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Demam berdarah Dengue (DBD) merupakan penyakit tropis yang diakibatkan oleh gigitan
nyamuk yang terinfeksi oleh virus DENV. Beberapa tanaman herbal dapat digunakan untuk
mengatasi demam berdarah baik upaya preventif maupun kuratif. Kayu secang merupakan
salah satu tanaman herbal kayu yang memiliki berbagai aktivitas biologis, utamanya sebagai
immunomodulator dan antivirus. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi aktivitas
brazilin dan 3-O-methyl brazilin sebagai obat terapi demam berdarah melalui kajian
komputasi. Pendekatan molecular docking digunakan dalam studi penelitian ini. Senyawa
brazilin dan 3-O-methyl brazilin diunduh dari database PubChem dan diinteraksikan dengan
protein non- structural-5 (NS-5) yang didapatkan dari database PDB. Pemodelan docking
dilakukan dengan Molegro virtual Docker versi 5.0 dan dianalisis dengan PyMol 2.2 dan
Discovery studio versi 21.1.1. Hasil interaksi menunjukkan bahwa brazilin dan 3-O-methyl
brazilin berikatan dengan protein NS-5 di sisi aktif guanosine triphosphate dan daerah RNA
dependent RNA polymerase (RdRP). Pengikatan kedua senyawa aktif ini menyebabkan tidak
terjadinya replikasi virus DENV pada sel inang dan berpotensi sebagai penghambat infeksi
DENV. Berdasarkan analisis in silico, disimpulkan bahwa brazilin dan 3-O-methyl brazilin
berpotensi sebagai agen terapi demam berdarah, studi in vitro perlu dilakukan untuk
pembuktian lebih lanjut.

Dengue fever or haemoragic fever is a tropical disease that caused by dengue virus — infected
of mosquito. Several drugs was reported as dengue fever therapy, and performed adverse
effect. Plant herb, involved rhizome have been previously reported inhibited non structural
protein of DENV as a dengue fever targeted protein. Caesalpinia sappan heartwood is a
plant herb, containing several bioactive compounds and promoting several human health
benefits as antioxidant, immunomodulator, antiinflammation, and antivirus. This study
investigated the potential activity of brazilin and 3-O-methyl brazilin as NS-5 of DENV
inhibitor for dengue fever therapeutic agent. Molecular docking was conducted in this study.
three dimensional structure of brazilin and 3-O-methyl brazilin were retrieved from
PubChem database, while NS-5 of DENV structure was obtained from PDB. Both of
compounds were redocked with NS-5 protein by using Molegro virtual docker 5.0 and
analyzed using PyMol 2.2 continued with Discovery studio version 21.1.1. brazilin and
methyl brazilin bound to NS-5 of DENV protein in GTP active sites, also identified on the
RdRP sites. Inhibiting RARP of DENV inactivated DENV replications and repressed DENV
infection. This study suggested that brazilin and 3-O-methyl brazilin have potential activity
as dengue fever therapeutic agent. In vitro study is required for further functional
identification.

PENDAHULUAN

Demam berdarah merupakan salah satu
penyakit tropis akibat gigitan nyamuk Aedes
aegypti dan Aedes albocpictus yang terinfeksi virus

DENV [1], [2]. Kasus demam berdarah dengue di
Indonesia dari tahun 2020 hingga awal tahun 2022
mengalami peningkatan. Pada tahun 2020 kasus
DBD mencapai 95.893 kasus dengan 661 kematian.
Kabupaten Situbondo — Jawa Timur tercatat 108
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kasus pada tahun 2020, tahun 2021 tercatat 3 orang
meninggal akibat demam berdarah. Awal tahun
2022, per 7 februari 2022 tercatat 49 kasus dengan
1 orang dilaporkan meninggal [3]-[5]. Virus
dengue secara struktural memiliki protein
pembentuk yaitu capsid, envelope, membrane, dan
tujuh protein non struktural. Protein non-struktural
merupakan protein  yang bekerja  sebagai
mekanisme replikasi genome virus. Protein non-
struktural telah dilaporkan sebagai target terapi
infeksi DENV [2], [6]-[12]. Protein non struktural
(NS) virus DENV merupakan salah satu protein
target untuk menghambat aktivitas virus DENV.
Jenis protein non-structural yaitu NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B dan NS5. Tujuh protein
non struktural ini tidak berikatan langsung dengan
sel inang, tetapi berperan penting bagi virus
DENV. Protein NS1, NS2A, NS2B, NS4A dan
NS4B merupakan protein integral membran untuk
replikasi genom. Mutasi pada protein NS1 dan
NS2A menyebabkan perubahan penetrasi virus ke
sel inang. NS3 merupakan protein protease yang
juga berperan dalam replikasi RNA DENV. Protein
NS5 terletak di inti sel dan berfungsi untuk
replikasi genom virus DENV [13], [14].
Penghambatan replikasi genom DENV menjadi
salah satu alternatif terapi demam berdarah dengue.

Beberapa terapi dan pengobatan demam
berdarah telah dilaporkan, seperti pemberian
valparoic acid, sirolimus, resveratrol, dan
vorinostat. Aspirin dan obat golongan non-steroidal
anti-inflammatory drug (NSAID) dihindari, karena
memicu pendarahan [15], [16]. Pengobatan sintetik
jangka panjang memberikan efek negatif, sehingga
beberapa peneliti melakukan eksplorasi tanaman
herbal yang dapat mencegah infeksi virus DENV.
Obat herbal yang dilaporkan yaitu dari jenis
rimpang seperti kunyit, temulawak, jahe dapat
menghambat protein NS-5 sehingga tidak terjadi
replikasi genome virus [7], [8], [12], [17]. Kayu
secang merupakan salah satu rempah kayu yang
banyak tumbuh dan ditemukan di dataran
Indonesia, memiliki warna merah pada bagian
dalam kayu [18], [19]. Kayu secang telah
dilaporkan mengandung brazilin sebagai senyawa
aktif yang menyebabkan adanya warna merah.
senyawa yang terkandung dalam kayu secang juga
dilaporkan memiliki aktivitas biologi seperti
antiinflamasi, antioksidan, antimikroba, anti virus,
anti-neurodegeneratif [20]. Aktivitas antiinflamasi
dan antivirus kayu secang dapat mendukung terapi
demam Dberdarah, dengan perannya sebagai
immunomodulator. Namun, aktivitas antivirus
kayu secang terhadap DENV belum banyak
dilaporkan. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan
untuk mengidentifikasi potensi senyawa pigmen
aktif brazilin dan 3-O-methyl brazilin sebagai
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target terapi demam berdarah, khususnya
penghambatan NS-5 secara in silico.
EKSPERIMEN

Penelitian ini menggunakan pendekatan
bioinformatika, yakni kajian yang
mengkombinasikan aplikasi komputer untuk

mengungkap mekanisme biologi dan mendukung
penelitian in vivo maupun in vitro. Bahan yang
digunakan berupa data sekunder yang termuat
dalam pangkalan data (Database).

Material

Bahan yang digunakan yaitu struktur 3D
senyawa brazilin, 3-O-methyl brazilin, dan
guanosin triphosphate. Struktur 3D protein yang
digunakan yaitu non — structural protein -5 (NS-5)
dari virus DENV yang menyebabkan penyakit
demam berdarah.

Instrumentasi

Alat yang digunakan yaitu laptop HP 14 inch
dengan spesifikasi IntelCore i5, Radeon graphics,
SSD128GB. Program yang digunakan antaralain
Molegro virtual Docker versi 5.0, PyMol versi 2.2,
Discovery Studio versi 21.1.1.

Prosedur
Pengambilan struktur senyawa dan protein target

Strutur 3D senyawa brazilin dan 3-O-methyl
brazilin diunduh dari pangkalan data PubChem
yang terintegrasi dalam National Center for
Biotechnology (NCBI), ID masing-masing secara
berurutan C1D44093 dan CID73384. Struktur tiga
dimensi protein non-structural protein-5 (NS-5)
Dengue virus (DENV) didapatkan dari pangkalan
data Protein Data Bank (PDB) dengan ID 4vO0r [12].
Guanosin-5-triphosphate digunakan sebagai ligand
kontrol, diunduh dari protein data bank (4vOr) [12].
Protein dipreparasi dengan menghilangkan ligand
dan molekul air yang terikat dengan protein.
Protein NS-5 diprediksi sisi aktifnya dengan
parameter van der Waals maksimal 5. Preparasi dan
prediksi  protein NS-5 dilakukan dengan
menggunakan program Molegro virtual docker
versi 5.0 [21].

Docking senyawa dengan protein

Senyawa brazilin dan 3-O-methyl brazilin
diinteraksikan dengan protein NS-5 dengan
program Molegro virtual docker versi 5.0 [21].
Docking dilakukan pada sisi aktif spesifik yaitu
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Grid docking X: -24.8 A; Y: 17.03A; dan Z: -
10.11A. Adapun parameter docking lainnya yaitu
MolGrid 0.3A; Root mean square deviation
(RMSD) kurang dari 2, jumlah model 5, jumlah
ulangan 10.

Analisis Data

Hasil docking dianalisis dengan program
PyMol versi 2.2 dan dilanjutkan dengan Discovery
Studio versi 21.1.1. hasil docking ditampilkan
dalam bentuk tiga dimensi dan dua dimensi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Senyawa brazilin berikatan dengan NS-5
pada beberapa residu sisi aktif dengan jumlah
ikatan lebih bnyak dari 3-O-methylbrazilin. Jumlah
ikatan brazilin dengan protein NS-5 yaitu 13 ikatan
yang terdiri dari 8 ikatan hydrogen, 3 interaksi
hidrofobik dan 2 unfavorable (Gambar 1, Tabel 1).
Sedangkan  senyawa  3-O-methyl  brazilin
membentuk 10 ikatan dengan protein NS-5 yang
terdiri dari 6 ikatan hidrogen dan 4 interaksi
hidrofobik. Selain itu, struktur dua dimensi
kompleks brazilin dan 3-O-methylbrazilin dengan
protein NS-5 menunjukkan gaya van der Waals
secara berturut-turut 8 dan 5 residu asam amino.

Tampilan tiga dimensi kompleks senyawa
brazilin dan 3-O-methyl brazilin menunjukkan
daerah penghambatan pada protein NS-5 yang
sama dengan pengikatan kontrol, yakni guanosin
trifosfat (GTP). Guanosin trifosfat merupakan
substrat alami pada protein NS5 [13], [14].
Penghambatan brazilin dan 3-O-methyl brazilin
pada sisi aktif guanosin trifosfat mengindikasikan
penghambatan kompetitif dan dapat menurunkan
aktivitas NS5 yang berfungsi untuk replikasi RNA
DENV. Residu yang teridentifikasi pada kedua
senyawa dan kontrol yaitu HIS798. Meskipun
hanya satu residu yang sama dan teridentifikasi
pada ketiga kompleks, brazilin menunjukkan residu
sisi aktif yang sama dengan GTP, diantaranya
ILE797, TYR606, dan ASP663. Sedangkan 3-O-
methyl brazilin terdeteksi mengikat SER796
dengan ikatan hydrogen, seperti pengikatan kontrol
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GTP (Gambar 1, Tabel 1). Senyawa brazilin dan
3-0O-methyl brazilin teridentifikasi memiliki residu
sisi aktif yang sama, yaitu SER710, CYS709, dan
SERG661. Berdasarkan residu sisi aktif yang diikat
oleh brazilin dan 3-O-methyl brazilin pada protein
NS-5, keduanya menunjukkan residu pengikatan
spesifik, yaitu dua residu pada kompleks brazilin —
NS-5 (ARG729 dan ARG737), dan satu residu
pada kompleks 3-O-methylbrazilin (HIS711).
Non-structural protein 5 (NS-5) merupakan
salah satu protein non-struktur yang dikode oleh
genome RNA virus DENV. Protein NS-5 memiliki
dua fungsi yaitu replikasi genome RNA atau
disebut sebagai RNA dependent RNA polymerase
(RdRp) dan proteksi genome virus DENV yang
diperankan oleh RNA methyltransferase (MTase)
[7], [17], [22]. Protein NS-5 terdiri dari 900 residu
asam amino yang dibagi dua domain yaitu C-
terminal RdRp dan N-terminal MTase. Domain C-
terminal RARp terbentuk pada residu asam amino
273 — 900 dengan pembagian sub-domain finger
pada residu 273 — 315, 416 — 496, dan 543 — 600,
palm pada residu 497 — 542 dan 601 — 705, dan
thumb pada residu 706 — 900. Domain N-terminal
MTase yaitu residu 1-262 dengan sub domain
guanosine-5-triphosphate, S-adenosylmethionine,
dan NS-3 protease [6], [9], [23]. Beberapa senyawa

dilaporkan ~ menghambat NS-5 pada MTase,
diantaranya SAH-M331, S-Adenosyl-L-
homocysteine, SAH-M2696, S-adenosyl

methionine, SAH-M1356, dan CTWYC [23].
Energi ikatan yang terbentuk pada brazilin
dan methylbrazilin terhadap protein NS-5 lebih
tinggi dari kontrol GTP (Tabel 1). Menariknya,
meskipun 3-O-methylbrazilin mengikat residu
yang lebih sedikit dari brazilin, tetapi energi ikatan
yang dihasilkan lebih rendah dari brazilin. Semakin
rendah energi ikatan yang terbentuk pada kompleks

senyawa dan protein maka semakin kuat
interaksinya, sehingga brazilin lebih lemah
interaksinya  dibandingkan ~ dengan  3-O-

methylbrazilin. Besar kecilnya energi ikatan yang
dihasilkan oleh kompleks senyawa dan protein
dipengaruhi oleh jumlah ikatan, jenis interaksi, dan
struktur ligand/senyawa yang digunakan [24]-[30]
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Gambar 1. Struktur 3D dan 2D kompleks guanosine-5-triphosphate, brazilin, dan 3-O-methyl brazilin dengan protein
NS-5. A — C struktur 3D kompleks senyawa dengan NS-5, D — F menunjukkan struktur 2D senyawa kayu
secang dalam menghambat protein NS-5.

Tabel 1. Interaksi antara senyawa pigmen aktif kayu secang dengan protein NS-5

Energi Jarak
Senyawa ikatan Interaksi A) Jenis ikatan Kategori
(kJ/mol)
A:SER710:0G - :10:07 2,9 Hydrogen Bond gg:\éentlonal Hydrogen
AARGT29NHL-:10:06 31 Hydrogen Bond  Sonventional Hiydrogen
A:ARG737:NH1-:10:09 2,7  Hydrogen Bond gg%e”t'on""' Hydrogen
110:H1-ACYS709:0 2,0  Hydrogen Bond ggg‘ée”t'ona' Hydrogen
Brazilin 1664  :10:H2-:10:012 2,7 Hydrogen Bond ggz‘ée”t'ona' Hydrogen
:10:H10 - A:ASP663:0D1 2,2 Hydrogen Bond ggﬂ‘o’le”t'o”a' Hydrogen

A:HIS798:CD2 - :10:02 3,3 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
:10:H12 - A:SER661:0G 2,6 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond

A:TYRG606 - :10 4,5 Hydrophobic Pi-Pi T-shaped
:10 - A:TYR606 4,7 Hydrophobic Pi-Pi T-shaped
:10 - ACILE797 4,4 Hydrophobic Pi-Alkyl
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Energi

Senyawa ikatan Interaksi \(ngak Jenis ikatan Kategori
(kJ/mol)
A:ASN609:ND2 - 29 Unfavorable Unfavorable Donor-
:10:H15 ' Donor
AASP663:N - :110:H14 22 Unfavorable Unfavorable Donor-
Donor
A:CYS709:SG -:10:03 2,6 Hydrogen Bond CBtgg\éentlonal Hydrogen
ASER796:0G -:10:01 2,9  Hydrogen Bond ggg‘ée”t'ona' Hydrogen
:10:H14 - A'SER661:0G 1,6 Hydrogen Bond ggﬂ‘ée”t'o”a' Hydrogen
30 :10:H14 - A:HIS7T98:NE2 2,8  Hydrogen Bond ggﬂ‘ée”t'o”a' Hydrogen
L -244.2
Methylbrazilin A:HIS798:CD2 -:10:01 34 Hydrogen Bond ~ Carbon Hydrogen Bond
:10:H7 - A:SER710:0G 2,9 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
A:CYS709 - :10 4,7 Hydrophobic Alkyl
:10:C9 - A:CYS709 4,2 Hydrophobic Alkyl
A:HIS711 - :10:C9 5,3 Hydrophobic Pi-Alkyl
A:HIS798 - :10:C9 52 Hydrophobic Pi-Alkyl
A:ASNGO9:ND2 - :10:03 2,7 Hydrogen Bond ggg‘ée”"o”a' Hydrogen
A:ASN609:ND2 -:10:04 3,2 Hydrogen Bond ggg\éentlonal Hydrogen
:10:H7 - A/HIS7T98:NE2 2,0 Hydrogen Bond gg%e”t'ona' Hydrogen
:10:H14 - ATRP795:0 1,7  Hydrogen Bond ggﬂ‘ée”t'ona' Hydrogen
GTP 3548 :10:H4 - A:SER796:0G 3,0 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
A:GLY662:CA -:10 3.8 Hydrophobic Pi-Sigma
A:ILE797:CG2 - :10 3,7 Hydrophobic Pi-Sigma
A:ILE797 - 110 5,0 Hydrophobic Alkyl
:10 - A:ILE797 4,0 Hydrophobic Alkyl
A:TYR606 - :10 4,6 Hydrophobic Pi-Alkyl
AASP663N - :10:H13 25  Unfavorable Unfavorable Donor-
Donor
SIMPULAN REFERENSI

Berdasarkan kajian in silico, senyawa
brazilin dan 3-O-methyl brazilin berpotensi sebagai
agen terapi demam berdarah dengan menghambat
protein NS-5 disisi aktif guanosin tri-phosphate.
Guanosin trifosfat merupakan substrat NS5.
Penghambatan senyawa brazilin dan 3-O-methyl
brazilin pada sisi aktif substrat menyebabkan
aktivitas NS5 untuk replikasi RNA DENV tidak
terjadi sehingga infeksi DENV juga dapat dicegah.
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