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Abstrak

       Tartrate-resistant acid phosphatase-5b (TRAP5b) disekresikan oleh osteoklas selama proses diferensiasi

dan resorpsi tulang. Penelitian ini dilakukan bertujuan untuk mengkaji ekspresi TRAP5b pada tulang

femur tikus ovariektomi yang mengkonsumsi kombinasi raloxifene dan calcitriol. Sebanyak 25 tikus Wistar

betina umur delapan minggu, dibagi lima kelompok: kontrol normal (NK); kontrol ovariektomi (OVK);

ovariektomi dan calcitriol (OVD); ovariektomi dan raloxifene  (OVR); dan ovariektomi dengan pemberian

kombinasi calcitriol dengan raloxifene  OVDR), masing-masing lima tikus. Pada akhir perlakuan, dilakukan

pengambilan darah melalui pleksus  retroorbilatis untuk pemeriksaan estradiol, selanjutnya semua

tikus dikorbankan nyawanya dengan cara dieutanasi.  Uterus diambil dan ditimbang. Femur kiri diambil

untuk pemeriksaan histopatologi dengan parameter trabekula dan jaringan adiposit, dan pemeriksaan

immunohistokimia TRAP5b menggunakan antibodi monoklonal anti-TRAP5b dan dideteksi dengan

streptavidin-biotin. Hasil analisis menunjukkan tikus OVK mempunyai estradiol lebih rendah dibanding

tikus NK, sedangkan tikus OVDR mempunyai estradiol lebih rendah dibanding tikus NK dan OVK. Pada

pemeriksaan histopatologi epifisis tulang femur distalis tikus NK terlihat mempunyai struktur normal,

sedangkan pada tikus OVK menunjukkan terjadi osteoporosis yang ditandai dengan abnormalitas seperti

penurunan spikulum trabekula dan dominasi jaringan adiposit dalam rongga sumsum tulang.

Histopatologis epifisis tulang femur distalis tikus OVDR terlihat peningkatan spikulum trabekula dan

dominasi jaringan adiposit dalam rongga sumsum tulang. Pemeriksaan immunohistokimia epifisis tulang

femur distalis tikus OVDR menunjukkan peningkatan ekspresi TRAP5b pada tulang trabekula baik

yang terdapat di dalam rongga sumsum tulang maupun pada permukaan tulang trabekula. Dari hasil

penelitian disimpulkan bahwa suplementasi kombinasi calcitriol dengan raloxifene selama delapan minggu

pada tikus ovariektomi meningkatkan ekspresi TRAP5b sebagai penanda meningkatnya aktivitas

osteoklas meresorpsi tulang.

Kata-kata kunci:  calcitriol, ovariektomi, raloxifene

Abstract

Tartrate resistant alkaline phosphatase 5b (TRACP5b) is secreted by osteoclasts during bone

differentiation and resorption. The objective of the research was to study TRAP5b expression in

ovariectomized Wistar rat consuming the combinations of calcitriol and raloxifene supplementation for

eight weeks. Twenty five female Wistar rats aged eight weeks were randomly divided into five groups:

normal control (NK), ovariectomy control (OVK), ovariectomy+calcitriol supplementation (OVD),

ovariectomy+ raloxifene supplementation (OVR), and ovariectomy+calcitriol+ raloxifene supplementation

(OVDR).  At the end of the treatment, blood samples were taken from plexus orbitalis medialis for

estrogen analysis. All rats were euthanized, the uteri were taken and weighed. Left femur was taken for

histopatological examination and immunohistochemistry TRAP5b using monoclonal antibody anti TRAP5b

which was detected with streptavidin-biotin.  The results showed that estrogen levels of the rats in OVK

group were significantly decreased compared to the rats in NK group, meanwhile estrogen levels in the
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PENDAHULUAN

Turunnya hormon estrogen pada masa

menopause sering dikaitkan dengan mening-

katnya resorpsi tulang, menurunnya densitas

tulang (Stone et al., 1998; Slemenda et al., 1996)

dan berisiko tinggi terjadi patah tulang (Doherty

et al., 2001). Suplementasi estrogen pada

perempuan pascamenopause maupun tikus

ovariektomi meningkatkan konsentrasi estrogen

dalam darah (Aswar et al., 2012; van Abel, 2002),

menekan remodeling tulang (Manolagas, 2002),

menekan resorpsi tulang (Hughes et al., 1996),

dan meningkatkan pembentukan tulang (Qu et

al., 1998), dan secara tidak langsung mengak-

tivasi ginjal untuk mengkonversi vitamin D

tidak aktif menjadi vitamin D aktif (Notelovitz,

1997).  Namun, suplemen estrogen mempunyai

risiko tinggi terjadi kanker endometrium

(Rossouw et al., 2002; Rodan dan Martin, 2000;

Beresford et al., 1997; Berkvist dan Persson,

1996).

Suplemen 1,25-dihidroksivitamin D
3
 me-

ningkatkan 1,25-dihidroksivitamin D
3
 plasma

(Vieth et al., 2000; Wood et al., 1998), memicu

pembentukan tulang (Anderson et al., 2006;

Zhou et al., 2006) dan menurunkan konsentrasi

estradiol (Hartiningsih et al., 2012; Rasheed et

al., 2009).  Suplemen  calcitriol sebanyak 8 dan

20 ng/tikus selama delapan minggu pada tikus

ovariektomi menyebabkan osteoporosis tulang

femur distalis (Hartiningsih dan Anggraeni,

2013; Hartiningsih et al., 2012). Kombinasi

suplemen calcitriol dengan ethynil ethyl

estradiol selama delapan minggu pada tikus

ovariektomi meningkatkan konsentrasi estra-

diol, menurunkan risiko osteoporosis, namun

meningkatkan risiko kanker endometrium

(Hartiningsih dan Anggraeni, 2013).

Raloxifene,  suatu selective estrogen

receptor modulator (SERM) mempunyai efek

agonis estrogenik, mempromotori pembentukan

tulang dan menekan resorpsi tulang (Viereck et

al., 2003). Keberhasilan penanganan osteoporosis

ditandai turunnya jumlah dan aktivitas osteo-

klas meresorpsi tulang (McClung, 1996; Vedi dan

Compston, 1996). Selama proses diferensiasi dan

resorpsi tulang, osteoklas secara progresif

mengekspresikan petanda tartrate-resistant acid

phosphatase-5b (TRAP5b) (Halleen dan Ranta,

2001;  Janckila et al., 2001; Vaananen et al.,

2000; Alatalo et al., 2000; Halleen et al., 2000).

Tartrate-resistant acid phosphatase 5b

merupakan  enzim protease yang diekspresikan

dalam konsentrasi tinggi oleh lisosom prekursor

osteoklas dan osteoklas dewasa (Takahashi et

al., 1994). Apakah kombinasi suplemen calcitriol

dengan raloxifene dapat menurunkan ekspresi

TRAP5b sebagai petanda aktivitas osteoklas

meresorpsi tulang pada individu ovariektomi

belum banyak dilaporkan. Oleh karena itu,

penelitian ini bertujuan untuk mengukur

aktivitas osteoklas dengan cara melakukan

pemeriksaan ekspresi TRAP5b menggunakan

teknik immunohis-tokimia pada jaringan tulang

femur. Penggunaan suplementasi kombinasi

calcitriol dengan raloxifene pada individu

ovariektomi diharapkan dapat menurunkan

resorpsi tulang yang ditandai turunnya  ekspresi

TRAP5b pada tulang femur.

METODE PENELITIAN

Dalam penelitian ini digunakan 25 tikus

Wistar betina umur delapan minggu, diberi

pakan standar yang mempunyai kandungan 20%

protein, 0,6 kalsium/Ca, 0,4% posfor/P dengan

komposisi pakan (g/100 g pakan) terdiri dari 78%

jagung, 20% ikan teri tawar, 0,3% kalsium

karbonat/CaCO
3
, 0,7% molase, dan 1,0% vitamin

mineral.

OVDR rat group were significantly decreased compared to the NK and OVK rat group. Histopathological

observation of distal femur epiphysis in group NK showed normal structure, meanwhile, distal femur

epiphysis in OVK group was found osteoporosis, with some abnormalities, such as: increased of bone

marrow space, domination of adipocytes in the bone marrow, and decrease of trabecular bone speculum in

epiphysis. Histopathological findings of distal femur epiphysis in OVDR group were increased of trabecular

bone speculum in epiphysis and the domination of adipocytes in the bone marrow of epiphysis.

Immunohistochemistry of distal femur epiphysis in OVDR group revealed increasing tartrate resistant

alkaline phosphatase 5b (TRAP5b) expression in trabecular bone, which was located in bone marrow space

and trabecular speculum surface as well. It can be concluded that the combination of calcitriol and raloxifene

supplementation in ovariectomized rats aged 8 weeks increases TRACP5b expression as a marker for the

increase of osteoclast acitivity in bone resorption, which may lead to the formation of the bone.

Key words :  calcitriol,  ovariectomy, raloxifene
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Tikus OVK dan OVD mempunyai kon-
sentrasi estradiol cenderung lebih rendah
dibanding tikus normal NK, dan mempunyai
persentase bobot uterus lebih ringan secara
signifikan (P<0,05) dibanding tikus NK (Tabel
1). Li et al. (2013) dan Pan et al. (2010) melapor-
kan bahwa ovariektomi pada tikus menurunkan
konsentrasi estradiol serum. Hartiningsih et al.
(2006) juga melaporkan bahwa suplementasi
calcitriol selama  tiga bulan setelah
ovariohisterektomi menurunkan estrogen.
Dilaporkan Li et al. (2013) dan Pan et al. (2010)
bahwa ovariektomi pada tikus selain
menurunkan konsentrasi estradiol serum dan
bobot uterus, juga menyebabkan atrofi uterus.
Menurut Lepescheux et al. (2001) bahwa
turunnya bobot uterus terkait dengan  atrofi
uterus, dan meningkatnya bobot uterus terkait
dengan bertambah besar atau tingginya ukuran
struktur uterus. Kombinasi suplementasi
calcitriol dan raloxifene juga menyebabkan
konsentrasi estradiol tikus OVDR lebih rendah
secara signifikan (P<0,05) dibanding tikus OVD,
OVK, dan NK, mempunyai persentase bobot
uterus tidak berbeda dengan tikus OVD dan
OVK, namun lebih ringan secara signifikan

(P<0,05) dibanding tikus NK (Tabel 1).

Konsentrasi estradiol tikus OVR lebih tinggi

secara signifikan (P<0,05) dibanding tikus

OVDR, OVK, dan tikus OVD, namun

mempunyai persentase bobot uterus tidak

berbeda dengan tikus OVD, OVK, dan OVDR

(Tabel 1). Konsentrasi estradiol tikus OVR tidak

berbeda dengan tikus NK, namun mempunyai

persentase bobot uterus lebih ringan secara

signifikan (P<0,05) dibanding tikus NK (Tabel

1). Li et al. (2013), dan Pan et al. (2010) mela-

porkan bahwa suplementasi ethynil estradiol

pada tikus ovariektomi meningkatkan

konsentrasi estradiol serum, meningkatkan

bobot uterus, dan menyebabkan hiperplasia

epitel kelenjar uterus, semua struktur uterus

terjadi hipertrofi dan hiperplasia. Amant et al.

(2005) melaporkan bahwa kebanyakan

hiperplasia endometrium berperan sebagai pre-

kursor kanker endometrium tipe I. Dilaporkan

juga bahwa hampir 80%  karsinoma endome-

trium atau kanker endometrium tipe I terjadi

akibat terapi sulih hormon atau terkait dengan

estrogen. Dari uraian tersebut memberi gam-

baran bahwa suplementasi raloxifene pada tikus

Tikus ditempatkan dalam kandang individu
berukuran panjang 24,0 cm, lebar 13,5 cm,
tinggi 16,5 cm, beralas anyaman kawat ayam
yang ditempatkan 4 cm dari dasar kandang,
dengan suhu berkisar 22-25°C. Tikus diberi
pakan standar dan air minum aquabidestilata
ad libitum. Tikus dibagi lima kelompok
perlakuan  (kontrol normal (NK), kontrol
ovariektomi (OVK), ovariektomi dan suplemen
calcitriol 20 ng/hari/tikus secara oral (OVD),
ovariektomi dan suplemen raloxifene  3 mg/hari/
kg tikus secara oral (OVR), dan ovariektomi dan
kombinasi calcitriol 20 ng/hari/tikus dengan
suplemen raloxifene  3 mg/hari/kg tikus secara
oral (OVDR), masing-masing lima tikus.
Seminggu pascaadaptasi pakan, dilakukan
operasi ovariektomi bilateral (pengambilan
ovarium kiri dan kanan) melalui sayatan caudal
midline, sayatan pada kulit dibuat sepanjang  2
cm mulai dari umbilikus ke arah kaudal.
Sebagai anestetiknya digunakan campuran
ketamin 10% (dosis 50 mg/kg, Pantex Holland)
dan xylazine 2%  (dosis 5 mg/kg,  Pantex Holland)
intramuskuler. Hal yang sama dilakukan pada
tikus kontrol meskipun tidak dilakukan
pengambilan ovarium (operasi semu). Satu
minggu  pascaoperasi, semua tikus diberi
perlakuan selama delapan minggu.

Pada  akhir perlakuan, tikus dianestesi
dengan campuran xylazine 2% dan ketamin
10%,  darah diambil melalui pleksus retro-
orbitalis untuk pemeriksaan estradiol,
selanjutnya  tikus dikorbankan nyawanya
dengan dieutanasi menggunakan campuran
xylazine 2% dosis 5 mg/kg  dan ketamin 10%
dosis 50 mg/kg intramuskuler. Setelah
dinekropsi, uterus diambil dan ditimbang.
Tulang femur kiri diambil dan difiksasi dalam
formalin 10% untuk pemeriksaan histopatologi
dan pemeriksaan immunohistokimia tartrate-
resistant acid phosphatase-5b (TRAP5b),
menggunakan monoklonal antibodi anti-
TRAP5b (Bio Legend, San Diego, Amerika Seri-
kat), dan dideteksi menggunakan streptavidin-
biotin (Histostain-SP Kits, Invitrogen Ltd,
Inggris). Estradiol diperiksa dengan Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (kit komersial
produksi Omega Laboratorium).

Data estradiol serum yang diperoleh
dianalisis dengan uji sidik ragam pola searah
yang dilanjutkan dengan uji Duncan’s. Histo-
patologi tulang dan pemeriksaan immunohis-
tokimia TRAP5b yang diperoleh dianalisis
secara diskriptif.
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penelitian ini, aktivitas resorpsi tulang oleh

osteoklas ditun-jukan petanda TRAP5b yang

terlihat berwarna coklat di dalam tulang

trabekula antar rongga sumsum tulang dan

permukaan spikulum trabekula. Semakin tinggi

aktivitas  resorpsi tulang ditandai oleh semakin

banyaknya TRAP5b  yang diproduksi oleh

osteoklas. Halleen dan Ranta (2001) melaporkan

bahwa sejak terjadi proses diferensiasi,

prekursor osteoklas secara progresif

mengekspresikan TRAP5b. Beberapa peneliti

melaporkan bahwa osteoklas selama meresorpsi

tulang juga mensekresikan TRAP5b (Janckila

et al., 2001; Halleen et al., 2000;  Vaananen et

al., 2000; Alatalo et al., 2000). Menurut

Takahashi et al. (1994) dan Yam (1974) bahwa

peningkatan aktivitas osteoklas diikuti

peningkatan sintesis dan sekresi TRAP5b.

Ljusberg et al. (1999) dan Minkin (1982)

melaporkan bahwa TRAP5b berperan dalam

resorpsi tulang baik secara intraseluler maupun

ekstraseluler. 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. (1999) peran

intraseluler TRAP5b selama resorpsi tulang

ditunjukan dari keberadaannya dan aktivitas-

nya di dalam vesikel transitotik.

        Bagian epifisis tulang femur distalis tikus

normal NK diberi antibodi monoklonal anti

tartrate resistant alkaline phosphatase 5b

(TRAP5b) (A2 dan A3) terlihat TRAP5b positif

berwarna coklat pada trabekula tulang dalam

rongga sumsum tulang (Tr) dan permukaan

spikulum trabekula (Ts) (A2=Streptavidin-biotin,

100x.; A3= Streptavidin-biotin, 250x.). Pada

tikus ovariektomi OVK diberi antibodi mono-

klonal anti tartrate resistant alkaline pho-

OVR yang menyebabkan lebih tingginya

konsentrasi estradiol namun mempunyai

persentase bobot uterus lebih ringan, dan

kombinasi suplemen calcitriol dan raloxifene

pada tikus OVDR, menyebabkan lebih

rendahnya konsentrasi estradiol dan persentase

bobot uterus dibanding tikus NK,  diduga aman

bagi uterus, namun dalam penelitian ini tidak

dilakukan pemeriksaan histopatologi uterus.

       Histopatologi epifisis tulang femur distalis

tikus NK tidak teramati ada perubahan.

Spikulum trabekula dan rongga sumsum tulang

di antara tulang trabekula epifisis tulang femur

distalis (Gambar 1: A1) sesuai yang digam-

barkan Buckwalter et al. (1996), bahwa epifisis

proksimalis dan distalis tulang panjang tersusun

dari tulang trabekula, dan celah yang

menghubungkan antar trabekula diisi oleh

sumsum tulang. Gambaran immunohistokimia

dengan antibodi monoklonal mouse anti-

TRAP5b (Gambar 1: A2 dan A3), pada tulang

trabekula antar rongga sumsum tulang dan

permukaan spikulum trabekula bagian epifisis

tulang femur distalis tikus NK teramati

TRAP5b positif berwarna coklat. Dari pemerik-

saan histopatologi dan  immunohis-tokimia epifi-

sis tulang femur distalis tikus NK menunjukkan

proses remodeling tulang berlangsung normal,

terjadi proses keseim-bangan antara resorpsi

tulang oleh osteoklas yang ditandai TRAP5b

berwarna coklat pada tulang trabekula antar

rongga sumsum tulang dan pada permukaan

spikulum trabekula, dan  pembentukan tulang

oleh osteoblas yang ditandai lebih banyaknya

spikulum trabekula. Penggunaan spikulum

trabekula sebagai petanda keberadaan osteoblas

adalah sesuai laporan Shiraishi et al. (2000)

bahwa rekruit-men, diferensiasi osteoblas,  dan

pembentukan  tulang oleh osteoblas ditandai

dengan banyak-nya spikulum trabekula. Dalam

Tabel 1. Rataan konsentrasi estradiol (pg/mL), bobot uterus (%) tikus Wistar ovariektomi yang
mengkonsumsi kombinasi suplemen calcitriol dengan raloxifene selama delapan minggu

Kelompok Normal Ovariektomi Ovariektomi+ Ovariektomi+ Ovariektomi+
(NK) (OVK) calcitriol Raloxifen calcitriol +

(OVD) (OVR) raloxifen (OVDR)

Estradiol c13,01±1,31a c11,92±0,63a 10,49±1,92a c14,00±1,68ab 7,06±0,44b

Bobot uterus 0,20±0,006a 0,06±0,01b 0,057±0,015b 0,067±0,006b 0,06±0,017b

Keterangan : Angka dalam baris yang diikuti atau diawali huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda

signifikan

Bobot uterus (%) = (Bobot uterus):(bobot badan tikus pada akhir penelitian) x100%
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sphatase 5b (TRAP5b) (B2 dan B3) terlihat

TRAP5b positif berwarna coklat pada trabekula

tulang dalam rongga sumsum tulang (Tr) dan

permukaan spikulum trabekula (Ts) (B2=Strep-

tavidin-biotin, 100x.; B3=Streptavidin-biotin,

250x.).

Tikus kontrol ovariektomi OVK  mempu-

nyai konsentrasi estradiol lebih rendah

dibanding tikus NK dan pada pemeriksaan

histopatologi epifisis tulang femur distalis

menunjukkan terjadi osteoporosis yang ditandai

dominasi jaringan adiposit dalam rongga

sumsum tulang dan sedikitnya spikulum

trabekula (Gambar 1: B1). Lebih rendahnya

konsentrasi estradiol tikus ovariektomi diduga

menjadi penyebab dominasi jaringan adiposit

dalam rongga sumsum tulang. Cooke dan Naaz

(2004)  menyatakan bahwa estrogen berperanan

penting dalam mengendalikan osteoblas dan

adiposit. Penelitian pada hewan model dan

manusia menunjukkan bahwa turunnya

konsentrasi estrogen mengganggu proliferasi

dan aktivitas estrogenik dalam rongga sumsum

tulang (Rodriguez et al., 1999). Menurut

Weisberg et al. (2003) adiposit dalam sumsum

tulang meningkatkan resorpsi tulang. Lebih

rendahnya konsentrasi estradiol tikus ovariek-

tomi juga menyebabkan tidak  terbentuknya

sebagian kerangka tulang trabekula dan

turunnya spikulum trabekula. Verma et al.

(2002) dan Justesen et al. (2001)  melaporkan

bahwa peningkatan konversi sel stroma menjadi

adiposit dibanding menjadi osteoblas, menu-

runkan pembentukan tulang. Lebih tingginya

aktivitas resorpsi tulang dan turunnya

pembentukan tulang memberi gambaran terjadi

osteoporosis.  Beberapa peneliti melaporkan

bahwa osteoporosis dapat terjadi akibat tidak

seimbangnya proses resorpsi dan pembentukan

tulang (Karsdal et al., 2007; Seeman et al., 2006;

Martin dan Sims, 2005; Teitelbaum dan Ross,

2003; Goltzman, 2002),  laju resorpsi tulang lebih

aktif dari pada pembentukan tulang, mening-

katnya resorpsi tulang, menurunnya pemben-

tukan tulang atau kedua-duanya (Buckwalter

et al., 1996).

Suplementasi calcitriol  pada tikus

ovariektomi OVD menyebabkan konsentrasi

estradiol lebih rendah dibanding tikus OVK dan

NK. Hal tersebut menyebabkan lebih sedikit

spikulum trabekula di bagian epifisis tulang

femur distalis (Gambar 2: C1) dan lebih banyak

ekspresi TRAP5b dalam rongga sumsum tulang

di bagian epifisis tulang femur distalis tikus

OVD dibanding tikus NK (Gambar 2: C2 dan

C3). Namun, terlihat  lebih sedikit ekspresi

Gambar  1. Histopatologi epifisis tulang femur distalis tikus normal NK (A1) terlihat rongga

sumsum tulang normal dan dominasi jaringan hematopoietik dalam rongga sumsum

tulang (RS), spikulum trabekula normal (Sp). Pada tikus ovariektomi OVK (B1) terlihat

pelebaran rongga sumsum tulang normal dan dominasi jaringan adiposit dalam rongga

sumsum tulang (RS), sedikit  spikulum trabekula (Sp) (Hematoksilin-eosin, 100x.).
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TRAP5b dan lebih banyak spikulum trabekula

tikus OVD dibanding tikus OVK. Lebih

sedikitnya ekspresi TRAP5b tikus OVD

dibanding tikus OVK memberi gambaran bahwa

suplementasi calcitriol pada tikus OVD

menyebabkan lebih rendahnya aktivitas

osteoklas meresorpsi tulang dibanding tikus

OVK. Namun, menyebabkan lebih tingginya

aktivitas resorpsi tulang tikus OVD dibanding

tikus NK yang ditandai lebih banyaknya ekspresi

TRAP5b dalam rongga sumsum tulang tikus

OVD dibanding tikus NK. Menurut Manolagas

(2000) estrogen berperan menurunkan aktivitas

osteoklas, dan turunnya estrogen meningkatkan

resorpsi tulang. Suplementasi calcitriol pada

tikus OVD juga diduga meningkatkan calcitriol

dan menyebabkan tikus OVD mempunyai lebih

sedikit ekspresi TRAP5b dalam rongga sumsum

tulang tikus OVD dibanding tikus OVK.

Ekspresi TRAP5b dalam rongga sumsum tulang

tikus OVD yang lebih sedikit dibanding tikus

OVK memberi gambaran bahwa suplementasi

calcitriol pada tikus OVD menyebabkan

aktivitas resorpsi tulang tikus OVD lebih rendah

dibanding tikus OVK. Hartiningsih dan

Anggraeni (2013) melaporkan  bahwa

suplementasi calcitriol pada tikus ovariektomi

menurunkan aktivitas resorpsi tulang yang

Gambar 2. Histopatologi epifisis tulang femur distalis tikus ovariektomi yang diberi suplementasi

calcitriol OVD (C1) terlihat pelebaran rongga sumsum tulang normal dan dominasi

jaringan adiposit dalam rongga sumsum tulang (RS), sedikit  spikulum trabekula

(Sp). Pada  tikus ovariektomi yang diberi suplementasi raloksifene OVR (D1) terlihat

sedikit jaringan adiposit dalam rongga sumsum tulang (RS), lebih banyak spikulum

trabekula (Sp). Pada tikus ovariektomi yang diberi kombinasi suplementasi calcitriol

dan raloksifene OVDR (E1) terlihat sedikit jaringan adiposit dalam rongga sumsum

tulang (RS), lebih banyak spikulum trabekula (Sp) (Hematoksilin-eosin, 100x.).
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ditandai lebih sedikitnya adiposit dalam rongga

sumsum tulang femur. Dilaporkan  Zhou et al.

(2006), Kong dan Li (2006); Sun dan Zemel

(2004), bahwa  1,25-dihidroksivitamin D
3

menginduksi apoptosis adipogenesis dan

menghambat adipogenesis dalam sel. Dari

uraian tersebut memberi gambaran bahwa

suplementasi calcitriol pada tikus OVD

menyebabkan aktivitas resorpsi tulang tikus

OVD lebih rendah dibanding tikus OVK, namun

lebih tinggi dibanding tikus NK.

Suplementasi calcitriol  pada tikus

ovariektomi OVD yang diduga meningkatkan

calcitriol juga menyebabkan tikus ovariektomi

OVD mempunyai lebih banyak spikulum

trabekula dibanding tikus OVK, namun

mempunyai lebih sedikit spikulum trabekula di

bagian epifisis tulang femur distalis dibanding

tikus NK.  Chang et al. (2013) dan Anderson et

al. (2006)  melaporkan bahwa suplementasi 1,25-

dihidroksivitamin D
3
 memicu pembentukan

tulang yang ditandai meningkatnya proliferasi

preosteoblas menjadi osteoblas, alkaline

fosfatase, osteokalsin, dan densitas mineral

tulang femur. Dari uraian tersebut memberi

gambaran bahwa suplementasi calcitriol

sebanyak 20 ng menyebabkan pembentukan

tulang lebih rendah dibanding tikus NK, namun

lebih tinggi dibanding tikus OVK.

Bagian epifisis tulang femur distalis tikus

OVD yang diberi antibodi monoklonal anti

tartrate resistant alkaline phosphatase 5b

(TRAP5b) (C2 dan C3) terlihat TRAP5b positif

berwarna coklat pada trabekula tulang dalam

rongga sumsum tulang (Tr) dan pada

permukaan spikulun trabekula (Ts) (C2=Strep-

tavidin-biotin, 100x.; C3=Streptavidin-biotin,

250x.). Pada tikus OVR (D2 dan D3) terlihat

sedikit TRAP5b positif berwarna coklat pada

trabekula tulang dalam rongga sumsum tulang

(Tr) (D2=Streptavidin-biotin, 100x.; D3=Strep-

tavidin-biotin, 250x.). Pada tikus OVDR (E2 dan

E3) terlihat sedikit TRAP5b positif berwarna

coklat pada trabekula tulang dalam rongga

sumsum tulang (Tr) dan pada permukaan

spikulun trabekula (Ts) (E2=Streptavidin-biotin,

100x.; E3=Streptavidin-biotin, 250x.).

Suplementasi raloxifene  pada tikus

ovariektomi OVR menyebabkan konsentrasi

estradiol cenderung lebih tinggi dan mening-

katkan pembentukan tulang yang ditandai lebih

banyaknya spikulum trabekula dibanding tikus

NK (Gambar 2: D1). Selain itu juga menye-

babkan ekspresi TRAP5b dalam rongga sumsum

tulang bagian epifisis tulang femur distalis tikus

OVR lebih sedikit dibanding tikus NK yang

memberi gambaran turunnya aktivitas

osteoklas meresorpsi tulang (Gambar 2: D2 dan

D3). Sesuai laporan Wu et al. (1999) bahwa

raloxifene mempunyai sifat agonis reseptor

estrogenik pada tulang. Scott et al. (1999) juga

melaporkan bahwa  raloxifene mempunyai efek

agonis estrogenik pada tulang.

Suplementasi kombinasi raloxifene dengan

calcitriol pada tikus ovariektomi OVDR

menyebabkan lebih rendahnya konsentrasi

estrogen dibanding tikus OVD, OVK, dan NK

(Tabel 1). Lebih rendahnya konsentrasi estrogen

tikus OVDR dibanding tikus OVD, OVK, dan

NK diduga menjadi penyebab lebih banyaknya

ekspresi TRAP5b dalam rongga sumsum tulang

epifisis femur distalis tikus OVDR sebagai

petanda lebih tingginya aktivitas osteoklas

meresorpsi tulang (Gambar 2: E2 dan E3). Lebih

tingginya raloxifene tikus OVDR dibanding

tikus OVD diduga menjadi penyebab

meningkatnya pembentukan tulang yang

ditandai lebih banyaknya spikulum trabekula

epifisis femur distalis tikus OVDR (Gambar 2:

E1). Lebih tingginya raloxifene dan 1,25-

dihidroksivitamin D
3
 tikus OVDR dibanding

tikus OVK dan NK juga diduga menjadi

penyebab meningkatnya pembentukan tulang

yang ditandai lebih banyaknya spikulum

trabekula epifisis femur distalis tikus OVDR.

Dari uraian tersebut memberi gambaran bahwa

kombinasi suplementasi calcitriol dengan

raloxifene meningkatkan resorpsi tulang dan

meningkatkan pembentukan tulang.

SIMPULAN

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan

bahwa kombinasi suplementasi calcitriol dan

raloxifene selama delapan minggu pada tikus

ovariektomi meningkatkan ekspresi TRAP5b

sebagai petanda meningkatnya aktivitas

osteoklas meresorpsi tulang,  dan meningkatkan

pembentukan tulang yang ditandai banyaknya

spikulum trabekula epifisis femur distalis.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut

apakah suplementasi kombinasi calcitriol 20 ng/

hari/tikus dan raloxifene 3 mg/hari/tikus secara

oral selama delapan minggu pada tikus

ovariektomi aman bagi ginjal.
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