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Abstrak

Preeklampsia dan eklampsia adalah penyakit pada kehamilan yang menjadi salah satu penyumbang angka
kematian Ibu khususnya di Indonesia. Tahapan pertama dari preeklampsia ini adalah terjadi abnormalitas dalam
remodelling vaskular trofoblastik mengakibatkan disfungsi endotel, tahap kedua pelepasan faktor plasenta
kedalam sirkulasi darah seperti soluble fms-like tyrosine kinase (sFlt-1), TNF-a, IL-6, IL-8, angiotensin Il tipe 1
reseptor antibodies (AT1-AA), dan thromboxan (TX) menyebabkan respon inflamasi dan peningkatan aktivasi
sel endotel. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kakao terhadap
kadal IL-8 pada model HUVECs Preeklampsia. Penelitian true experimental dengan pendekatan yang digunakan
post test only control group design yang dikerjakan dilaboratorium dengan invitro. Kultur HUVECs dibagi
menjadi 5 kelompok masing-masing dilakukan replikasi 5x. Pengukuran kadar IL-8 menggunakan ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Analisis data yang digunakan pada penelitian ini adalah dengan uji
Anova one way pada kadar IL-8, selanjutnya dilakukan uji perbandingan berganda (Multiple
Comparisons) dengan uji Beda Nyata Terkecil/BNT (Least Significant Difference/LSD) Hasil penelitian
pemberian ekstrak kakao pada kelompok kontrol positif dan 3 dosis kelompok perlakuan ternyata dapat
menurunkan secara bermakna (p-value 0.000< o 0.05, Anova One way) kadar IL-8.

Kata Kunci : Pre Eklampsia; Model HUVECs Preeklampsia; Interleukin 8

The Effect Of Giving The Cacao (Theobroma Cacao L) Extract On Huvecs Preeclampsia
Models To The Level Of Interleukin 8

Abstract

Preeclampsia and eclampsia are diseases in pregnancy which are one of the contributors to maternal mortality,
especially in Indonesia. The first stage of preeclampsia is abnormalities in trophoblastic vascular remodeling
resulting in endothelial dysfunction, the second stage of release of placental factors into the blood circulation
such as soluble fms-like tyrosine kinase (sFlt-1), TNF-a, IL-6, IL-8, angiotensin Il type 1 receptor antibodies
(AT1-AA), and thromboxan (TX) cause an inflammatory response and increase endothelial cell activation. The
purpose of this study was to determine the effect of giving cocoa extract to IL-8 lizards on the HUVECs
Preeclampsia model. True experimental research with an approach used in the post test only control group design
was carried out in the laboratory with invitro. HUVECs cultures were divided into 5 groups each replicating 5x.
Measuring IL-8 levels using ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). The data analysis used in this
study was an one way Anova test on IL-8 levels, then multiple comparisons were conducted with the Least
Significant Difference (LSD). The results of the study were cacao extract in the control group. positive and 3
doses of the treatment group turned out to significantly reduce (p-value 0.000 <a 0.05, Anova One way) 1L-8
levels.
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Pendahuluan

Menurut Depkes RI, 2012 menunjukkan angka
Ibu di Indonesia (AKI) mengalami
peningkatan dari 228 per 100.000 kelahiran hidup
menjadi 359 per 100.000. Penyebab dari jumlah
kematian ibu tersebut menurut analisis kematian ibu
di Indonesia tahun 2010 adalah 50%
disebabkan
preeklampsia/ eklampsia (Depkes RI, 2012).

Kematian

kematian

maternal oleh  pendarahan  dan

Preeklampsia merupakan “the disease of
theories”, di mana patofisiologinya masih belum jelas
diketahui 2010).

merupakan Kkarakteristik penyakit yang ditandai

(Chuningham, Preeklampsia

dengan kenaikan tekanan darah disertai dengan
proteinuria pada wanita hamil dengan umur kehamilan
setelah 20 minggu yang sebelumnya tidak mengalami
hipertensi (Wang et al., 2009). Sindrom preeklampsia
merupakan kelainan dua tahap yaitu tahap pertama
bersifat preklinis ditandai dengan kelainan dalam
proses remodelling vaskular trofoblastik pada arteri
uterinae yang akan mengakibatkan terjadinya hipoksia
plasenta. Tahap kedua, pelepasan faktor plasenta ke
dalam sirkulasi maternal seperti soluble fms-like
(sFlt-1), TNF-a, IL-6, IL-8,
angiotensin 1l tipe 1 reseptor antibodies (AT1-AA),

tyrosine  kinase
dan thromboxan (TX) menyebabkan respon inflamasi
dan peningkatan aktivasi sel endotel (Borzychowski,
2006; Gilbert et al., 2008; Redman, 2010).

Kondisi preeklampsia atau eklampsia
merupakan kondisi terjadinya kenaikan tekanan
dan hipoksia pada endotel, akibat

ketidakseimbangan substansi dari vasokonstriktor
dan vasodilasator endotel
(Dharma dkk., 2005; Susianto dkk., 2009).

Kondisi

karena disfungsi

disfungsi  endotel  menyebabkan
peningkatan respon sitokin proinflamasi sehingga
dibutuhkan

keadaan tersebut.

antiinflamasi  untuk  merespon
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Biji kakao (Theobroma cacao L) salah satu
yang memiliki potensi sebagai antiinflamasi dan
antioksidan yang banyak mengandung polifenol (Hii
et al, 2009). Tiga kelompok utama polifenol kakao
dapat dibedakan yaitu katekin (37%), antosianin (4%)
dan proantosianidin (58%) (Hii et al, 2009). Selain itu
penelitian sebelumnya menjelaskan bahwa kakao
berfungsi  sebagai antiinflamasi dan  mampu
menghambat ekspresi sel adhesi molekul dan matrik
protease sehingga meneka terjadinya pengeluaran
faktor proinflamasi (Choi et al., 2004)

Biji kakao (Theobroma cacao L) salah satu
yang memiliki potensi sebagai antiinflamasi dan
antioksidan yang banyak mengandung polifenol (Hii
et al, 2009). Ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L)
yang banyak mengandung epikatein tersebut diduga
dapat menurunkan faktor proinflamatori pada
disfungsi endotel.

Metode
Desain penelitian yang digunakan dalam
penelitian ini

adalah true experimental dengan

pendekatan yang digunakan post test only control
group design dikerjakan di laboratorium dengan
invitro (Zainudin, 2011). Kelompok penelitian terdiri
dari 5 bagin dan masing-masing akan dilakukan
replikasi sebanyak 5 kali (Solimun, 2002). total
keseluruhan jumlah sampel dengan masing-masing 5
replikasi adalah 30 sampel.

Kultur HUVECs setelah konfluent 80% pada
hari ke 5 kemudian ditambahkan dengan plasma
penderita preeklampsia 2% inkubasi overnigt dan
lakukan pengkoleksian supernatan untuk pengukuran
ELISA.

Bahan untuk kultur sel endotel tali pusat steril,
Media pengambilan umbilikus : delonized water,
HEPES solution 2 ml, gentamycine, sodium hydrogen
bicarbonat dan phenol red 4 ml, Hank’s Balance Salt
Solution (HBSS) 100 ml. Pencucian umbilikus untuk

menghilangkan eritrosit menggunakan PBSA ready to
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use. Bahan isolasi sel endothel : medium serum free,
filer 0,2 um, collagenase solution (SIGMA TYPE HA,
C-6885). Bahan medium serum free : L-glutamin 2
mM 1,25 ml, medium 199 (SIGMA, M-5017), nabic,
antibiotik menggunakan penisilin streptomisin 1 %
dari volume total medium free. Bahan kultur sel
endhotel : gelatin 0.2 % (SIGMA, G1393), endhotelial
complete Medium 2 % (Serum free medium 80 ml
ditambah FBS (Fetal Bovine Serum) sebanyak 10-15
%).

adalah

% medium

Bahan Plasma preeklampsia 2%
medium preeklampsia yang terdiri dari
komplit ditambah dengan FBS (Fetal Bovine Serum)
5-7.5%, kemudian ditambahkan plasma penderita
preeklampsi sebanyak 2% dari total medium
preeklampsia yang dibutuhkan pada kultur HUVECs.
Bahan pemeriksaan kadar 1L-8 mengunakan
supernatan HUVEcs diukur dengan menggunakan
metode ELISA. Siapkan reagen dalam suhu ruang,
atur elisa reader dengan panjang gelombang 450 nm-
570 nm, membuat standart dilution sebanyak 7,
membuat PBS, menyiapkan microplate dan lakukan
pencucian dengan wash buffer, tambahkan asay buffer

50 pL, tambahkan standard dilution 50 pL pada well

standar dan sampel 50 pL kemasing-masing well
sampel, tutup dengan perekat plate, inkubasi 2 jam,
pencucian dengan wash soluttion 4x, tambahkan
Human IL-8 Detection Antibodi kedalam masing-
masing well inkubasi 30 menit, lakukan pencucian
dengan wash solution 4x, tambahkan 100 pL Avidin

HRP-A Solution well tutup dengan perekat inkubasi 30

menit, pencucian 5x dengan wash solution,
Tambahkan 100 pL Substrate Solution F inkubasi 15
menit, tambahkan menambahkan 100 pL Stop

Solution F pada masing-masing well, pembacaan

dengan elisa reader, hitung OD.

Hasil Penelitian dan Pembahasan

Data hasil uji Anova one way pada kadar IL-8
diperoleh ada perbedaan yang bermakna rerata kadar
IL-8 kelima kelompok sampel pengamatan, hal ini
0.000<«x.
Selanjutnya pada uji perbandingan berganda (Multiple

ditunjukkan  dengan nilai  p-value
Comparisons) dengan uji Beda Nyata Terkecil/BNT
(Least Significant Difference/LSD) diperoleh hasil
sebagai berikut. berdasarkan hasil uji perbandingan

berganda dengan uji LSD .

Tabel 1. Hasil Pengukuran kadar IL-8 (pg/mL) pada HUVEC Model Preklampsia dan HUVEC Model

Preeklampsia diberi Perlakuan Ekstrak Kakao

Kelompok pengamatan Rerata + stan.dev p-value
Kontrol Normal tanpa perlakuan (K1) 173.3£52.78
Model HUVECSs preeklampsia (K2) 2225.7+863.3%
HUVECs+ 25 ppm kakao (K3) 1760.7+1374% 0.000< 0.05
HUVECs+ 50 ppm kakao (K4) 238.3+19.8°
HUVECs+ 100 ppm kakao (K5) 161.3+12.6°
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Gambar 1. Histogram Rerata kadar 1L-8

Gambar diatas  menunjukkan histogram
rerata kadar IL-8 pada kelompok kontrol normal
(K1), kelompok kontrol model (K2) dan 3
kelompok HUVEC model yang dipapar ekstrak biji
kakao dosis 25 ppm, 50 ppm, dan 100 ppm.
Tampak ada penurunan rerata kadar IL-8 seiring
dengan pertambahan dosis ekstrak biji kakao.
Adapun nilai rerata kadar IL-8 terendah sekaligus
terdekat dengan rerata kadar IL-8 pada kelompok
kontrol normal tanpa perlakuan (173.3 + 52.78
pg/ml) adalah pada kelompok perlakuan pemberian
ekstrak biji kakao dosis 100 ppm (161.3+12.6°
pa/ml).

Hal ini dapat dikatakan bahwa dalam
penelitian ini dosis ekstrak biji kakao yang
kadar IL-8 dan

optimum adalah dosis 100 ppm. Jadi dengan kata

dianggap paling menurunkan

lain dosis optimum ekstrak biji kakao 100 ppm
mampu menurunkan kadar 1L-8 yang sangat
bermakna.

Penelitian ini menunjukkan hasil pemberian
ekstrak biji kakao mampu menurunkan kadar IL-8
pada kultur HUVECs model preeklampsia seperti
kadar 1L-8 pada kelompok HUVECs normal yang
ditunjukkan pada tabell. Pada penelitian ini dosis

ekstrak kakao yang dianggap sudah mampu
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menurunkan kadar IL-8 kelompok model HUVECs
preeklampsia seperti kadar 1L-8 pada kelompok
HUVECs normal adalah dosis ekstrak kakao 50
ppm dan 100 ppm. Akan tetapi dosis yang paling
rendah menurunkan kadar 1L-8 kelompok model
HUVECs preeklampsia seperti kadar IL-6 pada
HUVECs normal adalah dosis ekstrak biji kakao
100 ppm. Penelitian secara invitro memperlihatkan
bahwa pemberian ekstrak kakao antara 2 jam-20
jam pada kultur HUVECs yang diinduksi LPS
dengan dosis ekstrak kakao yang berbeda antara
0,05-50 pg/mL mampu secara signifikan mencegah
kerusakan sel endotel (Rusconi et al., 2010).
Penelitian yang dilakukan pada manusia dengan
kondisi yang mengalami stres oksidatif dengan
mengkonsumsi kakao mampu secara signifikan
meningkatkan produksi NO dan menekan faktor
proinflamasi seperti IL-8 (sies et al., 2005; Rusconi
et al., 2010).

Hasil menunjukkan bahwa tidak ada
perbedaan yang bermakna rerata kadar IL-8 antara
kelompok kontrol model HUVECs preeklampsia
(K3) (2225.7+863.3%° pg/mL) dengan kelompok
perlakuan pemberian ekstrak biji kakao 25 ppm
(K4) (1760.7+1374% pg/mL L). Hasil berbeda pada
dosis kakao 50 ppm yaitu ada perbedaan yang
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bermakna rerata kadar 1L-8 antara kelompok model
HUVECs preeklampsia (K3) (2225.7+863.3%
pg/mL) dengan kelompok perlakuan pemberian
ekstrak biji kakao 50 ppm (K5) (238.3+19.8" ).
Pada dosis 100 ppm juga menunjukkan ada
perbedaan yang bermakna rerata kadar 1L-8 antara
kelompok kelompok model HUVECs preeklampsia
(K3) (2225.74863.3* pg/mL) dengan kelompok
perlakuan pemberian ekstrak biji kakao 100 ppm
(K6) (161.3+12.6")

Hasil dari penelitian menunjukkan ada
perbedaan yang bermakna rerata kadar IL-8 antara
kelompok perlakuan pemberian ekstrak biji kakao
dosis 25 ppm (K4) (1760.7+1374%) dengan
kelompok perlakuan pemberian ekstrak biji kakao
dosis 50 ppm (K5) (238.3+19.8° pg/ml) dan ada
perbedaan bermakna dengan pemberian ekstrak biji
kakao dosis 100 ppm (K6) (161.3+12.6° pg/ml).
Berdasarkan nilai reratanya tampak ada penurunan
rerata kadar IL-8 seiring pertambahan dosis ekstrak
biji kakao. Sedangkan nilai rerata kadar IL-8 antara
kelompok perlakuan pemberian ekstrak biji kakao
50 ppm (K5) (238.3+19.8" pg/ml) dengan kelompok
perlakuan pemberian ekstrak biji kakao 100 ppm
(K6) (161.3+12.6° pg/ml) menunjukkan tidak ada
perbedaan yang bermakna dan menunjukkan ada
penurunan kadar IL-8 seiring pertambahan dosis
ekstrak biji kakao

Penelitan Balzer menyebutkan konsumsi
flavonoid yang terkandung pada kakao mampu
meningkatkan fase dilatasi pembuluh darah perifer
dan memperbaiki fungsi vaskuler pada pasien
dengan penyakit jantung dengan cara menurunkan
faktor proinflamasi seperti IL-8 dan menaikkan NO
untuk dilatasi vaskuler (Balzer et al., 2008). Pada
penelitian Jenny menyebutkan bahwa ekstrak kakao
menekan  faktor

secara  signifikan mampu

proinflamasi dikarenakan fungsi dari ekstrak kakao
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adalah sebagai antiinflamasi dan antioksidan (Jenny
et al., 2009).

Beberapa studi  mengatakan  bahwa
mekanime antiinflamasi dari diet tinggi poliphenol
yang terkandung dalam kakao mampu menghambat
molekul proinflamasi seperti CRP, IL-8 dan TNFa.
Pada penelitian invitro mengatakan bahwa
metabolism  prosianidin dan polifenol kakao
mampu memodifikasi tranduksi signal pathway
intraceluler, dengan demikian diduga dapat
memodaulasi sintesis sitokin proinflamasi seperti IL-
6, IL-8, IL-1p, atau -2 (Vazquez-Agell et al., 2011).
Pada konsentrasi 58 pg/mL konsentrasi ekstrak
kakao mampu menurunkan ekspresi TNFo dan
level mRNA IL-8 pada kultur IL HUVECs yang
diinduksi LPS (Chen, 1996; Andujar et al., 2012).
Kesimpulan

Pemberian ekstrak biji kakao (Theobroma
cacao L) mampu menurunkan kadar IL-8 pada
HUVECs model Preeklampsia. Dosis ekstrak biji
kakao 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm  mampu
menurunkan kadar 1L-8 seperti kondisi kultur
HUVECs normal. Disarankan penelitian lanjutan
untuk menganalisis pengaruh ekstrak biji kakao
dalam kondisi individu yang utuh melalui studi
invivo pada manusia maupun hewan coba
kemudian dikonversikan dengan dosis untuk

manusia dan hewan.
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