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Stress Oksidatif pada Autisme

Ruslan*, Eko Suhartono**

Latar belakang: autisme merupakan gangguan perkembangan berat dalam hal
berkomunikasi, interaksi sosial, dan perilaku yang tampak sebelum anak berusia 3 tahun.
Gangguan perkembangan ini dihubungkan dengan faktor psikologi, kelainan
neurobiologi, genetik, gangguan metabolik, pencernaan, keracunan logam berat dan
biokimia.

Tujuan: mengetahui kelainan biokimia yaitu senyawa oksigen reaktif (SOR) dan nitrogen
oksida (NO) pada autisme. Peningkatan SOR dan NO diduga menyebabkan stres
oksidatif yang berperan dalam neuropatologi pada autisme.

Metoda: penelitian terhadap 39 anak autisme sebagai kelompok risiko dan 10 anak
normal sebagai kontrol, melalui studi observasional analitik dengan metode cross-
sectional. Akumulasi SOR ditentukan dengan mengukur aktivitas katalase dan kadar
senyawa karbonil secara spektrofotometrik. Aktivitas NO ditentukan secara tidak
langsung, yakni mengukur kadar methemoglobin dalam plasma.

Hasil: rerata aktifitas katalase pada autisme 0,0061+0,0013 s, sedangkan kontrol adalah
0,0086+0,0042 s'. Rerata hasil pengukuran methemoglobin pada autisme adalah
30,38+15,44% sedangkan kelompok kontrol 21,73+9,66%. Kadar senyawa karbonil
pada autisme adalah 0,411+337693 iM ml"'/gr dan kontrol 0,424+265861 iM ml/gr.
Uji-t untuk dua rata-rata pada a=5% menyimpulkan aktivitas katalase dan kadar
methemoglobin berbeda secara bermakna dibandingkan kontrol (P<0,05), sedangkan
kadar senyawa karbonil kelompok risiko dan kontrol tidak berbeda (P>0,05)
Kesimpulan: aktivitas katalase pada anak autisme lebih rendah dan kadar methemoglobin
lebih tinggi secara bermakna dibandingkan anak normal. Meskipun demikian, keadaan
tersebut belum sampai mempengaruhi kerusakan oksidatif protein. Perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut untuk mengetahui aktivitas antioksidan endogen lainnya seperti
superoksida dismutase dan glutation peroksidase serta apakah kadar senyawa antioksidan
berhubungan dengan derajat gejala klinis anak autisme.

Kata kunci: autisme, senyawa oksigen reaktif (SOR), nitrogen oksid (NO), aktifitas
katalase, kadar methemoglobin, senyawa karbonil.
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nurut DSM 1V (Diagnostic and Statistic
Manual) American Psychiatric Association,
autisme merupakan gangguan perkem-
bangan yang kompleks dan berat. Gangguan per-
kembangan ini selanjutnya dapat mempengaruhi cara
berkomunikasi, interaksi sosial, dan perilaku pada anak
autisme."” Gejala autisme ini, sering muncul sebelum
anak berusia 3 tahun. Sejauh ini, penyebab autisme
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belum dapat dipastikan, namun beberapa teori
mengaitkan autisme dengan kelainan genetik, saluran
cerna, metabolik, imunologik, keracunan logam berat,
neurobiologi, dan biokimia.>” Salah satu penyebab
kelainan biokimia, yaitu peningkatan senyawa oksigen
reaktif (SOR) dan nitrit oksida (NO) diduga terlibat
dalam patofisiologi autisme.*’

Senyawa oksigen reaktif (SOR) adalah metabolit
oksigen utama yang dihasilkan melalui reduksi satu
elektron oksigen dari hasil metabolisme dan reaksi
kimia dalam tubuh.” Senyawa oksigen reaktif (SOR)
mencakup radikal anion superoksida (O, dan radikal
hidroksil (OH). Selain itu, terdapat turunan O, yang
bukan radikal yaitu hidrogen peroksida (H,0,) dan
singlet oksigen (O,).*’

Hampir semua SOR bersifat reaktif. Reaktifitas
SOR tersebut dapat menyebabkan kerusakan strukrur
molekul penyusun membran sel. Senyawa SOR dengan
lipid akan menyebabkan peroksidasi lipid, yang
menghasilkan malondialdehid (MDA) dan 4-
hidroksialkenal yang bersifat toksik. Selain itu SOR
juga dapat mengoksidasi struktur protein dan
membentuk senyawa karbonil."” Untuk menghambat
kerusakan tersebut, tubuh mempunyai sistem
pertahanan antioksidan endogen berupa enzim dan
molekul dengan bobot rendah. Contoh antioksidan
berupa enzim, yaitu katalase, glutation peroksidase,
dan superoksida dismutase. Bentuk lain adalah
antioksidan bobot molekul rendah misalnya bilirubin,
asam urat, laktoferin, dan lain-lain.°

Selain SOR, senyawa nitrogen reaktif (SNR) juga
dapat menyebabkan stress oksidatif, misalnya nitrit
oksid (NO). Nitrit oksid disintesis dari asam amino
arginin melalui nitrogen oksida sintase (NOS). Nitrit
oksid merupakan senyawa kimia berfungsi sebagai
neurotransmiter dan mempengaruhi proses per-
kembangan dalam sistem saraf pusat. Senyawa ini
membantu pembentukan dopamin dan noradrenalin
serta mengatur emosi dan belajar. Penurunan senyawa
ini memicu peningkatan peroksinitrit yang terlibat
dalam neuropatologi pada autisme. Disisi lain, NO
juga mampu mengoksidasi Fe* hemoglobin eritrosit
menjadi Fe*** sehingga terbentuk methemoglobin.
Methemoglobin tidak mempunyai kemampuan
mengikat oksigen dan peningkatan methemoglobin
akan mengganggu transportasi oksigen menuju
jaringan''. Aktifitas NO diukur secara tidak langsung
melalui methemoglobin.®”

Beberapa penelitian mengungkapkan bahwa pada
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autisme terjadi peningkatan peroksidasi lipid dan
penurunan seruloplasmin dan transferin.* Penelitian lain
juga mengungkapkan bahwa pada autisme telah terjadi
stres oksidatif yang dapat mempengaruhi membran
eritrosis.® Di Indonesia, penelitian autisme yang
berkaitan dengan status oksidatif, jarang dilakukan. Oleh
karena itu, pada penelitian ini dikaji status oksidatif pada
autisme dengan menggunakan aktivitas katalase, kadar
methemoglobin dan karbonil sebagai parameter. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat menjadi pijakan dalam
membantu terapi autisme.

Bahan dan cara

Penelitian ini merupakan penelitian observational
analitik yang dilakukan secara cross sectional. Sebanyak
39 pasien autisme yang berobat di Pusat Terapi Anak
Manis Banjarmasin menjadi subyek penelitian,
sedangkan sebagai kontrol adalah anak normal sebanyak
10 orang di Taman Sosialisasi Anak Bustanul Mamur
Banjarmasin. Penelitian dilakukan pada tahun 2003-
2004 di Bagian Ilmu Kesehatan Anak Fakultas
Kedokteran Universitas Lambung Mangkurat. Semua
anak autisme dan kontrol telah didiagnosis oleh spesialis
anak dan psikiater melalui riwayat perkembangan
perilaku dan pemeriksaan klinis, serta menampakan
gejala sesuai DSM-IV. Stres oksidatif diukur dengan
menggunakan parameter aktivitas katalase, kadar
methemoglobin, dan kadar senyawa karbonil.

Pemeriksaan enzim katalase *?

Disiapkan dua tabung untuk larutan blanko dan
larutan uji. Pada tabung blanko dimasukkan 1 ml
hemolisat dan 0,5 ml dapar fosfat. Pada tabung uji
dimasukkan 1 ml hemolisat dan 0,5 ml H,O,.
Dilakukan pengukuran serapan larutan blangko dan
larutan uji pada 1=240 nm." Kedua serapan yang
terukur adalah serapan pada t=0 detik. Setelah 30 detik
diukur kembali larutan blangko dan larutan uji.
Serapan yang terukur disebut serapan pada t=30 detik.
Aktivitas katalase ditunjukkan oleh konstanta
kecepatan reaksi (k) orde satu, yakni:

Abs saat t=0 1
k =1In p'e
Abs saat t=30 -t

dengan k dalam dt”
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Pemeriksaan methemogobin *3

Dicampurkan 0,2 ml darah, 4 ml buffer fosfat pH=6,8
dan 6 ml detergen non ionik. Selanjutnya, campuran
dibagi ke dalam 2 tabung, yakni tabung A dan B.
Tabung A dibedakan menjadi 2, yakni tabung uji dan
blangko. Tabung A uji serapannya diukur pada 1=630
nm (D1) dan kemudian ditambahkan 1 tetes KCN
kemudian diukur serapannya 1=630 nm (D2). Tabung
B uji berisi K;[Fe(CN) ] dan diukur serapan 1=630
nm (D3) kemudian ditambahkan 1 tetes KCN dan
diukur serapannya 1=630 nm (D4).

Perhitungan kadar methemoglobin:
(D1-D2)
Meth-Hb = x 100%

(D3-D4)

Pemeriksaan kadar senyawa karbonil

Metoda pengukuran yang digunakan adalah metode
DNPH (dinitro phenilhidrazin) yang dimodifikasi.'*
Dari tiap larutan uji diambil sebanyak 0,5 ml larutan.
Kemudian setiap 0,5 ml larutan tersebut dibagi lagi
menjadi 2 tabung dengan volume masing-masing 0,25
ml. Tabung pertama adalah sampel (A) dan tabung
kedua adalah blanko (B), sehingga akhirnya akan
tersedia 8 tabung. Selanjutnya ke dalam setiap sampel
(tabung A) ditambahkan DNPH sebanyak 1 ml, dan
ke dalam blanko (tabung B) ditambahkan 1 ml HCI
2,5 M. Kemudian larutan-larutan tersebut diinkubasi
selama 45 menit pada suhu ruang dan terlindung dari
cahaya, dan dikocok dengan worzex tiap 15 menit.
Tahap selanjutnya menambahkan 1 ml TCA (asam
trikloroasetar) 20% ke dalam masing-masing tabung
(A dan B), lalu diinkubasi di dalam es selama 5 menit.
Sentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 1400
rpm, dan membuang supernatannya. Setelah itu
dilakukan pencucian dengan menambahkan 1 ml
etanol-etil asetat ke dalam setiap tabung, sentrifugasi
selama 5 menit pada kecepatan 1400 rpm, lalu

Tabel 2. Parameter stres oksidatif

membuang supernatannya. Pencucian diulangi
sebanyak 3 kali. Tahap akhir dari pengukuran senyawa
karbonil ini adalah dengan menambahkan 1 ml urea
9 M, dan menginkubasi larutan pada suhu 37°C selama
10 menit sambil dikocok. Setelah itu larutan
disentrifugasi dengan kecepatan 1400 rpm selama 5
menit. Selanjutnya warna yang dihasilkan diukur
serapannya pada panjang gelombang 390 nm.
Kerusakan protein dihitung dengan menggunakan
persamaan C= A/(eb)

dengan keterangan A= absorbansi, e= koefisien
ekstingsi 22000 mM cm™, dan b= 1 cm. Data yang
diperoleh, kemudian dianalisis dengan uji student t
dengan nilai kemaknaan p< 0,05 menggunakan
program SPSS for windows versi 10.

Hasil

Parameter stres oksidatif akibat autisme dapat dilihat
pada Tabel 1, 39 anak autisme terdiri dari tujuh anak
laki-laki dan 32 anak perempuan, rerata usia 3,8 bulan.
Kelompok kontrol terdiri dari tiga anak laki-laki dan
tujuh anak perempuan, rerata usia 3,8 bulan pada anak

laki-laki dan 3,6 pada anak perempuan.

Tabel 1. Karakteristik subyek

Karakteristik Autisme Kontrol
Jumlah subyek (n) 39 10
Laki-laki/perempuan 7132 317
Rerata Usia (tahun) 3,8 3,6

Tabel 2 memperlihatkan rerata aktifitas katalase
pada autisme 0,0061+0,0013 s, sedangkan kontrol
adalah 0,0086+0,0042 s'. Rerata hasil pengukuran
methemoglobin pada autisme adalah 30,38+15,44%
sedangkan kelompok kontrol 21,73+9,66%. Kadar
senyawa karbonil pada autisme adalah 0,411+337693
iM ml"/gr dan kontrol 0,424+265861 IM ml/gr. Uji-
t untuk dua rata-rata pada a=5% menyimpulkan
aktivitas katalase dan kadar methemoglobin berbeda
secara bermakna dibandingkan kontrol (P<0,05),

Parameter Autisme Kontrol p

Aktivitas katalase (102 s™) 6,2 +1,3 8,7 +4,2 p < 0,05
Methemoglobin (%) 30,4 + 5,4 21,7 £9,6 p<0,05
Kadar karbonil iM ml"/gr) 0,4 + 0,1 0,4 + 0,1 p>0,05
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sedangkan kadar senyawa karbonil kelompok risiko

dan kontrol tidak berbeda (P>0,05)

Pembahasan

Katalase tergolong kelas enzim oksidoreduktase, yaitu
kelas enzim yang mengkatalisis reaksi oksidasi reduksi.
Katalase berperan dalam pemecahan senyawa H,O,
menjadi H,O dan O,. Katalase banyak ditemukan pada
sel darah merah, sitoplasma, mitokondria, dan
peroksisom berbagai sel. Katalase merupakan enzim
homotetramer yang menggunakan Fe sebagai kofaktor.
Enzim ini disandi oleh gen pada kromosom 11. Apabila
terjadi mutasi pada gen ini, akan terjadi akatalasemia.
Pasien akatalasemia menunjukkan aktivitas katalase
yang rendah pada sel darah merah dan berbagai
jaringan namun kelihatan dapat hidup normal.'®"”
Pada penelitian ini akivitas katalase anak autisme
lebih rendah dari normal secara bermakna. Aktivitas
katalase yang rendah menunjukkan adanya pe-
numpukan H O, (sebagai SOR), yang berakibat pada
oksidasi gugus —SH dari protein dan peroksidasi lipid
pada membran sel.'®"” Kemampuan H O, dalam
oksidasi biomolekul disebabkan oleh sifat yang
dimilikinya, yakni larut dalam molekul lemak dan
mampu menembus membran.” Kemampuan tersebut
menyebabkan H O, bereaksi pada jarak yang cukup
jauh dari tempat pembentukannya,* sehingga
potensial menimbulkan kerusakan pada susunan saraf
pusat. Selain itu, mielin sel saraf kaya asam lemak tak
jenuh sehingga peka terhadap kerusakan oksidatif.*!
Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Sogut,
yakni kadar GSH-Px (Glutathion Peroksidase) plasma
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lebih tinggi, yang mengindikasikan kadar H O, di
dalam sel darah merah meningkat.”

Selain akivitas katalase, kadar NO pada autisme
ditemukan lebih tinggi daripada anak normal yang
ditandai oleh lebih tingginya kadar methemoglobin
pada autisme. Nitrit oksid (NO) disintesis dari asam
amino arginin dengan enzim nitric oxide synthase
sebagai katalisator. Gugus thiol (-SH) enzim adalah
target penyerangan NO.%’

Toksisitas senyawa NO diketahui jika bereaksi
dengan O, yang membentuk peroksinitirt. Peroksi-
nitrit menyebabkan peroksida lipid, nitrosilasi
beberapa molekul dan inaktivasi sodium channel.
Hasil penelitian menunjukkan peningkatan kadar
peroksinitrit melalui peningkatan methemoglobin
pada autisme dibandingkan kontrol. Peningkatan
kadar NO dapat menyebabkan neurodestruketif,
sehingga NO diduga berperan dalam patogenesis
terjadinya autisme. Hasil penelitian ini sesuai dengan
hasil penelitian Zoroglu dan Sogut, yang menyim-
pulkan terjadi peningkatan bermakna kadar NO
pada autisme.®”

Aktivitas katalase yang lebih rendah dan kadar
methemogobin yang lebih tinggi belum menyebabkan
kerusakan oksidatif pada protein yang ditandai dengan
rendahnya kadar karbonil sebagai indikator kerusakan
protein. Hal ini diduga adanya kemampuan sinergis
dari antioksidan yang berasal dari dalam maupun luar
tubuh. Meskipun demikian, penelitian Sogut
menyimpulkan adanya kerusakan oksidatif pada kasus
autisme, berupa peningkatan peroksidasi lipid.”

Hasil penelitian menyimpulkan bahwa terdapat
perbedaan bermakna antara aktivitas katalase dan kadar
methemoglobin pada autisme dan tidak ada perbedaan

Gambear 1. Parameter stres oksidatif pada autisme.
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kadar senyawa karbonil dalam darah autisme dan anak
normal. Oleh karena itu, untuk mencegah kerusakan
lebih lanjut perlu dipertimbangkan pemberian
antioksidan eksogen pada anak autisme.

Kesimpulan

Kesimpulan penelitian ini adalah aktivitas katalase pada
anak autisme lebih rendah sedangkan kadar methemo-
globin lebih tinggi secara bermakna daripada anak
normal. Meskipun demikian, keadaan tersebut belum
sampai mempengaruhi kerusakan oksidatif protein.
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
mengetahui aktivitas antioksidan endogen lainnya
seperti superoksida dismutase dan glutation peroksi-
dase dan untuk mengetahui apakah kadar senyawa anti
oksidan berhubungan dengan berat ringannya anak
autisme secara klinis.
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