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Abstrak: Nitazoxanide merupakan obat pro-drug untuk tizoxanide. Obat tersebut diketahui memiliki aktivitas
antivirus pada MERS-CoV. Arbidol memiliki aktivitas antivirus pada H3N2 HA yang memiliki kesamaan
struktur dengan SARS-CoV-2. Reseptor target spesifik untuk obat-obat Anti SARS-CoV-2 saat ini adalah NSP5
(nonstructural protein) dan ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2). NSP5 memediasi replikasi dan transkripsi
protein-protein virus, sedangkan ACE2 sebagai fasilitator transport asam amino dan reseptor tempat
terikatnya SARS-CoV maupun SARS-CoV-2. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas
antivirus SARS-CoV-2 dari senyawa Nitazoxanide dan Arbidol secara in silico. Senyawa nitazoxanide dan arbidol
dipreparasi terlebih dahulu dengan melakukan pengunduhan kode PDB ID, penyiapan struktur 2D dan 3D,
penentuan minimal energy, pembuatan kode SMILES, serta prediksi sifat fisikokimia dan toksisitas. Setelah
dipreparasi, proses dilanjutkan dengan penambatan molekul menggunakan aplikasi PyRx-Vina®. Hasil
docking dianalisis dengan perangkat lunak PyMOL® dan Discovery Studio Visualizer®. Hasil profil fisikokimia
menunjukkan bahwa senyawa arbidol dan nitazoxanide telah memenuhi hukum lima Lipinski dan masing-
masing senyawa memiliki nilai LDso sebesar 1350 mg/kg dan 340 mg/kg. Hasil penambatan senyawa uji
dengan reseptor menghasilkan interaksi, yaitu ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, dan interaksi
elektrostatik. Interaksi nitazoxanide pada reseptor 2GZ7 serta arbidol pada reseptor 3D0G dan 1R4L
menunjukkan perbedaan yang signifikan masing-masing terhadap lopinavir dan chloroquine dengan nilai p <

0.05 sehingga senyawa tersebut diprediksi memiliki potensi antivirus yang lebih baik.
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1. PENDAHULUAN

Pada 11 Februari 2020, WHO mengumumkan bahwa telah terjadi pandemi Coronavirus
Disease (COVID-19) yang disebabkan oleh virus severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-
CoV-2) [1]. Coronavirus yang menjadi etiologi COVID-19 termasuk dalam genus betacoronavirus. Hasil
analisis filogenetik menunjukkan bahwa virus ini masuk dalam subgenus yang sama dengan
coronavirus yang menyebabkan wabah severe acute respiratory illness (SARS) pada 2002-2004 silam,
yaitu Sarbecovirus [2]. Proses replikasi virus COVID-19 yaitu SARS-CoV-2 berikatan dengan
reseptor-reseptor dan membuat jalan masuk ke dalam sel, kemudian glikoprotein yang terdapat

pada envelope spike virus akan berikatan dengan reseptor selular berupa ACE2 pada SARS-CoV-2.

J.Food Pharm.Sci. 2022, 10(1), 570-583 www journal.ugm.ac.id/v3/JFPA



J.Food Pharm.Sci. 2022, 10(1), 570-583 571

SARS-CoV-2 akan melakukan duplikasi materi genetik dan mensintesis protein-protein yang
dibutuhkan, kemudian membentuk virion baru yang muncul di permukaan sel [3].

Nitazoxanide merupakan salah satu obat yang diidentifikasi sebagai small molecules dalam
FDA-approved small molecules and biologics. Small molecule dipilih agar dapat memastikan bahwa
kriteria hukum lima Lipinski terpenuhi. Salah satu kriterianya, yaitu Berat Molekul (BM), yang mana,
apabila nilai BM lebih dari 500 Da, obat tersebut tidak dapat berdifusi menembus membran sel [4].

Nitazoxanide menunjukkan konsentrasi ICs0 yang sangat tinggi, yaitu 0.83 pg/ml terhadap
middle east respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) [5]. Nitazoxanide terbukti menurunkan
ekspresi proinflammatory cytokine IL6 pada infeksi SARS-CoV-2 [6]. Hasil evaluasi genomik isolasi
pada 10 pasien yang dilakukan untuk menentukan kesamaan antara SARS-CoV-2 dengan SARS-CoV
dan MERS-CoV, menunjukkan hasil bahwa terdapat kesamaan (identik 88%) dengan bat_derived
severe acute respiratory syndrome (SARS)-like coronaviruses, bat-SL-CoVZC45, dan bat-SLCoVZXC21.
Ketiga virus tersebut memiliki kedekatan dengan SARS-CoV 79% dan dengan MERS-CoV 50% [7].
Pada penelitian sebelumnya, telah dilakukan molecular docking dan didapatkan nilai afinitas terhadap
masing-masing reseptor, -6,9 kcal/mmol untuk Mrr (6LU7); -7,6 kcal/mmol untuk 3CLpro (1UK4); -
7,5 kcal/mmol untuk ACE2 (6MO0]); dan -7,6 kcal/mmol untuk NSP12 (6NUR) [8].

Salah satu obat small molecule inhibitors lainnya adalah Arbidol. Arbidol terbukti menghambat
perubahan konformasi low-pH dari hemaglutinin (HA) dan menghalangi proses fusi [9]. Virus
influenza (H3N2) HA memiliki kesamaan rangkaian atau struktur dengan SARS-CoV-2 spike
glycoprotein [10,11]. Penelitian molecular docking telah dilakukan sebelumnya dan menunjukkan
bahwa arbidol berinteraksi dengan reseptor ACE2 (6LZG) sehingga dapat menghambat fusi membran
SARS-CoV-2 ke sel inang [12]. Arbidol maupun nitazoxanide belum terdaftar di Indonesia berdasarkan
web BPOM (cekbpom.pom.go.id). Oleh karena itu, berdasarkan literature mengenai indikasi arbidol
dan nitazoxanide, kedua senyawa tersebut dapat berpotensi sebagai obat baru di Indonesia.

Penelitian lain telah dilakukan pada 81 kasus (45 kasus kelompok umifenovir/arbidol dan 36
kasus kelompok kontrol) COVID-19 sedang atau berat dengan membandingkan hasil CT scan setelah
pemberian dan hasil menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan perubahan nilai CT dalam 1 minggu
sehingga menunjukkan bahwa pemberian umifenovir tidak memberikan hasil yang lebih baik atau
tidak dapat mempersingkat lamanya pengobatan pada pasien COVID-19. Namun, karena penelitian
ini adalah single-centre (studi retrospektif dengan jumlah sample yang sedikit), yang mana studi ini
memiliki bias dan kesimpulannya bisa subjektif, maka perlu dilakukan verifikasi lebih lanjut dalam
uji klinis acak terkontrol [13].

Pada penelitian ini digunakan dua reseptor target, yaitu NSP5 dan ACE2. Reseptor NSP5
(nonstructural protein) dikenal dengan Mrre [14] dan 3-chymotrypsin like protease (3CLpro) [15].
Reseptor ini dipilih karena mekanismenya dalam memediasi replikasi dan transkripsi protein virus
[16]. Reseptor ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2) memiliki tiga fungsi fisiologis, yaitu sebagai
negative regulator pada sistem renin-angiotensin, fasilitator transport asam amino, dan reseptor
tempat terikatnya SARS-CoV maupun SARS-CoV-2 [17].

Untuk menentukan keefektifan ligan yang diuji sebagai obat baru, dalam penelitian ini,
dilakukan penambatan molekul, uji fisikokimia, dan toksisitas. Selain itu, dilakukan perbandingan
nilai binding affinity senyawa pembanding lopinavir terhadap nitazoxanide dan senyawa pembanding
chloroquine terhadap arbidol. Penelitian ini penting untuk dilakukan karena dalam pengembangan

obat COVID-19, diperlukan prediksi sifat (ADME), toksisitas, dan gambaran interaksi obat dengan
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reseptor. Uji fisikokimia menggambarkan kelarutan/solubilitas suatu senyawa, larut atau tidaknya
dalam air (hidrofobik)/lemak (hidrofilik), dan sifat kelarutan ini diperlukan untuk menembus
membran sel oleh pergerakan obat dari konsentrasi tinggi ke rendah (difusi pasif) [4]. Toksisitas
merupakan kemampuan suatu zat kimia untuk menimbulkan kerusakan pada organisme baik pada

saat digunakan maupun pada saat berada dalam lingkungan [18].

2. BAHAN DAN METODE

2.1. Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah PyRx 0.8®, Discovery Studio Visualizer®,
PyMOL®, dan AutoDockTools-1.5.6®.

2.2. Alat

Alat perangkat keras yang digunakan berupa satu set laptop dengan spesifikasi processor
Intel® Celeron® CPU N3350 @ 1,10GHz, RAM sebesar 2 GB, serta perangkat lunak sistem operasi
Windows 10 Pro 64-bit (10,0, Build 19041).

2.3. Preparasi Ligan dan Senyawa Pembanding

Preparasi sampel diawali dengan pengunduhan ligan dan senyawa pembanding dari situs
Protein Data Bank https://www.rcsb.org dengan format *pdb. Untuk data visualisasi berupa struktur
dua dimensi, senyawa digambar menggunakan program ChemDraw 19.0®. Proses persiapan ligan

untuk menjadi berkas siap pakai dengan format struktur kimia 3D dilakukan menggunakan fasilitas
konversi AutoDockTools-1.5.6®. Ligan yang digunakan adalah nitazoxanide dan arbidol, serta
senyawa pembandingnya, yaitu lopinavir dan chloroquine. Kemudian, file kompleks ligan yang telah
diunduh akan dibuka dalam format pdb. Langkah selanjutnya adalah preparasi ligan dengan
eliminasi pelarut (air), semua residu, dan small molecule, kemudian disimpan dalam bentuk pdbqt
(Protein Data Bank, Partial Charge (Q), & Atom Type (T)).

2.4. Preparasi Reseptor

Preparasi reseptor diawali dengan pengunduhan struktur reseptor NSP5 (7BQY dan 2GZ7)
dan ACE2 (3D0G dan 1R4L) pada situs Protein Data Bank (PDB) dalam format pdb. Preparasi protein
reseptor dilakukan menggunakan aplikasi PYMOL®. Pada tahap ini, dilakukan eliminasi pelarut
(air) dan small molecule. Setelah itu, file disimpan dalam bentuk pdbqt (Protein Data Bank, Partial
Charge (Q), & Atom Type (T)).

2.5. Penentuan Minimal Energy
Penentuan minimal energy dilakukan menggunakan program Chem3D 19.0®. Dilakukan

replikasi sebanyak tiga kali dengan metode Merck Molecular Force Field 94 (MMFF94), tetapi
dilakukan = pengunduhan  struktur  tiga  dimensi terlebih = dahulu  dari situs
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ dengan format *sdf. Setelah itu, dilakukan kalkulasi minimal
energy melalui Chem3D 19.0® dengan cara import file > calculation > MMFF94 > Perform MMFF94

Minimization.

2.6. Penentuan Grid Box Center dan Sizes

Penentuan grid box center dan sizes dilakukan dengan blind docking tools secara otomatis
menggunakan aplikasi CB-Dock®. CB-Dock® memprediksi daerah pengikatan reseptor,
menghitung center dan sizes dengan pendekatan deteksi cavity berbasis curvature [19]. Ligan dan
reseptor dengan format pdb diunggah dalam situs http://cac.labshare.cn/cb-dock/ dan kemudian
dilakukan kalkulasi. Hasil yang didapatkan berupa interaksi antara ligan dan reseptor dalam bentuk

3D dan tabel berisikan nilai vina score, ukuran cavity, center, dan size. Hasil tersebut kemudian
disimpan atau disalin ke dalam Microsoft Word.
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2.7. Validasi Metode

Proses validasi dalam uji in silico ini dilakukan melalui re-docking native ligand yang telah
diunduh melalui situs Protein Data Bank https://www.rcsb.org dan ada beberapa native ligand yang
dipreparasi menggunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer®. Validasi reseptor dilakukan
sebanyak tiga kali pengulangan menggunakan aplikasi PyRx-Vina®. Parameter yang diamati pada
tahap ini adalah nilai RMSD (root mean square deviation) yang dihasilkan dari re-docking native ligand
dengan proteinnya [20]. Metode dikatakan valid dan baik apabila nilai RMSD yang dihasilkan < 2 A
[21].

2.8. Proses Penambatan

Proses penambatan dilakukan antara ligan dan senyawa pembanding pada masing-masing
reseptor melalui perangkat lunak PyRx-Vina®. Reseptor maupun senyawa yang telah dipreparasi
dimasukkan ke dalam aplikasi PyRx 0.8® dalam bentuk pdbqt. Reseptor kemudian diset menjadi
makromolekul, sedangkan senyawanya diset menjadi ligan. Ligan dan reseptor akan tersimpan di
komputer secara otomatis dan akan tertera di navigator bagian “AutoDockTools-1.5.6®”. Reseptor
dan ligan yang telah tersimpan tadi dimasukkan pada control bagian Vina Wizard pilihan select
molecule. Kemudian, dipilih tombol forward dan diatur grid box center dan sizes dari hasil aplikasi CB-
Dock®. Lalu, dilakukan pencatatan informasi vina search space (center dan dimension), dan data ini
digunakan dalam kebutuhan administrative, validasi, dan saat analisis posisi relatif. Selanjutnya,
dipilih Run Vina dan didapatkan hasil berupa nilai afinitas dan nilai RMSD untuk kebutuhan
validasi.

2.9. Prediksi Sifat Fisikokimia dan Toksisitas

Prediksi sifat fisikokimia ligan dilakukan dengan mengecek Kode SMILE ligan dan senyawa
pembanding yang didapatkan dari aplikasi ChemDraw 19.0®. Kode SMILE diunggah ke dalam situs
SwizzADME http://www.swissadme.ch/. Hasil dianalisis dengan berlandaskan hukum lima

Lipinski. Lipinski ini berupa lima aturan yang harus dipenuhi ligan agar dapat dilanjutkan ke tahap
simulasi docking. Senyawa dikatakan tidak memenuhi aturan Lipinski apabila terdapat kesalahan
lebih dari satu kriteria [4], dengan cara analisis Berat Molekul (BM), logaritma koefisien partisi (Log
P (XLogP3)), hydrogen bond acceptors (HBA), hydrogen bond donors (HBD), dan molar refractivity. Untuk
memprediksi toksisitas ligan berdasarkan nilai LDso, skin semsitization, Ames toxicity, dan
hepatotoxicity, dilakukan penginputan code SMILES yang telah disiapkan tadi melalui situs pkCSM
online tools https://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction dan situs Protox II online tools https://tox-
new.charite.de/protox_II/ untuk memprediksi nilai LDso.

3. HASIL DAN DISKUSI

Struktur kimia senyawa nitazoxanide dan arbidol serta senyawa pembanding lopinavir dan
chloroquine dapat dilihat pada Gambar 1. Penentuan minimal energy pada senyawa nitazoxanide
dan arbidol dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan perhitungan yang lebih akurat tentang
molekul dan konformasi akhir yang lebih stabil [22]. Hasil rerata minimal yang didapatkan pada
senyawa nitazoxanide dan arbidol masing-masing sebesar 12.148 kkal/mol dan 72.0405667 kkal/mol.
Energi tersebut merupakan energi seminimal mungkin pada bentuk stereokimia dan bentuk paling
stabil untuk dilakukan docking.

Proses validasi dilakukan dengan tujuan untuk memastikan metode yang digunakan
tervalidasi dan didapatkan metode yang baik sehingga dapat dilanjutkan pada tahap penelitian
berikutnya. Parameter yang diamati pada tahap ini adalah nilai RMSD yang dihasilkan dari re-
docking native ligand dengan proteinnya [21]. RMSD adalah proses pengukuran dua pose dengan

membandingkan posisi atom antara struktur eksperimental dengan struktur protein yang di-docking
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[23]. Metode dikatakan valid dan baik apabila nilai RMSD yang dihasilkan < 2 A [21]. Hasil validasi
docking dapat dilihat pada Tabel 1.

Gambar 1. Struktur kimia senyawa (a) nitazoxanide dan (b) arbidol, serta senyawa pembanding (c) lopinavir dan
(d) chloroquine

PyRx-Vina® menghasilkan dua jenis RMSD yaitu RMSD lower dan RMSD upper. Namun,
yang dianalisis hanyalah nilai dari RMSD lower, karena RMSD lower didapatkan dari pencarian
semua kemungkinan atom dalam molekul simetris [24]. Artinya, RMSD lower dihitung dari
pendekatan konformasi native ligand dalam semua simetri. Menurut Meli dan Biggin, atom yang

tidak dapat dibedakan akan memberikan hasil yang benar dengan mengoreksi simetri sehingga nilai
RMSD lower dapat lebih tepat [25].

Tabel 1. Hasil validasi docking dari nilai RMSD

Reseptor Native Ligand RMSD Lower (A) RMSD Upper (A)
7BQY Native ligan 1 1.751 + 0.060 3.469 £0.736
2GZ7 Native ligan 2 0.185 +0.009 2.950 +0.093

Native ligan 3 1.846 +0.047 2.202 £0.079
3D0G

Native ligan 4 1.852 + 0.029 5.257 £ 0.034

Native ligan 5 1.356 + 0.668 2.279 +0.458
1R4L

Native ligan 3 1.805 +0.157 2276 +0.214

Native ligan 1 : n-[(5-methylisoxazol-3-yl)carbonyllalanyl-l-valyl-n~1~-((1r,2z)-4-(benzyloxy)-4-oxo-1-{[(3r)-2-
oxopyrrolidin-3-yllmethyl}but-2-enyl)-I-leucinamide

Native ligan 2 : 2-[(2,4-dichloro-5-methylphenyl) sulfonyl]-1,3- dinitro-5-(trifluoromethyl) Benzene

Native ligan 3 : 2-acetamido-2-deoxy-beta-D-glucopyranose

Native ligan 4 : 2-acetamido-2-deoxy-alpha-D-glucopyranose

Native ligan 5 :(s,s)-2-{1-carboxy-2-[3-(3,5-dichloro-benzyl)-3h-imidazol-4-yl]-ethylamino}-4-methyl-pentanoic acid
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Berdasarkan proses validasi, diperoleh nilai RMSD. Nilai tersebut berbeda, kemungkinan
karena molekul yang dianalisis adalah molekul yang simetris sehingga potensi substrukturnya
sesuai dengan posisi dalam molekul (tidak semua dengan posisi yang sama) [24]. Keenam native
ligand diketahui memenuhi standar validasi dengan nilai RMSD < 2 A sehingga docking senyawa uji
pada reseptor masing-masing dapat dilakukan.

Hasil dari molecular docking molekul pada penelitian meliputi nilai binding affinity beserta
RMSD-nya. Afinitas pengikatan adalah kekuatan interaksi antara dua atau lebih molekul yang terikat
secara reversibel [26]. Menurut Adelina, skor merupakan parameter kekuatan afinitas pengikatan
ligan uji terhadap reseptor [27]. Makin stabilnya interaksi ligan-protein akan dicerminkan dengan
makin rendahnya skor (minus). Apabila ikatan ligan dengan reseptor makin stabil, dapat diprediksi
bahwa aktivitasnya juga makin besar [28]. Hasil docking dengan menggunakan aplikasi PyRx-Vina®
pada senyawa nitazoxanide, senyawa pembanding lopinavir, dan native ligand terhadap reseptor

7BQY dan 2GZ7, maupun senyawa arbidol, senyawa pembanding chloroquine, dan native ligand

terhadap reseptor 3D0G dan 1R4L ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil docking senyawa uji, senyawa pembanding, dan native ligan terhadap masing-masing reseptor

Afinitas Center Size
Reseptor Senyawa
(kcal/mol) X Y z (x*y*z)
Nitazoxanide* -5.7+0 -6+0 2+0 9.7+0.929  21*21*21
NSP5 Lopinavir
-5.633 + 0.058 9+0 30 92+1.701  26%26%26
(7BQY) (Senyawa Pembanding)
Native ligan 1 -5.467 +0.208 9+0 3+0 56+3.650 29*29*29
Nitazoxanide** -6.667 +£0.153 -1+0 37+0.058 144+2223 21*21*21
NSP5 Lopinavir
-7.8+0.1 -1+0 -37+0 15+4.114  26*26*26
(2GZ7) (Senyawa Pembanding)
Native ligan 2 -5.6+0 -23+0.058 -40+0.058 14.1+0.305 21*21*21
Arbidol*** -6.567 +0.208  19+0.058 39+0.058 684+0.889 22*22*22
Chloroquine
ACE2 -41+0.1 47 +0.058 -11+0.058 77.6+3.980 24*24*24
(Senyawa Pembanding)
(3D0G)
Native ligan 3 -3.367 £ 0.058 61+0 17+£0 68.2£0.346 18*32*18
Native ligan 4 -5.3+0.1 19+0 39+0 76.4+0.265 18*18*18
Arbidol*™*** -8.1+0 46+ 0 5+0 28.1+0 35%22*35
Chloroquine
ACE2 -6.667 £0.115 46+0 5+0 18.7 £2.285  35%24*35
(Senyawa Pembanding)
(IR4L)
Native ligan 5 -9.167 + 0.058 46 +0 2+0 26.7+1.4  35%23*35
Native ligan 3 -6.267 +0.058 46 +0 5+0 273+0.153 35*18*35

Nilai signifikansi antara senyawa uji dengan senyawa pembanding pada tiap-tiap reseptor
* : 0.114 kkal/mol
**:0.000 kkal/mol
*#:0.000 kkal/mol
%1 0.034 kkal/mol
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Tabel 2 menujukkan bahwa terdapat senyawa dengan native ligan yang memiliki data
replikasi binding affinity yang berbeda dan perbedaan ini diprediksi karena adanya perbedaan
pengikatan ligan dengan asam amino pada reseptor [29]. Pada reseptor 7BQY, nitazoxanide
memperoleh nilai binding affinity sebesar -5.7 kcal/mol, lopinavir sebesar -5.633 kcal/mol, dan native
ligand sebesar -5.467 kcal/mol. Dari nilai tersebut, diketahui nitazoxanide memiliki nilai binding affinity
paling baik sehingga senyawa tersebut lebih efektif (sebagai obat) dan mampu menghambat proses
replikasi virus SARS-CoV-2 lebik baik. Sementara itu, pada reseptor 2GZ7, nitazoxanide memperoleh
nilai binding affinity sebesar -6.667 kcal/mol, lopinavir sebesar -7.8 kcal/mol, dan native ligand sebesar -
5.6 kcal/mol. Dari nilai tersebut, diketahui lopinavir memiliki nilai binding affinity paling baik sehingga
senyawa pembanding tersebut lebih efektif (sebagai obat) dan mampu menghambat proses replikasi
virus SARS-CoV-2 lebik baik. Namun, nitazoxanide memilki nilai binding affinity lebih baik daripada
native ligand.

Pada reseptor 3D0G, arbidol memperoleh nilai binding affinity sebesar -6.567 kcal/mol,
chloroquine sebesar -4.1 kcal/mol, native ligand pertama sebesar -3.367 kcal/mol, dan native ligand kedua
sebesar -5.3 kcal/mol. Dari nilai tersebut, diketahui arbidol memiliki nilai binding affinity paling baik
sehingga senyawa tersebut diprediksi lebih efektif sebagai obat dan mampu menghambat perlekatan
virus ke reseptor ACE2 lebih baik. Sementara itu, native ligand kedua diketahui memiliki nilai binding
affinity yang lebih baik daripada native ligand pertama. Lebih lanjut, pada reseptor 1R4L, arbidol
memperoleh nilai binding affinity sebesar -8.1 kcal/mol, chloroquine sebesar -6.667 kcal/mol, native
ligand pertama sebesar -9.167 kcal/mol, dan native ligand kedua sebesar -6.267 kcal/mol. Dari nilai
tersebut, diketahui native ligand pertama dengan nama (s,s)-2-{1-carboxy-2-[3-(3,5-dichloro-benzyl)-3h-
imidazol-4-yl]-ethylamino}-4-methyl-pentanoic acid memiliki nilai binding affinity paling baik sehingga
senyawa tersebut lebih efektif (sebagai obat) dan mampu menghambat perlekatan virus ke reseptor
ACE2 lebih baik. Namun, arbidol memilki nilai binding affinity lebih baik daripada senyawa
pembanding, yaitu chloroquine.

Ikatan hidrogen adalah ikatan yang terjadi antara atom hidrogen (H) pada molekul yang
satu dengan salah satu unsur atom (F, O, N) pada molekul lainnya, yang merupakan gaya dipol-
dipol paling kuat [30]. Dalam sistem biologis, atom nitrogen atau oksigen merupakan donor serta
akseptor, khususnya atom dalam gugus amina (-NH2) dan hidroksil (-OH). Karena bersifat polar
antara ikatan N-H dan O-H, atom H-nya dapat berikatan hidrogen dengan atom akseptor [31]. Ikatan
hidrogen akan stabil dan memiliki ikatan yang kuat apabila memiliki panjang ikatan < 2.7 A [32].
Makin kecil jarak ikatan hidrogen antara ligan dengan gugus asam, nilai afinitasnya makin besar [33].
Makin kecil jarak ikatan, maka ikatan makin kuat dan tidak mudah terlepas, begitu pula sebaliknya
[34].

Ikatan hidrofobik merupakan molekul nonpolar tidak mengandung ion yang terhidrasi atau
memiliki momen dipol. Hal tersebut terjadi karena dalam air, molekul tersebut tidak larut atau
hampir tidak larut [31]. Ikatan ini penting pada proses penggabungan daerah nonpolar ligan dengan
daerah nonpolar reseptor. Daerah nonpolar molekul yang tidak larut air dan molekul air yang berada
disekelilingnya akan bergabung melalui ikatan hidrogen membentuk struktur quasi-crystaline
(icebergs) [35]. Ikatan hidrofobik merupakan parameter dari kuatnya interaksi asam amino antara
ligan dengan reseptor yang berguna dalam membantu mempertahankan konformasi pengikatan
[32].
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Ikatan elektrostatik menggambarkan gaya antara atom polar dan biasanya diwakili oleh
potensial Coulomb. Umumnya, terdapat dua pendekatan fungsi penilaian untuk interaksi ikatan
hidrogen: (i) dengan menggunakan parameter berbasis medan gaya spesifik yang terkait dengan van
der Waals dan potensi energi elektrostatik; (ii) dengan menggunakan suku arah, di mana kontribusi
ikatan hidrogen merupakan fungsi dari deviasi parameter geometri dari ikatan hidrogen ideal [36].
Interaksi hidrofobik dan interaksi elektrostatik dapat meningkatkan kestabilan konformasi [37]. Jenis

interaksi dalam bentuk tiga dimensi ditunjukkan pada Gambar 2.

Gambar 2. Bentuk tiga dimensi (a) nitazoxanide(cyan)-lopinavir(ungu) terhadap reseptor 7BQY (b)
nitazoxanide(cyan)-lopinavir(ungu) terhadap reseptor 2GZ7 (c) arbidol(cyan)-chloroquine(ungu)
terhadap reseptor 3D0G (d) arbidol(cyan)-chloroquine(ungu) terhadap reseptor 1R4L

Hasil visualisasi 3D menunjukkan nitazoxanide-lopinavir pada reseptor 2GZ7 dan arbidol-
chloroquine pada reseptor 1R4L memiliki posisi penambatan yang sama sehingga dapat diprediksi
bahwa senyawa uji memiliki aktivitas penghambatan replikasi (2GZ7) atau perlekatan (1R4L) virus
SARS-CoV-2. Sementara itu, nitazoxanide-lopinavir pada reseptor 7BQY dan arbidol-chloroquine pada
reseptor 3D0G tidak memiliki kemiripan posisi dan sudut dari setiap atomnya. Kemiripan pose ligan
dengan senyawa pembanding dapat dipengaruhi dari nilai RMSD, yang mana nilai RMSD yang
mendekati nol akan menyebabkan kemiripan pose antara keduanya [34]. Jenis interaksi dalam
bentuk tiga dimensi ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Bentuk dua dimensi (a) Nitazoxanide-7BQY (b) Lopinavir-7BQY (c) Nitazoxanide-2GZ7 (d) Lopinavir-
2GZ7 (e) Arbidol-3D0G (f) Chloroquine-3D0G (g) Arbidol-1R4L (h) Chloroquine-1R4L

Gambar 3 menunjukkan garis-garis putus. Garis putus-putus tersebut merupakan jarak
ikatan [34]. Ikatan hydrogen ditandai dengan garis putus-putus berwarna hijau lime dan hijau telur
asin; interaksi elektrostatik ditandai dengan garis putus-putus berwarna oranye serta interaksi
hidrofobik ditandai dengan garis putus-putus berwarna ungu, neon pink dan pink.

Pada Gambar 3(a) dan 3(b), terlihat senyawa nitazoxanide lebih stabil, didukung oleh adanya
ikatan hydrogen dengan asam amino Asn 151, Arg 298, Thr 111, dan Asp 295; dan interaksi
hidrofobik dengan asam amino Ile 106 dan Val 104. Sementara, senyawa pembanding lopinavir hanya
memiliki dua ikatan hydrogen dengan asam amino Lys 5 dan Lys 137; dan interaksi hidrofobik
dengan asam amino Arg 4. Sementara itu, pada Gambar 3(c) dan 3(d), terlihat senyawa pembanding
lopinavir lebih stabil, didukung oleh adanya ikatan hidrogen dengan asam amino Gln 110 (2), Thr 111,
dan Asp 295; dan interaksi hidrofobik dengan asam amino Leu 202 (2), Ile 249, His 246, Phe 294, dan
Pro 293. Nitazoxanide memiliki ikatan hidrogen dengan asam amino Thr 111, Thr 292, Asn 203, Gly
109, dan Pro 293; dan hanya memiliki dua interaksi hidrofobik dengan asam amino Leu 202 dan Phe
294.

Pada Gambar 3(e) dan 3(f), terlihat senyawa arbidol lebih stabil, didukung oleh adanya ikatan
hidrogen dengan asam amino Arg 273, Glu 375, dan Glu 402; interaksi hidrofobik dengan asam
amino His 374, Phe 274 (3), dan Pro 346; dan interaksi elektrostatik dengan asam amino Arg 273 (2).
Sementara itu, chloroquine hanya memiliki dua ikatan hidrogen dengan asam amino Asp 216 dan Asp
225; dan hanya memiliki tiga interaksi hidrofobik dengan asam amino His 228 dan Lys 577 (2).
Selanjutnya, pada Gambar 3(g) dan 3(h), terlihat senyawa chloroquine lebih stabil, didukung oleh
adanya ikatan hidrogen dengan asam amino Asp 367, Asp 269, Thr 371, dan Glu 375; dan interaksi
hidrofobik dengan asam amino His 374, Phe 274 (3), dan Pro 346 (2). Sementara, arbidol hanya
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memiliki tiga ikatan hidrogen dengan asam amino Thr 371 (2) dan Arg 518; dan hanya memiliki lima
interaksi hidrofobik dengan asam amino Phe 274 (4) dan Pro 346.

Prediksi sifat fisikokimia dilakukan dengan mengecek ligan nitazoxanide dan arbidol, serta
senyawa pembanding lopinavir dan chloroquine. Senyawa dikatakan tidak memenuhi apabila terdapat
kesalahan lebih dari satu kriteria [4], dengan cara analisis Berat Molekul (BM), logaritma koefisien
partisi (Log P (XLogP3)), hydrogen bond acceptors (HBA), hydrogen bond donors (HBD), dan molar
refractivity. SwissADME dipilih karena platform ini tidak mengeluarkan biaya dan berfungsi dalam
menghitung sifat molekuler ligan berdasarkan aturan lima Lipinski [38]. Dengan menggunakan alat
ini, profil farmakokinetik senyawa seperti absorpsi, distribusi, dan metabolisme ligan dapat
dievaluasi [39]. Hasil screening sifat fisikokimia pada senyawa nitazoxanide dan arbidol, serta pada
senyawa pembanding lopinavir dan chloroquine dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 3. Hasil pembacaan sifat fisikokimia dengan menerapkan hukum lima Lipinski terhadap senyawa protein
reseptor

Ketentuan Lima Lipinski

Senyawa BM Hasil
LogP HBD HBA MR
(Dalton)
Nitazoxanide 307.28 2.04 1 6 76.65 Ya
Arbidol 477 .41 4.43 1 4 122.69 Ya
Lopinavir 628.80 592 4 5 18792  Tidak
Chloroquine 319.87 4.63 1 2 97.41 Ya

BM  :Berat Molekul <500 Dalton
LogP : Koefisien Partisi <5

HBD : Hydrogen Bond Donor <5

HBA : Hydrogen Bond Acceptor <10

MR : Molar Refractivity (40 < MR < 130)

Dari tabel 3, senyawa nitazoxanide, arbidol, dan chloroquine sama-sama memiliki berat
molekul yang kurang dari 500 Dalton, nilai LogP kurang dari 5, nilai hydrogen bond donor kurang dari
5, nilai hydrogen bond acceptor kurang dari 10, nilai molar refractivity diantara 40 dan 130. Dengan
demikian, senyawa arbidol dan chloroquine memenuhi hukum lima Lipinski dan dapat dikatakan
mudah untuk diabsorpsi dan memiliki permeabilitas yang tinggi. Oleh karenanya, senyawa di atas
dapat diadministrasikan secara oral [40].

Sementara itu, lopinavir tidak memenuhi hukum lima Lipinski karena terdapat tiga kriteria
yang tidak terpenuhi, yaitu nilai berat molekulnya sebesar 628.80 Da (BM < 500 Da), nilai LogP
sebesar 5.92, dan nilai molar refractivity-nya sebesar 187.92 (40 < MR < 130). Senyawa dapat dikatakan
tidak memenuhi apabila terdapat lebih dari satu kriteria yang menyimpang. Syarat nilai LogP
(XLogP3) adalah -0.4-5. Makin besar atau positif nilai log P, Makin hidrofobik molekul tersebut. Jika
sifatnya terlalu hidrofobik, tingkat toksisitasnya juga akan tinggi karena akan tertahan lebih lama
pada lipid bilayer atau dasar struktur membran sel dan terdistribusi lebih luas di dalam tubuh
sehingga selektifitas ikatan terhadap enzim target menjadi berkurang [4]. Molar refractivity yang tidak
sesuai dengan persyaratan akan menyebabkan senyawa nonpolar tidak dapat membentuk
momentum sehingga tidak dapat berikatan dengan reseptor, dan sifat polarnya tidak dapat
mengekskresikan sisa dari metabolisme senyawa [41]. Oleh karenanya, senyawa lopinavir akan sulit

diabsorpsi dan permeabilitasnya rendah.
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Toksisitas merupakan kemampuan suatu zat kimia untuk menimbulkan kerusakan pada
organisme baik pada saat digunakan atau pada saat berada dalam lingkungan [18]. Uji toksisitas
dilakukan apabila telah diketahui bahwa senyawa memiliki aktivitas prediksi yang lebih baik
dibandingkan senyawa pembanding berdasarkan persamaan Hubungan Kuantitatif Struktur dan
Aktivitas (HKSA) [42]. Macam-macam penilaian toksisitas yang dilakukan pada uji ini, yaitu LDso,
skin sensitization, Ames toxicity, dan hepatotoxicity. Globally Harmonized System mengklasifikasikan
LDso menjadi 6 kelas, yaitu kelas I (fatal jika tertelan): LDso< 5mg/kg; kelas II (fatal jika tertelan): 5 <
LDso < 50 mg/kg; kelas III (beracun jika tertelan): 50 < LDso < 300 mg/kg; kelas IV (berbahaya jika
tertelan): 300 < LDso < 2000 mg/kg); kelas V (bisa berbahaya jika tertelan): 2000 < LDso< 5000 mg/kg;
dan kelas VI (tidak beracun): LDso> 5000 mg/kg [43]. Hasil dari prediksi toksisitas ditunjukkan pada
Tabel 4.

Tabel 4. Hasil prediksi sifat toksisistas senyawa protein nitazoxanide dan arbidol, serta pada senyawa
pembanding lopinavir dan chloroquine menggunakan pkCSM Online Tools dan Protox II Online Tools
senyawa protein reseptor

Kategori Toksisitas

LDso skin Ames hepatot  Hasil
Senyawa e s . . . .
(mg/kg) sensitization toxicity* oxicity (GHS)
* % * ¥k
Nitazoxanide 1350 Tidak Ya Ya 4
Arbidol 340 Tidak Tidak Tidak 4
Lopinavir 5000 Tidak Tidak Ya 5
Chloroquine 750 Tidak Ya Ya 4

* Dengan Protox II Online Tools

** Dengan pkCSM Online Tools

Berdasarkan tabel 4, hasil yang didapatkan untuk semua senyawa adalah terbukti tidak memiliki
toksisitas pada analisis skin sensitization sehingga semua senyawa tidak menimbulkan sensitisasi pada kulit.
Untuk hasil uji Ames foxicity, terdapat dua senyawa yang positif, yaitu nitazoxanide dan chloroquine, yang artinya,
kedua senyawa tersebut bersifat mutagenik dan oleh sebab itu, dapat bertindak sebagai karsinogen [44].
Kemudian, uji hepatotoxicity menunjukkan hasil positif pada senyawa protein nitazoxanide dan senyawa
pembanding lopinavir dan chloroquine sehingga dapat diprediksi bahwa ketiga senyawa tersebut toksik terhadap
hepar. Selain itu, untuk toksisitas per oral pada hewan coba (LDso), dilakukan pengujian dan pengklasifikasian
toksisitas melalui situs Protox I Online Tools. Lethal dose 50 (LDso) merupakan data statistik suatu besaran untuk
menyatakan dosis tunggal suatu senyawa yang diperkirakan menyebabkan kematian atau menimbulkan efek
toksik pada 50% hewan coba setelah perlakuan. Makin kecil nilai toksik, makin toksik suatu senyawa, demikian
juga dengan sebaliknya [45,18]. Dari pengujian tersebut, dapat diprediksi senyawa nitazoxanide memiliki nilai
LDso pada hewan coba sebesar 1350 mg/kg, sedangkan senyawa arbidol sebesar 340 mg/kg dan senyawa
pembanding chloroquine sebesar 750 mg/kg sehingga ketiga senyawa tersebut diklasifikasikan pada kelas 4 GHS
(300 < LDso < 2000 mg/kg), yang berarti senyawa tersebut memiliki efek toksisitas yang relatif rendah [46].
Sementara itu, senyawa pembanding lopinavir diprediksi memiliki nilai sebesar 5000 mg/kg sehingga senyawa

tersebut diklasifikasikan pada kelas 5 GHS (2000 < LDso< 5000 mg/kg), yang artinya mempunyai efek toksisitas
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akut yang rendah. Makin besar nilai toksik, makin tidak toksik suatu senyawa, demikian juga dengan sebaliknya
[45,18].
4. KESIMPULAN

Senyawa nitazoxanide pada reseptor 7BQY tidak memiliki perbedaan nilai binding affinity
yang signifikan dengan senyawa pembanding lopinavir, sedangkan nitazoxanide pada reseptor 2GZ7
dan arbidol pada reseptor 3D0G dan 1R4L memiliki perbedaan nilai binding affinity yang signifikan
masing-masing terhadap senyawa pembanding lopinavir dan chloroquine. Namun, hasil binding
affinity arbidol kurang efektif daripada native ligan dari reseptor 1R4L, sehingga penelitian selanjutnya
direkomendasikan untuk menguji arbidol pada reseptor ACE2 dengan kode yang lain. Untuk
mengembangkan potensi antivirus SARS-CoV-2, ligan perlu diamati melalui analisis dinamika
molekuler pada tahap selanjutnya.

Konflik kepentingan: Tidak terdapat konflik kepentingan pada penelitian ini.
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