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Abstrak

Kratom (Mytragina speciosa) merupakan salah satu tanaman endemik di asia tenggara pada
umumnya dan kalimantan pada khususnya yang terbukti memiliki aktivitas sebagai analgesik, sedatif
(antidepressan) dan, antiobesitas, antikanker payudara, antinosiseptif, induksi CYP450,
antiinflamasi, opiat, antimikroba, dan antioksidan. Akan tetapi, belum ada laporan yang menyatakan
senyawa aktif adari daun kratom yang memiliki aktivitas-aktivitas tersebut. Oleh karena itu,
penelitian ini akan mengidentifikasi senyawa aktif yang terkandung dalam daun kratom dengan
proses penapisan virtual yang bertanggung jawab pada aktivitas analgetik beserta prediksi sifat
adsorpsi, distribusi, metabolisme, ekskresi, dan toksisitas (ADMET). Proses penapisan virtual
dilakukan berdasarkan penambatan molekul, sementara prediksi sifat ADMET dilakukan dengan
bantuan web-server. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa senyawa (-)-epicatechin paling
bertanggung jawab terhadap aktivitas analgesik dari daun kratom. Profil ADMET dari senyawa ini
memprediksi bahwa senyawa ini memiliki bioavailabilitas yang baik dan bersifat tidak toksik.
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Abstract

Kratom (Mytragina speciosa) is one of the endemic plants in Southeast Asia in general and
Kalimantan in particular which is proven to have activities as an analgesic, sedative
(antidepressant), and, antiobesity, breast anticancer, antinociceptive, CYP450 induction, anti-
inflammatory, opiate, antimicrobial, and antioxidant. However, no report states the active
compounds from kratom leaves that have these activities. Therefore, this study will identify the active
compounds contained in kratom leaves with a virtual screening process responsible for analgesic
activity along with the prediction of adsorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity
(ADMET) properties. The virtual screening process was performed based on molecular tethering,
while the prediction of ADMET properties was done with the help of a web server. The results
obtained showed that the compound (-)-epicatechin was most responsible for the analgesic activity
of kratom leaves. The ADMET profile of this compound predicts that it has good bioavailability and
is non-toxic.
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PENDAHULUAN hydroxymitragynine, mitragynine,

Kratom (Mytragina speciosa) merupakan
salah satu tanaman yang diketahui memiliki
khasiat bagi kesehatan. Senyawa metabolit
sekunder yang terkandung dalam daun kratom

adalah ajmalicine, corynantheidine,
isomitraphylline, mitraphylline,
paynantheine, isocorynantheidine, 7-
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epicatechin, daucosterol, quinovic acid 3-O-3-
D-quinovopyranoside, quinovic acid 3-O-f-
D-glucopyranoside, 1-O-feruloyl-B-D-
glucopyranoside, benzyl-p- D-
glucopyranoside, 3-oxo-a-ionyl-O-p-D-
glucopyranoside, roseoside, vogeloside, dan
epivogeloside (Leon et al., 2009). Penelitian
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sebelumnya telah mengungkap sejumlah
potensi ekstrak daun kratom di antaranya
sebagai analgesik, sedatif (antidepressan) dan,
antiobesitas, antikanker payudara,
antinosiseptif, induksi CYP450, antiinflamasi,
opiat, antimikroba, antioksidan (Firmansyah
et al., 2020). Akan tetapi, belum ditemukan
hasil kajian mengenai senyawa spesifik yang
paling bertanggung jawab terhadap khasiat
daun kratom tersebut. Metode penambatan
molekul yang mengkaji interaksi antara suatu
senyawa dengan protein target umum
digunakan untuk mengidentifikasi senyawa
aktif yang berperan dalam penghambatan atau
pengobatan suatu penyakit (Kontoyianni,
2017; Santoso, 2015; Kurniawan et al., 2022;
Hadi et al., 2021).

Secara farmakologi molekuler, aktivitas
analgesik suatu senyawa diduga berkaitan
dengan kemampuan senyawa tersebut dalam
menghambat kerja protein siklooksigenase-2
(COX-2) dan kinase p38 (p38). Struktur
protein tersebut tersedia di basis data dengan
kode 5IKQ (Orlando and Malkowski, 2016)
dan 3FMK (Goldstein et al., 2011).

Selain kajian interaksi dengan protein
target, sifat penting lain dari suatu ligan adalah
sifat adsorpsi, distribusi, metabolisme,
ekskresi, toksisitas (ADMET). Hal ini karena
ligan tersebut diproyeksikan sebagai calon
obat yang akan masuk ke tubuh manusia,
sehingga harus memenuhi beberapa kriteria.
Kriteria yang paling umum digunakan adalah
Lipinski's rule of five (Lipinski et al., 2012).

Oleh karena itu, pada penelitian ini dikaji
secara komputasi terkait senyawa di daun

Tabel 1. Pusat dan ukuran grid box dalam
proses penapisan virtual

Protein Pusat grid Ukuran grid
box box
X=22,6291 x=20,0261
COX-2 (PDB ID: y=51,5244 y=20,0683
5IKQ) z=17,8529 z=20,0636
x=20,8360 x=20,0261
p38 (PDBID: 3FMK) y=10,8290 vy =20,0683
z=31,1137 z=20,0636
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kratom yang bertanggung jawab terhadap
aktivitas analgetik daun kratom dan
dilanjutkan dengan prediksi sifat ADMET dari
senyawa terpilih.

METODE PENELITIAN
Penyiapan Struktur Protein Target dan
Ligan

Dua protein target digunakan dalam
penelitian ini, yaitu COX-2 (PDB ID: 51KQ)
dan p38 (PDB ID: 3FMK) yang strukturnya
diunduh dari basis data RCSB
(https://www.rcsh.org). Sementara struktur
ligan yang merupakan senyawa aktif dari daun
kratom sebagaimana dilaporkan oleh Leon et
al. (2009) diunduh dari basis data Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Masing-
masing protein dipisahkan dari ligan bawaan
dan entitas non-standar dengan fitur DockPrep
di perangkat lunak Chimera 1.16 dan disimpan
dalam format pdb (Pettersen et al., 2004).
Ligan bawaan dan ligan kajian juga disiapkan
dengan fitur DockPrep dan kemudian
disimpan dalam format mol2.
Penapisan Virtual

Penapisan virtual dilakukan dengan
Autodock Vina 1.1.2 (Trott and Olson, 2009)
yang diimplementasikan dalam PyRx 0.8
(Dallakyan and Olson, 2015). Nilai
exhaustiveness yang digunakan adalah sebesar
20, sementara pusat dan ukuran grid box untuk
masing-masing protein dijelaskan pada Tabel
1. Grid box diatur sesuai dengan posisi ligan
bawaan. Proses validasi dilakukan melalui
nilai RMSD antara ligan bawaan di database
dan hasil redocking. Protokol docking
dinyatakan valid jika nilai RMSD bernilai
kurang dari 2 A (Marcou and Rognan, 2007).
Hasil penapisan virtual dikaji dengan
membandingkan interaksi antara ligan bawaan
masing-masing protein, terutama interaksi
ikatan hidrogen dengan asam amino utama
(Xiang et al., 2012). Analisis interaksi secara
dua dan tiga dimensi dilakukan dengan
Discovery Studio Visualizer v21.1.0.20298
(BIOVIA, 2021).


https://www.rcsb.org/
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Kajian ADMET

Senyawa yang memiliki afinitas ikatan
paling kuat dan menunjukkan interaksi paling
sesuai dengan ligan bawaan, kemudian dikaji
profii ADME serta toksisitasnya secara
komputasi. Prediksi profil ADME dilakukan
di situs SwissADME (Daina et al., 2017), dan
profil toksisitas diprediksi di sistus ProTox-lI
(Banerjee et al., 2018).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Struktur dan Pubchem ID dari 17
senyawa yang dikaji dalam penelitian ini
ditunjukkan pada Gambar 1. Adapun ligan
bawaan untuk protein COX-2 adalah asam
meklofenamat (Orlando and Malkowski,
2016), sementara untuk protein p38 adalah
pamapimod (Goldstein et al., 2011). Nilai
RMSD untuk masing masing ligan bawaan

Isomitraphylline
Pubchem ID: 11726520

Phenyl beta-D-glucopyranoside
Pubchem ID: 65080

Roseoside
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Pubchem ID: 102183193
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PubchemID: 15560576

HO

(-)-Epicatechin
Pubchem ID: 72276

Ajmalicine
Pubchem ID: 441975

Sitogluside
Pubchem ID: 5742590

Gambar 1. Struktur dan Pubchem ID senyawa dari daun kratom yang dikaji pada penelitian ini sesuai
yang dilaporkan oleh Leon et al. (2009)
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Meclofenamic acid
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Pamapimod

Gambar 2. Struktur ligan bawaan di database (abu-abu) dan setelah redocking (kuning) untuk
protein COX-2 (Kiri) dan protein p38 (kanan), divisualisasikan dengan Chimera 1.16

setelah proses redocking adalah 0,73 A dan
1,58 A sebagaimana ditunjukkan pada
Gambar 2. Nilai RMSD tersebut memenuhi
ambang batas validitas, yaitu kurang dari 2 A
(Marcou and Rognan, 2007; Endriyatno and
Walid, 2022).

Dua protein target digunakan dalam
penelitian ini karena menurut Ji et al. (2020),
mekanisme  penghambatan  rasa  nyeri
setidaknya melibatkan dua protein, yaitu
COX-2 dan p38. Sesuai dengan yang
dilaporkan oleh Orlando and Malkowski
(2016), ikatan hidrogen terjadi antara gugus
karboksilat dari asam meklofenamat dengan
oksigen fenol dari TYR385 dan oksigen

Interactions

[[] vander Waais

- Conventional Hydrogen Bond

(a)

hidroksil dari SER530 pada protein COX-2.
Sementara asam amino utama dari protein
p38, sesuai di database adalah LYS53,
MET109, dan ASP168 (Goldstein et al.,
2011).

Hasil redocking terhadap ligan bawaan
menunjukkan asam amino utama pada COX-2
adalah TYR385 dan SER530, sementara pada
p38 adalah LYS53, MET109, dan SER154
sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 3.
Hasil ini sejalan dengan yang dilaporkan oleh
peneliti sebelumnya yang juga menunjukkan
interaksi pada asam amino tersebut (das

_
L
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Gambar 3. Visualisasi interaksi antara asam meklofenamat dengan COX-2 (a) antara pamapimod
dengan p38, (b) sebagai ligan native dan kontrol positif
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Gambar 4. Afinitas ikatan ligan hasil penapisan virtual terhadap (a) protein COX-2 dan (b) protein

p38

Chagas Pereira de Andrade and Mendes,
2020; Tariq et al., 2018; Asiedu et al., 2021).

Penapisan virtual menunjukkan bahwa
terdapat beberapa ligan di daun kratom yang
mampu berinteraksi relatif kuat dengan kedua
protein target. Namun, oleh karena selain
aspek afinitas ikatan, terdapat aspek
kesesuaian interaksi dengan residu asam
amino utama yang harus diperhatikan
(Motiejunas and Wade, 2007), maka dipilih
ligan yang paling bersesuaian interaksinya
dengan ligan bawaan. Nilai afinitas ikatan
(dalam -kkal/mol) setiap ligan hasil penapisan
virtual ditampilkan pada Gambar 4. Setelah

dikaji, pada protein COX-2, ligan (-)-
epicatechin yang memiliki afinitas ikatan
paling kuat juga menunjukkan interaksi yang
mirip dengan meclofenamic acid yaitu ikatan
hidrogen pada TYR385. Secara lengkap, (-)-
epicatechin  menunjukkan interaksi ikatan
hidrogen dengan residu asam amino ARG120,
TYR355, TYR385, dan MET522. Sementara
pada protein p38, ligan ajmalicine (struktur
pada Gambar 1) yang menunjukkan afinitas
ikatan terkuat ternyata tidak menunjukkan
interaksi yang mirip dengan ligan bawaan.
Oleh karenanya, dipilih ligan yang memiliki

afinitas  ikatan di bawahnya namun
:
"""
@®
Enmwm B Prsoma
[ conventonal Hydrogen Bond [ Pk

I unfavorabie Donor-Donoe

(b)

Gambar 5. Visualisasi interaksi antara (-)-epicatechin dengan COX-2 (a), dengan p38 (b) sebagai
ligan terpilih hasil penapisan virtual
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menunjukkan interaksi ikatan hidrogen paling
mirip dengan ligan bawaan dan diperoleh
ligan (-)-epicatechin. Ligan (-)-epicatechin
menunjukkan ikatan hidrogen dengan residu
asam amino LYS53 dan ASP112. Interaksi
antara ligan kajian yang terpilih dengan kedua
protein target ditunjukkan pada Gambar 5
dan rekapitulasinya disajikan pada Tabel 2.
Sesuai hasil penapisan virtual, ligan yang
disimpulkan paling bertanggung jawab dalam
aktivitas analgesik dari daun kratom adalah (-
)-epicatechin. Maka selanjutnya dilakukan
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prediksi profil ADMET terhadap ligan
tersebut sesuai yang disajikan pada Tabel 3.
Hasil prediksi sifat ADME menunjukkan
bahwa ligan ini memenuhi persyaratan, baik
memiliki Gl absorption yang tinggi, tidak
BBB permeant, serta tidak menghambat
sitokrom.

Suatu senyawa obat (terutama yang
diadministrasikan lewat oral), akan diabsorpsi
di saluran cerna, sehingga harus memiliki nilai
absoprsi  gastrointestinal (GI) yang baik
(tinggi). Pada hasil prediksi, senyawa (-)-

Tabel 2. Rekapitulasi Interaksi antara Protein Target dengan Ligan

Interaksi

Carbon

Protein Ligan Van Der Conventional . Halogen . Unfavourable
hydrogen Pi-alkyl Pi-sigma
Waals hydrogen bond ybong Y (fluorine) 9 donor-donor
VAL116
ARG120
TYR348
SER353
 Tvress LEU352
Meclofenamic  PHE381 TYR385 SER530 VAL349
acid _'I-_Egggé SER530 VAL523
PHES15 ALA527
MET522
GLY526
COX-2 LEU531
LEU93
VAL116
TYR346
VAL349 ARG120
SER353
. . TYR355 LEU352
-)-epicatechin  LEU384
(-)-ep Trpag;  TYR385 ALA527
VAL523 MET522
GLY526
SER530
LEU531
ALA34
VAL52
ILE84
LEU86
VALL0S LYS53 SER32  VAL38  ALA51
Pamapimod LEU108 MET109 GLY53 LEU75 GLY85 MET109
GLY110 SER154 HIS107 LEU167 LEU104
ALA111
ASP112
ASN155
p38 ALA157
VAL30
GLY33
ALA51
ILE84
THR106
. . LYS53
(-)-epicatechin XEE?? ASP112 VAL38 LEU167 ALA34
ASN115

SER154
ALA157
ASP168
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Tabel 3. Hasil Prediksi Sifat ADMET

Parameter Hasil Prediksi Rentang Hasil/Satuan
Gl absorption Tinggi Rendah-Tinggi
BBB permeant Tidak Ya/Tidak
CYP1A2 inhibitor Tidak Ya/Tidak
CYP2C19 inhibitor Tidak Ya/Tidak
CYP2C9 inhibitor Tidak Ya/Tidak
CYP2D6 inhibitor Tidak Ya/Tidak
CYP3A4 inhibitor Tidak Ya/Tidak
Lipinski #violations 0 0-4
Synthetic Accessibility 3,1 1 (mudah) — 10 (sulit)
Predicted LDso 10000 mg/kg
Predicted toxicity class 6 1 (sangat toksik) — 6 (tidak toksik)
Hepatotoxicity Inaktif Aktif/Inaktif
Carcinogenicity Inaktif Aktif/Inaktif
Immunotoxicity Inaktif Aktif/Inaktif
Mutagenicity Inaktif Aktif/Inaktif
Cytotoxicity Inaktif Aktif/Inaktif
Tox21-nuclear receptor signaling Inaktif Aktif/Inaktif
pathways
Mitochondrial membrane Aktif (0,55) Aktif/Inaktif
potential

epicatechin menunjukkan nilai GI absorption
yang tinggi, menunjukkan bahwa senyawa ini
akan dapat diserap dengan baik oleh saluran
cerna (Elhenawy, AL-Harbi, et al., 2019).
Untuk prediksi sifat BBB permeant, senyawa
(-)-epicatechin menunjukkan bahwa tidak
menembus barrier menuju darah di sekitar
otak. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa
tersebut hanya dapat digunakan sebagai
analgesik lokal, bukan pada sistem syaraf
pusat (Elhenawy, Al-Harbi, et al., 2019; Wang
et al., 2018).

Ligan ini juga memenuhi Lipinski rule of
five (Lipinski et al., 1997) karena tidak
melanggar satupun persyaratan sebagai obat
oral. Aturan ini mensyaratkan suatu obat oral
yang baik memiliki berat molekul kurang dari
500, nilai logP kurang dari 5, jumlah donor
ikatan hidrogen kurang dari 5, dan jumlah
akseptor ikatan hidrogen kurang dari 10. Nilai
synthetic accessibility ligan ini juga relatif
rendah, yaitu 3,5, yang menunjukkan ligan ini
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tidak terlalu sulit untuk disintesis (Ertl and
Schuffenhauer, 2009).

Pada aspek toksisitas, hasil prediksi
menunjukkan bahwa ligan (-)-epicatechin
bersifat aman karena memiliki nilai LD50
sebesar 10.000 mg/kg dan berada di kelas
toksisitas 6. Hasil prediksi ini  memiliki
akurasi 100 % karena ligan ini tercantum di
database yang ada. Kajian hepatotoksisitas,
karsinogenitas, imunotoksisitas, mutagenitas,
serta sitotoksisitas juga menunjukkan bahwa
ligan ini diprediksi tidak aktif. Selain itu, ligan
ini juga tidak aktif pada sebagian besar jalur
penyaluran sinyal reseptor inti serta jalur
respon stress. Namun ada satu bagian yang
diprediksi aktif dengan probabilitas 0,55, yaitu
pada mitochondrial membrane potential
(MMP), yang sebagaimana dinyatakan oleh
Sakamuru, Attene-Ramos and Xia (2016),
mungkin menyebabkan disfungsi
mitokondria. Namun karena nilai probabilitas
yang relatif rendah, maka secara umum ligan
ini dinyatakan aman atau tidak toksik.



KESIMPULAN

Hasil kajian penapisan  virtual
menunjukkan senyawa yang diprediksi paling
bertanggung jawab terhadap aktivitas

analgesik dari daun kratom adalah (-)-
epicatechin. Ligan ini memiliki interaksi yang
mirip dengan ligan bawaan terhadap protein
COX-2 dan p38. Prediksi sifat ADMET
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menunjukkan bahwa ligan ini diprediksi
memiliki bioavailibilitas yang baik, dapat
digunakan secara oral, serta tidak toksik.
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