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ABSTRAK

Suplementasi calcitriol pada tikus ovariohisterektomi menurunkan retensi kalsium. Penelitian ini
dilakukan untuk mengkaji respons tulang femur tikus ovariohisterektomi yang mengkonsumsi kasein
dan suplementasi calcitriol selama 30 minggu. Sebanyak 20 ekor tikus Wistar betina umur delapan
minggu, dibagi empat kelompok yaitu : tidak diovariohisterektomi tanpa suplementasi calcitriol (N) dan
tidak diovariohisterektomi diberi suplementasi calcitriol (ND), ovariohisterektomi tanpa suplementasi
calcitriol (O), dan ovariohisterektomi diberi suplementasi calcitriol (OD), masing-masing lima tikus. Tiga
puluh minggu pascaoperasi, tikus dietanasi, tulang femur kiri diambil untuk pemeriksaan histopatologi
dan immunohistokimia. Gambaran immunohistokimia metafisis tulang femur distalis tikus O dan OD
terlihat sedikit tartrate resistant alkaline phosphatase 5b (TRAP5D) positip berwarna coklat pada trabekula
tulang dalam rongga sumsum tulang dan pada permukaan spikulum trabekula tulang. Gambaran
histopatologi rongga sumsum tulang dan spikulum trabekula di bagian metafisis tulang femur distalis
pada tikus ND dan N terlihat normal, sedangkan pada tikus O dan OD terlihat pelebaran rongga sumsum
tulang dan dominasi jaringan adiposit dalam rongga sumsum tulang, dan penurunan jumlah spikulum
trabekula. Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan bahwa tulang femur tikus ovariohisterektomi yang
mengkonsumsi kasein dan atau kasein dengan suplementasi calcitriol 8 ng/hari selama 30 minggu
menunjukkan ketidakseimbangan antara resorpsi tulang dengan pembentukan tulang yang ditandai
dominasi resorpsi tulang.

Kata-kata kunci : calcitriol, tulang femur, ovariohisterektomi

ABSTRACT

Calcitriol supplementation in ovariohisterectomized rat was known to decreased calcium retention.
The objective of the research was to study the response of femur bone to calcitriol supplementation for 30
weeks in ovariohisterectomized rats consuming casein. Twenty female Wistar rats at 8 weeks of age were
randomly divided into four groups (unovariohisterectomy without calcitriol supplementation (N),
unovariohisterectomy with calcitriol supplementation (ND), ovariohisterectomy without calcitriol
supplementation (O) and ovariohisterectomy with calcitriol supplementation (OD) of five each. Thirty
weeks after surgery, femur was taken for histopathological and immunohistochemistry examination.
Immunohistochemistry of distal femur metaphysis in group O and OD were revealed decreasing tartrate
resistant alkaline phosphatase 5b (TRAP5D) in trabecular bone, which was located in bone marrow space,
and also in trabecular speculum surface. Histopathological analysis of distal femur metaphysis in group
N and ND were showed normal structure, meanwhile, distal femur metaphysis in group O and OD were
shown some abonormalities, such as increased of bone marrow space, domination of adipocytes in the bone
marrow, and decreased of trabecular bone speculum in metaphysis. Based on the results, it was concluded
that femur bone of ovariohisterectomized rats fed casein with and without calcitriol 8ng/day
supplementation for 30 weeks were showed unbalanced between resorption and formation of bone which
was domination by bone resorption.
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PENDAHULUAN

Tulang sebagai tempat penyimpanan
mayoritas kalsium (Ca) tubuh berperan
mempertahankan Ca darah dalam kisaran
normal melalui keseimbangan antara resorpsi
dan pembentukan tulang selama proses
remodeling tulang (Hoenderop, 2005; Nakamura
et al., 2003; Hoenderop et al., 2002). Estrogen
berperan menekan remodeling tulang (Mano-
lagas et al., 2002) dengan menekan resorpsi
tulang, menurunkan pembentukan, aktivitas,
dan umur osteoklas (Teitelbaum, 2000; Hughes
et al., 1996), dan meningkatkan pembentukan
tulang dengan meningkatkan pembentukan
osteoblas, diferensiasi, proliferasi, dan fungsi
osteoblas, meskipun bervariasi tergantung pada
hewan model (Qu et al., 1998). Penurunan
hormon estrogen pada masa menopause sering
dikaitkan dengan meningkatnya resorpsi tulang,
turunnya densitas tulang, dan risiko tinggi
terjadi patah tulang (Stone et al., 1998;
Slemenda et al., 1996; Rae et al., 1991).

Terapi sulih hormon dengan estradiol dapat
menghambat reabsorpsi tulang, meningkatkan
densitas tulang, dan menurunkan risiko patah
tulang (Anderson et al., 2004; Rossouw et al.,
2002), namun mempunyai risiko tinggi terjadi
stroke, emboli paru, kanker payudara, dan
kanker rahim (Rossouw et al., 2002; Rodan dan
Martin, 2000; Beresford et al., 1997; Berkvist
dan Persson, 1996; Colditz et al., 1995).
Pemberian suplemen 1,25-dihidroksivitamin D,
mening-katkan 1,25-dihidroksivitamin D,
plasma (Vieth et al., 2000; Wood et al., 1998),
memicu pemben-tukan tulang oleh osteoblas
(Zhou et al., 2006). Hartiningsih et al., (2012)
melaporkan bahwa tikus ovariohisterektomi
yvang mengkonsumsi teri tawar dan
suplementasi calcitriol selama 30 minggu
meningkatkan retensi Ca, menu-runkan
aktivitas osteoklas dan mencegah osteoporosis.
Holick (2004) melaporkan bahwa untuk
mencukupi kebutuhan vitamin D pada individu
yang mendapatkan paparan matahari terbatas,
dianjurkan mengkonsumsi kasein, namun
dilaporkan Hartiningsih et al., (2012) bahwa
suplementasi calcitriol selama 30 minggu pada
tikus ovariohisterektomi yang mengkon-sumsi
kasein menurunkan retensi Ca. Menurut Wood
(2000) retensi Ca merefleksikan keseim-bangan
antara pembentukan dan resorpsi tulang selama
remodeling tulang. Penelitian ini dilakukan
bertujuan untuk mengkaji respons tulang tikus
ovariohisterektomi yang mengkon-sumsi kasein
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dan suplementasi calcitriol selama 30 minggu
melalui perubahan aktivitas sel resorpsi tulang
oleh osteoklas dan pembentukan tulang oleh
osteoblas secara histopatologi dan immuno-
histokimia pada tulang femur.

METODE PENELITIAN

Sebanyak 20 ekor tikus putih Wistar betina
umur delapan minggu, bobot badan 125-135
gram dan diberi pakan standar yang
mempunyai kandungan protein 20%, Ca 0,6%,
fosfor (P) 0,4% digunakan dalam penelitian ini.
Komposisi pakan (g/100 g pakan) standar yang
diberikan selama perlakuan berasal dari 75%
jagung, 15% kasein, 1,0% CaCO, dan 0,7%
CaH,PO,, 3,0% molase, 0,3% minyak sayur, 5%
vitamin dan mineral. Tikus ditempatkan dalam
kandang individu (panjang kandang 23,5 cm,
lebar 15 c¢cm, dan tinggi 13 cm) dengan suhu
ruang berkisar 22-25°C, diberi pakan standar
dan air minum berupa air suling/aquabidestilata
secara ad libitum. Tikus dibagi menjadi empat
kelompok perlakuan, yaitu kelompok tidak
diovariohisterektomi diberi pakan standar tanpa
suplementasi calcitriol (N) dan dengan suple-
mentasi calcitriol 8 ng/hari/tikus secara oral/
dicekok (ND), kelompok ovariohisterektomi
diberi pakan standar tanpa suplementasi
calcitriol (O) dan dengan suplementasi calcitriol
8 ng/hari/tikus secara oral/dicekok (OD) masing-
masing lima tikus. Lima minggu pasca adaptasi
pakan, semua tikus dilakukan operasi
laparotomi dengan membuat sayatan pada linea
alba mulai dari umbilikus ke arah kaudal, pada
tikus kelompok ovariohisterektomi dilanjutkan
dengan pengambilan uterus dan ovarium sesuai
metode yang digambarkan Wanfort dan
Flecknell (1992). Hal yang sama dilakukan pada
tikus tidak ovariohisterektomi meskipun tidak
dilakukan pengambilan uterus dan ovarium
(operasi semu). Anestetik yang digunakan terdiri
dari campuran ketamin 10% dosis 50 mg/kg
bobot badan dan xylazine 2% dosis 5 mg/kg bobot
badan yang diinjeksikan secara intramuskuler.

Satu hari pascaoperasi, dilakukan
pencekokan calcitriol selama 30 minggu. Pada
akhir perlakuan, tikus dietanasi, tulang femur
kiri diambil dan difiksasi dalam formalin 10%
untuk pemeriksaan histopatologi dan analisis
tartrate resistant alkaline phosphatase 5b
(TRAP5b) dengan metode immunohistokimia
streptavidin biotin. Gambaran histopatologi dan
immunohistokimia TRAP5b pada tulang femur
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dianalisis secara diskriptif.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Gambaran immunohistokimia trabekula
tulang dalam rongga sumsum tulang dan
permukaan spikulum trabekula bagian metafisis
tulang femur distalis dengan antibodi
monoklonal anti TRAP5b pada tikus N (Gambar
1) dan tikus ND (Gambar 2) terlihat ekspresi
TRAPSD positif berwarna coklat. Penggunaan
TRAP5Db sebagai petanda resorpsi tulang adalah
sesuai dengan laporan beberapa peneliti bahwa
osteoklas selama meresorpsi tulang mensekre-
sikan TRAP5b (Halleen et al., 2000; Vaananen
et al., 2000; Alatalo et al., 2000; Janckila et al.,
2001). Ljusberg et al., (1999) melaporkan bahwa
TRAPS5D berperan dalam resorpsi tulang baik
secara intraseluler maupun ekstraseluler.
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Menurut Reinholt et al., (1990) peran
ekstraseluler TRAP5b selama resorpsi tulang
ditunjukkan oleh akumulasinya di dalam
matriks tulang yang berbatasan dengan ruffled
border osteoklas yang meresorpsi tulang,
sedangkan menurut Halleen et al., (1999a) peran
intraseluler TRAP5b selama resorpsi tulang
ditunjukkan dari keberadaannya dan aktivitas-
nya di dalam vesikel transitotik.

Gambaran histopatologi metafisis tulang
femur distalis tikus N (Gambar 1) dan tikus ND
(Gambar 2) secara diskriptif tidak terlihat
perbedaan, luas rongga sumsum tulang di
antara spikulum trabekula terlihat normal,
rongga sumsum tulang didominasi jaringan
hematopoietik, tebal dan jumlah spikulum
trabekula juga terlihat normal, tetapi secara
kuantitatif tidak dilakukan pengukuran

Gambar 1.

Histopatologi metafisis tulang femur distalis tikus tidak diovariohisterektomi tanpa

suplementasi calcitriol (N1) terlihat rongga sumsum tulang normal dan dominasi jaringan
hematopoietik dalam rongga sumsum tulang (RS), jumlah spikulum trabekula normal (Sp)

(Hematoksilin- eosin, 100x.).

Bagian metafisis tulang femur distalis tikus tidak diovariohisterektomi tanpa suplementasi
calcitriol (N2) diberi antibodi monoklonal anti tartrate resistant alkaline phosphatase 5b
(TRAP5D) terlihat TRAP5b positif berwarna coklat pada trabekula tulang dalam rongga
sumsum tulang (A) dan permukaan spikulum trabekula (B) (N2a=Streptavidin-biotin, 100x.;
N2b=Streptavidin-biotin, 250x.; dan N2c=Streptavidin -biotin,1000x.).
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Gambar 2.

Histopatologi metafisis tulang femur distalis tikus tidak diovariohisterektomi yang

diberi suplementasi calcitriol (ND1) terlihat rongga sumsum tulang normal dan
dominasi jaringan hematopoietik dalam rongga sumsum tulang (RS), jumlah spikulum
trabekula normal (Sp) (Hematoksili-eosin, 100x.).

Bagian metafisis tulang femur distalis tikus tidak diovariohisterektomi diberi antibodi
monoklonal anti tartrate resistant alkaline phosphatase 5b (TRAP5b) (ND2) terlihat
TRAPS5D positif berwarna coklat pada trabekula tulang dalam rongga sumsum tulang
(A) dan permukaan spikulum trabekula (B) (ND2a=Streptavidin-biotin, 100x.; ND2b=
Streptavidin-biotin, 250x.; dan ND2c=Streptavidin-biotin,1000x).

terhadap spikulum trabekula karena tidak
tersedianya alat ukur spikulum trabekula.
Penggunaan spikulum trabekula sebagai
penanda keberadaan osteoblas adalah sesuai
laporan Shiraishi et al., (2000) bahwa rekruit-
men, diferensiasi osteoblas, dan pembentukan
tulang oleh osteoblas ditandai dengan tebal
spikulum trabekula. Chavassieux et al., (2007),
Martin dan Sims (2005), dan juga Notelovitz
(1997) melaporkan bahwa tulang sebagai
jaringan dinamis, secara konstan selalu
mengganti dan memperbarui dirinya sendiri
melalul proses remodeling, suatu proses
keseimbangan antara resorpsi tulang oleh
osteoklas dan pembentukan tulang baru oleh
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osteoblas. Hasil pemeriksaan immunohistokimia
dan histopatologi pada bagian metafisis tulang
femur distalis tikus N dan ND menunjukkan
proses remodeling tulang berlangsung normal,
terjadi keseimbangan antara resorpsi tulang
oleh osteoklas dan pembentukan tulang baru
oleh osteoblas. Sesuai laporan Chavassieux et
al., (2007), Martin dan Sims (2005), dan
Notelovitz (1997), hal tersebut memberi
gambaran tidak ada perbedaan aktivitas pada
tulang sebagai organ yang terlibat dalam sistem
homeostasis Ca. Hartiningsih et al., (2012)
melaporkan bahwa tikus normal yang diberi diet
kasein dan suplementasi calcitriol selama 30
minggu mengkonsumsi Ca, dan mengekskresi
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Ca feses dan urin cenderung lebih tinggi namun
tidak berbeda signifikan dengan tikus normal
tanpa diberi suplementasi calcitriol yang
memberi gambaran tidak ada perubahan
aktivitas pada organ yang terlibat dalam sistem
homeostasis Ca.

Gambaran histopatologi metafisis tulang
femur distalis tikus O (Gambar 3) dan tikus OD
(Gambar 4) terlihat pelebaran rongga sumsum
tulang, dominasi jaringan adiposit dalam rongga
sumsum tulang, dan penurunan tebal dan
jumlah spikulum trabekula yang memberi
gambaran terjadi peningkatan resorpsi tulang
selama proses remodeling pada tulang sebagai
organ yang berperan dalam sistem homeostasis
Ca.

Hartiningsih et al., (2012) melaporkan
bahwa tikus ovariohisterektomi tanpa
suplementasi calcitriol maupun yang diberi
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suplementasi calcitriol selama 30 minggu
menyebabkan rendahnya konsumsi Ca, dan
ekskresi Ca feses rendah yang memberi
gambaran meningkatnya hormon paratiroid.
Pasch et al., (2008) melaporkan bahwa diet
rendah Ca menurunkan Ca darah, mening-
katkan hormon paratiroid sebagai respons
fisiologi untuk mempertahankan Ca dalam
kisaran normal. Fitzpatrick dan Bilezikian
(1999), dan Buckwalter et al., (1996) melaporkan
bahwa untuk mengendalikan homeostasis Ca,
hormon paratiroid bekerja langsung pada tulang
dengan memacu resorpsi tulang dan
meningkatkan pembebasan Ca dari tulang.
Pelebaran rongga sumsum tulang tikus O dan
OD diduga akibat mempunyai hormon
paratiroid tinggi.

Selain akibat meningkatnya hormon
paratiroid, pelebaran rongga sumsum tulang

Gambar 3. Histopatologi metafisis tulang femur distalis tikus ovariohisterektomi tanpa
suplementasi calcitriol (O1) terlihat pelebaran rongga sumsum tulang normal dan
dominasi jaringan adiposit dalam rongga sumsum tulang (RS), jumlah spikulum
trabekula menurun (Sp) (Hematoksilin-eosin, 100x.).

Bagian metafisis tulang femur distalis tikus ovariohisterektomi tanpa suplementasi
calcitriol diberi antibodi monoklonal anti tartrate resistant alkaline phosphatase 5b
(TRAP5D) (02) terlihat TRAPSD positif berwarna coklat pada trabekula tulang dalam
rongga sumsum tulang (A) (O2a=Streptavidin-biotin, 100x.; O2b= Streptavidin-biotin,
250x.; dan O2¢ = Streptavidin-biotin, 1000x.).
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Gambar 4. Histopatologi metafisis tulang femur distalis tikus ovariohisterektomi yang diberi
suplementasi calcitriol (OD1) terlihat pelebaran rongga sumsum tulang dan dominasi
jaringan adiposit dalam rongga sumsum tulang (RS), jumlah spikulum trabekula
menurun (Sp) (Hematoksilin-eosin, 100x.).

Bagian metafisis tulang femur distalis tikus ovariohisterektomi dan suplementasi
calcitriol diberi antibodi monoklonal anti tartrate resistant alkaline phosphatase 5b
(TRAP5b) (OD2 terlihat TRAP5SD positif berwarna coklat pada trabekula tulang dalam
rongga sumsum tulang (A) (OD2a=Streptavidin-biotin, 100x.; OD2b=Streptavidin-
biotin, 250x.; dan OD2c=Streptavidin-biotin, 1000x.).

tikus O dan OD juga diduga terkait dengan
turunnya estrogen. Hartiningsih et al., (2012)
melaporkan bahwa dalam waktu 30 minggu
pascaovariohisterektomi, tikus ovariohis-
terektomi mengekskresikan Ca dalam urin lebih
tinggi yang memberi gambaran turunnya
hormon estrogen. Beberapa peneliti melaporkan
bahwa estrogen bekerja langsung pada ginjal
untuk meningkatkan reabsorpsi Ca dalam
tubulus ginjal (Van Abel et al., 2002), turunnya
estrogen meningkatkan ekskresi Ca melalui
ginjal (Van Abel et al., 2002; Hoenderop et al.,
1999). Hartiningsih et al., (2012) juga mela-
porkan bahwa tikus ovariohisterektomi yang
diberi suplementasi calcitriol selama 30 minggu
mengekskresikan Ca dalam urin lebih rendah
yang memberi gambaran meningkatnya hormon

paratiroid akibat turunnya hormon estrogen.
Notelovitz (1997) melaporkan bahwa estrogen
berperan sebagai penghambat aktivitas hormon
paratiroid, turunnya estrogen berakibat pada
meningkatnya aktivitas hormon paratiroid.
Dick et al., (2005), Mihai dan Fardon (2000),
Fitzpatrick dan Bilezikian (1999) melaporkan
bahwa untuk mempertahankan konsentrasi Ca
darah dalam kisaran normal, hormon paratiroid
sebagai sistem homeostasis bekerja pada ginjal
untuk meningkatkan reabsorpsi Ca yang
ditandai oleh turunnya ekskresi Ca melalui urin.
Beberapa peneliti juga melaporkan bahwa
defisiensi estrogen meningkatkan resorpsi
tulang (Riggs et al., 2002; Khosla et al., 2002;
Manolagas et al., 2000) yang ditandai spikulum
trabekula menjadi lebih tipis, jumlah trabekula
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berkurang, hilangnya konektivitas antar
trabekula (Weitzmann dan Pacifici, 2005; Parfitt
et al., 2000; Eriksen et al., 1999; Doige, 1988),
dan menyebabkan pelebaran rongga sumsum
tulang (Palmer, 1993). Dari uraian tersebut di
atas memberi gambaran bahwa pelebaran
rongga sumsum tulang tikus O dan OD diduga
terkait dengan turunnya estrogen.

Dalam penelitian ini, dominasi adiposit
dalam rongga sumsum tulang akibat tingginya
konversi sel stroma mesenkimal dalam sumsum
tulang menjadi adiposit dari pada menjadi
osteoblas memberi gambaran rendahnya
osteoblas yang diduga terkait dengan rendahnya
konsentrasi estrogen. Menurut Cooke dan Naaz
(2004), Riggs et al., (2002), bahwa estrogen
berperanan penting dalam mengendalikan
osteoblas dan adiposit. Rosen et al., (2009) dan
Rozman et al., (1989) melaporkan bahwa rongga
sumsum tulang ditempati jaringan hemato-
poietik, jaringan tulang dan jaringan adiposit
secara bersama-sama. Muruganandan et al.,
(2009), Pittenger et al., (1999), Aubin dan Liu
(1996) melaporkan bahwa osteoblas dan adiposit
keduanya berasal dari prekursor sel stem
mesenkimal sehingga adanya perubahan atau
pergeseran laju diferensiasi, daya hidup atau
eliminasi dari salah satu garis keturunan
osteoblas atau adiposit akan memicu perubahan
rasio antara osteoblas dengan adiposit. Syed et
al., (2008) dan Benayahu et al., (2000) mela-
porkan bahwa defisiensi estrogen meningkatkan
akumulasi adiposit, jumlah dan ukuran adiposit
dalam sumsum tulang perempuan pascame-
nopause penderita osteoporosis maupun mencit
ovariektomi.

Sedikitnya ekspresi TRACP5b dalam rongga
sumsum tulang pada tikus O dan OD yang
menunjukkan turunnya osteoklas diduga
terkait dengan turunnya osteoblas akibat
turunnya estrogen. Mizoguchi et al., (2009),
Teitelbaum dan Ross (2003), Yamada et al.,
(2003), Khosla (2001), dan Suda et al., (1999)
melaporkan bahwa osteoblas berperanan penting
dalam pembentukan osteoklas melalui
mekanisme yang melibatkan produksi receptor
activator nuclear factor-kB ligand (RANKL),
macrophage colony-stimulating factor MCSF).
Menurut Cohen (2006), Pixley dan Stanley
(2004), Lotze dan Hamilton (2003) macrophage
colony-stimulating factor merupakan faktor
esensial pada tahap awal osteoklastogenesis,
berperan sebagai pemacu proliferasi awal
prekursor osteoklas, daya bertahan hidup dan
diferensiasi prekursor osteoklas.
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SIMPULAN

Tulang femur distalis tikus ovariohis-
terektomi yang mengkonsumsi kasein dan atau
kasein dengan suplementasi calcitriol 8 ng/hari
selama 30 minggu menunjukkan ketidak-
seimbangan antara resorpsi tulang dengan
pembentukan tulang yang ditandai dominasi
resorpsi tulang.

SARAN

Perlu dilakukan kajian lebih lanjut tentang
pemanfaatan suplementasi calcitriol yang
dikombinasikan dengan estradiol pada tikus
ovariohisterektomi yang diharapkan dapat
terjadi keseimbangan antara resorpsi dan
pembentukan tulang.
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