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UJI AKTIVITAS ANTAGONISME ETIL P-METOKSISINAMAT SENYAWAAKTIF
KENCUR (Kaempferia galanga L) TERHADAP RESEPTOR ASETILKOLIN
MUSKARINIK 3 PADA ORGAN ILEUM Cavia porcellus TERISOLASI: STUDI IN
VITRO DAN IN SILICO

INTISARI

Etil p-metoksi sinamat(EPMS) merpuakan senyawa terbesar kedua yang terdapat di tanaman
kencur(Kaempferia galanga L.) yaitu sebanyak 31,36 %. EPMS telah dilaporkan memiliki efek anti
diare dan antiinflamasi. Tujuan penelitian ini adalah penggunaan EPMS sebagai antangonisme
terhadap reseptor asetilkolin muskarinik 3(Ach M;) yang menyebabkan terjadinya kontraksi otot
polos pada ileum.

Maserasi digunakan untuk mendapatkan EPMS dari ekstraksi kencur. EPMS diidentifikasi
menggunakan KLT dengan fase gerak toluene etil:asetat(19:1). Uji aktivitas antagonisme ileum
terhadap asetilkolin menggunakan organ ileum marmut terisolasi secara in vitro dengan dosis EPMS
100uM dan 200 uM. Hasil yang diperoleh akan dianalisa menjadi nilai pD2 dan hasil analisa akan di
hitung secara statistik menggunakan One Way ANOVA serta dilakukan tes LSD dengan tingkat
kepercayaan 95%. Perangkat AutoDock digunakan sebagai uji in silico terhadap reseptor Ach Ms.

Hasil menunjukkan bahwa EPMS 100puM dan 200puM mampu menginhibisi Ach M;
ditunjukkan dengan hambatan pergeseran kurva kontraksi ileum marmut terhadap agonis asetilkolin.
Nilai pD2 yang ditampilkan EPMS dosis 100 uM menghasilkan nilai sebesar 7.12 sedangkan dosis
200 pM menghasilkan nilai sebesar 6.98, bergeser secara signifikan (p<0.5) terhadap pD2 agonis
asetilkolin dengan nilai sebesar 8.16. Nilai afinitas menunjukkan angka -5.2.

Kata kunci: etil p-metoksi sinamat, Ach Ms, in vitro, in silico

ABSTRACT

Etil p-metoxycynamate (EPMC) is the second largest compound in Kaempferia galanga L. It
contains about 31,36% of the EPMC. EPMC has been reported to have anti-diarrhea and anti-
inflammatory effects. The purpose of this research is the use of EPMC as an antagonism by inhibiting
a muscarinic acetylcholine 3 receptor (Ach Ms) which causes smooth muscle contraction at ileum.

Maceration is used to obtain an EPMC extract from Kaempferia galanga L. EPMC are
identified using Thin Layer Chromatography with the motion phase toluene ethyl : acetate (19:1). The
activity of ileum antagonism against acetylcholine test using ileum of hamster isolated in vitro with a
dose of EPMC 100 pM and 200 puM. The results obtained will be processed into the value of pD2 and
analyzed statistically using One Way ANOVA and carried out to LSD test using trusted level 95%.
The AutoDock device is used as a test In Silico against the Ach M; receptor.

Final results showed that EPMC 100 uM and 200 uM were able to inject the Ach Mj; indicated
by shifting barriers of hamster ileum contraction curves against the acetylcholine agonist. The pD2

value displayed EPMC 100 pM is 7,1 and 200 uM is 6,98 shifted significantly (p<0,5) against pD2
acetylcholine agonists is 8,16. The value of affinity shows the number -5,2.

Keywords: ethyl p-Metoxy Cynamate, Ach M3, in vitro, in silico
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan salah satu
negara penghasil rempah-rempah terbesar
di dunia. Kekayaan alam yang luar biasa
membuat rempah-rempah yang ada di
Indonesia memiliki jumlah yang sangat
melimpah. Pada abad 16 hingga abad 17,
wilayah Indonesia khususnya daerah
Maluku diperebutkan oleh bangsa Portugis
dan Spanyol. Hal ini disebabkan
banyaknya rempah-rempah yang ada di
daerah tersebut. Manfaat yang didapatkan
dari olahan rempah-rempah sangat banyak.
Hasil olahan akan digunakan untuk
menunjang kesehatan manusia, namun saat
itu olahan rempah hanya dijadikan sebagai
bahan minuman yang sederhana.

Salah satu rempah-rempah yang ada
di Indonesia adalah kencur. Kencur
(Kaempferia galanga Linn)merupakan
tanaman obat familiZingiberaceae. Salah
satu jenis Kampferia ini merupakan
tumbuhan tropis yang tersebar di
Indonesia. Tidak hanya tumbuh sebagai
tumbuhan liar, tetapi tumbuhan ini juga
banyak dibudidayakan oleh petani. Bagian
tumbuhan ini yang sering digunakan yaitu
bagian akar atau yang sering disebut
rhizoma (Soeprapto, 1986).

Senyawa yang terkandung dalam
kencur antara lain etil sinamat, Ethyl p-
methoxycinnamate, p-metoksistiren,
kamfen, dan borneol. Diantara kandungan
kimia  ini, etil p-metoksisinamat
merupakan komponen utama yang terdapat
dalam kencur (Afriastini, 1990). Herbert
(2009) mengemukakan komponen minyak
atsiri dari simplisia kencur yang dianalisis
secara GC-MS antara lain etil sinamat
43,47%,  Ethyl  p-methoxycinnamate
31,36%, penta dekana 3,35%,borneol
3,35%, delta 3-karen 2.86%, [I-
pinen2,47%, kamfen 2,22%.

Penelitian ini  bertujuan  untuk
mengetahui apakah minyak atsiri dari
kencur yaitu Ethyl p-metoxhy cinnamate
memiliki aktivitassebagai anti-spasmodik
terhadap kontraksi dan relaksasi otot polos
ileum. Efek EPMC sebagai anti-spasmodik

dapat dilihat berdasarkan selektifitasnya
terhadap reseptor yang diduduki oleh
asetilkolin.

METODE PENELITIAN

Desain penelitian yang digunakan
pada penelitian ini adalah eksperimental
laboratorium.

Penelitian ini  dilakukan  di
Laboratorium Teknologi Farmasi Fakultas
Kedokteran ~ dan  llmu  Kesehatan
Universitas Muhammadiyah Yogyakarta.
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
Mei-Agustus 20109.

1. Kelompok ileum uji agonis asetilkolin
a. Kelompok uji seri kadarasetilkolin
dimulai dari konsentrasi 2 x 10 M
hingga 2 x 10°°M.
2. Kelompok ileum  uji
asetilkolin
a. Kelompok uji seri kadarasetilkolin.
b. Kelompok perlakuan (EPMS + seri
kadar asetilkolin)
3. Kelompok ileum uji pembanding
(kontrol positif)
a. Kelompok uji seri kadarasetilkolin.
b. Kelompok perlakuan (atropin +
seri kadar asetilkolin)

antagonis

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kristal EPMS didapatkan dari hasil
proses ekstraksi simplisia kencur. Metode
yang digunakan dalam pengambilan
ekstrak adalah metode maserasi. Metode
maserasi umum digunakan dan proses
ekstraksi tergolong mudah. Mekanisme
metode maserasi ialah pelarut organic
sebagai penyari akan menembus dinding
sel dan masuk ke dalam sel melalui rongga
sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif
akan terlarut dalam penyari di luar sel,
maka larutan terpekat akan berdifusi ke
luar sel. Pelarut yang digunakan dalam
proses maserasi adalah pelarut alcohol
96%. Proses ini dilakukan selama 7 hari
dengan pengadukan setiap hari.

CATUR AGENG PAMBUDI 20150350101 Page 2



NASKAH PUBLIKASI FARMASI

Uji identifikasi EPMS dengan metode
KLT pada Kencur

Plat KLT dibuat dengan ukuran 10
cm X 4 cm dengan jarak elusidasi 8 cm.
Plat KLT di lihat dibawah sinar UV 254
nm. Pada Gambar 5 hasil yang diperoleh
dari perbandingan antara standar EPMS
dengan kristal yang telah dimurnikan
memberikan nilai Rf berturut-turut untuk
standar EPMS (A) cuci 7x sebesar 0,68,
EPMS (B) sebesar 0,68, EPMS (C) cuci
6x sebesar 0,68 dan EPMS (D) cuci 8x
sebesar 0,68. Nilai Rf adalah factor retensi
yang digunakan dalam identifikasi
senyawa organic. Nilai Rf dihitung dengan
mengukur jarak relative yang ditempuh
oleh senyawa EPMS sehubungan dengan
fase gerak.

Keterangan gambar :

ao o

D (EPMS cuci6x)

A (EPMS cuci7x),
B (Standar EPMS),
C (EPMS cuci8x),

Gambar 1. Uji KLT senyawa EPMS yang
dilihat dibawah sinar UV 254nm.

Nilai Rf yang didapatkan setelah
KLT menunjukkan bahwa senyawa yang
dimurnikan telah murni dan dapat
dikatakan bahwa senyawa tersebut adalah
EPMS dengan hasil perbandingan
menunjukkan pada posisi spot yang mirip
hampir sama.

Uji In Vitro dengan metode Organ Bath

Larutan buffer tyrode terdiri dari dua
macam larutan yaitu larutan A 100 ml dan
larutan B 100 ml. Larutan A terdiri dari
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natrium  klorida, kalium  klorida,
magnesium klorida, kalsium klorida, dan
monosodium fosfat yang telah ditimbang
sesuai ukuran, dicampur dalam labu takar,
dan dilarutkan menggunakan aquades
hingga 1 L . Larutan B terdiri dari natrium
bikarbonat yang telah ditimbang dan
dilarutkan dalam 1L aquades. Kemuadian
untuk membuat larutan buffer tyrode
larutan diambil masing- masing 100 ml
dan ditambahkan glukosa sebanyak 1,00 gr
selanjutnya dilarutkan dalam aquades
hingga 1L. Larutan buffer tyrode
merupakan larutan pengganti cairan
fisiologis tubuh. Buffer tyrode yang
digunakan berada pada suhu 37° C untuk
menyesuaikan dengan suhu tubuh marmut.

Set alat Organ bath yang disiapkan

telah  terhubung dengan  perangkat
komputer yang memiliki  software
LabScribe2, organ bath, transducer

isotonic dan bridge amplifier. Organ bath
terisi oleh larutan aquades sesuai batas
tampungan dan dihangatkan hingga suhu
37°C. Aquades digunakan sebagai
mediator untuk mempertahankan suhu
sesuai yang diinginkan.

Organ ileum diambil dari marmut
jantan dengan bobot kisaran 350-500
gram. Marmut didislokasi di leher bagian
belakang, kemudian dilakukan
pembedahan di area perut dan diambil
bagian ileum sekitar 2 — 3 cm. lleum
dibersihkan dari jaringan lemak dan
kotoran yang menempel agar dapat
memudahkan absorbsi senyawa agonis,
atropin  dan EPMS vyang akan
diinduksikan. Setelah dilakukan
pembersihan dilakukan pengikatan
dikedua ujung ileum secara bersilangan
menggunakan benang tipis yang telah
dibersihkan. Kemudian ileum dimasukan
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kedalam chamber 20 ml berisi larutan
buffer tyrode , dengan posisi tergantung
benang bagian atas dan bawah. Bagian atas
dikaitkan dengan detector dan bagian
bawah sebagai penahan. Illeum dibiarkan
terendam seluruhnya oleh buffer dalam
chamber.

EPMS merupakan senyawa yang
terdapat didalam Kaempferia galanga L
yang belum secara spesifik diteliti sebagai
anti mual muntah pada ileum. EPMS
sendiri telah diteliti memiliki efek sebagai
sedative-hipnotik dibandingkan dengan
kontrol diazepam (Nurmeilis, 2016)

Syaraf utama yang mengatur sistem
pencernaan adalah syaraf parasimpatis.
Semua aktivitas rangsangan  syaraf
parasimpatis berawal dari aktivasi reseptor
muskarinik yang terdapat di otot polos,
sedangkan ileum terdiri dari kumpulan otot
polos sehingga asetilkolin  merupakan
neurotransmitter utama syaraf parasimpatis
yang mengatur  system  pencernaan
(Wessler dan Kirkpatrick, 2001).

Reseptor Asetilkolin terdapat pada
otot polos, endhotelium dan otak. Atropin
merupakan prototipe antagonis  dari
asetilkolin. Atropine merupakan golongan
antikolinergik yang bekerja pada reseptor
muskarinik  sebagai antimuskarinik.
Atropine menghambat proses kontraksi
olen  asetilkolin ~ melalui  reseptor
muskarinik. Hambatan bersifat reversible
dan dapat kembali dengan pemberian
asetilkolinterase. Pada saluran cerna
asetilkolin menghambat peristaltic
lambung dan usus.

Uji pembanding dilakukan
menggunakan atropin dengan metode yang
sama saat perlakuan menggunakan EPMS.
Atropine diketahui memiliki efek anti
mabuk perjalanan dan digunakan juga

sebagai penghambat (used for
management) dari obat- obat kemoterapi
yang menginduksi terjadinya mual dan
muntah.
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Gambar 2. Kurva hubungan logaritma
konsentrasi asetilkolin terhadap% respon
kontraksi otot polos ileum marmut
terisolasi dengan perlakuan atropin 0.01
dan 0.02 M.

Tabel 1. Kenaikan ECs akibat perlakuan
atropine

No. Kelompok ECso (M)
Perlakuan

1  Kontrol Atropin ~ 3.92+1.35x 10°
2 Atropin0.01pM  1.66 +3.10 x 10
3 Atropin 0.02puM  7.25+1.56 x 10

Hasil perlakuan uji atropin dosis 100
puL dan 200 pL menunjukkan adanya efek
relaksasi terhadap otot polos ileum
marmut, ditandai dengan pergeseran kurva
pD2 ke bawah. Pergeseran kurva pD2 ke
bawah menunjukkan adanya penurunan
respon kontraksi yang dipicu dengan
pemberian atropin dosis 0.01 uM dan 0.02
UM, hal tersebut ditandai dengan
menurunnya nilai pD2. Nilai rata-rata pD2
berturut-turut yang dihasilkan adalah 8,02,
6,78, dan 6,08 (Tabel 4). Penurunan pD2
atropin juga bermakna secara statistik
dimana p<0.05.

Tabel 2. Pergeseran nilai pD2 karena
pengaruh perlakuan atropin 0.01 pM

dan 0.02uM
No Kelompok perlakuan pD2 Emaks (%)
1 Kontrolatropin 8.02£0.12 100 £0.00
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Tabel 3. Kenaikan ECs akibat perlakuan

No. Kelompok Perlakuan ECsq (M)

1 Kontrol Asetilkolin EPMS

EPMS 100pM
3 EPMS 200 pM

3.29 + 1.14 x 10-9
2.60+9.99x10°

455 +1.87 x 10

N

Keterangan : Nilai ECsy disajikan
dalam bentuk rata-rata + SEM

Tabel 6. Pergeseran nilai pD2 karena
pengaruh perlakuan EPMS 100 dan

Keterangan : Nilai pD2 dan Emaks 200 uM
disajikan dalam bentuk rata-rataz SEM.
Ada perbedaan bermakna (p <0.05) No.  Kelompok perlakuan pD2 Emaks (%)
terhadap nilai pD2 kontrol asetilkolin, | Kontrol asetilkolin 8.16=0.45 100£0.00
setelah diuji statistik dengan one-way 2 EPMS 100 uM 7.12£0.10 74.60£5.24
Anova, dilanjutkan dengan uji LSD dengan 3 EPMS 200 uM 6.98£0.19 73.80 567
tingkat kepercayaan 95%.

Pengaruh aktivitas EPMS terhadap Keterangan : Nilai pD2 dan Emaks

reseptor asetilkolin M3 diuji dengan
mengamati perubahan profil kurva seri
kadar agonis yaitu asetilkolin dengan %
kontraksi otot polos ileum yang terisolasi
dalam larutan buffer tyrode. EPMS
menunjukkan efekvasorelaksasi dengan
cara menghambat kontraksi tonik yang
diinduksi oleh Ca*pada reseptor asetilkolin
muskarinik 3 (ACH Mgj) (Othman dkk.,
2002).
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Gambar 3. Kurva hubungan logaritma
konsentrasi  asetilkolin  terhadap %
respon kontraksi otot polos ileum
marmut terisolasi dengan perlakuan
EPMS 100 uM dan 200 puM.

Berdasarkan kurva tersebut dapat
dihitung nilai EC50. Nilai EC50 adalah
konsentrasi dari agonis yang dapat
memberikan respon kontraksi 50%. Nilai
EC50 selanjutnya diubah menjadi nilai
pD2 yang diperoleh dari —Log EC50.

(%) disajikan dalam bentuk rata- rata +
SEM. Ada perbedaan bermakna (p >0.05)
terhadap nilai pD2 kontrol asetilkolin,
setelah diuji statistik dengan one-way
Anova, dilanjutkan dengan uji LSD dengan
tingkat kepercayaan 95%.

Validasi protokol docking dilakukan
untuk membuktikan jika penelitian yang
dilakukan valid. Pada direktori target-
virtual  dilakukan  preparasi ligan
pembanding untuk dilakukan re-dock
(ligan pembanding dengan konformasi
yang memiliki energi terendah). Validasi
ini dilihat dari nilai Root Mean Square
Distance (RMSD). Perhitungan RMSD
dilakukan  konversi file baik ligan
pembanding dalam geometri aslinya dari
mol2 ke pdb, setelah itu dikonversi hasil
docking dari mol2 ke pdb, dilakukan
perhitungan RMSD pada  target
virtual_0001 sampai target virtual 1000.
Setelah langkah ini selesai, dari 1000
pengulangan tersebut dipilih  protocol
dengan nilai RMSD yang paling optimal.
Sebuah protokol diterima bila RMSD
heavy atoms hasil docking dibandingkan
dengan referensinya menunjukkan hasil
dibawah 2,000 A. Hasil RMSD vyang
menunjukkan angka dibawah 2,000 A,
maka  dapat  dipastikan  jaraknya
memungkinkan membentuk suatu ikatan
karena jaraknya cukup dekat antara
reseptor dengan ligan Bursulaya, 2003).
Native ligand yang digunakan adalah
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tiotropium dengan nilai RMSD 1,769 A
(<2,000 A) dengan nilai afinitasnya -5,9,
sehingga dapat diketahui bahwa protokol
docking yang dilakukan valid.

Interactions

I conventional en Bon Pi-fnion
[l Unfaverable Positive-Positive [] Pitlkyl

Gambar 4. Hasil Visualisasi 2D
tiotropium dengan reseptor Asetilkolin.

Gambar diatas menunjukan asam
amino yang berikatan dengan ligan beserta
jenis ikatan yang terjadi.

muskarinik. Tiotropium bekerja pada
reseptor  vyaitu di  dalam reseptor
Asetilkolin - Muskarinik 3 (Ach Ma).
Fungsi utama dari Tiotropium
sebagaivasorelaxant pada otot polos,
sehingga tiotropum menyebabkan relaksasi
otot polos. Hal inilah yang menjadikan
tiotropium sebagai native ligan pada
reseptor Ach M3 (Beeh, 2003)

GLY
B:1012

s
1124

ARG ASP
€:1095 €:1092

Interactions
Bl Conventonal Hydrogen Bond Ak

] Carbon Hydrogen Bond

Gambar 6. Hasil Visualisasi 2D atropin
dengan reseptor Ach M3.

Gambar diatas menunjukan asam
amino yang berikatan dengan ligan beserta
jenis ikatan yang terjadi.

Gambar 5. Hasil visualisasi 3D
tiotropium dengan reseptor
Asetilkolin.

Gambar diatas menunjukan jenis
ikatan yang terjadi.

Aktivitas EPMS terhadap reseptor
asetilkolin dapat diteliti melalui uji in
silico menggunakan metode molecular
docking. Aplikasi yang digunakan adalah
AutoDockTools, DS Visualizerl6 dan
OpenBabel. Protein yang digunakan ialah
native ligan dari ACH M3 vyaitu
Tiotropium. Triotropium adalah senyawa
yang berperan  spesifik  terhadap

Gambar 7. Hasil Visualiasi 3D atropin
dengan reseptor Ach M3.

Gambar diatas menunjukan jenis
ikatan yang terjadi.

Atropin merupakan antiasetilkolin
yang selektif terhadap muskarinik. Fungsi
dari atropine salah satunya adalah sebagai
antispasmodic dengan cara menghambat
peristaltic lambung dan usus (Achmad,
1989). Dalam penelitian ini atropin
digunakan sebagai ligan pembanding
dengan EPMS.
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l:l Conventional Hydrogen Bond |l | Carbon Hydrogen Bond

Gambar 8. Hasil Visualisasi 2D Ethyl p-
methoxy cinnamate dengan reseptor
asetilkolin M3.

Gambar diatas menunjukan asam
amino yang berikatan dengan ligan beserta
jenis ikatan yang terjadi.

Gambar 9. Hasil Visualisasi 3D Ethyl p-
methoxy cinnamate dengan reseptor
asetilkolin M3.

Gambar diatas menunjukkan jenis
ikatan yang terjadi.

Dari hasil visualisasi menggunakan
aplikasi DS Visualizer, skor afinitas dari
senyawa EPMS pada reseptor yang paling
baik adalah — 5,2 pada konformasi nomor
9 dengan nilai RMSD lower bond 1,613 A
dan upper bond 5,988 A. Asam amino
yang berikatan adalah ARG B, TRP C,
ARG C, dan GLY B.

KESIMPULAN DAN SARAN
1. Etil p-metoksi sinamat (EPMS)

terbukti memiliki aktivitas
antagonisme spesifik terhadap ACH

NASKAH PUBLIKASI FARMASI

Mas, yang dibuktikan dengan penurunan
nilai pD2 EPMS terhadap nilai pD2
agonis asetilkolin.

2. Dosis EPMS yang dapat digunakan
sebagai antagonisme asetilkolin Ms
adalah 100 uM berdasarkan penelitian
yang dilakukan karena sudah memiliki
efek antagonisme terhadap asetilkolin
muskarinik.

3. Uji in silico menunjukkan EPMS dapat
berikatan dengan reseptor asetilkolin
dengan menduduki asam amino yang
sama seperti atropin yaitu ARG C 1095
(Arginin). Nilai afinitas dari EPMS
yaitu -5,2 dan RMSD 1,613 A, hal ini
membuktikan bahwa terjadi ikatan
antara ligan EPMS dengan reseptor
asetilkolin dan ikatannya cukup kuat
dan stabil.

Perlu dilakukan  uji  aktivitas
antagonisme terhadap organ dan reseptor
lain selain asetilkolin.
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