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Abstract. Dengue virus infects 50 to 100 million people every year, however, specific treatment or effective
antiviral drugs to treat viral infections has not been found yet. Curcumin known has perform the inhibition
of ubiquitin-proteasome system that causes a decrease of Japanese encephalitis, one kind of flavivirus.
Structural modifications was known to increase the biological activity of curcumin. Pentagamavunon-0
(PGV-0) is known have activity similar to or even better than curcumin. This study aims to determine the
effect of PGV-0 in the early phase of infection of dengue- virus 2 (one day of infection). This study includes
quasi-experimental study. The method used for the detection of Dengue-2 viruswas immunocytochemistry,
whichpreviously tested by PGV-0 cytotoxic test against vero cells. Cytotoxic test results indicate safe
concentrations (no toxic effects) of PGV-0 against vero cells is 4.44 uM. Calculation of positive rate compared
with the positive control(14.55 + 7.25) showed that the value of positive rate due to one-day Dengue virus-2
infection with PGV-0 treatment was smaller(3.8 # 3.89). It was concluded that the PGV-0 is able to decrease
the positive rate due to Den-2 infection in the initial period of infection.
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Abstrak.Virus Dengue menginfeksi 50 sampai 100 juta orangper tahun, namun terapi yang spesifik atau
obat antivirus yang efektif belum ditemukan. Kurkumin diketahui mampu melakukan penghambatan
system ubiquitin-proteasome yang menyebabkan penurunan produksi salah satu jenis Flavivirus yaitu
Japanese encephaitis. Modifikasi struktur kurkumin terbukti meningkatkan aktivitas biologisnya.
Pentagamavunon-0 (PGV-0) diketahui memiliki aktifitas mirip atau bahkan lebih baik dari kurkumin.
Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui pengaruh pemberian PGV-0 pada fase awal infeksi virus
Dengue-2 (satu hari infeksi). Penelitian ini termasuk penelitian kuasi-eksperimental. Metode yang
digunakan untuk deteksi virus Dengue-2 dalam penelitian ini adalah imunositokimia, setelah sebelumnya
dilakukan uji sitotoksik PGV-0 terhadap sel vero. Hasil uji sitotoksik menunjukkan konsentrasi yang aman
(tidak memberikan efek toksik) dari PGV-0 terhadap sel Vero adalah 4,44 uM. Hasil uji imunositokimia
menunjukkan nilai rata-rata sel positif akibat infeksi Dengue-2 satu hari dengan perlakuan PGV-0 jauh
lebih kecil (3.8 + 3.89) dibandingkan kontrol positifnya (14.55 + 7.25). Disimpulkan bahwa PGV-0 mampu
menurunkan positive rate akibat infeksi Den-2 pada periode awal infeksi.

Kata Kunci: dengue, Pentagamavunon-0 (PGV-0), imunositokimia, sel vero
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LATAR BELAKANG

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan
penyakit infeksi akut yang banyak menjangkiti
penduduk negara-negara tropis dan sub tropis.
Badan Kesehatan Dunia (WHO) memperkirakan
kasus infeksi Dengue di seluruh dunia sekitar 50
juta kasus setiap tahunnya, lebih dari 500.000
kasus setiap tahun di rawat di rumah sakit dan
ribuan orang diantaranya meninggal dunia.l
Penyakit ini disebabkan oleh virus Dengue yang
merupakan virus RNA dan termasuk dalam famili
Flaviviridae. Virus Dengue diketahui terdiri dari
empat serotipe yaitu Dengue-1, Dengue-2,
Dengue-3 dan Dengue-4.23 Jenis virus yang
mendominasi di Indonesia adalah serotipe
Dengue-2 dan Dengue-3.4 Virus masuk ke dalam
tubuh manusia melalui gigitan nyamuk Aedes
aegypti atau Aedes albopictus.

Terapi yang spesifik atau obat antivirus yang
efektif untuk mengobati infeksi virus belum di-
temukan. Penggunaan interferon, ribavirin, 6-
azauridine dan glycyrrhizin diketahuimengham-
bat perkembangbiakan flavivirus termasuk virus
Dengue secarain vitro.5

Kurkumin merupakan kandungan alami dari

rimpang Curcuma longa tanaman
Zingiberaceae yang banyak terdapat di daerah
tropis, seperti Asia Tenggara dan

India serta telah terbukti mempunyai aktivitas
preventif terhadap beberapa virus, seperti
vasicular stomatis (VSV), HSV 1 dan 2,
parainfluenza-3, retrovirus-1, feline corona virus,
feline herpes virus dan virus-virus lainnya dengan
ECso 0.019-0.105 pM.678 Kurkumin juga dike-
tahui mampu melakukan penghambatan sistem
ubiquitin-proteasome yang menyebabkan
penurunan produksi virus Japanese encephalitis.’

Keberadaan gugus metilen aktif (-CHz-) di-
antara dua gugus keton pada struktur kurkumin
membuat senyawa ini mudah rusak oleh
pengaruh pH dan cahaya.l® Modifikasi struktur
kurkumin terbukti dapat meningkatkan aktivitas
biologisnya. Pentagamavunon-0 ((2,5- bis (4-
hydroxy-3-metoksibenzilidin) siklopen-tanon))
merupakan senyawa dengan modifikasi struktur
rantai tengah kurkumin di mana kelompok asetil
aseton diganti dengan siklo-pentanon. Senyawa
ini relatif mudah dalam sintesisnya dan kurang
toksik dibanding senyawa analog kurkumin
lainnya.ll Pentagamavunon-0 (PGV-0) diketahui
memiliki aktivitas antioksidan, antiinflamasi
melalui penghambatan siklooksigenase pada
tikus jantan Wistar dan sitotoksik pada sel
myeloma.11.12

Penelitian mengenai pemanfaatan PGV-0
sebagai anti-virus jarang ditemukan, namun
diketahui bahwa PGV-0 sebagai salah satu
senyawa turunan kurkumin mampu berinteraksi

44

dengan komponen seluler seperti DNA, membran
lipid dan protein selular lainnya yang akan
mempengaruhi proses biologi di dalam sel.13
Ketidaktersediaan data mengenai pemanfaatan
PGV-0 sebagai anti-virus ini mendorong peneliti
untuk melakukan penelitian efektivitas PGV-0
pada fase awal infeksi virus Dengue-2 (satu hari
infeksi).

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini termasuk penelitian kuasi
eksperimental, dilakukan di Laboratorium
Parasitologi, Universitas Gadjah Mada
Yogyakarta.

Sintesis PGV-0 di Laboratorium Farmasi UGM.
Bahan utama sintesis PGV-0 adalah vanilin
(15,4 g; 0,1 mol) ditambahkan siklopentanon (4,4
ml; 0,05 mol) diaduk sampai homogen pada suhu
25-30°C. Ditambahkan 2,0 ml HCl pekat, diaduk
selama 1 jam (sampai memadat). Hasil reaksi
didiamkan selama 2 hari pada suhu kamar,
selanjutnya diisolasi dengan maserasi campuran
asam asetat glasial:air (1:1), kemudian disaring
dengan cepat dalam keadaan dingin dan dilanjut-
kan dengan campuran asam asetat glasial-air
sampai warna hijau tua hilang. Dicuci dengan air
panas sampai bebas asam dan dikeringkan.!!

Uji Sitotoksik PGV-0 terhadap sel Vero
Uji Sitotoksik dilakukan menggunakan MTT
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5 difeniltetrazolium
bromida]. Pentagamavunon -0 (PGV-0) dengan 7
(tujuh) seri konsentrasi yaitu 142,05; 71,02;
35,51; 17,76; 8,88; 4,44 dan 2,22 uM
ditambahkan pada sel Vero. Pelarut yang diguna-
kan untuk melarutkan senyawa uji ini adalah
dimetilsulfoksida (DMSO). Hasil uji sitotoksisitas
dibaca dengan Elisa reader dengan panjang
gelombang 595 nm. Data absorbansi yang diper-
oleh dikonversikan dalam bentuk persentase sel
hidup atau viabilitas sel yang dapat dihitung
dengan rumus berikut:14
absorbansi sel perlakuan — absorbansi media

% sel hidup = 100
% sel hidup absorbansi kontrol sel — absorbansi media

Uji antiviral menggunakan metode Imunosi-
tokimia

Sel Vero ditumbuhkan dalam well plate
(sumuran), masing-masing plate diberi deck
glass yang sudah dilapisi poly L-lisin sebagai tem-
pat menempelnya sel. Sumuran dibagi menjadi
kelompok sel yang diinfeksi virus Dengue-2 inku-
basi 1 hari dan diberi PGV-0, kontrol positif dan
kontrol negatif. Masing-masing dibuat tiga kali
ulangan.
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Metode imunositokimia yang digunakan
adalah Streptavidin Biotin Peroksidase Complex
(SBPC).Sediaaan direndam dalam peroxidase
blocking solution setelah sebelumnya difiksasi
dengan metanol dingin dan dicuci PBS, kemudian
diinkubasikan dalam background sniper. Antibodi
primer (antibodi monoklonal DSSE10 1:10)
ditambahkan pada tiap preparat, kemudian diin-
kubasikan pada kondisi lembab selama semalam.
Sediaan dicuci dengan PBS, ditambahkan Trekkie
universal link dan dicuci dengan PBS kembali.
Reagen trekavidin-HRP  ditambahkan dan
diinkubasikan selama 10 menit. Preparasi
substrat dilakukan dengan chromogen DAB : 1
uL betazoid DAB chromogen diencerkan dengan
betazoid DAB susbtrate buffer. Preparat diinku-
basikan dalam substrat chromogen kromogen
DAB dan dicuci dengan air mengalir. Cat mayer
hematoxylin ditambahkan, dicuci dan dikering-
kan. Preparat dicelupkan ke dalam alkohol, dike-
ringkan, ditetesi entellan, ditutup dengan kaca
penutup dan diperiksa di bawah mikroskop.!>

Daya antiviral Dengue-2 dilihat dari hasil
imunositokimia SBPC dihitung positive rate virus
Dengue-2 pada sel Vero dengan menghitung
jumlah sel positif yang terinfeksi virus Dengue-2
dan sel negatif dalam 10 lapangan pandang,
dibagi jumlah sel seluruhnya dikalikan 100%.15

HASIL

Uji sitotoksisitas dilakukan untuk mengetahui
potensi sitotoksik PGV-0 terhadap sel vero.
Persentase sel vero yang hidup dihitung
berdasarkan perbandingan antara absorbansi
perlakuan dengan kontrol sel vero. Nilai
absorbansi didapatkan dari pembacaan ELISA
yang dimasukan dalam rumus viabilitas sel (%
sel hidup). Dalam penelitian ini diketahui
konsentrasi tertinggi DMSO (142,05 pM) melalui
pengamatan mikroskopis dan perhitungan sel
hidup tidak berpengaruh terhadap kematian sel
Vero. Hasil uji sitotoksik dapat dilihat pada Tabel
1 berikut.

Tabel 1. Persentase sel Vero hidup setelah pemberian
Pentagamavunon-0 (PGV-0)

No. Konsentrasi PGV-0 % sel

(uM) Vero hidup
1 142,05 40,4
2 71,02 38,9
3 35,51 39,0
4 17,76 82,5
5 8,88 76,8
6 4,44 114,4
7 2,22 116

Hasil uji sitotoksik PGV-0 pada sel Vero
didapatkan konsentrasi yang aman dari PGV-0
terhadap sel vero adalah 4,44 pM. Konsentrasi
tersebut merupakan konsentrasi PGV-0 tertinggi
yang tidak berpengaruh terhadap sel vero (sel
hidup mencapai 100%). Uji sitotoksik dilanjutkan
dengan uji antiviral menggunakan metode
imunositokimia dengan menggunakan konsen-
trasi aman dari hasil uji sitotoksik. Masa infeksi
dilakukan selama 1 hari untuk mengetahui efek
PGV-0 jika diberikan pada awal infeksi.

Nilai positive rate pemeriksaan imunosito-
kimia SBPC pada sel Vero yang diinfeksi virus
Dengue-2 inkubasi satu hari dan diberi PGV-0
adalah 3,8 * 3,89 sel. Nilai ini jauh lebih kecil
dibandingkan positive rate kontrol positif yaitu
14,55 * 7,25 sel. Pada kontrol positif, sediaan sel
Vero yang di infeksi virus Dengue-2 dan
diinkubasi 1 hari tampak reaksi yang positif,
yang ditandai sitoplasma sel yang berwarna
coklat. Sedangkan, kontrol negatif menunjukkan
warna biru pada bagian sitoplasmanya.Pada
perlakuan dengan PGV-0 nampak sel yang
terwarnai coklat lebih sedikit dibanding kontrol
positif.Hasil perhitungan uji imunositokimia
menunjukkan PGV-0 dapat menurunkan nilai
positive rate akibat infeksi Dengue-2 pada tahap
awal infeksi. Hasil foto mikroskopis imunosito-
kimia SBPC sediaan sel vero yang diinfeksi virus
Dengue-2 inkubasi 1 (satu) yang diberikan
perlakuan PGV-0 dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Foto Mikroskopissediaan imunositokimia
SBPC sel Vero yang diinfeksi virus Dengue-2 dan
diinkubasi 1 hari; kontrol negatif (A), kontrol positif
(B), dengan perlakuan PGV-0 (C).Perbesaran 40 x 10.
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PEMBAHASAN

Uji sitotoksisitas menggunakan metode
MTT.MTT diabsorbsi ke dalam sel dan direduksi
dengan reaksi yang tergantung mitokondria
menjadi produk formazan yang dapat diukur
secara spektofotometri dengan menggunakan
ELISA reader.Dimetilsulfoksida (DMSO) dipilih
sebagai pelarut kurkumin dan PGV-0 karena zat
ini dapat bercampur dengan air dan merupakan
pelarut yang baik untuk ion anorganik maupun
untuk senyawa organik, disamping itu Zandia et
al,'® menyatakan konsentrasiDMSO sebagai
pelarutyang kurang dari 2% dapat diabaikan. Hal
ini memungkinkan penggunaan DMSO seba-gai
pelarut senyawa uji tanpa mempengaruhi
pertumbuhan dan kematian sel vero.

Tahapan awal infeksi Dengue-2 pada sel vero,
virus melekat pada permukaan sel dan menyatu
dengan membran sel. Invaginasi pada permu-
kaan sel membentuk vesikula endocytotic dan
envelope dari virus kemudian menghilang. Inter-
nalisasi oleh endositosis dan fusi membran sel
dan virus Dengue-2 ditemukan pada tahap awal
infeksi yaitu sekitar 2 jam pertama. Masa laten
invitro Dengue berkisar antara 12- 16 jam. Sete-
lah itu virus infektif dapat ditemukan ekstra sel.
Infeksi yang berlanjut menyebabkan jumlah virus
intrasel makin berkurang dan pada saat puncak
titer virus tercapai, 80% atau lebih virion dite-
mukan ekstra sel. Waktu dan titer maksimum
virus yang dilepas sel tidak terjadi dalam 24 jam.
Oleh karena itu penelitian ini mencoba men-
deteksi keberadaan virus Dengue yang diinfeksi-
kan ke sel Vero dalam waktu satu hari (24 jam)
dan diberi perlakuan PGV-0.

Pendeteksian virus Dengue menggunakan
metode Imunositokimia yaitu metode untuk
identifikasi protein atau antigen dalam sel dan
jaringan. Metode ini tergantung pada spesifisitas
antibodi yang mengikat epitop protein yang
digunakan sebagai imunogen. Antibodi yang
digunakan dalam pemeriksaan imunositokimia
adalah antibodi DSSE10 yang termasuk kelas
I[gG1l dan tidak menunjukkan reaksi silang
dengan antigen Japanese enchepalitis dan
Chikungunya.l” Pemeriksaan imunositokimia
SBPC bersifat kualitatif, tetapi sensitif dan spesi-
fik untuk keperluan diagnostik virus Dengue.
Hasil perhitungan uji imunositokimia menun-
jukkan kemampuan PGV-0 dalam menurunkan
positive rate infeksi virus Dengue.

Mekanisme antiviral Dengue dari PGV-0
belum dapat diketahui dari penelitian ini.Ber-
bagai antiviral telah diteliti secara meluas men-
cakup penghambat sintesis RNA virus, inhibitor
NS3 protein helikase dan protease, inhibitor yang
menghambat pematangan virus Dengue, antibodi
monoklonal dan polianion yang mencegah ikatan

46

dengan reseptor sel host.181? Penelitian antiviral
menggunakan Flavonoid, kelas phytochemical
dari enam jenis flavonoid (Deoxycalyxin A;
3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavonol-3-0-beta-D-ga-
lactopyranoside;(3R)-3',8-Dihydroxyvestitol;
Sanggenon O, epigallocatechin gallate, Chamae-
jasmin) diketahui dapat menghambat replikasi
virus Dengue melalui pemblokiran situsgliko-
silasiAsn-130 dari protein NS1 Dengue.2? Se-
nyawa yang mirip dengan PGV-0 yaitu kurkumin
juga diketahui dapat melakukan penghambatan
mekanisme ubiquitin-proteasome yang menye-
babkan penurunanproduksisalah satu jenis
Flavivirus yaitu Japanese encephalitis.®
Pentagamavunon-0 (PGV-0) memiliki struk-
tur yang mengandung suatu kromofor atau
ikatan rangkap terkonjugasi dan auksokrom
pada -OH (Gambar 2), sehingga penetapan
kadarnya dapat dilakukan dengan cara
spektrofotometer UV-Visibel.2122

o)
HsCO l N I = l OCHg

HO OH

Gambar 2. Struktur kimia 2,5-bis-(4'-hidroksi-3'-
metoksienzilidin)-siklopentanonatau PGV-0.21

Senyawa analog dari kurkumin ini diketahui
memiliki aktifitas mirip atau bahkan lebih baik
dari kurkumin. Penghilangan gugus metilen aktif
dan gugus karbonil pada bagian tengah stuktur
kurkumin menyebabkan sifat PGV-0 menjadi
semakin non polar, sehingga semakin mudah
larut dalam lipid dan lebih mudah berinteraksi
dengan dinding selbakteri maupun virus.
Menurunnya nilai positive rate akibat infeksi
Dengue juga membuktikan bahwa PGV-0
memiliki potensi sebagai anti virus Dengue.

KESIMPULAN

Pemberian Pentagamavunon-0 (PGV-0) pada
konsentrasi 4,44 pM terbukti efektif menurunkan
nilai positive rate akibat infeksi Dengue-2 pada
masa inkubasi 1 (satu) hari.
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