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ABSTRAK

SINTESIS DAN UJI AKTIVITAS ANTIDIABETES SENYAWA
KOMPLEKS Cu(Il) DENGAN LIGAN ISOLEUSIN TERHADAP MENCIT
JANTAN (Mus musculus 1.)

Oleh

AMALIA TRIANANDA

Diabetes mellitus adalah gangguan metabolik yang ditandai dengan
peningkatan kadar glukosa darah akibat produksi insulin oleh pankreas yang tidak
mencukupi. Salah satu pendekatan alternatif dalam pengobatan diabetes adalah
penggunaan senyawa kompleks logam Cu(Il) dengan ligan asam amino isoleusin.
Isoleusin diketahui berperan dalam proses metabolisme, termasuk dalam regulasi
kadar glukosa darah. Penelitian ini dilakukan untuk menguji aktivitas antidiabetes
secara in vivo dan farmakokinetik secara in silico. Sintesis pada penelitian ini
menggunakan metode refluks, sementara uji aktivitas antidiabetes menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 15 kelompok perlakuan dan tiga kali
pengulangan. Data dianalisis dengan metode ANOVA pada p<0,05 dan uji BNT
untuk membandingkan perlakuan pada taraf nyata 5%.

Senyawa kompleks Cu(Il)-isoleusin dihasilkan padatan biru tua dengan
rendemen 84,30%. Hasil karakterisasi spektrofotometer UV-Vis menunjukkan
serapan panjang gelombang 235 nm dan 535 nm untuk Cu(Il)-isoleusin. Spektrum
FTIR menunjukkan serapa gugus Cu-O dan Cu-N pada bilangan gelombang
587,53 cm’' dan 491,04 cm” untuk Cu(ID)-isoleusin. Hasil pemberian dosis
Cu(II)-isoleusin yang paling baik pada dosis 200 ng/KgBB yang dapat menurunkan
kadar glukosa darah mencit jantan sebesar 65,32%. Senyawa kompleks
Cu(II)-isoleusin terbukti dapat menurunkan kadar glukosa darah sehingga dapat
digunakan sebagai senyawa antidiabetes. Analisis dilanjutkan dengan uji
Farmakokinetik dan Toksisitas untuk menguji kandidat obat menggunakan metode
in silico. Hasil uji Farmakokinetik dan Toksisitas menunjukkan bahwa kedua
senyawa memenuhi sebagai kandidat obat antidiabetes secara Lipinski Rule of Five,
PreADMET, dan Protox.

Kata kunci: Diabetes mellitus, tembaga, isoleusin, farmakokinetik



ABSTRACT

SYNTHESIS AND ANTIDIABETIC ACTIVITY TEST OF Cu(Il)
COMPLEX COMPOUNDS WITH ISOLEUCINE LIGANDS IN MALE
MICE (Mus musculus L.)

By

AMALIA TRIANANDA

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by elevated blood
glucose levels due to inadequate insulin production by the pancreas. One alternative
approach in diabetes treatment is the use of Cu(Il) metal complexes with amino acid
ligands, such as isoleucine. These amino acids are known to be involved in
metabolic processes, including glucose regulation. This study aims to evaluate the
antidiabetic activity of Cu(Il)-isoleucine complexes in vivo and assess their
pharmacokinetic and toxicity profiles in silico. The complexes were synthesized
using the reflux method, and the antidiabetic activity was tested using a Completely
Randomized Design (CRD) with 15 treatment groups and three replications. Data
were analyzed using ANOVA at a significance level of p<0.05, followed by LSD
test at 5% to determine significant differences between treatments. The
Cu(Il)-isoleucine complexes were obtained as dark blue solids with yields of
84.30%, respectively. UV-Vis characterization showed absorbance peaks at 235 nm
and 535 nm for Cu(I)-isoleucine. IR spectra revealed Cu—O and Cu—N stretching
vibrations at 587.53 cm™ and 491.04 cm™ for Cu(Il)-isoleucine, indicating the
formation of coordination bonds between the metal and ligands. The most effective
dose was 200 pg/kg BW, reducing blood glucose levels in male mice by 65.32%
for Cu(Il)-isoleucine. In silico pharmacokinetic and toxicity analysis using
Lipinski’s Rule of Five, PreADMET, and ProTox showed that both compounds
meet the criteria as potential antidiabetic drug candidates.

Keywords: Diabetes mellitus, copper, isoleucine, pharmacokinetics
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes mellitus adalah penyakit metabolik yang ditandai dengan meningkatnya
kadar glukosa darah (gula darah) yang terjadi ketika pankreas tidak memproduksi
insulin dalam jumlah cukup. Penyakit diabetes mellitus termasuk dalam 10
penyebab kematian tertinggi di dunia, penyakit ini menyebabkan kematian 1,5
juta orang pada tahun 2019 (WHO, 2023). Data International Diabetes
Federation ke-10 tahun 2021 menunjukkan 537 juta orang di dunia menderita
diabetes mellitus dan diprediksi akan mencapai 783 juta pada tahun 2045 dan di
Indonesia mencapai angka 19,5 juta jiwa dan diprediksi pada tahun 2045 akan

terus bertambah hingga 28,6 juta jiwa (IDF, 2021).

Diabetes Mellitus (DM) terbagi menjadi 2 tipe yaitu tipe 1 dan 2, sebanyak 90%
penderita diabetes di seluruh dunia merupakan diabetes tipe 2 yang disebabkan
oleh gaya hidup yang kurang sehat (Kementerian Kesehatan Republik Indonesia,
2016). Diabetes mellitus tipe 2 resisten terhadap insulin, suatu kondisi dimana
tubuh atau jaringan tubuh tidak ada respon terhadap aksi dari insulin (Derek dkk.,
2017). Salah satu obat yang sering digunakan adalah golongan sulfonilurea, obat
ini merupakan antidiabetik oral yang baik untuk terapi diabetes mellitus tipe 2.
Obat yang termasuk golongan sulfonilurea contohnya metformin, glibenklamid,
tolbutamid, tolazamid, gliklazid, dan glimepirid. Penggunaan obat-obat sintesis
sebagai antidiabetes memiliki efek samping yang tidak dikehendaki karena
digunakan dalam waktu lama (Ira dan Ikhda, 2015). Saat ini banyak

dikembangkan obat berbahan logam yang disebut metalloterapi.

Metalloterapi adalah strategi terapi baru yang digunakan untuk pengobatan

berbagai penyakit yaitu, diabetes, rheumatoid arthritis, penyakit inflamasi dan



kardiovaskular serta agen diagnostik. Keadaan oksidasi ion logam dapat
mempengaruhi cara tubuh merespons obat yang mengandung logam, yang dapat
menguntungkan atau berpotensi toksik meskipun diberikan dosis ion logam yang
sama. Perubahan tersebut juga dapat mengatur jalur metabolisme di dalam tubuh
(Maanvizhi et al., 2014). Metalloterapi memberikan pendekatan inovatif dalam
pengobatan berbagai penyakit, termasuk diabetes mellitus dengan memanfaatkan

sifat terapeutik dari unsur-unsur logam.

Logam yang digunakan untuk pengobatan diabetes mellitus adalah logam
tembaga (Cu), tembaga merupakan unsur dasar untuk homeostasis tubuh.
Perubahan konsentrasi tembaga dalam darah menyebabkan berbagai penyakit
yang dapat mengganggu fungsi organ, termasuk jantung, otak, ginjal, dan hati.
Peningkatan kadar tembaga dapat menyebabkan akumulasi tembaga di
organ-organ vital dan memicu kerusakan pada organ-organ tersebut. Penurunan
kadar tembaga juga dapat menyebabkan gangguan fungsi organ-organ tersebut
(Gembillo et al., 2023). Penelitian yang dilakukan oleh Firguna (2019) logam
Cu(Il) yang disintesis dengan ligan aspartat memiliki aktivitas antidiabetes, di
mana senyawa kompleks tersebut dapat menurunkan kadar glukosa darah sebesar
76,13%. Pemanfaatan logam Cu dengan asam amino secara bersamaan dalam

bentuk senyawa baru memiliki potensial untuk aplikasi antidiabetes.

Logam Cu(Il) dapat berperan dalam pembentukan kompleks dengan ligan-ligan
biologis seperti asam amino. Asam amino isoleusin memiliki potensi dalam
proses metabolik, termasuk regulasi kadar glukosa darah. Branched Chain Amino
Acids (BCAAs) atau asam amino rantai cabang seperti leusin, isoleusin berperan
penting dalam metabolisme tubuh, termasuk regulasi homeostasis glukosa. BCAA
ini mempengaruhi proses penurunan kadar gula darah melalui beberapa
mekanisme, salah satunya adalah melalui aktivasi jalur mTOR (jalur pensinyalan
penting dalam sel yang berperan dalam mengatur pertumbuhan sel, metabolisme,
dan berbagai proses seluler lain seperti sintesis protein) yang berperan dalam
sintesis protein dan regulasi glukosa. Isoleusin merupakan dua asam amino
BCAA yang memiliki potensi untuk meningkatkan sensitivitas insulin dan
mengurangi resistensi insulin, sehingga membantu dalam mengontrol kadar

glukosa darah, terutama pada kondisi diabetes tipe 2 (Dimou et al., 2022).



Pada penelitian ini telah dilakukan sintesis senyawa kompleks logam Cu(II)
dengan asam amino isoleusin. Senyawa kompleks yang dihasilkan diuji aktivitas
antidiabetes pada mencit jantan yang telah diinduksi aloksan dan dikarakterisasi
menggunakan instrumentasi spektrofotometer UV-Vis, spektrofotometer IR.
Senyawa kompleks diuji secara farmakokinetik menggunakan Lipinski Rule of

Five, PreADMET, dan Protox untuk mengetahui kerja obat di dalam tubuh.

1.2 Tujuan Penelitian

Berdasarkan latar belakang di atas, tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini

adalah sebagai berikut:

1. Mendapatkan senyawa kompleks Cu(Il) dengan asam amino isoleusin dengan
metode refluks.

2. Karakteristiknya menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan
Spektrofotometer IR.

3. Mendapatkan dosis efektif senyawa kompleks Cu(Il) dengan asam amino
isoleusin pada mencit jantan.

4. Mendapatkan potensi senyawa kompleks Cu(Il) dengan asam amino isoleusin

sebagai kandidat obat antidiabetes secara komputasi.

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini mendapatkan kompleks Cu(Il) dengan asam amino
isoleusin sebagai antidiabetes dan potensinya sebagai kandidat obat antidiabetes

secara komputasi.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) adalah penyakit yang ditandai dengan terjadinya
hiperglikemia dan gangguan metabolisme karbohidrat, lemak, dan protein yang
dihubungkan dengan kekurangan secara absolut atau relatif dari kerja dan atau
sekresi insulin (Fatimah, 2015). Insulin adalah hormon penting yang diproduksi di
pankreas kelenjar tubuh, yang merupakan transports glukosa dari aliran darah ke
dalam sel-sel tubuh di mana glukosa diubah menjadi energi. Kurangnya insulin
atau ketidakmampuan sel untuk merespons insulin menyebabkan kadar glukosa
darah tinggi, atau hiperglikemia, yang merupakan ciri khas DM (Pangestika et a!.,
2022).

Diabetes mellitus tipe 2 ialah diabetes yang disebabkan kegagalan tubuh
memanfaatkan insulin sehingga mengarah pada pertambahan berat badan dan
penurunan aktivitas fisik. Diabetes mellitus tipe 2 ditandai dengan defisiensi
insulin relatif yang disebabkan oleh disfungsi sel pankreas dan resistensi insulin
(Widiasari dkk., 2021). Berbagai macam komplikasi dapat muncul akibat diabetes
mellitus yang tidak ditangani dengan baik. Diabetes mellitus juga salah satu faktor
penyebab Gangguan Fungsi Kognitif (GFK). Diabetes mellitus tipe 2 memiliki
faktor risiko yang dibagi menjadi dua kategori, yaitu faktor risiko yang tidak
dapat diubah dan faktor risiko yang dapat diubah melalui pola hidup sehat (Utomo
etal.,2020).

Pengembangan terapi baru yang mampu menyembuhkan diabetes mellitus yaitu
metalloterapi. Metalloterapi adalah terapi yang memanfaatkan logam maupun
kompleks logam sebagai mekanisme penyembuhan diabetes mellitus. Senyawa

logam dilaporkan memiliki potensi untuk mendapatkan efek menguntungkan



dalam patogenesis dan penyakit komplikasi. Efek antidiabetik yang
mempengaruhi insulin dapat dijelaskan melalui beberapa mekanisme, seperti
aktivasi sinyal reseptor insulin (Cr, Mg), sifat antioksidan (Co, Mn, W, Zn),
penghambatan fosfatase (V), serta stimulasi pengambilan glukosa, glikogen, dan
sintesis lipid di otot, jaringan adiposa, dan hati, serta penghambatan
glukoneogenesis (Cr, Co). Beberapa logam, termasuk V, Cr, Cu, Co, W, dan Zn,
telah terbukti efektif dalam mengobati diabetes pada hewan percobaan (Pandey et
al., 2012). Dalam penelitian ini, disintesis senyawa kompleks Cu(II) dengan ligan

Isoleusin sebagai sampel uji antidiabetes.

2.2 Senyawa Kompleks

Senyawa kompleks merupakan senyawa yang mengandung ion logam pusat yang
diikat oleh suatu ligan (Chandra dkk., 2020). Ligan-ligan dalam senyawa
koordinasi dapat dibedakan atas ligan monodentat, bidentat, tridentat, dan
polidentat. Ligan bidentat merupakan ligan yang memiliki dua atom donor, di
mana gugus amina dan karboksilat pada ligan asam amino akan berikatan dengan
atom logam secara stabil (Male dkk., 2013). Senyawa kompleks yang akan

disintesis pada penelitian ini adalah logam Cu(II) dengan asam amino isoleusin.

2.3 Atom Tembaga (Cu)

Tembaga adalah mineral esensial yang dibutuhkan oleh berbagai molekul untuk
mempertahankan struktur dan fungsi normalnya dan agar sel dapat hidup, tumbuh,
dan berkembang biak. Tembaga ditemukan di hati, kantong empedu, paru-paru,
dan jantung. Tembaga dibutuhkan untuk sintesis hemoglobin, metabolisme zat

besi yang tepat, dan pemeliharaan pembuluh darah (Siva and Kumar, 2013).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Tanaka et al. (2009), pengobatan tembaga
sulfat pada penderita diabetes menunjukan efek baik dengan meningkatnya fungsi
sel B dengan mengurangi radikal bebas atau melalui penurunan kadar glukosa.

Vanco et al. (2008) telah melakukan penelitian tentang aktivitas antidiabetes



Cu(I) dan Cu(Il) direaksikan dengan ligan basa derivate dari salisi aldehid dan
B-alanin. Hasil sintesis kemudian diuji antidiabetes menggunakan induksi aloksan,
dari penelitian tersebut senyawa kompleks Cu(I) dan Cu(Il) yang sudah
direaksikan dengan ligan derivate dan B-alanin menggunakan mencit memiliki
aktivitas antidiabetes dan dapat menurunkan kadar gula darah pada mencit.
Logam Cu(Il) memiliki potensi sebagai agen antidiabetes dengan membentuk
kompleks dengan asam amino isoleusin, yang dapat meningkatkan sensitivitas
insulin dan memodulasi proses metabolik terkait glukosa. Dalam penelitian ini,
digunakan asam amino isoleusin untuk membentuk senyawa kompleks dengan

logam Tembaga.

2.4 Isoleusin

Branched chain amino acids (BCAA) merupakan asam amino yang dapat
bertindak sebagai ligan bidentat dalam kompleks dengan logam. Sebagai ligan
bidentat, asam amino mengikat ion logam melalui dua situs aktif: gugus amina
(-NH2) dan gugus karboksilat (-COOH). Gugus amina menyediakan pasangan
elektron bebas dari atom nitrogen, sementara salah satu atom oksigen dari gugus
karboksilat membentuk ikatan dengan logam, menciptakan struktur yang stabil.
BCAA atau asam amino rantai cabang seperti isoleusin adalah asam amino
esensial yang mencakup ~35% dari asam amino esensial yang menyusun protein
otot pada manusia dan ~40% dari asam amino non esensial yang dibutuhkan oleh
semua mamalia (Holecek, 2018). Pemberian isoleusin pada mencit memperbaiki
toleransi glukosa, hal ini disebabkan oleh aksi sinergis isoleusin dengan insulin
endogen untuk meningkatkan penyerapan glukosa ke dalam jaringan (Rielly et al.,

2020).

Gambar 1. Struktur Senyawa Asam Amino Isoleusin



Isoleusin merupakan salah satu asam amino rantai bercabang yang memiliki
potensi dalam mengatur metabolisme glukosa yang dapat bermanfaat bagi
pengelolaan diabetes. Isoleusin diketahui meningkatkan penyerapan glukosa di sel
otot dan meningkatkan sensitivitas insulin dalam beberapa model hewan
(Yoshizawa, 2015). Yoshizawa (2015) melaporkan bahwa isoleusin mencegah
peningkatan konsentrasi glukosa plasma pada uji toleransi glukosa oral pada tikus
normal berusia 7 minggu. Penyerapan glukosa meningkat secara signifikan pada
otot tikus yang diberi isoleusin, otot rangka menjadi organ utama yang
berkontribusi terhadap efek hipoglikemik isoleusin pada penyerapan glukosa.
Isoleusin berperan penting dalam pengelolaan diabetes dengan meningkatkan

sensitivitas insulin dan membantu regulasi kadar glukosa darah.

2.5 Sintesis Senyawa Kompleks

Sintesis senyawa kompleks dapat dilakukan dengan berbagai cara seperti reaksi
substitusi dengan cara pemberian energi pada materi atau senyawa kimia yang
disebut dengan induksi fotolisis. Senyawa kompleks juga dapat disintesis dengan
menggunakan metode refluks, sonikasi, microwave dan lain sebagainya

(Nikpassand dkk., 2013).

Dalam penelitian yang telah dilakukan oleh Firguna (2019) sintesis dari
CuCl,.2H20 dengan asam aspartat dilakukan pada perbandingan 1:2 mmol.
CuCl,.2H20 dan larutan sampel asam aspartat disiapkan dengan melarutkan
0,17 g (1 mmol) CuCl2.2H>0 dan 0,26 g (2 mmol) asam aspartat dalam 25 mL

sulingan air masing-masing. Reaksinya dapat dilihat pada Gambar 3.
Q HO NH\ /O OH
2 HO)WOH + CuCluH,0 —» y O/C%'Nﬂ/l +  2HCLH0
N o
NH, O N
Gambar 2. Reaksi pembentukan senyawa kompleks Cu(Asp): (Firguna, 2019)

Reaksi pembentukan senyawa Cu(Asp):2 terjadi akibat gugus karboksilat (COQO")

dan gugus amina (NHz) dari asam aspartat mendonorkan pasangan elektron bebas



pada Cu(IT) menggantikan gugus CI- dan gugus H>O. Hal ini dapat terjadi akibat
adanya perbedaan kekuatan ligan antara gugus COO™ dan NH: sebagai ligan
pendonor elektron yang lebih kuat dibandingkan gugus Cl~ dan H>O sehingga
reaksi pergantian gugus terjadi. Dalam penelitian ini, digunakan aloksan yang
dapat mempengaruhi penurunan produksi insulin dan kontrol glukosa dalam
tubuh. Sebelum induksi senyawa kompleks, perlu dilakukan induksi aloksan

untuk melihat perubahan kinerja insulin di dalam tubuh.

2.7 Aloksan

Aloksan merupakan komponen kimia yang dengan bentuk molekul menyerupai
glukosa yang bersifat hidrofilik. Ketika aloksan diinjeksi secara intraperitoneal,
aloksan dengan cepat akan menembus membran plasma memasuki sel beta
melalui perantara glukosa transporter 2 (GLUT2). Aloksan dapat membuat
kondisi hiperglikemia untuk hewan percobaan model diabetes tipe 1 akibat
toksisitas aloksan yang spesifik pada sel beta-pankreas menyebabkan defisiensi
sekresi insulin. Defisiensi sekresi insulin terjadi akibat penghambatan aloksan
terhadap glukokinase dengan mengikat gugus thiol pada glukokinase. Inhibisi
glukokinase akan menurunkan oksidasi glukosa serta menurunkan pembentukan
ATP dan sekresi insulin. Aloksan dapat menghasilkan reactive oxygen species
(ROS) melalui reaksi berantai menghasilkan produk reduksi berupa asam dialurat
(Hasim et al., 2020).
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Gambar 3. Struktur Senyawa Aloksan

Keadaan diabetes dapat diinduksi dengan pemberian zat kimia. Zat kimia yang
biasa digunakan adalah aloksan, di mana aloksan merupakan diabetogenik yang

dengan cepat menimbulkan hiperglikemia permanen dalam waktu dua sampai tiga



hari. Aloksan secara selektif merusak sel-p pulau langerhans dalam pankreas
yang mensekresi hormon insulin. Aloksan merupakan agen penyebab diabetes
melitus. Secara invitro aloksan menyebabkan nekrosis sel- pankreas dengan
menstimulasi H>O; intrasel. Aloksan menimbulkan hiperglikemia permanen
dalam waktu 2-3 hari. Aloksan juga mengganggu homeostasis pada sel, hal ini
merupakan awal kematian sel karena terganggunya proses oksidasi sel.
Peningkatan konsentrasi ion kalsium, mempercepat kerusakan sel B pankreas. Saat
sel B dirusak oleh aloksan terjadi gangguan sekresi insulin mengakibatkan jumlah
insulin berkurang. Penurunan sekresi insulin mengakibatkan tubuh tidak dapat
menggunakan glukosa sebagai sumber energi (Dewi ef al., 2014). Setelah
diinduksi aloksan, digunakan metformin sebagai kontrol positif dalam penelitian

1ni.
2.8 Metformin

Metformin merupakan obat yang biasa digunakan untuk membantu menurunkan
kadar glukosa darah pada pasien diabetes mellitus tipe 2. Metformin bekerja
dengan mengurangi jumlah glukosa yang diproduksi oleh hati dan meningkatkan
respons tubuh terhadap insulin yang membantu tubuh mengatur kadar glukosa
darah dengan lebih baik. Metformin biasanya diresepkan sebagai pengobatan lini
pertama untuk diabetes tipe 2, bersamaan dengan perubahan gaya hidup seperti
diet dan olahraga. Metformin dapat digunakan sendiri atau dikombinasikan
dengan obat lain, seperti insulin atau obat oral lainnya, untuk membantu
mengelola kadar glukosa darah (Luo ef al., 2020). Metformin telah terbukti
memiliki efek menguntungkan seperti membantu menurunkan tekanan darah,
mengurangi risiko penyakit kardiovaskular, dan meningkatkan metabolisme lipid

(lemak) dengan mengurangi kadar trigliserida dan kolesterol (Setyani dkk., 2019).
NH NH
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|

Gambar 4. Struktur Senyawa Metformin
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Metformin adalah obat kompleks yang memiliki situs aktif dan mekanisme
molekuler. Secara fisiologis, metformin bekerja secara langsung atau tidak
langsung pada hati untuk menurunkan produksi glukosa, dan bekerja pada usus
untuk meningkatkan penggunaan glukosa, meningkatkan glucagon-like peptide-1
(GLP-1), dan mengubah mikrobioma. Pada tingkat molekuler, metformin
menghambat rantai pernapasan mitokondria di hati, yang menyebabkan
AMP-activated Protein Kinase (AMPK), meningkatkan sensitivitas insulin
(melalui efek pada metabolisme lemak) dan menurunkan Siklik Adenosin
Monofosfat (cAMP), sehingga mengurangi ekspresi enzim glukoneogenik.
Metformin juga memiliki efek independen AMPK pada hati yang mungkin
termasuk penghambatan fruktosa-1,6-bisphosphatase oleh AMP (Rena et al.,
2017). Dalam penelitian ini, hewan uji yang digunakan adalah hewan mencit

jantan, karena memiliki siklus hormonal yang stabil.

2.9 Mencit Jantan

Mencit merupakan hewan yang sering digunakan sebagai hewan laboratorium.
Penggunaan mencit sebagai model laboratorium berkisar 40%. Mencit banyak
digunakan sebagai hewan laboratorium karena memiliki kelebihan seperti siklus
hidup relatif pendek, variasi sifat-sifatnya tinggi, mudah ditangani. Mencit dapat
hidup mencapai umur 1-3 tahun (Nugroho, 2018).

Gambar 5. Mencit Jantan

Mencit jantan dipilih karena memiliki kondisi hormonal yang lebih stabil
dibanding betina di mana mencit jantan tidak mengalami siklus estrus, masa
kehamilan dan menyusui yang mempengaruhi psikologis hewan uji. Mencit jantan
pada usia 2-3 bulan adalah mencit dewasa muda yang mempunyai keadaan

fisiologik yang optimum. Mencit yang digunakan terlebih dahulu diadaptasi



selama 7 hari agar dapat menyesuaikan diri dengan lingkunganya selama

penelitian berlangsung (Indrawati dkk., 2015).

Klasifikasi mencit menurut (Berata, 2023) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Subphylum  : Vertebrata
Class : Mammalia
Subclass : Theria
Ordo : Rodentia

Sub Ordo : Myomorpha

Family : Murinae
Genus : Mus
Spesies : Mus Musculus

Mencit jantan sering digunakan sebagai hewan uji dalam penelitian untuk
mengevaluasi efek senyawa kompleks, dan analisis tersebut dilakukan
menggunakan alat instrumentasi canggih seperti spektrofotometri UV-Vis,
spektrofotometri IR yang memungkinkan penentuan struktur dan sifat senyawa

secara akurat.

2.10 Analisis Senyawa Kompleks dengan Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis adalah pengukuran panjang gelombang dan intensitas
sinar ultraviolet dan cahaya tampak yang diabsorbsi oleh sampel (Dachriyanus,
2004). Pada spektroskopi UV-Vis, spektrum tampak (Vis) terentang antara

400 nm (ungu) sampai 800 (merah) sedangkan spektrum ultraviolet (UV) dalam
rentang 200-400 nm. Informasi yang diperoleh dari spektroskopi ini yaitu adanya
ikatan rangkap atau ikatan terkonjugasi dan gugus kromofor yang terikat pada

auksokrom (Nurissalam, 2015).
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Gambar 6. Spektrum UV-Vis (a) Logam CuCl2.2H»0 (b) Senyawa Cu(Asp). pH
2.30 (c) Senyawa Cu(Asp)2 pH 4 (Ambarwati et al., 2021)

Dalam hasil penelitian yang dilakukan oleh Ambarwati et al., (2021) spektrum
CuCl,.2H>0 memiliki panjang gelombang maksimum (Amaks) yaitu 825 nm,
sedangkan pada senyawa kompleks yang terbentuk Cu(Asp)2 pH 2,3 (823 nm) dan
Cu(Asp)2 pH 4 (820). Spektrum UV-Vis senyawa kompleks Cu(Asp)2 pH 2,3 dan
Cu(Asp)2 pH 4 mengalami pergeseran panjang gelombang yang lebih rendah dari
serapan logam CuCl,.2H>O. Hal ini menunjukan adanya reaksi antara
CuCl.2H>0 dengan aspartat, sehingga mengindikasikan terbentuk senyawa
kompleks. Serapan gugus fungsi pada masing-masing senyawa, kemudian

dilakukan karakterisasi menggunakan spektrofotometer IR.

2.11 Analisis Senyawa Kompleks dengan Spektrofotometer IR

Spektroskopi inframerah (IR) merupakan suatu metode yang mengamati interaksi
molekul kimia dengan radiasi elektromagnetik yang berada pada daerah panjang
gelombang 0.75 - 1.000 um atau pada bilangan gelombang 13.000 s.d 10/cm.
Pengukuran pada spektrum inframerah dilakukan pada daerah cahaya inframerah
tengah (mid-infrared) yaitu pada panjang gelombang 2.5-50 um atau bilangan
gelombang 4000- 200 cm™'. Metode ini sangat berguna untuk mengidentifikasi

senyawa organik dan organometalik (Dachriyanus, 2004).
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Gambar 7. Spektrum IR Senyawa Cu(Asp)Cl> (Ambarwati ef al., 2021)

Pada hasil penelitian yang dilakukan oleh Ambarwati, et al., (2021) senyawa
Cu(Asp)Cly pada pH 2 terjadi serapan OH pada 3431,57 cm™!, CH vibrasi ulur
pada 2732,45 cm™!, serapan C=0 pada 1615,72 cm™!, CO dan CN meregang pada
1252,72 dan 1156,34 cm™!, serta serapan Cu-N dan Cu-O sebesar 414,69 cm !
dan 548,48 cm™!. Pada pH 4, tidak ada serapan OH, dan muncul serapan NH pada
3325,61-3268,17 cm ™!, CH regangan vibrasi sebesar 2739,41 cm™!, serapan C=0
pada 1622,68 cm™!, puncak CO dan CN teramati pada 1234,45 dan 1156,34 cm™.
Juga, serapan Cu-N dan Cu-O sebesar 591,20 dan 421,65 cm ™.

Pendekatan uji farmakokinetik dilakukan untuk memahami bagaimana obat
didistribusikan ke berbagai jaringan dan organ dalam tubuh, yang mempengaruhi

efektivitas dan potensi toksisitasnya.

2.12 Uji Farmakokinetik

Farmakokinetik merupakan uji yang dilakukan secara komputasi yang dapat
menjelaskan mengenai distribusi obat saat berada di dalam tubuh. Di antaranya

termasuk absorpsi, distribusi, metabolisme dan ekskresi (Amin, 2014).



2.12.1 Lipinski Rule of Five

Lipinski's Rule of Five digunakan sebagai parameter penapisan untuk
mengevaluasi drug-likeness dan menentukan apakah suatu senyawa memiliki sifat
kimia dan fisik yang mirip dengan obat yang dapat dikonsumsi secara oral oleh
manusia. Parameter tersebut penting untuk diperhatikan dalam pengembangan
obat karena penapisan awal senyawa dengan parameter tersebut dapat
meningkatkan keefektifan proses penemuan obat karena menghilangkan masalah
terkait struktur yang berkaitan dengan profil farmakokinetik dan toksisitas
senyawa sejak tahap awal penemuan obat. Aturan tersebut menetapkan bahwa
molekul obat harus mempunyai massa molekul relatif <500 g/mol, nilai Log P<5,

donor ikatan hidrogen <5, akseptor hidrogen <10 (Vitasari dkk., 2022).

Pengujian drug-likeness ini dilakukan dengan melihat sifat fisikokimia dari ligan
uji sehingga dapat ditentukan sifat hidrofobik atau hidrofilik senyawa yang
bertujuan agar senyawa dapat melalui membran sel secara difusi pasif.
Drug-likeness adalah konsep kualitatif yang digunakan dalam desain obat untuk
menilai seberapa “mirip dengan obat” suatu zat berdasarkan faktor-faktor seperti
ketersediaan biologis. Konsep ini diperkirakan dari struktur molekul sebelum zat
tersebut bahkan disintesis dan diuji. Aturan Lipinski ini menyatakan bahwa suatu
ligan minimal memenubhi syarat, yaitu nilai log P < 5, berat molekul < 500, ikatan
hidrogen akseptor <10, dan ikatan hidrogen donor <5. Nilai log P berkaitan
dengan polaritas dari senyawa, yaitu besarnya nilai log P berbanding lurus dengan
sifat hidrofobik molekul tersebut. Jika molekul bersifat terlalu hidrofobik, maka
toksisitasnya cenderung lebih tinggi karena mudah terdistribusi lebih luas di
dalam tubuh sehingga menyebabkan berkurangnya selektivitas ikatan terhadap
protein target. Jumlah ikatan hidrogen donor dan akseptor menunjukkan bahwa
semakin tinggi kapasitas ikatan hidrogen, maka semakin tinggi juga energi yang
dibutuhkan untuk terjadinya suatu proses absorpsi (Lestari et al., 2023). Lipinski's
Rule of Five dapat diakses pada laman berikut: http://www.sctbio-

1itd.res.in/software/drugdesign/lipinski.jsp.




2.12.2 Pre ADMET

Dalam pengembangan suatu obat baru harus mempelajari aspek absorpsi,
distribusi, metabolisme, ekskresi, dan toksisitasnya (ADMET) sebelum dilakukan
uji klinik. Parameter yang dapat diprediksikan melalui iz silico meliputi sifat
farmakokinetik dan prediksi toksisitas. Parameter sifat farmakokinetik terdiri dari
absorbsi [human intestinal absorbtion (HIA)], Caco-2 dan distribusi (pengikatan
protein plasma/PPB), sedangkan untuk toksisitas melalui prediksi sifat mutagenik

dan karsinogenik (Kelutur, 2022).

Klasifikasi pengujian secara Pre-ADMET menurut (Suherman, dkk., 2020)

sebagai berikut:

a. In Vitro Caco-2 cell permeability (nm sec™):
e 70 permeabilitas tinggi,
e 4-70 permeability sedang,
e <4 permeability rendah.
b. % Human Intestinal Absorption (% HIA):
e 70-100% terserap dengan baik,
e 20-70% diserap secara moderat,
e (-20% diserap dengan buruk.
c. % Plasma Protein Binding (PPB):
o 90% terikat kuat,

e  <90% terikat lemah

Uji secara Pre-ADMET dapat diakses pada laman sebagai berikut:

https://preadmet.webservice.bmdrc.org/

2.12.3 Toksisitas

Prediksi toksisitas dilakukan dengan menggunakan program Protox Il online tool
dan pkCSM online tool yang mengacu pada LD50 dan klasifikasi kelas toksisitas
digolongkan menurut GHS, ames toxicity dan hepatotoxicity (Dewi et al., 2023).

Protox adalah program untuk toksisitas prediktif molekul kecil yang dirancang

untuk berbagai format input untuk bahan kimia baik dengan nama generik,



struktur, atau formula kimia dan mengklasifikasikan bahan kimia berdasarkan
database referensi program. Model khusus ini menilai toksisitas "oral" prediktif
dan akan menghasilkan beberapa hasil potensial seperti Average Similarity,
Prediction Accuracy, Prediction Accurasy, LD 50, Kelas Toksisitas dan Model
Toksisitas (Nursanti dkk., 2023)

Parameter toksisitas ditunjukkan dengan nilai LD 50, yaitu prediksi dosis tunggal
yang dapat membunuh 50% hewan coba dalam satu kali pemberian senyawa uji.
Tingkat toksisitas didasarkan pada GHS dikelompokkan menjadi 6 kelas, yaitu
kelas 1 (LD50<5 mg/kg) dan kelas 2 (5<LD50<50 mg/kg) fatal jika tertelan, kelas
3 (50<LD50<300 mg/kg) beracun jika tertelan, kelas 4 (300<LD50<2000 mg/kg)
berbahaya jika tertelan, kelas 5 (2000<LD50<5000 mg/kg) bisa berbahaya jika
tertelan dan kelas 6 (LD50>5000 mg/kg) tidak toksik. Semakin besar nilai LD50
menandakan bahwa senyawa tersebut semakin tidak bersifat toksik atau semakin
aman dikonsumsi tubuh (Ma’arif et al., 2022). Prediksi toksisitas dapat diakses

dalam laman Protox sebagai berikut: https://tox.charite.de/protox.



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Oktober 2024 — Maret 2025. Sintesis dan
karakterisasi UV-Vis senyawa kompleks dilakukan di Laboratorium Kimia
Anorganik/Fisik FMIPA Universitas Lampung dan Laboratorium Terpadu Institut
Teknologi Sumatera. Karakterisasi menggunakan Spektrofotometer IR dilakukan
di Laboratorium Terpadu Institut Teknologi Sumatera. Pengujian aktivitas
antidiabetes dilakukan di Unit Pengelolaan Hewan Percobaan Jurusan Biologi

FMIPA Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas ukur, gelas beaker

50 mL, Erlenmeyer, labu leher tiga, neraca analitik, klem dan statif, Aot plate
stirrer, pengaduk magnetic stirrer, pipet tetes, seperangkat alat refluks,
thermometer, cutter, pH meter, spuit 1 cc, perlengkapan kandang, force feeding
needle (sonde lambung), dissposable syringe, alat ukur gula darah, strip glukosa,

freezdryer, alcohol swabs, spektrofotometer UV-Vis, dan spektrofotometer IR.

Adapun bahan-bahan yang digunakan adalah logam CuCl,.2H0, Isoleusin,
aquades, NaOH, NaCl 0,9%, Aloksan, Metformin, strip gula, perlengkapan

kandang mencit, dan seperangkat pakan mencit berupa pellet.
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3.3 Sintesis Senyawa Kompleks Cu(Il)-Isoleusin

Pembuatan senyawa kompleks Cu(Il)-Isoleusin menggunakan rasio 1:2
(logam:ligan) sesuai dengan prosedur yang telah dilakukan sebelumnya (Firguna,
2019). Sintesis ini dilakukan dengan melarutkan logam CuCl».2H>O (0,17 gram,
1 mmol) dalam 25 mL aquades dan asam amino isoleusin (0,26 gram, 2 mmol)
dilarutkan dalam 25 mL aquades, kedua larutan tersebut dicampurkan. Campuran
tersebut direfluks pada suhu 60°C dengan variasi waktu (1, 2, 3, dan 4) jam.
Senyawa kompleks yang sudah didapatkan, lalu dilakukan karakterisasi dengan
sprektrofotometer UV-Vis untuk mengetahui waktu optimumnya, kemudian
disintesis kembali dengan penambahan NaOH untuk mendapatkan variasi pH (4,
5, 6, dan 7), lalu di freezedry selama 24 jam, hasil sintesis ditimbang hingga
didapat berat konstan.

3.4 Karakterisasi Senyawa Kompleks

Karakterisasi senyawa CuCl2.2H>0O, Isoleusin, senyawa kompleks  Cu(Il)-
isoleusin menggunakan spektrofotometer UV-Vis untuk melihat waktu optimum,
dan pH optimum, kemudian dilakukan karakterisasi spektrofotometer IR untuk
melihat gugus fungsi dari senyawa kompleks yang terbentuk. Panjang gelombang
yang digunakan pada spektrofotometer UV-Vis adalah 200-700 nm, sedangkan
bilangan gelombang yang digunakan pada spektrofotometer IR adalah 4000-400

cm'l.

3.5 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan 15 kelompok perlakuan hewan uji. Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang
akan dilakukan pada penelitian ini dapat dilihat di Tabel 1.
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Tabel 1. Rancangan Acak Lengkap (RAL)

Kelompok Perlakuan Ulangan Total
Pengulangan
1 2 3
Kontrol N K(H)Ul K(H)U2 K(H)U3 3
() K(#)Ui K(#)Uz K(+)Us 3
(-) K@-)U; KUz K(-)Us 3
Cu(II) Cu Cui. Cuiz Cuis 3
Cuz Cuz. Cuz Cuz3 3
Isoleusin Ile; Ile1. Ilei > Ile1 3 3
Ilex ez Ilez2 Ile23 3
CudD Cu-Tley  Cu-lleyU;  Cu-TleUs  Cu-IleyUs 3
isoleusin
Cu-lle;  Cu-lleoU;  Cu-lleoUz  Cu-lle2Us 3
Cu-lle3  Cu-llesU;  Cu-llesU,  Cu-llesUs 3
Total Kelompok Perlakuan 30
Keterangan:
K(n) = Kontrol Normal Cu-Ile; = Cu Dosis 1 isoleusin
K(+) =Kontrol Positif Cu-Ile; = Cu Dosis 2 isoleusin
K(-) =Kontrol Negatif Cu-Iles = Cu Dosis 3 isoleusin
Cu(Il) = Dosis CuCl>.2H>O
Ile = Dosis isoleusin

3.6 Uji Aktivitas Antidiabetes secara In Vivo (Metode Oral)

Mencit putih jantan (Mus musculus L.) disiapkan sebanyak 45 ekor yang memiliki
aktivitas normal dengan umur sekitar 2-3 bulan dan berat badan 19-24 gram.
Sebanyak 45 ekor mencit jantan sebelum diinduksi dipuasakan terlebih dahulu
selama 24 jam, namun tetap diberi minum. Mencit jantan diinduksi aloksan
(diabetes mellitus) yang dilarutkan dengan NaCl 0,9% sebanyak 3 kali dalam
seminggu dengan menggunakan metode subcutan (Penyuntikan di bawah kulit
daerah tengkuk). Mencit jantan yang telah diinduksi aloksan diuji sebagai kontrol
negatif, kontrol positif, dan penelitian uji bioaktivitas logam Cu(Il)-isoleusin,

serta uji kontrol normal pada mencit jantan yang tidak diinduksi aloksan.
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Mencit jantan diabetes mellitus pada penelitian ini menggunakan senyawa

Cu(II)-isoleusin dibagi menjadi 3 kelompok yang masing-masing kelompok

terdapat mencit jantan sebanyak 3 ekor, yaitu:

a. Kelompok 1 mencit jantan diabetes mellitus diberi senyawa Cu(II)-isoleusin
sebanyak 50ug/berat badan/hari (dosis I).

b. Kelompok 2 mencit jantan diabetes mellitus diberi senyawa Cu(II)-isoleusin
sebanyak 100pg/berat badan/hari (dosis II).

c. Kelompok 3 mencit jantan diabetes mellitus diberi senyawa Cu(Il)-isoleusin

sebanyak 200pg/berat badan/hari (dosis III).

Mencit jantan diabetes mellitus pada penelitian ini menggunakan kelompok

kontrol dibagi menjadi 3 kelompok yang masing-masing kelompok terdapat

mencit jantan sebanyak 3 ekor, yaitu:

a. Kelompok kontrol normal (N): hanya diberi makan berupa pellet dan air
minum secukupnya.

b. Kelompok kontrol positif (K+): diinduksi aloksan sebanyak 3 kali selama 7
hari dan diberi metformin.

c. Kelompok kontrol negatif (K-): hanya aloksan sebanyak 3 kali selama 7 hari.

Mencit jantan diabetes mellitus pada penelitian ini menggunakan senyawa

CuCl.2H>0 yang dibagi menjadi 2 kelompok yang masing-masing kelompok

terdapat mencit jantan sebanyak 3 ekor, yaitu:

a. Kelompok 1 mencit jantan diabetes mellitus diberi senyawa CuCl».2H,O
sebanyak 100pg/berat badan/hari (dosis I).

b. Kelompok 1 mencit jantan diabetes mellitus diberi senyawa CuCl>.2H,0O

isoleusin sebanyak 200pug/berat badan/hari (dosis II).

Mencit jantan diabetes mellitus pada penelitian ini menggunakan asam amino

isoleusin yang dibagi menjadi 2 kelompok yang masing-masing kelompok

terdapat mencit jantan sebanyak 3 ekor, yaitu:

a. Kelompok 1 mencit jantan diabetes mellitus diberi asam amino isoleusin
sebanyak 100pg/berat badan/hari (dosis I).

b. Kelompok 1 mencit jantan diabetes mellitus diberi senyawa asam amino

isoleusin sebanyak 200pug/berat badan/hari (dosis II).
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Pemberian senyawa kompleks pada mencit jantan dilakukan harian per oral
menggunakan jarum suntik oral. Padatan senyawa senyawa Cu(Il)-isoleusin
dilarutkan dalam akuades. Mencit-mencit jantan tersebut diambil darahnya
menggunakan metode intra vena dan diukur kadar gula darahnya menggunakan
glukometer. Kadar gula darah mencit jantan yang diukur adalah kadar gula darah
sebelum perlakuan, pada hari ke-7 sesudah diinduksi, dan tiap minggu selama 28
hari. Data berdistribusi normal dilanjutkan dengan uji one-way ANOVA pada
taraf o = 5% untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan rata-rata kadar glukosa
darah diantara 15 kelompok perlakuan. Jika terdapat perbedaan yang signifikan
dilanjutkan dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) pada taraf a = 5% untuk
melihat lebih jelas perbedaan antar kelompok perlakuan. Penelitian keseluruhan
aktivitas diabetes in vivo dinyatakan sebagai penurunan glukosa (% GL) yaitu

(Budiasih dan Pertiwi, 2015):

% GL = rerata (ghﬂ(osa)sebelum perlakuan ~ rerata (glukosa)setelah perlakuan % 100%

rerata (glukosa) sebelum perlakuan

3.7 Uji Farmakokinetik

Farmakokinetik adalah salah satu uji yang dikerjakan secara komputasi yang
dapat mengkarakterisasi kinerja obat di dalam tubuh. Berbagai perangkat lunak
telah dikembangkan untuk penggambaran struktur secara 3D, penambatan
molekular, dan visualisasi hasil penambatan. Sejalan dengan penambatan
molekular, evaluasi kandidat obat umumnya dilakukan melalui analisis sifat
kemiripan dengan obat (drug-likeness) dan profil penyerapan, distribusi,
metabolisme, sekresi, dan toksisitasnya (ADMET). Evaluasi sifat mirip obat
secara umum dilakukan berdasarkan aturan Lipinski (rule of five) sedangkan
prediksi ADMET dapat memberikan informasi mengenai bioavabilitas oral,
permease sel, metabolisme, eliminasi, dan toksisitas yang menjadi karakteristik
farmakokinetik dan farmakodinamik dari sebuah molekul obat (Kalita ez al.,

2019).
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3.8 Diagram Alir Penelitian

Berdasarkan seluruh proses prosedur di atas, maka dapat dirangkum ke dalam

bentuk diagram alir sebagai berikut:

0,17 g CuCl» + 0,26 g Isoleusin
dengan rasio 1:2 mmol

- direfluks dengan variasi
waktu (1, 2, 3, dan 4) jam
pada suhu 60°C

Senyawa kompleks Cu(Il)-
Isoleusin dengan waktu optimum

- disintesis kembali dengan
variasi pH (4, 5, 6, dan 7)

\4

Senyawa kompleks Cu(Il)-
Isoleusin variasi pH

Y

[ Karakterisasi spektrofotometer UV-Vis dan IR ]

v

[ Uji bioaktivitas antidiabetes ]

v
[ Uji Farmakokinetik ]

Gambar 8. Diagram Alir



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Kesimpulan dari hasil penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Senyawa kompleks Cu(Il)-isoleusin berhasil disintesis dalam bentuk padatan
berwarna biru tua dengan rendemen sebesar 84,30% pada kondisi optimum

selama 4 jam dan pH 7.

. Karakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan IR menunjukkan

terbentuknya senyawa kompleks Cu(Il)-isoleusin, yang ditandai dengan adanya
serapan maksimum masing-masing pada panjang gelombang 235 nm dan 535
nm untuk Cu(II)-isoleusin, serta munculnya pita serapan vibrasi Cu-O dan Cu-

N, dan keberadaan gugus fungsi C=0, C-O, C-N, dan N-H.

. Uji bioaktivitas antidiabetes menunjukkan bahwa dosis paling efektif dari

senyawa kompleks Cu(Il)-isoleusin adalah 200 pg/KgBB, dengan penurunan
kadar glukosa darah mencit jantan masing-masing sebesar 65,32%, serta tidak
ditemukan kerusakan morfologis pada organ vital mencit jantan yang diinduksi

aloksan dan diberi perlakuan dengan senyawa kompleks tersebut.

. Berdasarkan hasil uji farmakokinetik, senyawa kompleks Cu(II)-isoleusin dan

memenubhi kriteria kelayakan dan berpotensi untuk dikembangkan sebagai

kandidat obat antidiabetes.
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5.2 Saran

Saran pada penelitian ini adalah hasil sintesis senyawa kompleks Cu(II)-isoleusin
pada penelitian selanjutnya perlu dilakukan karakterisasi tambahan seperti
karakterisasi SEM dan EDX agar memperkuat data analisis dan memastikan

bahwa pembentukan senyawa kompleks telah terjadi secara sempurna.
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