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RINGKASAN

Muhammad Nauval Daffa Salsabil, Fakultas Kedokteran, Universitas Islam
Malang, Oktober 2024. Pengaruh Pemberian Ekstrak Daun Pegagan (Centella
asiatica (L.) Urb.) Terhadap Kadar Nitric Oxide Pada (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) HUVECs Yang Diinduksi Angiotensin II.

Pembimbing 1: dr. Erna Sulistyowati, M.Kes., Ph.D., Pembimbing 2: dr. Diah
Andriana, Sp. B., FINACS., FICS.

Pendahuluan: Angiotensin II yang berikatan dengan sel endotel pembuluh darah
dapat menyebabkan hipertensi, jumlah angiotensin II yang berlebihan secara
kontinu yang merangsang enzim NOX untuk membentuk Reactive oxygen species
(ROS) yang mengakibatkan kondisi stres oksidatif pada sel endotel pembuluh darah
sehingga terjadi disfungsi endotel pembuluh darah yang ditandai penurunan
produksi Nitric Oxide (NO) sebagai vasodilator. Daun Pegagan (C. asiatica)
memiliki efek antioksidan yang dapat menurunkan ROS dan memperbaiki produksi
Nitric Oxide dari endotel. Penelitian ini membuktikan daun C. asiatica memiliki
efek antioksidan karenanya meningkatkan produksi NO HUVECs yang diinduksi
angiotensin II.

Metode: Penelitian ini adalah studi eksperimental laboratorium posttest-only
control group design in vitro pada Human Umbilical Vein Endothelial Cells
(HUVECs) yang diberi Ang Il dosis 0,1 uM. Ekstraksi daun C. asiatica
menggunakan metode maserasi. Terdapat lima kelompok perlakuan, yaitu
kelompok kontrol, Ang II, dan kelompok dengan pemberian Ang II dan tiga dosis
ekstrak daun C. asiatica (P1, P2, P3) masing-masing 12.5; 25 dan 50 pg/ml. Nitric
Oxide diukur dengan uji Griess assay dan diamati pada 0, 24, 48, dan 72 jam. Hasil
data dianalisis dengan uji One-Way ANOVA dilanjutkan dengan dengan uji LSD
(Least Significant Difference). Nilai dikatakan signifikan bila p kurang dari 0.05.

Hasil dan Pembahasan: Total Nitric Oxide tiap kelompok pengamatan berturut-
turut adalah 4.47+0.88, 5.12+0.87, 3.29+0.88, 4.03+1.05, 1.82+1.10 pM pada
pengamatan 0 jam, pada pengamatan 24 jam 27.85+1.13, 11.09+1.34, 11.82+1.38,
7.85€1.97, 6.38+2.33 uM, sedangkan pada pengamatan 48 jam 52.56+12.68,
10.35+£2.14, 10.50+1.73, 10.50+1.73, 11.82+1.10 uM, pada pengamatan 72 jam
5.50+1.27, 4.76+0.93, 3.15+0.76, 3.74+0.76, -3.03+£0.76 uM. Total NO kelompok
(P1, P2, P3) dibandingkan dengan Ang II berbeda signifikan pada pengamatan jam
ke-24 dan 48 (p < 0,05).

Simpulan: Ekstrak daun C. asiatica dapat meningkatkan produksi Nitric Oxide
HUVECs yang diinduksi Angiotensin II

Kata kunci: Centella asiatica, Nitric Oxide; HUVECs; Angiotensin II.
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SUMMARY

Muhammad Nauval Daffa Salsabil, Faculty of Medicine University of Islam
Malang, October 2024. The Effect Of Pegagan Leaf Extract (Centella asiatica (L.)
Urb.) On Nitric Oxide Levels In Angiotensin II-Induced Human Umbilical Vein
Endothelial Cells (HUVECS).

Supervisor 1: dr. Erna Sulistyowati, M.Kes., Ph.D., Supervisor 2: dr. Diah
Andriana, Sp. B., FINACS., FICS.

Introduction: Angiotensin II binding to endothelial cells of blood vessels can cause
hypertension, with excessive continuous angiotensin II stimulating the NOX
enzyme to form Reactive Oxygen Species (ROS), leading to oxidative stress
conditions in endothelial cells of blood vessels. This results in endothelial
dysfunction characterized by a decrease in the production of Nitric Oxide (NO) as
a vasodilator. Gotu Kola leaves (C. asiatica) have antioxidant effects that can
reduce ROS and increase nitric oxide production. This study prove that C. asiatica
leaves have antioxidative effects leading to increase NO production in HUVECs
induced by angiotensin II.

Methods: This research used a posttest-only control group design in vitro
laboratory experimental study on human umbilical vein endothelial cells
(HUVECsS) treated with a dose of 0.1 uM Ang II. The C. asiatica leaves was
extracted by the maceration method. There were five groups, namely; the control
group, Ang II, and groups with Ang Il administration and three doses of C. asiatica
leaf extract (P1, P2, P3) at 12.5; 25, and 50 pg/ml, respectively. Nitric Oxide was
measured using the Griess assay and observed at 0, 24, 48, and 72 hours. The data
were analyzed used One-Way ANOVA followed by the Least Significant Difference
(LSD) test. The value was considered significant if p < 0.05.

Results and Discussion: The total Nitric Oxide for each observation group were
4.47+0.88, 5.12+0.87, 3.29+0.88, 4.03+1.05, 1.82+1.10 pM at the O-hour
observation, at the 24-hour observation 27.85+1.13, 11.09+1.34, 11.82+1.38,
7.85€1.97, 6.38+2.33 uM, while at the 48-hour observation 52.56+£12.68,
10.35+£2.14, 10.50£1.73, 10.50<1.73, 11.82+1.10 uM, at the 72-hour observation
5.50£1.27, 4.76+0.93, 3.15+0.76, 3.74+0.76, -3.03+0.76 uM, respectively. Total
NO level of P1, P2 and P3 groups are siginificantly different (p < 0.05) comparred
with Ang II group, in 24 hour and 48 hour.

Conclusion: The extract of C. asiatica leaves increases the production of Nitric
Oxide in HUVECs induced by Angiotensin II.

Keyword: Centella asiatica; Nitric Oxide; HUVECs; Angiotensin II.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hipertensi adalah kondisi peningkatan tekanan sistolik dan diastolik

REPOSITORY

jantung yang melewati batas normal secara persisten (Oparil et al., 2018). Di

University of Islam Malang

Indonesia, prevalensi hipertensi pada kelompok usia 18 — 24 tahun prevalensi
hipertensi 13,2%, kelompok usia 25 — 40 tahun mempunyai prevalensi 20,1%,
dan kelompok usia di atas 75 tahun memiliki tingkat prevalensi 69.5% (Debora
et al.,2023). Hipertensi merupakan faktor risiko utama penyakit kardiovaskular
(CVD) yang berkorelasi dengan peningkatan pembentukan Reactive Oxygen
Species (ROS) kondisi ini dinamakan stres oksidatif (Xu and Touyz, 2006).
Pembentukan stres oksidatif, peningkatan tekanan darah arteri, dan disfungsi
sel endotel pembuluh darah memiliki hubungan dengan Renin-angiotensin
system (RAS) yang merupakan sistem penting yang berperan dalam regulasi
peningkatan kadar Angiotensin II (Ang II) plasma (Birk et al., 2021). Penelitian
pada tikus melaporkan bahwa Ang II menginduksi genotip pro-inflamatori yang
ditandai dengan infiltrasi monosit ke dinding pembuluh darah diikuti dengan
peningkatan kadar ROS (Birk et al., 2021). Peningkatan kadar ROS dalam
tubuh diperantarai oleh oscillatiry shear stres, NAD(P)H oxidase, mitokondria,
xantine oxidase sebagai sumber produksi ROS yang dapat menyebabkan
kondisi stres oksidatif (Hsieh et al., 2014).

Stres oksidatif adalah fenomena yang disebabkan oleh peningkatan
produksi dan akumulasi reactive oxygen species (ROS) dalam sel dan jaringan
serta penurunan kemampuan sistem biologis untuk mendetoksifikasi produk

reaktif tersebut (Pizzino et al., 2017). Terjadinya peningkatan bioavailabilitas
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ROS dapat memberikan dampak negatif terhadap makromolekul sel, seperti
RNA, DNA, protein, lipid dan karbohidrat, sehingga menyebabkan kerusakan
dan kematian sel (Griendling et al., 2021). Peningkatan stres oksidatif yang
terjadi pada pembuluh darah dapat menyebabkan remodelling pembuluh darah,
peradangan, fibrosis, serta vasokonstriksi akibat adanya ketidakseimbangan
antara stres oksidatif dan faktor perlindungan sel terhadap stres oksidatif (Sena
et al.,2018). Stres oksidatif berperan dalam patomekanisme dan perkembangan
penyakit hipertensi (Rodrigo et al., 2011).

Tubuh memiliki sistem pertahanan untuk mengurangi dan atau mencegah
produksi ROS yang berlebihan dengan memproduksi antioksidan endogen
seperti superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX), dan glutathione S-transferase (GST). Sistem ini menjaga status redoks
dengan mencegah akumulasi ROS (Griendling ef al., 2021). Selain itu, jaringan
tubuh menghasilkan nifric oxide (NO), yang bekerja sama dengan SOD untuk
mengurangi stres oksidatif pada hipertensi dengan mengubah keseimbangan
prooksidan dan antioksidan sehingga menghasilkan efek vasodilatasi
(Amponsah-Offeh ef al., 2023). Selain itu tubuh juga menghasilkan NO melalui
sintesis NO endotel (eNOS) dengan memetabolisme L-arginin menjadi NO
(Flam et al., 2007).

NO menyebabkan stimulasi guanylyl cyclase untuk membentuk 3',5'-cyclic
guanosine monophosphate, yang kemudian menghasilkan efek vasodilatasi
pada sel otot polos pembuluh darah, pencegahan adhesi, agregasi trombosit, dll.
Hasil efek ini yang dapat menghambat perkembangan penyakit hipertensi

(Hermann et al., 2006). Oleh karena itu NO berperan sebagai vasodilator yang
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penting yang dapat menghambat dan mengurangi perkembangan terjadinya
hipertensi (Bunaim et al., 2021). Antioksidan sangat berperan dalam
homeostasis tubuh. Dalam penelitian sebelumnya didapatkan bahwa
penggunaan herbal memiliki properti antioksidan yang signifikan dan memiliki
efek samping yang lebih rendah (Mishra et al., 2022).

Kombinasi Centella asiatica, Justicia gendarussa, dan Imperata cylindrica
(CJl) yang di dekokta terbukti mampu menghambat pembentukan ROS dan
kombinasi tersebut berperan sebagai antioksidan (Sulistyowati et al., 2017).
Senyawa aktif Centella asiatica (C. asiatica) termasuk asiatic acid,
triterpenoids, madecassoside, dan asiaticoside. Berkhasiat antioksidan dan
dapat meningkatkan aktivitas SOD dan glutathione peroxidase (GPX), serta
mengaktifkan nuclear erythroid-2-related factor 2 yang dapat mencegah atau
mengurangi stres oksidatif dan bersifat anti-inflamasi. (Sun et al., 2020).
Triterpenoid dari daun C. asiatica adalah antioksidan yang mencegah kerusakan
sel endotel pembuluh darah dikarenakan peningkatan ROS. Antioksidan ini
memicu pembentukan NO oleh sel endotel pembuluh darah yang berfungsi
sebagai vasodilator, mencegah agregasi platelet dan proliferasi sel otot polos
pembuluh darah (Bunaim et al., 2021).

Daun C. asiatica memiliki kandungan senyawa aktif antioksidan yang
diprediksi dapat mencegah kerusakan pembuluh darah akibat hipertensi. Dalam
penelitian yang dilakukan pada tikus yang diinduksi dengan L-NAME agar
terbentuk model hipertensi di berikan perlakukan dengan pemberian ekstrak
daun C. asiatica 500 mg/Kg dikombinasikan dengan captopril 5 mg/Kg secara

oral dengan lama penelitian selama § (delapan) minggu dengan mendapatkan
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hasil bahwa didapatkan efek yang signifikan dari kombinasi ekstrak daun C.
asiatica dengan captopril dalam mencegah peningkatan tekanan darah sistol
tikus dan penurunan level serum NO (Razali et al., 2019). Dalam studi analisis
menggunakan analisis 7 pair test, responden hipertensi dengan kepatuhan rutin
meminum seduhan daun C. asiatica kering 5-10 g dengan seduhan air 250 mL
yang diminum 3 (tiga) kali sehari selama 2 (dua) minggu mendapatkan hasil
signifikan tekanan darah yang lebih terkontrol (Astutik et al., 2021).

Disfungsi sel endotel dianggap salah satu faktor penting pada prevalensi
kejadian CVD sehingga diperlukan model penelitian yang optimal dalam
perkembangan penelitian tersebut. Meskipun penelitian pada hewan coba
(mencit) dirasa masih cukup memungkinkan namun model penelitian ini masih
belum cukup menggambarkan kondisi pada subjek manusia, faktanya beberapa
penelitian pengujian efektivitas dan keamanan obat yang sebelumnya diuji coba
pada hewan mengalami kegagalan dalam uji klinis pada manusia. Model
penelitian menggunakan hewan coba memiliki kontribusi besar dalam
pengujian hipotesis dalam uji in vitro (Doke and Dhawale, 2015).

Studi menggunakan Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs)
telah diakui sebagai model penelitian yang berguna untuk penelitian pada sel
endotel, walaupun model ini tidak mewakili semua jenis sel endotel yang
ditemukan dalam tubuh, HUVECsS sangat baik untuk mempelajari sifat endotel
vaskular dan jalur biologis utama yang terlibat dalam fungsi sel endotel
(Medina-Leyte et al., 2020).

Dengan dasar tersebut, dilakukan penelitian secara in vitro untuk

mengetahui mekanisme penghambatan stres oksidatif dari ekstrak daun C.
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asiatica pada Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) yang

diinduksi Angiotensin II (Ang II) melalui observasi pada kadar NO.

1.2 Rumusan Masalah
1.2.1 Apakah ada pengaruh pemberian Ang II pada kadar Nitric oxide
HUVECs?
1.2.2  Apakah ada pengaruh pemberian ekstrak daun C. asiatica (12,5, 25 dan

50 pg/mL) pada kadar Nitric oxide HUVECs yang diinduksi Ang 11?7

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan yakni :
1. Mengetahui pengaruh pemberian Ang I pada kadar Nitric oxide HUVECs.
2. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun C. asiatica (12,5, 25 dan 50

pug/mL) pada kadar Nitric oxide HUVECs yang diinduksi Ang II.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teori
Hasil penelitian ini diharapkan akan menjelaskan secara teoretik
bagaimana daun C. asiatica berpengaruh pada kadar nitric oxide sebagai
upaya vaskuloportektif pada kultur sel HUVECs yang diinduksi oleh Ang
IL.
1.4.2  Manfaat Praktis
Penelitian ini bermanfaat sebagai bukti ilmiah uji in vitro (pra-klinik)

untuk saintifikasi herbal daun C. asiatica sebagai anti hipertensi.
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BAB VII
KESIMPULAN

7.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian mengenai pengaruh angiotensin II dan ekstrak daun C.
asiatica yang dilakukan dengan metode in vitro pada HUVECs didapatkan

Kesimpulan sebagai berikut:

1. Angiotensin II menurunkan kadar NO yang diproduksi oleh HUVECs pada
semua dosis perlakuan di waktu pengamatan jam ke-24, ke-48 dan ke-72.

2. Ekstrak daun C. asiatica meningkatkan kadar NO yang diproduksi oleh
HUVECs yang diinduksi angiotensin II dan menerima ekstrak daun C.
asiatica pada semua dosis perlakuan di waktu pengamatan jam ke-48 dan

pada dosis 12,5 pg/mL di waktu pengamatan jam ke-24.

7.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, peneliti mengemukakan

beberapa saran guna memperbaiki penelitian selanjutnya yaitu:

1. Melakukan penelitian lanjutan dengan menggunakan DPPH yang
memiliki fungsi sebagai uji antioksidan agar dapat melengkapi hasil
pengukuran NO sebagai indikator antioksidan C. asiatica.

2. Menggunakan metode pengukuran NO yang lebih akurat.
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