Syazili Mustofa, Zulia Yasminanindita Fahmi | Efek Protektive Kardiovaskular Ekstrak Rhizophora Apiculata Berbagai
Pelarut pada Tikus Yang Dipaparkan Asap Rokok

Efek Protektive Kardiovaskular Ekstrak Rhizophora Apiculata

Berbagai Pelarut pada Tikus Yang Dipaparkan Asap Rokok
Syazili Mustofa’, Zulia Yasminanindita Fahmi’
'Bagian Biokimia Biologi Molekular dan Fisiologi, Fakultas Kedokteran,
Universitas Lampung
’Mahasiswa Profresi Dokter, Fakultas Kedokteran, Universitas Lampung

Abstrak

Rhizopora apiculata adalah tanaman yang berpotensi sebagai bahan baku obat. Penelitian ini bertujuan
untuk membandingkan efek protektif ekstrak etanol, metanol, dan n-heksana kulit batang Rhizopora
apiculata terhadap jantung tikus yang terpapar asap rokok berdasarkan gambaran histopatologi. Penelitian
eksperimental ini menggunakan Post Test-Only Control Design terhadap 30 tikus yang dibagi 6 kelompok.
Kelompok normal (N) tidak diberikan perlakuan, kelompok-kelompok lainnya dipaparkan asap rokok 24
batang/hari. Kelompok kontrol positif (K+) tidak ditambahkan apapun, kontrol negatif (K-) ditambahkan
vitamin C 9 mg/KgBB/hari, perlakuan 1 (P1), 2 (P2), dan 3 (P3) berturut-turut mendapatkan dosis 56,55
mg/KgBB/hari ekstrak etanol, metanol, dan n-heksana. Setelah perlakuan selama 30 hari, histopatologi
jantung tikus dinilai dengan system skoring. Rerata skor Dallas pada N, K+, K-, P1, P2, dan P3 berturut-turut
adalah 0,25 + 0,50; 1,15 + 0,25; 0,50 + 0,12; 0,45 + 0,19; 0,60 * 0,28; dan 0,45 * 0,19. Uji Kruskal-Wallis
bernilai p=0,047. Uji Post Hoc Mann-Whitney bernilai p>0,05 pada semua data, kecuali antara K+ dengan N,
K-, P1, P2, dan P3. Efek protektif ekstrak etanol, metanol, dan n-heksana kulit batang Rhizopora apiculata
sama baiknya dalam melindungi kerusakan jantung tikus yang terpapar asap rokok. Ekstrak-ekstrak tersebut
sama efeknya dengan vitamin C 9 mg/KgBB/hari.

Kata kunci: asap rokok, jantung, Rhizopora apiculata

The Cardioprotective Effect Of Rhizopora Apiculata Stem Bark
Extracts On Cigarette Smoke Exposed Rat’s

Abstract

Rhizopora apiculata is a potential plant as medicinal material. This research is to compare the protective
effect of ethanol, methanol, and n-hexane Rhizopora apiculata stem bark extract on rat’s cardiac that
exposed by cigarette smoke based on histopathologic findings. This experimental research used Post Test-
Only Control Design for 30 rats which is divided into 6 groups. Normal group (N) was not given any
treatment. Another groups were given cigarette smoke exposure 24 cigarettes/day. Positive control group
(K+) was not added any treatment, negative control (K-) is added vitamin c dose 9 mg/KgBB/day, treatment
1 (P1), 2 (P2), and 3 (P3) cosecutively got dose 56,55 mg/KgBb/day for ethanol, methanol, and n-hexane
extracts. After 30 days treatment, rat’s cardiac histopathology scored by Dallas Criteria. The average of
heart’s damage on N, K+, K-, P1, P2, and P3 are 0,25 + 0,50; 1,15 £ 0,25; 0,50 + 0,12; 0,45 + 0,19; 0,60 + 0,28;
and 0,45 + 0,19. The data was tested by Kruskal-Wallis with p-value>0,047, followed by Post Hoc Mann-
Whitney with p-value>0,05 for all data, except between K+ with N, K-, K+, P1, P2, and P3. The protective
effect of ethanol, methanol, and n-hexane Rhizopora apiculata stem bark extracts is just as good in
protecting the damage of rat’s cardiac based on histopathologic findings.
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Pendahuluan udara di luar ruangan dan di dalam

Rokok adalah pokok pangkal ruangan. Padahal, salah satu hak asasi
masalah kesehatan utama di dunia’. manusia adalah memperoleh  akses
Benda ini merupakan sejenis polutan terhadap udara udara bersih, dan
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seorang manusia memerlukan 10-20 m*
udara bersih setiap hari. Peningkatan
perilaku merokok menyebabkan polusi
udara dan tidak terpenuhinya
kebutuhan udara bersih bagi’.

Republik Indonesia dalah peringkat
ketiga negara yang memiliki jumlah
perokok terbanyak di dunia®. Jumlah
perokok di Provinsi Lampung adalah
tujuh  besar (26,5%) di Indonesia.
Semakin hari permasalahan rokok di
Indonesia semakin rumit. Terjadi
peningkatan jumlah perokok muda
setiap tahunnya®.

Permasalahan kesehatan sangat
erat kaitannya dengan rokok. Merokok
dapat menimbulkan gangguan
pernapasan, penyakit jantung koroner,
dan emfisema’.

Rokok mempengaruhi jantung dan
pembuluh  darah. Nikotin  rokok
merangsang sekresi katekolamin
misalnya hormon adrenalin.
Peningkatan kadar adrenalin memicu
denyut jantung berdetak lebih cepat
dan meningkatkan tekanan darah’.
Salah satu penyakit kardiovaskuler yang
disebabkan oleh merokok adalah adalah
infark miokard. Infark miokard ditandai
dengan ditemukannya daerah nekrosis
di miokardium akibat iskemia lokal.
Risiko  terjadinya infark  miokard
berkorelasi positif dengan jumlah
konsumsi rokok per hari. Perokok
memiliki 2-3 kali risiko lebih besar untuk
mengalami infark miokard?®.

Stres oksidatif dapat terjadi akibat
paparan asap rokok. Keadaan ini
menyebabkan kerusakan biokimiawi
pada jaringan (nekrosis)’. Keadaan ini
dapat dicegah dengan pemberian
antioksidan.

Antioksidan eksogen adalah
antioksidan yang berasal dari
makanan/luar tubuh. Salah satu sumber
antioksidan eksogen adalah berasal dari

tanaman Rhizopora apiculata®.
Rhizopora  apiculata mengandung
senyawa alkaloid, flavonoid,

triterpenoid, steroid, saponin, dan

tanin®. Sudah banyak penelitian tentang
efek antioksidan dan antiinflamasi
ekstrak kulit batang bakau Rhizopora
apiculata'®™. Penelitian ini menggali
efek kardioprotektiv ekstrak Rhizopora
apiculata pada tikus yang terpapar asap
rokok.

Metode

Telah dilakukan studi
eksperimental Post Test Only Control
Group Design menggunakan 30 ekor
tikus putih jantan (Rattus norvegicus)
galur Sprague Dawley. Tikus berumur 3
bulan dan berat badan £200 gram.

Kulit batang tanaman bakau
Rhizopora apiculata didapatkan dari
KPH Gunung Balak, Kecamatan Pasir
Sakti Kabupaten Lampung Timur.
Sebanyak 10 kg kulit batangnya yang
dikeringkan serta dipotong-potong.
Potongan kulit batang dihaluskan
menjadi serbuk. Serbuk ini direndam di
dalam pelarut etanol, metanol, dan n-
heksana selama selama 18 jam. Hasil
campuran dengan pelarut etanol,
metanol, dan n-heksana disaring
dengan kertas saring untuk
mendapatkan  filtrat.  Filtrat yang
diperoleh diuapkan dengan rotatory
evaporator 50°C. Didapatkan berat jenis
1,22546 gram/ml untuk ekstrak etanol,
1,24218 gram/ml untuk  ekstrak
metanol, dan 0,66690 gram/ml untuk
ekstrak n-heksana. Dosis ketiga ekstrak
kulit batang bakau Rhizopora apiculata
yang digunakan adalah 56,55 mg/kgBB.

Setelah masa adaptasi, tikus
dipapar asap rokok di dalam smoking
chamber sebanyak 24 batang/hari pada
semua kelompok kecuali kelompok
normal (N). Kelompok kontrol positif
(K+) tidak ditambahkan perlakuan
apapun, kelompok kontrol negatif (K-)
ditambahkan vitamin C 9 mg/KgBB,
kelompok perlakuan 1 (P1), 2 (P2), dan
3 (P3) ditambahkan berturut-turut
ekstrak etanol, metanol, dan n-heksana
kulit batang bakau (Rhizopora apiculata)
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56,55 mg/KgBB. Perlakuan dilakukan
selama 30 hari. Pada hari ke-31
dilakukan  terminasi  menggunakan
kloroform dan pengambilan organ
jantung. Setelah itu dilakukan
pembuatan preparat dan diamati di
bawah mikroskop pada 5 lapang
pandang serta dinilai kerusakannya
menggunakan kriteria Dallas.

Hasil
Hasil gambaran  histopatologi
jantung tikus yang terpapar asap rokok

pada masing-masing kelompok adalah

sebagai berikut.

Gambar 1. Hasil gambaran histopatologi jantung tikus
kelompok normal (N)

Keterangan:

A - cabang otot jantung

* - inti sel

Pada gambar 1, tidak terlihat adanya
gambaran infiltrasi sel radang dan

nekrosis.

o !. it ‘l‘ _')J"" ! Axk'
Gambar 2. Hasil gambaran histopatologi jantung tikus
kelompok kontrol positif (K+)

Keterangan:

V - infiltrasi sel radang

® > nekrosis

Pada gambar 2, terlihat adanya
gambaran infiltrasi sel radang dan
nekrosis

Gambar 3. Hasil gambaran histopatologi jantung tikus
kelompok kontrol negatif (K-)

Keterangan:

V - infiltrasi sel radang

e > nekrosis

Pada gambar 3, terlihat adanya
gambaran infiltrasi sel radang dan tidak
nekrosis.
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Gambar 4. Hasil gambaran histopatologi jantun
kelompok perlakuan (P1)

Keterangan:

V¥ - infiltrasi sel radang

® - nekrosis

Pada gambar 4, terlihat adanya
gambaran infiltrasi sel radang dan tidak
nekrosis.
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Gambar 5. Gambaran histo
kelompok perlakuan 2 (P2)

Keterangan:

V - infiltrasi sel radang

e - nekrosis
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patologi jantung tikus

Pada gambar 5, terlihat adanya
gambaran infiltrasi sel radang dan
nekrosis.

Gambar 6. Gambaran histop

kelompok perlakuan 3 (P3)
Keterangan:
V - infiltrasi sel radang
® - nekrosis

atologi jantung tikus

Pada gambar 6, terlihat adanya
gambaran infiltrasi sel radang dan
nekrosis.

Hasil uji fitokimia ketiga ekstrak
kulit batang bakau (Rhizopora apiculata)
tersaji pada tabel 1 berikut.

Tabel 1. Hasil uji fitokimia

No Jenisuji  Hasiluji Hasil Hasil
kualitati  ekstrak uji uji
f etanol  ekstr ekstra
fitokimi ak k n-
a met heksa
anol na
1. Saponin + + ++
2. Steroid - - ++
3. Terpeno + + -
id
4. Tanin - - -
5.  Alkaloid + + -
6.  Flavonoi + + -
d

Berdasarkan tabel 1, diketahui
bahwa saponin adalah satu-satunya
senyawa yang terkandung dalam ketiga
ekstrak dan diduga sebagai senyawa
utama sebagai antioksidan pada ketiga
ekstrak.

Hasil rerata kerusakan
miokardium pada tiap kelompok tersaji

dalam tabel 2 berikut.

Tabel 2. Rerata kerusakan miokardium

Kelompok Rerata + SD
N 0,25 +0,50
K+ 1,15+0,25
K- 0,50+0,12
P1 0,45+0,19
P2 0,60 £ 0,28
P3 0,45 +0,19

Tabel 3. Uji Kruskal-Wallis

p-value

Uji Kruskal-Wallis 0,047*

Pada uji  hipotesis yang
dilakukan didapatkan hasil bermakna
dengan p-value <0,05. Hal ini
menunjukkan bahwa terdapat pengaruh
terhadap variabel yang diteliti, yaitu

kerusakan  jantung yang  dinilai
menggunakan Kriteria Dallas.
Selanjutnya, untuk mengetahui
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kelompok mana saja yang bermakna,
maka perlu dilakukan uji Post Hoc
Mann-Whitney  dimana dikatakan
bermakna apabila p-value <0,05. Hasil
dari uji Post Hoc Mann-Whitney
disajikan pada tabel 4 berikut.

Tabel 4. Uji Post Hoc Mann-Whitney

Kelo N K+ K- P1 P2 P3

mpo
k

N 00 02 02 01 0,2
37 31 34 78 34

*
K+ 0,0 00 00 00 0,0
37 19 19 41 19

* * * * *

K- 0,2 0,0 0,7 07 0,7
31 19 52 52 52

*
P1 02 00 0,7 05 1,0
34 19 52 44 00

*
P2 01 00 07 05 0,5
78 41 52 44 44

P3 02 00 07 10 05
34 19 52 00 44

Berdasarkan tabel tersebut,
dapat dilihat bahwa terjadi perbedaan
bermakna antara N dengan K+ serta
antara K+ dengan K-, P1, P2, dan P3.

Pembahasan
Rokok Menyebabkan Kerusakan
Jantung

Perubahan mikroskopis sistem
kardiovaskuler berhubungan dengan
penggunaan rokok dan zat kimianya,
seperti nikotin dan karbon monoksida®.
Pajanan asap rokok kronis menimbulkan
gangguan fungsional kardiovaskuler
sehingga menimbulkan  perubahan
morfologi. Peningkatan konsentrasi
karboksihemoglobin menyebabkan
penurunan toleransi terhadap latihan
dan hipoksia miokardium. Hal ini
memicu perubahan morfologi bahkan
nekrosis miokardium® %,

Efek Protektif Vitamin C dan Ketiga
Ekstrak

Perbedaan bermakna antara
kelompok kontrol negatif (K-) dengan
kelompok kontrol positif (K+) dengan p-
value 0,019 menunjukkan bahwa
vitamin C dengan dosis 9 mg/KgBB
mampu memberikan efek protektif
sebagai antioksidan terhadap kerusakan
jantung tikus yang terpapar asap rokok.

Vitamin C akan menetralisir
radikal bebas yang dihasilkan dari asap
rokok. Vitamin C berperan sebagai
kofaktor dalam  sejumlah  reaksi
hidroksilasi dan mudah larut dalam air
karena sifat kepolarannya yang tinggi.
Vitamin C dapat langsung bereaksi
dengan radikal hidroksil, superoksida,
dan hidrogen hidroksida®.

Hasil kualitatif uji fitokimia yang
telah dilakukan pada penelitian ini,
diketahui bahwa senyawa vyang
terkandung dalam ekstrak etanol dan
metanol kulit batang bakau (Rhizopora
apiculata) adalah saponin, steroid,
terpenoid, alkaloid, dan flavonoid.
Sedangkan dalam ekstrak n-heksana
kulit batang bakau (Rhizopora apiculata)
mengandung saponin dan steroid.

Ekstrak kulit batang Rhizopora
apiculata  mampu menangkal radikal
bebas*. Pada uji penangkapan radikal
bebas terindikasi bahwa senyawa yang
diteliti, yaitu triterpenoid, diterpenoid,
dan fenol memiliki kapasitas
antioksidan yang tinggi. Ketiga senyawa
ini ditemukan pada asam pyroligneus
dari kulit batang bakau (Rhizopora
apiculata) dan telah dilaporkan memiliki
aktivitas antioksidan®>. Kandungan fenol
dan flavonoid pada larutan ekstrak
Rhizopora apiculata mempunyai peran
yang vital sebagai antioksidan secara in
vitro®.

Berdasarkan teori tersebut,
maka dapat mendukung hasil analisis
data dimana terdapat perbedaan
bermakna antara kelompok perlakuan 1
(P1), kelompok perlakuan 2 (P2), dan
kelompok perlakuan 3 (P3) dengan
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kelompok kontrol positif (K+) dengan p-
value masing-masing adalah 0,019;
0,041; dan 0,019. Hal menunjukkan
bahwa ekstrak etanol, metanol, dan n-
heksana kulit batang bakau (Rhizopora
apiculata) dengan dosis 56,55 mg/KgBB
mampu memberikan efek protektif
sebagai antioksidan pada kerusakan
jantung tikus yang terpapar asap rokok.

Efektivitas Efek Protektif Vitamin C dan
Ketiga Ekstrak

Secara statistik, tidak terdapat
perbedaan bermakna (p-value >0,05)
antara kelompok normal (N) dengan
kelompok  kontrol negatif  (K-),
perlakuan 1 (P1), perlakuan 2 (P2) dan
perlakuan (3). Hal ini menunjukkan
bahwa vitamin C dan ketiga ekstrak
efektif dalam  memberikan  efek
protektif sebagai antioksidan terhadap
kerusakan jantung tikus. Hal ini juga
dapat terlihat secara klinis berdasarkan
rerata skor kerusakan miokardium,
dimana masing-masing rerata
kerusakan K-, P1, P2, dan P3 secara
berurutan adalah 0,50 + 0,12; 0,45 +
0,19; 0,60 £ 0,28; dan 0,45 * 0,19 tidak
berbeda jauh dengan rerata kerusakan
pada N, yaitu 0,25 + 0,50.

Hal ini disebabkan karena
senyawa-senyawa di dalam ekstrak kulit
batang bakau (Rhizopora apiculata)
terbukti mampu bekerja sebagai
penangkal radikal bebas. Dengan
demikian, ekstrak etanol, metanol, dan
n-heksana kulit batang bakau
(Rhizopora apiculata) dapat dijadikan
sebagai antioksidan alternatif karena
berefek yang sama baiknya dengan
vitamin C.

Perbandingan Efek Protektif Ketiga
Ekstrak

Pemilihan dari jenis pelarut
yang digunakan adalah berdasarkan
sifat kepolarannya. Sifat kepolaran
suatu pelarut ditentukan oleh sifat
fisiknya, yaitu nilai polaritas, konstanta
dielektrik, titik didih, dan kelarutan

dalam air. Semakin tinggi salah satu
komponen penilaian tersebut, maka
pelarut semakin polar”’. Pelarut yang
digunakan pada penelitian ini adalah
etanol, metanol, dan n-heksana.

Menurut Moyler (1995) serta
Houghton dan Raman (1998)* nilai
polaritas etanol, metanol, dan n-
heksana secara berurutan adalah 0,68;
0,73; dan 0,00. Berdasarkan salah satu
sifat fisik ini, maka diketahui bahwa
etanol dan metanol adalah bersifat
polar, sedangkan n-heksana adalah
bersifat nonpolar. Sehingga hal inilah
yang mendasari bahwa perlu dilihat
pula sifat kepolaran senyawa vyang
dapat dilihat dari gugus polar, seperti
gugus OH, COOH, dan lain-lain. Senyawa
yang polar akan larut dalam pelarut
polar (etanol dan metanol), sedangkan
senyawa yang nonpolar akan larut
dalam pelarut nonpolar (n-heksana).

Terdapat 16 jenis senyawa yang
dapat diisolasi melalui uji fitokimia dari
spesies bakau. Tujuh senyawa yang
paling sering ditemukan adalah
terpenoid (16,25%), tanin (12,5%),
steroid  (10%), alkaloid  (9,38%),
flavonoid (8,75%), saponin (8,75%), dan
glikosida (8,13%). Penelitian yang
dilakukan Revathi dkk.”® melaporkan
bahwa ditemukannya senyawa tanin,
steroid, triterpenoid, dan fenol pada
ekstrak kulit batang, bunga, buah, dan
daun. Nur dkk.” dalam penelitiannya
mendapatkan senyawa alkaloid,
flavonoid, saponin, dan steroid pada
kulit batang bakau (Rhizopora
apiculata). Berdasarkan teori yang telah
disebutkan  sebelumnya, senyawa-
senyawa yang ditemukan di kulit batang
bakau (Rhizopora apiculata) memiliki
aktivitas sebagai antioksidan.

Saponin diduga sebagai
senyawa utama dalam penelitian ini jika
dilihat  secara kualitatif ~ karena
ditemukan di dalam ketiga ekstrak.
Saponin akan membentuk busa yang
menunjukkan adanya glikosida.
Glikosida mampu membentuk buih
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dalam air. Glikosida berfungsi sebagai
gugus polar, sedangkan aglikon steroid
atau terpenoid sebagai gugus
nonpolar®®. Dengan kata lain, saponin
bersifat polar dan larut dalam pelarut
polar, seperti etanol dan metanol,
sedangkan steroid bersifat nonpolar
dan larut dalam pelarut nonpolar,
seperti n-heksana dan sejalan dengan
hasil uji tersebut. Namun pada hasil uji,
terdapat saponin di dalam ekstrak
dengan pelarut polar dan nonpolar. Hal
ini dapat terjadi karena sifat
nonpolarnya sebagai akibat dari gugus
hidrofobik (aglikon) yang dimiliki.

Hal ini mendukung hasil analisis
data, dimana jika dilihat secara statistik,
tidak terdapat perbedaan bermakna (p-
value >0,05) antara P1 dengan P2 dan
P3, P2 dengan P1 dan P3, P3 dengan P1
dan P2. Hal ini menunjukkan bahwa
ketiga ekstrak dengan pelarut yang
berbeda dengan dosis masing-masing
56,55 mg/KgBB memiliki efek protektif
sebagai antioksidan yang sama baiknya.
Dengan kata lain, saponin yang terdapat
di dalam ketiga ekstrak memiliki peran
yang besar terhadap aktivitas
antioksidan yang terjadi, sehingga efek
antioksidan yang dihasilkan dari ketiga
ekstrak sama baiknya.

Jika dilihat secara klinis melalui
hasil rerata skor kerusakan miokardium,
P1 dan P3 menyebabkan kerusakan
yang terjadi menjadi minimal
(mendekati normal, dengan rerata 0,25
+ 0,50) dengan rerata keduanya adalah
0,45 £ 0,19. Hal ini menunjukkan bahwa
ekstrak etanol dan n-heksana kulit
batang bakau (Rhizopora apiculata)
mempunyai efek protektif sebagai
antioksidan yang sama baiknya.

Perbandingan Efek Protektif Vitamin C
dan Ketiga Ekstrak

Jika ketiga kelompok perlakuan
(P1, P2, dan P3) dibandingkan dengan K-
, maka secara statistik tidak terdapat
perbedaan bermakna (p-value >0,05).
Hal ini menunjukkan bahwa ketiga

ekstrak memiliki efek protektif sebagai
antioksidan yang sama baiknya dengan
vitamin C. Namun, jika dilihat secara
klinis melalui hasil rerata skor kerusakan
miokardium, P1 dan P3 memiliki rerata
yang lebih rendah (0,45 % 0,19)
dibandingkan dengan K- (0,50 = 0,12)
yang dianggap sebagai antioksidan
standar yang sering digunakan pada
manusia. Hal ini menunjukkan bahwa
dibandingkan dengan vitamin C, sedikit
lebih besar efek protektif ekstrak etanol
dan n-heksana kulit batang bakau

(Rhizopora apiculata) sebagai
antioksidan terhadap kerusakan
jantung.

Simpulan

Efek protektif ekstrak etanol,
metanol, dan n-heksana kulit batang
Rhizopora apiculata sama baiknya
dalam melindungi kerusakan jantung
tikus yang terpapar asap rokok. Ekstrak-
ekstrak tersebut sama efeknya dengan
vitamin C 9 mg/KgBB/hari.
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