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ABSTRACT

Pulmonary fibrosis was one of the conditions that occurred in Post-COVID Syndrome patients.
Development of specific treatment as an agent to treat pulmonary fibrosis was still ongoing. Ferulic acid
was a compound that had a potential lung antifibrotic agent through the inhibition of TGF-p1-mediated
signaling. Molecular docking studies using the AutoDock Tools program version 1.5.7 were conducted on
ferulic acid and its analogs to determine the activity of compounds as antifibrotic. Furthermore, the
interaction of the compounds with the receptor was visualized using the Discovery Studio 2021 program.
The results showed that ferulic acid and its analogs had lower free energy than Pirfenidone, which was a
standard lung antifibrotic drug. 4-Benzoyloxy-3-methoxycinnamic acid was the compound that had the
greatest activity. The group that contributed to the ligand-receptor interaction was the aromatic group with
7 interaction.
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ABSTRAK

Fibrosis paru merupakan salah satu kondisi yang terjadi pada pasien Post-COVID Syndrome.
Pengembangan pengobatan yang spesifik sebagai agen untuk mengatasi fibrosis paru masih terus
dilakukan. Asam ferulat termasuk senyawa yang berpotensi sebagai agen antifibrotik paru melalui
penghambatan pensinyalan yang dimediasi TGF-B1. Studi penambatan molekul menggunakan program
AutoDock Tools versi 1.5.7 dilakukan terhadap asam ferulat dan analognya untuk mengetahui aktivitasnya
sebagai antifibrotik. Selanjutnya, interaksi senyawa dengan reseptor divisualisasikan menggunakan
program Discovery Studio 2021. Hasil penelitian menunjukkan bahwa asam ferulat dan analognya memiliki
energi bebas lebih rendah dibandingkan pirfenidon yang merupakan obat standar antifibrotik paru.
Aktivitas terbesar ditunjukkan oleh senyawa asam 4-benzoiloksi-3-metoksisinamat. Gugus yang
berkontribusi dalam interaksi ligan-reseptor adalah inti aromatis dengan interaksi 7.

Kata kunci: Penambatan Molekul, AutoDock, Antifibrotik, TGF-B1, Asam Ferulat

PENDAHULUAN

Fibrosis paru merupakan pemadatan matriks
ekstraseluler pada jaringan paru sehingga terjadi
pengerasan dan penurunan elastisitas (Thannickal et al.,
2014). Di negara-negara Asia-Pasifik, insidensi fibrosis
paru idiopati mencapai 0,35 — 1,30 per 10.000 populasi
dengan prevalensi 0,57 — 4,51 (Maher et al., 2021).
Meskipun tergolong jarang, penyakit ini menjadi salah
satu penyakit kronis yang mematikan. Jika tidak segera
ditangani, kelangsungan hidup rata-rata diperkirakan
antara 2 sampai 3 tahun setelah diagnosis (Sharif, 2017).
Kejadian fibrosis paru ini mulai banyak dijumpai pada
pasien yang pernah menderita COVID-19 dan menjadi
salah satu kondisi gejala Post-COVID Syndrome. Dalam
sebuah penelitian terhadap 55 pasien terkonfirmasi

COVID-19 setelah 3 bulan, 35 (64%) memiliki gejala
persisten dan 39 (71%) mengalami disfungsi paru seperti
penebalan interstisial dan fibrosis (Zhao et al., 2020).
Studi lain juga mengungkapkan perkembangan fibrosis
paru dialami oleh 44,9% orang yang sebelumnya
terinfeksi SARS-CoV-2 (Amin et al., 2022).
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Gambar 1. Struktur Senyawa Pirfenidon
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Saat ini, terapi yang digunakan untuk mencegah
fibrosis paru yaitu penggunaan kortikosteroid.
Kemampuan kortikosteroid sebagai antiinflamasi dapat
mengurangi  kejadian Acute Respiratory Distress
Syndrome (ARDS) yang menjadi pemicu fibrosis paru
(Chaudhuri et al., 2021). Terapi khusus untuk mencegah
fibrosis paru sendiri masih terbatas dan terus
dikembangkan (Nalbandian et al., 2021). Obat yang
spesifik sebagai antifibrotik paru diantaranya Pirfenidone
(Gambar 1) yang hingga tahun 2020 masih menjalani uji
klinis fase 3 (Hoffmann-La Roche, 2020). Meskipun
demikian, obat ini menunjukkan banyak efek samping
yang membatasi kegunaannya, antara lain ruam kulit,
mual, hingga fotosensitivitas sehingga perlu adanya
pilihan terapi lain yang lebih baru dan lebih aman (Vietri
et al., 2020).

Salah satu mekanisme antifibrotik dari obat
Pirfenidone adalah dengan menghambat ekspresi
Transforming growth factor beta (TGF-B) yang
merupakan  stimulator ~ sintesis  protein  matriks
ekstraseluler di sebagian besar fibroblas, yang disintesis
dan disekresikan oleh sel-sel inflamasi (Burnham et al.,
2014). Pada paru-paru mamalia, TGF-B terdiri atas tiga
isoform yaitu TGF-B1, TGF-p2, dan TGF-B3. Namun,
isoform TGF-B1 memainkan peran sebagai agen
profibrotik yang lebih progresif untuk mendorong
diferensiasi fibroblas menjadi miofibroblas (Wei et al.,
2019).

Gambar 2. Struktur Asam Ferulat

Asam ferulat (Gambar 2) menjadi salah satu agen
yang berpotensi digunakan sebagai antifibrotik. Pengujian
in vivo pada tikus menunjukkan bahwa asam ferulat (100
mg/kg, 300 mg/kg) mengurangi perkembangan fibrosis
paru dengan hasil uji histopatologi yaitu penurunan kadar
TGF-B yang signifikan dibandingkan dengan kelompok
kontrol (Ali et al., 2021). Dengan demikian, temuan
tersebut menunjukkan kemungkinan peran asam ferulat
dalam memperbaiki fibrosis paru yaitu dengan
menghambat pensinyalan yang dimediasi TGF-B. Namun,
masalah utama yang membatasi penggunaan klinis asam
ferulat adalah bioavailabilitasnya yang rendah. Asam
ferulat bentuk bebas hanya ditemukan sebanyak 20%
pada plasma darah manusia setelah penggunaan peroral
(Mancuso & Santangelo, 2014).

Strategi yang dapat digunakan untuk meningkatkan
bioavailabilitas adalah dengan modifikasi struktur agar
lebih lipofilik. Semakin besar lipofilisitas suatu senyawa
maka semakin mudah menembus membran sel secara
difusi sehingga persentase obat yang diabsorbsi lebih
besar (Siswandono, 2016). Selain itu, modifikasi struktur
suatu senyawa juga dapat meningkatkan interaksinya
dengan reseptor target. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan oleh Ekowati et al (2018), modifikasi asam
ferulat dilakukan pada gugus OH-fenolik dengan
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penambahan gugus-gugus tertentu, di antaranya karbonil
ester hingga inti aromatis.

Prediksi aktivitas biologis suatu senyawa dapat
dilakukan secara in silico melalui penambatan molekul
senyawa obat (ligan) dengan protein target (Dar & Mir,
2017). Hasil yang akan diperoleh yaitu energi bebas
ikatan yang berbanding terbalik dengan aktivitas suatu
senyawa. Semakin rendah nilai energi bebas ikatan antara
senyawa uji dan protein target maka diprediksi senyawa
ini memiliki aktivitas biologis yang lebih besar (Ekowati
et al,, 2018). Pada penelitian ini, akan dilakukan uji
penambatan molekul terhadap empat analog asam ferulat
pada reseptor TGF-B1 (PDB ID: 5QIM) (Gambar 3).
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Gambar 3. Struktur Senyawa (a) Turunan 1 (b) Turunan 2
(c) Turunan 3 (d) Turunan 4

METODOLOGI PENELITIAN

Reseptor

Reseptor yang digunakan adalah TGF-B1 dengan
PDB ID : 3TZM (Gambar 4) dan native ligand 4-[5-(1,3-
benzodioxol-5-yl)-4-(pyridin-2-yl)-1H-imidazol-2-yl]
benzamide kode 085. Struktur molekul reseptor dapat
diunduh  melalui  website Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/).

Gambar 4. Reseptor TGF-B1 (PDB ID: 3TZM)

Ligan

Ligan yang digunakan adalah pirfenidon, asam
ferulat, dan 4 analog asam ferulat (Gambar 3). Struktur
ligan digambar dengan program ChemDraw versi 19.1
kemudian disalin pada Chem3D versi 19.1 untuk
membuat struktur 3D dan mengukur energi minimum
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menggunakan MMF94. Selanjutnya, struktur ligan
disimpan dengan format mol2 {SYBYL2 (*.Mol2)}.

Validasi Penambatan Molekul

Validasi studi penambatan molekul dilakukan
dengan redocking reseptor dengan native ligand dan
direplikasi sebanyak 3 kali. Prosedur penambatan
molekul dinyatakan valid apabila nilai root mean square
deviation (RMSD) < 2.0 A.

Penambatan Molekul

Penambatan molekul menggunakan perangkat laptop
Lenovo 21CS04900, sistem operasi Windows 11, 64 bit,
11th Intel(R) Core (TM) i3-1115G4, CPU @3.00GHz,
dan RAM 8.00 GB. Program yang digunakan untuk studi
penambatan molekul adalah AutodockTools 1.5.7. Hasil
yang akan diperoleh yaitu energi bebas (estimated free
energy binding) yang berbanding terbalik dengan
aktivitas suatu senyawa. Selanjutnya, interaksi reseptor
dan ligan hasil penambatan divisualisasi menggunakan
program Discovery Studio 2021.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Validasi Penambatan Molekul

Validasi dilakukan untuk membuktikan bahwa
metode yang digunakan memberikan hasil yang tepat
sesuai nilai yang sebenarnya. Hasil penambatan molekul
dilihat dari nilai root mean square deviation (RMSD)
yang merupakan penyimpangan antara koordinat prediksi
penambatan kembali native ligand dibandingkan dengan
konformasi awal (Prieto-Martinez et al., 2018). Pada studi
penambatan molekul antara native ligand dengan reseptor
TGF-B1 (PDB ID: 3TZM) diperoleh nilai RMSD sebagai
berikut (Tabel 1).

Tabel 1. Hasil Validasi

Replikasi RMSD (A) Rerata (A)
| 0,842
1 0,839 0,834 £ 0,0014
111 0,821

Dari proses validasi penambatan molekul, diperoleh
nilai RMSD kurang dari 2.0 (A). Hal ini menunjukkan
bahwa metode penambatan molekul yang digunakan telah
valid sehingga dapat digunakan untuk penambatan
molekul antara reseptor dengan ligan yang lain.

Hasil Penambatan Molekul

Penilaian hasil penambatan molekul dapat dilakukan
salah satunya berdasarkan besar kecilnya energi bebas
ikatan. Semakin kecil energi bebas ikatan maka semakin
rendah energi yang dibutuhkan dalam pembentukan
kompleks ligan dengan protein target. Hal ini

Tabel 2. Nilai Energi Ikatan Bebas

menunjukkan bahwa ikatan ligan-protein target semakin
stabil sehingga diprediksi memiliki aktivitas biologis
yang lebih besar (Ekowati et al., 2018).

Pada AutoDock Tools, energi ikatan dinyatakan
sebagai energi ikatan bebas (AGikatan) Yang merupakan
akumulasi energi bebas dari energi antarmolekul
(AGantarmotekul) dan energi bebas dari torsi (AGtorsi) (Huey
et al., 2007). Energi antarmolekul meliputi interaksi van
der Waals, ikatan hidrogen, energi desolvasi, dan energi
elektrostatik. Energi torsi merupakan perkalian antara
berat (Wiors) dan jumlah torsi (Nwrsi) pada ligan
(Sriramulu et al., 2020).

Asam ferulat dan analognya memiliki nilai energi
bebas yang lebih rendah dibandingkan obat standar yaitu
Pirfenidon (Tabel 2). Hal ini menunjukkan bahwa ikatan
asam ferulat dan analognya lebih stabil sehingga memiliki
aktivitas antifibrotik yang lebih besar. Selain itu, 4 analog
asam ferulat sendiri memiliki energi bebas yang lebih
rendah dari senyawa asam ferulat. Hal ini menunjukkan
bahwa terdapat pengaruh penambahan gugus terhadap
stabilitas ikatan reseptor dan ligan. Penambahan gugus
karbonil dan inti aromatis dapat menurunkan energi
ikatan yang ditunjukkan oleh hasil energi bebas dari
senyawa asam 4-benzoiloksi-3-metoksisinamat (-9,69
kkal/mol) yang lebih rendah dibanding analog asam
ferulat lainnya. Perbandingan nilai energi bebas dapat
diamati pada Tabel 2.

Hasil visualisasi (Gambar 5) menunjukkan bahwa
terdapat beragam jenis interaksi antara ligan dengan
reseptor. Interaksi tersebut diantaranya interaksi van der
Waals, ikatan hidrogen, n- 7, n-o, dan m-alkil. Terdapat
pula interaksi khas pada native ligand yaitu unfavorable
donor-donor yang menunjukkan terjadinya tolakan antara
dua atom pada ligan dan reseptor. Selain itu, pada
pirfenidone dan asam 4-benzoiloksi-3-metoksisinamat
juga memiliki interaksi m-anion. Inti aromatis menjadi
gugus yang paling berkontribusi dalam interaksi antara
ligan dengan reseptor karena di setiap senyawa yang diuji
selalu memiliki interaksi yang melibatkan gugus tersebut.

Peningkatan jumlah gugus yang berinteraksi dengan
reseptor dapat menurunkan energi ikatan sehingga
aktivitasnya meningkat (Ekowati et al., 2018). Oleh
karena itu, secara teori senyawa asam 4-(4-metoksi)
benzoiloksi -3-metoksisinamat memiliki energi ikatan
yang lebih rendah dibandingkan senyawa asam 4-
benzoiloksi-3-metoksisinamat karena penambahan gugus
metoksi pada posisi para yang dapat membentuk ikatan
hidrogen dan interaksi lipofilik dengan reseptor. Hal yang
terjadi justru sebaliknya. Senyawa asam 4-benzoiloksi-3-
metoksisinamat memiliki interaksi m-anion yang
berkontribusi besar meningkatkan stabilitas ikatan
reseptor-ligan sehingga energi ikatannya lebih rendah
dibanding senyawa 4-(4-metoksi)benzoiloksi-3-
metoksisinamat.

Nama Senyawa

Energi Ikatan (kkal/mol)

4-[5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-4-(pyridin-2-yl)-1H-
imidazol-2-yl] benzamide

Pirfenidone

Asam ferulat

Asam 3,4-dimetoksisinamat

Asam 4-asetoksi-3-metoksisinamat

Asam 4-benzoiloksi-3-metoksisinamat

Asam 4-(4-metoksi)benzoiloksi-3-metoksisinamat

-10.91

-5.82
-6.51
-6.72
-71.23
-9.69
-9.04
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Gambar 5. Visualisasi Interaksi Ligan-Reseptor (a) Native ligand (b) Pirfenidon (c) Asam Ferulat (d) Turunan 1 (e) Turunan 2
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Gambar 5. Visualisasi Interaksi Ligan-Reseptor
(a) Native ligand (b) Pirfenidon (c) Asam Ferulat
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KESIMPULAN

Asam ferulat dan analognya berpotensi untuk
digunakan sebagai agen antifibrotik paru dengan
mekanisme penghambatan persinyalan yang dimediasi
oleh reseptor TGF-B1. Aktivitas paling besar ditunjukkan
oleh senyawa asam 4-benzoiloksi-3-metoksisinamat
dibandingkan analog asam ferulat lainnya. Namun, perlu
pengujian lanjutan sebelum dapat digunakan secara klinis
sebagai agen antifibrotik paru.
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