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Abstract

Calcitriol supplementation in ovariectomized rats for 8 weeks reduce osteoporosis risk and safe for
kidney depend a proper dose. The objective of the research was to study the efectivity of high dose calcitriol
for osteoporosis prevention and safe for kidney in ovariectomized Wistar rats. Fifteen female Wistar rats
at 8 weeks of age were randomly divided into three groups of five which were sham operated rats (KN),
ovariectomized rats (KOV), and ovariectomized rats+calcitriol supplementation 200ng/day (OVD, ). After 8
weeks of treatment, blood samples were taken from plexus orbitalis medialis for estrogen analysis. All rats were
then euthanized, left tibia and left kidney were taken for histopathological examination using hematoxylin and
eosin stain. Immunohistochemistry using Anti-Tartrate Resistant Acid Phosphatase 5b (TRAP5b) monoclonal
antibody was also done for left tibia by streptavidin-biotin. The results showed that estradiol level of KOV
was significantly decreased compared with KN (P<0.05), meanwhile, estradiol levels of OVD, were not
significantly different compared with KOV. Histopathologic figure of kidney in KOV was not different
compared with KN. Glomerulus was surrounded by Bowman‘s capsule, proximal and distal convoluted
tubulus were lined with typical cuboidal epithelium. Immunohistochemistry result of proximal tibial epiphysis
in KOV were shown more tartrate resistant alkaline phosphatase 5b (TRAPS5b) expression in trabecular bone,
which was located in bone marrow space, and trabecular speculum surface as well. Meanwhile, proximal tibia
epiphysis in OVD,  had less tartrate resistant alkaline phosphatase 5b (TRAPSb) expression compared with
KOV. Histopathologic figure of proximal tibia epiphysis in group OVD, , was shown more trabecular bone
speculum and less adipocyte in the bone marrow compared with KOV. Histopathologic figure of kidney in
OVD,,, was showed glomerular hypertrophy and atrophy, as well as protein deposits in proximal convoluted
tubules epithelium. In conclusion, calcitriol supplementation 200ng/day in ovariectomized rats for 8 weeks

prevented osteoporosis risk but trigger urolithiasis.
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Abstrak

Suplemen calcitriol efektiv menurunkan risiko osteoporosis dan aman bagi ginjal tikus ovariektomi
tergantung dosis. Penelitian ini dilakukan untuk mengkaji apakah suplementasi calcitriol dosis tinggi selama
delapan minggu efektif mecegah osteoporosis dan aman bagi ginjal tikus ovariektomi. Limabelas tikus
Wistar betina umur delapan minggu, dibagi tiga kelompok (kontrol normal KN, kontrol ovariektomi KOV,
dan ovariektomi+ calcitriol OVD, ), masing-masing 5 tikus. Setelah delapan minggu perlakuan, dilakukan
pengambilan darah melalui pleksus retroorbilatis untuk pemeriksaan estrogen, selanjutnya semua tikus
dietanasi menggunakan campuran ketaminl10% dengan xylaxine 2%. Tibia kiri diambil untuk pemeriksaan

histopatologis dengan pengecatan hematoksilin dan eosin, dan immunohistokimia menggunakan antibodi
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monoklonal Anti-Tartrate Resistant Acid Phosphatase 5b (TRAP5b) dan dideteksi dengan streptavidin-biotin,
ginjal kiri juga diambil untuk pemeriksaan histopatologis. Hasil analisis menunjukkan tikus KOV mempunyai
konsentrasi estradiol lebih rendah dibanding tikus KN, sedangkan tikus OVD, , mempunyai konsentrasi
estradiol tidak berbeda signifikan dibanding tikus KOV. Pemeriksaan immunohistokimia epifisis tulang
tibia proksimalis tikus OVD,, terlihat lebih sedikit ekspresi TRAPSb pada tulang trabekula dalam rongga
sumsum tulang dan permukaan spikulum trabekula dibanding tikus KOV. Pada pemeriksaan histopatologis
terlihat lebih sedikit adiposit dalam rongga sumsum tulang dan lebih banyak spikulum trabekula dibanding
tikus KOV. Histopatologis ginjal tikus KOV tidak berbeda dengan tikus KN, sedangkan pada tikus OVD,
terlihat glomerulus hipertrofi dan atrofi, endapan protein dalam ruang Bowman’s dan tubulus proksimalis. Dari
hasil penelitian disimpulkan bahwa suplementasi calcitriol 200ng/hari selama delapan minggu pada tikus

ovariektomi dapat mencegah risiko osteoporosis namun memicu urolitiasis.

Kata kunci: Calcitriol; osteoporosis; tikus ovariektomi; urolitiasis

Pendahuluan

Ovariektomi pada tikus menurunkan kon-
sentrasi estradiol (Hartiningsih dan Anggraeni,
2018; Li et al., 2013; Pan et al., 2010),
meningkatkan resorpsi tulang, menurunkan
pembentukan  tulang  (Hartiningsih ~ dan
Anggraeni, 2016; Hartiningsih dan Anggraeni,
2015; Riggs et al., 2002; Khosla et al.,
2002), dan menyebabkan osteoporosis atau
rapuh tulang (Hartiningsih dan Anggraeni,
2018; Hartiningsih dan Anggraeni, 2017;
Hartiningsih dan Anggraeni, 2016; Hartiningsih
dan Anggraeni, 2015; Shiud et al, 2011).
Osteoporosis atau rapuh tulang menyebabkan
tulang cenderung mudah fraktur meskipun
hanya terkena trauma ringan (Potu et al., 2009).
Terapi sulih hormon menggunakan hormon
estrogen dapat meningkatkan pembentukan
tulang dan menurunkan resorpsi tulang (Harti-
ningsih dan Anggraeni, 2018; Hartiningsih
dan Anggraeni, 2017; Shuid et al., 2011), dan
menurunkan risiko fraktur tulang (Bowring dan
Francis, 2011; Ribot dan Tremollieres, 2006),
namun meningkatkan risiko kanker ovarium,
endometrium dan kelenjar mammae (Zarate e/
al., 2014; Hartiningsih and Anggraeni, 2015;
Messina dan Wood, 2008; Udell et al., 2006;
Raisz, 2005).

Vitamin D, dapat menurunkan risiko
kanker endometrium (Mohr et al, 2007,
Salazar-Martinez et al., 2005). Suplemen
1,25-dihidroksivitamin D,  meningkatkan
1,25-dihidroksivitamin D, plasma (Vieth et al,
2000; Wood et al., 1998), mempromotori ab-
sorpsi Ca intestinal dan reabsorpsi Ca tubulus

ginjal (van de Graaf et al., 2004; van Abel et
al., 2003; Song et al., 2003; van Cromphaut
et al., 2001; Hoenderop et al., 2001), memicu
pembentukan tulang dan meningkatkan densi-
tas tulang (Anderson ef al., 2006; Hendy et al.,
2006). Asupan vitamin D 175-200 ng/hari dapat
menurunkan 26% risiko patah tulang femur (Bi-
schoff-Ferrari et al., 2005). Kombinasi antara
suplemen vitamin D 200 ng/hari dan 1000-1200
mg Ca/hari juga dapat menurunkan risiko patah
tulang pada perempuan pasca menopause (Riz-
zoli et al., 2008). Suplementasi calcitriol 8 ng/
tikus selama 6 minggu pada tikus ovariektomi
yang diberi pakan dengan rasio Ca:P normal
menurunkan estradiol dan menyebabkan oste-
oporosis namun tidak merubah struktur ginjal
(Hartiningsih et al., 2012). Hal yang sama ter-
jadi pada tikus ovariektomi yang diberi suple-
mentasi calcitriol 20 ng/tikus selama 8 minggu
(Hartiningsih dan Anggraeni, 2013). Apakah
suplementasi calcitriol 200 ng/tikus selama de-
lapan minggu efektif menurunkan osteoporosis
dan aman bagi ginjal tikus ovariektomi belum
pernah dilaporkan. Untuk mengukur efektifitas
calcitriol dalam mencegah osteoporosis dilaku-
kan pemeriksaan estradiol, parameter adiposit
dan TRAPSD sebagai petanda aktivitas osteoklas
meresorpsi tulang, dan spikulum trabekula se-
bagai petanda meningkatnya aktivitas osteoblas
membentuk tulang. Untuk mengukur suplemen-
tasi calcitriol aman bagi ginjal dilakukan peme-
riksaan histopatologis ginjal. Hasil penelitian
ini diharapkan dapat memberi informasi tentang
manfaat suplementasi calcitriol pada tulang dan
aman bagi ginjal jika dikonsumsi individu pasca
menopause.

193



Hartiningsih, et. al.

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
berukuran panjang 24 cm, lebar 13,5 cm,
tinggi 16,5 cm, beralas anyaman kawat yang
ditempatkan 4 cm dari dasar kandang, 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 ovariektomi
(KOV), ovariektomi+ calcitriol 200 ngram/
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, sayatan pada kulit
dibuat sepanjang 2 cm mulai dari umbilikus ke
arah kaudal. 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 pasca operasi, semua tikus
diberi perlakuan selama delapan minggu.

Pada akhir perlakuan, tikus dianestesi
dengan campuran xylazine 2% dan ketamin
10%, darah diambil melalui pleksus retroor-
bitalis untuk pemeriksaan estradiol, selanjutnya
tikus dietanasi dengan campuran xylazine 2%
dan ketamin 10%, tulang tibia kiri diambil
dan difiksasi dalam formalin 10% untuk
pemeriksaan histopatologis dan pemeriksaan
immunohistokimia TRAPS5b, menggunakan
monoklonal antibodi anti TRAPS5b (BioLegend,
SanDiego), dan dideteksi menggunakan strepta-
vidin-biotin (Histostain-SP Kits, Invitrogen Ltd,
UK). Ginjal kiri diambil dan difiksasi dalam
formalin 10% untuk pemeriksaan histopatologis.
Estradiol diperiksa dengan ELISA (Omega
Laboratorium).

Data estradiol serum yang diperoleh di-
analisis dengan sidik ragam pola searah yang
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dilanjutkan dengan uji Duncan’s. Histopatologis
tulang dan ginjal, dan pemeriksaan immuno-
histokimia TRAPS5b pada tulang yang diperoleh
dianalisis secara diskriptif.

Hasil dan Pembahasan

Ovariektomi menyebabkan konsentrasi estra-
diol tikus KOV 10,45+1,29pg/ml cenderung lebih
rendah meskipun tidak berbeda signifikan dengan
tikus KN 12,10+£1,09pg/ml (Tabel 1). Li et al.,
(2013) dan Pan et al., (2010) melaporkan bahwa
ovariektomi pada tikus menurunkan konsentrasi
estradiol.

Tabel 1. Kadar estrogen (pg/ml) tikus kontrol normal (KN),
kontrol ovariektomi (KOV), dan ovariektomi +

calcitriol 200 ngram/hari/tikus secara oral (OVD, )

Kelompok Kadar estradio (pg/ml)

KN 12,10£1,09

KOV 10,45+1,29

ovD,,, 10,97+1,05
Histopatologis  epifisis  tulang tibia

proksimalis tikus KOV (Gambar 1:B1) terlihat
dominasi jaringan adiposit dalam rongga
sumsum tulang dan lebih sedikit spikulum
trabekula dibanding tikus KN (Gambar 1:Al).
Gambaran immunohistokimia epifisis tulang
tibia proksimalis tikus KOV (Gambar 1:B2 dan
1:B3) terlihat lebih banyak ekspresi TRAPS5b
pada tulang trabekula antar rongga sumsum
tulang dan pada permukaan spikulum trabekula
dibanding tikus KN (Gambar 1:A2 dan A3).
Dominasi jaringan adiposit dalam rongga
sumsum tulang epifisis tulang tibia proksimalis
tikus KOV memberi gambaran meningkatnya
aktivitas osteoklasmeresorpsitulang yangdiduga
terkait dengan turunnya estrogen. Menurut
Cooke dan Naaz (2004), dan Riggs et al., (2002) estrogen
berperanan penting dalam mengendalikan
osteoblas dan adiposit. Dilaporkan Verma et al.,
(2002), Justesen et al., (2001) dan Rodriguez et
al., (1999) 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
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tulang dengan menghambat osteoblastogenesis
tetapi juga meningkatkan resorpsi tulang.
Dilaporkan Mirkin dan Pickar (2013) bahwa
rendahnya estrogen menjadi inisiator potensial
osteoklas untuk meningkatkan resorpsi tulang.
Lebih banyaknya ekspresi TRAP5b tikus KOV
juga memberi gambaran bahwa ovariektomi
menyebabkan  lebih  tingginya  aktivitas
osteoklas meresorpsi tulang dibanding tikus KN.
Penggunaan TRAPS5b sebagai petanda aktivitas
resorpsi tulang oleh osteoklas adalah sesuai
laporan Halleen dan Ranta (2001) bahwa sejak

terjadi proses diferensiasi, prekursor osteoklas
secara progresif mengekspresikan TRAPS5b.
Beberapa peneliti melaporkan bahwa osteoklas
selama meresorpsi tulang juga mensekresikan
TRAPSb (Janckila et al., 2001; Halleen et al.,
2000; Vaananen et al., 2000; Alatalo et al., 2000).
Turunnya spikulum trabekula epifisis tulang
tibia proksimalis pada tikus ovariektomi KOV
juga sesuai yang dilaporkan Cigiela et al., (2012)
bahwa ovariektomi menurunkan spikulum
trabekula dan rongga sumsum tulang menjadi
lebih luas. Penggunaan spikulum trabekula

Gambar 1. Histopatologi epifisis tulang tibia proksimalis tikus KN (A1) terlihat rongga sumsum tulang normal dan
spikulum trabekula normal (Sp), pada tikus KOV (B1) terlihat dominasi jaringan adiposit dalam rongga

sumsum tulang (ad) dan sedikit spikulum trabekula (Sp), dan pada tikus OVD

(C1) terlihat sedikit

200

jaringan adiposit dalam rongga sumsum tulang (ad) dan lebih banyak spikulum trabekula (Sp) (H dan

E, 100x.).

Bagian epifisis tulang tibia proksimalis tikus tikus KN yang diberi antibodi monoklonal anti tartrate
resistant alkaline phosphatase 5b (TRAP5b) (A2 dan A3) terlihat TRAP5D positif berwarna coklat
pada trabekula tulang dalam rongga sumsum tulang (Tr) dan permukaan spikulum trabekula (Ts)
(A2=Streptavidin-biotin, 100x.; A3= Streptavidin-biotin, 400x.). Pada tikus KOV diberi antibodi
monoklonal anti tartrate resistant alkaline phosphatase 5b (TRAPSb) (B2 dan B3) terlihat TRAP5b
positif berwarna coklat pada trabekula tulang dalam rongga sumsum tulang (Tr) dan permukaan
spikulum trabekula (Ts) (B2=Streptavidin-biotin, 100x.; B3= Streptavidin-biotin, 400x.). Pada tikus
OVD, yang diberi antibodi monoklonal anti tartrate resistant alkaline phosphatase 5b (TRAP5b) (C2

200

dan C3) terlihat TRAPSb positif berwarna coklat pada trabekula tulang dalam rongga sumsum tulang
(Tr) dan pada permukaan spikulun trabekula (Ts) (E2=Streptavidin-biotin, 100x.; E3= Streptavidin-

biotin, 400x.).
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sebagai petanda aktivitas osteoblas membentuk
tulang adalah sesuai laporan Shiraishi et al.
(2000) bahwa rekruitmen, diferensiasi osteoblas
dan pembentukan tulang oleh osteoblas ditandai
dengan banyak dan tebalnya spikulum trabekula.
Menurut beberapa peneliti tidak seimbangnya
antara resorpsi tulang dengan pembentukan
tulang (Karsdal et al., 2007; Seeman et al.,
2006; Martin and Sims, 2005; Teitelbaum and
Ross, 2003; Goltzman, 2002), laju resorpsi
tulang lebih tinggi dari pada pembentukan
tulang menyebabkan osteoporosis (Palmer,
1993). Dalam penelitian ini, meningkatnya
resorpsi tulang dan menurunnya pembentukan
tulang pada tikus ovariektomi KOV memberi
gambaran terjadi osteoporosis.

Suplementasi  calcitriol menyebabkan
tikus OVD,,, mempunyai konsentrasi estradiol
10,97+1,05pg/ml tidak berbeda signifikan de-
ngan tikus KOV (Tabel 1). Pada pemeriksaan
immunohistokimia epifisis tulang tibia proksi-
malis tikus ovariektomi OVD, terlihat lebih

sedikit ekspresi TRAPS5b pada tulang trabe-
kula antar rongga sumsum tulang dan pada
permukaan spikulum trabekula (Gambar
1:C2 dan Gambar 1:C3). Pada pemeriksaan
histopatologis (Gambar 1:Cl) terlihat lebih
sedikit jaringan adiposit dalam rongga sumsum
tulang dan lebih banyak spikulum trabekula
dibanding tikus KOV. Zhou et al, (20006),
Kong dan Li (2006), Sun dan Zemel (2004)
melaporkan  bahwa  1,25-dihidroksivitamin
D, menginduksi apoptosis adipogenesis dan
menghambat adipogenesis dalam sel. Menurut
Weisberg et al., (2003) adiposit dalam rongga
sumsum tulang meningkatkan resorpsi tulang.
Lebih sedikitnya jaringan adiposit dan ekspresi
TRAPSb tikus OVD,, dibanding tikus KOV
memberi gambaran bahwa suplementasi
calcitriol pada tikus OVD, ; menyebabkan lebih
rendahnya aktivitas osteoklas meresorpsi tulang
dibanding tikus KOV. Lebih banyaknya spikulum
trabekula tikus OVD, = dibanding tikus KOV

200
memberi gambaran meningkatnya pembentukan

Gambar 2: Al dan A2. Histopatologis ginjal tikus KN mempunyai struktur normal. Ruang Bowman’s yang
mengelilingi glomerulus terlihat jelas (a), sel epitel tubulus berbentuk kuboid (b), dan glomerulus
normal (gn) (Hematoksilin dan eosin, 100x. dan 400x.).

B1 dan B2. Histopatologis ginjal tikus OVD

200

terlihat endapan protein dalam lumen tubulus (p),

glomerulus atrofi (ga) dan hipertrofi (gh) (Hematoksilin dan eosin, 100x. dan 400x.).
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tulang. Zhou et al, (2006) melaporkan bahwa
1,25-dihidroksivitamin D, bekerja langsung pada
osteoblas untuk meningkatkan pembentukan
tulang. Dalam penelitian ini, tidak berbedanya
konsentrasi estradiol tikus OVD,  dengan tikus
KOV memberi gambaran bahwa suplementasi
calcitriol 200ng/tikus pada tikus ovariektomi
menurunkan resorpsi tulang dan meningkatkan
pembentukan tulang.

Histopatologis ginjal tikus KOV (Gambar
tidak ditampilkan) tidak ditemukan perubahan dan
terlihat tidak berbeda dengan tikus KN (Gambar
2:A1 dan Gambar 2:A2), ruang Bowman’s yang
mengelilingi glomerulus terlihat jelas, kapsul
Bowman’s mempunyai epitel bentuk pipih, dan
sel epitel tubulus proksimalis berbentuk kuboid
tinggi dengan lumen lebih sempit, sel epitel
tubulus distalis berbentuk kuboid pendek dengan
lumen lebih luas sesuai yang digambarkan
Teoh et al., (2010) dan Brzoska et al, (2003).
Histopatologis ginjal tikus OVD,  (Gambar
2:B1 dan Gambar 2:B2) terlihat glomerulus
hipertrofi dan atrofi, dan ditemukan endapan protein
dalam ruang Bowman’s dan tubulus proksimalis.
Perubahan struktur ginjal tikus OVD, diduga
terkait dengan tingginya ekskresi Ca urin. Dalam
penelitian ini tidak dilakukan pemeriksaan
kalsium wurin. Penelitian sebelumnya yang
dilakukan Hartiningsih dan Anggraeni (2013)
menunjukkan bahwa suplementasi calcitriol 20
ng pada tikus ovariektomi menyebabkan ekskresi
Ca urin cenderung lebih tinggi meskipun tidak
berbeda dengan tikus ovariektomi. Yacobus et
al., (1992) dan Selby et al., (1995) melaporkan
bahwa suplementasi 1,25-dihidroksivitamin D,
dosis tinggi menyebabkan hiperkalsemia dan
hiperkalsiuria. Tingginya ekskresi Ca urin pada
tikus yang diberi suplementasi calcitriol diduga
akibat turunnya hormon paratiroid. Dilaporkan
Seamans dan Casman (2009), Ramagnoli et
al., (2008) dan Shiizaki et al., (2008) bahwa
suplemen 1,25-dihidroksivitamin D, menu-
runkan sekresi hormon paratiroid. Menurut
Mihai dan Fardon (2000) hormon paratiroid
bekerja pada ginjal untuk meningkatkan
reabsorpsi Ca, turunnya hormon paratiroid
dengan demikian meningkatkan ekskresi Ca
dalam urin. Dilaporkan Akil et al., (2006) bahwa
tikus yang mengekskresikan Ca urin tinggi
atau hiperkalsiuria menyebabkan iritasi pada

sel epitel saluran perkencingan, menyebabkan
kerusakan glomerulus dan tubulus proksimalis.
Meningkatnya aktivitas filtrasi glomeruli ter-
kait dengan tingginya ekskresi Ca dalam urin
dapat menjadi pemicu hipertrofi glomerulus seba-
gaimana dilaporkan Silva (2008). Dilaporkan
beberapa peneliti bahwa hipertrofi glomerulus
memicu kerusakan glomerulus (Fries et al., 1989;
Yoshida et al., 1989; Meyer dan Renner, 1988) dan
menyebabkan nefrosis (Miller et al., 1990). Menurut
Robertone (1998) kerusakan pada glomerulus dapat
mempengaruhi aliran darah, menurunkan aliran
darah dan menurunkan pengiriman oksigen. Dalam
penelitian ini, endapan protein yang terlihat di dalam
ruang Bowman’s dan tubulus proksimalis pada
tikus OVD,  adalah sesuai laporan Miller et al.,
(1990) bahwa dalam kondisi glomerulus hipertrofi,
sel epitel yang rusak tidak dapat mempertahankan
perlekatannya pada dinding kapiler, akibat lepasnya
sel epitel dari dinding kapiler perifer menyebabkan
lolosnya protein melalui dinding kapiler yang
gundul. Bartges (2011), Brown dan Purich (1992)
melaporkan bahwa supersaturasi urin oleh kristal
kalkulogenik dan keberadaan matriks protein dapat
menjadi faktor inisiasi terbentuknya inti urolit.

Kesimpulan

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan
bahwa suplemen calcitriol 200 ng/hari/tikus
secara oral selama delapan minggu pada tikus
ovariektomi dapat mencegah osteoporosis,
namun memicu urolitiasis.
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