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ABSTRACT

Inflammation is a local protection responses which develop from injury or
tissue damage, that responses will not occur by inhibition of COX-2. Generally,
medication of inflammation use synthetic drugs but the cost are relatively
expensive and has more side effect. Development of medical research, salam
leaves can be used as traditional medicine. One of the most chemical contains in
it, is flavonoid which is can be used as antiinflammatory. The aim of this research
are to find out binding score of chemical marker in salam leaves or Syzygium
polyanthum wight (quercitrin) as antiinflammatory through in silico and in vivo to
find out conformity between in silico and in vivo in paw Rats induced carragenan.

This research used experimental laboratories method (in vivo) with in
silico method. In silico method used quercitrin ligand from salam leaves
(Syzygium polyanthum wight), S58 as native ligand 6COX and ligand of natrium
diclofenac as compared ligan through molecular docking Autodock Vina.In vivo
method used Wistar male rats. 15 Rats, divided by 5 groups. Group I: without
experiment. Group Il: Natrium diclofenac as compared compound. Group 111, 1V,
V: extract Syzygium polyanthum wight leaves with different doses 33,3; 100 and
300 mg/KgBB. Data analysis used One-Way ANOVA and LSD test.

The result from this research are in silico method showed quercitrin is
most stable ligand to 6COX than native ligand and compared ligand with binding
score -8,6 kkl/mol. In vivo method showed that extract salam leaves 300
mg/KgBB ohad antiinflamatory strengh is 26,05% whereas antiinflamatory
strengh of positive control is 36,82% with the result that it can be conclude that
antiinflammatory strengh from activity quercitrin has potential to be
antiinflammatory agent in male wistar rats induced carragenan.

Keywords: Antiiflammatory, In Silico, In Vivo, Quercitrin, Syzygium polyanthum
wight
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INTISARI

Radang atau inflamasi adalah respon perlindungan setempat yang
ditimbulkan oleh cedera atau kerusakan pada jaringan,penghambatan terhadap
COX-2 menyebabkan reaksi tersebut tidak terjadi. Pengobatan inflamasi yang
umumnya menggunakan obat sintetik memiliki kekurangan yaitu harga yang
relatif mahal dan efek samping yang cukup banyak. Dalam perkembangannya di
bidang medis daun salam dapat dimanfaatkan sebagai ramuan obat tradisional,
Kandungan kimia daun salam diantaranya yaitu flavonoid yang dapat digunakan
sebagai antiinflamasi. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui skor penambatan
senyawa penanda yang ada dalam daun salam (Syzygium polyanthum wight) yaitu
kuersitrin sebagai antiinflamasi melalui uji in silico serta uji in vivo untuk
mengetahui kesesuaian antara hasil uji in silico dengan hasil uji in vivo pada tikus
terinduksi karagenan.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratories secara in
silico disertai pengujian secara in vivo. Metode in silico pada penelitian ini
menggunakan ligan uji kuersitrin dari daun salam (syzygium polyanthum wight),
S58 native ligand 6COX serta ligan pembanding natrium diklofenak
menggunakan metode molecular docking Autodock Vina, sedangkan metode in
vivo menggunakan tikus jantan galur wistar sebagai hewan uji. Sebanyak 15 ekor
tikus, dibagi dalam 5 kelompok. Kelompok I: tanpa perlakuan. Kelompok II:
senyawa pembanding Natrium Diklofenak dosis4,5 mg/Kg BB. Kelompok 111, 1V,
V: ekstrak daun salam dengan dosis 33,3; 100 dan 300 mg/kgBB. Analisis data
menggunakan uji One-Way ANOVAdan LSD test.

Hasil penelitian in silico menunjukkan bahwa ligan yang paling stabil
terhadap protein 6COX adalah kuersitrin dari Syzygium polyanthum wight dengan
nilai energi ikatan yaitu -8.6 kkl/mol. Secara in vivo hasil dari pemberian ekstrak
daun salam dosis 300mg/KgBB memiliki persen daya antiinflamasi yaitu sebesar
26,05% sedangkan persen daya antiinflamasi kelompok kontrol positif memiliki
persen daya antiinflamasi yaitu sebesar 36,82% sehingga dapat disimpulkan daya
antiinflamasi yang dihasilkan dari aktivitas kuersitrin sebagai penanda dalam
Syzygium polyanthum wight berpotensi sebagai agen antiinflamasi pada tikus
jantan galur wistar.

Kata Kunci: Antiinflamasi, In Silico, In Vivo, Kuersitrin, Syzygium polyanthum
wight
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PENDAHULUAN

Radang atau inflamasi adalah
respon perlindungan setempat yang
ditimbulkan  oleh  cedera atau
kerusakan pada jaringan yang
berfungsi untuk mengurangi,
menghancurkan atau melokalisasi
agen pencedera maupun jaringan
yang tercedera (Dorland, 2002).

Indonesia dikenal sebagai pusat
keanekaragaman hayati yang terbesar
di dunia. Sampurno (2007) dalam
Drianti (2012) menyatakan bahwa
terdapat  sekitar  70.000  jenis
tumbuhan dan 7.000 diantaranya
memiliki  potensi sebagai obat.
Jumlah ~ tanaman  obat yang
dimanfaatkan oleh masyarakat yaitu
sekitar 1.000 sampai 1.200 jenis dan
yang rutin digunakan oleh industri
obat tradisional baru sekitar 300 jenis
salah satunya daun salam (Syzygium
polyanthum wight).

Dalam perkembangannya di
bidang medis daun salam dapat
dimanfaatkan sebagai ramuan obat
tradisional. Kandungan kimia daun
salam diantaranya yaitu flavonoid,
dari berbagai jurnal diketahui bahwa
flavonoid dapat digunakan sebagai
antiinflamasi (Agustina et al, 2015).

Flavonoid diketahui memiliki
beberapa golongan derivat
diantaranya yaitu golongan flavonol,
flavon, flavanon, flavanol, katekin,
isoflavon dan antocyanin. Kuersetin
merupakan contoh dari flavonoid
golongan flavonol. Tipe Kuersetin
yang ditemukan di dalam tanaman
contohnya vyaitu seperti rutin dan
thuljin.  Rutin  diketahui disebut
sebagai quersetin-3-rutinoside serta
thuljin diketahui disebut sebagai
kuersitrin (Lakhanpal & Rai, 2007).

Dalam  Farmakope  Herbal
Indonesia disebutkan bahwa daun
salam atau Syzygium Polyanthum
Wight mengandung flavonoid 0,40%

dengan senyawa penanda adalah
kuersitrin.

METODE PENELITIAN
Alat.

Personal Computer (PC/Laptop)
Toshiba  Satellite C-40 B,
Plethysmometer 37140 UGO
BASILE, timbangan tikus (Lion
Star), spuit injeksi untuk insulin 1,0
ml (Terumo), spuit oral ukuran 18
gauge (Terumo), Bejana stainless
steel, penangas air (waterbath
Memmert), vaccum rotary
evaporator (IKA® RV 10 basic),
alat-alat gelas (lwaki Pyrex®),
timbangan analitik (Mettler Toledo
AL-204), cawan porselen.

Bahan

Protein 6COX dalam bentuk file
yang diunduh dari situs resmi protein
data bank (www.rcsh.org), senyawa
penanda daun salam (Syzygium
polyanthum wight) dan senyawa
natrium diklofenak dalam bentuk file
sebagai pembanding, Tikus putih
jantan galur Wistar dengan berat
badan 150 - 200 gram, karagenan
kappa (Lansida), larutan saline
(NaCl 0,9%), CMC Na (Lansida),
ekstrak etanol daun salam (Syzygium
polyanthum wight) serta Natrium
Diklofenak (Voltaren), Etanol 70%
(Brataco), simplisia serbuk daun
salam (Herbal Anugrah Alam).

Metode In Silico

Senyawa penanda dibuat dalam
bentuk berkas dengan menggambar
ligan secara manual menggunakan
aplikasi ChemDraw 2010 kemudian
disimpan dengan format file .cdx.
Sebelum dilakukan uji penambatan
molekul,  protein  dan  ligan
pembanding terlebih dahulu diunduh
dalam berkas .pdb pada situs
www.rcsb.org untuk protein dan
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situs www.drugbank.ca untuk ligan
pembanding. Pada penelitian ini
protein yang diunduh adalah protein
COX-2 (6COX) vyang dimana
penghambatan protein ini
mengakibatkan  tidak  timbulnya
reaksi inflamasi.

Setelah berkas protein sudah
terunduh, dilakukan penggambaran
senyawa ligan yang akan diuji
dengan  menggunakan  aplikasi
ChemDraw yang kemudian disimpan
dalam bentuk berkas .cdx. Dalam
penelitian ini ligan yang digunakan
untuk pembanding adalah ligan dari
senyawa natrium diklofenak. Ligan
diunduh pada situs resmi yaitu
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
atau http://www.drugbank.ca/ dalam
bentuk konformasi 3D dengan
berkas SDF. Hasil dari unduhan
tersebut dibuka dengan
menggunakan DS Visualizer
kemudian berkas tersebut diubah
dalam bentuk format file .pdb.

Preparasi protein uji
menggunakan  aplikasi  Accelrys
Discovery  Studio 4.1 (DS
Visualizer), tahapan ini bertujuan
untuk mendapatkan ligan yang akan
digunakan untuk tempat uji senyawa
yang lain pada saat dilakukan proses
penambatan ~ molekul (molecular
docking). Setelah berkas ligan asli,
ligan dan protein target sudah
disiapkan, berkas tersebut
dikumpulkan ke dalam satu folder.
Aplikasi Autodock vina dijalankan
pada windows melalui terminal
dengan mengetik ‘“cd ../../vina”
kemudian pada terminal diketik
perintah “vina —config conf.txt —log
log.txt” dan ditekan ‘“enter” pada
keyboard.

Maserasi Simplisia Daun Salam
(Syzygium polyanthum wight)

Ekstraksi dengan metode maserasi
dilakukan  untuk  mendapatkan
ekstrak dari daun salam (Syzygium
polyanthum wight). Simplisia serbuk
ditambahkan etanol 70% dengan
perbandingan 1:10 (Atsani & Sri,
2015). Maserasi pertama dengan
perbandingan 1:7,5 bagian.
Sebanyak 500 gram  serbuk
ditambahkan etanol 3,75 L etanol
70%. Dilakukan pengadukan setiap
hari selama 5 hari, campuran
disaring menggunakan kain flanel
sehingga diperoleh filtrat yang jernih
(maserat), ampas penyarian
diremaserasi dengan menggunakan
etanol 1:25 atau etanol sisa
sebanyak 1,25 L selama 2 hari
dengan tetap melakukan pengadukan
setiap hari, setelah itu campuran
tersebut disaring kembali. Ekstrak
dikentalkan dengan menguapkan
ekstrak cair dengan waterbath 50°C
agar kandungan senyawa tidak rusak
(Anief, 2000).

Penetapan Dosis Bahan Uji

Berdasarkan penelitian sebelumnya,
dosis ekstrak etanol daun salam yang
digunakan yaitu 100 mg/kgbb, dosis
ini sudah cukup  menurunkan
inflamasi pada tikus sebesar 20-30%
(Sugarlini et al, 2001).

Metode In Vivo

Tikus dikondisikan terlebih dahulu
dengan lingkungan baru, kurang
lebih 7 hari dalam kandang
Laboratorium Hewan Uji Fakultas
Kedokteran dan Ilmu Kesehatan
UMY. Selama masa pengkondisian,
dilakukan pemberian makanan dan
dilakukan penimbangan berat badan
rutin.

Pada awalnya hewan uji dipuasakan
selama 6-8 jam. Pengosongan
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lambung bermanfaat terhadap proses
absorbsi, adanya makanan dalam
gastrik dapat mengganggu proses
absorbsi sehingga dapat membuat
terjadinya manipulasi obat.
Perlakuan yang diberikan kepada
masing- masing kelompok yaitu:
1. Kontrol Negatif CMC Na
0,5% (Plasebo)
2. Kontrol Positif Natrium
Diklofenak 4,5 mg/KgBB
3. Ekstrak Etanol Daun Salam
33,3 mg/KgBB
4. Ekstrak Etanol Daun Salam
100 mg/KgBB
5. Ekstrak Etanol Daun Salam
300 mg/KgBB
Masing- masing tikus diberikan
bahan uji dengan dosis yang sudah
dihitung sesuai dengan berat badan
tikus. Setelah 10-15 menit kemudian
masing-masing tikus diberi induksi
edema  menggunakan  suspensi
karagenin 1% sebanyak 0,1 ml yang
diinjeksikan secara sublantar pada
telapak kaki tikus. Volume kaki tikus
diukur tiap interval 30 menit selama
6 jam.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sebelum dilakukan proses
seleksi ligan pada penelitian ini,
terlebih dahulu dilakukan validasi
dengan cara menambatkan ulang
ligan asli (S58) pada reseptor asal
(6COX). 6COX.pdb  merupakan
kompleks kode protein antara native
ligand/ ligan asli dan enzim COX-2.
Parameter yang digunakan yaitu
RMSD  (Root Mean  Square
Deviation), metode docking
dikatakan valid jika memiliki nilai
RMSD < 2A (Ruswanto,2015).

Semakin kecil nilai RMSD
menunjukkan bahwa posisi ligan
yang diperkirakan semakin baik
karena semakin mendekati
konformasi asal (Dany et al., 2013).
Hasil validasi antara ligan asli yaitu
S58 (1-phenylsulfonamide-3
trifluoromethyl-5
parabromophenylpyrazole) dengan
protein 6COX pada konformasi ke-9
didapatkan nilai RMSD sebesar
1.161 A dengan energi sebanyak -7.3
kcal/mol yang menandakan bahwa
secara teori, ligan dan protein yang
divalidasi dapat dikatakan valid.

H-Bonds

Donor

Acceptor

214

Gambar 1. Posisi Kuersitrin ketika terikat pada protein 6COX
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Tabel 1. Energi Interaksi Ikatan Ligan - Protein

. Energi RMSD . .
Ligan (kkl/mol) A) Residu Protein
Ligan Asli S58 -7.3 1.161 Argél, Thr62, Argd44, Asn43,
Lys468,Lys79
Ligan -7.6 1.995 His388, His214
Pembanding
Kuersitrin -8.6 1.252 His214, His207, Val447, His386,
His388, Trp387, Tyr385
Hasil dari proses docking dapat diprediksi kuersitrin memiliki
yaitu prediksi aktivitas interaksi aktivitas lebih potensial sebagai
ligan dengan reseptornya berupa inhibitor enzim siklooksigenase-2
nilai energi ikatan antara ligan- dibandingkan  dengan natrium
reseptor. diketahui hasil dari uji in diklofenak sebagai antiinflamasi
silico aktivitas senyawa penanda secara in silico.
daun salam yaitu kuersitrin dengan Pengujian in vivo pada
senyawa pembanding dan native penelitian  ini  bertujuan  untuk

ligand  (S58) protein  6COX
memprediksikan bahwa ligan yang
lebih stabil terhadap protein 6COX
adalah kuersitrin dari daun salam
dengan nilai energi ikatan yaitu -8,6
kkl/mol. Posisi kuersitrin  ketika
berikatan dengan protein 6COX
dapat dilihat pada gambar 1.
Dibandingkan dengan ligan
asli (native ligand), energi ikatan
natrium diklofenak dan kuersitrin
masih lebih rendah (tabel 1) hal
tersebut dapat memprediksikan
bahwa kompleks antara protein
dengan  kuersitrin  dan  natrium
diklofenak  merupakan kompleks
yang lebih stabil sehingga kuersitrin
sebagai senyawa identitas dalam
daun salam diprediksi memiliki
potensi aktivitas yang mirip dengan
senyawa pembandingnya  yaitu
natrium diklofenak namun jika
dilihat dari jumlah nilai energi ikatan
dari kuersitrin yang lebih kecil
dibandingkan natrium diklofenak

mengetahui apakah hasil dari uji in
silico dapat dibuktikan secara nyata
dengan  melakukan  pengukuran
volume udem terhadap kaki tikus
yang diberi  karagenan secara
sublantar sebagai agen induksi iritan.

Setelah  didapatkan  data
volume udem dan dihitung nilai
AUC masing-masing perlakuan,
maka dilakukan uji (One Way)
ANOVA untuk rerata AUC dengan
tingkat kepercayaan (P<0,05) pada
menit ke 30 hingga menit ke 360
memiliki hasil berbeda pada tiap
kelompok perlakuan vyaitu Sig
(0,029<0,05). Dijelaskan pada uji
LSD untuk nilai  AUC pada
kelompok kontrol negatif dan kontrol
positif memiliki perbedaan yang
signifikan (0,003<0,05) sedangkan
untuk kelompok kontrol positif
dengan perlakuan pemberian ekstrak
daun salam (Syzygium polyanthum)
kelompok perlakuan dosis 33,3
mg/KgBB dan dosis 100 mg/KgBB
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memiliki perbedaan yang signifikan
(p<0,05) namun untuk perlakuan
ekstrak daun salam dosis 300
mg/KgBB tidak berbeda signifikan
(0,372>0,05). Sehingga  dapat
diketahui pada pemberian ekstrak
daun salam dosis 300 mg/KgBB
memiliki AUC yang tidak berbeda
atau mirip dengan kontrol positifnya
yaitu pemberian natrium diklofenak
50 mg.

Dari hasil uji tersebut dapat
diketahui bahwa penambahan dosis
ekstrak daun salam memiliki efek
yang berbeda, untuk pemberian dosis
ekstrak daun salam sebanyak 300
mg/kgBB memiliki efek yang tidak
berbeda signifikan dengan kontrol
positifnya sehingga ekstrak daun
salam 300 mg/KgBB dianggap
cukup untuk menurunkan radang
akut yang diinduksi oleh karagenan
pada tikus jantan galur wistar.

Nilai AUC (Area Under
Curve) dapat digunakan untuk
mengetahui informasi potensi
aktivitas kuersitrin dalam daun salam
untuk menurunkan edema. Apabila
AUC semakin besar maka efek
penurunan volume edema menjadi
semakin kecil begitu juga sebaliknya
yaitu apabila AUC semakin Kkecil
maka efek penurunan volume edema
menjadi  semakin besar (Wenny,
2008).

Diketahui bahwa pada tabel 2
AUC pemberian ekstrak daun salam
dosis 300 mg/Kg BB secara statistik
melalui uji LSD tidak berbeda
signifikan dari perlakuan kontrol
positif sehingga dapat diketahui
bahwa penurunan volume edema
pada pemberian ekstrak daun salam
dapat dikatakan setara dengan
pemberian perlakuan kontrol positif
yaitu natrium diklofenak 50 mg.

Tabel 2. Harga AUC dan Persen Daya
Antiinflamasi tiap Perlakuan

Kelomnok Harga AUC % Daya
P (mifjam) (x + SE)  Antiinflamasi
Kontrol Negatif 19,65 + 1,49 0%
Kontrol Positif 12,41 +1,10 37%
Ekstrak Daun Salam
0,
33,3 mg/KgBB 17,50 +1,29 10,9%
Ekstrak Daun Salam
+ 0,
100 mg/KgBB 17,49 + 1,60 11,0%
Ekstrak Daun Salam
+ 0,
300 mg/KgBB 14,53 +1.55 26%
KESIMPULAN

1. Dari hasil uji in silico dapat
diprediksi bahwa daun salam
(Syzygium  polyanthum  wight)
dengan senyawa identitas
kuersitrin -~ memiliki  aktivitas
interaksi ikatan yang lebih stabil
sebagai inhibitor siklooksigenase-
2 dengan nilai energi ikatan -8,6
kkl/mol.

2. Hasil dari uji in vivo memiliki

kesesuaian dengan hasil uji in
silico yaitu ekstrak daun salam
dosis 300 mg/KgBB memiliki
daya antiinflamasi yang tidak
berbeda signifikan dengan
natrium diklofenak dosis 50 mg,
yang berarti bahwa aktivitas
kuersitrin ~ sebagai  senyawa
penanda di dalam ekstrak daun
salam memiliki potensi sebagai
antiinflamasi pada tikus jantan
galur Wistar.

SARAN

Perlu dilakukan uji in vitro
terhadap senyawa Kkuersitrin yang
ada di dalam daun salam (Syzygium
polyanthum wight) untuk mengetahui
lebih dalam potensial antiinflamasi
dari senyawa tersebut.
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