terutama melanoma

Riwayat penggunaan suplemen apapun yang mengandung
hidroquinon, deoxyarbutin dan atau suplemen antioksidan lain dalam
waktu 1 bulan sebelum mulai penelitian

Hamil atau menyusui.

Memakai kontrasepsi hormonal.

Memakai bahan pencerah kulit topikal lainnya dalam waktu 1 bulan
sebelum penelitian.

Adanya dermatosis lain

Riwayat penyakit jantung, DM dan anemia

Riwayat alergi obat atau kelainan kulit akibat efek samping terapi oral

Riwayat alergi terhadap bahan-bahan yang akan diujikan.

Prosedur Penelitian
Persiapan

Peneliti diberi izin untuk melaksanakan penelitian oleh Bagian Kulit dan

Kelamin Fakultas Kedokteran Universitas Hasanuddin. Rancangan penelitian

diajukan ke Komite Etik Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas

Hasanuddin untuk mendapatkan persetujuan (ethical clearance). Informed
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consent akan diberikan pada subyek yang hanya akan dilaksanakan bila telah

diperoleh izin tertulis dari subyek.

3.6.2. Penjelasan dan Penandatanganan Informed Consent

Subyek penelitian diberi penjelasan mengenai penelitian yang akan
dilakukan, bila bersedia ikut dalam penelitian, maka diminta untuk
menandatangani informed consent. Pada penelitian ini dilakukan anamnesis,
pemeriksaan fisis, status dermatologis, pengukuran menggunakan chroma

meter, dan dokumentasi menggunakan fotografi medik.

3.6.3. Teknik Pelaksanaan
a. Pemilihan subjek penelitian :

- Anamnesis: identitas subyek ( nama, umur) riwayat pemakaian
tabir surya, aktivitas sehari-hari dan durasi terpapar matahari
setiap hari, riwayat penggunaan kontrasepsi hormonal. Riwayat
penyakit (epilepsi, keganasan, dermatitis kontak karena
kosmetika, jantung, anemia dan DM), riwayat penyakit kulit
lainnya, riwayat penyakit keluarga.

- Pemeriksaan fisis meliputi: tanda-tanda vital, status generalis,

status dermatologis dan tipe kulit Fitzpatrick.
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. Seleksi subyek penelitian, yaitu dipilih dari subyek yang memenubhi
kriteria inklusi dan eksklusi dengan anamnesis dan pemeriksaan fisis.

. Subyek penelitian diberikan penjelasan dan diminta kesediaannya
secara sukarela untuk terlibat dalam penelitian dan menandatangani
informed consent.

. Dilakukan pengukuran kecerahan kulit awal menggunakan alat chroma
meter.

. Kemudian subyek dijelaskan dan diajarkan cara pengolesan serum yang
berbeda pada volar tangan kanan dan tangan kiri. Setiap serum yang
diujikan diambil sebanyak 2 tetes kemudian dioleskan pada bagian volar
lengan bawah kanan (serum A) dan kiri (sermum B) setiap malam
sebelum tidur selama 12 minggu. Untuk memastikan tempat pengolesan
serum sama setiap kali pengolesan, dibuat patron khusus. Patron dibuat
berbentuk kotak dengan ukuran 4 x 4 cm.

Serum deoxyarbutin 2% dan serum hydroquinone 4% ditempatkan
dalam container yang identik, kemudian diberi kode serum A dan B.
Peneliti dan subjek tidak mengetahui isi container. Perubahan klinis
kemudian diikuti selama 12  minggu ke depan oleh peneliti. Setelah
penelitian selesai, kode A dan B kemudian diinformasikan pada peneliti

mengenai kandungannya.
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g. Subyek penelitian dievaluasi selama 12 minggu dengan jumlah
kunjungan setiap 2 minggu (TO, T14, T28, T32, T46,T70, T84).
Pada setiap kali kunjungan, dilakukan pengamatan klinis evaluasi terapi,
pengukuran dengan chroma meter. dan mencatat hasil evaluasi terapi
dan hasil pengukuran serta efek samping yang ditimbulkan, kemudian
membuat foto dokumentasi bagian yang dioleskan serum yaitu bagian
volar lengan bawah kiri dan kanan dengan menggunakan kamera digital
merk canon 16,1 megapixel, penerangan biasa, jarak 20 cm dan latar

belakang hitam.

3.6.4. Prosedur Pengukuran menggunakan Chroma Meter

Chroma Meter adalah perangkat tristimulus yang ringan, portabel dan
untuk pengukuran warna oleh perangkat ini dapat dilakukan secara langsung
dengan mengukur refleksi dan perbedaan warna. Pengukuran Chroma Meter
terhadap warna kulit didasarkan pada sistem warna L*, a*, dan b*. Dalam
penelitian ini, parameter L* yang digunakan untuk menilai kegelapan/
kecerahan (luminance). Suatu studi menyebutkan bahwa L* merupakan
parameter yang paling sensitif untuk menentukan perbedaan pigmentasi pada
penilaian kecerahan kulit, terutama pada tipe kulit Fitzpatrik Il dan IV seperti
pada penelitian ini. (Lee et al., 2008) Chroma Meter digunakan untuk mengukur
kecerahan kulit (L*) pada hari 0,14, dan 32,46,70,84 untuk menilai perubahan
kecerahan kulit secara obyektif.
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3.6.5 Bahan Penelitian

Bahan penelitian dalam sediaan serum diperoleh dari LW Synergy Lab, terdiri dari :
Bahan aktif :

Serum A : deoxyarbutin kosentrasi 2%

Serum B : hydroquinone kosentrasi 4%

Vehikulum : Hydroxyethylcellulose (HEC),Glycerin, butyleneglycol

3.7 Identifikasi Variabel

Identifikasi variable terdiri dari Variabel kendali, variabel bebas, variabel

antara, dan variabel tergantung.

Variabel bebas : serum hydroquinone 4%,
serum deoxyarbutin 2%

Variabel antara : melanogenesis

Variabel kendali : wanita, tipe kulit Fitzpatrick Il dan
IV, usia 25-45 tahun, hormonal, sinar
uv

Variabel tergantung : kecerahan kuli

3.8. Definisi Operasional

1. Efektivitas adalah hubungan antara output dan tujuan dimana
efektivitas diukur dari sejauh mana tingkat output . Dalam
penelitian ini output tersebut dinilai secara kualitatif dengan
pengamatan langsung dan melalui dokumentasi fotografi. Output

kuantitatif diukur menggunakan alat Konika Minolta Chroma
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Meter CR-400 ®, merupakan perangkat terstimulus yang ringan,
portabel dan untuk pengukuran warna secara objektif. Kami
menetapkan 4 Kkategori peningkatan kecerahan warna kulit
(Fitzpatrick, 2013):

- Minimal to no improvement (<25%)

- Moderate improvement (26-50%)

- Clinical improvement (51-75%)

- Exellent improvement (76-100%)

2. Deoxyarbutin (4-(tetrahydro-2H-pyran-2yl)oxy)phenol,D-Arb) merupakan
derivate glukosida dari Hidroquinone (HQ), menunjukkan kemampuan luar
biasa untuk menurunkan regulasi sintesis melanin melalui penghambatan
tyrosine hydroxylase dan aktivitas DOPA-oxidase dari tirosinase dalam
melanosit manusia yang utuh.

3. Hidrokuinon (1,4 dihydroxybenzene): suatu senyawa hidroksifenolik yang
menginhibisi konversi DOPA menjadi melanin dengan menghambat enzim
tirosinase.

5. Tipe kulit Fitzpatrick 1l dan IV : Pengklasifikasian tipe kulit sistem Fitzpatrick,

berdasarkan reaksi kulit terhadap matahari. Tipe IV memiliki ciri reaksi
jarang terbakar dan selalu menjadi lebih coklat jika terpapar matahari

sedangkan tipe Ill sedikit lebih mudah terbakar dibandingkan tipe IV

74



kemudian bertahap menjadi coklat terang. Diukur berdasarkan formuala

ITA (Individual Typology Angle) dari pemeriksaan Croma meter.

6. Efek samping: adalah terjadinya semua reaksi yang tidak diinginkan selama
pemberian serum deoxyarbutin 2% atau hidroquinon 4%.

7. Drop out. adalah subyek penelitian yang tidak datang sesuai dengan jadwal
yang diberikan, dengan batas waktu maksimum 3 hari sejak tanggal yang
ditentukan.

8. Complete trial: adalah subyek penelitian yang menyelesaikan seluruh
jadwal penelitian yang ditentukan.

9. Discontinued trial: adalah subyek penelitian yang mengalami efek samping
moderat hingga berat selama masa penelitian sehingga subyek penelitian
dan peneliti memutuskan untuk menghentikan penelitian dan mengobati

efek samping atau berada dalam kondisi yang memenuhi kriteria eksklusi.

3.9 Pengolahan dan Analisis Data

Semua data yang terkumpul akan dianalisis dengan menggunakan
program SPSS versi 22.. untuk menilai perubahan skor berdasarkan waktu
pengukuran pada setiap kelompok serum, digunakan Uji T berpasangan.
Untuk menilai perbedaan antara kedua kelompok serum digunakan uji t

independent. Hasil uji statistik signifikan jika nilai p < 0,05.
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3.10. Izin Penelitian dan Kelayakan Etik (Ethical Clearance)

Pemberian informasi dan permintaan izin (informed consent) dari
subyek atau keluarganya untuk dimasukkan untuk dimasukkan dalam
penelitian ini, serta persetujuan kelaikan etik penelitian dari Komisi Etik
Penelitian Biomedis pada Manusia Fakultas Kedokteran Universitas

Hasanuddin dilakukan dalam penelitian ini.
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3.11.  Alur Penelitian

‘ Subjek Penelitian ‘

‘ Anamnesis, Pemeriksaan Fisik }7

J

L

Kriteria Inklusi

‘ ‘ Kriteria

Eksklusi ‘

l

Informed consent TIDAK

@

J

Serum hidroquinon 4%

DataSebelum | ._._ ... _._._._._. > Pengukuran Chroma meter
(T0)
Perlakuan 12 minggu |.>| Serum deoxyarbutin 2%
I [
Datasesudsh | _ ... > Pengukuran chroma meter
(T14-T84)

Analisa data
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BAB IV

HASIL PENELITIAN

4.1. Karakteristik Subjek Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang bertujuan untuk
mengetahui efektivitas serum deoxyarbutin 2% sebagai agen pencerah kulit
dibandingkan dengan serum hydroquinone 4% sebagai kontrol positif yang
merupakan standar pengobatan lesi hiperpigmentasi. Pada penelitian ini
kedua macam serum diberikan pada subjek yang sama dimana kedua jenis
serum yang diujikan disamarkan dengan kode A (CT01 R) dan kode B.(CTO1
L). Setiap subjek mengoleskan serum A pada volar kanan dan serum B pada
volar kiri. Pada akhir penelitian data yang terkumpul dilaporkan kepada pihak
farmasi (WLW syn) untuk dibuka kode dari masing-masing serum, dan
diketahui bahwa kode serum A(CT01 R) adalah deoxyarbutin 2% dan serum
B(CTO1 L) adalah hydroquinone 4%.

Subjek penelitian berjumlah 64 subjek wanita yang memenuhi kriteria
inklusi dan eksklusi serta menandatangani inform consent sebelum mengikuti
penelitian. Selama masa penelitian terdapat 4 orang subjek yang drop out dan
1 orang subjek discontinued trial dikarenakan hamil. Sehingga jumlah total
subjek penelitian yang menyelesaikan penelitian adalah 59 subjek. Dari 59
subjek terdapat dua kelompok usia yaitu 25-35 tahun sebanyak 40 (67.8%)

78



subjek dan usia 36-45 tahun sebanyak 19 (32.2%) subjek. Berdasarkan tipe
kulit dibagi dua kelompok yaitu tipe kulit Fitzpatrick 11l sebanyak 25 (42.4%)
subjek dan tipe kulit Fitzpatrick IV sebanyak 34 (57.6%) subjek. Ringkasan dari
karakteristik subjek penelitian dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1.Karakteristik Subjek

(n=59)
Karakteristik n %
Umur* 25-35 tahun 40 67.8%
36-45 tahun 19 32.2%
Tipe Kulit 1] 25 42.4%
Fitzpatrick
v 34 57.6%

*Rentang Umur 25-45 tahun ; Rerata : 31 tahun

4.2. Efektivitas serum deoxyarbutine 2% dan serum hydroquinone 4%
terhadap perubahan nilai kecerahan kulit

Untuk mengetahui efektivitas serum deoxyarbutin 2% dan serum
hydroquinone 4% terhadap perubahan kecerahan kulit dilakukan dengan cara
membandingkan nilai kecerahan kulit sebelum dan sesudah perlakuan
(pengolesan serum). Pemeriksaan warna kulit dilakukan saat kunjungan
pertama, dan selanjutnya setiap 2 minggu hingga mingu ke-12 untuk menilai
perubahan warna kulit, dengan menggunakan alat Konica Minolta Chroma
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Meter Model CR-400. Pengukuran terhadap warna kulit didasarkan pada
sistem warna L*, a*, dan b*. Dalam sistem ini, kecerahan kulit ditunjukkan

oleh parameter L*.

4.2.1. Efek serum deoxyarbutin 2% terhadap perubahan nilai kecerahan

kulit (L*)

Untuk menilai efek serum deoxyarbutin 2% terhadap perubahan kecerahan
kulit (Nilai L*) sebelum dan sesudah pengolesan serum pada setiap waktu
observasi dilakukan uji one way anova uji t berpasangan. Hasil analisis dapat
dilihat pada tabel 2.

Tabel 2.Perubahan nilai kecerahan kulit (L*) pada kelompok serum
deoxyarbutin 2%

Waktu L* L* Perubaha | Nilai

Observasi | Sebelum Sesudah n nilai L* p

Mean SD Mean SD

Minggu2 | 52.407 | 3.411 |52.796 | 3.265 0.389 0.000

Minggu 4 | 52.407 | 3.411 |53.002 | 3.293 0.595 0.000

Minggu 6 | 52.407 | 3.411 |53.245| 3.304 0.838 0.000

Minggu 8 | 52.407 | 3.411 |53.500 | 3.101 1.093 0.000

Minggu 10 | 52.407 | 3.411 | 53.671 | 3.103 1.264 0.000
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Minggu 12 | 52.407

3.411 ‘54.083‘ 3.110 ‘ 1.676 0.000

Dari tabel di atas terlihat bahwa rerata nilai kecerahan kulit (L*) sebelum
pengolesan serum adalah 52.407( +3.411) dan mengalami perubahan
bermakna pada minggu ke-2 dengan rerata nilai L* 52.796 (+3.265) dengan
nilai p 0.000 (p<0.05). Nilai kecerahan kulit semakin berubah secara bermakna
pada setiap waktu observasi dibandingkan sebelum pengolesan serum,
dengan perubahan tertinggi pada minggu ke-12, nilai L* 54.083 (£ 3.110), nilai
p = 0.000 (p<0.05).

Grafik 1.Perubahan nilai L* pada serum deoxyarbutin 2%

o4:5 54.083

Minggu2 Minggu4 Minggu6 Minggu8 Minggu 10 Minggu 12
Waktu Observasi
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4.2.2. Efek serum hydroquinone 4% terhadap perubahan nilai kecerahan

kulit (L*)

Untuk menilai efek serum hydroquinone 4% terhadap perubahan nilai

kecarahan kulit (L*) sebelum dan sesudah pengolesan serum pada setiap

waktu observasi dilakukan uji one way anova uji t berpasangan. Hasil analisis

dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 3. Perubahan nilai kecerahan kulit (L*) pada kelompok serum
Hydroquinone 4%

Waktu L* Sebelum L* Sesudah Perubahan | Nilai p

Observasi Nilai L*
Mean SD Mean SD

Minggu 2 52.579 | 3.531 | 52.854 | 3.421 0.275 0.018
Minggu4 | 52579 | 3.531 | 53.060 | 3.335 0.481 0.003
Minggu 6 52579 | 3.531 | 53.250 | 3.407 0.671 0.000
Minggu 8 52579 | 3.531 | 53.409 | 3.354 0.830 0.000
Minggu 10 | 52.579 | 3.531 | 53.449 | 3.380 0.870 0.000
Minggu 12 | 52.579 | 3.531 | 54.081 | 3.396 1.501 0.000

Dari tabel di atas terlihat bahwa rerata nilai kecerahan kulit (L*) sebelum

pengolesan serum adalah 52.579( +3.531)

bermakna pada minggu ke-2 dengan rerata nilai L* 52.854 (£3.421)

dan mengalami perubahan

dengan
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nilai p 0.018 (p<0.05). Nilai kecerahan kulit semakin berubah secara bermakna
pada setiap waktu observasi dibandingkan sebelum pengolesan serum,
dengan perubahan tertinggi pada minggu ke-12, nilai L* 54.081 ( £ 3.396) , nilai
p = 0.000 (p<0.05).

Grafik 2. Perubahan nilai L* pada serum hydroquinone 4%

245 54.081

53.409  53.449

*

)

= 52.854
Z 53

Minggu 2 Minggu4 Minggu6 Minggu 8 Minggu 10 Minggu 12
Waktu Observasi

4.3. Perbandingan efektivitas serum deoxyarbutin 2% dan serum
hydroquinone 4% terhadap perubahan kecerahan kulit

Dari ulasan sebelumnya dapat disimpulkan bahwa kedua macam serum yang
diujikan memiliki efek meningkatkan kecarahan kulit yang signifikan pada
setiap waktu observasi. Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan
efektivitas antara serum deoxyarbutin 2% dan serum hydroquinone 4%
terhadap perubahan kecerahan kulit (AL*) dilakukan uji komparatif T test

independent pada data dengan distribusi normal dan non parametrik mann-
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whitney test pada data dengan distribusi tidak normal . Hasil analisis

perbandingan dapat dilihat pada tabel 4.

Tabel 4.Perbandingan nilai perubahan kecerahan kulit (AL*) antara serum
Deoxyarbutine 2% dan serum Hydroquinone 4%

Waktu Serum Serum Nilai p

Observasi Deoxyarbutin2% Hydroquinone 4%

Mean | Median SD Mean | Median SD

Minggu 2 0.389 | 0.290 | 0.799 | 0.275 | 0.310 | 0.863 | 0.640**
Minggu 4 0.595| 0.640 | 1.232 | 0481 | 0420 | 1.185 | 0.610*
Minggu 6 0.838 | 0.790 | 1.169 | 0.671 | 0.690 | 1.320 | 0.468*
Minggu 8 1.093| 0.99 | 1.353 | 0.830 0.69 1.274 | 0.281*
Minggu 10 1.264 | 1170 | 1.394 | 0.870 | 0.860 | 1.250 | 0.109*

Minggu 12 1.676 | 1.640 | 1.365 | 1.501 1.320 | 1.296 | 0.478*

*T test independent
**Mann whitney test
Dari tabel di atas terlihat tidak ada perbedaan signifikan antara nilai (AL*) dua
kelompok dengan nilai p > 0.05 yang ditemukan pada setiap waktu observasi
dari minggu ke-2 sampai minggu ke-12. Maka dapat disimpulkan bahwa
efektivitas kedua serum yang diujikan adalah sama dalam meningkatkan

kecerahan kulit pada setiap waktu observasi.
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Grafik 3. Perbandingan delta L* serum deoxyarbutin 2% dan serum

hydroquinone 4%

1.676
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Waktu Observasi

e DeoOXyarbutin 2% Hydroquinone 4%

4.4. Efek samping penggunaan serum deoxyarbutin 2% dan serum
hydroquinone 4%

Selama periode penelitian dilakukan pengamatan terhadap keluhan yang
dirasakan setelah pengaplikasian serum. Pengamatan dilakukan secara
berkala setiap dua minggu pada saat kunjungan. Tidak ada subjek yang
merasakan keluhan iritasi, gatal ataupun muncul bintik hitam baik pada serum

deoxyarbutin 2% maupun serum hydroquinone 4%.
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BAB V

PEMBAHASAN

Total sampel penelitian ini berjumlah 59 subjek wanita dewasa usia 25-
45 tahun. Rentang usia ini dipilih untuk mempermudah penjaringan subjek dan
observasi penelitian. Berdasarkan katagori usia yang dikeluarkan oleh Depkes
RI 2009, usia dewasa awal memiliki rentang 26-35 tahun sedangkan usia
dewasa akhir memiliki rentang 36-45 tahun (Al Amin, 2017). Berdasarkan data
survei tenaga kerja menunjukkan usia dengan mobilitias yang paling tinggi
berada pada rentang 25-49 tahun (Novi R, 2018).

Skala warna kulit Fitzpatrick (FP) tipe I-VI merupakan skala klinis yang
paling bermanfaat dalam menilai sensitivitas terhadap radiasi ultraviolet,
dengan tipe kulit angka yang semakin rendah lebih rentan terhadap sengatan
matahari dan memiliki risiko kanker kulit yang lebih tinggi (Fitzpatrick, 1988,
Del Bino and Bernerd, 2013). Pada tipe kulit rendah sangat mudah terbakar
dan tidak menjadi kecoklatan jika terkena sinar matahari, sebaliknya tipe kulit
yang semakin tinggi semakin jarang terbakar dan sangat mudah menjadi coklat
jika terkena sinar matahari (Choe et al., 2006). Penelitian ini dilakukan pada 59
subjek wanita dengan kulit FP tipe Il dan IV, yang merupakan mayoritas

warna kulit orang Indonesia (Wisnubrata, 2019). Pada FP tipe Ill dan IV sangat
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jarang menimbulkan efek terbakar setelah terpapar sinar ultraviolet namun
warna kulit bertahap berubah menjadi coklat sedangkan pada FP IV setelah
paparan ultraviolet kulit cepat berubah menjadi coklat tua.

Dari hasil penelitian ini pada kelompok serum deoxyarbutin 2%
didapatkan nilai rerata kecerahan kulit (L*) sebelum perlakuan adalah 52.407
(nilai baseline) dan terdapat peningkatan nilai kecarahan kulit (L*) bermakna
setelah penggunaan serum deoxyarbutin 2% selama 12 minggu dengan nilai
L* 54.083 (p=0.00) . Hasil penelitian ini sejalan penelitian yang dilakukan
Hamed et al. dimana deoxyarbutin terbukti meningkatan kecerahan kulit yang
lebih signifikan dibandingkan HQ (Mov, 2008). Meskipun belum pernah
dilakukan penelitian pada manusia menggunakan dosis deoxyarbutin 2%
namun Bossy et al telah melakukan uji respon dosis deoxyarbutin dengan
berbagai persentase (0.1%, 0.3%, 1%, 3%) pada studi hewan dan menemukan
efek yang bermakna pada dosis 1 dan 3% (Boissy et al.,2005).

Deoxyarbutin pertama kali disintesis pada studi yang dilakukan oleh
Boissy et al pada tahun 2005, (boissy 2005) merupakan inhibitor kompetitif
tirosinase yang efektif, menyebabkan penurunan kandungan melanin dalam
melanosit. Pada studi invitro deoxyarbutin terbukti memiliki efektivitas inhibisi
enzim tirosinase dengan Ki (inhibitor constanta) 10 kali lebih rendah dibanding
HQ dan 350 kali lebih rendah dibandingkan arbutin (Boissy et al.,2005).

Deoxyarbutin secara reversibel mengurangi aktifitas enzim tirosinase dan
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melanin pada studi invitro pada tiga sel kulit manuisa normal (melanosit
keratinosit dan fibroblas) (Mov, 2006).

Pada kelompok serum hydroquinone 4 % didapatkan nilai rerata
kecerahan kulit (L*) sebelum perlakuan adalah 52.579 (nilai baseline) dan
terdapat peningkatan nilai kecarahan kulit (L*) bermakna setelah penggunaan
serum hydroquinone 4% selama 12 minggu dengan nilai L*54.081 (p=0.00).
Hal ini seseuai dengan literature yang ada bahwa hidroquinone merupakan
gold standar pengobatan lesi hiperpigmetasi (Decaprio,1998).

Perbandingan efektivitas antara serum deoxyarbutin 2% dan serum
hydroquinone 4% adalah sama dalam meningkatkan kecerahan kulit.
Meskipun demikian penelitian sebelumnya dengan kosentrasi deoxyarbutin
3% menunjukkan peningkatan kecerahan kulit yang lebih baik dibandingkan
hydroquinone 4%. Penelitian tersebut dilakukan oleh hamid et al dimana pada
penelitian tersebut sebanyak 25 subjek diinduksi dengan paparan UV dengan
tanning bed pada 3 lokasi di area punggung hingga terjadi tanning. Kemudian
masing-masing diaplikasikan deoxyarbutin 3%, hydroquinone 4% dan tanpa
perlakuan. Tampak penggunaan deoxyarbutin dengan kosentrasi 3% memiliki
efek peningkatn kecerahan kulit yang lebih baik dibandingkan dengan aplikasi
hydroquinone 4%. Hal ini mendukung bahwa deoxyarbutin memiliki efek lebih
cepat memudarkan efek penggelapan kulit akibat paparan UV dibandingkan

dengan hydroquinone yang sebaliknya menghambat respon ini (Mov, 2006).
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Penelitian pada hewan dengan aplikasi topikal deoxyarbutin 3% pada lokasi
yang sebelumnya dipaparkan dengan sinar UV menunjukkan peningkatan
kecerahan kulit yang lebih baik dibandingkan dengan hydroquinone 4%.
Namun penelitian yang dilakukan oleh Boissy et al memberikan hasil yang
agak berbeda dimana deoxyarbutin dengan kosentrasi 3% kurang memberikan
respon yang bermakna terhadap perubahan kecerahan kulit pada grup berkulit
gelap dibandingkan grup kaukasian. Hal ini diduga karena deoxyarbutin kurang
memiliki efek untuk meningkatkan kecerahan kulit alami dan mungkin lebih
efektif jka digunakan pada musim panas atau menginhibisi efek tanning akibat
paparan sinar matahari (Boissy et al, 2005). Pada penelitian ini diduga dosis
yang lebih rendah dibandingkan dengan penelitian sebelumnya dan lokasi
pengolesan pada area tertutup tanpa adanya induksi sinar UV menyebabkan
deoxyarbutin kurang memberikan hasil maksimal, meskipun masih memiliki
efeektivitas yang sama dibandingkan dengan hydroquinone.

Pada penelitian ini tidak ditemukan efek samping baik pada kelompok
serum deoxyarbutin 2% dan kelompok serum hydroquinone 4%. HQ
menyebabkan exogen ochronosis dan menyebabkan leucoderma permanen
atau jaringan parut dengan penggunaan jangka panjang. Selain itu, penelitian
pada hewan dan penelitian sel in vitro menunjukkan bahwa HQ kemungkinan
karsinogenik mungkin terkait dengan metabolit benzene Berbeda dengan HQ,

dalam literatur pada uji patch test berulang dengan kosentrasi deoxyarbutin
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sampai 6% tidak menimbulkan iritasi dan sensitasi pada manusia. HQ terbukti
menginduksi jumlah radikal bebas hidroksil sedangkan D-Arb menunjukkan
aktivitas pembersihan radikal hidroksil sedang, yang berarti bahwa senyawa
dapat digunakan sebagai agen pencerah kulit dan antioksidan dengan
sitotoksisitas yang lebih rendah (Garcia-Jimenez et al., 2017).

Peningkatan kecerahan kulit yang signifikan secara statistik berkorelasi
dengan perubahan biologik (biologic significancy) berupa tampilan kulit yang
lebih cerah pada area yang diteliti. Hal ini membuktikan bahwa deoxyarbutin
2% dan hydroquinone 4% merupakan agen pencerah kulit yang efektif. Namun
deoxyarbutin 2% memiliki keunggulan karena dinyatakan lebih aman

dibandingkan hydroquinone 4%.
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BAB VI

PENUTUP

6.1. Kesimpulan
Dari penelitian yang telah dilakukan, maka dapat ditarik kesimpulan sebagai
berikut :

1. Serum deoxyarbutin 2% terbukti meningkatkan kecerahan kulit
secara bermakna sejak minggu ke-2 setelah perlakuan sampai
minggu ke-12

2. Serum hydroquinone 4% terbukti meningkatkan kecerahan kulit
secara bermakna sejak minggu ke-2 setelah perlakuan sampai
minggu ke-12

3. Efek serum deoxyarbutin 2% tidak lebih inferior dibandingkan
serum hydroquinone 4% dalam meningkatkan kecerahan kulit
sejak minggu ke-2 perlakuan sampai minggu ke-12.

6.2. Saran
1. Dibutuhkan penelitian lanjutan dengan dosis dan lama penelitian yang
berbeda
2. Untuk penelitian selanjutnya lokasi pengolesan serum sebaiknya

dilakukan pada area yang terpapar sinar matahari.
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Lampiran 6. Diskripsi statistik nilai L* pada kelompok deoxyarbutin 2%
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Descriptives

Statistic ~ Std. Error

Baseline_ R  Mean 52,4071 44411

95% Confidence Interval for Lower Bound 51,5181

S UpperBound 53,2061

5% Trimmed Mean 52,3661

Median 52,1300

Variance 11,637

Std. Deviation 341127

Minimum 4539

Maximum 59,90

Range 14,51

Interquartile Range 554

Skewness 170 31

Kurtosis - 731 613
Week2_ R Mean 52,7966 42515

95% Confidence Interval for Lower Bound 51,9456

S UpperBound 53,6476

5% Trimmed Mean 52,8266

Median 53,3600

Variance 10,664

Std. Deviation 3,26560

Minimum 46,30

Maximum 59,13

Range 12,83

Interquartile Range 5,31

Skewness ,006 31

Kurtosis -973 613
Week4_R Mean 53,0020 42870

95% Confidence Interval for Lower Bound 52,1439

I UpperBound 53,8602

5% Trimmed Mean 53,0233

Median 53,1600

Variance 10,843

Std. Deviation 3,29292

Minimum 46,36

Maximum 59,83
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13,47

31

613

43017

10,918

3,30421

46,91

60,04

13,13

5,64

31

613

52,6897

53,3500

3,10852

47,22

59,21

11,98

5,02

- 181

311

-,856

613

53,6712

52,8624

54,4800

53,7051

53,8000
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Variance 9,633
Std. Deviation 3,10366
Minimum 47,27
Maximum 59,38
Range 12,11
Interquartile Range 422
Skewness - 161 31
Kurtosis -681 613
Week12_ R Mean 54,0832 40495
95% Confidence Interval for Lower Bound 53,2726
—— UpperBound 54,8038
5% Trimmed Mean 54,0057
Median 54,3300
Variance 9,675
Std. Deviation 3,11045
Minimum 47,60
Maximum 60,67
Range 13,07
Interquartile Range 478
Skewness -133 311
Kurtosis - 691 613
Lampiran 7. Uji normalitas nilai L* kelompok deoxyarbutin 2%
Tests of Normality
Kolmogorov-Smimov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Baseline_R 075 59 ,200' 982 59 540
Week2_R ,083 59 ,200' 97 59 ,162
Week4_R ,057 59 ,200' 983 59 563
Week6_R 088 59 200" 975 59 264
Week8_R 075 59 ,200' 970 59 ,160
Week10_R ,061 59 200" 979 59 ,398
Week12_R ,063 59 ,200' 984 59 631

*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
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Lampiran 8. Paired samples test kelompok deoxyarbutin 2%

NO PAIRED SAMPLE TEST NILAI P
Paired Samples Test
Paired . Nilai L* antara baseline
95% Confidence B
1 Interval of the dan minggu ke 2>
Upper t ¢ sio.2uied) | perubahan signifikan
Pair1  Baseline_R - Week2_R -18122 -3,743 58 ,000
Nilai L* antara baseline
Paired Samples Test dan minggu ke 4>
Paired perubahan signifikan
2 95% Confidence
Interval of the ..
Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair2 Baseline_R - Week4_R -,27392 -3,710 58 ,000
Paired Samples Test Nilai L* antara baseline
Paired dan minggu ke 6>
3 e Conndence perubahan signifikan
Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair3 Baseline_R - Week6_R -,53366 -5,508 58 ,000
Paired Samples Test Nilai L* antara baseline
Paired dan minggu ke 8>
4 S Confgence perubahan signifikan
Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair4 Baseline_R - Week8_R -,74010 -6,203 58 ,000
Paired Samples Test Nilai L* antara baseline
Paired dan minggu ke 10>
5 o ence perubahan signifikan
Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair5 Baseline_R - Week10_R -,90084 -6,966 58 ,000
Paired Samples Test Nilai L* antara baseline
Paired dan minggu ke 12>
6 S Confgence perubahan signifikan
Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair6 Baseline_R - Week12_R -1,32022 -9,428 58 ,000
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Lampiran 9. Diskripsi statistik nilai L* kelompok hydroquinone 4%

Descriptives
Statistic ~ Std. Error

Baseline_L  Mean 52,5790 ,45968

95% Confidence Interval for Lower Bound 51,6588

= UpperBound 53,4991

5% Trimmed Mean 52,5639

Median 52,6900

Variance 12,467

Std. Deviation 3,53086

Minimum 46,19

Maximum 59,94

Range 13,75

Interquartile Range 6,17

Skewness 058 31

Kurtosis -,843 613
Week2_L Mean 52,8537 44538

95% Confidence Interval for Lower Bound 51,9622

Mean UpperBound 53,7452

5% Trimmed Mean 52,8231

Median 53,1300

Variance 11,703

Std. Deviation 3,42100

Minimum 46,64

Maximum 59,78

Range 13,14

Interquartile Range 6,11

Skewness 123 311

Kurtosis -921 613
Week4_L Mean 53,0600 43415

95% Confidence Interval for Lower Bound 52,1909

R UpperBound 53,9291

5% Trimmed Mean 53,0616

Median 53,3100

Variance 11,121

Std. Deviation 3,33479

Minimum 46,29

Maximum 59,93
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311

613

311

613

311

613
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Variance 11,427

Std. Deviation 3,38036

Minimum 46,64

Maximum 60,03

Range 13,39

Interquartile Range 5,54

Skewness -115 311

Kurtosis -,948 613
Week12_L  Mean 54,0807 44219

95% Confidence Interval for Lower Bound 53,1955

Mean UpperBound 54,9658

5% Trimmed Mean 54,0847

Median 54,3400

Variance 11,537

Std. Deviation 3,39655

Minimum 4728

Maximum 60,34

Range 13,06

Interquartile Range 575

Skewness -,057 311

Kurtosis -,897 613

Lampiran 10. Uji normalitas nilai L* kelompok hydroquinone 4%

Tests of Normality

Kolmogorov-Smimov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Baseline_L ,068 59 ,200. 977 59 ,320
Week2_L ,087 59 ,200. 971 59 ,166
Week4_L ,101 59 ,200. 974 59 ,232
Week6_L ,096 59 ,200. 973 59 ,220
Week8_L ,092 59 ,200. 976 59 ,304
Week10_L ,080 59 ,200. ,969 59 144
Week12_L ,090 59 ,200. 971 59 L1170

* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
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Lampiran 11. Paired samples test kelompok hydroquinone 4%

NO NILAI P KELOMPOK
Paired Samples Test Nilai L* antara
Paired ... baseline dan minggu
95% Confidence
1 Interval of the ... ke 29 perUbahan
Upper t df Sig. (2-tailed) signifikan
Pair1  Baseline_L - Week2_L -,04977 -2,445 58 018
Paired Samples Test Nilai L* antara
Paired ... baseline dan minggu
95% Confidence
2 Interval of the .. ke 49 perUbahan
Upper t df Sig. (2-tailed) Signifikan
Pair2 Baseline_L - Week4_L -17215 3,117 58 ,003
Paired Samples Test Nilai L* antara
Paired .. baseline dan minggu
95% Confidence
3 Interval of the .. ke 6> perubahan
Upper t df Sig. (2-tailed) signifikan
Pair3  Baseline_L - Week6_L -,32720 -3,906 58 ,000
Paired Samples Test Nilai L* antara
Paired ... baseline dan minggu
95% Confidence
4 Interval of the ... ke 89 perUbahan
Upper t df Sig. (2-tailed) signifikan
Pair4 Baseline_L - Week8_L -,49840 -5,006 58 ,000
Paired Samples Test Nilai L* antara
Paired ... baseline dan minggu
95% Confidence
5 Interval of the ... ke 109 perUbahan
Upper t df  Sig. (2-ailed) signifikan
bSILR  BS26IIUE [ - MESKIO I “edtd '3ty e8 ‘000
Paired Samples Test Nilai L* antara
Paired .. baseline dan minggu
95% Confidence
6 Interval of the ... ke 129 perUbahan
Upper t df Sig. (2-tailed) signifikan
Pair6  Baseline_L - Week12_L -1,16383 -8,897 58 ,000
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Lampiran 12. Diskripsi statistik nilai delta L* kelompok deoxyarbutin 2% dan
hydroquinone 4%

Descriptives
Type Statistic = Std. Emor
Week2 B R Mean .3305 10405
5% Confidence Interval for  Lower Bound 1812
e Upper Bound 5078
5% Trimmed Mean 3380
Median 2900
Variance 630
Std. Deviation 79020
Minimum -1.58
Maxdmum 283
Range 421
Interquartile Range 89
Skewness 047 31
Kurtosis R::73 813
L Mean 2747 11220
985% Confidence Interval for  Lower Bound 0408
— UpperBownd 4907
5% Trimmed Mean 2883
Median 3100
Variance 745
Std. Deviation 838328
Minimum -2.07
Madmum 228
Range 435
Interquartile Range .82
Skewness -411 311
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Lampiran 13. Uji normalitas nilai delta L* kelompokdeoxyarbutin dan hydroquinone

4%

Lampiran 14. . Independent t test kelompok deoxyarbutin 2% dan hydroquinone 4%

Tests of Normality

Kolmogorov-Smimov" Shapiro-Wilk
Type Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Week2_B R .096 59 200" 978 59 372
L 151 59 002 950 59 017
Week4_B R 114 59 054 944 59 .009
L .080 59 200" 928 59 002
Week6_B R .069 59 200° 985 59 699
L 074 59 200° 986 59 722
Week8_B R .080 59 200" 982 59 545
L .066 59 200" 979 59 408
Week10_ B R 057 59 200° 965 59 .086
L .086 59 200° 972 59 182
Week12 B R 1103 59 185 954 59 025
L 091 59 200" 980 59 423

* This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Lampiran 15. Independent t test kelompok deoxyarbutin dan hydroquinone 4%

NO NILAI P KELOMPOK
st for Equaldy of Means - Delta L* kelompok
» Moan s Emor  Confdence deoxyarbutin 2% dan
Sig. (2-tailed) Ditference Difference Lower
1 Weeki B Equal variances assumed 610 11290 22254 32687 hydroquinone 4%

Equn vaances o 610 130 22254 32688 minggu ke 4 - tidak
ada perbedaan yang
signifikan
Delta L* kelompok

ttest for Equality of Means deoXya rbutin 2% dan
Mean St Fror  Confidence hydroquinone 4%
Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower
2 Week6_B  Equal variances assumed 468 16712 22055 28754 min ggu ke 6 = tidak
i e 468 16712 22055 - 26761 ada perbedaan yang
signifikan
ttest for Equality of Means Delta L* kelom pok
95%
Mean S Eror  Confidence deoxyarbutin 2% dan
Sig. (2-tailed) _ Difference Difference Lower
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3 Week8 B Equal variances assumed 261 26220 24108 -21708 hydroquinone 4%

Equal varances ot 281 26220 24108 21710 minggu ke 8 > tidak
ada perbedaan yang
signifikan

et for Equalty of Means - Delta L* kelompok
Mean S Eror  Confidence deoxyarbutin 2% dan
Sig.(2-talled) _Difference ___ Difference Lower
4 Week10_B  Equal variances assumed 109 39390 24375 -.08887 hyd roqu inone 4%

T 100 30390 24375 -08893 minggu ke 10~ tidak
ada perbedaan yang
signifikan

et for Equalty of Means - Delta L* kelompok
Mean S Eror  Confidence deoxyarbutin 2% dan
Sig.(2alled)  Difference _ Difference Lower
5 Week12 B Equal variances assumed 478 17441 2515 31114 hyd roquinone 4%

i 478 17481 24515 31115 minggu ke 12 = tidak
ada perbedaan yang
signifikan

Lampiran 16. Uji Mann-Whitney delta L* kelompok deoxyarbutin 2% dan
hydroquinone 4%

NO NILAI P KELOMPOK
1 Test Statistics®
Week2_B Delta L* kelompok deoxyarbutin 2%
Mann-Whitney U 1653.500 dan hydroquinone 4% minggu ke 2 >
Wilcoxon W 3423.500 . . e
2 68 tidak ada perbedaan yang signifikan
Asymp. Sig. (2-tailed) 640
a. Grouping Variable: Type
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Lampiran 17.Lembar inform consent

| KEMENTERIANRISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS HASANUDDIN
FAKULTAS KEDOKTERAN
KOMITE ETIK PENELITIAN KESEHATAN
Sekretariat: Lantai 3 Gedung Laboratorium Terpadu
JL. PERINTIS KEMERDEKA AN KAMPUS TAMALANREA KM.10, Makaszar. Telp. (0411)
5780103, Fax (0411) 581431.

Contact perzon dr. Aguszalim Bukhari, MMed, PhD, Sp.CK (HP.0812418350858),

email: agussalimbukhan@yzhoo.com

Lampiran 2

FORMULIR PERSETUJUAN MENGIKUTI PENELITIAN
SETELAH MENDAPAT PENJELASAN

we@m@mmmmmm MERVAGALL DEOtingnya

“Perbandingan Efektivitas Topikal Serum Deaxyarbutin 2% dan Serum Hydroquinone 4%

Maka saya yang berfandatangan di bayah ink
Nama
Unug
Pekerjaan,
Alamat

Saya berzedia dilakukan pemeriksaan dan pengaplikasian serum untuk meningkatkan
kecerahan kulit Peggolesan serum akan dilakykag pada malam hagi pada lengan bawah kanag dan
kirt bagian dalam selama 12 minggy. Serum A dioleskan pada lengan kanan dan serum B dioleskan

ada lengan kiri. masing-masing sebanyak 2 tetes men spet vang ada botol kemasan
serum. Untuk memastikan tempat pengolesan serum sama setiap kali pengolesan, dibuat patron
khusus. Patron terbuat dari pewarna kulit semi permanen, bemupa garis berbentuk segi empat,
bemlkuran 4x4 cm. Setelah pengolesan saya harus selalu memakai manset (disiapkan) bila
beraktivitas di luar ruangan.

Saya mengertt sepenhnya bahwia pemeriksaan dan pengaplikasian serum yang dilakukan,
tidak, akan mempengamubi kondisi kesehatan saya dan bal ini sematamata dilakukan, utik
kepentingan, penelitizn. Saya mengefabud babwa sava berhak otk menclak, dont seda dalam,
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penelitian i tanpa kebilangan hak saya untuk mendapatkan pelayanan kesehatan yang seharisaya,

saya peroleh.
Semua biava pemeriksaan dan biaya pengobatan bila tegjadi keluhan apa pun sehubungan
dengan penilitian ini, ditangeung oleh peneliti

saya byat dengan penub. kesadaran dan tanpa paksaan,

Makassar, ...........oooceieniiiaan..
Yang menyatakan.

Penanggung Jawab Penelitian

Nama : dr. Yulia asmarani

Alamat : J1. Cemara III Blok GL 09, Perumahan NTI, Makassar
Telepon- 081279083271

Penanggung Jawab Medis

Nama :Prof DR. Dr. Anis Irawan Anwar, Sp.KK (K), FINSDV, FAADV
Alamat :J1. Sungai Saddang A 11/7A, Makassar

Telpon : 0811412678

DISETUJUI OLEH KOMISI
ETIK PENELITIAN
KESEHATAN FAK.

KEDOKTERAN UNHAS.
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Abstract
Safe and effective i di ble of ing ired hyp ,', from
huu-mnum *umm ical and D

butin (4-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl) oxy] phenal, M)--mumdmm
quinone. Here, we investigated the toxicity and efficacy of D-Arb at the sub-cellular level

(directly on melanosomes) and skin pigr using in vi d in vitro to com-
pare with its parent P hydroqui 14 HQ). At first, we examined
the I changes of in hyperpigr guinea pig skin induced by
308-nm i igh mHO-ldD-Nbu-nm
{ py. The results thatp hanges in the

membrane, such as bulb-like structure and even complete rupture of the outer membranes,
were found in the skin after topical application of 5% HQ for 10 days. These changes were
barely observed in the skin treated with D-Arb. Tom&lymmmay
of HQ was a direct result of the d we also
ch of individual purified from MNT1 human melanoma cells. Similar
mmmmnumwnmm we deter-
mined the effects of fr P to HQ or D-Arb on hydroxyl radical

acoess antice of the
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ge tion in the Fenton reaction utilizing an spin assay. D-Arb-

hibit a moderate hydroxyl radical-scavenging activity, whereas HQ-treated

I ignificantly ge more hydroxyl free radicals. This study suggests that
bmwummnwmmmwmm
cytotoxicity.

Introduction

Mol (ehk

)isa skin pigmentary disorder characterized by irregular light to

darkbrown patches on the face, whhchuuallyamuwﬂhupnychurkuﬂpuychdopul
burdens for affected individuals. However, the inciting events for the pathogenesis of melasma

PLOS ONE | DOL10.1371/joumal pone 0165338  October 24, 2016
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DeoxyArbutin:
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a novel reversible

tyrosinase inhibitor with effective in vivo
skin lightening potency

Boissy RE, Visscher M, deLong MA. DeoxyArbutin: a novel reversible
tyrosinase inhibitor with effective in vivo skin liﬁ}'llming potency.
xp Dermatol 2005: 14: 601-608. © Black well Munksgaard, 2005

Abstract: Modulation of melanogenesis in the melanocytes can be
achieved using chemicals that share structural homologies with the
substrate tyrosine and as thus competitively inhibit the catalytic
function of tyrosinase. We have devel a new tyrosinase inhibitor,
deoxyArbutin (dA), based on this premise. DeoxyArbutin demonstrates
effective inhibition of mushroom tyrosinase in vitro with a Ki that is
10-fold lower that hydroquinone (HQ) and 350-fold lower than arbutin.
In a hairless, pigmented guinea pig model, dA demonstrated rapid and
sustained skin reversible within 8 weeks

was

after halt in topical application. In contrast, HQ induced a short but
unsustained QE lightening effect whereas kojic acid and arbutin exhibit
no skin lightening effect. Results from a panel of safety tests supported
the overall establishment of dA as an actionable molecule. In a human
clinical trial, topical treatment of dA for 12 weeks resulted in a
significant or slight reduction in overall skin lightness and improvement
of solar lentigines in a ulation of light skin or dark skin individuals,
respectively. %mc data nstrate lial dA has potential tyrosinase
inhibitory activity that can result in skin lightening and may be used to
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ameliorate hyperpigmentary lesions.

Introduction

Tyrosinase [EC 1.14.18.1] is the primary, rate-
limiting enzyme responsible for conversion of
the substrate tyrosine into melanins by melano-
cytes (1,2). Initially, tyrosinase hydroxylases tyro-
sine to dihydroxyphenlyalanine (DOPA) and
subsequently oxidizes DOPA to DOPAquinone.
Inhibition of the catalytic activity of tyrosinase,
either by genetic mutations as in albinisms (3) or
pharmacologically with competitive inhibitors
(4), results in reduced or absent melanin synthesis
by melanocytes and hypopigmentation of skin.
Various compounds that bind to the active site
of tyrosinase and inhibit the synthesis of melanin
have been developed as agents to lighten skin and
ameliorate hyperpigmented lesions. These agents
include hydroquinone (HQ) (5.6), kojic acid (7),
arbutin (8,9), etc. (10). However, the efficacy and
safety of these compounds has been a concern.
Specifically, HQ can be very irritating, induce

fecapiad for publicaion 14 Agril 2005

Ochronosis (11), and cause permanent leuco-
derma or scarring with long-term use (12). In
addition, animal studies (13,14) and in vitro cell
studies (15) have demonstrated that HQ is pos-
sibly carcinogenic probably related to the metab-
olites of benzene. Kojic acid and arbutin, although
quite safe, are ineffective at levels allowed by the
quasi-drug regulations in force. In addition, kojic
acid has been demonstrated to be mutagenic (16)
and has recently been banned for quasi-drug usage
in Japan.

In an attempt to develop a more effective and
safer tyrosinase inhibitor, we have synthesized and
screened various candidate compounds in which
the polar tail of tyrosine had been structurally
altered in a systematic way. One compound, (per)
dA, appears to be an excellent tyrosinase inhibitor.
We demonstrate herein that this compound effect-
ively inhibits tyrosinase activity and reduces pig-
mentation of guinea pig and human skin.
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Materials and methods
Compounds

Figurel presents the chemical structure of dA and arbutin
compared to tyrosine. DeoxyArbutin (dA) was initially synthe-
sized by the authors and scaled up by Girindus America Inc.
(Cincinnati, OH, USA) and Starks' Associates, Inc. (Buffalo,
NY, USA) Hyqudnona, ko_ic acid, and arbutin were either

d by th hased from Sigma-Alrich
Corp. (St. Louis, MO LEA)

Tyrosinase inhibition assay

1 1 )

An asay was d of tyrosi
to D()PA by mushroom tymdnu with quantitative detecti

for 6 weeks with 0, 0.1, 03, 1, and 3% dA, and evaluated for
eight additional weeks after halt of treatment. Ten animals were
in each treatment group.

Metabolism studies

Depilated, pigmented guinea pigs (n=10/group) were topically
treated once with 30uCi of “C-dA or "C-HQ (3.0%) in I base
cream. Urine was collcted daily for 7 days. Volume of urine
and amount of radicactivity per sampl was determined.
Excretion profiks for the time course of the aq)uimm were
cakulated. In a second experiment, pigmented gui
n=10/group) were topically treated with 30ud of ‘M or
4C- HQ in buffered SC-23 cream at 3.0% applied to 16em?®
daily for 4 days. Urine was collected twice daﬂy until dly 8.

by high-performance lquid chromatography (HPLC). This
assay was used to determine the effective concentration range
and strength of inhibition (K;). Briefly, 204l of mushroom
tyrosinase (32ug) in 3{N-Morpholino)-propanesulfonic acid
buffer (100mM; pH 7.0) was added to 10ml of 0.5uM DOPA
and incubated for 10min at 70°C. About 100 ul of test inhibitor
(ranging from Q.1 to 10.0 uM) plus 200ul of tyrosine (10uM)
were added and incubated for an additional 22min. The reac-
tion solution was coolkd to room umparannandund for
HPLC quantification of in (uM ine/
mlmnglymdmn). Abom 6min, run tinuofa!ml lanple
hrough a HPLC Supelcosil LC-CN colu (25cm x 4.6mm)
ming a 470 ning d were employed to
allow separation of tyrosine from DOPA and inhibitor. The
mobile phase used was 0L05M aceticacid/20mM trieth ylamine.
Units of inhibition represent percent activity of sample treated
with inhibitor compared to sample treated with vehicle only.

Animal study

A hairless pigmented (black) guinea pig model was developed.
Viral/pathogen-free hairless, albino guinea pigs (Charkes River
Laboratories, Inc., Kingston, NY, USA) and haired, pi d

Eyeroti. of radiolabeled Bali

profile
LC-MS fot presence of glucuronide and sulfate metabolites.

Safety assays

Vobame eye irritation. Preliminary ocular inati were
performed in three femak New Zealand rabbits (Myrthe's
Rabbitry, Thompson Station, TN, USA). About 10ul of 3%
dA inastandard cream formulation was dosed into one eye, the
other eye was left a untreated control. (10) Animak were
scored for irritation at 24, 48, and 72h post dosing using the
Ocular Grading System (17).

Murine local lymph wde asay. This assay cvahntad for
potential to induce contact hyp itivity by i
cellular proliferation of auricular lymph node cells. Female
CBA/J mice (n=25) were treated with 125l of 3, 10, and
20% dA wjv in acetone, acetone only, or untreated control to
ventral and dorsal surfaces of both pinnae. Animals were
treated daily (4 days) and injected with 20pCi of ’H-
thymidim (specific activity of 6.7uCi/mmole) on day 5. Under
ricular nodes were m:kad, dissociated, washed,

guinea pigs (Kuiper's Rabbit Ranch, Gary, IN, USA) were
crosshred for several generations with selection for hirla
animals with interfollicular pigmen For
comparing skin lightening effects of test compounds, skin was
treated daily for 9 weeks with dA, HQ, kojic acld, or arbutin
(3%) prepared in T base cream consisting of water (25%), 02 M
triethanolamine hydrochloride (44.5%), glycerin (3.75%),
Pason MCX (7.5%), cutina GMS (25%), and tegin 90
(2.5%). Tm nmk were in each treatment group, and three
o d. Skin ligh
(L-nhn)mmnnmadnbadmandﬂm wmldywithacolod-
meter (Minolta Chroma Meter, CR-300, Konica Minolta Photo
Imaging, Mahwah, NJ, USA). For apedmu comparing
dose-response and reversibility of dA, skin was treated daily

o
oS s
”\:\‘ N\ o\ o — .
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Figurel. Chemical structures of arbutin, ultraarbutin, deoxy-
arbutin, acycloarbutin b, cyclohexylarbutin, and tyrosine.

ded in 5% trichl tic acld, and madicactivity
asessed.

Ames test and Escherichia Coli assays. The Ames test assessed
mmaganic acdvity of dA. Tester strains were Salmonella
hs TA98, TA100, TA1535,
TAI537 and TA1538 (18) and E coli strains WFs wrA
(pPKM 101) and WP2 (pKM101). Cultures were prepared, and
following dose determination, six dose kevels (in triplicate) of
test article and controls were plated with tester strains in
presence and absence of rat liver S9 activation. Using plate
incorporation, 500ul of S9 or sham mix, 100yl of tester
strain, and 50pl of vehick or test substance were added to
10ml of molten selective top agar at 45+ 2C. For positive
control, test article was replaced by S0ul of the control
Vortexed mixture was overlad onto 25ml of minimal bottom
agar. Plates were inverted, incubated for 48-72h at 37+ 2°C,
and stored at 4+ 2°C. Plates were evaluated for evidence of test
article toxicity using a dissecting mi pe and scored relati
to vehicle control.

Up/down procedwre LDg. Singl-dose oral toxicity of dA was
determined using Sprague-Dawky Crl: CD® BR VAF/Plus™ rats
(Charles River Laboratories, Inc., Portage, MI, USA). Six femalks

were gven singl oral doses (mg/kg): 923 (n=2), 1200 (n=3), and
lSGO(n-I).RnNufotﬁmdomlmdwm observed prior to
establishing second dose level Seven males were dosed at 2275
(n=1), 2958 (n=3), 3846 (n=2), and 5000 (n=1)mg/ke
respectively. Three malks and three femaks served as controk at
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adoud'>10mllkgdvehide(propylmglycol).Aﬁmkm
observed daily, weighed on day 7 and examined after euth

DeoxyArbutin: a reversible tyrosinase inhibitor

leoalamr Nnuchal mgom of albino guinea pigs (n =25)

Upjdown  intraperitoneal LDy, Singlk-dose  up/down
intraperitoneal toxicity study of dA in seven mak and nine
female Sprague-Dawky CD"BR VAF,’PI\IP rats
(Charles River Lab i Vehick was
propykne glycol/absolute eﬂnnol/nlha at 60:20:20V:V:V.
Vehicle was evaluated ata volume of Sml/kg in three males and
three femaks to assess toxicity. Animak received a single
intraperitoneal injection at 240, 310, 400, 520, 680, and
1150mg/kg body weight. Animak were observed daily,
weighed on day 7 and examined after euthanasia.

Human repeat insult patch test (HRIPT). Ninety-four male
and female subjects complkted the HRIPT (19). Exclusion
criteria were use of |munmwva dmgt, current or

dlated with Neet™ and tape stripped repeatedly to
glmming layer. In induction phase, sites were treated for 2h
with 0.3ml of 50% w/vdAin propylene gycol (n =10 animak)
or 10% wjv musk ambret in acetone (positive control, n = 5),
both applied via an adhesive patch (Hill Top Cham| , 25
mm diameter). For the primary challenge (n=35) and
rechallenge (n=5) controls, dry patches were applied. Patches
were removed and sites wiped. Untrmtnlhmhrmjomwm
shiekled, and animals were exposed to 10 Jjem® of UVA Eght
(320400 nm). Induction was performed on days 2, 4,7, 9, and
11 with depilitation performed ondays 4, 7,and 11 Ondayzz,
a najve lumbar site was depilitated prior to application of
0.3ml/patch of test material and positive control. Sites were
luded for 2h, patch d and sites wiped. The left
side challenge site and the induction areas were shielded with
aluminum foil under tape (right challnge site uncovered).
Animh were upond to 107 jem® of UVA light, and foil was
Dermal reactions were evaluated at 24 and 48 h

frequent use of topical or sy
medications, significant skin disease (excluding facial am),
skin cancer at or near test sites, insnin-dependem diabetes,

y disease, ing allergy i :hght
erythum in test dm recent 1} 1
or pr . Ol patches containing 02g of topial
moisturizer wﬁh 3% d.A was applied for uh to the upper
arm. Subjects and d for tion of

another patch on M, W and F for 3 makxdmimndu:don
phn,fdlowedbyaZ-wukutpuiodlnanmphu,
patches were applied to the previous sites and to contralateral
nafve sites for 24 h. Patch sites were scored for irritation, prior
to application of the next patch during the induction phase and
then for sensitization 24 and 96 h after challenge. Irritation was
scored on a 4-point scake (0 none, 1 slight, 2 moderate, and 3
severe).

Dcrmnlmxldly Dermal toxicity of dA was evaluated in male

49 and fmh (n 46) New Zealand rabbits (Hazelton
, USA). In the 14.day
pilotphm,twoanimh(mmhmdmfumle)m
treated with 5, 10, 20 or 4% dA in a solvent vehick, vehicle
alone, or 3% dA in a cream. The 28-day trial evaluated 3% dA
in a cream vehicle vs. vehicle alone in two groups (five maks
and five females per treatment), dosed daly for 6 hat 2.0ml/kg.
The test sites were then washed and dried. The 91-day study
evaluated 1, 5, and 40% dA in solvent vehick (propylkne glycol/
ethanol, 75 : 25, v/v) and vehicle alone in four groups (five maks
and five femaks), dosed daily for 6 h at 2.0ml/kg Test animals
were msessed for weight changes and dermal irritation after 2
and 4 weeks of treatment in the 28.day study and after 2, 4, and
13 weeks in the 91.day study. Animals were euthanized and

P F

Photoirritation. Dorsal surfaces of albino gninn plgs

following irradiation.

Human clinical trial

A paired i hick lled, double-blind study
was implemented with 3% dA /fomnh or vehicle/formula
applied to a 100 em® area on dorsal surface of each forearm.
The formula utilized was composed primarily of water
(7.4%), Butylene Glycol (1.5%), Parson MCX (7.5%),
Cetyl Aleohol (1.25%), and Stnryl A!eohol (l 25%) The

nraﬂﬁad into two suhgmnp: 34 Caucasian lght slan individ-
uals (mean baseline L-value=62.7) with solar kentigines and
16 non-Caucasian darker skin individuak (mean baseline
L-value=60.6) with solar lentigines. Daily treatment was for
12 weeks from mid-November to mid-February at a clinical site
in the United Kingdom. For overall skin lightness evaluation,

a (-4 comparative scale (where 0 =there is no difference; 1=1
think there is a difference; 2=1 know there & a difference;
3=there is a moderate difference; and 4=there is a very
large difference).

Statistics
For most studies, statistical differences between control and

[Crk(HA)BR strain, Charles River Lab =9
males, n=9 females] were depilated with Neet®. anliuts
0.3ml applications of test or control material were applied to
four sites per animal under 2-h occlusion (Hill Top Chamb

groups were assessed using Student (-test.
For local lymph node assay, data were long-transformed and
analyzed by Bartlett's test for homogeneity and analysis of
1 (ANOVA). Wikoxon's rank sum test was used to

25-mm diameter). Test formulas were 0, 1, 5, 20, 50% w/v
dA in propylene glycol. The positive control was 8-
methoxypsoralen (8-MOP, Sigma Chemical Company),
0.01% w/v in acetone. Patches were removed, left side
treated sites wiped, and covered with aluminum foil.
Animak were exposed to 10 Jjem® of Ultraviokt A (UVA)
light (320-40nm) and patches removed. At 1, 4, 24, and 48h
following UV exposure, skin was evaluated for dermal
irritation (0, no erythema; 1, slight but confluent or

d patchy; 2, s 3, severe with or without
edema).

control to t groups. A Pvalue of <001 was
considered significant. For 28 and 91-day dermal toxicity trials,
analysis of variance techniques were used to compare treat-
ments to controls. For non-nomally distributed data,
ANOVA procedure of Conover and Iman was used (20). The
Mann-Whitney U-test with Bonferroni correction was used for
comparisons of treatments with control. Statistical significance
of P=0.05, two-sided risk level, was used. For human clinical
trial, all data for Week 12 change from baseline L-valwe or
composite scores from evaluators were analyzed by 2-sided
analysi of variance.
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Results

Tyrosinase inhibition

The catalytic activity of mushroom tyrosinase
was assessed in the presence of dA in comparison
to HQ, arbutin, and kojic acid (Fig.2).
DeoxyArbutin was equally effective in inhibiting
tyrosinase activity as HQ, whereas kojic acid and
arbutin exhibited no tyrosinase inhibitory effect.
The Ki (uM) of dA, HQ, kojic acid, and arbutin
for purified mushroom tyrosinase were 0.05, 0.54,
7.70, and 17.60pM, respectively, indicating that
dA was the most effective tyrosinase inhibitor of
the compounds tested.

Animal studies

DeoxyArbutin, HQ, kojic acid, and arbutin were
evaluated for topical effect on skin pigmentation
of a guinea pig model (Fig.3a,b) through daily
application of 3% solutions for 9 weeks. Both dA
and HQ resulted in skin lightening during the
initial 3 weeks of treatment. From week 4 until
week 9 of treatment, the extent of dA-induced
skin lightening plateaued while the HQ-treated
skin darkened and returned to the pretreatment
value (Fig. 3a,b). The dA treated sites showed no
signs of skin irritation. In contrast, HQ treated
skin showed signs of irritation that resulted in
irregular darkening, beginning at 3 weeks of
treatment (Fig.3b). In contrast, kojic acid, and

Tyrosinase Activity
1207
Eﬂb‘
S
2 &0
g
o
! 40
£ .
-
'0.1 1.0 10.0
Concentration (M)

Figure2. DeoxyArbnun (dA) exhibits tyrosinase inhibition. The

of ty (ie. i activity) was quanti-
tated in the pmlmoe of various concentrations of dA, hydro-
quinone (HQ), kojic acid, and arbutin compared to control as
described in Materialy and Methods. Both dA and HQ exhibit
statistically significant inhibition of tyrosinase at 10uM,
whereas kojic acid and arbutin exhibited no inhibition of
tyrosinase. *P <005 for each line compared to the vehicle-
treated control.

604

arbutin were not significantly different from the
vehicle control, vehicle at any time during the
treatment period (Fig. 3a,b).

DeoxyArbutin  was evaluated for dose-
response and reversibility of effect upon discon-
tinued use (Fig. 3c). By 6 weeks of treatment, 3, 1,
and 0.3% dA were significantly better (P <0.05)
than the vehicle control. The 3 and 1% concen-
trations reached significance as early as 3 weeks
of treatment. The 0.3% concentration produced
significantly greater skin lightening than the veh-
icle at 5 weeks of treatment. The 0.1% level was
not significantly different than the vehicle con-
trol. Following discontinuation of treatment at
week 6, the skin repigmented for each concentra-
tion of dA tested (Fig. 3c). The rate of repigmen-
tation correlated with dose of dA.

Pigmented guinea pigs treated with radio-
labeled 3.0% dA were assessed for the presence of
metabolites in urine in two independent studies.
The total amount of radioactivity excreted in
urine after one topical treatment indicated that by
48 h approximately, 90% of the radioactivity was
detected in urine. Subsequently, urinary metab-
olism of topically applied radiolabeled dA and
HQ was evaluated. DeoxyArbutin was excreted
more rapidly than HQ with a ty;; of 9h for dA
and >167h for HQ. At 38h, 91-97% of dA was
excreted vs. 52% for HQ. In the dA-treated guinea
pigs, 52-57% and 29-30% of the inhibitor
was retrieved in urine as dA-glucuronide and
dA-sulfate, respectively (Table1). In contrast, in
HQ-treated guinea pigs, only 5-14% of the inhibitor
was retrieved in urine collectively as HQ-glucuronide
and HQsulfate.

Safety studies

Safety analyses for dA were performed.
Specifically, these tests included [i] low-volume
eye irritation, [ii] murine local lymph node
assay, [iii] Ames test, [iv] E. coli assay, [v] up/
down oral and intraperitoneal LDS50, [vi]
HRIPT, [vii] dermal toxicity, [viii] photoirrita-
tion, and [ix] photoallergy using standard pro-
tocols as described in Material and Methods.
The low-volume eye irritation assay demon-
strated no irritation (maximum average score
of 0.0) with a 1-day median time for eye clear-
ance indication, no complications. The murine
local lymph node assay indicated no significant
clinical signs and demonstrated no statistical
differences between any of the treatment
groups and the carrier (vehicle) and untreated
control groups. The Ames test and the E. Coli
assay demonstrated no positive responses
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Figwe 3. DeoxyArbutin (dA) effectively Eghtens skin pigmentation in a hairkss, pigmented Guinea Pig model. Animals (n =10/group)
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indicating that dA did not cause a mutagenic
response. In the dose-range finding study, the
maximum dose tested was 5000mg per plate,
and this dose was used. No positive responses
were observed. No precipitate was seen with any
tester strains, but toxicity was found with tester
strain WP2 (pKM101). Therefore, under the test
conditions, dA did not cause a positive response
in the Ames test and the E. coli WP2 uvrA muta-
genesis assay. In the up/down oral toxicity study
for LDsg, animal deaths occurred on day 1. The
acute oral LDs, was 1148mg/kg for females
[95% confidence interval (CI) of 843-1564mg/
kg] and 3068 mg/kg for males (95% CI of

Table 1. mnmmmmaap*wuw
ddap

of deaxyArbutin (dA) or hydoguinone (HQ) for

number dA-guumnide  dAsufsle  HO-gucuonide + HO-aufate
1 5% 2% 5%

2 52% 3% 14%

g effect during treatment and recovery to base ne within 8 weeks of halting of treament. *P < 0.05for each

2270-4146 mg/kg). The up/down intraperitoneal
LD50 assay for dA indicated an acute intraper-
itoneal LDs, of 367mg/kg in males (95% CI of
264-511 mg/kg) and 314mg/kg in females (95%
CI of 235-419 mg/kg). All deaths occurred by day
5. No significant toxicity was found for vehicle.
HRIPT demonstrated that the formulation caused
a low level of irritation, presumably due to the
occlusive nature of the patch. One subject showed
indications of skin sensitization, but a rechallenge
test confirmed the sensitization response to both
the original product and the vehicle, but not for a
1.5% solution of dA in ethanol, indicating that the
sensitization response was not due to dA. Dermal
application of 3% dA in a cream vehicle for 28
days resulted in transient depression in weight gain
in males and moderate to marked dermal irritation
in females. The incidence of skin lesions (subacute
dermal inflammation and epidermal hyperkerato-
sis and acanthosis) was slightly higher for the
cream vehicle. No abnormalities were observed
on organ weights or in hematological, serum, or
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urinalysis. Dermal application of dA in solvent
vehicle produced no adverse effects clinically or
on weight gain. Slight erythema was observed for all
groups, with moderate levels at the higher dose only.
Upon microscopic examination, chronic dermal
inflammation and epidermal hyperkeratosis, and
acanthosis, the photoirritation assay demon-
strated no dermal reactions to any test mixtures
at either the UVA irradiated or non-irradiated
sites except for a very slight patchy erythema
(grade of 1.0) at two sites with 1% dA and one
with 50% dA. The responses were not indicative
of photoirritation. The 8-MOP positive control
resulted in moderate to severe erythema at the
UVA irradiated sites in all animals. Slight
erythema was observed at three times on two
animals for the corresponding non-irradiated
sites. In the Photoallergy assay, three out of 10
animals treated with 50% dA exhibited slight
erythema at the irradiated challenge site at 24
and 48h (n=1). One of I10-challenge sites
shielded form UVA radiation had slight
erythema at 24 and 48 h. Two of five animals in
dA primary challenge control group (naive site)
had slight erythema at the UV A-treated site. No
significant differences were observed in incidence
or severity of the challenge reactions for the dA
group sites treated with UVA and those shielded
from UVA. There were no significant differences
in incidence or severity of challenge reactions
in the UVA sites in test and primary challenge
control groups, indicating that dA was not a
photoallergen. The musk ambrette positive
control was a photoallergen, as evidenced by
the increased incidence and severity of reactions
(grades of 1.0-2.0) at the UVA sites in all five
animals compared with non-UVA exposed chal-
lenge site.

Human clinical trial

A human clinical trial was performed to assess
the skin lightening effect of dA. A 12-week paired

forearm test comparing 3% dA in a moisturizing
cream with the placebo control on 50 panelists
was performed. Panelists consisted of Group 1,
34 Caucasian and Group 2, 16 mixed ethnic indi-
vidual with darker basal skin tone; who were
assessed for change in overall skin lightness and
reduction of solar lentigines. The 3% dA contain-
ing formulation significantly reduced skin color
compared to the placebo in the total population
and in the Caucasian subset (Table2a). Basal
skin tone of the pigmented subset was reduced
by dA but not significantly compared to the pla-
cebo at the 12-week point (Table2a). However, it
should be noted that although skin lightened by 12
weeks in both groups, there was a concomitant
lightening response to placebo (Discussion). Expert
blind visual assessment of the improvement in solar
lentigines from baseline to week 12in both Group 1
and Group 2 indicated an improvement for the dA
formula that was statistically significant for Group
1 but not statistically significant for Group 2 vs.
placebo control (Table 2b).

Discussion

The central premise that underlies medicinal
chemistry research asserts the existence of a causal
relationship between structure of a molecule and its
physiochemical properties. However, the relation-
ship is seldom obvious and often difficult to dis-
cern. One approach to building a clear
understanding of structural characteristics respon-
sible for observed properties of a chemical sub-
stance is termed quantitative structure-activity
relaionships (QSAR). While there are many
different techniques used in QSAR studies, all
have the same general foundation. The structure
of the molecule, or parts of the structure, is con-
verted to numerical values. These values are then
examined for correlations with observed proper-
ties of interest for a set of known compounds.

Table 2. Efiect of topical decoyArbutin (dA) Freatment after 12weeks on (3) change In overall sidn lightness and () Improvem ent In solar lentignes Ina human
clinical frial.

Pepuiation Awrage baseline [* da Pacso Povalue
2. Change In overall sidn lightness (L* value) va. baseline

Total group (n=50) .07 333 313 004
Caucaslan subset (n=34) 8275 323 300 003
Deark sidn aubsst (n=16) 60680 357 346 029
b. Impmvement In solar lenfigines vs. baseline

Caucasian subset (n=34) 1.6 067 005
Deark sidn aubsst (n=16) 20 135 008
"Amount change from baseline (.. deita L)

Average acore (Mafsriafs and Mathodd.
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High correlations found between the numerical
form of the structural features, and the observed
properties constitute structure-activity relation-
ship. Quantitative aspect of the relationship
found is based on the ability to then estimate
property of interest for new compounds not
involved in original set. Thus, if one has observed
property data for a set of compounds of sufficient
size and diversity, it is possible to develop a QSAR
and then propose new structures and to obtain
estimates on the property of interest for these
proposed molecules, strictly on the basis of their
structure. In our case, the competitive (active site
binding) inhibition of mushroom tyrosinase, the
resistance of the inhibitor to oxidation by tyrosi-
nase (thus serving as an alternate substrate), and
the ability of the molecule to penetrate skin were
properties optimized.

To create effective and non-irritating tyrosin-
ase inhibitors, a classic pharmacophore determin-
ation and subsequent optimization approach
was used (21,22). Compounds were selected
based on the above parameters, synthesized or
purchased and then tested for their ability to
competitively inhibit tyrosinase in vitro. Our pre-
liminary in vitro screening of published actives
revealed that arbutin and HQ were the most
attractive candidates for further exploration.
However, in vivo tests of molecules such as arbu-
tin failed to show any skin lightening ability,
despite its tyrosinase inhibition. The effect could
not be attributed to metabolism, as the galactose-
derived ultraArbutin (Scheme), with a large and
non-hydrolyzable sugar attached, had a similar
effect. An analysis of these molecules revealed
that they both had very poor skin penetration
ability, which to a first approximation may be
correlated to their logP. The synthesis of many
alternative sugar-coupled inhibitors demon-
strated that from
the sugar backbone of both hexoses and fura-
noses results in molecules that were better at
skin penetration than arbutin and ultraArbutin.
Thus a series of increasingly deoxygenated sugars
was synthesized. Removal of every hydroxyl
group resulted in a series of per-deoxy sugars,
the lead molecule of which has been named dA.
Interestingly, all of these (ISOXYSUEARD retain
arbutin’s resistance to oxidation by tyrosinase,
while steadily increasing both their skin-penetration
ability and their binding affinity for the enzyme.

In addition, following the principles of pharma-
cophore minimization, a series of acyclic, even
more simple, highly penetrating analogs were
made. One example of this series of inhibitors is
AcycloArbutin - B. However, these smaller

DeoxyArbutin: a reversible tyrosinase inhibitor

molecules, while excellent at skin penetration,
were quickly oxidized. Ultimately, by selecting for
the three variables in the screening, after the synth-
esis and screening of about 80 compounds, dA
surfaced as the optimal candidate molecule, with
a 50nM ECsg in the mushroom tyrosinase assay.

Deoxyarbutin demonstrated effective inhib-
ition with a Ki that was 10-fold lower that HQ,
and 350-fold lower than arbutin itself. The ration-
ale for the remarkable inhibition of dA relieson a
combination of factors. The lipophilicity of the
substrates is one factor. Deoxyarbutin has a
clogP of 1.96 as compared to a —0.5 for arbutin;
while the clogP for the oxidized substrates such
as CyclohexylArbutin range as high as 3.6. Part
of the effectiveness is found in its relatively rigid
shape, because AcyclicArbutins had similar
clogP’s but were less resistant to both hydrolysis
as well as oxidation. However, it should be noted
that when tyrosinase is uncoupled by inhibitors,
it produces H,O, that can be a bleaching agent
for melanin (23), thus providing an additional
mechanism resulting in depigmentation common
for dA and HQ.

When applied topically to a guinea pig model,
dA demonstrated a more sustained lightening
effect than HQ. In fact, HQ treatment of guinea
pigs produced irritation; which results in moder-
ate post-irritation hyperpigmentation that nulli-
fies its lightening benefits. It has been reported
that in human long-term HQ use can induce
cutaneous damage manifested as scarring (12).
Wounding of skin that results in scarring can
cause a dysregulation of cutaneous cytokines
(21) that can influence melanization by melano-
cytes and thus cause hyperpigmentation (22). The
skin lightening effect of dA in our guinea pig
model was also rapidly reversible. This is another
benefit of dA over HQ because the latter has
been associated with permanent damage of the
melanocyte resulting in leukoderma similar to
vitiligo (12). Hydroguinone has been reported
to be readily oxidized either spontaneously or
metabolically via tyrosinase into cytotoxic species
causing oxidative damage to cells (24) JiNShould

(iVESKIRERARKNNAND In the present study, daily
vehicle treatment caused some mild irritation
followed by darkening of the skin color (i.e. post-
inflammatory hyperpigmentation). On the other
hand, because dA inhibited tyrosinase competi-
tively, melanogenesis was downregulated, over-
coming the pigmentary consequence of vehicle
treatment irritation.

The results of the clinical study demonstrated
that dA provided a significant effect on overall
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skin lightening and moderate resolution of solar
lentigines in Caucasian subjects. We attribute
these significant but modest effects to design/
time of the study. The test period for our study
was from November to February, a period when
complexion coloration generally lightens in the
Northern hemisphere. Therefore, dA probably
was less effective in augmenting this natural light-
ening and may be more effective in summer
months or in inhibiting to a better degree sun-
induced tanning. Dark skinned subjects in our
clinical study appeared minimally (i.e. not signi-
ficantly) responsive to the effects of dA. It is
possible that prolonged treatment or higher con-
centrations of dA will be needed for effective
tyrosinase inhibition in more pigmented skin.
Additional clinical tests are required to confirm
these hypotheses.

In conclusion, we have demonstrated that our
new tyrosinase inhibitor dA is effective in vitro
and in a guinea pig model. Further development
of dA may improve its effectiveness in human for
use as a general skin lightener and/or to amelio-
rated lesions in hyperpigmentary disorders.
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skin lightening agent synthesised through removal of hydroxyl
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groups from the glucose sidechain of f-arbutin.

In the first opinion (SCCP/1158/08) on B-arbutin adopted on 15th
April 2008 the SCCP raised concems with other substances
resulting in the release and for ormation of hydroguinone.

However, Hydroquinone (CAS 123-31-9) is listed in Annex I/
1339 of the Cosmetic Regulation No 1223/2009; therefore it is
banned as cosmetic ingredient with the exception of entry 14 in
Annex lIL It is only permitted for professional use in artificial nail
systems in a concentration in the final product up to 0.02%. Since
Hydroguinone could not be used as a skin whitener after intro-
duction of a ban, other substances have been used for that purpose,
including Arbutin.

Adossieron therelated sub e, deoxyarbutin, wassubmitted
to the European Commission by Girindius AG in 2008.

Although on the basis of the provided scientific data the use of
deoxyarbutin as such can be considered safe for consumers in
cosmetic products in a concentration up to 3% in face creams, hy-
droquinone will be formed at levels which raise concerns with
regard to the safety of such products during life-cycle of the
product (eg. storage conditions and stability under in-use
conditions).
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