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Nephrotoxic effects of Doxorubicin (DXR) is still a problem in clinical 
practice. On the other hand Pentoxyfilline (PTX) as an electron-donor 
material can be nephroprotective. Therefore, combination of DXR and PTX 
would be expected to reduce nephrotoxic effects of DXR. 
In this study we examined the effects of PTX on TGF-β1 expression and 
interstitial fibrosis in an experimental model of DXR nephropathy in mice. 
Mice were divided into three groups of eight each i.e. untreated Swiss mice 
(controls), DXR treatment alone to induce nephropathy, and DXR 
treatment followed by PTX. Following 4 week treatment, each group was 
sacrificed. Examination of TGF-β1expression was carried out by 
immunohistochemistry employing monoclonal antibody. Interstitial fibrosis 
examination was performed by a histopathologist using Verheoff van Giesen 
staining and the one way Anova was used for statistical analysis. It was 
observed that DXR treatment followed by PTX treatment prevented the 
increase of TGF-β1 expression and interstitial fibrosis in mice with DXR-
nephropathy (p<0.05). These findings suggested the beneficial 
nephroprotective effect of PTX. 
 
 

Kematian akibat kanker di seluruh 
dunia diperkirakan akan terus meningkat, 
dengan perkiraan 12 juta kematian di tahun 
2030, 30% kematian akibat kanker dapat 
dicegah (WHO, 2010). Doxorubicin (DXR) 
sangat banyak dipakai dalam pengobatan 
kanker, tetapi efek samping DXR terhadap 
kerusakan ginjal merupakan masalah 
penting dan belum banyak diteliti. Sifat 
destruktif DXR terhadap sel-sel ginjal 
(nefrotoksik) tersebut disebabkan oleh 
Reactive Oxygen Species (ROS) yang reak-

tivitasnya sangat tinggi sebagai hasil reaksi 
DXR dalam terapi kanker. Reactive Oxygen 

Species (ROS) akan merusak sel-sel tubulus 
proksimal, endotel, membran basalis, mau-
pun sel mesangial, sel viseral glomerolus.  
Sel-sel yang rusak (debris) akan mengaktif-
kan makrofag, lewat Toll-Like Reseptor4 
(TLR4), sehingga mengekspresikan sitokin-
sitokin,  antara  lain  TNF-α1, TGF-β1, IL-1β, 
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IL-6, dan IL-8 (Erlan and Desmant, 2001; 
Hasinoff, 1989; Tamaki et al., 1994; Wang 
and Wang, 2001).     

Ikatan TGF-β1 pada reseptor mem-
bran sel fibroblast interstisial ginjal akan 
menstimulasi terjadinya interstisial fibrosis 
(Robbins and Cotran, 2005; Tamaki  et al., 

1994). TGF-β1 mengatur proliferasi dan 
diferensiasi sel, perkembangan embrionik, 
penyembuhan luka dan angiogenesis. TGF-
β1 juga menekan sistem imun dan merang-
sang komponen-komponen matriks ekstra-
seluler. Produksi TGF-β1 yang berlebihan 
dapat menghasilkan penumpukan matriks 
ekstraseluler yang terlalu banyak, jaringan 
parut dan fibrosis yang akhirnya akan 
menghasilkan kerusakan jaringan (Blobe et 
al., 2000). Pada penelitian ini, kami gunakan 
TGF-β sebagai petanda perkembangan me-
nuju fibrosis interstisial pada jaringan 
ginjal. 
 Pentoxifyllin (PTX) adalah turunan 
metilxanthin, yang dapat menghasilkan 
elektron (donor elektron) sebagai anti-ROS, 
sehingga PTX merupakan bahan nefro-
protektif, yang bersifat melindungi sel-sel 
ginjal dari efek dekstruksi oleh bahan nefro-
toksik(Davilaet al., 2004; Kupsakovaet al., 
2002; Mayes, 2003;Suryohudoyo, 2000). 

Penelitian ini dilakukan untuk men-
jelaskan perbedaan ekspresi TGF-β1dan 
interstisial fibrosis pada keadaan normal, 
nefrotoksik dan nefro-protektif. 
 

BAHAN DAN CARA KERJA 
 

Rancangan penelitian ini adalah pe-
nelitian eksperimental murni. Sampel di-
ambil dari 24 ekor mencit galur Swissjantan, 
umur 3-4 bulan dengan berat badan 20-30 
gram dibagi dalam tiga kelompok yaitu ke-
lompok Kontrol (K), Perlakuan (P) dan Te-
rapi (T), masing-masing kelompok 8 ekor.  

Kelompok K diinjeksi dengan NaCl 
0,9% 0,2 ml intraperitoneal (i.p.), kelompok 

P diinjeksi 0,038 mg DXR /20 gBB  secara 
i.p., dan kelompok T diinjeksi 0,038 mg DXR 
/20 gBB dan 1,6 mg PTX /20 secara i.p. 

Injeksi dilakukan satu kali seminggu selama 
tiga minggu berturut-turut. Pada minggu 
ke-4 pasca perlakuan masing-masing ke-
lompok dikorbankan, dengan cara dislokasi 
servikal. Jaringan ginjal diambil dan dibuat 
preparat histologis menurut metode standar 
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas 
Kedokteran Unair, Surabaya, Indonesia.  

Setiap sampel jaringan ginjal dibuat 
sediaan histologis masing-masing 2 slide 
untuk dilakukan pemeriksaan imunobio-
logik. Dari masing-masing sampel, satu 
slide diwarnai dengan teknik pewarnaan 
Verheoff van Giesen untuk penentuan 

interstisial fibrosis. Tebal interstisial fibrosis 
diukur menggunakan mikrometer yang 
telah dikalibrasi terlebih dahulu pada pem-
besaran 400x. Data yang diperoleh dari tiap-
tiap perlakuan  merupakan nilai rata-rata 
dari lima lapangan pandang yang berbeda, 
sedangkan satu slide lainnya dilakukan 
pemeriksaan imunobiologik dengan metode 
imunohistokimia, menggunakan antibodi 
monoklonal terhadap TGF-β1. Penilaian 
dan pengukuran ekspresi TGF-β1 dilakukan 
dengan cara menghitung jumlah sel per 
1.000 sel-sel yang imunoreaktif pada per-
mukaan selmakrofag.  
 Data dianalisis menggunakan uji 
Anova, dengan program SPSS, untuk 
mendapatkan perbedaan ekspresi TGF-β1 
dan interstisial fibrosis pada keadaan 
normal, nefrotoksik dan nefroprotektif. 
 

HASIL 
 

1. Ekspresi TGF-β1 pada jaringan ginjal 
 Hasil penelitian memperlihatkan, 
pemberian DXR meningkatkan jumlah 
rerata ekspresi TGF-β1 setelah minggu ke-4 
secara bermakna (p =0,001) dibandingkan 
kontrol. Pemberian kombinasi DXR+PTX 
menurunkan jumlah rerata ekspresi TGF-β1 
setelah minggu ke-4 secara bermakna (p 
=0,001) dibandingkan kelompok perlakuan 
(hanya diberikan DXR, tanpa pemberian 
PTX) (Tabel 1). 
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Hasil ekspresi TGF-β1 setelah empat 
minggu perlakuan, dilakukan dengan pe-
meriksaan imunohistokimia pada mem-
bran di sel-sel makrofag menggunakan 

mikroskop cahaya seperti terlihat pada 
Gambar 1. 

 

 
 

Tabel 1. Distribusi rerata ekspresi TGF-β1 masing-masing kelompok hewan coba pada 
minggu ke-4 setelah perlakuan 

 

Kelompok 
Hewan Coba 

Besar Sampel 
(n) 

Ekspresi TGF-β1                                                 
(sel imunoreaktif/1.000 sel makrofag) 

Kontrol 
DXR 
DXR+PTX 

8 
8 
8 

3.25±4.98 
74.63±12.50 
15.75±3.41 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

 

Gambar 1. Perbandingan gambaran  protein TGF-1 yang diekspresikan sel makrofag diantara perlakuanyang 

berbeda. Ekspresi protein TGF-1 pada membran di sel-sel makrofag nampak berwarna coklat perak 

(panah).Masing-masing untuk kelompok K (A); kelompok P (B); dan kelompok T (C). (Pewarnaan 
immunohistokimia; pembesaran 400x-Olympus BX 50 Model BX-50F-3. Pentax Optio 230 Digital Camera 2.0 
Megapixel). 
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2. Interstisial Fibrosis di Jaringan Ginjal 

 Pemberian agen nefrotoksik (DXR) 
secara bermakna meningkatkan perubahan 
histopatologi interstisial fibrosis pada 
minggu ke-4 (p=0,002) dibandingkan ke-
lompok kontrol. Pemberian kombinasi 
DXR+PTX pada hewan coba secara ber-
makna menurunkan perubahan histopato-
logi interstisial fibrosis (p=0,002) di-
bandingkan kelompok perlakuan (hanya 
diberikan DXR, tanpa pemberian PTX). Hal 
ini mengindikasikan bahwa pemberian 
kombinasi DXR+PTX pada minggu ke-4 
telah memperlihatkan kemampuannya 

dalam menekan kejadian interstisial fibrosis 
akibat pemberian agen nefrotoksik (DXR), 
penurunannya mendekati nilai normal (p 
=0,082). 

Hasil nilai rerata interstisial fibrosis 
masing-masing kelompok hewan coba pada 
minggu ke-4 disajikan pada Tabel 2. 

Hasil pemeriksaan histologis inter-
stisial fibrosis dengan teknik pewarnaan 
Verhoeff-Van Gieson (VvG) setelah empat 
minggu perlakuan, menggunakan micros-
kop cahaya dapatdilihat pada Gambar 2. 

 
Tabel 2. Distribusi rerata interstisial fibrosis masing-masing kelompok 

hewan coba pada minggu ke-4 
 

Kelompok Hewan Coba Besar Sampel (n) Interstisial Fibrosis 

Kontrol 8 14.50±4.38 

DXR 8 29.38±12.06 
DXR+PTX 8 20.50±6.39 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Gambar 2. Perbandingan gambaran  InterstitialFibrosis diantara perlakuanyang berbeda. Jaringan 
fibrous nampak berwarna merah (panah) yang terletak diantara tubulus kontortus.Masing-masing untuk 
kelompok K (A); kelompok P (B); dan kelompok T (C) (Pewarnaan Verhouff van Geison; pembesaran 

400x-Olympus BX 50 Model BX-50F-3. Pentax Optio 230 Digital Camera 2.0 Megapixel).  
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PEMBAHASAN 
 

 Penggunaan DXR untuk meng-
induksi nefrotoksik pada hewan coba telah 
dipergunakan secara luas.Proses terjadinya 
kerusakan ginjal dimulai dari pemberian 
DXR yang akan berikatan dengan reseptor 
membran sel tubulus proksimal kemudian 
merangsang enzim NADPH yang berada 
pada mitokondria sehingga membentuk 
ROS. Proses ini sesuai denganinitial stage 
(Incubation period/Sub clinical).  
 Terjadinya kerusakan pada jaringan 
ginjal bisa dideteksi dari: 
1. Tingkat molekuler (ekspresi TGF-β1) 

yang dapat dilihat lewat pemeriksaan 
imunobiologik dengan metode imuno-
histokimia,  

2. Tingkat seluler (interstisial fibrosis) yang 
dideteksi dari perubahan histopatologis 
dengan teknik pewarnaan Verhoeff-Van 
Gieson, 
 Pada tahapan emergencestage, DXR 

sebagai bahan nefrotoksikbersifat des-
truktif terhadap sel-sel ginjal.Efek samping 
tersebut disebabkan oleh ROS yang me-
miliki reaktifitas sangat tinggi.ROS akan 
merusak sel-sel tubulus proksimal, endotel, 
membran basalis, maupun glomerolus.  Sel-
sel yang rusak akan membentuk debris. 
Debrisakan mengaktifkan makrofaglewat 
TLR-4, sehingga makrofag mengekspresi-

kan sitokin-sitokin TNF-α1, TGF-β1, IL-1β, 
IL-6, dan IL-8(Tamakiet al., 1994; Wang and 
Wang, 2001). 
 Ikatan TGF-β1 pada reseptor mem-
bran sel fibroblasakan merangsang ekspresi 
kolagen tipe-I sehingga terjadi interstitial 
fibrosis(Robbins and Cotran, 2005; Tamakiet 
al., 1994).  
 Pada tahapan active stage, pem-
berian DXR menyebabkan TGF-β1 lebih 
dominan dibanding MMP-9, sehingga ter-
jadi imbalance (Belloc and Dumani, 1995; 

David and Abbe, 1993; Gameson and 
Reeves, 2007; Sankar, 2006; Wang and 
Wang, 2001). 

 Pada pemberian kombinasi 
DXR+PTX, PTX berperan sebagai anti-ROS, 
sehingga kerusakan sel (debris) berkurang, 
akibatnya rangsangan terhadap  makrofag 
lewat TLR-4 berkurang pula. Selanjutnya 
ekspresi TGF-β1 oleh makrofag juga ber-
kurang, sehingga PTX berperan dalam 
memperbaiki keadaan imbalance tersebut 
(Davilaet al., 2004; Kupsakovaet al., 2002; 
Mayes, 2003; Suryohudoyo, 2000). 
 Keadaan imbalance ini akan berujung 
pada terjadinya interstitial fibrosis. Terjadi-
nya interstitial fibrosis, merupakan suatu 
kondisi yang irreversible (terminal stage). 
 
1. Ekspresi TGF- β1 
 Pada penelitian ini ekspresi TGF- β1 
di jaringan ginjal pada kelompok mencit 
yang diinduksi DXR sebagai agen 
nefrotoksik terlihat lebih tinggi daripada 
mencit normal sebagai kontrol.Peningkatan 
ekspresi TGF-β1 ini dimungkinkan karena 
pada pemberian DXR akan terjadi “DXR 
Iron Complex”. “DXR Iron Complex” ter-
sebut akan menghasilkan ROS yang bersifat 
merusak struktur sel sehingga terbentuk 
debris. Debris merangsang makrofag me-
lalui TLR-4, sehingga melepaskan ikatan 

Nf-B dengan IB akibatnya Nf-B menjadi 

aktif. NF-B sebagai faktor transkripsi akan 
menyebabkan makrofag mengekspresikan 
sejumlah sitokin pro inflamasi, dan TGF-β1 
(Baratawidjaja and Iris, 2009; Guntur, 2006; 
Robbins and Cotran, 2005; Tamaki et al., 
1994).TGF-β1 memainkan peran kunci 
dalam terbentuknya fibrosis ginjal pada 
manusia dan hewan coba. Menurut Koliet 
al., (2001) protease, thrombospondin-1, 
ROS, dan pH rendah merupakan faktor-
faktor yang mungkin mampu memerantarai 
aktivasi TGF-β1 di ginjal. Menurut Wang et 
al., (2005) TGF-β1 akan berikatan pada 
reseptor TGF-β tipe II (TGFR-II) yang aktif, 
yang pada gilirannya akan merekrut dan 
mengaktifkan reseptor TGF-β tipe I (TGFR-
I). TGFR-I yang aktif, kemudian akan meng-
aktifkan Smad2 dan Smad3 untuk mem-
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bentuk kompleks hetero-oligomeric dengan 
Smad4, yang selanjutnya akan translokasi 
ke dalam nukleus untuk mengatur 
transkripsi gen target. Banyak penelitian 
yang telah membuktikan bahwa blokade 
TGF-β1 dapat memperbaiki fibrosis ginjal 
(Blobe et al., 2000). 

 Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa kombinasi DXR+PTX secara signifi-
kan menghambat produksi TGF-β1 pada 
nefrotoksik akibat DXR, dan pemberian 
PTX sebagai agen nefroprotektif yang di-
kombinasikan dengan DXR terlihat me-
nurunkan TGF-β1. Hasil ini sejalan dengan 
hasil penelitian Xiong et al., (2003) yang 
menunjukkan bahwa PTX dapat menurun-
kan secara bermakna ekspresi TGF-β1 pada 
fibrosis hepar.Pentoxitylin adalah derivat 
xanthin, berperan sebagai penghambat 
fosfodiesterase, dapat mendorong pening-
katan cAMP intraselular, pelebaran pembu-
luh darah dan otot polos, perbaikan 
mikrosirkulasi. Kemampuan PTX dalam 
menurunkan ekspresi TGF-β1 dimungkin-
kan, karena PTX selain dalam reaksi 
oksidasi juga bertindak sebagai donor 
elektron dan memiliki kemampuan meng-
hambat fosfodiesterase (Fang et al., 2003). 
Dengan kemampuannya sebagai donor 
elektron, maka PTX dapat bersifat sebagai 
anti ROS, akibatnya kerusakan struktur sel 
dapat dicegah. Pencegahan kerusakan sel-
sel akibat ROS ini akan menyebabkan 
berkurangnya debris, sehingga rangsangan 
terhadap TLR-4 juga akan berkurang. 
Keadaan ini menyebabkan aktifitas NFkB 
pada makrofag berkurang, akibatnya 
ekspresi sitokin TGF-β1 juga berkurang 
(Davila et al., 2004; Kupsakova et al., 2002; 

Mayes, 2003). Hasil ini memberikan hipo-
tesis lebih lanjut bahwa kombinasi PTX 
dengan DXR akanmenghambat peningkat-
an ekspresi TGF-β1 sehingga dapat meng-
urangi interstisial fibrosis.  
 Dalam pengalaman klinis, PTX 
banyak digunakan untuk perawatan 
vaskular perifer dan penyakit serebrovas-
kular. Pentoxitylin dapat menghambat 

proliferasi dan sintesis glikosaminoglikan 
dan kolagen oleh fibroblas (Fang et al., 
2003). Pentoxitylin mampu menghambat 
proliferasi sel-sel limfosit, fibroblas, dan 
mesangial, selain PTX juga mampu me-
nurunkan produksi protein-protein ECM 
(Lin et al., 2002; Strutz et al., 2000). 
Pentoxitylin juga dapat meng-urangi fibrosis 
peritoneal dan pembentukan adhesi 
pascaoperasi (Fang et al., 2003). 
 
2. Interstisial Fibrosis 
 Penelitian ini memperlihatkan pada 
kelompok mencit yang diinduksi DXR ter-
jadi peningkatan interstisial fibrosis. Pe-
ningkatan secara bermakna sudah terlihat 
pada minggu ke-4 dibandingkan kelompok 
kontrol. 

 Fibrosis ginjal adalah penentu 
utama hilangnya fungsi ginjal yang meng-
arah ke penyakit ginjal stadium akhir. Per-
kembangan fibrosis ginjal adalah proses 
yang kompleks yang melibatkan berbagai 
jalur sinyal intraselular yang rumit. Jalur 
mitogen-activated protein kinase (MAPK) p38 
dan jalur sinyal TGF-β1/Smad merupakan 
jalur sinyal intraselular penting yang ter-
libat dalam produksi mediator-mediator 
proinflamasi dan profibrotik serta sintesis 
dan penumpukan produk-produk ECM (Li 
et al., 2006a). Tingkat ekspresi TGF-β1 
sangat menentukan keparahan interstisial 
fibrosis ginjal, penelitian menunjukkan 
bahwa ekspresi TGF-β1 yang berlebihan 
menyebabkan perkembangan interstisial 
fibrosis. Salah satu yang paling penting efek 
profibrotik TGF-β1 adalah adanya 
autoinduksi dalam berbagai jenis sel 
fibroblas, yang mungkin bertanggung 
jawab untuk mempertahankan atau mem-
perkuat respons TGF-β1 baik secara 
autokrin atau parakrin. 
 Pada kelompok terapi terlihat ada-
nya penurunan interstisial fibrosis yang 
bermakna. Hasil ini sejalan dengan hasil pe-
nelitian kelompok kombinasi PTX dan DXR 
yang memperlihatkan penurunan ekspresi 

TGF-1. Penurunan ekspresi TGF-β1, akan
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berdampak pada penurunan ikatan TGF-β1 
pada reseptor membran sel fibroblas se-
hingga akan menurunkan interstitial 
fibrosis (Robbins and Cotran, 2005; Tamaki 
et al., 1994). Hasil ini sesuai dengan 
penelitian Xiong et al., (2003) yang memper-
lihatkan bahwa PTX menghambat fibrosis 
hepatik melalui penurunan ekspresi TGF-

1. 
Hasil penelitian terkini menunjuk-

kan PTX telah ditemukan memiliki efek 
antifibrosis. Penelitian in vitro menunjukkan 
bahwa PTX dapat menghambat aktifitas 
fibroblas dari pasien hepatitis dan menekan 
sintesis kolagen. Pengobatan dengan PTX 
dalam tahap awal dapat mengurangi lesi 
hepatika dan reaksi inflamasi. Hal ini me-
nunjukkan PTX mampu menghambat pro-
gresifitas interstisial fibrosis ginjal akibat 
efek samping yang ditimbulkan pemakaian 
DXR. 

Berdasarkan prinsip epistemology, 
secara keseluruhan hasil penelitian kami 
mengenai pengaruh DXR sebagai obat 
nefrotoksik dengan variabel TGF-β1 dan 
interstisial fibrosis, tetap sesuai dengan 
penelitian Tamaki et al., (1994), tetapi pada 
penelitian ini ditambahkan pemberian PTX 
sebagai obat nefroprotektif. Dari hasil pe-
nelitian ini didapatkan pemberian kom-
binasi DXR+PTX secara bermakna meng-
hambat ekspresi variabel-variabel penyebab 
nefrotoksik. 

Secara keseluruhan manfaathasil pe-
nelitian ini adalah bahwa kombinasi 
DXR+PTX dapat mencegah progresivitas 
interstisial fibrosis akibat pemberian DXR. 
Pencegahan progresivitas interstisial 
fibrosis tersebut akan berefek mengurangi 
kumulatif sisa-sisa metabolisme protein 
sehingga dapat mencegah terjadinya 
sindroma uremia. 

 
SIMPULAN 

 
 Pemberian DXR terbukti meningkat-
kan ekspresi TGF-β1 yang kemudian me-

nyebabkan interstitial fibrosis ginjal yang 
akhirnya menyebabkan gangguan fungsi 
ginjal. Kombinasi PTX dan DXR mencegah 
peningkatan ekspresi TGF-β1 yang kemudi-
an menghambat interstisial fibrosis ginjal, 
yang akhirnya memperbaiki gangguan 
fungsi ginjal. 
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