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ABSTRAK

Pendahuluan: Enzim inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) memegang peran sentral pada proses inflamasi
dimana overekspresinya berkorelasi dengan peningkatan kerusakan jaringan meliputi mukosa rongga mulut yang
terpapar berulang dengan stimulus eksternal. Pengembangan senyawa non-toksik yang secara selektif mengatur
iNOS tanpa memengaruhi isoenzim lain untuk perbaikan jaringan menjadi tantangan dalam dunia medis. Ekstrak
daun Tabat Barito (Ficus deltoidea J.) dilaporkan non toksik dan beberapa fitokimianya memiliki efek
antiinflamasi sehingga berpotensi untuk inhibitor iNOS. Tujuan: Menganalisis interaksi molekuler senyawa
aktif daun Tabat Barito terhadap iNOS melalui pendekatan molecular docking sebagai target inflamasi mukosa
mulut. Bahan dan Metode: Lima fitokimia diuji melalui molecular docking terhadap iNOS. Struktur kristal
iNOS manusia (PDB ID: INSI) divalidasi menggunakan SAVESv6.1, ProSA, dan SWISS-MODEL. Profil
farmakokinetik dianalisis dengan SwissADME. Persiapan protein dan ligan dilakukan dengan AutoDockTools
(MGLTools 1.5.7), dan docking dianalisis menggunakan PyRx. Visualisasi interaksi menggunakan BIOVIA
Discovery Studio Visualizer Client 2025. Hasil: Afinitas ikatan ligan bervariasi dimana luteolin dan (+)-
epicatechin menunjukkan ikatan terkuat, melampaui inhibitor standar L-NAME dan L-NMMA. Ligan berafinitas
tinggi membentuk interaksi penting dengan residu situs katalitik serta beberapa ikatan hidrogen yang
menstabilkan orientasi ligan. Analisis ADME menunjukkan profil drug-likeness baik untuk luteolin, epicatechin,
dan vanillic acid, sedangkan quinic acid dan inhibitor standar memiliki penyerapan rendah akibat polaritas
tinggi. Kesimpulan: Kelima fitokimia ekstrak daun Tabat Barito menunjukkan interaksi dengan iNOS dimana
vanillic acid sebagai senyawa dasar yang paling cocok untuk penggunaan oral dan topikal, sedangkan luteolin
dan epicatechin menunjukkan potensi modulasi iNOS tertinggi tetapi memerlukan modifikasi desain molekul.

Kata kunci: Daun tabat barito; fitokimia; human inducible nitric oxide synthase; in silico
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ABSTRACT

Introduction: Human inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) plays a central role in inflammation as its
overexpression is correlated with extensive tissue disruption including oral mucosa which is prone to repetitive
exposures of external stimulus. Developing non-toxic compounds that selectively modulate iNOS without
affecting related isozymes for tissue repair remains a challenge while Tabat Barito (Ficus deltoidea J.) leaves
extract is non-toxic and it phytocompounds have shown potential anti-inflammatory effects as iNOS inhibitor.
Objective: To analyze the molecular interactions of active compounds from Tabat Barito leaves against iNOS
through a molecular docking approach as a therapeutic target for oral mucosal inflammation. Materials and
Methods: The phytocompounds were assessed for iNOS inhibitory activity using molecular docking. The crystal
structure of human iNOS (PDB ID: INSI) was validated with SAVESv6.1, ProSA, and SWISS-MODEL, and
pharmacokinetic profiles were analyzed using SwissADME. Protein and ligand preparation were performed
using AutoDockTools (MGLTools 1.5.7), and docking was conducted with PyRx. Protein-ligand interactions
were visualized using BIOVIA Discovery Studio Visualizer Client 2025. Results: Binding affinities were varied
with luteolin and (+)-epicatechin showed the strongest binding, surpassing standard inhibitors L-NAME and L-
NMMA. High-affinity ligands formed key interactions with catalytic-site residues and multiple hydrogen bonds
stabilizing ligand orientation. ADME analysis indicated favorable drug-likeness for luteolin, epicatechin, and
vanillic acid, while quinic acid and standard inhibitors exhibited poor absorption due to high polarity.
Conclusion: Phytochemicals in Tabat Barito leaves extract showed potential iNOS inhibition with vanillic acid
basically as the most suitable for oral and topical use, while luteolin and epicatechin showed the most potent
effects yet require modification of molecular design.

Keywords: Human inducible nitric oxide synthase, in silico, phytocompounds, Tabat barito leaves;

PENDAHULUAN

Rongga mulut adalah bagian tubuh dimana 80% dilapisi jaringan lunak yang rentan cidera
karena terpapar terus menerus dengan gaya mastikasi, pH, suhu, maupun berbagai mikrobiom oral.'”
Hal tersebut dapat menyebabkan inflamasi yang berulang maupun persisten pada rongga mulut dengan
prevalensi penyakit mukosa oral berkisar dari 10,8% hingga 61,6% berdasarkan populasi dan kriteria
penyakit.* Meski inflamasi adalah proses biologis penting untuk menghilangkan penyebab cidera,
membersihkan sel yang rusak, dan memulai proses perbaikan, tetapi inflamasi yang berlebihan dapat
menyebabkan kerusakan jaringan kronis, inflamasi jangka panjang, dan berkembangnya penyakit

kronis.>”’

Inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) merupakan salah satu isoform enzim yang biasanya
diinduksi oleh sitokin pro-inflamasi atau lipopolisakarida bakteri (LPS). Induksi iNOS menghasilkan
jumlah nitric oxide (NO) yang signifikan, yang berperan dalam pertahanan terhadap patogen dan
sangat penting bagi respons inflamasi serta sistem imun bawaan. Kadar NO yang terlalu tinggi akibat
overekspresi atau disregulasi iNOS dapat bersifat toksik dan terkait dengan berbagai penyakit. Pada
rongga mulut, peningkatan ekspresi iNOS diamati pada infeksi akut (oral candidiasis), inflamatoris
akut (penyakit gingiva dan periodontal), penyakit inflamatoris kronis (oral lichen planus dan oral
leukoplakia), dan kondisi keradangan mukosa oral lainnya.®>!! Peningkatan kadar iNOS tersebut
berkorelasi dengan keparahan penyakit yang berkontribusi terhadap penurunan kualitas hidup pasien
hingga transformasi malignansi menjadi karsinoma sel skuamosa oral yang menyebabkan kematian
pada 50% kasus.>!%!?"1* Oleh karena itu, regulasi produksi NO penting untuk menjaga fungsi fisiologis

yang tepat sekaligus mengendalikan efek merugikan terutama pada rongga mulut.>!>
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Pendekatan yang ada, seperti kortikosteroid, bekerja dengan menghambat aktivasi NF-xB
sehingga menekan ekspresi iNOS, tetapi berpotensi mengganggu proses penyembuhan dan
meningkatkan risiko infeksi.'®'® Sementara itu, inhibitor NOS selektif maupun non-selektif masih
menghadapi kendala dalam pengembangan klinis, termasuk toksisitas, rendahnya spesifisitas jaringan,
serta kegagalan translasi dari model praklinis ke manusia.!”! Keterbatasan ini menegaskan adanya
kebutuhan akan agen inhibitor iNOS yang lebih aman, efektif, dan ekonomis. Dalam konteks tersebut,
senyawa bioaktif berbasis alami menjadi kandidat potensial karena profil keamanan dan aktivitas
biologisnya, namun eksplorasi spesifik terhadap target iNOS masih terbatas, sehingga penelitian ini

berfokus pada identifikasi kandidat inhibitor iNOS melalui pendekatan komputasional.

Obat yang berasal dari senyawa alami tanaman dapat memberikan akses yang lebih cepat dan luas bagi
pasien.?? Berbagai metabolit sekunder yang dilaporkan dalam studi literatur, seperti quinic acid (dan
enantiomernya), gallocatechin, epicatechin, luteolin, dan vanillic acid, diketahui memiliki aktivitas
antioksidan dan anti-inflamasi, meskipun sebagian besar pengujian masih berfokus pada target sitokin
inflamasi.”**® Ekstrak daun ini juga dilaporkan memiliki profil keamanan yang baik terhadap sel dan
ginjal.?>>% Potensi molekuler dan selektivitasnya terhadap iNOS belum sepenuhnya dikarakterisasi,
selain itu belum diketahui sifat farmakokinetiknya untuk diserap secara topikal maupun per oral.
Pemodelan molekuler, khususnya simulasi docking, dapat memberikan wawasan prediktif dengan
mengevaluasi afinitas dan profil interaksi ligan-protein sebagai tahap skrining awal untuk mendukung
pengembangan obat alami rongga mulut yang efisien.'®> Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis secara in silico interaksi senyawa hasil studi literatur dari Ficus deltoidea terhadap iNOS
menggunakan molecular docking sebagai skrining awal, guna mengidentifikasi kandidat inhibitor

iNOS potensial pada penyakit mukosa oral.

BAHAN DAN METODE

Perangkat Lunak dan Alat

Penelitian ini menggunakan PyMOL untuk mengonversi format molekul, AutoDockTools dari
MGLTools 1.5.7 untuk persiapan protein dan ligan, serta PyRx untuk menjalankan simulasi auto
docking. Visualisasi interaksi protein-ligan 2D dan 3D dilakukan menggunakan BIOVIA Discovery
Studio Visualizer Client 2025. Perangkat keras yang digunakan adalah laptop Lenovo Yoga Slim 7
Aura Edition dengan spesifikasi Intel Core Ultra 7 258V RAM 32 GB.
Penilaian Kualitas Protein

Kualitas stereokimia dan akurasi model prediksi dievaluasi menggunakan server SAVESv6.1,
termasuk modul ERRAT, Verify3D, dan PROCHECK, ProSA untuk analisis struktur protein®!, dan
SWISS-MODEL Structure Assessment.>'*
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Akuisisi dan Persiapan Data Protein

Data human iNOS (PDB code: INSI) diperoleh dari situs Protein Data Bank (PDB)

(http://rcsb.org/pdb) dan dipersiapkan untuk satu chain (chain A) dari satu dimer domain N-terminal
oxygenase (Lampiran 1).° Heteroatom dihapus menggunakan PyMOL, sedangkan molekul air serta
atom hidrogen polar ditambahkan bersama muatan Kollman menggunakan AutoDockTools dari
MGLTools 1.5.7, kemudian struktur yang dimodifikasi disimpan dalam format (.pdbqt).>*-*
Pengambilan dan Persiapan Data Ligan

Struktur 3D ligan (-)-quinic acid (CID=6508), (+)-quinic acid (CID=37439), (-)-gallocatechin
(CID=9882981), (+)-gallocatechin (CID=65084), (-)-epicatechin (CID=72276), (+)-epicatechin
(CID=182232), luteolin (CID=5280445), dan vanillic acid (CID=8468) diunduh dari PubChem. Ligan
kontrol (Arginine [DB00125], Heme [DB18267], H4B [DB00360], L-nitroarginine / L-NAME
[CID=28360916], dan L-monomethylarginine /| L-NMMA [CID= 132862]) juga disiapkan (Lampiran
1). Konversi file ligan dari SDF ke PDB dilakukan menggunakan PyMOL, diikuti penghapusan
molekul air, penambahan hidrogen polar, dan muatan Gasteiger dengan muatan netral. Minimisasi
energi dilakukan menggunakan PyRx selama 250 langkah dengan gradien 0,1 kcal-mol*-A~",

kemudian semua ligan dikonversi ke format (.pdbqt) untuk analisis docking.?>-*

Arginine HeB LNAMS L 3
Human iNOS (PDB: 1NSI) 0800125 0B18267 DBO03BO CID~28360916 CID~ 132862

Gambar 1. Makromolekul iNOS dan ligan fitokimia Tabat Barito

Identifikasi Situs Aktif

Situs aktif diidentifikasi menggunakan metode pocket-based geometry-grid-based sebelum
docking dengan AutoDockTools.*> Kotak grid dipusatkan pada pusat massa makromolekul untuk
blind docking. Dimensi grid disesuaikan dengan ukuran ligan dan situs pengikatan protein yang
mengandung residu kunci.*** Pusat grid iNOS manusia (PDB ID: 1NSI) berada di x = 12.3739, y =
58.4544, dan z = 15.5472, dengan spasi 1,000 A dengan arah dimensi x = 45.7308, y = 74.8433, dan z
=59.0716 A.
Penilaian ADMET dan Drug-likeness

Profil ADMET tiap senyawa dianalisis menggunakan SwissADME.*

Penerbit: Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Muslim Indonesia

57


http://rcsb.org/pdb

Sinnun Maxillofacial Journal. Vol. 08 No. 01 (April, 2026): 54-68 E-ISSN 2714-5646

Docking Protein-Ligan

Ligan dan reseptor yang dioptimalkan energi didocking menggunakan AutoDock Vina dalam
PyRx. Exhaustiveness sebesar 16 dan jumlah run sebanyak 9 menggunakan algoritma pencarian
AutoDock Vina. Analisis data docking meliputi skor Vina mencerminkan afinitas pengikatan dan
konstanta inhibisi (Ki) dengan pose yang valid (RSMD <2 A).>” Skor Vina tinggi dan energi
pengikatan rendah menunjukkan potensi senyawa sebagai inhibitor iNOS lebih besar dibandingkan

inhibitor L-arginine.?®

HASIL

Model human iNOS (PDB ID: INSI) menunjukkan kualitas struktural yang baik. Faktor
kualitas ERRAT sebesar 92,83%, konsisten dengan resolusi menengah namun struktur yang dapat
diterima. Hasil Verify3D menunjukkan 88,69% residu dengan skor 3D—-1D >0,1, menegaskan profil
lingkungan yang sesuai.** Analisis PROSA menghasilkan Z-score —9,32 (Z-score < 10), berada dalam
kisaran protein yang ditentukan secara eksperimental dengan ukuran serupa, menunjukkan kualitas
model protein yang baik.*’ Secara keseluruhan, metrik validasi ini menunjukkan bahwa model 3D
yang diprediksi strukturalnya dapat diandalkan dan cocok untuk analisis lanjutan.*

Skor QMEAN untuk keandalan model human iNOS adalah —1,30, yang tergolong tinggi karena
berada di atas -4,0.(Alhumaid and Tawfik, 2024) Atom Cp sebesar 0,07 menunjukkan konsistensi
struktur baik, semua interaksi atom sebesar —0,07 bahwa struktur sesuai protein resolusi tinggi, dan
nilai solvasi —0,01 menunjukkan residu hidrofobik pada lipatan dalam. Sementara itu, nilai torsion
—1,27 menunjukkan adanya beberapa tegangan torsi atau outlier, yang memerlukan pengecekan lebih
lanjut pada Ramachandran.*'~*

Skor MolProbity menunjukkan resolusi 2,30 A, yang dapat diterima untuk struktur kristalografi,
dengan clashscore 7,83, mencerminkan tumpang tindih atom yang minimal. Residu Ramachandran
pada wilayah favorit sebesar 91,99%, dengan 0,90% outlier, keduanya masih dalam batas yang dapat
diterima. Outlier rotamer (3,20%) menunjukkan beberapa konformasi rantai samping yang tidak biasa,
sementara deviasi C-beta minimal (satu kasus pada ASN312). Kesalahan geometri rendah, dengan
0,056% ikatan buruk dan 0,026% sudut buruk. Ditemukan empat cis-proline (4,17%), yang masih
dalam rentang normal tetapi mungkin memerlukan justifikasi biologis. Secara keseluruhan, struktur ini
cocok untuk analisis dan publikasi, meskipun beberapa geometri lokal minor dapat diperbaiki lebih
lanjut, mendukung perlunya persiapan protein dan ligan sebelum docking.****

Evaluasi SwissADME (Tabel 3) menunjukkan bahwa semua senyawa yang diuji memenuhi
persyaratan fisikokimia umum untuk drug-likeness, dengan berat molekul di bawah 500 g/mol dan
nilai TPSA yang kompatibel dengan bioavailabilitas oral, meskipun L-NAME dan L-NMMA

menunjukkan polaritas yang lebih tinggi.
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Tabel 1 Slfat ﬁtoklmla potens1a1 yang dltehtl berdasarkan Sw1ssADME

Nilai Batas
92.17 92.17 306.27 308.27 290.27 90.27 68.15 286.24 219.20 188.23
__Rotatable bonds h 1 1 1 1 T [}
H.bond donor 55 6 [ 3 4 3 4
H-bond acceptor £10 7 ? [ 6 5 4
Molar refractivity s10 40.11 40.11 76.36 76.36 74.33 4.33 1.92 76.01 52.05 49.44
Tapological Polar Oral s 140 A 18.22 a2z 13061 13061 11038 110.38 66.76 1m.a3 164.00 1373
Surface Area (TPSA) Otak = 90 A°
L
Consensus LogP Oral 1-3 -166 -1863 047 052 085 083 108 173 -279 -167
Topikal <1
Water Solubility
Solubility (ESOL) =01 mgml’ — 053 053 -2.08 -2.08 222 -2.22 -2.02 =37 1.55 198
“lart
0.01-0.1 mg-mL™
— larut sedang;
<001 mgmL" —
ficlak larut
Pharmacokinetics (ADME)
Gl absorption Rendah Rendah Tinggi Tinggi Tinggi Tingai Tinggi Tinggi Rendah Tinggi
BEB permeant Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
substrate Tidak Tidak Tidak Tdak Ya Ya Tidak Tidak Tidak Tidak
CYF interactions Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak CYP1A2 Tidak Tidak
CYP2D8
CYP3A4
Log Kp | EXH -9.15 817 -8.1AT -7.82 -7.82 -6.31 -6.25 -10.21 -10.37
Lipinski Rule-of-Five 0-£1 0 1 1 a a 0 0 a [1]
1 Ya Ya Ya Ya Ya Ya 1 1
2 1 1 Ya Ya Ya Ya 2 2
Ya Ya Ya Ya Ya Ya Ya 1 Ya
Bioavailabllity score 056 0.55 0.55 0.55 055 085 0.55 0.55 0.55
Medicinal Chemistry
PAINS {Pan-Assay 0 1 1 1 1 0 1 a 0
INterference
0unds)
Brenk / structural alerts 0 0 1 1 1 1 ] 1 kil 2
Synthetic  Accessibliity =6 134 £ 353 353 3.50 350 142 3.02 320 258

(5A score)

Docking Molekuler dilakukan pada human iNOS (PDB ID: INSI) menggunakan berbagai ligan
fenolik dan ligan referensi. Molecular docking menggunakan run sebanyak 10 dengan mode 0-9
(Lampiran 2). Nilai AG senyawa yang digunakan pada pose valid (RSMD <2 A) adalah mode 0
dengan nilai RMSD lower dan upper bound sebesar 0 (Tabel 1), menandakan bahwa pose docking

yang dipilih mewakili konformasi terbaik yang terurut tanpa deviasi signifikan.

Tabel 2. Hasil anahsls Autodock Vina dari iNOS dan fitokimia potensial

Mode RAMSD Hidrogen van Der Waal: #-n stacked katan Lainnus

Lower Upper

Human (-)-quinic acid a 0.000 L 4 3 1 Unfavourable donor-donor
NOS (FDB 1 2045 Gly117, Ile119, Pro108, S&fid Leul0, Leul2s
ID: INSh z 24139 Prol22
3 1559
[ 20,084
5 1.907
6 24713
7 1402
g 21757
(=) -quinic acid o 0.000 B
1 1706 0%, SR, 112110 Leu108, Leul16,
) 9094 Leul25, Pro 122, Serl18, Valigd
3 2926
4 15.401
5 1554
& 2306
7 2701
5 2484
o 0.000 2 13 2 2 Kovalea (Glu363, Pro365)
1 3235 [ e . Arg250, G1n249, Glu338, Glu363, Leu3$?, Val246
7 , Leul81, Leu136, Leu336, Leu362,
3 Phe247, Pro3és, \n]JJS
N
s
6
8
[ [ 3 1 1 2 1 Carbon hydrogen (Gly
1 [ G Asnd 70, GIa205Y, le201%, Tie244y, awie, N Phe36ors,
2 Glhy20252 Leul09%, Met3 7452, Ser242v2, Tepdla. Phe360r: Trp37l Trplodr=
3 Tyra72, TESTEE Tysdso
¥
5
5
7
B
(-epicatechin o 0 ] ] F]
1 Asn370v, GHETH, Giy3 7152 Tle24dy, Cysz000 Cys2007 Phe360n
7 Leu209%, Ser242v=, Tri00, Tepdta. Trplgar
3 Tepd637, Tyrds9
4
5
6
7
§
(=)-epscatechin [ 10 2
1 A3 707, GRETH, Gly202%, Giy3 715, Alal97y, - Phesses
F) Leu209%, Met37472, Pro350¢, Tipd7l. Teplodra Tepl
3 TeddsE, Tyrss9 Trplodss
4
H
6
3
Tueollin| o 2 3 5 4 1 2-sigma (Ala197)
1 Tyrdss A3 707, Giy3 71, He244%, Metd 55, Alal9T, Arg195, Phedgoss,
2 [ e Teplour=
0
5
3
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Vanillic acid 9

Asn370F,
Leu09, Pro35(0F, Ses241%, Thr190, Tipdld

o fun| e |us|rs|=|o

L-NAME

4
Asm370e, Tepdna,
Tyrise

L-NMMA

13| f o fon | a0 fun | o= | 0| [ 2] 8] 0

Asg230, HERHEN. Gla310%, Gly313x,
Lys2545, Prold®. Vals00

3
5.6 Arg130, HEGESHY
Giy235

alefoefw

Arginins®

3 5
53 Gln310, Giy233, Ala495, Arg258, Gly315, Hus233, Hisd99,
53 Lys254 Pro129, Thr498, Tep260

S PN VA S V) Y P P

Heme? 2 12
-10.6 Cya200, Tyr491 Arg199, Asa370, G205, Glu377, Giy202,
105 Gly371, Ne204, Tle2dd, Met374, Ser2d2,

o1 Tip463, Val3s2

H4B?

8
.63 Trpd T2 Giy202, Met374, Phe39, Pro3 50, Ser242,
62 TraT3

Y P %) V) R PO P P 1 P 1V ) P P

Keterangan:

Berdasarkan perbandingan molecular docking substrat iNOS meliputi *arginine, *heme, dan “H4B

7or, [ G371 e, Ala197, Phie3608, Phe36o
Tiplods

Teplod

1 w-sigma (Tipd )
2 rcarbon (PRe369H,
Trplser)

1 Carbon hydrogen (Gy3715%)

2 Carbon hydrogen (AL+4955,
Thed9)
2 Unfavousable demor.donor

(Arg2s®s,
1 Salt bridge

1 Attractive charge (Asp256%)
+ 1 Unfavoursble donor-donor
(Asp256%)

1 a-sigma Trp194

+ 1 Unfavourable donor-donor
Glu3 7T

+ 3 Carbon hydrogen Cys200,
Gly371, Trpl94

+ 3 n-donor hydrogen Cya200,
Gly371, Trpl94

Berdasarkan referensi terkait residu kunci iNOS pada arginine-binding site (biru), heme-binding site (merah), dan access channel (hijau)

Analisis docking menunjukkan bahwa semua ligan terakomodasi dengan baik di dalam binding

pocket protein melalui kombinasi ikatan polar (kovalen polar dan hidrogen) dan ikatan non-polar

(kovalen non-polar, van der Waals, n—r stacking, m—alkil, dan interaksi hidrofobik) (Tabel 2).

=
¥

(i) iNOS with L-NAME _ () INOS with L-NMMA

Gambar 2. Diagram 2D dan 3D interaksi reseptor dan ligan

(e) iNOS with (-)-epicatechin (f) INOS with (+)-epicatechi (g) INOS with

.. i &
6 _eig ®

(d) INOS with (+)-gallocatechin

(h) INOS with luteollin
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PEMBAHASAN

Profil SwissADME pada penelitian ini menunjukkan bahwa seluruh senyawa memenuhi kriteria
drug-likeness dasar, dengan berat molekul <500 g/mol, serta kelarutan gastrointestinal sangat baik
hingga sedang.’® TPSA sebagian besar mendukung bioavailabilitas oral, meskipun L-NAME dan L-
NMMA memiliki polaritas tinggi yang menurunkan permeabilitas pasif dan absorpsi, sedangkan
karakteristik hidrofilik mayoritas senyawa (LogP <1) meningkatkan kelarutan tetapi membatasi

penetrasi membran.*

Vanillic acid dan luteolin memiliki lipofilisitas optimal (LogP 1-3) yang
mendukung keseimbangan kelarutan—permeabilitas dan potensi aplikasi topikal.*® Dari aspek
farmakokinetik, derivat catechin seperti gallocatechin dan epicatechin diprediksi memiliki penyerapan

gastrointestinal tinggi namun rentan mengalami efflux karena menjadi substrat P-gp,’

sedangkan
quinic acid, L-NAME, dan L-NMMA menunjukkan penyerapan rendah akibat polaritas tinggi.
Seluruh senyawa diperkirakan tidak menembus blood-brain barrier,® dan risiko interaksi metabolik
relatif rendah kecuali pada luteolin yang diprediksi menghambat CYP1A2, CYP2D6, dan CYP3A4.%
Semua senyawa memenuhi parameter drug-likeness, memiliki bioavailabilitas 0,55-0,85, tanpa
PAINS alert, meskipun luteolin dan L-NAME menunjukkan Brenk alert untuk memicu reaktivitas dan
toksisitas.”® Secara keseluruhan, vanillic acid muncul sebagai kandidat paling menjanjikan untuk
penggunaan oral dan topikal karena lipofilisitas seimbang, TPSA sesuai, dan bioavailabilitas tertinggi;
derivat catechin berpotensi sebagai kandidat sekunder dengan kebutuhan reformulasi untuk mengatasi
efflux P-gp; luteolin memiliki prospek namun berpotensi memicu interaksi metabolik; sementara L-
NAME, L-NMMA, dan quinic acid dinilai kurang ideal untuk administrasi oral karena polaritas tinggi
dan permeabilitas rendah, serta diperkirakan memiliki permeasi topikal terbatas.*®

Hasil molecular docking menunjukkan AG potensi inhibisi iNOS dalam kategori lemah hingga
kuat yang dipengaruhi karakteristik ikatan kimia struktur ligan (jenis, jumlah, dan lokasi).>>'->* Nilai
AG sendiri dihitung dari total energi ikatan selama suatu proses kimia berlangsung atau entalpi
dikurangi derajat ketidakteraturan yang terjadi pada struktur kimia meliputi kontak struktur polar

dengan residu non-polar atau entropi.’’>

Nilai negatif menunjukkan pembentukan ikatan kimia baru
yang terjadi secara spontan dan lebih stabil sehingga dapat merujuk ke selektivitas ikatan terhadap
suatu senyawa, sedangkan nilai positif merujuk pada energi pemutusan ikatan. %% Kontak struktur
polar cenderung membentuk ikatan kimia baru dengan residu polar (seperti Arg, Asp, Cys, Glu, Gly,
His, Lys, Ser, Thr) dan menghasilkan energi negatif. Kontrak struktur polar dengan residu non-polar
(seperti Ala, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Try atau Val) sering kali memaksa komponen air disekitarnya
untuk terlepas agar ligan dapat berikatan pada sisi aktif sehingga menghasilkan energi positif dan
meningkatkan AG.’' Pada penelitian ini, kami juga melibatkan analisis untuk enantiomer fitokimia

karena memiliki struktur serupa dan sering diidentifikasi sebagai kandungan bahan alam tetapi

berbeda posisi gugus sehingga dapat mempengaruhi efeknya.*
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Potensi inhibisi iNOS lemah diamati pada (+)-quinic acid, (-)-quinic acid dan vanillic acid.
Kelompok sitoklol, walaupun memiliki beberapa ikatan hidrogen karena gugus hidroksilnya lebih
banyak (empat), tetapi jumlah ikatan lain dan interaksi dengan key residue lebih sedikit. Sementara itu,
senyawa (-)-quinic acid tetap menunjukkan potensi lebih tinggi dibandingkan enantiomernya (+)-
quinic acid karena memiliki lebih banyak ikatan hidrogen meskipun jumlah interaksi dengan residu
non-polarnya serupa.” Vanillic acid, senyawa dengan satu gugus hidroksil, menunjukkan AG lebih
tinggi dibandingkan (-)-quinic acid dan (+)-quinic acid meskipun hanya membentuk ikatan van der
Waals berenergi lebih rendah (~1 kcal/mol) dibandingkan ikatan hidrogen (~5 kcal/mol) dapat dilihat
pada Tabel 2.>* Kontak gugus hidroksil dengan residu polar pada senyawa ini cenderung lebih banyak,
sehingga menghasilkan nilai AG yang lebih tinggi. Temuan ini konsisten dengan adanya interaksi
struktur fitokimia dengan sejumlah key residue pada arginine-, heme-, dan BH4-binding site iNOS
yang dilaporkan dalam studi lain sedangkan dua senyawa lainnya hanya berinteraksi dengan arginine-,
heme-binding site dan channel access.®* Adapun L-NAME dan L-NMMA, meskipun membentuk
interaksi hidrogen, memiliki kontak dengan residu non-polar yang lebih sedikit dan kontak terbatas
pada key residu arginine-binding site, channel access, dan fosforilasi enzim, sehingga menghasilkan
energi ikatan yang lebih lemah dibandingkan ligan polifenolik afinitas tinggi.!->1:!

Potensi inhibisi sedang hingga kuat diamati pada kelompok flavonoid yaitu (-)-epicatechin, (-)-
gallocatechin, (+)-gallocatechin, dan (+)-epicatechin, sedangkan potensi inhibisi kuat diamati pada
luteolin.>*> Senyawa (-)-epicatechin walaupun tidak memiliki ikatan hidrogen menunjukkan banyak
ikatan berenergi rendah dengan sejumlah residu non-polar dan key residue pada ketiga binding site.
Sebaliknya, (-)-gallocatechin memiliki ikatan kovalen berenergi sangat tinggi namun hanya
berinteraksi dengan heme-binding site.>> (+)-Epicatechin memberi potensi inhibisi tertinggi dalam
kelompok potensi sedang karena jumlah ikatannya dengan key residue arginine- dan heme-binding site
lebih banyak dibanding (+)-gallocatechin. Sementara itu, luteolin menunjukkan efek inhibisi tertinggi
dengan membentuk dua ikatan hidrogen dengan residu fyrosine yang diperlukan untuk aktivitas
katalitik ikatan iNOS serta stabilisasi dan lokasi enzim dalam sel.%?

Temuan ini konsisten dengan mekanisme katalitik iNOS, di mana efektivitas inhibisi ditentukan
oleh kemampuan ligan menjangkau tiga situs fungsional utama—arginine-, heme-, dan BH4-binding
site—melalui channel access menuju sisi aktif, karena produksi NO bergantung pada penyelarasan
domain FAD-FMN-heme, kofaktor seme yang diaktivasi L-arginine untuk oksidasi L-arginine
menjadi NO, sisi zat besi untuk pada heme untuk perekrutan oksigen, dan stabilisasi muatan oleh BH4;
dengan demikian, ligan yang hanya berinteraksi pada arginine-, heme-binding site, atau kanal akses
saja menunjukkan potensi lebih rendah karena tidak mengganggu peran BH4 sebagai stabilisator
radikal dan pendonor elektron untuk pembentukan dan pelepasan NO. Perspektif runnel access turut
menegaskan bahwa geometri dan sifat fisikokimia kanal berkontribusi terhadap spesifisitas dan
efisiensi penghambatan. Selain itu, interaksi ligan dengan residu tirosin pada domain oksigenase

memiliki signifikansi regulatif, mengingat tirosin merupakan target fosforilasi untuk interaksi dengan
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protein pendukung (seperti calmodulin serta kofaktor FAD, FMN, dan BH4) yang berpotensi meniru
atau mengganggu awal siklus katalitik sebelum electron FMN mencapai situs heme. Secara
keseluruhan, cakupan interaksi fitokimia terhadap residue kunci di ketiga situs katalitik disertai
pengaruhnya terhadap kanal akses dan residue tirosin yang terlibat dalam fosforilasi menjelaskan
perbedaan potensi inhibisi yang diamati.>>-60:63

Hasil penelitian ini menjelaskan potensi senyawa fenolik dalam ekstrak daun Tabat Barito—
terutama luteolin, epicatechin, dan gallocatechin—sebagai inhibitor iNOS yang mendukung
pengembangan agen antiinflamasi alami untuk terapi mukosa oral.?® Interaksi senyawa tersebut dengan
iNOS dapat menurunkan hiperaktivasi NF-kB dan makrofag serta pelepasan berlebih sitokin
proinflamasi dengan mengurangi produksi damage associated molecular patterns (DAMPs) dari
kerusakan jaringan oleh NO.*% Profil SwissADME menunjukkan karakteristik vanillic acid sebagai
kandidat fitokimia terbaik karena memfasilitasi transportasi ke lapisan epitelium rongga mulut dimana
berat molekulnya tidak melebihi 800 Da dengan lipofolisitas untuk sediaan mukosa bukal adalah
vanillic acid dan luteolin (logP 1.6 hingga 3.3).%® Afinitas superior luteolin dan epicatechin dibanding
inhibitor klasik membuka peluang desain modulasi iNOS yang poten untuk penyakit mukosa rongga
mulut tetapi perlu modifikasi desain molekul yang tidak memicu reaksi atau toksisitas serta
mendukung penetrasi ke jaringan epitel rongga mulut.®’*® Keterbatasan studi termasuk sifat statis
docking yang dapat mempengaruhi hasil analisis jika terdapat backbone reseptor fleksibel dan prediksi
afinitas yang memerlukan simulasi molecular dynamic dan validasi eksperimen secara in vivo.*®"
Studi komputasi dan eksperimen lanjutan diperlukan untuk mengonfirmasi potensi terapeutik

senyawa-senyawa fenolik dalam penelitian ini.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kelima fitokimia ekstrak daun Tabat Barito menunjukkan interaksi dengan iNOS dimana
vanillic acid sebagai senyawa dasar yang paling cocok untuk penggunaan oral dan topikal, sedangkan
luteolin dan epicatechin menunjukkan potensi modulasi iNOS tertinggi tetapi memerlukan modifikasi
desain molekul. Temuan ini menekankan senyawa fenolik terpilih sebagai kandidat untuk terapi anti-

inflamasi penyakit mukosa oral yang menargetkan iNOS untuk validasi lebih lanjut.
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