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Abstrak: Bunga Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) memiliki kandungan antioksidan yang terbukti
berkhasiat dan aman melalui uji klinis dan praklinik sebagai imunostimulan. Unsur antioksidan di
dalam bunga Rosella yaitu antosianin, kuersetin, L-ascorbic acid dan protocatechuic acid. Penelitian
uji klinik ini bertujuan untuk mengetahui efek pemberian serbuk bunga Rosella merah (Hibiscus
sabdariffa L.). Penelitian ini menggunakan desain pre-post treatment. Subjek penelitian terdiri dari
21 sukarelawan sehat yang telah memenuhi kriteria inklusi, eksklusi dan bersedia mengisi informed
consent. Sukarelawan sehat diberikan perlakuan serbuk bunga Rosella dosis 500 mg sekali sehari selama
30 hari. Pemeriksaan jumlah limfosit dan sel CD4 dilakukan menggunakan hematology analyzer dan
flowcytometer. Persentase sel CD4 adalah 30,85% (hari ke-0) dan 34,15% (hari ke-31). Rata-rata untuk
jumlah absolut sel CD4 adalah 767,04 sel/mm?® (hari 0) dan 696,42 sel/mm? (hari ke-31). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa tidak ada pengaruh yang signifikan (p> 0,05) pada jumlah absolut sel CD4 dan ada
pengaruh signifikan persentase CD4 (P<0,05). Kesimpulan dari penelitian ini bahwa pemberian serbuk
bunga Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) dosis 500 mg/hari selama 30 hari meningkatkan persentase sel
CD4.

Kata kunci: Rosella (Hibiscus sabdariffa L.), antosianin, CD4, sukarelawan sehat.

Abstract: Roselle flower (Hibiscus sabdariffa L.) have antioxidants which are proven to be beneficial
and safe through clinical and preclinical testing as immunostimulants. Antioxidants in Roselle flower are
hibiscus anthocyanin, quercetin, L-ascorbic acid and protocatechuic acid. The purpose of this clinical
trial was to determine the effect of ethanol extract of Roselle (Hibiscus sabdariffa L.) to CD4 cell count.
This study used pre-post treatment design. A total of 21 healthy volunteer were chosen according to
inclusion and exclusion criteria and filled informed consent. Healthy volunteer were given Rosella
powder in capsules form with 500 mg dose for 30 days. Analyzed CD4 cell count was conducted using
hematology analyzer and flowcytometer. The percentage of CD4 cells was 30.85% (day 0) and 34.15%
(day 31st). The average for the absolute number of CD4 cells was 767.04 cells/mm?® (day 0) and 696.42
cells/mm?® (day 31st). Results showed that there was no significant effect (p>0,05) of CD4 cell absolute
count and there was a significant effect of CD4 percentage (p<0,05). This study concluded that 500 mg
roselle petal ethanol extract powder (Hibiscus sabdariffa L.) given everyday for 30 days showed some
effect on d increasing CD4 cell percentage.
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PENDAHULUAN

BUNGA Rosella (Hibiscus sabdariffa Linn)
bermanfaat sebagai imunostimulan karena kandungan
senyawa antosianin dan memiliki antioksidan yang
tinggiV. Unsur antioksidan di dalam bunga Rosella
yaitu hibiscus anthocyanin, quercetin, L-ascorbic
acid dan protocatechuic acid (PCA)??. Ekstrak
metanol bunga rosella dengan konsentrasi 16,59 mg/
mL memiliki aktivitas antioksidan yang cukup poten
melalui 50% penghambatan radikal 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH).

Potensi antioksidan yang dimiliki ekstrak bunga
rosella dapat dimanfaatkan sebagai imunostimulator.
Penggunaan ekstrak bunga Rosella sebagai
imunostimulator dapat dilihat efeknya melalui
parameter sistem imun, salah satunya dengan melihat
jumlah limfosit. Limfosit terdiri dari tiga jenis sel
yaitu limfosit T, limfosit B, dan sel natural killer
(NK). Limfosit T merupakan sistem imun spesifik,
salah satu diantaranya diperankan oleh sel T Cluster
of Differentiation 4 (CD4)®. CD4 adalah sebuah
marker atau penanda yang berada di permukaan sel-
sel darah putih manusia maupun hewan, terutama
sel-sel limfosit.

Hal yang mendukung potensi serbuk bunga Rosella
sebagai imunostimulator dengan adanya beberapa
penelitian praklinik. Penelitian yang dilakukan
sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak etanol bunga
rosella dengan dosis 10, 50, dan 100 mg/kg BB selama
21 hari berpotensi untuk berkembang sebagai agen
imunomodulator dengan efek peningkatan sekresi
interleukin-10 (IL-10) dan interleukin-14 (IL-14)®.

Suatu tanaman yang berpotensi dijadikan
fitofarmaka harus terbukti berkhasiat dan aman
melalui uji praklinik dan uji klinik. Uji toksisitas akut
ekstrak etanol bunga Rosella memiliki nilai lethal
dose 50 (LD, ) sebesar 5000 mg/kgBB. Berdasarkan
nilai LD, yang dimiliki ekstrak etanol bunga Rosella
dikategorikan toksisitas ringan (5-15 g/kg)® dan uji
toksisitas subkronis dengan nilai no observed effect
level (NOEL) 1,25g/kgBB®. Pada uji praklinik di
atas diperlukan untuk melanjutkan ke fase uji klinik®
dengan tujuan melihat keamanan dan pengaruh kapsul
bunga Rosella dosis 500 mg/hari selama 30 hari
terhadap jumlah sel CD4.
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BAHAN DAN METODE

BAHAN. Serbuk bunga Rosella dari PT. Natura
(Product code: 5055C, Batch: RH162703), tabung
EDTA, reagen antibodi CD4-FITC dan larutan reagen
FACS (Propidium lodide:50 pg/mL, RNase : 20 ug/
mL, Triton-X 100: 0.1 %), sampel darah sukarelawan
sehat.

METODE. Penelitian ini menggunakan desain

penelitian eksperimental pre-post treatment. Subyek
penelitian sebanyak 21 orang terdiri dari 11 orang
laki-laki dan 10 orang perempuan yang sesuai
dengan kriteria inklusi dan eksklusi. Serbuk bunga
Rosella diproduksi dengan standarisasi pabrik PT.
Natura dikemas dalam bentuk kapsul diberikan pada
sukarelawan dengan dosis 500 mg 1 kali sehari selama
30 hari untuk melihat pengaruh pemberian serbuk
bunga Rosella selama 30 hari. Skema penelitian
ditampilkan pada Gambar 1.
Sampel darah sukarelawan diambil sebelum (hari
ke-0) dan setelah 30 hari mengonsumsi serbuk
bunga Rosella (hari ke-31) untuk melihat pengaruh
pemberian serbuk ekstrak etanol bunga Rosella selama
30 hari.

Keriteria Inklusi dan Eksklusi. Kriteria inklusi:
laki-laki dan perempuan sehat berusia 18-50 tahun,
sehat dinyatakan berdasarkan pemeriksaan klinis
sukarelawan berupa vital sign, meliputi tekanan
darah (TD), suhu tubuh, denyut nadi (heart rate,
HR) dan tingkat pernapasan (respiration rate,
RR) dan dinyatakan dalam surat keterangan sehat
dengan didukung oleh pemeriksaan laboratorium
klinis yang meliputi hematologi rutin, fungsi hati,
fungsi ginjal, riwayat penyakit, dan pemeriksaan
fisik, tidak merokok, indeks massa tubuh (IMT)
berkisar antara 18-30 kg/m? tidak mengkonsumsi
vitamin atau suplemen kesehatan selama penelitian
berlangsung. Kriteria eksklusi: wanita hamil, tidak
minum obat sesuai interval dan petunjuk penggunaan
obat, menggunakan herbal lain selama penelitian
berlangsung.

Variabel. Variabel bebas pada penelitian ini
adalah pemberian serbuk bunga Rosella (Hibiscuss
sabdariffa L..) dengan dosis 500 mg, satu kali sehari
selama 30 hari. Variabel terikat pada penelitian ini
adalah CDA4.
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Gambar 1. Skema penelitian.

Pembuatan Pemeriksaan CD4. Darah
sukarelawan sehat diambil pada bagian vena median
cubiti atau cephalica dan dimasukkan kedalam
tabung EDTA dan dikumpulkan untuk dilakukan
pemeriksaan jumlah sel CD4 dengan alat flow
cytometer. Sampel darah dipipet ke dalam tabung
falcon sebanyak 50 uL. Ditambahkan 5 pL reagen
antibodi CD4 FITC ke masing-masing tabung falcon.
Campuran tersebut dicampur sampai homogen dengan
vortex mixer selama 1 menit, kemudian diinkubasi 15
menit dengan suhu 20-25 °C pada ruang gelap. Setelah
masa inkubasi selesai, pada sampel ditambahkan 450
uL larutan reagen FACS (1x) yang sudah diencerkan.
Diinkubasi lagi 15 menit dengan suhu 20-25 °C
pada ruang gelap. Setelah masa inkubasi selesai,
dilakukan analisis dengan menggunakan alat FACS
Sflow cytometer®.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemeriksaan jumlah sel CD4 pada sampel darah
sukarelawan sehat untuk melihat pengaruh serbuk
bunga Rosella pada sistem imun spesifik selular
dengan menggunakan metode flowcytometry. Dari
hasil pemeriksaan sel CD4 pada 21 sukarelawan

sehat (Tabel 1) rata-rata hasil pemeriksaan jumlah
persentase sel CD4 adalah 30,85% (hari ke-0), dan
34,15% (hari ke-31). Rata-rata untuk jumlah absolut
sel CD4 (Tabel 1) adalah 767,04 sel/mm? (hari ke-0)
dan 696,42 sel/mm? (hari ke-31).

Dari hasil pemeriksaan jumlah sel CD4, sebanyak
21 sukarelawan sehat yang mengikuti penelitian masih
dalam rentang normal rata-rata jumlah CD4 manusia
sehat populasi orang indonesia, yaitu 482,7-1023,3
sel/mm?® (753,3+£270,3 sel/mm?) untuk absolut CD4
dan 24,9-40,3% (32,6+7,7%) untuk persentase CD419,

Dari analisis statistik data, diketahui bahwa jumlah
absolut sel CD4 dengan uji Wilcoxon (Tabel 1) tidak
memperlihatkan perbedaan signifikan (p>0,05) pada
hari ke-31. Nilai p =0,230. Sementara, hasil analisis
terhadap jumlah persentase sel CD4 dengan uji t
(Tabel 1) memperlihatkan perbedaan yang signifikan
(p<0,05) pada hari ke-31. Hal itu ditunjukkan dengan
nilai p=0,003. Perbedaan signifikan pada jumlah
persentase sel CD4 secara statistik mengindikasikan
adanya peningkatan jumlah rata-rata persentase sel
CD4 pada hari ke-31. Adanya peningkatan jumlah
rata-rata persentase sel CD4 pada hari ke-31 itu
disebabkan oleh adanya senyawa flavonoid yang
terdapat dalam ekstrak yang dianggap bertanggung
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Tabel 1. Hasil analisis rata-rata jumlah absolut dan persentase sel CD4 hari ke-0 dan hari ke-31
pada sukarelawan sehat (n=21).

Rata-rata+Simpangan Baku

Parameter . . Nilai P Nilai Uji
Hari ke-0 Hari ke-31 normal .
statistik
Wilcoxon
Absolut CD4 (sel/mm’) 767,04+304,06 696,42+232,71 0,230  482,7-1023,3
Paired T
Persentase CD4 (%) 30,85+5,90 34,15+5,59 0,003* 24,9-40,3 test

Keterangan : * = terdapat pengaruh signifikan

jawab.

Jadi, sebagaimana dilaporkan bahwa senyawa
glikosida flavonoid dapat meningkatkan jumlah sel
CD4 pada mencit yang tertekan sistem imunnya).
Namun, perubahan jumlah persentase sel CD4 pada
penelitan ini masih dalam rentang normal rata-
rata jumlah sel CD4 manusia sehat populasi orang
Indonesia. Secara klinis tidak terdapat perbedaan yang
signifikan berdasarkan nilai selisih rata-rata jumlah
persentase sel CDA4.

Sel CD4 memiliki peran dalam regulasi
pemeliharaan sistem imun dan mengontrol berbagai
respons imun dengan mencegah atau membatasi
respons imun yang disebut regulatory T cells (TR)
(12 Suatu imunostimulator dapat mengaktivasi sistem
imun dengan berbagai cara, seperti meningkatkan
jumlah aktivitas sel T, NK-cel/, dan makrofag serta
melepaskan interferon dan interleukin®. Sel CD4
yang dirangsang oleh antigen untuk mengeluarkan
faktor supresi antigen spesifik akan merangsang sel
sel T supresor (Ts) untuk menekan sel efektor. Antigen
yang mengadakan bridging antara sel Ts dengan sel
limfosit lain (sel B dan sel Th) akan menekan aktivasi
sel B dan sel Th melalui Ts. Oleh sebab itu, sel CD4
yang terdapat di dalam tubuh dapat memberikan
efek terhadap kontrol sistem imun pada sukarelawan
sehat('.

Pada penelitian sebelumnya dijelaskan bahwa
pemberian ekstrak etanol bunga Rosella dosis 150
pg/mL dapat meningkatkan aktivitas makrofag!™.
Makrofag berperan penting dalam imunitas spesifik
dan nonspesifik. Aktivasi makrofag akan mensekresi
sitokin (IL-1, IL-6, IL-12, dan TNF-o) dan mengaktivasi
sel T untuk mensekresi [IFN-y'%. Sekresi IFN-y dapat
meningkatkan ekspresi MHC kelas II. MHC II yang
mempersentasikan antigen memicu respons subset
sel T CD417,

Peningkatan jumlah persentase sel CD4 diawali
adanya antigen yang memicu sistem kekebalan
tubuh. Pemicuan sistem dimulai dari pertahanan
tubuh nonspesifik dengan cara memusnahkan antigen

serta pertahanan tubuh spesifik dengan membentuk
pertahanan yang lebih kompleks melalui produksi
antibodi ataupun dengan memproduksi berbagai
sitokin'®.

Peningkatan persentase sel CD4 pada penelitian
ini dapat dipicu oleh adanya kandungan senyawa
fenol dan flavonoid pada serbuk bunga Rosella
yang berperan sebagai antigen atau mitogen. Dalam
hubungan itu, makrofag mengubah antigen yang
ditangkap menjadi peptida antigen kemudian diikat
oleh molekul major histocompatibility complek
(MHC) dan dipresentasikan oleh antigen presenting
cell (APC) yang selanjutnya dikenal oleh reseptor sel
B maupun sel T melalui reseptor. Pengikatan peptida
antigen oleh reseptor mengaktivasi G-protein yang
kemudian memproduksi fosfolipase C. Enzim ini
menghidrolisis Phosphatidil Inositol Biphosphat
(PIP2) menjadi produk reaktif Diasylglyserol (DAG)
dan Inositol Triphosphat (IP3). IP3 menstimulasi
pelepasan Ca*" ke dalam sitoplasma sehingga
konsentrasi Ca?" meningkat. Peningkatan Ca*" berperan
untuk menstimulasi kerja enzim protein kinase C
dan 5-lipoxygenase. Protein kinase C menstimulasi
produksi interleukin-2 (IL-2)1%. IL-2 merangsang
sistem kekebalan tubuh dan meningkatkan jumlah
sel CD4%0),

Potensi peningkatan imun melalui jalur Mitogen
Activated Protein Kinase (MAPK) oleh bunga
Rosella®? termasuk salah satu mekanisme bunga
Rosella dalam meningkatkan jumlah sel CD4.
Senyawa flavonoid memiliki kemampuan untuk
memicu aktivitas MAPK yang dapat merangsang
peningkatan IL-2??. MAPK berperan dalam aktivasi
imunokompeten sel dan menginduksi peningkatan
sitokin IL-2. IL-2 menginduksi proliferasi sel T,
khususnya sel T helper®2¥. Terjadinya peningkatan
IL-2 dibuktikan dengan peningkatan ekspresi FOXp3
karena adanya aktivasi interleukin-2 receptor (IL-2R)
yang kemudian meningkatkan jumlah CD4CD25
Treg. Peningkatan itu diperlukan untuk menjaga
homeostasis sistem imun>29),
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Terdapat peningkatan jumlah persentase sel CD4
pada pemberian serbuk bunga rosella pada sukarelawan
sehat selama 30 hari. Oleh karena itu, pemberian dosis
dan lama waktu penggunaannya sebagai suatu obat
herbal untuk imunostimulan menjadi faktor penting®”.
Penggunaan suatu imunostimulan dalam jangka waktu
yang lama tidak memberikan keuntungan tambahan®®,
bahkan dapat mengganggu sistem imunitas alami yang
terjadi pada tubuh.

Sel CD4 yang dirangsang oleh antigen untuk
mengeluarkan faktor supresi antigen spesifik akan
merangsang sel Ts untuk menekan sel efektor. Antigen
yang mengadakan bridging antara sel Ts dengan sel
limfosit lain (sel B dan sel Th) akan menekan aktivasi
sel B dan sel Th melalui Ts('¥. Oleh sebab itu, sel CD4
yang terdapat di dalam tubuh dapat memberikan efek
terhadap kontrol sistem imun pada sukarelawan sehat.

SIMPULAN

Pemberian serbuk bunga Rosella selama 30
hari memiliki efek meningkatkan jumlah
persentase sel CD4 pada sukarelawan sehat.
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