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Abstrak

Penggunaan doksorubisin (DOX) sebagai antikanker dapat menyebabkan efek samping di organ lain
seperti testis akibat peningkatan stres oksidatif. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek antioksidan
mangiferin yang terkandung dalam Mangifera indica untuk mengurangi toksisitas testis. Sebanyak 24 ekor
tikus jantan sprague dawley, dibagi menjadi empat kelompok. Kelompok normal mendapatkan injeksi NaCl
0,9%, kelompok kontrol negatif mendapatkan DOX total 15mg/kgBB; kelompok DOX mendapat mangiferin
30mg/kgBB dan mangiferin 60mg/kgBB. Setelah 7 minggu, tikus dimatikan dan testis dikumpulkan untuk
analisis parameter stres oksidatif biokimia yaitu kadar malonedyaldehide (MDA), aktivitas superoxide
dysmutase (SOD), perubahan histologi dan apoptosis kaspase-9 dan kaspase-12. Pemberian mangiferin
dosis 30mg/kgBB dan 60mg/kgBB selama 7 minggu dapat mengurangi kerusakan sel spermatogenik dan
sel sertoli tubulus seminiferus testis, menurunkan kadar MDA dan menurunkan ekspresi kaspase-9 pada
kelompok yang diberikan DOX dan mangiferin. Perbaikan parameter tersebut mengindikasikan mangiferin
mempunyai efek proteksi terhadap kerusakan sel spematogenik dan sel sertoli tubulus seminiferus testis tikus
yang diberikan DOX.

Kata kunci: toksisitas doksorubisin, stres oksidatif, apoptosis, mangiferin, testis.

Mangiferin Effects against Doxorubicin Toxicity in Rat Testis

Abstract

The use of doxorubicin (DOX) as an anti-cancer agent might cause side effects to other organs such
as testicle due to increased oxidative stress. This study was aimed to investigate the antioxidant effect of
mangiferin inside Mangifera indica for lowering testicle toxicity. A total of 24 sprague dawley male rats was
divided into 4 groups. The normal group was injected with 0.9% of NaCl, the negative control group received
DOX with dosage of 15 mg/BW while DOX treated group received mangiferin with dosage of 30 mg/BW and
60 mg/BW. After 7 weeks, all rats were killed and testicles from every rats were subsequently collected for
oxidative stress parameter analysis which were measuring the rate of malonedyaldehide (MDA), superoxide
dysmutase activity, histological changes, and apoptosis of caspase-9 and caspase-12. Administration of
mangiferin with dosage of 30 mg/BW and 60 mg/BW for 7 weeks decreased the destruction of spermatogenic
cells and sertoli cells of seminiferous tubule, decreased the rate of MDA, and lowered the expression of
caspase-9 in the group which received DOX and mangiferin. Improvement in those parameters indicated that
mangiferin had a protective effect towards spermatogenic and sertoli cells of seminiferous tubule destruction
in rats which were given DOX.

Keywords: doxorubicin toxicity, oxidative stress, apoptosis, mangiferin, testicles.
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Pendahuluan

Doksorubisin (DOX) adalah obat antikanker
golongan antrasiklin yang dihasilkan dari bakteri
Streptomyces peucetius caesius. DOX digunakan
dalam pengobatan leukemia, limfoma dan tumor
solid seperti kanker payudara, ovarium, paru
dan tiroid."? DOX mempunyai mekanisme kerja
yang tidak dapat dipisahkan dengan mekanisme

toksisitasnya. = Mekanisme antikanker DOX
adalah interkalasi dengan DNA, inhibisi kerja
topoisomerase 1l, menghambat religasi untai
DNA, dan mengganggu membran fluiditas.

Gugus kuinon DOX dapat membentuk radikal
semikuinon yang berperan dalam pembentukan
radikal bebas oksigen.®* Penurunan efektifitas
DOX dalam pengobatan kanker dapat disebabkan
pengurangan dosis atau penundaan terapi.*

Efek sitotoksik DOX mengenai berbagai
organ seperti jantung, otak, hati, ginjal dan
testis.>® Penelitian farmakokinetik DOX di tikus
menunjukkan akumulasi DOX di testis.” Penelitian
efek toksik DOX di testis tikus memperlihatkan
obat tersebut dapat merusak sel sertoli dan
sel spermatogenik tikus (spermatosit primer,
spermatid dan spermatozoa). Hal tersebut dapat
mengubah stuktur morfologi tubulus seminiferus
pada pemeriksaan histologi testis.®°

Pemberian DOX secara terus-menerus dapat
menyebabkan disfungsi testis sehingga dapat
terjadi infertilitas primer setelah pengobatan
selesai.' Peningkatan stres oksidatif dan apoptosis
sel merupakan dasar timbulnya toksisitas di testis.

Reactive oxygen species (ROS) timbul di
jaringan yang diberikan DOX. ROS merusak
komponen sel seperti lemak sehingga terjadi
peroksidasi lemak yang dapat dinilai dengan
pengukuran kadar malondialdehid (MDA).891213

Selain itu, ROS mempengaruhi kerja enzim
antioksidan termasuk superoxide dismutase
(SOD).™

DOX dapat menyebabkan apoptosis sel

melalui aktivasi jalur intrinsik (jalur mitokondria
dan jalur retikulum endoplasma). Aktivasi ersebut
akan mengaktifkan kaspase yang berakhir pada
kematian sel."?

Berbagai bahan alam dapat mengurangi
toksisitas DOX seperti ginkobiloba, propolis,
taurin.®'® Mangiferin (MAG) merupakan glukosil-
xanthonoid alami yang terdapat di tanaman
Mangifera indica'® dengan kandungan MAG
tertinggi di daun dan stem bark."®* MAG yang
terkandung dalam ekstrak air stem bark Mangifera
indica. mempunyai efek proteksilebih baik melawan
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kerusakan oksidatif yang ditimbulkan 712-O-tetrade
canoylphorbol-13-acetate  (TPA) dibandingkan
vitamin C, E dan beta-karoten."” Dosis MAG 30mg/
kgBB dan 60mg/kgBB per oral digunakan dalam
penelitian untuk memperlihatkan efek antioksidan
di sel hati setelah diinduksi karbon tetraklorida
(CCl,)."® Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
efek MAG dalam mencegah toksisitas testis di tikus
setelah pemberian DOX

Metode

Sebanyak 24 ekor tikus jantan sprague dawley
dibagi menjadi empat kelompok, yaitu kelompok
normal yang mendapatkan injeksi NaCl 0,9%
(intraperitoneal/IP) + CMC 0,5% (oral) + NaCl
0,9%; kelompok DOX: DOX dosis total 15mg/kgBB
(IP) + CMC 0,5% (oral) + NaCl 0,9%; kelompok
DOX + MAG 30: DOX dosis total 15mg/kgBB (IP)
+ CMC 0,5% + MAG 30mg/kgBB/hari; kelompok
DOX + MAG 60: DOX dosis total 15mg/kgBB (IP) +
CMC 0,5% + MAG 60mg/kgBB/hari.

Homogenat testis dibuat dengan menimbang
+100mg jaringan lalu dihomogenkan dengan PBS
pH 7,4 0,1M menggunakan tissue homogenizer.
Selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan
3500rpm selama 10 menit pada suhu 4°C hingga
diperoleh supernatan. Supernatan disimpan pada
suhu-80°C dan digunakan untuk mengukur aktivitas
SOD dan kadar MDA. Pengukuran aktivitas SOD
menggunakan Kit Ransod sedangkan pengukuran
aktivitas MDA menggunakan prinsip reaksi
TBA 0,67% dan TCA 20% menghasilkan warna
lembayung.

Sediaandibuatdengan memotongtestis setebal
4-5mm kemudian difiksasi dengan larutan formalin
10% selama 24 jam, dicuci dengan alkohol 70%
dan dehidrasi dengan merendam ke dalam alkohol
70%, 80%, 90%, 95% dan 100% selama 24 jam.
Penjernihan dilakukan dengan merendam dalam
xylol sebanyak dua kali selama 24 jam dan 2-3 jam.
Dilakukan perendaman dalam benzol-histoplast
(parafin) selama 2-1 jam dan perendaman dalam
histoplas cair di oven selama 1-2 jam pada suhu
60°C. Jaringan dipotong menggunakan mikrotom
dengan ketebalan 4-5uy dan potongan tersebut
dimasukkan ke dalam penangas air (air hangat,
suhu + 50°C) agar mengembang dengan baik.
Jaringan direkatkan di gelas obyek dan dikeringkan
pada suhu + 60°C selama 10 menit. Sediaan yang
dibuat adalah potongan melintang dan memanjang.

Sediaan potongan melintang diwarnai dengan
larutan HE untuk menilai gambaran kerusakan
sel kemudian dibaca dengan mikroskop cahaya
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(Olympus CX-21) pembesaran 400X (lensa
obyektif 40X dan lensa okuler 10X; lapang pandang
besar). Dipilih 5 tubulus seminiferus dalam lapang
pandang besar (LPB) secara acak tiap sediaan
menggunakan kamera mikroskop Advance
(Optilab).® Kriteria pemilihan tubulus seminiferus
adalah tubulus berbentuk bulat dan memenuhi
lapangan pandang minimal 80%."°

Diameter tubulus seminiferus diukur dengan
cara mengukur garis terpanjang dari tubulus
seminiferus pada potongan melintang. Dihitung
rerata diameter tubulus seminiferus tiap sediaan
yang terdiri atas 5 tubulus seminiferus yang dipilih
secara acak lalu dihitung rerata diameter tubulus
seminiferus testis dari tiap kelompok yang terdiri
atas 5 sediaan.®

Perhitungan  jumlah  sel sertoli dan
spermatogenik  (spermatogonium, spermatosit
primer (l), spermatid dan spermatozoa) per
tubulus seminiferus tiap sediaan dalam kelompok,
disesuaikan dengan penelitian sebelumnya.™
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Kadar aktivitas MDA dan SOD disajikan
dalam nilai rerata + SD dan nilai rerata + SEM.
Perbandingan antar kelompok dianalisis dengan
uji ANOVA atau uji non-parameterik Kruskal-
Wallis. Untuk melihat masing-masing kemaknaan
antar kelompok dilakukan uji Mann-Whitney.'%2°
Penelitian ini telah disetujui oleh komite etik FKUI
no. 575/H2.F1/ETIK/2013.

Hasil
Tingkat Aktivitas SOD dan Kadar MDA

Tabel 1 memperlihatkan tingkat aktivitas SOD
dan kadar MDA pada masing-masing kelompok.
Aktivitas SOD pada kelompok DOX menurun
dibandingkan kelompok normal. Aktivitas SOD
pada kelompok MAG 60mg/kgBB meningkat
dibandingkan kelompok DOX. Tidak ada perbedaan
bermakna di antara kelompok tersebut. Kadar MDA
pada kelompok DOX meningkat dibandingkan
dengan kelompok normal. Kadar MDA pada
kelompok MAG  30mg/kgBB/hari  menurun
dibandingkan kelompok DOX dan kadar MDA juga
menurun pada kelompok MAG 60mg/kgBB/hari.

Tabel 1. Tingkat Aktivitas SOD dan Kadar MDA

Kelompok Aktivitas SOD Kadar MDA
(Unit SOD/g jaringan) (nmom/ml)
Normal 15,117 +2,543 0,909 +0,758
DOX 14,524 + 1,528 1,792 +0,263
DOX+MAG 30 13,936 +2,974 1,3961 +0,129
DOX+MAG 60 15,528 +3,78 1,2874 +0,143

Efek Pemberian MAG pasca Toksisitas
Testis yang Diinduksi Doksorubisin
Toksisitas DOX  menyebabkan proses

spermatogenesis tidak lengkap di lapisan sel
sertoli, spermatogonium di basal tubulus dan

. Gambar 1.
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sel-sel spermatogenik yang berkembang hingga
spermatozoa. Pasca pemberian MAG 30mg dan
60mg tampak lapisan sel sertoli, spermatogonium di
basal tubulus dan sel spermatogenik berkembang
hingga spermatozoa menunjukkan proses
spermatogenesis yang lengkap (Gambar 1)

Tubulus Seminiferus Testis Masing-masing
Kelompok.

(A) Tubulus seminiferus testis tikus normal.
(B) Tubulus seminiferus testis yang diinduksi
DOX menunjukkan histologi testis normal. (C)
Tubulus seminiferus testis diinduksi DOX+MAG
30mg. (D) Tubulus seminiferus testis diinduksi
DOX+MAG 60mg (Hematoxylin-Eosin/HE,
pembesaran 400x)
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Gambar 2. menunjukkan semua tubulus
seminiferus testis kelompok tikus normal mengalami
proses spermatogenesis lengkap (100%). Di
testis yang diinduksi toksisitas DOX, hanya 28%
tubulus seminiferus testis yang mengalami proses
spermatogenesis lengkap. Angka tersebut adalah
yang paling rendah dibandingkan kelompok
tikus lainnya. Hasil tersebut menandakan terjadi
hambatan atau gangguan proses spermatogenesis

Efek Mangiferin terhadap Toksisistas Doksorubisin

di tubulus seminiferus testis yang diinduksi toksisitas
DOX. Penambahan MAG 30mg dan 60mg pasca
induksi sitotoksisitas DOX menunjukkan 92% dan
96% tubulus seminiferus testis mengalami proses
spermatogenesis lengkap. Penambahan MAG 30mg
dan MAG 60mg mengatasi hambatan atau gangguan
proses spermatogenesis tersebut sehingga jumlah
tubulus seminiferus testis dengan spermatogenesis
lengkap hampir setara dengan kelompok tikus normal.
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Persentase Jumlah Tubulus Seminiferus Testis

dengan Spermatogenesis Lengkap

Perubahan histologi testis akibat induksi
toksisitas DOX adalah penyusutan rerata diameter
tubulus seminiferus testis. Penyusutan rerata
diameter tubulus seminiferus testis lebih rendah

dengan penambahan MAG 30mg dan semakin
rendah di kelompok dengan penambahan 60mg
pasca DOX (Gambar 3)
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Gambar 4 menunjukkan rerata jumlah sel
sertoli, sel spermatogonia, sel spermatosit primer,
per tubulus seminiferus testis masing-masing

eJKI

kelompok tikus. Rerata jumlah sel spermatozoa per
tubulus seminiferus sangat sedikit pada kelompok
tikus dengan induksi toksisitas DOX dibandingkan
kelompok tikus lainnya.
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Pembahasan dalam menimbulkan toksisitas sel. Induksi DOX
Pada penelitian ini dilakukan pemeriksaan mengurangi gktivitas pertaha.nan_ antio.ksidan
terhadap kerusakan sel sertoli dan sel endogen sehingga stres oksidatif meningkat.

spermatogenik tubulus seminiferus testis yang
diinduksi DOX dan pengaruh penambahan MAG
dalam melindungi sel-sel tersebut. Salah satu
mekanisme DOX adalah memproduksi ROS dan
meningkatkan stres oksidatif. Mekanisme tersebut
berperan dalam efeknya sebagai antikanker dan
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Peningkatan stres oksidatif di testis dapat
menyebabkan apoptosis dan berakhir dengan
kematian sel.?

MAG merupakan senyawa polifenol alami yang
memiliki efek antioksidan dan dapat mengurangi
toksisitas DOX di beberapa organ.’™ MAG terbukti
memproteksi jantung dan hati hewan coba yang
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diinduksi DOX.?" Efek proteksi di organ lain
mendasari penelitian MAG di testis yang diinduksi
DOX. Pembuktian peningkatan stres oksidatif di
testis dilakukan dengan pemeriksaan parameter
stres oksidatif (aktivitas SOD dan kadar MDA) dan
pemeriksaan perubahan histologi testis.

Efek Protektif MAG terhadap Peningkatan Stres
Oksidatif Testis

Pemberian DOX memperlihatkan aktivitas
SOD yang menurun dibandingkan kelompok
normal dan pada kelompok penambahan MAG
60mg menunjukkan aktivitas SOD yang meningkat
dibandingkan kelompok DOX-

DOX merupakan agen kemoterapi
yang digunakan untuk berbagai penyakit
keganasan, salah satunya adalah leukemia.?

DOX dapat terakumulasi di testis dan dapat
menimbulkan toksisitas di organ tersebut. Proses
spermatogenesis di testis merupakan proses
aktif yang dapat menghasilkan 1000 sperma per
detik. Tingginya tingkat pembelahan sel di testis
mencermikan besarnya konsumsi oksigen oleh
lapisan epitel germinal.

Testis mempunyai vaskularisasi rendah yang
mencerminkan rendahnya tekanan oksigen di organ
tersebut. Walaupun demikian, testis rentan terhadap
peningkatan stres oksidatif karena banyaknya sistem
pembentuk ROS dan jumlah asam lemak tidak
jenuh.22 DOX dapat menimbulkan ROS melalui: 1)
DOX dimetabolisme menjadi radikal semikuinon,
dengan keberadaan oksiden radikal semikuinon yang
terbentuk akan menghasilkan radikal superoksida 2)
DOX menginduksi inducible NO Synthase (iINOS,
NOS2). NO yang dihasilkan akan membentuk RNS
3) DOX dimetabolisme menjadi metabolit aglikon,
metabolittersebut melalui reaksi redoks menghasilkan
radikal superoksida 4) kompleks DOX-Fe bentuk
oksidasi dapat direduksi oleh domain reduktase
(NADPH-oxidase, Xxanthine-oxidase, sitokrom
P450 sitosol, tiol-sistein dan glutation) menjadi
kompleks DOX-Fe bentuk reduksi. Bentuk tereduksi
tersebut dapat menghasilkan radikal superoksida.
Keberadaan besi dapat dijelaskan dengan transferrin
testikular.?® Besi akan terlepas dari transferrin oleh
DOX dan ROS sehingga memicu pembentukan ROS
lebih banyak.?*

SOD vyang terdapat di testis meliputi SOD
sitosol, mitokondria dan ekstraselular. Radikal
superoksida yang terbentuk melalui mekanisme
di atas dikatalisis oleh SOD menjadi hidrogen
peroksida. Hidrogen peroksida akan dikatalisis
dengan keberadaan besi menjadi radikal hidroksil
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yang merupakan senyawa toksik untuk sel.?> SOD
akan menurun aktivitasnya bila testis diinduksi oleh
DOX? namun pada penelitian ini aktivitas SOD
pada kelompok DOX menurun tidak bermakna
dibandingkan kelompok normal. Perbandingan
tidak bermakna tersebut tidak sesuai dengan
penelitian lain namun nilai tidak bermakna itu masih
mencerminkan aktivitas SOD pada kelompok DOX
dan kelompok co-treatment MAG 60. Pentingnya
peran GPX, GST dan enzim yang diekspresikan
di sel germinal matur, LDH-X, menunjukkan
keberagaman enzim antioksidan yang bekerja di
sel sertoli dan sel germinal testis.?”

Pemeriksaanperoksidasilipiddilakukandengan
mengukur kadar MDA testis yang merupakan
produk peroksidasi lipid. MDA digunakan karena
MDA yang dihasilkan dapat bereaksi dengan
TBA. Penelitian kadar MDA diperiksa dengan
mereaksikan homogenat testis dengan TBA dan
diukur kadarnya dengan spektrofotometri.

MDA merupakan penanda penting terhadap
kerusakan jaringan akibat peningkatan stres
oksidatif.?¢ Pada penelitian ini, kadar MDA pada
kelompok DOX meningkat bermakna dibandingkan
kelompok normal dan aktivitas SOD pada kelompok
DOX menurun dibandingkan kelompok normal.
Peningkatan bermakna kadar MDA membuktikan
bahwa pemberian DOX dapat meningkatkan stres
oksidatif di testis. Hal tersebut sejalan dengan
penelitian sebelumnya.®

Penelitian mengenai MAG sebagai aktivitas
antioksidan in vivo telah ditunjukkan oleh penelitian
sebelumnya?® dengan menggunakan MAG dosis
30mg/kgBB/hari dan 60mg/kg BB/hari untuk
melindungi sel hati dari kerusakan CCI,."® Hal
tersebut mendasari penggunaan dosis MAG 30mg/
kgBB/hari dan 60mg/kgBB/hari yang digunakan
pada penelitian ini. Pemberian MAG dosis 30mg/
kgBB/hari dan 60mg/kgBB/ hari menurunkan kadar
MDA di testis secara bermakna dibandingkan
kelompok DOX.

Peningkatan  dosis MAG  menurunkan
kadar MDA testis lebih baik dari kelompok
normal, menunjukkan kemungkinan fenomena
dose-dependent MAG terhadap pengurangan
peroksidasi lipid di homogenat testis. Kemampuan
MAG menurunkan peroksidasi lipid di testis tersebut
dapat disebabkan oleh aktivitas antioksidan testis.

Efek Protektif MAG terhadap Toksisitas DOX
Peningkatan stres oksidatif yang disebabkan

oleh DOX dapat dilihat dari kematian satu ekor tikus

pada empat kelompok DOX. Kematian tersebut
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tidak sesuai dengan penelitian sebelumnya, Selain
itu peningkatan stres oksidatif yang disebabkan oleh
DOX juga dapat dilihat dari pemeriksaan histologi
testis dengan pewarnaan HE. Pada Penelitian ini
didapatkan kerusakan tubulus seminiferus yang
ditandai dengan penyusutan diameter tubulus
seminiferus testis, hilangnya sebagian besar
lapisan sel sertoli, spermatogonium, spermatosit
primer, spermatid dan spermatozoa. Kerusakan
tubulus  seminiferus  mengganggu proses
spermatogenesis.

Penggunaan DOX sebagai kombinasikemoterapi
pada leukemia, limfoma hodgkin dan non-hodgkin
mengakibatkan azospermia yang menyebabkan
disfungsi testis.?? Seperti yang diharapkan, penelitian
efek DOX di testis tikus menunjukkan hasil yang
sama dengan penelitian ini.?®

MAG mempunyai aktivitas antioksidan dan
hal itu telah dibuktikan oleh berbagai penelitian
sebelumnya. Kematian satu ekor tikus pada
kelompok penambahan MAG 30 mg/kgBB/hari dan
Mag 60mg/kgBB/hari dibandingkan kelompok DOX
tidak menunjukkan pengurangan toksisitas DOX
oleh penambahan MAG tersebut. Kematian tersebut
mungkin disebabkan oleh dosis DOX yang diberikan
terlalu besar. Dosis total DOX yang diberikan pada
penelitian lain sebesar 9mg/kg/BB. "2

Penambahan MAG 30mg/kgBB/hari dan MAG
60mg/kgBB/hari (co-treatment MAG 30 mg/kgBB/
haridan 60mg/kgBB/hari) dapat memulihkan ukuran
diameter tubulus seminiferus, perbaikan gambaran
histologi, dan proses spermatogenesis tubulus
seminiferus testis secara bermakna dibandingkan
kelompok DOX. Kemampuan MAG memulihkan
ukuran diameter tubulus seminiferus, memperbaiki
gambaran histologi dan proses spermatogenesis
tubulus seminiferus di testis dapat disebabkan oleh
aktivitas antioksidan.

Kesimpulan

MAG menurunkan toksisitas DOX melalui
mekanisme antioksidan dengan memberikan
proteksi terhadap kerusakan sel spematogenik
dan sel sertoli tubulus seminiferus testis tikus yang
diberikan DOX.
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