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Abstract

Calcitriol supplementation might contribute to bone formation, however, it increased bone resorption. The
objective of the research was to study the efectivity of calcitriol in reducing osteoporosis risk in ovariectomized
Wistar rats. Fifteen female Wistar rats at 8 weeks of age were randomly divided into three groups (sham operated
rats/KN, ovariectomized rats/KOYV, ovariectomized rats+calcitriol supplementation/OVD, ) of five each. After
8 weeks of treatment, blood samples were taken from plexus orbitalis medialis for estrogen analysis. All rats
were then euthanized, left femur was taken for histopathological examination using hematoxylin and eosin stain.
The results showed that estradiol levels of KOV were significantly decreased compared with KN, meanwhile
estradiol levels of OVD,,, were not significantly different compared with KOV. Histopathological figure of
distal femur epiphysis in OVD,,, were shown more trabecular bone speculum in epiphysis and had less adipocyte
in the bone marrow of epiphysis compared with KOV. In conclusion, calcitriol 100ng/day supplementation in
ovariectomized rats for 8 weeks reduced osteoporosis risk.
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Abstrak

Suplemen calcitriol memicu pembentukan tulang, namun juga meningkatkan resorpsi tulang. Penelitian ini
dilakukan untuk mengkaji efektivitas calcitriol dalam menurunkan risiko osteoporosis tikus ovariektomi. Lima
belas tikus Wistar betina umur delapan minggu, dibagi tiga kelompok (kontrol normal KN, kontrol ovariektomi
KOV, dan ovariektomi+ calcitriol OVD,,,) dan diberi perlakuan selama delapan minggu. Pada akhir perlakuan,
dilakukan pengambilan darah melalui pleksus retroorbitalis untuk pemeriksaan estradiol, selanjutnya semua
tikus dietanasi menggunakan campuran ketaminl0% dengan xylaxine 2%. Femur kiri diambil untuk
pemeriksaan histopatologis. Hasil analisis menunjukkan tikus KOV mempunyai konsentrasi estradiol yang
secara signifikan lebih rendah dibandingkan tikus KN, dan tikus OVD,,, mempunyai konsentrasi estradiol tidak
berbeda signifikan dibanding tikus KOV. Gambaran histopatologis epifisis tulang femur distalis tikus OVD,,,
terlihat mempunyai lebih sedikit jaringan adiposit dan lebih banyak spikulum trabekula dibanding tikus KOV.
Dari hasil penelitian disimpulkan bahwa suplementasi calcitriol 100ng/hari selama delapan minggu pada tikus
ovariektomi menurunkan risiko osteoporosis.

Kata kunci : tulang, Calcitriol, osteoporosis, ovariektomi
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Pendahuluan

Osteoporosis atau rapuh tulang menyebabkan
tulang cenderung mudah patah meskipun hanya
terkena trauma ringan (Potu et al., 2011).
Osteoporosis pasca menopause terjadi karena
ketidakseimbangan antara resorpsi tulang oleh
osteoklas dan pembentukan tulang oleh osteoblas
(Strait et al., 2008). Rendahnya estrogen karena
faktor alami atau akibat ovariektomi merupakan
salah satu penyebab osteoporosis (Shiud et al.,
2009). Estrogen berperan menekan resorpsi tulang
(Teitelbaum, 2000; Hughes et al, 1996), dan
meningkatkan pembentukan tulang (Qu et al., 1998).
Terapi sulih hormon menggunakan hormon estrogen
dapat menghambat resorpsi tulang, meningkatkan
densitas tulang, dan menurunkan risiko patah tulang
(Anderson et al., 2004; Rossouw et al., 2002; Rodan
and Martin, 2000), namun meningkatkan risiko
kanker ovarium dan kanker endometrium (Zarate e/
al.,2014; Hartiningsih dan Anggraeni, 2013).

Vitamin D, dapat menurunkan risiko kanker
endometrium (Mohr et al., 2007; Salazar-Martinez
et al., 2005). Suplemen 1,25-dihidroksivitamin D,
memicu pembentukan tulang (Chang et al., 2013;
Anderson et al., 2006) namun juga meningkatkan
resorpsi tulang (Chang et al., 2013). Suplementasi
calcitriol 8 ng/tikus selama enam minggu pada tikus
ovariektomi menurunkan estradiol dan
menyebabkan osteoporosis (Hartiningsih et al,
2012). Hal yang sama terjadi pada tikus ovariektomi
yang diberi suplementasi calcitriol 20 ng/tikus
selama delapan  minggu (Hartiningsih dan
Anggraeni, 2013). Apakah suplementasi calcitriol
100 ng/tikus selama delapan minggu efektif
menurunkan osteoporosis belum pernah dilaporkan.

Untuk mengukur efektifitas calcitriol dalam

menurunkan risiko osteoporosis dilakukan
pemeriksaan estradiol, parameter adiposit sebagai
petanda aktivitas osteoklas meresorpsi tulang, dan
spikulum trabekula sebagai petanda aktivitas
osteoblas membentuk tulang. Hasil penelitian ini
diharapkan bahwa suplementasi calcitriol efektif

menurunkan risiko osteoporosis.

Materi dan Metode

Dalam penelitian ini digunakan 15 tikus Wistar
betina umur 8 minggu, diberi pakan standar yang
mempunyai kandungan protein 20%, Ca 0,6%, P
0,4% dengan komposisi pakan (g/100 g pakan)
terdiri dari 78% jagung, 20% ikan teri tawar, 0,3%
CaCO,, 0,7% molase, dan 1,0% vitamin mineral.
Tikus ditempatkan dalam kandang individu dengan
suhu ruang berkisar 22-25°C. Tikus diberi pakan
standar dan air minum aquabidestilata secara ad
libitum. Tikus dibagi 3 kelompok (kontrol normal
KN, kontrol ovariecktomi KOV, ovariektomi+
calcitriol 100 ng/hari/tikus secara oral OVD,,,
masing-masing 5 tikus. Seminggu pasca adaptasi
pakan, dilakukan operasi ovariektomi bilateral
(pengambilan ovarium kiri dan kanan) melalui
sayatan caudal midline. Sebagai anestetikanya
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 ketamin 10% (dosis 50 mg/kg) dan
xylazine 2% (dosis 5 mg/kg), darah diambil melalui

pleksus retroorbitalis untuk pemeriksaan estradiol,
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selanjutnya tikus dietanasi dengan campuran
ketamin 10% (dosis 50 mg/kg) dan xylazine 2%
(dosis 5 mg/kg), tulang femur kiri diambil dan
difiksasi dalam formalin 10% untuk pemeriksaan
histopatologis. Estradiol diperiksa dengan ELISA
(kitkomersial produksi Omega Laboratorium).

Data estradiol dianalisis dengan ANOVA pola
searah yang dilanjutkan dengan uji Duncan's.

Histopatologis tulang dianalisis secara diskriptif.

Hasil dan Pembahasan

Tikus KOV mempunyai konsentrasi estradiol

(10,34+0,31pg/ml) lebih rendah signifikan
dibanding tikus KN (12,94+1,08pg/ml) (Tabel 1).
Dilaporkan Verma et al. (2002) dan Justesen et al.
(2001) bahwa turunnya konsentrasi estrogen
mengganggu proliferasi dan aktivitas estogenik
dalam sumsum tulang dan menyebabkan lebih
tingginya konversi sel stroma menjadi adiposit
dibanding menjadi osteoblas. Menurut Weisberg et
al. (2003) adiposit dalam rongga sumsum tulang
tidak hanya menekan pembentukan tulang dengan
menghambat osteoblastogenesis tetapi juga

meningkatkan resorpsi tulang.

Tabel 1. Rerata konsentrasi estradiol (pg/ml) pada tikus Wistar yang diberi suplementasi calcitriol 100

ng/hari/tikus selama delapan minggu

Kontrol normal
Kelompok NK

Kontrol ovariektomi
KOV OVDioo

Ovariektomi +calcitriol100

Estradiol 12,94+1,082

10,34+0,31°

10,08+0,59°

Keterangan :

Angka dalam baris yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda siginifikan

Histopatologis epifisis tulang femur distalis
tikus KOV terlihat dominasi jaringan adiposit dalam
rongga sumsum tulang dan lebih sedikit spikulum
trabekula (Gambar B) dibanding tikus KN (Gambar
A). Dominasi jaringan adiposit dalam rongga
sumsum tulang tikus KOV memberi gambaran
meningkatnya aktivitas osteoklas meresorpsi tulang
yang diduga terkait dengan turunnya estradiol.
Turunnya spikulum trabekula tikus KOV memberi
gambaran turunnya pembentukan tulang.
Dilaporkan Cigiela et al. (2012), bahwa ovariektomi
menurunkan spikulum trabekula dan rongga
sumsum tulang menjadi lebih luas. Penggunaan
spikulum trabekula sebagai petanda aktivitas
osteoblas membentuk tulang adalah sesuai laporan
Shiraishi et al. (2000) bahwa rekruitmen,

diferensiasi osteoblas dan pembentukan tulang oleh
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osteoblas ditandai dengan banyak dan tebal
spikulum trabekula. Menurut Nakamura et al.
(2003) dalam keadaan normal, tulang
mempertahankan Ca darah dalam kisaran normal
melalui keseimbangan antara resorpsi tulang oleh
osteoklas dan pembentukan tulang baru oleh
osteoblas. Dalam penelitian ini, meningkatnya
resorpsi tulang dan menurunnya pembentukan
tulang pada tikus ovariektomi KOV memberi
gambaran terjadi osteoporosis. Menurut beberapa
peneliti, tidak seimbangnya proses resorpsi dan
pembentukan tulang (Karsdal ez 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

menyebabkan osteoporosis (Palmer, 1993).
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Dalam penelitian ini, tikus OVD,,, mempunyai
konsentrasi estradiol (10,08+0,59pg/ml) tidak
berbeda dengan tikus KOV (Tabel 1), namun pada
pemeriksaan histopatologis epifisis tulang femur
distalis tikus OVD,,, (Gambar C) terlihat

mempunyai lebih sedikit jaringan adiposit dalam

rongga sumsum tulang dan lebih banyak spikulum
trabekula dibanding tikus KOV. Dilaporkan Zhou et
al. (2006), Kong dan Li (2006), Sun dan Zemel
(2004) bahwa 1,25-dihidroksivitamin D,
menginduksi apoptosis adipogenesis dan
menghambat adipogenesis dalam sel. Menurut
Weisberg et al. (2003), adiposit dalam sumsum
tulang meningkatkan resorpsi tulang. Lebih

sedikitnya jaringan adiposit tikus OVD,,, dibanding

Histopatologis epifisis tulang femur distalis tikus KN
(Gambar A) terlihat mempunyai struktur normal,
spikulum trabekula normal (sp) dan rongga sumsum
tulang didominasi jaringan hematopoietik (h). Pada
tikus KOV (Gambar B) terlihat penurunan spikulum
trabekula (sp), rongga sumsum tulang didominasi
jaringan adiposit (a). Pada tikus OVD,,, (Gambar C)
terlihat lebih banyak spikulum trabekula (sp) dan
rongga sumsum tulang didominasi jaringan
hematopoietik (h) (Hematoksilin dan eosin 100x).

tikus KOV memberi gambaran bahwa suplementasi
calcitriol pada tikus OVD,,, menyebabkan lebih
rendahnya aktivitas osteoklas meresorpsi tulang, dan
lebih banyaknya spikulum trabekula tikus OVD,,
dibanding tikus KOV memberi gambaran
meningkatnya pembentukan tulang. Dilaporkan
Zhou et al. (2006) bahwa 1,25-dihidroksivitamin D,
bekerja langsung pada osteoblas untuk
meningkatkan pembentukan tulang. Anderson et al.
(2006) juga melaporkan bahwa suplemen 1,25-
dihidroksivitamin D, memicu pembentukan tulang
dan meningkatkan densitas tulang dengan
mempromotori sintesis osteokalsin oleh osteoblas.
Dalam penelitian ini, tidak berbedanya konsentrasi
estradiol tikus OVD,,, dengan tikus KOV memberi
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gambaran bahwa suplementasi calcitriol
100ng/tikus pada tikus ovariektomi menurunkan
resorpsi tulang yang ditandai lebih sedikit jaringan

adiposit  dalam rongga sumsum tulang dan

meningkatkan pembentukan tulang epifisis tulang
femur distalis yang ditandai lebih banyak spikulum
trabekula.

Kesimpulan

Dari hasil penelitian disimpulkan bahwa
suplementasi calcitriol 100 ng/hari/tikus selama
delapan minggu pada tikus ovariektomi menurunkan

risiko osteoporosis epifisis tulang femur distalis.
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