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ABSTRACT

Effect of oral administered graded doses of alpinia galanga on the caspase 3 expression and histopathological grading of breast
cancer in C3H mice

Background: 1’-Acetoxychavicol Acetate (ACA), in Alpinia galanga, known to have pro apoptotic and anticancer effects. The pro
apoptotic effect is by elevating caspase 8 and 9 activity. ACA causes the cycle cell stops at GO/G1 phase. The aim of this study is to
prove the effect on caspase 3 and histopathological grading of breast cancer.

Method: It was an laboratory experimental with post test only control group design. Four groups of C3H mice, aged 2-3 months,
had breast cancer inoculation. After the tumor mass were palpabled, K received no extract, P1, P2, P3 received Alpinia galanga
extract at dose levels of 225, 450, 750 mg/kgBW/day, for 2 weeks. Immunohistochemistry examination of caspase 3 expression was
scored with Allred criteria and cancer grading was scored with modified Scarff-Bloom-Richardson (MSBR) criteria. All data were
analyzed by Kruskal-Wallis test, with level of significant o <0.05.

Result: At P1, P2, P3 there were 1, 5, 7 mice dead in each group before termination, while in K all were survived. Pro protocol
analysis showed no significance difference on caspase 3 expression (p=0.137) and grading score (p=0.399) between groups.
Intention to treat analysis showed significance differences on caspase 3 expression between P1 with K (p=0.033) and P3 (p=0.005),
and significance difference on grading score between P3 with K (p=0.002) and P1 (p=0.004). Histopathology examination showed
damages on liver and kidney, especially in P3, which might be the mice’s cause of death.

Conclusion: Caspase 3 expression is the highest at dose level of 225 mg/kgBW/day. Grading score is the lowest at dose level of 750
mg/kgBW/day.
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ABSTRAK

Latar belakang: Senyawa 1’-Acetoxychavicol Acetate (A4CA) dalam Alpinia galanga memiliki efek proapoptosis dan antikanker.
Efek proapoptosis melalui aktivasi caspase 8 dan 9. ACA menyebabkan terhentinya siklus sel fase G0/G1. Tujuan penelititan ini
adalah membuktikan adanya efek terhadap caspase 3 dan grading kanker payudara.

Metode: Jenis penelitian eksperimental dengan desain post test only control group. Mencit C3H usia 2—3 bulan dibagi 4 kelompok,
diinokulasi kanker payudara. Setelah tumbuh massa tumor, kontrol (K) tidak diberi perlakuan dan P1, P2, P3 diberi ekstrak Alpinia
galanga dosis 225, 450, 750 mg/kgBB/hari selama 2 minggu. Penilaian ekspresi caspase 3 berdasarkan kriteria Allred dan grading
kanker berdasarkan kriteria modified Scarff~-Bloom-Richardson (MSBR). Dilakukan uji beda Kruskal-Wallis dengan tingkat
kemaknaan o <0,05.

Hasil: Pada P1, P2, P3, didapatkan kematian mencit sebanyak 1, 5, dan 7 ekor, sedangkan K tidak ada. Dalam pro protocol
analysis, tidak ada perbedaan bermakna ekspresi caspase 3 (p=0,137) maupun grading kanker (p=0,399) antar kelompok. Pada
intention to treat analysis ekspresi caspase 3, ada perbedaan bermakna antara Pl dengan K (p=0,033) dan P3 (p=0,005). Pada
grading kanker payudara, ada perbedaan bermakna antara P3 dengan K (p=0,002) dan P1 (p=0,004). Pada histopatologis organ,
ditemukan kerusakan hati dan ginjal, terutama pada P3, yang kemungkinan mengakibatkan kematian mencit.

Kesimpulan: Skor ekspresi caspase 3 kanker payudara tertinggi didapatkan pada dosis 225 mg/kgBB/hari. Skor grading kanker
payudara terendah didapatkan pada dosis 750 mg/kgBB/hari.

* Bagian Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro, JI Dr. Sutomo 18, Semarang
** Bagian Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro, JI. Dr. Sutomo 18, Semarang
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PENDAHULUAN

Selaras dengan perkembangan pengetahuan mengenai
mekanisme biomolekuler apoptosis, mulai dikembang-
kan pula terapi antikanker dengan target spesifik agen
proapoptotik maupun antiapoptotik untuk mendukung
terapi konvensional kanker yang telah ada.'* Kanker
payudara merupakan salah satu jenis kanker yang me-
nempati urutan kedua terbanyak setelah kanker serviks
di Jawa Tengah dan Indonesia.’ Kasus terbanyak kanker
payudara di Jawa Tengah ditemukan di Semarang.>¢

Lengkuas merah (Alpinia galanga) merupakan salah
satu jenis tanaman obat tradisional Indonesia. Akar
rimpang tanaman ini telah diketahui mengandung
senyawa [’ —Acetoxychavicol Acetate (ACA).® Pem-
berian ACA diketahui menghambat proliferasi lesi pre-
neoplastik kolon dan hepar pada hewan coba tikus.>!0
Penelitian in vitro ACA pada sel mieloma multipel,
menunjukkan peningkatan aktivasi caspase 8 dan 9,
penghambatan aktivasi nuclear factor-kB (NFxB), serta
peningkatan ekspresi Fas dan apoptosis.'? Penelitian lain
terhadap sel leukemia mieloid, menunjukkan efek
induksi caspase 3, 8, 9, cytochrome ¢ (cyt ¢) dan second
mitochondria-derived activator of caspases (Smac)/
DIABLO (direct IAP-binding protein with low pl),
translokasi Bax, dan ekspresi Fas dan FasL secara in
vitro."! Penelitian Rusmarilin pada hewan coba mencit
menunjukkan bahwa ekstrak Alpinia galanga dosis 50
dan 750 mg/kgBB menghasilkan skor derajat histo-
patologis yang paling rendah dan dosis 50 mg/kgBB
memberikan pengaruh paling baik dalam menghambat
pertumbuhan jaringan kanker payudara.’

Penelitian efek ekstrak Alpinia galanga terhadap kanker
payudara mencit telah dilakukan, tetapi belum di-
hubungkan dengan mekanisme antikanker secara bio-
molekuler. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
mekanisme proapoptotik senyawa ACA ekstrak Alpinia
galanga melalui ekspresi caspase 3 pada kanker pa-
yudara. Caspase 3 merupakan salah satu agen pro-
apoptotik yang berperan sebagai caspase efektor utama
(eksekutor) dalam mekanisme apoptosis, serta mem-
pengaruhi aktivasi caspase efektor lain, yaitu caspase 6
dan 7.2 Peningkatan ekspresi caspase 3 mengindikasi-
kan potensi atau sensitivitas sel terhadap apoptosis pada
kanker payudara.’® Penelitian lain mengemukakan
bahwa gangguan caspase 3 mengakibatkan terjadinya
tumorigenesis serta perkembangan kanker payudara.'4
Penelitian ini menggunakan indikator caspase 3 untuk
mengetahui efek proapoptosis Alpinia galanga.

Selain mempengaruhi mekanisme apoptosis, diperkira-
kan ACA juga mempengaruhi proliferasi sel karena
menyebabkan siklus sel terhenti pada fase G (Gap) 0/G
(Gap) 1.'' Hal ini dapat mengakibatkan penurunan

jumlah sel yang memasuki fase mitosis dalam siklus sel.
Penurunan jumlah mitosis yang terjadi ini dapat di-
analisis secara histopatologis.

Dalam penelitian Rusmarilin, masih terdapat kerancuan
mengenai dosis optimal untuk menghasilkan gambaran
mikroskopis dengan skor terbaik karena dosis ekstrak
terkecil dan terbesar menunjukkan hasil skor yang
sama.’ Pada penelitian ini juga akan dilakukan pemberi-
an dosis bertingkat, dengan acuan dosis menurut pe-
nelitian Rusmarilin untuk menemukan dosis optimal
dalam rentang dosis aman ekstrak Alpinia galanga yang
memberikan efek proapoptosis dan menurunkan pro-
liferasi kanker.

METODE

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental
laboratorium, menggunakan desain post test only
control group. Sampel penelitian sebanyak 29 ekor
mencit C3H, diperoleh dari populasi mencit C3H di
Laboratorium Penelitian Departemen Patologi Anatomi
FK UI Jakarta. Ekstrak etil asetat Alpinia galanga
merah diperoleh dari Laboratorium Pengujian Nutrisi
Bahan Baku Obat UNDIP Semarang di Institusi Obat
Alam Indonesia. Bahan ekstrak dibuat dalam bentuk
suspensi dengan dosis 225, 450, 750 mg.

Setelah adaptasi, semua mencit diinokulasi dengan
jaringan kanker payudara. Kemudian, setelah tumbuh
massa tumor (= | minggu), salah satu mencit diter-
minasi dan massa tumor diperiksa secara histopatologi.
Mencit yang tersisa dirandomisasi dan dibagi dalam 4
kelompok (setiap kelompok terdiri atas 7 mencit),
dikandangkan dan diberi ransum pakan standar ad
libitum. Kelompok kontrol (K) adalah mencit yang
diinokulasi sel kanker payudara. Kelompok perlakuan 1
(P1), 2 (P2), dan 3 (P3) adalah mencit yang diinokulasi
kanker payudara, dan setelah teraba massa tumor (+ 1
minggu) tanpa memperhatikan ukuran massa, diberi
ekstrak Alpinia galanga dengan dosis 225, 450, dan 750
mg/kgBB/hari selama 2 minggu.

Inokulasi tumor payudara berasal dari mencit donor de-
ngan umur tumor 10-14 hari. Mencit donor diterminasi,
dipilih bagian tumor yang terbesar dan tanpa ulserasi.
Tumor dipindahkan ke cawan petri dan diberi larutan
garam fisiologis, kemudian dipotong kecil ukuran
+2,5mm?® dan berat 8 mg dengan menggunakan pisau
tajam. Potongan jaringan tumor diinokulasi mengguna-
kan trokar pada subkutan regio aksila kanan. Sisa
jaringan tumor kemudian dibuat sedian histopatologi.

Setelah perlakuan selesai, seluruh mencit diterminasi.
Jaringan kanker payudara, organ hati, ginjal, dan
lambung diambil dan diproses menurut pedoman
penanganan bahan pemeriksaan untuk histopatologi
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IAPI" dan dilakukan pengecatan rutin (HE) menurut
laboratory methods in histotechnology American Re-
gistry of Pathology.'® Pada jaringan tumor juga
dilakukan pengecatan imunohistokimia caspase 3
(Thermo Caspase 3 (CPP32) Ab-4 Rabbit Polyclonal
Antibody Cat. #RB-1197-PO) menurut Lab Vision
Corporation Immunohistology protocols."”

Data yang dikumpulkan dalam penelitian ini adalah
hasil penghitungan skor ekspresi caspase 3 dan skor
grading kanker payudara mencit C3H sesudah diberi
perlakuan. Penentuan skor ekspresi caspase 3 dilakukan
berdasarkan metode Allred'8, yang melakukan penilaian
terhadap proporsi jumlah sel yang positif tercat dan
tingkat kekuatan positivitas tersebut (intensitas pe-
warnaan). Gambaran histopatologis kanker dinilai ber-
dasarkan atas grading menurut metode modified Scarff-
Bloom-Richardson (MSBR)", yang berdasarkan atas
jumlah mitosis dan pleomorfisitas inti. Penentuan eks-
presi caspase 3 dan grading kanker payudara dilakukan
secara mikroskopis, dengan pembesaran 400x pada 10
lapangan pandang, untuk setiap mencit. Kemudian, di-
lakukan penghitungan rata-rata data pada setiap mencit,
dan dilanjutkan dengan pengolahan secara statistik.
Selain itu, juga dilakukan pengambilan data kerusakan
pada organ hati, ginjal, dan lambung dengan penilaian
skor grading kerusakan yang dibuat menurut skala likert
berdasarkan atas patogenesis kerusakan organ akibat
pemberian senyawa tertentu.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dalam penelitian, sebagian mencit mati sebelum waktu
terminasi. Hal ini menyebabkan jumlah sampel hewan
coba dalam kelompok perlakuan yang ada sampai waktu
terminasi tidak seragam, sehingga dilakukan 2 prinsip
analisis data, yaitu pro protocol analysis dan intention
to treat analysis.

Pengaruh Pemberian Ekstrak Alpinia galanga
terhadap Ekspresi Caspase 3 Kanker Payudara

Uji beda Kruskal-Wallis pada seluruh kelompok kontrol
dan hewan coba dari kelompok perlakuan yang masih
hidup sampai waktu terminasi (pro protocol analysis)
menunjukkan tidak terdapat perbedaan bermakna antar
kelompok tersebut (p=0,137).

Hasil skor ekspresi caspase 3 menurut Allred pada
kanker payudara pada seluruh kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan (intention to treat analysis) dapat
dilihat pada Tabel 1.

Pada kelompok P2 terdapat 1 sampel hewan coba yang
membusuk dan tidak dapat dianalisis. Uji Mann-
Whitney menunjukkan perbedaan bermakna antara
kelompok P1 dengan kelompok K dan P3.

94  Volume 44, Nomor 2, Tahun 2010

Tabel 1. Median hasil penentuan skor ekspresi caspase 3
kanker payudara pada seluruh mencit

Kelompok Jumlah Sampel Median
K 7 0,00
P1 7 1,60
P2 6 0,75
P3 7 0,00

* Perbedaan bermakna (p=0,033) dengan kelompok K
" Perbedaan bermakna (p=0,005) dengan kelompok P3

Skor tertinggi ekspresi caspase 3 didapatkan pada ke-
lompok P1 dengan dosis ekstrak 225 mg/kgBB/hari.
Skor ekspresi ini justru lebih rendah pada kelompok
dengan dosis yang lebih besar. Intention to treat
analysis menunjukkan bahwa pada kelompok P3, de-
ngan dosis tertinggi 750 mg/kgBB/hari, justru memiliki
median skor ekspresi caspase 3 yang lebih kecil di-
bandingkan kelompok kontrol.

Uji beda pada pro protocol analysis menunjukkan tidak
ada perbedaan bermakna antar kelompok. Uji beda pada
intention to treat analysis menunjukkan ada perbedaan
bermakna antara kelompok P1, dengan skor tertinggi,
dengan kelompok kontrol dan P3. Skor ekspresi caspase
3 tertinggi dicapai pada pemberian ekstrak Alpinia
galanga dosis 225 mg/kgBB/hari, kemudian tampak se-
makin menurun dengan peningkatan dosis ekstrak. Jika
hasil ini dimasukkan dalam grafik hubungan dosis dan
efek, akan tampak bahwa efek meningkatkan ekspresi
caspase 3 pada dosis 225 mg/kgBB/hari, menjadi efek
menurunkan dengan peningkatan dosis (dosis 450 dan
750 mg/kgBB/hari).

Adanya kendala perbedaan lama pemberian ekstrak
pada kelompok perlakuan juga berperan dalam hasil
ekspresi caspase 3 kelompok P2 dan P3 yang lebih
rendah dibandingkan kelompok P1. Waktu pemberian
ekstrak pada hewan coba mencit kelompok P2 dan P3
lebih singkat dibandingkan pada kelompok P1. Hal ini
disebabkan adanya kematian sebagian mencit pada
kelompok P2 dan P3 sebelum waktu terminasi (Tabel
3). Penelitian ini masih belum dapat mengetahui apakah
adanya efek penurunan ekspresi caspase 3 pada dosis di
atas 225 mg/kgBB/hari merupakan efek ekstrak yang
sebenarnya atau karena adanya masalah waktu (lama)
pemberian ekstrak yang masih kurang pada kelompok
P2 dan P3.

Penelitian lebih lanjut, dengan keseragaman waktu, ma-
sih dibutuhkan untuk mengetahui efek ekstrak Alpinia
galanga yang sebenarnya terhadap ekspresi caspase 3.
Dosis ekstrak yang ditemukan dalam penelitian ini
dapat menjadi acuan untuk menemukan dosis optimal
ekstrak yang efektif untuk meningkatkan ekspresi
caspase 3. Pencarian dosis yang tepat dibutuhkan agar
didapatkan bentuk kurva log dosis dan intensitas yang
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Gambar 1. Gambaran mikroskopis ekspresi caspase 3 kanker payudara. Pewarnaan caspase 3, pembesaran 600x.
A. Kelompok kontrol, menunjukkan ekspresi positif dengan skor intensitas 1 (lemah). B. Kelompok perlakuan 1 (dosis 225
mg/kgBB/hari), menunjukkan ekspresi positif dengan skor intensitas 3 (kuat). C. Kelompok perlakuan 2 (dosis 450 mg/kgBB/hari),
menunjukkan ekspresi positif dengan skor intensitas 3 (kuat). D. Kelompok perlakuan 3 (dosis 750 mg/kgBB/hari), menunjukkan

ekspresi positif dengan skor intensitas 2 (sedang).

berbentuk sigmoid, sehingga karakteristik farmakologi
ekstrak Alpinia galanga dapat diketahui.

Penelitian ini menunjukkan hasil bahwa pemberian
ekstrak Alpinia galanga (pada dosis 225 mg/kgBB/hari)
dapat meningkatkan eckspresi caspase 3 secara ber-
makna dibandingkan kelompok kontrol. Hasil penelitian
ini dapat dikatakan mendukung penelitian-penelitian
sebelumnya mengenai pemberian ekstrak Alpinia
galanga untuk meningkatkan aktivasi caspase 3.

Foto sediaan mikroskopis kanker payudara sampel
penelitian dengan pengecatan imunohistokimia caspase
3 dapat dilihat pada Gambar 1.

Pengaruh Pemberian Ekstrak Alpinia galanga
terhadap Grading Kanker Payudara

Uji Kruskal-Wallis pada seluruh kelompok kontrol dan
hewan coba dari kelompok perlakuan yang masih hidup
sampai waktu terminasi (pro protocol analysis)
menunjukkan tidak terdapat perbedaan bermakna antar
kelompok tersebut (p=0,399).

Hasil skor grading kanker payudara pada seluruh
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan (intention to
treat analysis) dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Median hasil penentuan skor grading kanker
payudara pada seluruh mencit

Kelompok Jumlah Sampel Median
K 7 2,30
P1 7 2,00
P2 6 2,10
P3 7 1,00

* Perbedaan bermakna (p = 0,002) dengan kelompok K
~ Perbedaan bermakna (p = 0,004) dengan kelompok P1

Uji Mann-Whitney menunjukkan perbedaan bermakna
antara kelompok P3 dengan kelompok K dan P1.

Pada kelompok P1, sebagian besar mencit masih dapat
bertahan hidup, tetapi dosis ini ternyata belum mem-
berikan efek menurunkan grading kanker payudara.
Pada kelompok P3, hewan coba tidak dapat bertahan
hidup sampai saat terminasi, tetapi dosis ini ternyata
paling efektif menurunkan grading kanker payudara
dibandingkan dosis yang lain. Penurunan grading
kanker juga disertai dengan adanya penurunan jumlah
mitosis pada kanker payudara. Hasil ini juga mendu-
kung dugaan adanya efek penghentian siklus sel kanker
pada penelitian Ito dkk mengenai pemberian ACA, yang
dapat meningkatkan jumlah sel pada fase GO/G1.
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Gambar 2. Gambaran histopatologi grading kanker payudara. Pewarnaan HE, pembesaran 400x.

A. Kelompok kontrol, menunjukkan aktivitas mitosis >3/LPB (skor mitosis 3), tampak nukleus agak pleomorfik, berukuran sedang,
disertai nukleoli prominen (skor pleomorfisitas 2) (MSBR grup 4). B. Kelompok perlakuan 1 (dosis 225 mg/kgBB/hari), menunjuk-
kan aktivitas mitosis >3/LPB (skor mitosis 3), tampak nukleus agak pleomorfik, berukuran sedang, disertai nukleoli prominen (skor
pleomorfisitas 2) (MSBR grup 4). C. Kelompok perlakuan 2 (dosis 450 mg/kgBB/hari), menunjukkan aktivitas mitosis 2/LPB (skor
mitosis 2), tampak nukleus agak pleomorfik, berukuran sedang, disertai nukleoli prominen (skor pleomorfisitas 2) (MSBR grup 3).
D. Kelompok perlakuan 3 (dosis 750 mg/kgBB/hari), menunjukkan tak tampak aktivitas mitosis (skor mitosis 1), tampak bentuk dan
ukuran nukleus seragam, relatif kecil, dengan kromatin halus, tak tampak nukleoli prominen (skor pleomorfisitas 1) (MSBR grup 1).

Foto sediaan mikroskopis kanker payudara sampel
penelitian dengan pengecatan rutin HE dapat dilihat
pada Gambar 2.

Pengaruh Pemberian Ekstrak Alpinia galanga
terhadap Perbandingan Ekspresi Caspase 3 dan
Grading Kanker Payudara

Berdasarkan atas hasil median skor pemeriksaan
caspase 3 dan grading kanker mamma, didapatkan hasil
dalam bentuk grafik (Gambar 3).

Gambar 3 menunjukkan bahwa setelah dosis kelompok
P1, terdapat penurunan grafik ekspresi caspase 3, se-
bagai caspase eksekutor apoptosis, dan grafik grading
(jumlah mitosis), yang menunjukkan aktivitas pro-
liferasi pada kanker mamma. Hal ini dapat disebabkan
oleh kurangnya waktu pemberian ekstrak karena ke-
matian hewan coba pada kelompok P2 dan P3.
Penyebab lain yang mungkin terjadi berhubungan de-
ngan dasar teori adanya aktivitas apoptosis bertujuan
untuk menjaga keseimbangan dengan proliferasi sel
yang terjadi.*** Efek ekstrak Alpinia galanga yang
mengakibatkan penurunan aktivitas siklus sel kanker,
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Gambar 3. Grafik median skor pemeriksaan caspase 3 dan
grading kanker payudara pada seluruh mencit.

yang tampak dari penurunan grading secara bermakna
pada kelompok P2 dan P3. Hal ini menyebabkan
ekspresi caspase 3, sebagai mekanisme penyeimbang
proliferasi sel, menjadi menurun pada kedua kelompok
tersebut. Kemungkinan lain adalah adanya pemberian
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dosis tertentu di atas 225 mg/kgBB/hari memang
memberikan menekan ekspresi caspase 3.

Hasil skor ekspresi caspase 3 ini tidak sesuai dengan
hipotesis penelitian karena referensi yang ditemukan
penulis, terutama merujuk pada peningkatan aktivitas
caspase 3 oleh ACA dalam Alpinia galanga. Selain
penelitian Rusmarilin, belum ada referensi penelitian
yang menghubungkan antara aktivitas caspase 3 dengan
dosis ekstrak Alpinia galanga secara in vivo. Penelitian
mengenai jenis efek yang lebih dominan (anti proliferasi
atau pro apoptosis) pada pemberian ekstrak lengkuas
maupun ACA juga belum ditemukan.

Gambaran Mikroskopis Organ pada Hewan Coba
Mencit

Selain massa tumor, juga dilakukan pengambilan organ
hati, ginjal, dan lambung untuk mengetahui penyebab
kematian pada mencit.

Data hewan coba mencit yang mati dalam penelitian
pada Tabel 3.

Tabel 3. Data hewan coba mencit yang mati

Setelah Akhir Akhir
Kelompok tumbuh massa minggu [ minggu II
tumor perlakuan perlakuan
K 0 0 0
Pl 0 1 1
P2 0 3 S*A
P3 0 4 THEA

* Perbedaan bermakna (p=0,007) dengan kelompok K minggu Il
* Perbedaan bermakna (p=0,000) dengan kelompok K minggu II
~ Perbedaan bermakna (p=0,037) dengan kelompok P1 minggu II
~ Perbedaan bermakna (p=0,002) dengan kelompok P1 minggu II

Uji Mann-Whitney menunjukkan perbedaan bermakna
antara kelompok P2 dan P3 dengan kelompok K dan P1.
Uji korelasi Spearman, yang dilakukan untuk me-
ngetahui adanya hubungan antara besarnya dosis dengan
jumlah kematian pada minggu kedua, menunjukkan
adanya korelasi yang bermakna, dengan nilai p=0,000
dan koefisien korelasi =0,801.

Adanya hubungan antara besar dosis dengan jumlah ke-
matian, membuka kemungkinan mengenai adanya efek
toksisitas ekstrak Alpinia galanga. Terjadinya toksisitas
akibat suatu bahan memiliki onset waktu yang ber-
variasi. Penting pula untuk memperhatikan adanya per-
bedaan metabolisme pada suatu spesies, yang dapat
mempengaruhi interpretasi gambaran histopatologis,
terutama relevansinya pada manusia.??> Pada penelitian
ini, gambaran histopatologis kelompok kontrol menjadi
acuan dalam menentukan derajat kerusakan histopato-
logis pada kelompok perlakuan. Penentuan derajat ke-
rusakan organ ditentukan berdasarkan atas patogenesis
kerusakan organ akibat paparan bahan secara umum

karena belum ditemukan referensi mengenai kerusakan
histopatologis yang spesifik akibat pemberian Alpinia
galanga.

Pada sediaan hati hewan coba mencit kelompok kontrol,
didapatkan gambaran batas sel yang tidak jelas, tetapi
secara keseluruhan masih tampak dalam batas normal.
Kerusakan hati hewan coba belum sampai pada tahap
yang berat seperti steatosis mikrovesikuler atau makro-
vesikuler. Pada kelompok P1, tampak hepatosit agak
membengkak disertai vakuolisasi pada sitoplasma yang
mengelilingi inti yang terletak di tengah. Gambaran ini
hanya ditemukan pada daerah tertentu dan keadaan yang
sama juga didapatkan pada kelompok P2, tetapi pada
daerah yang sedikit lebih luas. Pada kelompok P3,
daerah yang mengalami kelainan tampak lebih luas dan
difus, dibandingkan kedua kelompok perlakuan yang
lain. Ekstrak dosis tertinggi 750 mg/kgBB/hari mem-
berikan gambaran derajat kerusakan yang paling berat,
padahal waktu pemberian ekstrak pada kelompok ini
lebih singkat dibandingkan kelompok lain. Gambaran
histopatologis grading kerusakan hati yang terjadi pada
kelompok P3 masih berada pada derajat 3 dari 5 derajat
kerusakan yang ditentukan. Uji Mann-Whitney derajat
kerusakan hati menunjukkan perbedaan bermakna an-
tara kelompok K dengan seluruh kelompok perlakuan,
antara kelompok P3 dengan kelompok P1 dan P2, dan
antara kelompok P2 dengan P1. Dengan box-plot,
terdapat dose-response relationship antara dosis ekstrak
dengan derajat kerusakan hati, yaitu terjadi peningkatan
derajat kerusakan pada organ hati sesuai dengan
peningkatan pemberian dosis ekstrak.

Gambaran mikroskopis ginjal kelompok kontrol dan P1
dalam batas normal. Pada ginjal hewan coba kelompok
P2 dan P3, didapatkan gambaran yang hampir sama.
Kelainan yang ditemukan terutama pada tubulus
korteks, sementara struktur glomerulus dalam batas
normal. Pada sel epitel tubulus didapatkan adanya pem-
bengkakan sel dan pada bagian lain ada yang meng-
alami degenerasi albuminosa. Namun, pada kelompok
P2, kelainan yang didapat lebih ringan dibandingkan
kelompok P3. Kerusakan ginjal hewan coba belum
sampai pada keadaan nekrosis tubular akut nefrotoksik.
Ekstrak dosis tertinggi 750 mg/kgBB/hari menunjukkan
gambaran derajat kerusakan ginjal yang paling berat,
tetapi masih pada derajat 1-2 dari 4 derajat kerusakan
yang ditentukan. Uji Mann-Whitney derajat kerusakan
ginjal menunjukkan perbedaan bermakna antara ke-
lompok K dan P1 dengan kelompok P2 dan P3, dan
antara kelompok P3 dengan kelompok P2. Dengan box-
plot, terdapat dose-response relationship antara dosis
kelompok P2 dan P3 dengan derajat kerusakan ginjal,
yaitu terjadi peningkatan derajat kerusakan ginjal antara
dosis ekstrak kelompok P2 dibandingkan P3.
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Pada sediaan lambung hewan coba, ditemukan erosi
superfisial yang bersifat fokal pada beberapa mencit
terutama pada kelompok P3. Namun, pada sebagian
besar sediaan, termasuk dari kelompok kontrol, mukosa
lambung masih tampak utuh. Hasil uji beda menunjuk-
kan ada perbedaan bermakna derajat kerusakan lambung
antara kelompok P3 dengan kelompok lain. Ekstrak
dosis tertinggi 750 mg/kgBB/hari menunjukkan gam-
baran derajat kerusakan lambung yang paling berat,
tetapi masih pada derajat 2 dari 4 derajat kerusakan
yang ditentukan. Uji Mann-Whitney derajat kerusakan
lambung menunjukkan perbedaan bermakna antara
kelompok P3 dengan kelompok K, P1, dan P2. Dengan
box-plot, terdapat dose-response relationship antara
dosis kelompok P3 dengan terjadinya kerusakan pada
lambung.

Didapatkan kesulitan untuk menentukan kelainan yang
ditemukan dapat menimbulkan kematian pada hewan
coba karena tidak dilakukan pemeriksaan fungsi dari
organ-organ tersebut untuk memastikan adanya ke-
gagalan fungsi organ, terutama pada hati dan ginjal.
Gambaran histopatologi merupakan perangkat yang
penting dalam mengidentifikasi adanya toksisitas pada
organ, termasuk reversibilitasnya, tetapi juga harus di-
dukung dengan adanya pemeriksaan lain, seperti
evaluasi kimia darah, bioakumulasi, pembentukan
metabolit reaktif, dan adanya reaksi imunitas.”>?* Ada-
nya kematian dan kelainan pada organ hewan coba ke-
lompok perlakuan, walaupun tidak pada derajat ke-
rusakan yang paling berat, mengindikasikan perlunya
pembuktian adanya efek toksisitas ekstrak Alpinia
galanga dalam suatu penelitian tersendiri.

Suatu penelitian pemberian ekstrak Alpinia galanga
secara oral pada mencit menunjukkan hasil LD50 61900
mg/kgBB dengan dosis lazim 1200 mg/kgBB mencit.?*
Berbeda dengan penelitian tersebut, Rusmarilin men-
dapatkan hasil LD50 ekstrak Alpinia galanga sebesar
764,33 mg/kgBB.° Dalam hal dosis LDS50, ternyata
masih ditemukan ketidaksesuaian dari penelitian yang
sudah ada. Selain mengenai dosis, penelitian lain me-
ngenai efek Alpinia galanga ada yang juga menunjuk-
kan hasil bertentangan dengan penelitian ini. Penelitian
ekstrak Alpinia galanga pada tikus Sprague-Dawley
yang diberi parasetamol, menunjukkan efek hepato-
protektif.”> Penelitian pada tikus Wistar albino me-
nunjukkan efek antiulkus ekstrak Alpinia galanga pada
gaster.?® Hasil-hasil penelitian tersebut tampak ber-
tentangan dengan keadaan yang didapat pada penelitian
ini, tetapi tidak ditemukannya laporan maupun do-
kumentasi mengenai efek samping, bukan merupakan
jaminan pasti mengenai keamanan (safety) suatu obat
herbal. Berbagai tes pemeriksaan adanya efek-efek
toksisitas harus dilakukan sebelum penelitian berlanjut
secara klinis pada manusia.?’
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Dibandingkan penelitian-penelitian tersebut di atas,
penelitian ini menggunakan hewan coba maupun media
ekstraksi yang berbeda. Perlakuan dan strain mencit
yang digunakan pada penelitian ini sesuai dengan pe-
nelitian Rusmarilin. Karena pada penelitian Rusmarilin
tidak didapatkan kematian hewan coba, maka faktor
pembeda dengan penelitian ini adalah asal Alpinia
galanga. Hal ini berhubungan dengan perbedaan media
tanah tempat tumbuh tanaman. Kandungan-kandungan
zat di dalam tanah dapat terserap dan terakumulasi pada
bagian-bagian tanaman, seperti akar, daun, sampai
buah.?®?° Adanya perbedaan waktu dan tempat tanam
dengan penelitian Rusmarilin, masih membuka ke-
mungkinan adanya perbedaan jenis senyawa dan kadar
ACA dalam Alpinia galanga pada penelitian ini. Per-
bedaan jenis senyawa yang terkandung dapat menjadi
penyebab terjadinya kematian hewan coba. Hal ini sulit
dipastikan karena peneliti tidak melakukan uji kadar
ACA dan jenis senyawa yang terkandung dalam ekstrak
Alpinia galanga. Secara keseluruhan, kepastian me-
ngenai efek toksisitas ekstrak Alpinia galanga belum
dapat diketahui melalui penelitian ini, sehingga masih
perlu dilakukan penelitian-penelitian lebih lanjut.

Keterbatasan Penelitian

Dalam penelitian ini, tidak menggunakan ACA sebagai
bahan aktif tunggal, sehingga bahan-bahan lain yang
terkandung dalam ekstrak etil asetat Alpinia galanga
dapat mengganggu efek yang diharapkan.

Kadar ACA dalam Alpinia galanga tidak diuji seperti
dalam penelitian Rusmarilin, sehingga tidak diketahui
apakah memiliki kadar yang sama dengan penelitian
tersebut.

Waktu kematian hewan coba yang tidak bersamaan
menyebabkan peneliti tidak dapat mengambil ke-
simpulan atas hasil uji beda skoring ekspresi caspase 3
dan grading kanker payudara dengan keseragaman
waktu.

SIMPULAN

Dalam penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa pada
pemberian ekstrak lengkuas merah (Alpinia galanga)
dosis bertingkat, skor ekspresi caspase 3 kanker
payudara mencit C3H kelompok perlakuan dosis 225
mg/kgBB/hari lebih tinggi secara bermakna dibanding-
kan dosis 750 mg/kgBB/hari dan skor grading kanker
payudara kelompok perlakuan dosis 750 mg/kgBB/hari
lebih rendah secara bermakna dibandingkan dosis 225
mg/kgBB/hari.

Skor ekspresi caspase 3 kanker payudara mencit C3H
pada kelompok perlakuan ekstrak lengkuas merah
(Alpinia galanga) dosis 225 mg/kgBB/hari lebih tinggi
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secara bermakna dibandingkan kelompok yang tidak
diberi dan skor grading kanker payudara kelompok
perlakuan) dosis 750 mg/kgBB/hari lebih rendah secara
bermakna dibandingkan kelompok yang tidak diberi.

SARAN

Penelitian mengenai dosis ekstrak Alpinia galanga
untuk menentukan dosis optimal yang efektif me-
ningkatkan aktivitas caspase 3 dan menurunkan grading
kanker payudara. Penelitian menggunakan bahan aktif
1’-Acetoxychavicol Acetate (ACA) yang terkandung
dalam Alpinia galanga. Penelitian mengenai efek
toksisitas ekstrak Alpinia galanga, terutama terhadap
organ hati dan ginjal.
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