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Isian Substansi Proposal
SKEMA PENELITIAN DASAR

Petunjuk:Pengusul hanya diperkenankan mengisi di tempat yang telah disediakan sesuai dengan petunjuk
pengisian dan tidak diperkenankan melakukan modifikasi template atau penghapusan di setiap bagian.

JUDUL
' Tuliskan Judul Usulan

EFEK PROTEKTIF EKSTRAK DAUN KENTUT (Paederia foetida L.) TERHADAP
HISTOPATOLOGI LAMBUNG DAN USUS PADA MENCIT MODEL SEPSIS YANG
DIINFEKSI Escherichia coli

RINGKASAN
Ringkasan penelitian tidak lebih dari 300 kata yang berisi urgensi, tujuan, dan luaran yang
ditargetkan.

Sepsis didefinisikan sebagai disfungsi organ yang mengancam jiwa yang disebabkan oleh respons
tubuh yang tidak teratur terhadap infeksi. Syok septik dianggap bagian dari sepsis di mana terjadi
ketidaknormalan peredaran darah, seluler, dan metabolisme yang menyebabkan risiko kematian
lebih besar. Disfungsi organ yang kemungkinan terjadi adalah pada organ lambung dan usus.
Ancaman serius penyebab sepsis salah satunya adalah bakteri Escherichia coli. Terlepas dari semua
upaya penelitian eksperimental dan klinis selama tiga dekade terakhir, kemampuan untuk
mempengaruhi perjalanan bakteri masih terbatas. Terapi berbasis imunoterapi yang ditargetkan
sebagian besar belum terbukti efektivitasnya sejauh ini. Sehingga, diperlukan tindakan yang lebih
mengarah pada tindakan preventif, terutama dengan menggunakan bahan herbal, karena dipercaya
memiliki efek samping yang rendah. Salah satu tanaman tradisional yang dipercaya dapat
menyembuhkan gangguan pencernaan adalah daun kentut (Paederia foetida L.). Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui efek protektif ekstrak daun kentut terhadap histopatologi lambung dan
usus pada mencit model sepsis yang diinfeksi E. coli. Tujuan penelitian ini sesuai dengan Rencana
Induk Riset Nasional 2017-2045 dengan teknologi yang dikembangkan berupa teknologi
kemandirian bahan baku obat. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan perlakuan:
1) kontrol normal, 2) kontrol negatif, 3) kontrol positif, 4) perlakuan 1, diberikan ekstrak daun kentut
100 mg/kgBB, 5) perlakuan 2, diberikan ekstrak daun kentut 300 mg/kgBB, 6) perlakuan 3,
diberikan ekstrak daun kentut 500 mg/kgBB. Pengamatan histopatologi lambung dan usus dilakukan
dengan cara pembuatan preparat histologi dan pewarnaan hematoksilin eosin. Data yang diperoleh
dianalisis dengan software SPSS 23.0 for windows menggunakan One Way Anova (a=0,05), apabila
hasil menunjukkan signifikansi, maka dilanjutkan uji Beda Nyata Terkecil (¢=0,05). Data disajikan
dalam bentuk rerata + standar error. Luaran yang ditargetkan dari penelitian ini adalah laporan
feasibility study produk, publikasi artikel di "Jurnal Biology, Medicine, & Natural Product Chemistry
(Sinta 3)", menerbitkan buku ber-ISBN bekerjasama dengan Dewa Publishing, dan HKI dengan
status telah bersertifikat.

KATA KUNCI
' Kata kunci maksimal 5 kata

efek protektif, ekstrak daun kentut (Paederia foetida L.), histopatologi lambung, histopatologi
usus, sepsis



PENDAHULUAN

Penelitian Dasar merupakan riset yang memuat temuan baru atau pengembangan ilmu
pengetahuan dari kegiatan riset yang terdiri dari tahapan penentuan asumsi dan dasar hukum
yang akan digunakan, formulasi konsep dan/ atau aplikasi formulasi dan pembuktian konsep
fungsi dan/ atau karakteristik penting secara analitis dan eksperimental.

Pendahuluan penelitian tidak lebih dari 1000 kata yang terdiri dari:

Latar belakang dan rumusan permasalahan yang akan diteliti

Pendekatan pemecahan masalah

State of the art dan kebaruan

Peta jalan (road map) penelitian 5 tahun kedepan (jika dalam bentuk konsorsium harus
dilengkapi dengan roadmap penelitian konsorsium)

Sitasi disusun dan ditulis berdasarkan sistem nomor sesuai dengan urutan pengutipan,
mengikuti format VVancouver

Latar Belakang

Sepsis adalah keadaan darurat medis yang menggambarkan respons imunologis sistemik tubuh
terhadap proses infeksi yang dapat menyebabkan disfungsi organ stadium akhir dan kematian [1].
Pada tahun 2017, penyumbang terbesar kasus sepsis dan kematian terkait sepsis di semua usia adalah
penyakit diare (9,2 hingga 15 juta kasus per tahun) dan infeksi saluran pernapasan bawah (1,8-2,8 juta
per tahun). Ancaman serius penyebab sepsis salah satunya adalah bakteri Escherichia coli [2,3].
Sepsis yang disebabkan oleh bakteri adalah kondisi yang mengancam jiwa yang muncul ketika
respons tubuh terhadap infeksi melukai jaringan dan organnya [4]. Infeksi bakteri E. coli sebagai
penyebab gangguan saluran pencernaan pada manusia telah meningkat prevalensinya [5]. E. coli
adalah salah satu bakteri yang paling sering diisolasi dalam aliran darah dan merupakan infeksi dari
bakteri Gram negatif yang paling sering diisolasi pada pasien dewasa dengan bakteremia [6]. Lokasi
utama infeksi terkait dengan sepsis adalah saluran pernapasan/paru-paru (43%), sistem kemih (16%),
perut (14%), kepala, yang terkait dengan demam dengan penyebab tidak diketahui (14%), dan
lokasi/penyebab lainnya (13%) [7,8].

Dari sudut pandang patogenetik, sepsis saat ini dianggap sebagai hasil dari beberapa
mekanisme yang secara bersamaan melibatkan berbagai mediator proinflmasi dan antiinflamasi [9].
Selain itu, modifikasi seluler yang terkait dengan sepsis baru-baru ini telah didefinisikan, dan
pentingnya mikrosirkulasi telah ditekankan dalam perkembangan dari sepsis menjadi syok septik [10].
Dalam konteks ini, endotelium telah diidentifikasi sebagai unit fungsional fundamental dalam
patofisiologi sepsis karena perannya dalam regulasi mikrosirkulasi dan modulasi mekanisme
koagulasi serta proses-proses sinyal inflamasi dan antiinflamasi [11,12]. Glikokaliks adalah
komponen dari membran endotelial yang terdiri dari proteoglikan dan glikoprotein. Ini memediasi
berbagai fungsi, seperti pembentukan penghalang mekanis yang mengatur permeabilitas vaskular,
aktivasi leukosit dan adhesi trombosit, serta modulasi respons inflamasi/antiinflamasi. Kerusakan
pada integritas morfofungsional glikokaliks (dikenal sebagai "glycocalyx shedding”) dapat terjadi
karena agen oksidatif, sitokin, eksotoksin, dan endotoksin bakteri. Peristiwa ini menyebabkan
diapedesis leukosit dan peningkatan permeabilitas vaskular dengan produksi edema, yang
meningkatkan tekanan interstisial dan memperburuk perfusi jaringan [13]. Beberapa organ yang
kemungkinan mengalami disfungsi adalah lambung dan usus.

Pada sepsis, respons inflamasi terhadap patogen yang menyerang melibatkan proses inflamasi
dan antiinflamasi, reaksi humoral dan seluler, dan kelainan peredaran darah [14]. Pada fase awal
setelah cedera, respon inflamasi diprakarsai oleh reaktan fase akut atau faktor proinflamasi [15].
Terjadinya peningkatan oksigen reaktif dan akumulasi stres oksidatif sehingga terjadi penurunan
oksida nitrat (NO), hal tersebut mengurangi bioavailabilitas NO dalam sirkulasi koroner dan perifer,
sehingga timbul gangguan di pembuluh darah berkorelasi dengan meningkatnya risiko disfungsi organ



yang berujung pada kematian [13]. Sebagai yang penting faktor inflamasi, penyebab tumor necrosis
factor (TNF), demam, kelainan hemodinamik, anoreksia, nyeri sendi, dan agregasi neutrofil, yang
dianggap tipikal gejala yang berhubungan dengan sepsis [16]. Oleh karena itu, sangat penting untuk
mengeksplorasi peran potensial faktor inflamasi dalam patofisiologi sepsis. Apalagi menghilangkan
konsepnya dari SIRS dari sepsis pasti akan menghasilkan terus menerus isu-isu mengenai penelitian
dasar dan perawatan klinis dari sepsis.

Terlepas dari semua upaya penelitian eksperimental dan klinis selama tiga dekade terakhir,
kemampuan untuk mempengaruhi perjalanan bakteri masih terbatas. Terapi berbasis imunoterapi
yang ditargetkan sebagian besar belum terbukti efektivitasnya sejauh ini [17]. Sehingga, diperlukan
tindakan yang lebih mengarah pada tindakan preventif, terutama dengan menggunakan bahan herbal,
karena dipercaya memiliki efek samping yang rendah. Salah satu tanaman tradisional yang dipercaya
masyarakat zaman dahulu untuk menyembuhkan gangguan pencernaan seperti diare adalah daun
kentut (Paederia foetida L.), yang di Jawa Timur dikenal dengan nama ‘daun sembukan’. Daun kentut
mengandung metabolit sekunder, seperti alkaloid, saponin, tanin, dan flavonoid yang secara
farmakologi memiliki manfaat seperti antioksidan, antibiotik, antikanker, anti serangga, agen
antitumor, dan agen imunomodulasi [18,19,20,21]

Banyak dari senyawa yang diisolasi dari daun kentut bersifat bioaktif, dan telah terbukti
memiliki beberapa bioaktivitas, misalnya antrakuinon yang memiliki sifat anthelmintik, antidiare,
antihiperglikemik, antihiperlipidemia, antiinflamasi, antioksidan, antimikroba, dan antitusif
[22,23,24,25]. Meskipun bau tidak sedap yang kuat terutama disebabkan oleh adanya beberapa
senyawa belerang sederhana (yang utama adalah dimetil sulfida), belerang yang mengandung
glikosida, paederosida, juga terlibat dalam bau busuknya.

Dalam beberapa tahun terakhir, fokus telah bergeser ke studi yang lebih mekanistik, yaitu
mencoba memahami bagaimana ekstrak dan senyawa murni dari daun kentut yang mengarah ke
tindakan farmakologisnya. Penelitian sebelumnya mempelajari sifat antimelanogenik dari ekstrak
tanaman ini pada sel melanoma murine dan telah menunjukkan bahwa efek ini dihasilkan melalui
mitogen-activated protein kinase (MAPK) yang dimediasi oleh sinyal microphthalmia-associated
transcription factor (MITF) downregulation [26]. Demikian juga penelitian lain menunjukkan bahwa
tanaman ini dapat menginduksi aktivitas antikanker dengan mengganggu enzim modifikasi kromatin
dan mengubah ekspresi gen sitokin proinflamasi dalam sel kanker prostat [27].

Studi farmakologi yang dilakukan pada daun kentut hingga saat ini telah memberikan beberapa
bukti ilmiah yang mendukung penggunaannya dalam obat tradisional untuk pengobatan penyakit
manusia tertentu, dan beberapa mekanisme aksi yang mungkin juga telah ditunjukkan. Namun, tidak
ada atau sedikit informasi yang tersedia pada studi klinis yang dirancang dengan baik, acak dan
tersamar ganda dengan tanaman ini. Kebutuhan akan studi klinis ekstensif untuk mempromosikan
tanaman ini atau komponennya sebagai formulasi obat modern tidak dapat diabaikan.

Rumusan Masalah

Bagaimana efek protektif ekstrak daun kentut (Paederia foetida L.) terhadap histopatologi lambung
dan usus pada mencit model sepsis yang diinfeksi Escherichia coli?

Pendekatan Pemecahan Masalah

Semua upaya penelitian eksperimental dan klinis selama tiga dekade terakhir, kemampuan
untuk memengaruhi perjalanan bakteri dan hasil sindrom akibat sepsis masih terbatas. Terapi sepsis
masih terdiri dari tindakan kausal dan suportif dasar dalam penanganannya, sementara intervensi
adjuvant seperti pemurnian darah atau imunoterapi sebagian besar belum terbukti efektivitasnya



sejauh ini. Sehingga, diperlukan tindakan yang mengarah pada tindakan preventif, terutama dengan
menggunakan bahan herbal, karena dipercaya memiliki efek samping yang rendah. Salah satu bahan
herbal yang dijadikan sebagai kandidat preventif terhadap sepsis terutama yang disebabkan oleh
Escherichia coli adalah daun kentut (Paederia foetida L.) yang mudah didapatkan, murah, dan sering
dikonsumsi masyarakat.

Peta Jalan (Road Map) Penelitian

uJi
FORMULASI

STUDY IN STUDY IN STUDY IN DAN UJILKLINIS
VIVO 1 VIVO 2 VIVO 3 PREKLINIS

Produk herbal
ekstrak daun
kentut
(Paederia
foetida L.)
untuk preventif
sepsis dengan
infeksi
Escherichia
coli

\.
B i 4 db b
P A A

e Pembuatan ekstrak e Pembuatan e UjiKlinis1
daun kentut . Pengamatan formulasi e UjiKlinis 2

o Penglitian ekspresi ekstrak daun . UijiKlinis 3
menggunakan interleukin-1 pada * pengametan kentut dengan « Produk herbal
mencit hepar Iambﬂn 9 dosis paling ekstrak daun

o Pengukuran kadar e Pengukuran bobot e Pen mgt N optimal Kentut untuk
|_nter|euk|n-6 pada hepar hiestg;atglggi e Uji formulasi preventif sepsis
limpa e Pengamatan ekstrak daun dengan infeksi

*  Pengamatan histopatologi ginjal usus kentut Escherichia
el;g[;rleisnl.lcz;spase»s e Uji preklinis coli
P P ekstrak daun

kentut

Metode atau cara untuk mencapai tujuan yang telah ditetapkan ditulis tidak melebihi 1000 kata.
Bagian ini dapat dilengkapi dengan diagram alir penelitian yang menggambarkan apa yang
sudah dilaksanakan dan yang akan dikerjakan selama waktu yang diusulkan. Format diagram
alir dapat berupa file JPG/PNG. Metode penelitian harus dibuat secara utuh dengan penahapan
yang jelas, mulai dari awal bagaimana proses dan luarannya, dan indikator capaian yang
ditargetkan yang tercermin dalam Rencana Anggaran Biaya (RAB).

Populasi dan Sampel

Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit (Mus musculus). Sampel yang
digunakan pada penelitian ini adalah 30 ekor mencit jantan strain Balb/c umur 4-8 minggu dengan
bobot 20-30 gram yang didapatkan dari Pusat Veteriner Farma (Pusvetma), Surabaya, Jawa Timur.

Objek Penelitian

Objek yang digunakan dalam penelitian ini adalah 30 ekor mencit jantan strain Balb/c umur
4-8 minggu dengan bobot 20-30 gram.

Variabel Penelitian

Variabel terikat: histopatologi lambung dan usus mencit model sepsis yang diinduksi
Escherichia coli. Variabel bebas: ekstrak daun kentut (Paederia foetida L.). Variabel kontrol dalam
penelitian ini adalah umur mencit, frekuensi sonde lambung yang diberikan, kondisi kandang, jenis
kelamin, dan pakan yang diberikan.



Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: Disposable syringe 1 mL, disposable
syringe 3 mL, disposable syringe 5 ml, feeding tube ukuran 35 cm, urine container 60 mL, vaculab
EDTA K3 3 mL, eppendoft 2 mL, mikrosentrifuge, mikropipet, freezer, rotary microtome atau
sliding microtome, kuas, waterbath, object glass, eppendoft 1500 pL, blue tips, yellow tips, white
tips 10 pL, tube 15 mL, tube 50 mL, papan bedah, seperangkat alat bedah (meliputi gunting, pinset,
dan penusuk), sarung tangan, tissue, masker, mikroskop cahaya binokuler, dan kamera mikroskop

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: mencit jantan strain Balb/c umur 4-8
minggu dengan bobot 20-30 gram, ekstrak daun kentut (Paederia foetida L.), ciprofloxacin, isolat
klinis (wild type) E. coli dengan dosis 1x10° CFU/mL, physiologic zur (PZ) (aqua pro injection
bebas pyrogen), pakan mencit, serbuk kayu (kawol), metanol, giemsa, aquades, larutan H.CO
(formaldehyde) 37%, buffer formalin, sodium hidrogen fosfat dibasik (Na;HPOs) 6,5 gram,
aquadestilata 900 mL, formaldehyde 37-40%), etanol 80%, etanol 95%, etanol absolut, xylol, larutan
clearing, paraffin, SA-HRP, BSA, HCI.

Alur Penelitian
1. Aklimatisasi Mencit

Mencit jantan ditimbang kemudian diletakkan di dalam kandang polypopilane standar
dengan alas menggunakan serbuk kayu untuk diaklimatisasi selama dua minggu. Alas kandang
diganti setiap tiga hari sekali. Pakan yang diberikan dilunakkan dengan menggunakan air terlebih
dahulu, kemudian dikepal, sehingga berbentuk lonjong, dengan berat kurang lebih 5 gram. Minum
diberikan secara ad libitum. Pakan dan minum diganti setiap hari. Mencit dibagi dalam enam
kelompok perlakuan setelah diaklimatisasi selama dua minggu.

2. Perlakuan pada Hewan Coba

Mencit yang telah diadaptasikan diberikan perlakuan selama 14 hari dengan variasi sebagai
berikut: 1) kelompok 1 sebagai kontrol normal (N), yaitu mencit yang tidak diberikan sonde
lambung, 2) kelompok 2 sebagai kontrol negatif (K-), yaitu mencit diberikan aquades dengan volume
0,5 mL, 3) kelompok 3 sebagai kontrol positif (K+), yaitu mencit diberikan ciprofloxacin dengan
dosis 500 mg/kgBB dengan volume 0,26 mL, 4) kelompok 4 sebagai perlakuan 1 (P1), yaitu mencit
diberikan ekstrak daun kentut dengan dosis 100 mg/kgBB dengan volume 0,5 mL, 5) kelompok 5
sebagai perlakuan 2 (P2), yaitu mencit diberikan ekstrak daun kentut dengan dosis 300 mg/kgBB
dengan volume 0,5 mL, 6) kelompok 6 sebagai perlakuan 3 (P3), yaitu mencit diberikan ekstrak
daun kentut dengan dosis 500 mg/kgBB dengan volume 0,5 mL.

3. Perlakuan Mencit Model Sepsis

Mencit yang telah diberikan perlakuan diinjeksi pada bagian peritoniumnya dengan E. coli
dengan dosis 1x10° CFU/mL. Mencit setelah 24 jam pasca pemaparan polimikroba sepsis akan
memperlihatkan kejadian sepsis, sehingga setelah 24 jam mencit dapat dimatikan. Jika mencit mati
sebelum 24 jam, maka harus segera dilakukan pembedahan untuk diambil lambung dan usus agar
tidak terjadi autolisis. Irisan organ yang diambil adalah pada bagian tengah, tepi kiri, dan kanan.

4. Pemrosesan Jaringan

Jaringan organ lambung dan usus difiksasi ke dalam buffer formalin dengan tujuan untuk
mempertahankan morfologi sel seperti semula untuk mencegah terjadinya autolisis dan untuk
mencegah pertumbuhan bakteri atau jamur. Tahap selanjutnya adalah pembuatan blok paraffin.
Setelah dibuat blok paraffin, kemudian jaringan dilakukan penyayatan jaringan dengan



menggunakan rotary microtome atau sliding microtome dengan ketebalan 4-6 mikron. Sayatan yang
diperoleh kemudian diambil dengan kuas yang telah dibasahi dengan air dan diletakkan pada
permukaan waterbath. Jaringan yang mengembang kemudian diambil dengan object glass yang telah
dilapisi dengan perekat jaringan, lalu dikeringkan pada suhu kamar dan dimasukkan ke dalam oven
semalam.

5. Pengamatan Histopatologi Lambung dan Usus

Pengamatan histopatologi lambung dan usus mencit dilakukan pembuatan preparat histologi
dengan pengecatan menggunakan hematoksilin eosin. Pengamatan histopatologi yang dilakukan
adalah pengecekan sel abnormal (sel yang mengalami diferensiasi, nekrosis, dan apoptosis).
Perhitungan sel yang abnormal dengan cara menghitung sel abnormal dibagi dengan seluruh sel yang
preserved, kemudian dikalikan dengan 100%, sehingga data dinyatakan dengan menggunakan
persentase (%).

6. Pengumpulan Data

Data yang diperoleh dari penelitian ini berupa sel abnormal (sel yang mengalami diferensiasi,
nekrosis, dan apoptosis) pada lambung dan usus (%) melalui hasil pengamatan preparat histologi
dengan pewarnaan hematoksilin eosin.

7. Analisis Data

Data yang diperoleh berupa pengamatan hasil histopatologi lambung dan usus mencit
dianalisis dengan menggunakan Analisis Varian Tunggal Satu Jalur (One Way Anova) pada taraf
kepercayaan 95% (0=0,05), apabila hasil perhitungan Anava menunjukkan signifikansi, maka
perhitungan dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf kepercayaan 95%
(0=0,05). Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan software SPSS 23.0 for windows. Data
disajikan dalam bentuk rerata + standar error (SE).

8. Laporan akhir disusun berdasarkan hasil penelitian, analisis data, dan didukung kajian pustaka

9. Luaran yang ditargetkan dari penelitian ini adalah laporan feasibility study produk, publikasi
artikel di Jurnal Biology, Medicine, & Natural Product Chemistry (Sinta 3), menerbitkan buku ber-
ISBN bekerjasama dengan Penerbit Buku Dewa Publishing, dan HKI dengan status telah
bersertifikat.
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