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Abstract. Inflammation occurs naturally in the body as a response to foreign
molecules. The inflammatory process occurs due to the release of inflammatory
mediators catalyzed by enzymes, one of which is the COX-2 enzyme. Although it is
a response from the body, if left unchecked, inflammation can cause unwanted
effects. The use of steroids and non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
which often cause side effects is the reason for using natural ingredients as an
alternative treatment. Soursop leaves (Anonna muricata L.) have been used
empirically as medicinal plants because of their properties, one of which is as an anti-
inflammatory with a mechanism of action that inhibits the COX-2 enzyme.
Acetogenin is an active compound contained in soursop leaves with various
compound derivatives. The purpose of this study is to determine the activity of 9
acetogenin derivative compounds to inhibit COX-2 enzyme using molecular docking
method in silico. The in silico assay is a computational assay that interacts the test
compound with the target receptor with the results in the form of bond free energy
values (AG) and inhibition constants (Ki). The results showed that the compound
annomuricin C has the closest binding free energy value to the natural ligand of -5.71
kcal/mol with an inhibition constant of 64.92 uM.

Keywords: Soursop leaves (Anonna muricata L.), anti-inflammatory, acetogenin-
derived compounds, in silico.

Abstrak. Inflamasi terjadi secara alami dalam tubuh sebagai respon terhadap molekul
asing. Proses inflamasi terjadi karena adanya pelepasan mediator inflamasi yang
dikatalisasi oleh enzim salah satunya adalah enzim COX-2. Meskipun merupakan
respon dari tubuh, jika dibiarkan inflamasi dapat menimbulkan efek yang tidak
diinginkan. Penggunaan obat antiinflasmasi steroid dan non-steroid (AINS) yang
seringkali menimbulkan efek samping menjadi alasan penggunaan bahan alam
sebagai alternatif pengobatan. Daun sirsak (Anonna muricata L.) telah digunakan
secara empiris sebagai tanaman obat karena khasiatnya yang dihasilkan, salah satu
diantaranya adalah sebagai antiinflamasi dengan mekanisme kerja menghambat
enzim COX-2. Asetogenin merupakan senyawa aktif yang terkandung pada daun
sirsak dengan berbagai turunan senyawa. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui aktivitas terhadap 9 senyawa turunan asetogenin untuk menghambat
enzim COX-2 dengan menggunakan metode molecular docking secara in silico. Uji
in silico merupakan pengujian secara komputasi yaitu menginteraksikan senyawa uji
dengan reseptor target dengan hasil berupa nilai energi bebas ikatan (AG) dan
konstanta inhibisi (Ki). Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa annomuricin
C memiiki nilai energi bebas ikatan yang paling besar yaitu sebesar -5,71 kcal/mol
dengan konstanta inhibisi sebesar 64,92 uM.

Kata Kunci: Daun sirsak (Anonna muricata L.), antiinflamasi, senyawa turunan
asetogenin, in silico
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A Pendahuluan

Inflamasi merupakan respon tubuh pertama untuk melemahkan atau merusak
molekul asing di dalam tubuh seperti bakteri, virus, senyawa patogen, bahan kimia, atau
trauma fisik (1). Proses inflamasi diawali dengan sel tubuh mengalami kerusakan
kemudian tubuh akan melepaskan zat kimia berupa mediator-mediator seperti
prostaglandin, bradikinin, histamin, sitokin, dan oksidan biologis (2,3).

Salah satu enzim yang aktif sebagai pengkatalis mediator nyeri adalah enzim
siklooksigenase (COX). COX-1 merupakan enzim yang berperan dalam proses
pembentukan prostaglandin untuk menjaga saluran cerna, trombosit dan ginjal,
sedangkan COX-2 merupakan enzim yang bekerja untuk pembentukan prostaglandin
pada sel yang bekerja selama proses inflamasi (4).

Meskipun inflamasi merupakan proses yang terjadi secara alamiah dalam tubuh,
namun jika dibiarkan dan terjadi secara berlebihan dapat menimbulkan efek yang
kurang baik terhadap tubuh sehingga perlu dilakukan pengobatan dengan cara
mengurangi terjadinya inflamasi (5). Salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk
mengurangi terjadinya inflamasi dalam tubuh adalah dengan menghambat COX-2,
sehingga pembentukan prostaglandin sebagai mediator inflamasi berkurang atau bahkan
tidak terjadi (6).

Obat yang umum digunakan sebagai pengobatan antiinflamasi diklasifikasikan
atas 2 kategori, yaitu antiinflamasi steroid dan antiinflamasi nonsteroid. Akan tetapi,
kedua golongan obat tersebut dapat menimbulkan bebagai efek samping yaitu tukak
peptik, penurunan imunitas terhadap infeksi, serta osteoporosis pada golongan
antiinflamasi steroid dan mengakibatkan gangguan ginjal, anemia, serta tukak lambung
pada golongan antiinflamasi nonsteroid. Hal tersebut menjadi salah satu alasan
penggunaan bahan alam sebagai alternatif pengobatan (7).

Penggunaaan bahan alam dalam pengobatan saat ini menjadi salah satu
fenomena yang terjadi akibat dari peningkatan kebutuhan masyarakat untuk mengobati
penyakit dengan bahan alam. Selain mudah untuk didapatkan, obat yang berasal dari
bahan alam memiliki harga yang terjangkau serta mudah untuk dikonsumsi (8).

Salah satu tanaman yang sering dimanfaatkan untuk obat adalah daun sirsak yang
secara empiris telah digunakan sebagai obat karena berbagai efek terapi salah satu
diantaranya adalah sebagai antiinflamasi (9). Hasil penelitian Soekaryo et al., (2016)
menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan air daun sirsak menunjukan aktivitas inhibisi
enzim COX-2 dengan kekuatan hambat sebesar 115,93 ppm untuk ekstrak etanol dan
312,82 ppm untuk ekstrak air. Senyawa aktif pada daun sirsak yang diketahui berperan
dalam inhibisi enzim COX-2 adalah senyawa turunan asetogenin yang diduga adalah
senyawa gigantetrocin A (10). Akan tetapi, terdapat berbagai turunan senyawa
asetogenin lainnya yang terkandung pada daun sirsak seperti annocatalin, annohexocin,
corossolin, annomuricin A, annomuricin C, annomuricin E, muricatetrocin A, dan
solamin (11).

Berdasarkan uraian di atas maka dapat ditarik suatu rumusan masalah yaitu untuk
membuktikan apakah seluruh senyawa turunan asetogenin pada daun sirsak (Annona
muricata L.) dapat memiliki aktivitas antiinflamasi sebagai penghambat enzim COX-2.
Maka dari itu, penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas antiinflamasi daun sirsak
secara in silico dengan mempelajari interaksi 9 senyawa turunan asetogenin terhadap
reseptor COX-2.

B. Metodologi Penelitian
Penelitian ini dilakukan secara in silico menggunakan metode molecular docking
terhadap senyawa turunan asetogenin meliputi senyawa annocatalin, annohexocin,
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annomuricin A, annomuricin C, annomuricin E, corossoline, gigantetrocin A,
muricatetrocin A, dan solamin dengan reseptor COX-2. Senyawa yang diuji dilakukan
pengunduhan melalui laman PubChem dalam bentuk 2D kemudian dipreparasi menjadi
bentuk 3D menggunakan software Chem3D. Kemudian senyawa turunan asetogenin
dilakukan Optimasi Geometri GaussView 5.0.8 dan Gaussian 09 metode DFT basis set
3-21G.

Reseptor COX-2 dilakukan penggunduhan melalui laman Protein Data Bank
dengan kode PDB 5KIR. Kemudian dilakukan preparasi meliputi pemisahan dengan
molekul air, ligan alami (rofecoxib), dan pengkompleks lain, dan selanjutnya dilakukan
penambahan atom hidrogen.

Metode uji untuk docking reseptor dilakukan validasi menggunakan Autodock
Tools dengan melakukan redocking antara ligan alami dan reseptor uji. Selanjutnya
dilakukan docking antara senyawa uji turunan asetogenin terhdapa reseptor uji
menggunakan Autodock Tools. Hasil docking dapat diinterpretasikan menggunakan
Biovia discovery Studio Visualizer 2021.

Seluruh senyawa uji turunan asetogenin kemudian dilakukan prediksi toksisitas
dengan menggunakan laman Protox-11 untuk melihat keamanan dan kelas toksik.

C. Hasil Penelitian dan Pembahasan

Data Aktivitas Bologi

Parameter pertama yang ditentukan adalah nilai prediksi aktivitas biologi dari
senyawa dengan hasil berupa nilai Probability to be active (Pa) dan nilai Probability to
inactive (Pi). Senyawa dikatakan memenuhi syarat jika nilai Pa lebih besar dibanding
dengan nilai Pi (Pa>Pi) yang memiliki arti bahwa senyawa dianggap memiliki
kemungkinan untuk aktif menghasilkan aktivitas biologi. Berikut merupakan data
aktivitas biologi senyawa turunan asetogenin sebagai antiinflamasi pada tabel 1.

Tabel 1. Data aktifitas biologi senyawa turunan asetogenin

Nama Senyawa Pa Pi Aktivitas
Annocatalin 0,298 0,072 Antiinflammatory,intestinal
Annohexocin 0,338 0,046 Antiinflammatory,intestinal

Annomuricin A 0,358 0,037 Antiinflammatory,intestinal

Annomuricin C 0,358 0,037 Antiinflammatory,intestinal

Annomuricin C 0,358 0,037 Antiinflammatory,intestinal

Corossolin 0,358 0,037 Antiinflammatory,intestinal
Gigantetrocin A 0,298 0,072 Antiinflammatory,intestinal
Muricatetrocin A 0,298 0,072 Antiinflammatory,intestinal

Solamin 0,328 0,052 Antiinflammatory,intestinal

Berdasarkan data yang diperoleh pada tabel diatas, secara keseluruhan senyawa
uji turunan asetogenin memiliki nilai Pa (Probability to be active) yang lebih besar
dibanding dengan nilai Pi (Probability to inactive) pada aktivitas biologi antiinflamasi,
intestinal. Hal ini menunjukan bahwa senyawa turunan asetogenin dapat dinyatakan
memiliki kemungkinan aktif sebagai kandidat obat antiinflamasi.

Data Fisikokimia

Senyawa uji turunan asetogenin kemudian ditentukan parameter fisikokimianya
yang meliputi nilai bobot molekul (BM), nilai koefisien partisi (log P), nilai refraksi molar
(CMR), jumlah hidrogen donor, jumlah hidrogen reseptor, dan kekuatan penyerapan
gastrointestinal (Gl absorption). Beberapa paremeter fisikokimia dianggap baik jika
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dapat memenuhi aturan lipinski yaitu bobot molekul dianggap baik jika nilainya tidak
lebih dari 500 Da (g/mol), nilai log P kurang dari 5, nilai refraksi molar berada pada
rentang 40-130, jumlah hidrogen donor tidak lebih dari sama dengan 5, serta jumlah
hidrogen reseptor tidak lebih dari sama dengan 10 (12).

Tabel 2 Data parameter fisikokimia senyawa turunan asetogenin

Nama Senyawa BM Log P CMR H- H- Gl
(g/mol) Donor Reseptor  Absorption

Annocatalin 596,88 7,06 168,19 4 7 Low
Annohexocin 628,88 5,00 170,97 6 9 Low
Annomuricin A 612,88 6,03 169,58 5 8 Low
Annomuricin C 612,88 6,03 169,58 5 8 Low
Annomuricin E 612,88 6,03 169,58 5 8 Low
Corossolin 580,88 8,09 166,80 3 6 Low
Gigantetrocin A 596,38 7,06 168,19 4 7 Low
Muricatetrocin A 596,88 7,06 168,19 4 7 Low
Solamin 564,88 9,12 165,41 2 5 Low

Berdasarkan tabel diatas, senyawa yang diujikan pada penelitian ini dianggap
tidak memenuhi ketiga syarat parameter tersebut diatas, akan tetapi untuk kedua
parameter lainnya, yaitu nilai hidrogen donor dan hidrogen reseptor, senyawa turunan
asetogenin diketahui memenuhi syarat. Dengan demikian, dapat dikatakan bahawa
senyawa turunan asetogenin masih memiliki kemungkinan untuk menjadi kandidat obat
antiinflamasi, meskipun kemampuannya untuk diserap oleh tubuh hanya dalam jumlah
yang kecil (13).

Preparasi Senyawa Uji

Preparasi dilakukan dengan membuka file bentuk 2D pada software Chem3D yang
kemudian akan secara otomatis berubah menjadi bentuk 3D. Selanjutnya file di simpan
dalam bentuk (.pdb) dan siap untuk dilakukan optimasi geometri.

Optimasi Geometri

Optimasi geometri dilakukan untuk menentukan konformasi yang paling stabil
dari senyawa uji. Konformasi paling stabil ditunjukkan dengan nilai energi total dan nilai
selisih HOMO-LUMO yang paling rendah, semakin rendah nilai yang dihasilkan semaka
semakin stabil suatu struktur suatu senyawa (13).

Tabel 3 Hasil optimasi geometri

Nama Senyawa Energi total HOMO-LUMO
Annocatalin -1888,38348 0,17869
Annohexocin -2033,81118 0,14392

Annomuricin A -1963,29345 0,16442

Annomuricin C -1963,28356 0,17459

Annomuricin E -1963,28133 0,17050

Corossolin -1813,70397 0,17682
Gigantetrocin A -1888,49274 0,19015
Muricatetrocin A -1888,50242 0,17201

Solamin -1738,89072 0,17892

Berdasarkan data yang diperoleh pada tabel 3, seluruh senyawa turunan
asetogenin memiiki konformasi struktur yang stabil. Hal tersebut ditunjukkan oleh
seluruh senyawa yang masing-masing memiliki nilai energi total dan nilai selisih
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HOMO-LUMO yang sangat rendah.
Preparasi Reseptor Uji

Reseptor uji dipreparasi dengan cara melakukan pemisahan reseptor dengan
berbagai molekul yang terikat yaitu ligan alami (rofecoxib) dan molekul air, serta
dilakukan penambahan atom hidrogen. Pemisahan ligan alami dan penghapusan
molekul air pada reseptor bertujuan untuk mencegah terjadinya penghambatan pada
proses docking, sedangkan penambahan molekul hidrogen bertujuan untuk membuat
suasana docking mirip dengan pH tubuh (14).
Validasi Docking

Proses validasi ditujukan untuk reseptor uji dan ligan alami (rofecoxib) yang
sudah dipisahkan. Prosedur ini dilakukan menggunakan perangkat lunak AutodockTools
yaitu melakukan docking kembali antara reseptor uji dan ligan alami yang dipisahkan
untuk melihat kesesuaian nilai RMSD atau nilai simpangan. Metode ini dianggap valid
jika nilai RMSD yang dihasilkan < 2 (15). Pada penelitian ini, nilai RMSD yang
dihasilkan <2, sehingga metode ini dipastikan valid untuk dilakukannya proses docking.
Simulasi Docking

Proses docking ini bertujuan untuk melihat energi bebas ikatan (AG) yang
diperlukan suatu senyawa untuk berikatan dengan reseptor serta untuk melihat nilai
konstanta inhibisi (Ki) suatu senyawa dalam menghambat enzim COX-2. Suatu
senyawa dikatakan kuat ikatannya dengan reseptor jika memiliki nilai energi bebas
ikatan yang rendah dan dianggap kurang kuat ikatannya jika memiliki nilai energi bebas
ikatan yang tinggi. Untuk nilai konstanta inhibisi ditunjukkan dengan semakin rendah
nilai konstanta inhibisi maka semakin besar kemampuan untuk menghambat (16).

Tabel 5 Hasil simulasi docking

Nama Senyawa Energi Bebas Ikatan Konstanta Inhibisi
(kcal/mol) (AG) (uM) (Ki)

Annocatalin -4,21 823,40
Annohexocin -2,50 14,61
Annomuricin A -3,00 6,29
Annomuricin C -5,71 64,92
Annomuricin E -2,10 28,91
Corossolin -3,73 1,85

Gigantetrocin A -5,04 201,02
Muricatetrocin A -2,39 17,84
Solamin -3,44 3,03

Berdasarkan data pada tabel 5 diatas senyawa turunan asetogenin menghasilkan
nilai energi bebas ikatan (AG) yang baik karena meghasilkan nilai yang sangat rendah
<0 dan nilai kontanta inhibisi (Ki) dengan nilai yang rendah. Hal ini menunjukkan
bahwa seluruh senyawa turunan asetogenin memiliki kemampuan sebagai antiinflamasi
annomuricin C. Hal ini ditunjukkan oleh nilai energi bebas ikatan yang paling tinggi
dan dianggap paling mendekati nilai energi bebas ligan alami.

Visualisasi Hasil

Hasil docking divisualisasikan dengan menggunakan Biovia Dscovery Studio
2021 untuk melihat jumlah residu asam amino yang terbentuk dari senyawa uji terhadap
reseptor. Berikut merupakan visualisasi hasil docking tertera pada Tabel 6.
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Tabel 6 Visualisasi hasil docking senywa turunan acetogenin

Senyawa Jumlah Jumlah Asam Amino
residu  kemiripan

Ala527; Arg513; Gly526; His90; 11e517;
Ligan Asli 11 - Leu352; Met522; Phe518; Ser530;
Val349; Val523;
Glu524; His122; Leul23; Leud72; Lys83;

Annocatalin 10 0 Lys468; Met471; Phe64; Phe470; VVal89
. Asp515; Gly354; His90; His95; His351;
Annohexocin 8 1 1e564: Ser58
Annomuricin A 9 5 Asn350; Asp515; GIn192; His90; His95;
His356; Phe580; Pro514; Ser581
Ala516; Arg513; GIn192; Gly354; His90;
Annomuricin C 13 5 His95; His356; 11e517; Leu352; Tyr94;

Tyr355; Vall16; Val523
His90; His95; His356; Lys97; Phe96;

Annomuricin E 8 1 Pro191; Pro514; Thro4
. Gly354; His95; His351; His356; Lys97;
Corossolin 8 0 Phe96: Pro514: Thro4

Asn43; Leu83; Lys79; Lys83; Lys486;

Giganetrocin A 7 0 Metd71: Pro8a
Muricatetrocin A 5 0 His351: H|S356, G|y354, Ph6580, Tyr355
. Gly354; His90; His95; His351; His356;
Solamin 7 1

Pro514; Tyr91

Berdasarkan hasi pada tabel diatas, residu asam amino terbanyak dihasilkan oleh
senyawa annomuricin C yaitu sebanyak 13 residu dengan kemiripan dengan ligan asli
sebanyak 5 ikatan. Kemudian residu asam amino terbanyak diikuti oleh senyawa
annocatalin dengan jumlah residu sebanyak 10, namun tidak terdapat kemiripan ikatan
antara senyawa dengan ligan. Adanya perbedaan pada jumlah dan kemiripan ikatan
berkaitan dengan nilai konstanta inhibisi yang dihasilkan. Semakin banyak jumlah
kemiripan ikatan maka akan menghasilkan konstanta inhibisi yang baik.
Prediksi Toksisitas Senyawa Uji

Senyawa yang ingin dikembangkan menjadi sediaan obat perlu melakukan
beberapa pengujian. Syarat suatu obat yang berasal dari bahan alam harus terbukti aman,
memiliki khasiat, dan bermutu. Maka untuk memastikan keamanan dari suatu senyawa
calon kandidat obat dapat dilakukan perdiksi toksisitas dengan menggunakan laman
Protox-11 dengan hasil berupa nilai LDso, kelas toksik, serta klasifikasi organ yang
menjadi target toksisitas senyawa nilai LDso, kelas toksik, serta klasifikasi organ yang
menjadi target toksisitas senyawa. Berikut merupakan data hasil prediksi toksisitas
senyawa turunan asetogenin tertera pada tabel 7.

Tabel 7 Data prediksi toksisitas senyawa uji

Ld50 Kelas Toksisitas
Nama Senyawa - - - - -
(mg/kg) toksik Karsinogenik  Mutagenik  Hepatotoksik

Annocatalin 400 4 Tidak aktif ~ Tidak aktif ~ Tidak aktif
Annohexocin 400 4 Tidak aktif ~ Tidak aktif ~ Tidak aktif
Annomuricin A 400 4 Tidak aktif ~ Tidak aktif ~ Tidak aktif
Annomuricin C 400 4 Tidak aktif Tidak aktif Tidak aktif
Annomuricin E 400 4 Tidak aktif Tidak aktif Tidak aktif
Corossolin 5000 5 Tidak aktif Tidak aktif Tidak aktif
Gigantetrocin A 400 4 Tidak aktif Tidak aktif Tidak aktif
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Ld50 Kelas Toksisitas
Nama Senyawa (mg/kg) toksik Karsinogenik  Mutagenik  Hepatotoksik
Muricatetrocin A 400 4 Tidak aktif Tidak aktif Tidak aktif
Solamin 5000 5 Tidak aktif Tidak aktif Tidak aktif

Berdasarkan data pada tabel 7, prediksi toksisitas yang dihasilkan, semua
senyawa turunan asetogenin dinyatakan aman karena memiliki nilai LDsg yang berada
pada rentang kelas toksik IV dan kelas toksik V [17]. Seluruh senyawa turunan
acsetogenin juga tidak menimbulkan efek toksik baik itu karsinogenik, mutagenik,
maupun hepatotoksik, sehingga seluruh senyawa uji dapat dinyatakan aman.

D. Kesimpulan

Berdasarkan penelitin ini dapat ditarik kesimpulan bahwa :

1. Senyawa turunan asetogenin pada daun sirsak memiliki aktivitas sebagai
antiinflamasi, dari hasil penelitian ini senyawa annomuricin C memiiki nilai
energi bebas ikatan yang paling besar yaitu sebesar -5,71 kcal/mol dengan
konstanta inhibisi sebesar 64,92 uM.

2. Senyawa annomuricin C menghasilkan residu asam amino dan kemiripan
terbanyak saat berikatan dengan reseptor uji, mendekati ligan alami yang
menjadikan nilai hambat lebih baik dibandingkan dengan senyawa lainnya.
Untuk senyawa annocatalin menunjukkan hasil banyaknya residu asam amino
yang terbentuk, akan tetapi tidak memiliki kemiripan ikatan dengan ikatan
antara ligan alami dan reseptor, sehingga daya hambat yang dihasilkan rendah.
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