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ABSTRACT 

The object of this study was to prove antinociceptive activity of p-methoxycinnamic acid and m-methoxycinnamic 

acid by writhing test method and their in silico test againts cyclooxygenase (COX-1 PDB ID = 1PTH; COX-2 

PDB ID = 1CX2) using Molegro computer programme ver 5.5. The results showed that both of test compounts 

have antinociceptive activity which are dose dependent. The antinociceptive potential of the both compounds are 

higher than acetyl salicylic acid. The results of in silico test showed affinity of APMS and AMMS against COX-1 

and COX-2 are better than acetyl salicylic acid. 
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PENDAHULUAN   

Struktur senyawa obat dapat mempengaruhi 

aktivitas biologis karena sifat fisiko kimia yang 

berbeda-beda. Contohnya asam o-

hidroksibenzoat dan asam p-hidroksibenzoat 

memiliki aktivitas yang berbeda karena letak 

gugus –OH yang berbeda pada inti aromatis. 

Bentuk tiga dimensi struktur obat tersebut juga 

akan mem-pengaruhi interaksi obat-reseptor. 

Hal ini disebabkan perbedaan reaktivitas kimia, 

ukuran, bentuk, stereokimia dan distribusi gugus 

fungsi akan mempengaruhi resonansi maupun efek 

induksinya dalam hubungan ikatan dengan reseptor 

(Patrick G., 2009).  

Ekowati et al. (2005) telah melakukan 

sintesis dua derivat asam metok-sisinamat 

(posisi meta- dan para-) melalui reaksi 

Knoevenagel. Asam o-metoksisi-namat 

(AOMS) telah dilaporkan memiliki aktivitas 

analgesik lebih baik daripada asam asetil 

salisilat (Ekowati et al., 2010). Derivat asam 

sinamat yang lain, yaitu etil p-metoksisinamat 

(EPMS) dilaporkan memiliki aktivitas analgesik 

anti infla-masi dengan mekanisme kerja secara 

non selektif menghambat COX-1/2 (Ridtidid et 

al., 2008; Umar et al., 2012). Oleh karena itu 

pada penelitian ini akan dilakukan uji aktivitas 

analgesik dari asam p-metoksisinamat (APMS) 

dan asam m-metoksisinamat (AMMS).  

Salah satu Non Steroidal Anti Inflammatory 

Drug (NSAID) yang masih ba-nyak 

penggunaannya hingga saat ini adalah asam 

asetil salisilat. Mekanisme kerja NSAID pada 

umumnya, termasuk asam asetil salisilat ini 

adalah melalui hambatan aktivitas 

cyclooxygenase (COX1/2) sehingga 

menghambat produksi prostaglandin 

(Adinarayana et al., 2012; Little et al., 2007). 

Oleh karena itu pada penelitian ini sebagai 

pembanding digunakan asam asetil salisilat. 

Aktivitas antinociceptiv senyawa APMS dan 

AMMS pada penelitian ini diuji dengan 

menggunakan metode writhing test. Senyawa 

penginduksi pada writhing test adalah larutan asam 

asetat 0,6%. Potensi senyawa uji sebagai 

antinociceptiv dapat diamati dari jumlah respon 

geliat mencit yang diberi senyawa uji pada dosis 

tertentu dibandingkan dengan mencit kelompok 

kontrol. Penurunan jumlah respon geliat akibat 

perlakuan senyawa uji dibandingkan dengan 

kelompok kontrol dinyatakan sebagai % proteksi 

(Ali et al., 2013).  

Mekanisme aktivitas antinociceptiv APMS 

dan AMMS diuji secara in silico terhadap COX-

1 (PDB 1PTH) dan COX-2 (PDB 1CX2) dari 

APMS dan AMMS.  
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METODOLOGI PENELITIAN 

Bahan dan Alat : Senyawa uji diperoleh dari 

Departemen Kimia Farmasi Fakultas Farmasi 

Universitas Airlangga, Asam asetat p.a. (E. Merck), 

CMC-Na ph.g (Brataco), Asam asetil salisilat p.a 

(Bayer). Mortir dan stamper, jarum injeksi 26G 

(Terumo), Software ChemBioDraw Ultra ver 11 

(Cambridge Soft) digunakan untuk menggambar 

struktur 3D, Program komputer Molegro Virtual 

Docker (MVD) ver 5.5. (CLC Bio) digunakan 

untuk uji in silico. 

Uji writhing test 

Uji writhing test dilakukan dengan 

menggunakan larutan asam asetat 0,6% sebagai 

penginduksi. Pembanding yang digunakan adalah 

asam asetilsalisilat (ASA). Sediaan uji APMS dan 

AMMS maupun ASA dibuat bentuk suspensi dalam 

larutan CMC-Na 0,5%. Dosis senyawa uji adalah 

50, 100 dan 200  mg/kg BB. Hewan coba mencit 

Mus musculus dengan berat badan 20-30g 

diadaptasikan selama satu minggu dalam kandang 

di ruangan dengan suhu ± 25°C dan sebelum 

perlakuan dipuasakan semalam, tetapi tetap diberi 

minum ad libitum. Berat badan masing-masing 

mencit ditimbang, kemudian dibagi dalam tiga 

kelompok dosis (50, 100 dan 200 mg/kgBB), 

kelompok kontrol negatif (plasebo) dan kelompok 

kontrol positif (asam asetilsalisilat) yang masing-

masing terdiri dari 10 ekor. Mencit tiap kelompok 

dosis diberi senyawa uji sesuai bobot badannya, 

sedangkan kelompok kontrol hanya diberi larutan 

CMC Na 0,5% (plasebo). Uji writhing test 

dilakukan dengan pemberian senyawa uji pada 

mencit secara intraperitoneal, selanjutnya 20 menit 

kemudian diikuti penyuntikan dengan larutan asam 

asetat 0,6% sebanyak 0,01ml/g BB secara 

intraperitoneal. 

Lima menit setelah induksi, pengamatan 

respon nyeri dilakukan selama 30 menit. Respon 

yang diamati adalah frekuensi geliat kelompok 

dosis dan kelompok kontrol, yang selanjutnya data 

frekuensi geliat mencit pada kelompok dosis dan 

kontrol tersebut digunakan untuk menghitung % 

proteksi nyeri. Persen proteksi dapat dihitung 

berdasarkan  rumus :  selisih frekuensi geliat 

kelompok kontrol dengan kelompok dosis di bagi 

frekuensi kelompok kontrol, dikalikan 100%. 

Analisis data pada uji writhing test ini 

menggunakan analisis one way ANOVA (p<0,05). 

 

Uji in silico 

Uji in silico dilakukan dengan  melakukan 

align method pada struktur ligan PDB 1PTH dan 

PDB 1CX2. Struktur SAL701 (PDB ID = 1PTH) 

dan SC58 (PDB ID = 1CX2) diperoleh dari Protein 

Data Bank (www.pdb.org). Struktur senyawa uji 

yaitu APMS dan AMMS dibuat dengan program 

ChemBioDraw Ultra ver. 11 dan dilakukan 

optimasi geometrinya menggunakan metode MM2 

program tersebut dan disimpan dalam format Sybyl 

Mol2. Uji in silico (doking) dilakukan dengan 

menempatkan senyawa uji pada binding site 1PTH 

(cavity 3) dengan align method pada ligan referensi 

(SAL). Evaluasi interaksi antara senyawa uji APMS 

dan AMMS dilakukan berdasarkan Rank Score 

(RS)nya, yaitu jumlah energi interaksi ligan-protein 

dan energi internal ligan (termasuk ikatan hidrogen 

antara ligan dan protein). Hasil skor tertinggi 

menunjukkan energi terendah ikatan dan dianggap 

sebagai model ikatan yang terbaik. Validasi doking 

dilakukan dengan cara redoking SAL pada cavity-3 

1PTH maupun S58 pada cavity-3 1CX2. Hasil 

doking terbaik bila memenuhi kriteria berikut : i) 

senyawa uji memiliki energi ikatan paling rendah, 

ii) secara geometris menempati cavity yang sama 

dengan SAL701 (PDB 1PTH) atau SC58 (PDB 

1CX2).       

   

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Induksi larutan asam asetat 0,6% secara 

intraperitoneal dapat menyebabkan iritasi jaringan 

peritoneal, sehingga menginduksi terjadinya nyeri 

yang dapat diamati sebagai respon geliat (Ali et al., 

2013). Beberapa derivat asam sinamat telah 

dilaporkan memiliki aktivitas antinociceptiv pada 

mencit yang diinduksi larutan asam asetat 0,6%, 

contohnya AOMS dan EPMS (Ekowati et al., 2010; 

Umar et al., 2012). 

Aktivitas analgesik isomer AOMS yaitu APMS 

dan AMMS, ditampilkan pada Tabel 1.
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Data pada Tabel 1 menunjukkan bahwa terjadi 

penurunan jumlah geliat pada mencit yang 

diinduksi larutan asam asetat 0,6% pada kelompok 

mencit yang diberi senyawa uji APMS maupun 

AMMS. Hasil analisis statistik one way Anova 

menunjukkan adanya perbedaan bermakna pada 

tiap dosis senyawa uji (p<0,05). Semakin besar 

dosis semakin besar % hambatan nyeri yang 

ditimbulkan. Korelasi antara dosis vs geliat 

senyawa ASA = 89,5%, APMS = 84%, AMMS = 

95,2%. Adanya korelasi yang cukup tinggi antara 

dosis dan respon geliat yang tampak menunjukkan 

aktivitas antinociceptiv senyawa uji bersifat dose 

dependent.  

Hasil perhitungan ED50 dari ASA = 84,28 

mg/kgBB; APMS = 50,86mg/kgBB; dan AMMS = 

45,47mg/kgBB. Hal ini membuktikan aktivitas 

antinociceptiv APMS maupun AMMS lebih kuat 

dibandingkan dengan ASA.  

Aktivitas ASA sebagai antinociceptive adalah 

melalui hambatan pelepasan prostaglandin dan 

phlogistic mediator seperti  PGE2. Level PGE2 ini 

akan meningkat dengan adanya induksi asam asetat 

(Venkatesh, S. & Fatima, S., 2013). Produksi 

prostaglandin dapat dihambat dengan menghambat 

enzim cyclooxygenase (COX) (Ali et al., 2013). 

Michelson (2011) melaporkan penggunaan ASA 

sebagai COX-1 inhibitor dan antiplatelet. Sifat 

polar dari asam asetil salisilat (log P = 1,21) 

mendukung aksi kerjanya sebagai analgetika 

perifer, karena lebih sulit menembus sawar otak. 

Senyawa uji, yaitu APMS dan AMMS memiliki log 

P yang sama yaitu 1,81;  jika dibanding dengan 

ASA ada dugaan APMS dan AMMS juga 

merupakan analgetika yang bersifat perifer 

walaupun lipofilitasnya sedikit lebih tinggi.    

Pengujian mekanisme kerja APMS dan AMMS 

sebagai antinociceptive dilakukan secara in silico 

menggunakan program komputer Molegro Virtual 

Docker ver 5.5.  Hasil  uji ditampilkan pada Tabel 

2.  
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Data pada Tabel 2 menunjukkan 

kemungkinan mekanisme kerja APMS maupun 

AMMS sebagai antinociceptive menyerupai 

ASA. Hasil uji in silico terhadap COX-1 (PDB 

1PTH) maupun COX-2 (PDB 1CX2) dari 

APMS dan AMMS menunjukkan hasil Rank 

Score yang lebih rendah daripada ASA. Hal ini 

menunjukkan interaksi yang lebih stabil antara 

APMS dan AMMS dengan COX-1 maupun 

COX-2 dibandingkan dengan ASA. Data 

tersebut juga mendukung hasil uji in vivo ED50 

APMS dan AMMS lebih kecil daripada ASA. 

Interaksi APMS dan AMMS dengan COX-2 

PDB 1CX2 memperkuat prediksi bahwa kedua 

senyawa tersebut juga memiliki aktivitas 

antiinflamasi.  

Korelasi hasil uji in silico (RS) dan uji in 

vivo (ED50) dari masing-masing senyawa uji 

pada COX-1 = 97,1%, sedangkan pada COX-2 

= 91,8%. Hal ini memperkuat dugaan 

mekanisme hambatan nyeri APMS maupun 

AMMS melalui hambatan COX 1/2 sejalan 

dengan mekanisme senyawa NSAID pada 

umumnya (Yurtsever et al., 2011). 

Pose doking senyawa uji pada enzim COX-1 

cavity-3 ligan SAL (PDB 1PTH) ditampilkan 

pada Gambar 1, menunjukkan beberapa asam 

amino yang terletak pada active site (cavity 3) 

COX-1, diantaranya adalah Arg120, Val349, 

Ser353, Tyr355, Ile 523, Ser530, Leu531. 

Interaksi senyawa uji pada enzim COX-1 

ditampilkan pada Gambar 2. Gambar 2a 

menunjukkan interaksi ligan SAL berupa ikatan 

hidrogen pada gugus –COOH dengan Arg120 

dan Tyr355,sedangan interaksi sterik tampak 

pada inti aromatis maupun gugus –OH dari SAL 

dengan Val349. Gambar 2b menunjukkan 

interaksi ikatan hidrogen gugus –COOH dari 

senyawa pembanding ASA dengan Arg120 dan 

Tyr355; sedangkan interaksi sterik terjadi pada 

gugus asetil dengan Ser530, Leu531, Pro528 

dan Gly526. Interaksi sterik ASA juga terjadi 

pada inti aromatisnya dengan asam amino 

Ala527 enzim COX-1.  

Interaksi APMS dengan enzim COX-1 

(Gambar 2c) berupa ikatan  hidrogen tampak 

pada gugus –COOH dengan Arg120 dan 

Tyr355. Interaksi sterik APMS tampak pada 

ikatan rangkap vinilik dengan Ty355, inti 

aromatis dengan Ala527,Gly526 dan Val349, 

gugus –CH3 dari –OCH3 dengan Leu352. 

Interaksi AMMS dengan COX-1 (Gambar 

2d) menunjukkan adanya ikatan hidrogen dari 

gugus –COOH dengan Arg120 dan Tyr355. 

Interaksi sterik AMMS terjadi antara ikatan 

rangkap vinilik dengan Arg120, inti aromatis 

dengan Val349 dan gugus –CH3 dari –OCH3 

dengan Val349, Ser353, Leu352. 
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Berdasarkan Gambar 2 (a-d), ASA, SAL, 

APMS dan AMMS memiliki kesamaan yaitu 

interaksi berupa ikatan hidrogen antara masing-

masing gugus –COOH dengan Arg120 dan 

Tyr355. Inti aromatis, ikatan rangkap vinilik 

maupun gugus –CH3 dari –OCH3 merupakan 

gugus fungsi penting yang berinteraksi dengan 

enzim COX-1. Transformasi ikatan rangkap 

vinilik APMS menjadi ikatan tunggal pada 

senyawa asam 3-fenil propanoat dapat 

menurunkan aktivitas analgesiknya (Ekowati et 

al., 2007).  

Pose doking senyawa uji pada enzim COX-2 

cavity-3 ligan S58 (PDB 1CX2) ditampilkan 

pada Gambar 3. Tampak beberapa asam amino 

yang terletak pada active site (cavity 3) COX-2, 

diantaranya adalah His90, Tyr355, Ser353, 

Leu352, Arg513, Phe518, Met522, Val523 dan 

Glu524. 

Interaksi senyawa uji pada enzim COX-2 

ditampilkan pada Gambar 4.  Gambar 4a 

menunjukkan interaksi ligan celecoxib (CELE) 

berupa ikatan hidrogen pada cincin pirazol 

dengan  Tyr355, sedangan interaksi sterik terjadi 

pada gugus –CF3 Arg120 dan Val349, inti 

aromatis yang mengikat gugus –SO2NH2 dengan 

Val523 dan Leu352, gugus –NH2 dari –SO2NH2 

dengan Arg513 dan His90, gugus –SO2 dari –

SO2NH2 dengan Phe518. Gambar 4b 

menunjukkan interaksi ASA dengan enzim 
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COX-2 berupa interaksi sterik inti aromatis 

dengan Leu352, Ser353 dan Val523, gugus –

C=O dari asetil dengan Met522 serta gugus –

CH3 dari asetil dengan Phe518. 

Interaksi APMS dengan enzim COX-2 

(Gambar 4c) menunjukkan interaksi sterik 

antara gugus –COOH dengan Val349, inti 

aromatis dengan Val523 dan Leu352. Gambar 

4d menunjukkan adanya interaksi sterik AMMS 

antara gugus –COOH dengan Val349 dan 

Ala527, inti aromatis dengan Val523 dan 

Leu352, gugus –OCH3 dengan Ser353 dan 

gugus –CH3 dari –OCH3 dengan Gly354. 

Berdasarkan Gambar 3-4 (a-d) tampak adanya 

kesamaan interaksi antara inti aromatis dengan 

Val523.  
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Residu Val523 ini merupakan residu yang 

spesifik terdapat pada active site COX-2, pada 

COX-1 posisi tersebut ditempati oleh residu Ile. 

Interaksi APMS dan AMMS dengan asam 

amino Val523 ini menunjukkan bahwa kedua 

senyawa tersebut dapat masuk pada active site 

dari COX-2 (Little et al., 2007).  

Residu Ile523 pada enzim COX-1 

merupakan asam amino yang memiliki gugus 

alkil yang lebih meruah, sedangkan residu 

Val523 pada enzim COX-2 memiliki gugus alkil 

yang lebih kecil sehingga ada perbedaan 

konformasi kedua enzim tersebut yang akan 

mempengaruhi spesifitas senyawa obat terhadap 

COX-1 maupun COX-2. Perbedaan lainnya 

antara residu COX-1 dengan COX-2 adalah 

adanya residu Arg513 pada COX2 yang 

berinteraksi dengan gugus –SO2NH2 dari ligan 

CELE (celecoxib) (Little et al., 2007; Simons et 

al., 2004).  

Adanya residu Val523 dan Arg513 

meningkatkan volume active site sekitar 20% pada 

COX-2 dibandingkan COX-1, sehingga fakta ini 

dapat digunakan untuk mendesain senyawa-

senyawa COX-2 inhibitor (Little et al., 2007). 

Saberi et al. (2010) melaporkan dua residu penting 

COX-2 yang berinteraksi dengan COX-2 inhibitor, 

yaitu Tyr385 dan Ser530, sedangkan Yuniarti et al. 

(2011) melaporkan interaksi ikatan hidrogen 

dengan Arg513 merupakan petunjuk penting dalam 

penemuan COX-2 inhibitor.  

Berdasarkan uji in silico pada Gambar 2 dan 4 

tersebut di atas, diprediksi kedua senyawa uji 

memiliki selektivitas yang relatif lebih rendah 

dibandingkan dengan celecoxib terhadap COX-2. 

Pengembangan struktur APMS maupun AMMS 

masih dibutuhkan untuk memperoleh senyawa yang 

selektif sebagai COX-2 inhibitor.   

 

KESIMPULAN 

1. Asam p-metoksisinamat dan asam m-

metoksisinamat memiliki aktivitas antinocicep-tive 

yang lebih tinggi dibandingkan dengan asam asetil 

salisilat. 

2. Mekanisme hambatan nyeri asam p-

metoksisinamat dan asam m-metoksisinamat me-

lalui hambatan enzim COX.  
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