I. Pendahuluan

Radikal bebas memiliki peranan penting dalam metabolisme aerob. Organisme
aerob secara normal terus-menerus menghasilkan reactive oxygen species (ROS)
sebagai produk sampingan dari metabolisme aerob yang dapat berperan dalam
berbagai proses alami di dalam tubuh. Derivat oksigen ini dalam keadaan normal
akan dinetralkan oleh sistem pertahanan antioksidan enzim (superoksida
dismutase, katalase, glutation peroksidase) dan antioksidan nonenzim (vitamin C,
vitamin E, glutation). Keseimbangan ini memungkinkan ROS menjalankan
fungsinya dalam metabolisme normal dan mengurangi kerusakan oksidatif yang
dapat ditimbulkan.'*

Produksi ROS dalam kedaan tertentu dapat melebihi kemampuan alami
netralisasi ROS oleh sistem antioksidan. Ketidakseimbangan ini disebut juga
dengan stres oksidatif yang dapat menghasilkan kerusakan oksidatif di tingkat
sel. ROS terbukti terlibat dalam berbagai proses patologis seperti kanker,
inflamasi, dan degenerasi. Kerusakan oksidatif juga berperan penting dalam
oftalmologi, terutama dalam penyakit degenerasi retina.'™ Sari kepustakaan ini

akan membahas mengenai radikal bebas dan antioksidan dalam oftalmologi.

II. Radikal Bebas

Radikal bebas adalah molekul yang memiliki satu atau lebih elektron yang
tidak berpasangan dan merupakan molekul intermediet yang berperan penting
dalam proses alami tubuh. Radikal bebas bersifat sangat tidak stabil sehingga
mudah bereaksi dengan senyawa lain. Molekul ini berusaha menangkap elektron
dari molekul lain untuk mencapai kestabilan sehingga bila tidak terkontrol

terjadilah reaksi berantai yang pada akhirnya dapat mengakibatkan kerusakan

sel >

2.1 Sumber Radikal Bebas
2.1.1 Radikal Bebas Endogen

Pembentukan radikal bebas di dalam tubuh merupakan suatu proses yang
berkelanjutan dan tidak dapat dihindari. Radikal bebas sebagian besar terbentuk

saat metabolisme dan produksi energi berupa ROS (Gambar 2.1). Reactive oxygen



species adalah molekul yang berukuran sangat kecil dan bersifat sangat reaktif
karena memiliki elektron yang tidak berpasangan. Istilah ROS tidak terbatas
hanya mengacu kepada oksigen radikal tetapi juga mengacu kepada oksigen

nonradikal.>”’
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Gambar 2.1 Pembentukan ROS dan peranan enzim sebagai antioksidan
Dikutip dari AAO.*

Tiga jenis ROS yang merupakan oksidan utama yaitu superoksida (O;*),
hidrogen peroksida (H,O,), dan hydroxyl radical (OH®). Superoksida dihasilkan
dengan menambahkan 1 molekul elektron kepada molekul oksigen (Gambar 2.1).
Proses ini dimediasi oleh enzim oksidase di membran dan organel-organel sel,
terutama di mitokondria. Elektron dalam keadaan normal digunakan untuk
mereduksi oksigen menjadi air saat proses transpor elektron di mitokondria, tetapi
sekitar 1-3% dari keseluruhan elektron tersebut mengalami kebocoran dan
terbentuklah superoksida. Superoksida diubah menjadi hidrogen peroksida dengan
bantuan superoksida dismutase.®

Hidrogen peroksida bersifat lebih stabil daripada superoksida. Hidrogen
perosida di dalam sel akan mengalami 3 proses , yaitu 1) dinetralkan oleh katalase
dan glutation peroksidase (Gambar 2.1), 2) membentuk radikal bebas yang lebih
reaktif, yaitu hydroxyl radical melalui reaksi Fenton dengan menggunakan
kofaktor logam zat besi dan tembaga (Gambar 2.2), dan 3) bereaksi dengan CI’
untuk membentuk radikal bebas asam hipoklorat (HOCI) dengan bantuan
myeloperoksidase yang berperan dalam fagositosis (Gambar 2.2).%°

Paparan radiasi ionisasi terhadap suatu organisme dapat memecah ikatan H—O

dalam molekul air dan menghasilkan hydroxyl radical. Hydroxyl radical dapat



bereaksi dengan hampir seluruh molekul suatu organisme sehingga bila hydroxyl
radical terbentuk secara in vivo, hydroxyl radical akan merusak struktur apapun
yang ada di sekitarnya. Efek destruksi hydroxyl radical diinisiasi saat hydroxyl

radical menyerang lipid, protein, dan deoxyribonucleoic acic (DNA).°

Fe** + H,0, »Fe** + OH ™ + -OH
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Gambar 2.2 Reaksi Fenton (atas) dan pembentukan HOCI (bawah)
Dikutip dari Birben E.?

2.1.2 Radikal Bebas Eksogen

Rokok banyak mengandung radikal bebas seperti superoksida dan nitric oxide
(NOe). Paparan ozon dapat menyebabkan peroksidasi lipid dan merangsang
myeloperoksidase sehingga superoksida terbentuk lebih banyak. Radiasi ionisasi
dengan keberadaan oksigen dapat mengubah hydroxyl radical dan superoksida
menjadi hidrogen peroksida. Hidrogen peroksida ini dapat bereaksi dengan logam
seperti zat besi dan tembaga melalui reaksi Fenton dan menghasilkan lebih

banyak hydroxyl radical.®

2.2 Pembentukan Radikal Bebas

Radikal bebas terbentuk melalui 3 langkah, yaitu inisiasi, propagasi, dan
terminasi. Proses awal pembentukan radikal bebas disebut dengan proses inisiasi
sedangkan proses propagasi terjadi saat jumlah total radikal bebas yang ada
mengalami peningkatan. Proses terminasi terjadi saat ada penurunan jumlah
radikal bebas, misalnya saat dua molekul radikal bebas bergabung membentuk

suatu molekul stabil (Gambar 2.3).%

CH + OHe — =Ce +H,0

He + He—H,

Gambar 2.3 Proses inisiasi (atas) dan terminasi (bawah)
Dikutip dari Birben E.®



2.3 Kegunaan Radikal Bebas

Radikal bebas memiliki peranan penting dalam tubuh kita, yaitu dapat mengatur
aliran darah di dalam arteri, merupakan bagian dari sistem imun untuk melawan
infeksi dan benda asing, dan dapat digunakan untuk membunuh sel kanker. Nitric
oxide dibentuk dari asam amino L-arginin oleh sel endotel pembuluh darah,
fagosit, dan sel-sel lainnya. Nitric oxide yang berada di dalam pembuluh darah
berfungsi untuk mengatur tekanan darah, sedangkan nitric oxide yang terdapat di
dalam fagosit berfungsi untuk membunuh parasit.”°

Fagositosis merupakan sistem pertahanan penting, terutama dalam infeksi bakteri.
Sistem fagositosis terdiri dari sistem yang bergantung dengan oksigen dan sistem
yang tidak bergantung kepada oksigen. Sistem yang bergantung kepada oksigen di
antaranya adalah myeloperoksidase (MPO). Setelah fagositosis terjadi, NADPH
oxidase yang ada di membran sel leukosit mengubah oksigen di sekitar jaringan
menjadi superoksida yang selanjutnya akan diubah mejadi hidrogen peroksida
oleh SOD. Hydrogen peroksida bersama-sama dengan enzim lisosom dan klorida
akan diubah menjadi asam hipoklorat yang akan membunuh bakteri. Sisa
peroksida berlebih akan dinetralkan baik oleh katalase maupun glutation

peroksidase.’

2.4 Target Kerusakan Oksidatif di Tingkat Sel

Produksi ROS yang berlebihan akan mengakibatkan ketidakseimbangan antara
sistem antioksidan dan oksidan sehingga timbullah stres oksidatif yang
menyebabkan kerusakan oksidatif sel. Kerusakan sel tersebut terjadi di tingkat
molekul lipid, protein, dan DNA (Gambar 2.4).> °

Hydroxyl radical bereaksi dengan hidrokarbon di membran fosfolipid sel dan
menghasilkan radikal bebas baru. Proses ini akan menginisiasi reaksi berantai
peroksidase lipid dengan metabolit intermediet berupa peroksil (ROO®). Peroksil
akan menyerang kembali membran fosfolipid dan menghasilkan hidroperoksida
lipid dan radikal bebas. Radikal bebas ini kembali akan bereaksi dengan oksigen

untuk menghasilkan peroksil lagi dan lagi sehingga terciptalah reaksi berantai



peroksidasi lipid (Gambar 2.5). Membran fosfolipid tak jenuh sangat rentan

terhadap reaksi peroksidasi lipid.’
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Gambar 2.4 Pembentukan radikal bebas, kerusakan sel oleh radikal bebas, dan

netralisasi radikal bebas
Dikutip dari Kumar V. Abbas KA, Fausto N.'
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Gambar 2.5 Kerusakan oksidatif lipid akibat peroksidasi lipid
Dikutip dari Birben E.?

Reactive oxygen species dapat menyebabkan fragmentasi protein secara
langsung. Senyawa ini juga dapat bereaksi dengan timin di DNA nukleus dan
mitokondria sehingga menyebabkan kerusakan DNA. Kerusakan sel akibat radikal
bebas di tingkat molekul ini menjadi dasar dari patogenesis penyakit yang

diakibatkan oleh kerusakan oksidatif.’



I11. Antioksidan

Tubuh  manusia memiliki  sistem  pertahanan  antioksidan  untuk
menyeimbangkan efek oksidan. Antioksidan adalah suatu substansi yang dapat
menghambat dan melawan oksidasi. Produksi ROS yang berlebihan akan
mengakibatkan ketidakseimbangan antara sistem antioksidan dan oksidan

sehingga timbullah stres oksidatif (Gambar 3.1).>’

1

KESEIMBANGAN
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Gambar 3.1 Keseimbangan sistem antioksidan dan oksidan.
Dikutip dari Kunwar A.’

3.1 Mekanisme Kerja Antioksidan

Sistem pertahanan antioksidan memiliki beberapa mekanisme kerja, yaitu 1)
mempercepat reaksi penetralan radikal bebas oleh enzim, 2) mereduksi radikal
bebas dengan donor elektron, dan 3) mengikat ion logam oksidan dengan protein
pengikat. Antioksidan untuk kepentingan klinis diklasifikasikan menjadi

antioksidan enzim dan nonenzim.® '

3.2 Antioksidan Enzim

Superoksida Dismutase (SOD) adalah enzim mengandung logam yang
berfungsi untuk mempercepat reaksi penetralan O,* menjadi H,O, dan air
(Gambar 3.2). Tiga isoform enzim ini telah ditemukan di dalam tubuh manusia,
yaitu 1) Mn-SOD yang terutama terletak di mitokondria, 2) Cu-Zn SOD yan
terdapat di sitoplasma, nukleus, dan plasma, dan 3) EC (extracellular) SOD yang



banyak terdapat di plasma dan caitan sinovial. Sumber alami SOD didapat dari
kubis, rumput gandum, dan brokoli.""

Katalase (CAT) terdapat di peroksisom dan mengandung hem yang dapat
mengubah H,O, menjadi air dan oksigen. Glutation peroksidase (GSH-Px)
menetralkan H,O, dengan cara mereduksinya. Reaksi reduksi ini bergantung
kepada selenium dan berpasangan dengan reaksi oksidasi glutation tereduksi
(GSH) menjadi glutation teroksidasi (GSSG). Metabolisme glutation merupakan
salah satu sistem antioksidan yang paling efektif di dalam tubuh manusia

(Gambar 2.4).' !

3.2 Antioksidan Nonenzim

Vitamin C, vitamin E, dan beta karoten merupakan jenis antioksidan nonenzim
yang paling banyak dipelajari. Vitamin C (asam askorbat) merupakan antioksidan
pemutus reaksi berantai yang larut dalam air dan dapat melindungi lipid membran
sel dari hydroxyl radical dan peroxyl radical. Kombinasi pemberian vitamin C
dengan vitamin E lebih efektif daripada pemberian vitamin C saja.®

Vitamin E (alfa tokoferol) merupakan antioksidan yang larut dalam lemak.
Antioksidan pemutus reaksi berantai ini merupakan antioksidan utama dalam
sistem pertahanan terhadap oksidasi membran sel dengan cara mendonorkan
elektronnya kepada peroxyl radical yang dihasilkan selama reaksi peroksidasi
lipid. Vitamin E juga dapat merangsang apoptosis sel kanker.® ' !

Beta karoten merupakan jenis karotenoid yang paling banyak dipelajari.
Antioksidan ini bereaksi dengan peroxyl, hydroxyl, dan superoksida. Beta karoten
bekerja efektif dengan tekanan oksigen yang rendah, seperti di dalam jaringan.
GSH merupakan sumber utama antioksidan yang larut dalam air. Rasio
GSH/GSSG sangat menentukan tingkat stres oksidatif. GSH bekerja sebagai
antioksidan dengan beberapa cara, yaitu dengan 1) menetralkan H,O, dan
peroksida lipid melalui GSH-Px, 2) mendonorkan elektronnya kepada H,O, untuk
menghasilkan air dan oksigen, dan 3) mendonorkan elektronnya kepada lipid

membran untuk melindungi membran sel dari peroksidasi lipid.®



IV. Kerusakan Oksidatif Mata

Reactive oxygen species berperan penting dalam patogenesis berbagai penyakit
degeneratif, termasuk salah satu di antaranya yaitu penyakit degeneratif mata.
Mata merupakan satu-satunya organ selain kulit yang terpapar sinar ultraviolet
dalam jangka waktu yang lama. Sinar tersebut dapat merusak mata karena foton
yang diabsorbsi dapat menghasilkan radikal bebas yang merusak protein dan DNA
mata.*

Retina dapat menyerap sebagian kecil cahaya yang masuk, sehingga sangat
rentan terhadap paparan cahaya dalam jangka waktu yang lama. Energi yang
dimiliki oleh sinar ultraviolet dapat memutus ikatan kimia suatu molekul,
sehingga terbentuklah radikal bebas yang dapat menyerang struktur di sekitarnya.
Stres oksidatif akibat paparan kronis sinar ultraviolet dan sumber radikal bebas
lainnya sangat berperan dalam patogenesis age-related macular degeneration

(AMD)."* "

4.1 Kerusakan Oksidatif Retina

Retina sangat rentan terhadap kerusakan oksidatif karena berbagai hal. Segmen
luar sel batang retina rentan terhadap kerusakan oksidatif karena mengandung
asam lemak tak jenuh dalam konsentrasi tinggi berupa asam dokosaheksanoat.
Asam dokosaheksonoat merupakan jenis asam lemak tak jenuh dengan tingkat
kejenuhan paling tinggi. Ikatan ganda di dalam molekul asam lemak tak jenuh
sangat rentan bereaksi dengan ROS sehingga dapat terjadi reaksi berantai
peroksidasi lipid yang akan menghasilkan lebih banyak ROS.* '

Alasan lain retina sangat rentan terhadap kerusakan oksidatif yaitu karena
konsumsi oksigen yang tinggi dan suplai oksigen yang baik di pembuluh darah
retina dan koroid. Segmen dalam sel batang retina juga mengandung banyak
mitokondria Sekitar 1-3% dari elektron yang terbentuk di mitokondria dapat
mengalami kebocoran dan menghasilkan ROS. Retina juga mengandung zat besi
dalam jumlah yang tinggi sehingga dapat menghasilkan banyak radikal bebas

melalui reaksi Fenton.* 1



Sel epitel pigmen retina berfungsi menyerap cahaya berlebih yang masuk ke
dalam retina untuk meningkatkan kualitas bayangan yang akan terbentuk di retina.
Cahaya ini diserap dalam bentuk energi panas oleh granula melanin yang terdapat
di dalam sel epitel pigmen retina sehingga mengakibatkan kenaikan temperatur
kompleks repitel pigmen retina-koroid. Panas tersebut akan dipindahkan melalui
aliran darah di koriokapiler. Sistem pertukaran panas ini sangat rentan terhadap
kerusakan akibat fotooksidasi. Perfusi darah relatif di koriokapiler lebih tinggi
daripada perfusi darah di ginjal, tetapi hanya sebagian kecil oksigen yang
digunakan oleh jaringan sekitarnya. Saturasi oksigen vena koroid masih sangat
tinggi, yaitu sebesar 90%. Kombinasi antara saturasi oksigen vena koroid yang
tinggi dan energi panas yang diserap oleh granula melanin epitel pigmen retina ini
akan merangsang terjadinya fotooksidasi yang sangat hebat dan menghasilkan
ROS dalam jumlah yang sangat banyak (Gambar 4.1).* >

Reactive oxygen species yang dihasilkan oleh sel epitel pigmen retina akibat
proses fotooksidasi menyebabkan segmen luar sel fotoreseptor terpapar oleh ROS
secara konstan sehingga mengalami kerusakan oksidatif. Segmen luar yang rusak
ini harus terus-menerus diganti untuk menjaga keutuhan fungsi sel fotoreseptor.
Segmen luar sel fotoreseptor ini akan mengalami fagositosis oleh sel epitel
pigmen retina. Tingkat fagositosis segmen luar sel fotoreseptor yang tinggi ini
pada akhirnya dapat kembali menghasilkan superoksida dalam jumlah yang
sangat banyak (Gambar 4.2).* ¥

Paparan cahaya dalam jangka waktu lama dapat merangsang proses oksidasi.
Paparan kronis cahaya bersifat fototoksik terhadap retina. Walaupun kornea
menyerap sebagian radiasi ultraviolet, retina orang usia muda terpapar sejumlah
cahaya dengan rentang panjang gelombang 350-400 nm karena lensa orang usia
muda dapat meneruskan cahaya dengan panjang gelombang tersebut. Lensa akan
menguning seiring dengan penuaan dan rentang panjang gelombang cahaya yang

dapat diserap bertambah menjadi 430 nm.*- '
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Gambar 4.1 Penyerapan cahaya oleh sel epitel pigmen retina
Dikutip dari: Strauss O, Helbig H."”

Gambar 4.2 Fagositosis segmen luar sel fotoreseptor retina
Dikutip dari: Marmor MF'®

Selain sinar ultraviolet, sinar biru (panjang gelombang 450-500 nm) juga
berbahaya bagi retina. Fotoreseptor retina sangat rentan terhadap kerusakan
oksidatif oleh sinar biru. Hal ini tejadi karena pembentukan senyawa fototoksik
A2E. A2E merangsang apoptosis DNA sel epitel pigmen retina. Keseluruhan
proses molekular ini diyakini sebagai patogenesis awal AMD. Karotenoid (misal,
lutein dan zeaxhantin) berfungsi sebagai pelindung terhadap sinar biru dan radikal
bebas lainnya di retina. Studi in vitro menunjukkan bahwa vitamin E dan

antioksidan lain dapat menghambat pembentukan A2E.*'*
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Retina memiliki sistem antioksidan enzim dan nonenzim. Selenium-dependent
glutathione peroxidase dan vitamin E ditemukan dalam jumlah yang sangat tinggi
di retina, terutama di epitel pigmen retina. Karotenoid makula seperti lutein dan
zeaxhantin juga banyak terdapat tidak hanya di makula, tetapi juga di retina

perifer (Gambar 4.2). Lutein dan zeaxhantin berfungsi melindungi makula dari
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Gambar 4.2 Distribusi antioksidan di makula (A) dan retina perifer (B)

(kuning: karotenoid, merah: selenium, biru: vitamin E)
Dikutip dari: AAO.*

4.2 Kerusakan Oksidatif dan AMD

AMD merupakan salah satu penyakit degenerasi mata dengan dasar
patogenesis berupa kerusakan oksidatif dan drusen sebagai salah satu temuannya.
Drusen adalah hasil metabolisme sel epitel pigmen retina yang terdeposit di antara
sel epitel pigmen retina dan membran Bruch. Seiring dengan proses penuaan,
metabolit yang terbentuk di sel epitel pigmen retina akan bertambah sehingga
drusen yang terbentuk akan bertambah banyak pula. Drusen terbentuk dari
lipofusin yang terbentuk saat fagositosis segmen luar sel fotoreseptor. Lipofusin

akan keluar dari lisosom menuju sitoplasma sel epitel pigmen retina akibat
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kerusakan oksidatif lipid membran liposom. Granula ini selanjutnya akan keluar
ke ekstraseluler dan akan terdeposit di antara sel epitel pigmen retina dan
membran Bruch.'* '+’

A2E merupakan komponen utama drusen yang dapat dioksidasi oleh singlet
oxygen menjadi epoksida. Mekanisme lain terbentuknya epoksida yaitu melalui
metabolisme retinoid. Epoksida yang terbentuk, baik dari mekanisme fagositosis
sel epitel pigmen retina maupun dari metabolisme retinoid, merupakan radikal
bebas yang dapat berikatan dengan DNA sel epitel pigmen dan menyebabkan
fragmentasi DNA. Sel fotoreseptor yang membentuk kompleks dengan epitel
pigmen retina tersebut akan mati karena kerusakan sel epitel pigmen retina

bersifat ireversibel. Hal inilah yang mendasari patogenesis terjadinya AMD. > 17

V. Simpulan

Radikal bebas adalah molekul yang memiliki satu atau lebih elektron yang
tidak berpasangan dan merupakan molekul intermediet yang berperan penting
dalam proses alami tubuh. Molekul ini berusaha menangkap elektron dari molekul
lain untuk mencapai kestabilan sehingga bila tidak terkontrol terjadilah reaksi
berantai yang pada akhirnya dapat mengakibatkan kerusakan sel. Reactive oxygen
species merupakan radikal bebas endogen yang banyak dihasilkan tubuh. Tiga
jenis ROS yang merupakan oksidan utama yaitu superoksida (O,*®), hidrogen
peroksida (H,0,), dan Aydroxyl radical (OH®).

Produksi ROS yang berlebihan akan mengakibatkan ketidakseimbangan antara
sistem antioksidan dan oksidan sehingga timbullah stres oksidatif yang
menyebabkan kerusakan oksidatif sel. Kerusakan sel tersebut terjadi di tingkat
molekul lipid, protein, dan DNA. Sistem pertahanan antioksidan yang adekuat
diperlukan untuk mengoptimalkan fungsi normal radikal bebas di dalam tubuh
dan mengurangi kerusakan oksidatif yang timbul. Reactive oxygen species
terbukti terlibat dalam berbagai proses patologis seperti kanker, inflamasi, dan
degenerasi. Kerusakan oksidatif juga berperan penting dalam penyakit degenerasi

retina, terutama AMD. Pengetahuan mengenai radikal bebas dan antioksidan
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dalam oftalmologi dapat bermanfaat dalam menentukan patogenesis dan

penatalaksanaan kerusakan oksidatif mata.
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