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ABSTRACT

Background : Oral disease is a problem suffered by 90% of the population in Indonesia. Problems encountered in
the field of dentistry today is almost all materials used in dental root canal treatment is a chemical and have harmful
side effects of material which is a therapeutic agent or active and toxic chemicals. One alternative materials that can
be used is mangosteen (Garcinia mangostana L.). Active compound content of the mangosteen pericarp extract has
good potential in supporting the success of root canal treatment, but any materials used in dentistry must fulfill the
terms of biocompatibility. Purpose: The aim of this study was to find out the toxicity of tannin from mangosteen
pericarp extract to BHK — 21 fibroblast cell. Method: 35,22% tannins that obtained from the extraction of
mangosteen pericarp equated to 100%. Tannin from mangosteen pericarp extract at the concentration 1,5%, 3,125%,
6,25%, 12,5%, 25%, 50% and 100% applied on BHK — 21 fibroblast cell. Toxicity of the substance can be seen
from the ability of cells to proliferate after treatment and was calculate by the percentage of viable cell formula. Cell
which capable to proliferate will produce mitochondrial enzyme through the respiration process that can be
measured using MTT assay method by ELISA reader. Result: Percentage of viable cell BHK — 21 fibroblast cell
culture exposed to the concentration of 1,5%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, 50% and 100% were 110,7%, 110,7%,
68%, 76,8%, 81,6%, 99,6% and 90,5%. Conclusion: Tannins from the mangosteen peel extract exhibits slightly
toxic at concentrations of 2,2% and is not toxic at concentrations of less than 2,2%..
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PENDAHULUAN

Masalah kesehatan gigi dan mulut
merupakan masalah yang sering ditemukan pada
masyarakat di negara berkembang. Penyakit gigi
dan mulut merupakan masalah yang di derita
oleh 90% penduduk di Indonesia. Karies gigi
dapat menyebabkan bakteri menginvasi pulpa
sehingga terjadi respons keradangan pulpa.
Keradangan pulpa ini akan berlanjut dan dapat
menyebabkan nekrosis pulpa !. Gigi dengan
keradangan pada pulpa yang bersifat ireversibel
dan Dberlanjut dengan kerusakan periapikal

memerlukan perawatan saluran akar. Tujuan dari
perawatan  saluran  akar adalah  untuk
mengeliminasi mikroorganisma saluran akar gigi.
Masalah yang dihadapi di bidang kedokteran
gigi saat ini adalah hampir semua bahan yang
dipakai dalam perawatan saluran akar gigi
merupakan bahan kimia dan memiliki efek
samping berbahaya dari material yang
merupakan agen terapeutik atau kimia yang aktif
dan toksik %
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Penelitian-penelitian di Indonesia saat
ini banyak dilakukan untuk mencari bahan-
bahan pengganti bahan kimia dengan memakai
bahan dasar yang dapat diperoleh dari
lingkungan alam yang ada di Indonesia. Bahan
yang dapat dijadikan pilihan sebagai bahan
alternatif dalam perawatan saluran akar salah
satunya adalah manggis (Garcinia mangostana)
. Manggis merupakan tumbuhan fungsional
karena sebagian besar dari tumbuhan tersebut
dapat dimanfaatkan sebagai obat. Kulit buah
manggis mengandung berbagai senyawa seperti
mangostin, tannin, xanthone, crysanthemin,
garcinone, gartanin, vitamin Bl, B2, terpen,
anthocyanin, phenol dan zat bioaktif lainnya * °.

Tanin terdapat secara meluas dalam
dunia tumbuh — tumbuhan, antara lain terdapat
pada bagian kulit kayu, batang, daun dan buah —
buahan, yang mempunyai peranan penting dalam
proteksi dan regulasi pertumbuhan. Tanin
merupakan salah satu senyawa turunan dari
polifenol yang terkandung banyak dalam ekstrak
kulit buah manggis, yaitu sekitar 11,8% °.
Beberapa aktivitas kimia tanin antara lain
apoptosis, antitumor, antibakteri dan antiplasmin
", Banso membuktikan bahwa aktifitas
antimikroba tannin pada beberapa mikroba
dengan rentang MIC (Minimum Inhibitory
Concentration) 4,0 mg/ml hingga 5,5 mg/ml,
sedangkan MBC (Minimum  Bactericidal
Concentration) sebesar 4,5 mg/ml hingga 6,0
mg/ml 8. Namun pada konsentrasi tinggi, tannin
dapat menyebabkan iritasi pada membrane
mukosa °.

Kandungan senyawa aktif dari ekstrak
buah manggis tersebut memiliki potensi yang
baik dalam mendukung keberhasilan dalam
perawatan saluran akar, namun setiap bahan
yang dipakai di bidang kedokteran gigi harus
memenuhi syarat-syarat biokompabilitas, yaitu
tidak membahayakan pulpa dan jaringan lunak,
tidak mengandung substansi yang bisa
menyebabkan respon sistemik bila berdifusi dan
diadopsi ke dalam sistem sirkulasi. Suatu bahan
baru harus melewati uji Klinis sehingga
didapatkan informarsi tentang biokompatibitas
bahan tersebut, Salah satu uji klinis untuk

menentukan  biokompatibilitas suatu bahan
adalah uji toksisitas.

Salah satu metode dalam uji toksisitas
adalah dengan metode uji enzimatik yang
menggunakan pereaksi MTT
(Methyltiazolydiphenyl tetra bromide) assay. Uji
enzimatik ini  bentujuan untuk mengukur
kemampuan sel hidup berdasarkan aktivitas
mitokondria dari kultur sel '°. Pengamatan
toksistas ini dapat menjadi salah satu indikator
untuk mengetahui pengaruh konsentrasi dan
paparan terhadap suatu substansi.

Berdasarkan standar penggunaan suatu
bahan baru, diperlukan suatu uji toksisitas untuk
mengetahui toksisitas senyawa aktif tannin pada
ekstrak manggis. Hasil penelitian ini diharapkan
dapat menjadi acuan konsentrasi yang efektif
dan tidak toksik terhadap jaringan pulpa dan
periapikal sehingga dapat digunakan dalam
perawatan kesehatan gigi dan mulut.

BAHAN DAN METODE

Penelitian  ini  adalah  penelitian
eksperimental laboratoris dengan rancangan post
test only control group design. Buah manggis
yang digunakan sebagai sampel berasal dari
UPT Materia Medika, Batu, Malang.

Isolasi tanin didapatkan dari proses
ekstraksi kulit buah manggis jenis Garcinia
mangostana dengan metode maserasi Yyang
dilarutkan dalam larutan alkohol  90%,
dilanjutkan dengan ekstraksi senyawa aktif tanin
yang menggunakan pelarut acetol alcohol.
Isolasi tanin yang didapatkan dari ekstrak kulit
manggis sebesar 35,22% disetarakan dengan
100% untuk mempermudah perhitungan. Isolasi
tersebut dilakukan pengenceran dengan media
eagle dan Fetal Bovine Serum (FBS) sehingga
didapatkan konsentrasi 100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125% dan 1,5%.

Sel fibroblast BHK-21 yang sudah
didistribusikan dalam well (sumuran) dibagi
dalam 10 kelompok perlakuan yaitu kelompok 1
sebagai kontrol sel, kelompok 11 sebagai kontrol
media, kelompok IIl dipapar dengan ekstrak
tanin dari kulit manggis dengan konsentrasi
100%, kelompok IV dipapar dengan ekstrak
tanin dari kulit manggis dengan konsentrasi
50%, kelompok V dipapar dengan ekstrak tanin
dari kulit manggis dengan konsentrasi 25%,



kelompok VI dipapar dengan ekstrak tanin dari
kulit manggis dengan konsentrasi 12.5%,
kelompok VII dipapar dengan ekstrak tanin dari
kulit manggis dengan konsentrasi 6.25%,
kelompok VIII dipapar dengan ekstrak tanin dari
kulit manggis dengan konsentrasi 3.125% dan
kelompok IX dipapar dengan ekstrak tanin dari
kulit manggis dengan konsentrasi 1.5%.
Replikasi pada masing — masing konsentrasi
sebanyak 5 pada microplate 48well.

Setelah  dilakukan  paparan  sesuai
kelompok konsentrasi, dilanjutkan dengan
pengamatan dan pembacaan hasil. Garam
tetrazolium (MTT) dilarutkan dalam Phosphate-
Buffered Saline (PBS) 5 mg/mL. Media sel
dibuang, kemudian dicuci dengan PBS dan MTT
ditambahkan secara langsung sebanyak 10 pl.
Kemudian diinkubasi kembali selama kurang
lebih 4 jam pada suhu 37° C. Seluruh media
dalam sumuran dan bahan wuji diambil.
Kemudian, setiap sumuran ditambahkan DMSO
(Dimethylsufoxide) sebanyak 50 pl, kemudian
diaduk dengan Plate Shaker selama 5 menit. Sel
fibroblas yang hidup yang akan terwarnai
dengan formazan menjadi biru, sedangkan yang
mati tidak terbentuk warna biru. Selanjutnya
formazan  dibaca  absorbansinya  secara
spektofotometri dengan ELISA reader dengan
panjang gelombang 620 nm. Data di analisa
menggunakan rumus persentase hidup (freshney,
2010) yaitu dengan pembagian antara selisih
optotical density perlakuan — media dan selisih
optical density kontrol — media, kemudian
dikalikan 100%.

Tingkat toksisitas dapat dikelompokkan
menurut Klasifikasi jumlah sel yang hidup
menurut Heravit et al ™. Jika sel yang hidup
lebih dari 90% dapat diklasifikasikan sebagai
non — sitotoksik. Jika sel yang hidup diantara
60% hingga 90% dapat diklasifikasikan sebagai
sedikit sitotoksik. Jika sel yang hidup diantara
30% hingga 59% dapat diklasifikasikan sebagai
cukup sitotoksik. Jika sel yang hidup kurang
dari 30% dapat diklasifikasikan sebagai sangat
sitotoksik.

HASIL

Penelitian uji toksisitas tanin dari ekstrak
kulit mangis (Garcinia mangostana L.)
menggunakan metode MTT assay menggunakan

pembacaan melalui ELISA reader. ELISA reader
bekerja dengan cara membaca nilai absorbansi
(optical density) melalui perubahan warna yang
dihasilkan oleh aktivitas mitokondria menjadi
biru formazan. Pekatnya warna yang dihasilkan
mengakibatkan nilai absorbansi tinggi pada
ELISA reader.

Berdasarkan  optical density, dapat
diketahui persentase sel yang hidup. Semakin
tinggi angka optical density, maka semakin
banyak jumlah sel fibroblas yang hidup atau
berproliferasi. Perhitungan persentase jumlah sel
yang hidup didapat melalui rumus presentase sel
hidup. Berdasarkan hasil pengamatan dan
pembacaan nilai absorbansi uji toksisitas tanin
kulit manggis pada sel fibroblas BHK-21,
didapatkan hasil sebagai berikut :

Gambar 1. Grafik kemampuan proliferasi sel setelah
perlakuan
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Gambar 1 menunjukkan persentase
kehidupan sel fibroblas yang mendapatkan
perlakuan tanin kulit manggis dengan berbagai
konsentrasi. Konsentrasi 100% setara dengan
35,22% isolasi tanin dari ekstrak kulit manggis,
konsentrasi 50% setara dengan 17,61% hasil
isolasi tanin dari kulit manggis, demikian
seterusnya hingga 1,56%.

Berdasarkan penelitian, didapatkan nilai
kemampuan proliferasi sel dalam 7 kelompok
perlakuan. Pada gambar 5.1 terlihat bahwa pada
konsentrasi 1,5% dan 3,125% menghasilkan
tingkat kemampuan proliferasi sel yang tinggi,
yang menunjukkan bahwa pada konsentrasi
tersebut bersifat tidak toksik. Pada konsentasi
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6,25%, tanin ekstrak kulit manggis mulai
menunjukkan aktivitas toksisitas yang ditandai
dengan menurunnya kemampuan proliferasi sel.
Pada konsentrasi 12,5% , 25%, 50%, dan 100%
menunjukkan hasil yang false positive.

Pada analisa data, sebelum dilakukan
analysis comparison test setiap kelompok
terlebih  dahulu dilakukan uji  normalitas
menggunakan uji Kolmogrov — Smirnov. Hasil
uji normalitas tersebut menunjukkan bahwa
semua kelompok memiliki nilai p lebih besar
dari o 5% (p>0.05) mengindikasikan bahwa data
tersebut  berdistribusi  normal.  Selanjutnya
dilakukan uji One — Way ANOVA untuk
mengetahui  homogenitas dan  signifikansi
seluruh kelompok, namun dalam uji Levene,
diketahui nilai p sebesar 0,012 yang
mengindikasikan bahwa data tidak homogen
sehingga digunakan uji non -  parametric
menggunakan uji Kruskal Wallis. Hasil uji
Kruskal Wallis menunjukkan p sebesar 0,000,
mengindikasikan bahwa terdapat perbedaan
jumlah sel fibroblast BHK — 21 pada setiap
kelompok.

Tabel 1. Hasil uji Mann — Whitney pada setiap
kelompok perlakuan

%) 15 3,125 6,25 12,5 25 50 100
15

3,125 0,917

6,25 0,009 0,009*

125  0,009* 0,009* 0,009*

25 0,008* 0,008* 0,008* 0,245

50 0,016* 0,016* 0,009* 0,009* 0,008*

100 0,009* 0,009* 0,009* 0,009* 0,008* 0,016*

Note : * = Significant difference

Untuk mengetahui perbedaan dari setiap
kelompok, digunakan uji Mann Whitney (Tabel
5.2). Pada hampir setiap kelompok terdapat
perbedaan signifikan (p<0,005) kemampuan
proliferasi sel fibroblast BHK — 21.

PEMBAHASAN

Pengamatan uji toksistas ini merupakan
indikator ~ untuk  mengetahui pengaruh
konsentrasi dan paparan terhadap suatu
substansi. Hasil penelitian pada konsentrasi
6,25% menunjukan  toksisitas  dengan

kemampuan proliferasi sel hanya sebesar 68,
06%. Hal ini termasuk klasifikasi sedikit toksik
. Konsentrasi tersebut menunjukkan bahwa
banyaknya sel yang mati, yaitu sebesar 31,94%
setelah perlakuan, dengan demikian konsentrasi
yang aman dan tidak toksik sebagai medikamen
kedokteran gigi adalah kurang dari 6,25%. Pada
konsentrasi 12,5%, 25%, 50% dan 100% tanin
diketahui menunjukan kemampuan proliferasi
yang lebih tinggi dibandingkan dengan
konsentrasi 6,25%. Kondisi ini menunjukkan
adanya keadaan yang tidak umum terjadi. Pada
umumnya semakin tinggi konsentrasi maka
tingkat proliferasi sel menjadi semakin rendah
yang dipaparkan dalam penelitian sebelumnya
yaitu efek sitotoksik flavin dan EGCG pada sel
RL-34 yang menyatakan bahwa seluruh
polifenol akan menghasilkan sitotoksisitas pada
konsentrasi tinggi 2. Hal ini kemungkinan
disebabkan oleh ekstrak tanin kulit manggis
memiliki warna yang juga terhitung pada saat
pembacaan. Semakin tinggi konsentrasi, maka
warna yang terdapat dalam ekstrak manggis
semakin memberikan pengaruh,  yang
ditunjukkan dengan semakin tingginya nilai
absorbansi pada konsentrasi 12,5%, 25%, 50%,
100% tanin dibandingkan dengan konsentrasi
6,25% tanin. Hal ini dapat mengakibatkan false
positive. False positive merupakan hasil tes yang
tidak benar karena tes gagal untuk mengenali
kondisi atau temuan yang ada, dalam hal ini
dikaitkan dengan suatu penyimpangan yang
terjadi dimana sel dinyatakan hidup atau
terjadi proliferasi sel padahal tidak sama
sekali.

Tanin  dapat  memberikan  hasil
falsepositive dalam berbagai tes biologis karena
tanin cenderung untuk membentuk kompleks
nonselektif dengan protein (termasuk enzim,
reseptor, dan protein struktural) melalui ikatan
hidrogen multipoint. Air dan bahan organik yang
mengandung tanin dapat menghambat enzim,
seperti topoisomerase 1 dan 2 (T-1 dan T-2),
viral reverse transcriptase, dan enzim lainnya,
yang mengarah ke hasil menjadi false positive. .
Tanin, sebagai zat pewarna akan menimbulkan
warna cokelat atau kecokelatan .

Senyawa fenol memiliki aktivitas redoks
potensial, termasuk reaktivitas dengan nitroblue
tetrazolium *°, sehingga dalam penelitian ini
pada konsentrasi tinggi tidak dapat memberikan
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hasil yang akurat dengan menggunakan MTT
assay. Alternatif yang mungkin dapat digunakan
adalah dengan luciferase assay. Luciferin /
luciferase assay dapat mengukur jumlah ATP
yang ditemukan dalam sel-sel hidup.

Tanin merupakan bahan aktif yang
terdiri dari dua jenis yaitu tanin terkondensasi
dan tanin terhidrolisis. Kedua jenis tanin ini
terdapat dalam tumbuhan, tetapi yang paling
dominan terdapat dalam tanaman adalah tannin
terkondensasi.  Tanin  menghambat  lipid
peroxidation yang diinduksi oleh adenine 5’-
diphosphate (ADP) dan asam ascorbic. Tanin
juga menghambat lipid peroxidation yang
diinduksi oleh ADP dan NADPH keduanya pada
mitokondria °. Tanin dapat menstimulasi
Transforming growth factor p (TGF-p) *
melalui aktivitas antioksidan yang mampu
memblokir inisiasi dari susunan radikal bebas
sehingga TGF-B  menstimulasi  proliferasi
fibroblas. TGF-f juga dapat melindungi jaringan
sehat dan menstimulasi produksi kolagen *.
Selain itu, efek antioksidan dari senyawa tanin
adalah sebagai chelator transisi ion logam untuk
mencegah terjadinya oksidatif DNA dengan cara
menetralkan kelebihan ion logam, menekan
pembentukan radikal hidroksil dan menstabilkan
aktivitas prooxidative '® . Salah satu turunan dari
tanin adalah proanthocyanidins (condensed
tannin) memiliki afinitas yang kuat dengan
enzim proteolitik seperti elastase, xanthine
oxydase, f glucuronidase, collagenase, dan
hyaluronidase, yang terlibat dalam
penghancuran komponen matriks. Hal ini
menunjukkan bahwa proanthocyanidins
berinteraksi dengan membran dinding sel
melalui ikatan energi yang lemah dari ikatan
jenis hidrogen dan interaksi hidrofobik. Dalam
hal tersebut, proanthocyanidins menetralisir
enzim yang menghentikan degradrasi matriks
ekstraseluler dengan menetralisir kelebihan
MMPs (Matirx Metallo Protease). Adanya
MMP -2, -3, -9 dapat merusak matriks sel
sehingga dapat menghambat perkembangan sel.
Penetralan MMPs  membantu menciptakan
lingkungan  yang  menguntungkan  bagi
pertumbuhan sel fibroblast . Hal ini sesuai
dengan hasil penelitian yang menunjukkan
aktivitas proliferasi sel BHK — 21.

Penurunan proliferasi sel menunjukkan
adanya kematian sel, hal tersebut karena

aktivitas tanin yang bersifat astringent sehingga
dapat menyebabkan membran mukosa mengikat
lebih kuat dan menjadi kurang permeabel. Tanin
bila diberikan pada dosis yang tinggi akan
menyebabkan iritasi pada membran mukosa
tersebut °. Tanin mempunyai afinitas tinggi
terhadap protein pada mukosa dan sel epitel
mukosa. Hal tersebut disebabkan Tanin
merupakan senyawa golongan fenolik, memiliki
molekul yang dapat membentuk kompleks
dengan protein sehingga mampu menginaktivasi
enzim dan protein yang mengakibatkan
gangguan pada sitoplasma *’.

Dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa tanin dari ektrak kulit manggis
menunjukkan  sifat sedikit toksik pada
konsentrasi 6,25% dan tidak toksik pada
konsentrasi kurang dari 6,25% yang setara
dengan 2,20% isolasi tanin dari ekstrak kulit
manggis.
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