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ABSTRAK 
 

Penelitian ini dilakukan untuk mengkaji efektivitas diet teri tawar dan suplementasi kalsitriol selama 6 minggu untuk mencegah osteoporosis 
pada tikus ovariektomi. Lima belas tikus Wistar umur 8 minggu, dibagi atas 3 kelompok secara acak (normal/K, ovariektomi/Ov, dan 

ovariektomi+kalsitriol/OvD) masing-masing 5 tikus. Tikus kelompok K dan Ov diberi diet teri tawar, sedangkan tikus kelompok OvD diberi diet 

teri tawar+kalsitriol. Pada umur 15 minggu, semua tikus dietanasi, tulang femur kiri diambil untuk pemeriksaan imunohistokimia tartrate 
resistant acid phosphatase5b (TRAP5b). Deteksi TRAP5b menggunakan antibodi monoklonal anti-TRAP5b, dan dideteksi menggunakan 

streptavidin-biotin. Hasil penelitian menunjukkan bahwa tulang femur distalis bagian metafisis tikus kelompok K, Ov dan OvD terlihat TRAP5b 

positif berwarna coklat pada trabekula tulang dalam rongga sumsum tulang dan permukaan spikulum trabekula, namun pada tikus K dan Ov 
mempunyai luas rongga sumsum tulang dan spikulum trabekula normal, sedangkan pada tikus OvD terlihat pelebaran rongga sumsum tulang, 

akumulasi adiposit dalam rongga sumsum tulang, dan lebih pendeknya spikulum trabekula. Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa diet 

teri tawar dan suplementasi kalsitriol selama 6 minggu tidak efektif untuk mencegah osteoporosis tikus ovariektomi.  
_________________________________________________________________________________________________________________ 

Kata kunci: kalsitriol, tulang femur, ovariohisterektomi 

 

ABSTRACT 
 

This study was conducted to assess the effectiveness of a diet contained fresh anchovies and calcitriol supplementation for 6 weeks to prevent 

osteoporosis in ovariectomized rats. Fifteen Wistar rats aged 8 weeks were divided randomly into 3 groups (normal/K, ovariectomized/Ov, and 
ovariectomized + calcitriol/OVD), 5 mice each. Group K and Ov rats were fed with fresh anchovies, while the OVD group was fed with fresh 

anchovies + calcitriol. At the age of 15 weeks, all mice were done for euthanasia, then left femur was collected for immunohistochemistry 

examination of tartrate resistant acid phosphatase5b (TRAP5b). The detection of (TRAP5b) was conducted using a monoclonal antibody anti 
TRAP5b, and detected using a streptavidin-biotin. The results showed that the metaphysis part of distal femur bone of mice group K, Ov, and 

OVD were positive TRAP5b stained with brown color on trabecular bone in bone marrow cavity and trabecular spiculum surface, but rats in 

group K and Ov had extensive bone marrow cavity and normal trabecular spiculum, whereas OVD group showed bone marrow cavity dilation, 
accumulation of adipocytes in the bone marrow cavity, and shorter the spiculum of trabeculae. It can be concluded that fresh anchovies diet and 

calcitriol supplementation for 6 weeks are not effective in preventing osteoporosis in ovariectomized rats.  

_________________________________________________________________________________________________________________ 
Key words: calcitriol, femur, ovariohisterectomy 

 
 

PENDAHULUAN 

 

Osteoporosis merupakan salah satu penyakit 

degeneratif tulang akibat tidak seimbangnya antara 

resorpsi tulang dibandingkan dengan pembentukan tulang. 

Resorpsi tulang oleh osteoklas lebih tinggi atau terjadi 

penurunan pembentukan tulang oleh osteoblas 

(Chavassieux et al., 2007; Martin dan Seeman, 2007; 

Manolagas, 2000). Estrogen berperan menekan 

remodeling tulang (Manolagas 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).  
Konsentrasi estrogen tikus menurun dalam waktu 

tujuh hari pasca-ovariohisterektomi (Van Abel et al., 

2002), sedangkan Goodrow et al. (2005) melaporkan 

bahwa dalam 24 jam pasca-ovariohisterektomi, 

konsentrasi estrogen dalam darah lebih rendah dibanding 

tikus normal. Selain bekerja langsung pada tulang, 

estrogen juga bekerja secara tidak langsung melalui 

aktivasi ginjal untuk mengonversi vitamin D tidak aktif 

menjadi vitamin D aktif (Notelovitz, 1997). Penurunan 

kadar estrogen pada individu pascamenopause karena 

faktor alami maupun karena faktor artifisial akibat 

pembedahan sebagai pemicu meningkatnya resorpsi 

tulang (Riggs et al., 2002; Khosla et al., 2002), turunnya 

densitas tulang (Harvey et al., 2006; Slemenda et al., 

1996), dan fraktur osteoporotik (Doherty et al., 2001). 
Pemberian suplemen 1,25-dihidroksivitamin D3 

meningkatkan 1,25-dihidroksivitamin D3 plasma (Vieth 

et al., 2000; Wood et al., 1998), memicu pembentukan 

tulang dan meningkatkan densitas tulang dengan 

mempromotori sintesis osteokalsin oleh osteoblas dan 

proses mineralisasi matriks tulang (Hendy et al., 2006). 

Peneliti lain melaporkan bahwa suplementasi 1,25-

dihidroksivitamin D3 pada tikus mengaktivasi osteoklas 

untuk meresorpsi tulang melalui media osteoblas 

(McSheehy dan Chambers, 1987). Keberhasilan 

penanganan osteoporosis ditandai dengan turunnya 

jumlah dan aktivitas osteoklas meresorpsi tulang 

(McClung, 1996; Vedi dan Compston, 1996). 
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Selama proses diferensiasi dan resorpsi tulang, 

osteoklas secara progresif mengekspresikan penanda 

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), suatu enzim protease yang diekspresikan 

dalam konsentrasi tinggi oleh lisosom prekursor 

osteoklas dan osteoklas dewasa (Takahashi et al., 1994). 

Tartrate-resistant acid phosphatase 5b digunakan untuk 

memonitor aktivitas osteoklas selama terapi berbagai 

penyakit metabolisme tulang seperti osteoporosis 

(Alatalo et al., 2004; Halleen et al., 2002). Untuk 

memonitor efektivitas suplementasi kalsitriol sebagai 

antiresorptif tulang dalam mencegah osteoporosis tikus 

ovariektomi, dalam penelitian ini digunakan parameter 

aktivitas osteoklas melalui petanda TRAP5b pada bagian 

metafisis tulang femur distalis. 
 

MATERI DAN METODE 
 

Lima belas tikus Wistar betina umur 8 minggu dan 

diet teri tawar dengan komposisi protein 24%, Ca 0,6%, 

P 0,4% digunakan dalam penelitian ini. Komposisi 

bahan diet teri tawar (g/100 g pakan) yang diberikan 

terdiri atas 78% jagung; 20% teri tawar; 0,7% molase; 

0,3% CaCO3; dan 1,0% vitamin mineral. Tikus 

ditempatkan dalam kandang individu dengan suhu ruang 

berkisar 22-25 C, diberi pakan standar dan air minum 

aquabidestilata secara ad libitum. Tikus dibagi 3 

kelompok (normal/K sebagai kontrol, ovariektomi/Ov, 

dan ovariektomi + suplementasi kalsitriol/OvD) masing-

masing 5 tikus. Suplementasi kalsitriol (1,25-

dihidroksivitamin D3) diberikan secara oral sebanyak 8 

ng/hari/tikus. 

Seminggu pasca-adaptasi pakan, dilakukan operasi 

ovariektomi (pengambilan ovarium) sesuai metode 

yang digambarkan Wanfort dan Flecknell (1992) yaitu 

dengan membuat sayatan pada linea alba mulai dari 

umbilikus ke arah kaudal. Sebagai anestesi, digunakan 

campuran ketamin 10% dosis 50 mg/kg bobot badan 

dan xylazine 2% dosis 5 mg/kg  bobot badan yang 

diinjeksikan intramuskular. Hal yang sama dilakukan 

pada tikus kontrol meskipun tidak dilakukan 

pengambilan ovarium (operasi semu). Satu hari pasca-

operasi, semua tikus diberi perlakuan selama 6 minggu. 

Pada akhir perlakuan, 6 minggu pasca-ovariektomi 

tikus dieutanasia, tulang femur kiri diambil untuk 

pemeriksaan imunohistokimia tartrate resistant acid 

phosphatase5b (TRAP5b) menggunakan antibodi 

monoklonal anti-TRAP5b dan dideteksi menggunakan 

streptavidin-biotin. Hasil pemeriksaan imunohistokimia 

bagian metafisis tulang femur dianalisis secara 

deskriptif. 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Gambaran imunohistokimia dengan antibodi 

monoklonal anti-TRAP5b pada trabekula tulang dalam 

rongga sumsum tulang dan permukaan spikulum 

trabekula bagian metafisis tulang femur distalis tikus K 

(Gambar 1) terlihat TRAP5b positif warna coklat yang 

menunjukkan ada aktivitas osteoklas dalam proses 

remodeling tulang. Menurut Notelovitz (1997) 

remodeling tulang dimulai dari aktivasi, stimulasi, 

diferensiasi preosteoklas menjadi osteoklas dewasa yang 

aktif meresorpsi tulang. Selama proses diferensiasi dan 

resorpsi tulang, osteoklas secara progresif 

mengekspresikan penanda TRAP5b (Alatalo et al., 2000; 

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

Ranta, 2001; Janckila et al., 2001). 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 

ditunjukkan dari keberadaannya dan aktivitasnya di 

dalam vesikel transitotik. Pada penelitian ini, bagian 

metafisis tulang femur distalis tikus K (K, K1, dan K2) 

dan tikus Ov (Ov, Ov1, dan Ov2) juga mempunyai 

bentuk spikulum trabekula tulang dan luas rongga 

sumsum tulang terlihat normal. Shiraishi et al. (2000) 

melaporkan bahwa spikulum trabekula merupakan 

petanda rekruitmen, diferensiasi osteoblas, dan 

pembentukan tulang oleh osteoblas. Gambaran tersebut 

menunjukkan proses remodeling tulang tikus kontrol dan 

Ov berlangsung normal.  Notelovitz (1997); Martin dan 

Sims (2005); dan Chavassieux et al. (2007) melaporkan 

bahwa selama proses remodeling, resorpsi tulang oleh 

osteoklas selalu diikuti pembentukan tulang baru oleh 

osteoblas di bagian tulang yang diresorpsi oleh 

osteoklas. 

Hasil analisis imunohistokimia dengan menggunakan 

antibodi monoklonal anti-TRAP5b pada bagian metafisis 

tulang femur distalis tikus OvD (Gambar OvD, OvD1, 

OvD2) terlihat TRAP5b positif warna coklat pada 

trabekula tulang dalam rongga sumsum tulang dan pada 

permukaan spikulum trabekula yang menunjukkan 

aktivitas osteoklas dalam proses remodeling tulang, 

namun bagian metafisis tulang femur distalis tikus 

Wistar ovariektomi mempunyai spikulum trabekula 

tulang berbentuk ireguler, lebih pendek, rongga sumsum 

tulang terlihat lebih luas, dan akumulasi adiposit. Lebih 

luasnya rongga sumsum tulang dan akumulasi jaringan 

adiposit pada bagian metafisis tulang femur distalis 

menggambarkan bahwa suplementasi kalsitriol pada 

tikus ovariektomi meningkatkan aktivitas osteoklas. 

Dilaporkan Hartiningsih et al. (2012) bahwa dalam 

waktu enam minggu pasca-ovariektomi, suplementasi 

kalsitriol pada tikus ovariektomi cenderung 

meningkatkan konsumsi Ca, ekskresi Ca dalam feses dan 

urine  dibandingkan dengan tikus ovariektomi tanpa 

suplementasi kalsitriol dan tikus normal yang 

menggambarkan lebih rendahnya estrogen. Liang et al. 

(2002) juga melaporkan bahwa dalam waktu 3 minggu 

pasca-ovariektomi, tikus Wistar ovariektomi 

mengonsumsi pakan 12% lebih tinggi dibanding dengan 

tikus normal yang menggambarkan lebih rendahnya 

estrogen. 
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Menurut Van Abel et al. (2003) dan Chen dan Kalu 

(1998) estrogen berperan langsung dalam absorpsi Ca 

usus secara transpor aktif, sedangkan menurut McKane 

et al. (1995) dan Van Abel et al. (2002) estrogen 

bekerja langsung pada ginjal untuk meningkatkan 

reabsorpsi Ca dalam tubulus ginjal. Menurut Baylink et 

al. (1993) dan Manolagas (2000) estrogen juga 

berperan menurunkan aktivitas osteoklas dan 

meningkatkan apoptosisnya melalui upregulasi 

transforming growth factor-β (TGF-β), suatu inhibitor 

resorpsi tulang yang beraksi langsung pada osteoklas 

dengan menurunkan pembentukan dan diferensisasi 

osteoklas, menurunkan aktivitas osteoklas dewasa, dan 

sebagai pemicu apoptosis osteoklas. Beberapa peneliti 

melaporkan bahwa turunnya estrogen tidak hanya 

menyebabkan hilangnya atau tidak adanya struktur 

trabekula (Rosen dan Bouxsein, 2006; Syed et al., 

2008), menyebabkan lebih luasnya area resorpsi di 

bagian trabekula tulang dan hilangnya konektivitas 

trabekula (Parfitt et al., 1983; Eriksen et al., 1999), 

tetapi juga meningkatkan akumulasi adiposit, jumlah 

dan ukuran adiposit dalam sumsum tulang pada 

perempuan pascamenopause penderita osteoporosis 

maupun pada mencit ovariektomi (Syed et al., 2008; 

Benayahu et al., 2000). 

Menurut Riggs et al. (2002) dan Cooke dan Naaz 

(2004) estrogen juga berperanan penting dalam 

mengendalikan osteoblas dan adiposit. Dilaporkan 

Aubin dan Liu (1996), Pittenger et al, (1999), dan 

Muruganan dan et al. (2009) 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. Dari uraian tersebut memberi gambaran 

bahwa suplementasi kalsitriol selama 6 minggu pada 

tikus ovariektomi memicu aktivitas osteoklas 

meresorpsi tulang yang ditandai keberadaan ekspresi 

TRAP5b dalam rongga sumsum tulang dan permukaan 

spikulum trabekula, terjadi penipisan spikulum 

trabekula, rongga sumsum tulang menjadi lebih luas, 

dan akumulasi adiposit dalam rongga sumsum tulang 

pada bagian metafisis tulang femur distalis. 
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Gambar 1. K (Streptavidin-biotin, 100x.), K1 (Streptavidin-biotin, 250x.) dan K2 (Streptavidin-biotin, 1000x.). Bagian metafisis 

tulang femur distalis tikus tidak diovarirektomi (K) diberi antibodi monoklonal anti-tartrate resistant alkaline phosphatase 5b (TRAP5b), pada 
tulang trabekula dalam rongga sumsum tulang (A) dan permukaan spikulum trabekula (B) terlihat TRAP5b positif berwarna coklat.  Ov 

(Streptavidin-biotin, 100x.), Ov1 (Streptavidin-biotin, 250x.) dan Ov2 (Streptavidin-biotin, 1000x.). Bagian metafisis tulang femur distalis tikus 
ovariektomi (Ov) diberi antibodi monoklonal anti tartrate resistant alkaline phosphatase 5b (TRAP5b), pada tulang trabekula dalam rongga 

sumsum tulang (A) dan permukaan spikulum trabekula (B) terlihat TRAP5b positif berwarna coklat. OvD (Streptavidin-biotin, 100x.), OvD1 

(Streptavidin-biotin, 250x.) dan OvD2 (Streptavidin-biotin, 1000x.). Bagian metafisis tulang femur distalis tikus ovariektomi yang 
mengkonsumsi calcitriol (OvD) dan diberi antibodi monoklonal anti tartrate resistant alkaline phosphatase 5b (TRAP5b), pada tulang trabekula 

dalam rongga sumsum tulang (A) dan permukaan spikulum trabekula (B) terlihat TRAP5b positif berwarna coklat. 
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KESIMPULAN 

 

Hasil penelitian ini disimpulkan bahwa diet teri 

tawar dan suplementasi kalsitriol 8 ng/hari selama 6 

minggu pada tikus ovariektomi tidak efektif untuk 

mencegah osteoporosis. 
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