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ABSTRAK

‘Walaupun aktiviti antivirus goniothalamin (GTN) daripada akar Goniothalamus umbrosus, minyak kelapa dara (VCO) dan ekstrak
aloe vera (AVE) pernah dilaporkan, namun aktiviti gabungan antaranya masih perlu ditentukan. Kajian ini bertujuan mengkaji
kestabilan, kesitotoksikan serta keberkesanan GTN tulen, gabungan GTN dengan VCO (GTN+VCO) atau gabungan GTN dengan
AVE (GTN+ AVE) terhadap jangkitan in vitro Human Herpes Virus 1 (HHV-1). Kestabilan GTN dapat ditingkatkan dengan
signifikan (¢<0.05) dengan penambahan VCO atau AVE walaupun terdapat penurunan kepekatannya. Nilai CC, bagi GTN
terhadap sel vero meningkat apabila digabungkan dengan VCO atau AVE, secara amnya mengurangkan kesitotoksikan. Penentuan
aktiviti antivirus menggunakan ujian pengurangan plak terhadap sel Vero menunjukkan peningkatan nilai EC,| yang berasaskan
kepekatan GTN. Nilai indeks selektif (SI) bagi GTN tulen (11.94), GTN+VCO (12.23) dan GTN+AVE (25.73) masing-masing.
Mod tindakan aktiviti antivirus bagi ketiga-tiga bahan ujian adalah melalui pascarawatan iaitu lebih berkesan jika diberi selepas
2 jam sel dijangkitkan virus. Ketiga-tiga bahan ujian tidak mempunyai aktiviti melindungi sel terhadap jangkitan virus jika dipra-
rawat dan juga tidak bersifat virusidal. Kesimpulannya, AVE dapat menstabilkan GTN dalam larutan dan GTN+AVE meningkatkan
aktiviti anti-HHV-1, menjadikannya sesuai untuk dikaji sebagai agen anti-HHV-1 berasaskan tumbuhan.

Kata kunci: Aktiviti antivirus, ekstrak aloe vera, goniothalamin, kestabilan gabungan, minyak kelapa dara,

ABSTRACT

The antiviral activity of goniothalamin (GTN) from Goniothalamus umbrosus root, virgin coconut oil (VCO) and aloe vera
extract (AVE) have been reported, but the combined activity is yet to be determined. This study aims to determine the stability,
cytotoxicity and effectiveness of pure GTN, combination of GTN and VCO (GTN+VCO) or combination of GTN and AVE
(GTN+ AVE) towards in vitro Human Herpesvirus 1 (HHV-1) infection. GTN stability improved significantly (¢<0.05) when
added with VCO or AVE even though reduction in concentration was noted. The CC,; values for GTN towards vero cells
increased when combined with VCO or AVE, which generally reduces the cytotoxicity. Antiviral activity determination by
plaque reduction assay in vero cells showed increase in EC, values with reference to GTN concentration. Selective index
(SI) values for pure GTN (11.94), GTN+VCO (12.23), and GTN+AVE (25.73) respectively. The mode of antiviral activity
for all three test substances was post-treatment essentially more effective when treated 2 hours post-infection to cells. The test
substances did not protect cells from virus infection if pre-treated and was not virucidal. In conclusion, AVE stabilises GTN in
solution and GTN+AVE improves the anti-HHV-1 activity worth for further examination as plant-based antiviral agent.
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PENGENALAN

Goniothalamin (GTN) adalah sebatian aktif secara
farmakologi yang diperoleh daripada Goniothalamus
sp. dalam keluarga Annonaceae (Jewers et al., 1972).
Goniothalamin adalah terbitan stirilpiron (SPD)
yang masih giat dikaji kerana pelbagai ciri biologi
menarik (Ibrahim ef al., 2019; Pilli et al., 2019) selain
terdapat usaha untuk mensintesisnya (Pastre et al.,
2020). GTN antaranya mempunyai aktiviti antikanser
(Semprebon et al., 2014; Seyed et al., 2014; Yip et al.,
2016), aktiviti antibakteria, antioksidan dan antivirus
(Abdul-Wahab et al., 2011; Md Nor & Ibrahim, 2011;
Ibrahim ef al., 2019). Dari segi antivirus, GTN telah
dilaporkan mempunyai aktiviti antivirus terhadap
Human Herpesvirus 1 (HHV-1) yang merupakan
sejenis virus yang bersampul (Md Nor & Ibrahim,
2011; Ibrahim et al., 2019). GTN bertindak terhadap
HHV-1 pada peringkat awal replikasi selepas virus
menjangkiti sel dalam 2 jam yang pertama (Md Nor
& Ibrahim, 2011; Ibrahim et al., 2019). Selain itu,
tindakan GTN adalah menggalakkan apoptosis dan
pemberhentian kitaran sel dalam sel yang dijangkiti
(Md Nor & Ibrahim, 2012).

Namun begitu, GTN adalah sebatian yang
tidak stabil selepas dilarutkan menyebabkan fokus
penyelidik bertukar kepada pencarian sebatian
terbitan yang lebih stabil (Semprebon et al., 2014;
Pilli et al., 2019; Pastre et al., 2020). Isu kestabilan
kimia ini adalah satu masalah penting untuk diatasi
jika GTN ingin digunakan sebagai ubatan. Sebatian
ini mempunyai beberapa kumpulan yang boleh
menderma elektron serta menerima elektron pada
cecincin aromatiknya yang menyebabkan degradasi
akibat aktiviti penurunan atau pengoksidaan (Florence
& Artwood, 2011). Degradasi ini tidak berlaku secara
serta-merta tetapi mengambil masa untuk berlaku.
Oleh itu, kesan penambahan VCO dan AVE sama ada
dapat meningkatkan kestabilan GTN atau tidak juga
merupakan masalah yang ingin dikaji.

Kajian ini menggunakan dua jenis bahan semula
jadi yang terdapat di Malaysia serta mempunyai
kelebihan masing-masing iaitu minyak kelapa dara
(Virgin Coconut Oil-VCO) dan ekstrak gel aloe vera
(Aloe Vera Extract-AVE). VCO mempunyai banyak
kelebihan termasuklah mempunyai fungsi melindungi
kecederaan sel, antioksidan, aktiviti antimikrob dan
antivirus (Renjith et al., 2013). Komponen asid laurik
iaitu asid lemak rantaian sederhana ini biasanya
terdapat dalam minyak tropika seperti minyak kelapa
mempunyai sifat bakterisidal serta aktiviti antivirus
terhadap Respiratory Syncitial Virus (RSV) (Shilling
et al., 2013; Ramesh et al., 2021).

Aloe verajugadikenali sebagailidah buayadengan
nama saintifiknya 4/oe barbadensis Miller merupakan
spesies yang paling aktif dikaji sifat biologinya dalam
kalangan 400 spesies Aloe dalam famili Alliaceae
(Sahu et al., 2013). lanya digunakan dalam bidang

perubatan dalam pelbagai budaya berbeza dari Mesir
purba, Greek, Rom, China, India dan Malaysia. AVE
mempunyai aktiviti antioksidan, antipenuaan, kesan
penyembuhan luka, boleh dijadikan pelembap, fungsi
imunomodulatori, antikeradangan dan antimikrob
(Choi, 2003; Menda et al., 2015; Bhalsinge et al.,
2017; Mohd-Nasir & Mohd-Setapar, 2018). AVE
telah dibuktikan berkesan terhadap beberapa virus
termasuk HHV-1 (Rezazadeh et al., 2016); HHV-
2 (Zandi et al., 2007); influenza (Sun et al., 2018).
Beberapa contoh bahan aktif antivirus yang pernah
dilaporkan dalam AVE termasuklah acemannan,
lektin, emodin dan polisakarida (Sun et al., 2018; Pilli
et al., 2019).

Namun begitu tidak diketahui sama ada
kehadiran pelbagai bahan aktif pada VCO dan AVE
menyumbang kepada kelebihan aktiviti antivirus GTN
jika digabungkan. Maka kajian ini juga bertujuan
mengkaji potensi GTN terhadap jangkitan HHV-1
pada sel kultur apabila digabungkan dengan VCO
(GTN+VCO) atau AVE (GTN+AVE). Hasil kajian
ini dapat memberikan panduan dalam menghasilkan
gabungan bahan semula jadi tumbuhan tempatan yang
selamat bagi tujuan penggunaan terhadap kerengsaan
di bahagian mulut dan kulit yang disebabkan oleh
HHV-1.

BAHAN DAN KAEDAH

Virus dan sel kultur

Stok virus strain klinikal HHV-1 dan sel vero
(ATCC CCL-81) diperoleh daripada stok Makmal
Virologi, Fakulti Sains dan Teknologi, Universiti
Kebangsaan Malaysia (UKM), Bangi, Selangor.

Sampel GTN, VCO dan AVE

GTN diekstrak seperti diterangkan oleh Jewers
(1972). Sampel VCO adalah produk MOH Food
Interprise, Sungai Besar Selangor, Malaysia. Ekstrak
akuas daun lidah buaya (AVE) disediakan daripada
daun lidah buaya yang matang dan segar menggunakan
kaedah yang dijelaskan oleh Stanley et al. (2014).
Ekstrak dituras melalui penuras membran dengan liang
0.45 pum untuk memastikan kesterilan ekstrak.

Penyediaan GTN, GTN+VCO dan GTN+AVE

GTN disediakan dengan melarutkan kristal GTN
dalam dimetil sulfoksida (DMSO) pada kepekatan
4 mg/mL GTN. Gabungan GTN dengan VCO
(GTN+VCO) disediakan dengan melarutkan GTN di
dalam 80% (i/i) VCO, 10% (i/i) Tween 20 dan 10%
(/i) DMSO untuk menghasilkan kepekatan GTN 4
mg/mL. Gabungan GTN dengan AVE (GTN+AVE)
disediakan dengan melarutkan GTN dalam 90%
(i/1) AVE dan 10 % (i/i) DMSO untuk menghasilkan
kepekatan GTN 4 mg/mL. Campuran kemudian
divorteks selama 5 minit sebelum digunakan.
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Ujian kestabilan GTN

Ujian ini digunakan untuk menguji kestabilan GTN,
GTN+VCO dan GTN+AVE selama 2 bulan pada
suhu bilik (25 °C). Kestabilan GTN tanpa dan dengan
penambahan VCO dan AVE dinilai dari segi pH,
penampilan, kandungan GTN dikenalpasti mengikut
saranan Bonifacio ef al. (2014). pH diuji dengan
menggunakan meter pH. Kepekatan GTN diukur

Nilai pada minggu 1 — nilai pada minggu 8

) _
Peratus penurunan (%) = Nilal pada mingeu

pada penyerapan optik (OD) dengan menggunakan
spektrofotometer (BioTek, Epoch) pada jarak
gelombang 254 nm (Bahtiar et al., 2015). Lengkung
piawai GTN tulen diplot berdasarkan OD melawan
kepekatan GTN tulen (mg/mL) dan ditunjukkan
dalam Rajah 1. Peratus penurunan pH atau kandungan
GTN dikira menggunakan Persamaan 1.
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Rajah 1. Nilai penyerapan optik (OD) pada },,, melawan kepekatan goniothalamin (mg/mL).

Ujian Kesitotoksikan

Ujian  kesitotoksikan ~ digunakan  untuk
menentukan nilai kepekatan GTN, GTN+VCO
dan GTN+AVE yang menyebabkan kematian 50%
populasi sel (CC, ). Kaedah tersebit menggunakan
bahan 3-(4,5dimethilthiazol-2-yl)-2,5-difeniyl
tetrazolium bromide (MTT) (Mosmann,1980).
Dalam ujian kesitotoksikan dan seterusnya antivirus,
sel vero dihidupkan dalam telaga piring mikrotiter
sehingga membentuk 80% ekalapis di dalam medium
pertumbuhan Dulbecco Modified Essential Medium
(DMEM) bersama 5% serum janin lembu (FBS).

GTN, GTN+VCO dan GTN+AVE dilarutkan
dalam 1 mL medium pertumbuhan DMEM bersama
5% FBS pada kepekatan 2 mg/mL di dalam mikrotiub.
Kesemua larutan ujian disteril secara turasan
melalui penuras membran dengan saiz liang 0.2 um.
Seterusnya, pencairan bersiri ganda dua dilakukan
sebanyak sepuluh kali sehingga kepekatan yang
sebelas (9.765 x 10 mg/mL) menggunakan DMEM
dengan 5% FBS bagi GTN sahaja, GTN+VCO
menggunakan VCO dan GTN+AVE menggunakan
AVE sebagai bahan pencair.

Seterusnya, setiap hasil pencairan ditambahkan
kepada sel Vero dan dieram pada suhu 37 °C selama
48 jam dalam kehadiran 5% karbon dioksida (CO,).
Setelah pengeraman tamat, medium pertumbuhan
dikeluarkan daripada setiap telaga dan dibilas dengan

DMEM sehingga tiada warna ekstrak yang kelihatan
pada sel. Seterusnya, 100 pnL.. DMEM bersama 40
pL MTT (5 mg/mL) dimasukkan ke dalam setiap
telaga. Piring mikrotitier dibalut sepenuhnya dengan
pembalut aluminium kemudian dieram selama tiga jam
pada suhu 37 °C dengan kehadiran 5% CO,. Selepas
itu, MTT dibuang dan 100 pnL DMSO ditambah ke
dalam setiap telaga. Piring mikrotiter dieram selama
5 minit bagi menukarkan tetrazol kuning kepada
kristal formazan di dalam sel hidup. Seterusnya nilai
ketumpatan optik (OD) pada jarak gelombang 540
nm ditentukan dengan menggunakan alat pembaca
mikrotiter (BioRad). Persamaan 2 menunjukkan
kaedah pengiraan peratusan kemandirian sel:

OD ujian - OD pengosong

Kemandirian sel (%) = - Persamaan 2

OD sel - OD pengosong
OD ujian : nilai ketumpatan optik telaga ujian,

OD pengosong : nilai ketumpatan optik telaga kosong
yang diisi dengan DMSO sahaja (kawalan sel mati)
OD sel : nilai ketumpatan optik sel tanpa ekstrak
(kawalan sel hidup).

Melalui lakaran graf peratusan kemandirian sel
melawan kepekatan ekstrak, nilai CC,, dapat
diperolehi.

Ujian antivirus
Asai pengurangan plak pascarawatan
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Kesan pengurangan pembentukan plak selepas
sel dijangkiti virus dirawat dengan bahan ujian telah
dikaji. Sel ekalapis dalam piring kultur bertelaga
24 dijangkitkan dengan 100 pL virus yang akan
menghasilkan 50 unit pembentukan plak (PFU) dan
dieram pada 37 °C selama 2 jam dalam persekitaran
5% CO,. Selepas 15 atau 30 minit, piring mikrotiter
digoyangkan bagi memastikan inokulum disekatakan
pada permukaan sel. Tamat tempoh eraman, inokulum
virus dikeluarkan dan sebanyak 500 pL metilselulosa
yang ditambahkan dengan GTN, GTN+VCO atau
GTN+AVE pada kepekatan yang berbeza ke dalam
sel. Terdapat tiga replikat bagi setiap kepekatan
bahan uji. Kawalan negatif adalah sel terjangkit yang
tidak dirawat. Kawalan positif adalah ubat antivirus
HHV-1 iaitu acylclovir (ACV) 5uM. Pengeraman
dilakukan selama 48 jam pada suhu 37 °C dalam
persekitaran 5% CO,. Selepas itu, medium dibuang
dan pewarnaan sel dijalankan dengan menggunakan
kristal lembayung (Wahab et al., 2015). Plak dikira
dan peratus pengurangan plak dikira menggunakan
persamaan 3:

Peratus pengurangan plak (%) =

purata jumlah plak kawalan- purata jumlah plak ujian
x 100% - Persamaan 3

purata jumlah plak kawalan

Purata jumlah plak kawalan: sel terjangkit tidak
dirawat
Purata jumlah plak ujian: sel terjangkit dirawat

Seterusnya graf peratus pengurangan plak
diplotkan melawan kepekatan bahan ujian. Nilai
EC,, iaitu nilai kepekatan GTN, GTN+VCO
atau GTN+AVE yang mampu mengurangkan
50% pembentukan plak ditentukan. Bagi menilai
keberkesanan dan keselamatan sesuatu bahan uji
dengan potensi sebagai bahan antivirus, nisbah
antara kesitotoksikan dan aktiviti antivirus dikira
menggunakan persamaan 4.

Indeks pemilihan (SI)= 50 - Persamaan 4
EC 50
Asai plak pra-rawatan

Asai ini dilakukan untuk mengkaji aktiviti
bahan ujian sebelum sel dijangkiti virus. Sel ekalapis
dieram dengan 100 uL GTN tulen, GTN+VCO
atau GTN+AVE pada kepekatan yang berbeza.
Kawalan negatif hanya mengandungi sel Vero dan
medium pertumbuhan DMEM bersama 5% FBS
sahaja. Tiada kawalan positif disertakan kerana tiada
dadah komersil dengan aktiviti pra-rawatan. Piring
mikrotiter dieramkan pada suhu 37 °C selama 24
jam sebelum 100 pL virus (50 PFU) ditambahkan.
Piring dieram pada 37 °C selama 2 jam dalam
persekitaran 5% CO,. Selepas inokulum dibuang, 500
pL metilselulosa dimasukkan ke dalam setiap telaga
piring mikrotiter. Pengeraman dilakukan selama 48

jam pada suhu 37 °C dalam persekitaran 5% CO,.
Selepas itu, pewarnaan sel dilakukan seperti di atas.

Asai virusidal

Asai ini dilakukan untuk mengkaji aktiviti bahan
ujian terhadap partikel virus. GTN, GTN+VCO atau
GTN+AVE dengan kepekatan 4 mg/mL dicampur
dengan HHV-1 pada kepekatan 1.0 x 10®° PFU/mL
dimasukkan ke dalam tiga mikrotiub. Kawalan negatif
hanya mengandungi virus dan DMEM. Tiada kawalan
positif disertakan kerana tiada dadah komersil dengan
aktiviti virusidal. Setiap mikrotiub seterusnya dieram
pada kadar tempoh pengeraman yang berbeza iaitu
30 minit, 60 minit, dan 90 minit. Selepas tempoh
pengeraman tamat, inokulum virus bersama ekstrak
bagi setiap tempoh pengeraman dicairkan secara
ganda dua dengan medium pertumbuhan yang sejuk.
Sebanyak 100 pL bagi setiap pencairan ampaian virus
yang terawat dimasukkan ke dalam telaga piring
24 telaga mengandungi sel ekalapis. Sel dieram
bersama pencairan bahan uji/virus selama 2 jam
pada 37 °C dalam persekitaran 5% CO,. Selepas itu
500 pL metilselulosa dimasukkan ke dalam setiap
telaga diikuti pengeraman selama 48 jam pada suhu
37 °C dalam persekitaran 5% CO,. Tamat tempoh
pengeraman, pewarnaan sel dilakukan seperti di atas.

Analisis statistik

Program analisis statistik Minitab 14 digunakan
untuk menganalisis data ujian kestabilan. ANOVA
satu arah dengan Dunnett’s test digunakan untuk
membanding data ujian kestabilan ketiga-tiga
campuran. Perbandingan data adalah signifikan
jika mnilai p<0.05. Perisian statistik Graphpad
Prism 7 digunakan untuk menganalisis data ujian
kesitotoksikan dan ujian aktiviti antivirus. Nilai CC,
dan EC, dikira dengan menggunakan analisis regresi
linear dengan lengkung tindak balas-kepekatan yang
diperoleh daripada ujian kesitotoksikan dan ujian
aktiviti antivirus.

HASIL DAN PERBINCANGAN

Kestabilan GTN tulen dan setelah digabungkan
Ujian kestabilan selama tempoh 2 bulan adalah
berdasarkan nilai pH, kandungan GTN dan penampilan
fizikal, kepekatan dan perubahan fizikal ditunjukkan
dalam Jadual 1. Nilai pH bagi GTN tulen dan
GTN+VCO menurun dalam peratusan hampir sama
(~23%) manakala pH GTN+ AVE hanya menurun
sekitar 10.6% sahaja. Berdasarkan kandungan GTN
pula, GTN tulen menurun ketara (23%) berbanding
GTN+VCO hanya 10.9% dan GTN+ AVE agak stabil
(7.9%). Melalui analisis statistik ANOVA satu arah
yang dijalankan, kestabilan GTN yang dianggarkan
melalui kandungan GTN dalam bahan uji campuran
GTN+VCO dan GTN+AVE adalah signifikan
berbanding dengan GTN sahaja. Dalam hasil analisis
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perbandingan  kandungan GTN  menggunakan
Dunnett’s Test, confidence interval kandungan GTN
dalam GTN+VCO atau GTN+AVE dengan GTN
tulen sebagai kawalan adalah dalam nilai positif pada
tahap keyakinan 95% (p<0.5). Nilai p=0.00 iaitu nilai
yang lebih rendah daripada a(0.05). Ini menunjukkan
bahawa perbandingan kandungan GTN dalam bahan
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uji GTN tulen dengan GTN+VCO atau GTN+AVE
adalah signifikan (Rajah 2). Secara amnya, kajian
ini membuktikan bahawa penambahan bahan seperti
VCO dan AVE membantu dalam kestabilan kimia
GTN. Manakala bagi penampilan fizikal pula, semua
bahan yang diuji tidak menunjukkan perubahan
(Jadual 1).
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Rajah 2. Boxplot kandungan GTN (mg/mL) bagi GTN tulen, GTN+VCO dan GTN+AVE.

Kesan penambahan GTN kepada bahan seperti
salap dan gel pernah dilaporkan sebelum ini
(Bahtiar et al. 2015). Kestabilan GTN dalam salap
(yang berasaskan minyak habatus sauda dan jeli
petroleum putih) dan gel (gabungan lesitin soya, metil
benzoat, Tween 80 dan hidroksipropil metilselulosa)
menunjukkan keadaan fizikal yang kurang stabil
dalam tempoh 2 bulan dan kandungan GTN yang
stabil selama 1 bulan. Penurunan kandungan GTN
dalam formulasi salap adalah 37% manakala bagi gel
sebanyak 25%. Penggunaan VCO dan AVE walaupun
masih menyebabkan penurunan kandungan GTN,
peratus penurunan adalah kurang daripada 25% dan
lebih baik daripada minyak habatus sauda atau gel
dengan lesitin soya.

Kesitotoksikan campuran GTN terhadap sel vero
Rajah 3 menunjukkan peratusan kemandirian sel
dalam kepekatan GTN yang berbeza dalam sampel
GTN, GTN+VCO atau GTN+AVE. Berdasarkan graf
peratus kemandirian sel melawan kepekatan GTN

dan bahan ujian, nilai CC,; telah diperoleh (Jadual
2). Nilai CC, yang rendah daripada 0.02 mg/mL
dikenalpasti sebagai sitotoksik berdasarkan kriteria
nilai kesitotoksikan yang digariskan oleh American
National Cancer Institute (NCI) (Suffness & Pezzuto,
1990). Melalui kajian ini, penambahan VCO atau AVE
menurunkan kesan sitotoksik GTN dan meningkatkan
nilai CC, (Rajah 3 & Jadual 2). Kajian oleh Ahamad
Babhtiar et al. (2016) pernah menunjukkan peningkatan
CC,,GTN apabila sebatian minyak habatus sauda dan
gel dengan lesitin soya ditambah. Aktiviti penurunan
kesitotoksikan GTN+VCO dengan kehadiran VCO
mungkin disumbangkan melalui kehadiran bahan
fenolik yang mempunyai aktiviti antioksidan yang
memelihara sel terhadap tekanan oksidatif dan
melambatkan penuaan (Narayanankutty et al., 2018)
dan juga aktiviti antikeradangan (Hamsi et al., 2015).
Kedua-dua aktiviti ini juga adalah antara aktiviti yang
hadir pada AVE (Menda ef al., 2015; Mohd-Nasir &
Mohd-Setapar, 2018).
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Rajah 3. Graf peratusan kemandirian sel melawan kepekatan GTN dalam persediaan bahan uji mengandungi (a) GTN sahaja
(b) GTN+VCO (c) GTN+AVE.
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Jadual 2. Nilai CC,;, EC,  dan S| bagi GTN sahaja, GTN+VCO dan GTN+AVE

Bahan CC,, (mg/mL) EC,, (mg/mL) Nilai Sl
GTN 0.02116 0.001772 11.94
GTN+VCO 0.04022 0.003289 12.23
GTN+AVE 0.10450 0.004061 25.73
Aktiviti antivirus GTN, GTN+VCO dan ekstrak berpotensi sebagai agen antivirus yang baik
GTN+AVE

Setelah nilai CC,, diketahui, penentuan aktiviti
anti-HHV-1 dilaksanakan pada kepekatan lebih
rendah daripada nilai tersebut. Nilai EC, iaitu nilai
kepekatan ekstrak yang mengurangkan pembentukan
plak sebanyak 50% dikira dengan analisis regresi linear
daripada lengkung tindak balas-kepekatan GTN yang
diperoleh daripada Rajah 4 dan diringkaskan dalam
Jadual 2. Nilai SI yang melebihi 10 menunjukkan

(Dargan 2003). Nilai SI ketiga-tiga bahan uji GTN
melebihi 10. Kehadiran VCO bersama dengan GTN
meningkatkan sedikit sahaja nilai EC,; dan SI tetapi
AVE bersama GTN dapat meningkatkan nilai EC,
serta SI lebih dua kali ganda (Jadual 2). Aktiviti
antivirus terhadap HHV-1 pernah dilaporkan oleh
Rezazadeh et al. (2016), maka dicadangkan bahawa
peningkatan nilai SI yang dilihat adalah hasil tambah
dalam aktiviti antivirus GTN dan AVE.
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Rajah 4. Graf peratusan pengurangan plak virus melawan kepekatan GTN (mg/mL) bagi rawatan dengan a) GTN sahaja b)
GTN+VCO dan ¢) GTN+AVE. Nilai EC, (dalam mg/mL) ditunjukkan bagi setiap jenis rawatan.

Aktiviti antivirus pascarawatan

Asai pascarawatan telah dijalankan untuk
mengkaji  keupayaan GTN, GTN+VCO dan
GTN+AVE dalam menyahaktifkan jangkitan virus
pada peringkat awal replikasi iaitu selepas fasa
pelekatan. Dalam jangkitan HHV-1, proses pelekatan
dan penembusan berlaku dalam tempoh masa dua jam
selepas jangkitan (Honess & Roizman 1974). Oleh
itu, sel terjangkit virus telah diberikan rawatan ekstrak
pada kepekatan yang berbeza selepas pengeraman
inokulum virus bersama sel selama dua jam. Dalam

ujian pascarawatan ini, kepekatan bahan uji yang
digunakan adalah lebih rendah daripada kepekatan
CC,, yang telah diketahui selepas asai kesitotoksikan.
Jadual 3 menunjukkan peratus pengurangan plak
oleh GTN, GTN+VCO dan GTN+AVE. Aktiviti
antivirus GTN, GTN+VCO dan GTN+AVE bertindak
secara pascarawatan adalah sama seperti yang pernah
dilaporkan sebelum ini iaitu GTN menghalang
kematian sel selepas penambahannya antara 2 hingga
4 jam selepas jangkitan virus (Md Nor & Ibrahim,
2011; Wahab et al., 2015; Ibrahim et al., 2019).
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Jadual 3. Peratus pengurangan plak dalam asai pascarawatan bagi GTN sahaja, GTN+VCO dan GTN+AVE

Peratusan Pengurangan Plak (%)

Kepekatan GTN (mg/mL) * GTN GTN+VCO GTN+AVE

0.025 - 89 91

0.0125 - 83 75

6.25%10° 86 75 68

3.125%10° 71 49 46

1.5625x10 52 22 16
7.8125%x10* 10

Kawalan negatif i i i
(bahan pencair sahaja)
Kawalan ubat antivirus 99 99 100

(ACV, 5uM)

*Merujuk kepada kepekatan GTN dalam persediaan GTN+VCO atau GTN+AVE. Kepekatan yang digunakan bagi ujian antivirus adalah lebih
rendah daripada nilai CC,, (Rujuk Jadual 2).

Antivirus prarawatan

Asai ini dijalankan untuk mengkaji keupayaan
GTN, GTN+VCO dan GTN+AVE dalam melindungi
sel daripada jangkitan HHV-1. Rajah 5 menunjukkan
peratusan pengurangan plak bagi ketiga-tiga rawatan
tidak melebihi 50%. Hasil ini menunjukkan bahawa
GTN dan kombinasi GTN dengan VCO dan AVE
tidak melindungi sel daripada jangkitan virus HHV-
1. Kajian ini hanya mengurangkan plak dalam
peratusan yang amat rendah dan selari dengan kajian

yang dijalankan oleh Md Nor dan Ibrahim (2011)
iaitu GTN tidak mengurangkan plak dalam asai
pra-rawatan. Kedua-dua VCO dan AVE juga belum
pernah dilaporkan mempunyai aktiviti pra-rawatan
terhadap HHV-1 yang dapat menyumbang melalui
mod tindakan ini. Namun, Zandi et al. (2007) pernah
melaporkan aktiviti pra-rawatan yang rendah dan
menghalang perlekatan terhadap HHV-2 yang berkait
rapat dengan HHV-1.

Pra-rawatan

Peratusan Pengurangan Plak (%)
th
=

N I [L
0 | | L
0.025 00125 6254103

Kepekatan Goniothalamin (mg/mL)
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GTN+AVE

Rajah 5. Peratus pengurangan plak dalam asai pra-rawatan menggunakan GTN, GTN+VCO, dan GTN+AVE.

AKktiviti virusidal

Asai virusidal telah dijalankan untuk mengkaji
keberkesanan GTN, GTN+VCO dan GTN+AVE
untuk menyahaktiftkan zarah virus HHV-1 secara
terus. Jadual 4 menunjukkan peratus pengurangan plak
berdasarkan kepekatan GTN, GTN+VCO, GTN+AVE
dan masa pengeraman yang berbeza. Hasil daripada
ujian ini mendapati bahawa peratus pengurangan
plak bagi ketiga-tiga bahan uji tidak melebihi 50%

dan tidak dipengaruhi oleh tempoh pengeraman
bersama bahan uji. Ketiga-tiga campuran GTN hanya
mengurangkan plak ~5% dalam asai virusidal. Hasil
ini menunjukkan bahawa GTN dan kombinasi GTN
dengan VCO dan AVE tidak menunjukkan aktiviti
antivirus dalam menyahaktifkan zarah virus HHV-
1 secara terus. Kajian ini mengesahkan ketiadaan
aktiviti virusidal GTN sepertimana yang dijalankan
oleh Md Nor dan Ibrahim (2011).
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Jadual 4. Peratus pengurangan plak dalam asai virusidal menggunakan GTN, GTN+VCO dan GTN+AVE dalam masa pengeraman

yang berbeza

Jenis Rawatan Masa Rawatan (minit)

Peratus Pengurangan Plak (%)

GTN Tulen 30
60
90

GTN+VCO 30
60
90

GTN+AVE 30
60
90

3.8+0.7
42+1.0
5.6+0.3

26+08
33+13
43+0.9

28+03
3.9+09
4.7+0.1

VCO mempunyai pelbagai asid lemak dan
fitokimia yang menyumbang kepada kelebihannya
dalam pelbagai aktiviti biologi serta digunakan sebagai
suplemen (Mohd-Nasir & Mohd-Setapar, 2018).
Kandungan asid lemak rantai sederhana (Medium
Chain Fatty Acids (MCFA) yang utama dalam VCO
adalah asid laurik dan asid kaprik (Angeles-Agdeppa
et al., 2021). Asid laurik dan monolaurin dalam
VCO dicadangkan mempunyai aktiviti antivirus
melalui beberapa tindakan terus terhadap zarah virus
atau mengaruh biosintesis triasilgliserol dalam sel
terjangkit (Ramesh ef al., 2021). Triasilgliserol adalah
sebatian yang mengganggu replikasi virus dengan
menghalang kemasukan glikoprotein kepada membran
plasma dan menjejaskan pematangan virus. Namun
begitu, bagi virus bersampul seperti virus Human
Immunodeficiency (HIV) dan HHV, penyahaktifan
terus virion bukanlah cara tindakan MCFA (Kohn et
al., 1980; Kristmundsdottir et al, 1999). Maka, ini
menjelaskan ketiadaan kesan virusidal yang dilihat
apabila menggunakan GTN+VCO. Tambahan pula,
kandungan asid lemak serta peratusannya dalam VCO
yang digunakan dalam kajian ini tidak dikenalpasti
bagi menyokong kehadiran aktiviti virusidal jika ada.

Penggunaan AVE sebagai bahan tambah kepada
GTN diharapkan dapat memainkan peranan dalam
jangkitan HHV-1. Hal ini kerana HHV-1 boleh
menjangkiti sistem saraf serta menyebabkan luka
di sekelilingi bibir pesakit yang dijangkiti. Aktiviti
penyembuhan luka yang baik apabila campuran
AVE dengan Calendula officinalis pernah dilaporkan
(Menda et al., 2015). Berdasarkan hasil kajian ini
yang menunjukkan terdapatnya peningkatan aktiviti
antivirus, maka kajian selanjutnya boleh dilakukan
bagi mengkaji sama ada campuran GTN dengan AVE
dapat membantu dalam mengurangkan jangkitan
virus serta luka yang disebabkan HHV-1. Potensi
bagi tujuan ini adalah tinggi kerana minyak aloe vera
bersama minyak pati telah dipatenkan oleh Willimann
(2018).

Penggunaan GTN-+AVE untuk menangani
jangkitan HHV-1 perlu dikaji selanjutnya kerana
ianya berpotensi besar terutama terhadap individu
yang terimunokompromi seperti penerima cedungan
sel stem hematopoietik (hematopoietic stem cell
transplantation, HSCT) kerana varian rintang antivirus
lebih mudah dihasilkan daripada kumpulan ini akibat
daripada sistem imun yang tertekan (Chen et al., 2000;
Ikawa et al., 2019; Stranska et al., 2005). Kandungan
GTN+AVE yang pelbagai memberi kelebihan kepada
pesakit terimunokompromi kerana kehadiran pelbagai
sebatian membolehkan tindakan terhadap jangkitan
virus bukan tertumpu kepada virus sahaja tetapi boleh
juga menggalakkan sistem imun untuk bergerak
balas (Hamman, 2008; Bhalsinge, 2017). Kehadiran
pelbagai mod tindakan GTN+AVE juga menyukarkan
pembentukan virus rintang. Kerintangan terhadap
dadah antivirus seperti Acyclovir atau Foscarnet
adalah disebabkan oleh mutasi yang berlaku akibat
daripada penggunaan antivirus yang berlebihan
dengan hanya mempunyai satu jenis mod tindakan
(Ikawa et al., 2019). Jika dadah anti-HHV-1 bukan
sahaja tertumpu kepada satu mod tindakan, varian
rintang antivirus terhadap sesuatu mod tindakan masih
boleh dimusnahkan oleh mod tindakan yang lain.
Aloe vera telah dilaporkan mengandungi beberapa
sebatian yang mempunyai aktiviti antivirus seperti
emodin. Emodin telah ditunjukkan menghalang
replikasi virus bagi beberapa virus bersampul dengan
merangsangkan penghasilan interferon, iaitu salah
satu gerak balas imun yang menghalang infeksi
virus (Lin et al., 2008). Dalam kajian ini, AVE dapat
menyumbang satu lagi tapak jalan antivirus kepada
GTN untuk rawatan sel yang terinfeksi HHV-1 dan
jika varian yang rintang terhadap rawatan GTN
terhasil daripada pesakit terimunokompromi, varian
tersebut juga dapat dihalang oleh tapak jalan antivirus
yang dirangsangkan oleh AVE.

Pemilihan AVE sebagai bahan berasaskan
tumbuhan untuk digabungkan dengan GTN adalah
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tepat kerana ianya boleh dibangunkan sebagai ubatan
yang selamat dimakan disamping mengekalkan
aktiviti bahan lain yang dicampurkan kepadanya
(Boniféacio, 2014). Sebagai contoh, campuran tepat
antara aloe vera, minyak kayu manis dan Tween-80
pernah dihasilkan (Razali et al., 2020). Pada kepekatan
yang sesuai, ianya tidak sitotoksik apabila didedahkan
kepada sel normal fibroblas peparu manusia MRC-5.

KESIMPULAN

Gabungan antara goniothalamin dan ekstrak akuas
aloe vera (GTN+AVE) adalah agak stabil berbanding
GTN tulen atau ditambah minyak kelapa dara
(VCO). Kesitotoksikan GTN dapat direndahkan
dengan penambahan AVE dan aktiviti antivirus
GTN dapat ditingkatkan dengan tindakannya paling
berkesan pada kepekatan 0.025 mg/mL GTN yang
dilarutkan dengan 100% AVE dan dirawat selepas
dua jam berlakunya jangkitan virus. Kajian lanjutan
boleh dijalankan untuk menyediakan ekstrak aloe
vera yang terpiawai sebelum digabungkan kepada
GTN. Analisis mikroskopik juga boleh dijalankan
menggunakan mikroskop transmisi elektron (TEM)
untuk mencerap kesan rawatan GTN+AVE terhadap
struktur dan bilangan progeni yang dihasilkan
sebagai langkah pengesahan kajian ini. Gabungannya
dengan GTN boleh dibangunkan bagi tujuan merawat
jangkitan HHV-1 secara sapuan ataupun dimakan
secara selamat.
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