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Abstract
A study about the protective effect of ethanolic extract of leaves of Toona sureni (Blume) Merr. to endothelial cells disorder due to high fat diet rat has been conducted. The protection effect was observed by giving the extract in the doses of 125; 250; 500; and 1000 mg/kgBW orally for 8 weeks to the rats which had been induced high fat diet. The damage of endothelial cells was monitored indirectly to the level of nitric oxide (NO) from the mean arterial blood pressure by using Biopac acquisition unit (MP150, BiopacTM ). The blood pressure was measured by performing cannulation method to anesthetized rat. The study showed that the extract provided a protective effect to endothelial cells disorder because it could increase the bioavailability of NO in that cells.

Pendahuluan
Penggunaan bahan alam terutama tumbuh-tumbuhan untuk tujuan pengobatan bukanlah suatu hal yang baru dalam dunia kesehatan, tapi menjadi sangat populer satu dekade ini. Pada saat ini, negara-negara berlomba dalam meneliti dan mengidentifikasi efektivitas dan keamanan penggunaan obat herbal untuk digunakan dalam sistem pelayanan kesehatan nasional. (Ernst, 2000).
Tumbuhan Surian (Toona sureni  (Blume) Merr.), yang memiliki banyak kegunaan. Akar dan daunnya kaya akan karoten, asam amino dan vitamin. Beberapa bagian pohon, terutama kulit dan akar sering digunakan untuk ramuan obat dalam mengobati diare. Dari hasil penelitian terdahulu diketahui bahwa daun surian mengandung senyawa flavonoid (kuersetin), terpenoid (tetranortriterpenoid yaitu surenon dan surenin), steroid dan saponin. (Atmapepasni, 1994; Ifmaily,1996; Kraus, 1997; Djam’an, 2008; Romi 2009).
Hiperkolesterol dapat menyebabkan molekul low density lipoprotein (LDL) mudah teroksidasi, sehingga terbentuk LDL teroksidasi dan gugus hidroksil pada sel endotelium pembuluh darah. Radikal hidroksil ini akan bereaksi dengan asam lemak tidak jenuh (polyunsaturated fatty acid) yang merupakan struktur dari membran sel endothelium sehingga dapat menimbulkan reaksi  peroksidasi lipid yang akan menghasilkan peroksidasi  peroksid. LDL  teroksidasi  dan lipid peroksid yang terbentuk akan merusak sel endotelium pembuluh darah (disfungsi sel endothelia), sehingga dapat menghambat penglepasan Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF) yaitu oksida nitrat/NO dan menurunkan produksi siklik Guanidin Mono Phospat (cGMP). Hal ini menyebabkan pembuluh darah kehilangan daya dilatasinya. Hal ini akan meningkatkan tekanan darah (hipertensi). (Lawrence, 2004)

Disfungsi sel endothelium menyebabkan serangkaian fenomena maladaptif yang mengakibatkan terjadinya respons vaskuler yang tidak menguntungkan. Disfungsi sel endothelium merupakan dampak dari stres oksidatif dan perubahan status redoks lokal, seperti terjadinya aterosklerosis dan gangguan profibrinolitik vaskuler, yang mengakibatkan tercetusnya proses trombogenesis  (gumpalan darah ). (Lawrence, 2004)
Kerusakan sel endotelium yang disebabkan keadaan hiperkolesterol ini yang memicu reaksi oksidasi dapat dihambat oleh preparat antioksidan seperti flavonoid. Flavonoid dalam dosis yang kecil dapat melebarkan pembuluh darah, juga menurunkan tingkat oksidasi LDL (Low Density Lipoprotein), sehingga akumulasi kolesterol (aterosklerosis) pada pembuluh darah berkurang, juga  mencegah agregasi platelet darah sehingga mengurangi risiko terbentuknya gumpalan darah yang merupakan penyebab penyakit jantung koroner dan serangan stroke serta mengurangi inflamasi.
Penelitian dilakukan dengan mengekstraksi daun Surian dengan menggunakan etanol. Ekstrak yang mengandung flavonoid diharapkan dapat memberikan proteksi terhadap sel endotel pembuluh darah pada hewan uji yang sebelumnya telah diinduksi hiperkolesterol dengan memberi kolesterol 2%  setiap hari selama 8 minggu bersama makanan (Inoue&Nishida, 1998). Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan seperangkat alat Biopac acquisition unit (MP150, BiopacTM ) terhadap tekanan darah tikus yang telah diberi perlakuan. Parameter tekanan darah ini diamati karena adanya kaitan erat dengan produksi NO oleh sel endotel  pembuluh darah. NO adalah Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF) yang berperan dalam perubahan tekanan darah.
Sebagai senyawa penginduksi dilatasi digunakan Pilokarpin HCl yang bertujuan untuk membebaskan NO oleh sel endotel pembuluh darah. Dan penginduksi kontraksi digunakan Epinefrin  bertujuan untuk melihat kemampuan pambuluh darah dalam meningkatkan tekanan darah. Karena saat kadar NO rendah pembuluh darah akan meningkatkan aktivitas vasokonstriktor, sehingga pemberian Epinefrin memberikan peningkatan tekanan darah yang lebih besar. Persentase besarnya penurunan tekanan darah akibat Pilokarpin HCl  berbanding besarnya peningkatan tekanan darah  oleh Epinefrin  merupakan jumlah EDRF/oksida nitrit (NO) yang dilepaskan oleh sel endotelium (Vogel,2002).
Metodologi Penelitian

· Penyediaan alat

Botol maserasi, rotary evaporator, timbangan analitis, lumpang dan stamfer, pipet tetes, pipet mikro, jarum dan alat suntik, beker glas, erlemeyer, gelas ukur, kandang hewan, sfigmomanometer, alat bedah), kanula, sistem komputer yang dilengkapi dengan program Biopac Student Lab software, Biopac acquisition unit (MP150, BiopacTM ), UPS, kabel USB (USB 1W), alat infus dan lampu pijar.

Penyiapan MLT
Makanan lemak tinggi (MLT) yang dibuat dari lemak daging sapi yang disuspensikan dalam minyak nabati dengan cara sebagai berikut:

Lemak daging sapi terlebih dahulu dipanaskan dengan lampu spritus sampai mencair. Setelah mencair campurkan dengan minyak goreng sawit dengan  perbandingan (1:5).

Penyiapan larutan ekstrak Toona sureni  (Blume) Merr.

Ekstrak ditimbang seksama sesuai dosis yang direncanakan 125. 250. 500 dan 1000 mg, mg/KG kemudian disuspensikan dalam 2mL air suling dengan  bantuan  NaCMC 0,5% dan diberikan secara peroral pada hewan percobaan.
Penyiapan larutan Polikarpin HCl (BM 244.72)

Pilokarpin HCl ditimbang 244,72 mg lalu dilarutkan dengan aquadest dalam labu ukur 10 mL, setelah larut, cukupkan volume 10 mL, maka didapatkan larutan asetilkolin dengan konsentrasi 24,472 mg/ml.

Larutan ini diambil 1 mL, lalu diencerkan sampai 10 mL, maka didapatkan konsentrasi 2,4472 mg/mL. Larutan ini diambil 1 mL, lalu diencerkan sampai 10 mL, maka didapatkan konsentrasi 244,72 µg/mL. 

Penyiapan larutan Epinefrin
Injeksi Epinefrin 1 mg/ml diambil 0,04 mL, lalu diencerkan sampai 1 mL, maka didapatkan larutan dengan konsentrasi 40 µg/mL. Larutan ini diambil 0,1 mL, lalu diencerkan sampai 1 mL, maka didapatkan konsentrasi 4 µg/mL.

Perlakuan terhadap Hewan Percobaan

Tikus diberikan MLT secara peroral dengan volume pemberian 2%BB selama 7 hari dan diteruskan bersama ekstraks selama 8 minggu (Inoue&Nishida, 1998). 18 ekor tikus jantan dibagi menjadi 6 kelompok (setiap kelompok terdiri dari 3 ekor) seperti terlihat pada tabel berikut :
	Kelompok
	Perlakuan
	Dosis (mg/kgBB)

	1
	NaCMC (kontrol negatif)
	-

	2
	MLT (kontrol positif)
	-

	3
	MLT + Ekstrak Daun Surian
	125

	4
	MLT + Ekstrak Daun Surian
	250

	5
	MLT + Ekstrak Daun Surian
	500

	6
	MLT + Ekstrak 
	1000


Setelah 8 minggu dari perlakuan, semua hewan percobaan dikanulasi untuk diperiksa tekanan darahnya.

Pengamatan tekanan darah tikus

Pada percobaan, tikus dianastesi dengan pentoberbital Na 70 mg/kgBB secara intraperitoneal. Rambut hewan bagian leher depan dicukur lalu dioperasi dan dipasangkan kanula pada trakea untuk memfasilitasi pernafasan. Vena juguler dukanulasi untuk memasukkan infus NaCl fisiologis yang mengandung heparin 2 IU/ml dan pentobarbital Na 2 mg/kgBBjam dengan kecepatan infus 2 ml/jam (Armenia, Munawar, Abdullah, Arifin, 2004, hal 719-726). Arteri karotid dikanulasi dengan kanula yang berisi penuh larutan NaCl fisiologis mengandung heparin 30-50 IU/ml, melalui transducer dihubungkan dengan alat Biopac acquisition unit (MP150, BiopacTM ) yang tehubung dengan komputer untuk mengamati tekanan darah hewan.

Tekanan darah hewan distabilisasi selama 10 menit, setelah stabil diberikan Pilokarpin HCl 244,72 µg/mL melalui vena jugularis yang dikanulasi. Perekaman dilakukan selama 10 menit untuk intuk menyeragamkan perlakuan dan meyakinkan behwa obat telah dibebaskan oleh darah. Tekanan darah distabilasasi lagi 10 menit sebelum pemberian Epinefrin 4 µg/mL. pemberian Epinefrin juga dilakukan melalui vena jugularis, data direkan selama 10 menit. Selama pengamatan berlangsung, semua perubahan yang terjadi dimonitor dan infus tetap diberikan dengan kecepatan 2 ml/jam (Armenia, Munawar, Abdullah, Arifin, 2004, hal 719-726).

Perhitungan Persentase Kadar NO

Dari data tekanan darah rata-rata (Mean Arterial Pressure, MAP)  yang di dapatkan maka di hitung persentase perubahan masing-masing parameter akibat pemberian Pilokarpim HCl dan Epinefrin dibandingkan dengan baseline masing-masingnya.
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Analisis data

Data yang didapatkan dari percobaan berupa perubahan masing-masing parameter tekanan darah dibandingkan dengan baseline dan kadar NO  akan dianalisa secara statistic ANOVA satu arah dan dilanjutkan dengan uji Duncan’s, kebermaknaan akan diambil pada tingkat kepercayaan 95%. 

Hasil dan Pembahasan
Adanya kandungan flavonoid dengan aktivitas antioksidannya yang tinggi, bekerja sebagai penangkap radikal bebas yang dapat digunakan untuk memperbaiki/mengembalikan fungsi endotel pembuluh darah. Hasil penelitian preklinis telah memberikan bukti yang meyakinkan tentang peran antioksidan terhadap fungsi endotel, yaitu menurunkan adhesi monosit terhadap endotel, menghambat oksidasi LDL, mengurangi inaktivasi oksida nitrat (NO) dan merangsang aktivitas endotelial NO (eNO). Dan hasil uji klinis menunjukkan  adanya efek perbaikan fungsi endotel pada penderita penyakit kardiovaskular (Lawrence, 2004).

Dari hasil pemeriksaan pendahuluan secara fitokimia terlihat bahwa sampel mengandung berbagai senyawa aktif seperti  flavonoid, terpenoid, steroid dan saponin
Tabel  Hasil Pemeriksaan Pendahuluan Kandungan Kimia Toona sureni  
	No
	Kandungan
	Pereaksi
	Hasil

	1.
	Alkaloid
	Mayer
	-

	2.
	Flavonoid
	HCl/Mg
	+

	3.
	Terpenoid/

Steroid
	As anhidrat + H2SO4 pekat
	+

	4.
	Saponin
	Busa
	+

	5.
	Fenolik
	FeCl3
	+


Keterangan :
+    =  bereaksi

· =  tidak beraksi 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat dilihat pengaruh pemberian ekstrak terhadap beberapa parameter tekanan darah. Dari pengujian statistic ANOVA satu arah perbedaan kelompok perlakuan memberikan efek penurunan tekanan darah rata-rata (MAP) yang tidak bermakna (P > 0,05) setelah pemberian Pilokarpin HCl. Perbedaan kelompok perlakuan memberikan efek penurunan tekanan darah sistol (TDS) yang tidak bermakna (P > 0,05) setelah pemberian Pilokarpin HCl. Perbedaan kelompok perlakuan memberikan efek penurunan tekanan darah diastol(TDD) yang tidak bermakna (P > 0,05) setelah pemberian Pilokarpin HCl. Perbedaan kelompok perlakuan memberikan efek penurunan  laju jantung (HR) yang tidak bermakna (P > 0,05) setelah pemberian Pilokarpin HCl. Sedangkan untuk efek peningkatan tekanan darah setelah pemberian Epinefrin, perbedaan kelompok perlakuan  terhadap MAP, TDS, TDD dan HR memberikan efek yang sangat bermakna (P < 0,05) 
Setelah dilakukan uji lanjut Duncan pada α = 0,05 diketahui pemberian ekstrak 1000 mg/kgBB berbeda  sangat nyata kemampuannya menahan peningkatan tekanan darah rata-rata dan sistol dengan ekstrak 125 mg/kgBB dan kontrol positif, namun tidak berbeda nyata terhadap ekstrak 500 mg/kgBB, 125 mg/kgBB dan kontrol negatif. Dan ekstrak 125 mg/kgBB tidak berbeda nyata efeknya untuk menahan peningkatan tekanan darah rata-rata.
Sedangkan hasil uji lanjut Duncan pada α = 0,05 terhadap peningkatan tekanan darah diastol menunjukkan hasil yang berbeda nyata antara kontrol negatif dan ekstrak 500 mg/kgBB dengan kontrol positif  dan ekstrak  125 mg/kgBB, namun tidak bebeda nyata dengan ekstrak 1000 dan 250 mg/kgBB.
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Gambar 2.
Diagram hubungan antara dosis ekstrak dengan rata-rata peningkatan tekanan darah rata-rata setelah pemberian Epinefrin

Dan untuk perubahan laju jantung setelah pemberian epinefrin dengan uji lanjut Duncan pada α = 0,05 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang nyata antara kontrol positif dengan control negative dan ekstrak 250 mg/kgBB, namun tidak berbeda nyata dengan ekstrak 1000 mg/kgBB hingga 125 mg/kgBB.
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Gambar 3.
Diagram hubungan antara dosis ekstrak dengan rata-rata peningkatan tekanan darah sistol setelah pemberian Epinefrin
Data yang dihitung adalah persentase kadar oksida nitrat (NO) yang merupakan hasil perbandingan antara persentase penurunan tekanan darah oleh pilokarpin HCl dengan persentase peningkatan tekanan darah oleh epinefrin dikalikan 100%. Ini menunjukkan besarnya pelepasan EDRF (NO) oleh sel endotel.  Karena pada saat pemberian Pilokarpin HCl terjadi pelepasan NO oleh sel endotel dan saat pemberian Epinefrin akan terjadi peningkatan tekanan  darah. Peningkatan tekanan darah ini juga dipengaruhi oleh penurunan bioavailabilitas NO. Perubahan tekanan darah adalah nilai yang diperoleh dari selisih perubahan tekanan darah dengan  baseline. Dimana baseline merupakan nilai tekanan darah sebelum diberi pilokarpin HCl ataupun Epinefrin.

Oksida nitrat (NO) adalah salah satu faktor relaksasi tergantung endotel yang berperan dalam relaksasi sel otot polos pembuluh darah. Penurunan bioavailabilitas NO diakibatkan oleh disfungsi endotel pada pembuluh darah. Disfungsi endotel berperan penting pada patogenesis, perkembangan dan prognosis dari penyakit kadiovaskuler. Sel endotel pembuluh darah merupakan jaringan yang responsif secara metabolik. Selapis endotel pembuluh darah berperan mengatur lumen pembuluh darah dan jaringan otot polos disekitarnya (Lawrence, 2004).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun surian memberikan peningkatan kadar NO untuk tiap peningkatan dosis ekstrak. Artinya semakin tinggi dosis dapat memberikan proteksi lebih baik seperti terlihat pada grafik (Lampiran 8, Gambar 10). Berdasarkan perhitungan statistic ANOVA satu arah, kadar NO ini meningkat secara bermakna terhadap perlakuan yang diberikan (P < 0,05). Besarnya kadar NO dari kontrol negatif, kontrol positif, ekstrak 125, 250, 500 dan 1000 mg/kgBB secara berurutan adalah 426,53%; 121,81%; 38,84%; 149,02%; 141,97%; dan 580,84%.

Dari uji lanjut Duncan pada α = 0,05 dapat dilihat bahwa kadar NO pada perlakuan ekstrak 125 mg.kgBB  sangat berbeda nyata terhadap kontrol negatif dan ekstraks 1000 mg/kgBB dan tidak berbeda nyata dengan dosis ekstrak 125 mg/kgBB hingga ekstrak 500 mg/kgBB serta control positif. Sedankan untuk ekstrak 1000 mg/kgBB memberikan kadar NO yang tidak berbeda nyata dengan kontrol negative. Hal ini berarti ekstrak dengan dosis 1000 mg/kgBB tidak dapat memperbaiki kerusakan sel endotel.
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Gambar 1. Diagram hubungan antara dosis ekstrak dengan kadar NO
Contoh data hasil perekaman dengan biopac ACq unit MP150:
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Gambar 4. Tampilan hasil perekaman tekanan darah tikus hipertensi dengan menggunakan Biopac acq unit (MP150, BiopacTM) setelah penyuntikan pilokrpin HCl
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Gambar 4. Tampilan hasil perekaman tekanan darah tikus hipertensi dengan menggunakan Biopac acq unit (MP150, BiopacTM) setelah penyuntikan epinefrin
Kesimpulan

Dari penelitian efek proteksi ekstrak daun surian (toona sureni  (blume) merr.) terhadap gangguan fungsi sel endotel pembuluh darah tikus, dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

1. Ekstrak etanol daun surian pada dosis 1000 mg/kgBB dapat memberikan proteksi terhadap disfungsi sel endotel, kerena dapat meningkatkan bioavailabilitas NO sel endotel pembuluh darah.

2. Perbedaan dosis ekstrak 125 mg/kgBB, 250 mg/kgBB dan 500 mg/kgBB tidak berbeda nyata dalam meningkatkan kadar NO pembuluh darah.

3. Pemberian ekstrak daun surian dapat menahan kenaikan tekanan darah tikus akibat pemberian epinefrin.

Saran

Dari penelitian ini disarankan untuk melakukan uji histopatologi pembuluh darah setelah  pemberian ekstrak ataupun flavonoid murni daun surian pada keadaan hiperkolesterolemia.
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