Jurnal Veteriner Juni 2017 Vol. 18 No. 2 : 239-246
pISSN: 1411-8327; el SSN: 2477-5665 DOI: 10.19087/jveteriner.2017.18.2.239
Terakreditasi Nasional, Dirjen Penguatan Riset dan Pengembangan, online pada http://ojs.unud.ac.id/php.index/jvet
Kemenristek Dikti Rl S.K. No. 36a/E/KPT/2016

Kombinasi Calcitriol dan Ethynil Ethyl Estradiol
Meningkatkan Ekskresi Kalsium Urin dan Risiko
Urolitiasis pada Tikus Ovariektomi

(ETHYNIL ETHYL ESTRADIOL AND CALCITRIOL COMBINATION
INCREASED URINE CALSIUM EXCRETION AND UROLITHIASIS RISK
IN OVARIECTOMY RATS)

Hartiningsih!, Ayu Dewi Puspitasari?, Nurdysa Diliana Putri?,
Nurul Arifah?, Wari Pawestri?, Devita Anggraeni!

Departemen Ilmu Bedah dan Radiologi
Mahasiswa S1 Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Gadjah Mada
J1. Fauna No 2, Karangmalang, Jogjakarta, Indonesia 55281.
Telp.: 0274-9062205, Fax: 0274-563083; E-mail: hartiningsih56@yahoo.com

ABSTRAK

Tingginya ekskresi kalsium (Ca) dalam urin dapat menjadi pemicu terbentuknya urolit. Estrogen
dan calcitriol menurunkan ekskresi Ca urin. Penelitian ini dilakukan bertujuan untuk mengkaji kombinasi
calcitriol dan ethynil ethyl estradiol terhadap ekskresi Ca dalam urin dan risiko urolitiasis tikus ovariektomi.
Sebanyak 25 tikus Wistar betina umur delapan minggu, dibagi menjadi lima kelompok (kontrol normal
NK, kontrol ovariektomi OVK, ovariektomi + calcitriol OVD, ovariektomi + ethynil ethyl estradiol OVE,
dan ovariektomi + kombinasi calcitriol dan ethynil ethyl estradiol OVDE). Tujuh minggu pascaovariektomi,
setiap tikus dimasukan kandang metabolik individu untuk studi keseimbangan Ca. Pada hari ke-4 sampai
7 studi keseimbangan Ca, setiap hari sisa pakan, urin, dan feses dikumpulkan untuk analisis Ca. Pada
hari ke-8 studi keseimbangan Ca, tikus dieutanasi, ginjal kiri diambil untuk pemeriksaan histopatologi.
Hasil analisis menunjukkan bahwa kombinasi calcitriol dan ethynil ethyl estradiol pada tikus OVDE
menyebabkan konsumsi Ca dan absorpsi Ca intestinal nyata lebih tinggi, dan ekskresi Ca dalam urin
cenderung lebih tinggi meskipun tidak berbeda nyata dibanding tikus OVK. Ekskresi Ca dalam urin tikus
OVK lebih tinggi dibanding tikus NK. Gambaran histopatologi ginjal OVK terlihat tidak berbeda dengan
tikus NK. Histopatologi ginjal OVDE terlihat endapan protein dalam ruang kapsuler kapsula Bowman’s
dan tubulus proksimalis, tubulus proksimalis atropi, dan nekrosis. Dari hasil penelitian disimpulkan
bahwa kombinasi calcitriol dengan ethynil ethyl estradiol pada tikus ovariektomi meningkatkan ekskresi
Ca urin dan meningkatkan risiko urolitiasis.

Kata-kata kunci: calcitriol; ethynil ethyl estradiol; ovariektomi; urolitiasis

ABSTRACT

The high excretion of calcium (Ca) in the urine can trigger the formation of urolith. Estrogen and
calcitriol decrease urinary Ca excretion. This study aims to examine the combination of calcitriol and
ethinyl ethyl estradiol against Ca urinary excretion and urolithiasis risk of ovariectomized rats. Twenty-
five female Wistar rats eight weeks old were divided into five groups: i) normal control (NK); ii)
ovariectomized control (OVK); iii) ovariectomized + calcitriol (OVD); iv) ovariectomized + ethinyl ethyl
estradiol (OVE); and v) ovariectomized + combination calcitriol and ethinyl ethyl estradiol (OVDE). Seven
weeks post-ovariectomy, each rat was put in an individual metabolic cage for the study of Ca balance. At
day 4 to 7 of the study, residual feed, urine, and feces were collected daily for Ca analysis. At day 8, the rats
were euthanized, the left kidney were collected for histopathological examination. The results showed that
combination of calcitriol and ethinyl ethyl estradiol in OVDE rats caused Ca intake and Ca intestinal
absorption significantly higher, and urinary Ca excretion tended to be higher although not significantly
different compared to OVK rats. Calcium excretion in OVK rat urine was higher compared to the NK rats.
The kidney histopathological changes of OVK rats were not different from the NK rats. Histopathological
examination of the OVDE group kidney showed protein deposition in the capsular of Bowman’s capsule
and proximal tubules, atrophy of the proximal tubules, and necrosis, respectively. It is concluded that the
combination of calcitriol with ethinyl ethyl estradiol in ovariectomized rats increased urinary Ca excretion
and increased the risk of urolithiasis.
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PENDAHULUAN

Tingginya ekskresi kalsium (Ca) dalam urin
atau hiperkalsiuria menyebabkan tingginya
konsentrasi kalsium urin dapat menjadi pemicu
terbentuknya nefrolit (Abrol dan Kekre, 2014).
Hiperkalsiuria dapat mengubah komposisi
fisikokimia urin, dapat menjadi pemicu
supersaturasi urin, terbentuknya inti urolit, dan
pertumbuhan urolit garam kalsium yang
umumnya berupa kalsium oksalat atau kalsium
fosfat (Krambeck et al., 2010). Hiperkalsiuria
dapat disebabkan oleh meningkatnya absorpsi
Ca intestinal (Coe et al., 2005; Pak et al., 2005),
reabsorpsi Ca tulang (Heilberg dan Weisinger,
2006), dan turunnya reabsorpsi Ca melalui
tubulus ginjal (van Abel et al., 2002).

Turunnya estrogen pada individu pasca-
menopause maupun tikus pascaovariektomi
dapat menjadi penyebab turunnya absorpsi Ca
intestinal dan tingginya ekskresi Ca melalui
ginjal (O’Loughlin dan Morris, 2003; Watanabe
et al., 2001; Holzherr et al., 2000). Suplementasi
ethynil estradiol pada perempuan pasca-
menopause maupun tikus ovariektomi mening-
katkan estrogen dalam darah (Li et al., 2013;
Panet al., 2010; van Abel et al., 2002), memicu
absorpsi Ca intestinal secara transport aktif (Xu
et al., 2003; van Abel et al., 2003), mening-
katkan reabsorpsi Ca dalam tubulus ginjal (van
Abel et al., 2002), namun meningkatkan risiko
kanker endometrium (Furness et al., 2009).

Vitamin D, yang diperoleh dari sinar
matahari maupun berasal dari diet dapat
menurunkan risiko kanker endometrium (Mohr
et al., 2007; Salazar-Martinez et al., 2005).
Suplemen 1,25- dihidroksivitamin D, mening-
katkan 1,25-dihidroksivitamin D, plasma (Vieth
et al., 2000; Wood et al., 1998), meningkatkan
absorpsi Ca intestinal dan reabsorpsi Ca oleh
ginjal, menurunkan ekskresi Ca dalam urin
(van de Graaf et al., 2004; Hoenderop et al.,
2001). Kelebihan vitamin D atau hipervita-
minosis D dapat menyebabkan hiperkalsiuria
(Tsujikawa et al., 2003), mineralisasi jaringan
dan terbentuk nefrolit (Sairanen et al., 2000).
Suplemen Ca dan 1,25-dihidroksivitamin D,
selama tiga bulan pada tikus tiga bulan
pascaovariektomi menurunkan konsentrasi
estradiol (Rasheed et al., 2009). Suplemen
calcitriol 8 ng/tikus selama enam minggu pada
tikus ovariektomi menurunkan konsentrasi
estradiol dan memicu terjadi osteoporosis
metafisis tulang femur (Hartiningsih et al.,
2012). Kombinasi suplemen calcitriol dengan
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ethynil ethyl estradiol pada tikus ovariekomi
efektif menurunkan risiko osteoporosis, namun
apakah juga menurunkan ekskresi Ca dalam
urin dan menurunkan risiko urolitiasis belum
pernah dilaporkan. Penelitian ini1 dilakukan
dengan tujuan untuk mengkaji pengaruh
kombinasi calcitriol dengan ethynil ethyl
estradiol terhadap ekskresi Ca dalam urin dan
risiko urolitiasis melalui studi keseimbangan Ca
dan pemeriksaan histopatologi ginjal. Kombinasi
calcitriol dengan ethynil ethyl estradiol pada
tikus ovariektomi diharapkan dapat menurun-
kan ekskresi Ca dalam urin dan tidak meny-
ebabkan perubahan struktur ginjal.

METODE PENELITIAN

Dalam penelitian ini digunakan 25 tikus
Wistar betina umur delapan minggu, diberi
pakan standar yang mempunyai kandungan
protein 20%, Ca 0,6%, Posfor 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, diberi pakan
standar dan air minum aquabidestilata secara
ad libitum. Tikus dibagi lima kelompok: kontrol
normal (NK), kontrol ovariektomi (OVK),
ovariektomi + suplemen calcitriol 20 ng/hari/
tikus secara oral (OVD), ovariektomi + suplemen
ethynil ethyl estradiol 25 pg/tikus/hari secara
oral (OVE), dan ovariektomi + kombinasi
calcitriol 20 ng/hari/tikus dengan ethynil ethyl
estradiol 25 ng/tikus/hari secara oral (OVDE),
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
anestetik digunakan campuran ketamin 10%
dosis 50 mg/kg (Pantex Holland) dan xylazine
2% dosis 5 mg/kg (Pantex Holland), diinjeksikan
secara 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.

Tujuh minggu pascaoperasi, setiap tikus
dimasukan kandang metabolik individu untuk
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studi keseimbangan Ca (untuk mengetahui
konsumsi Ca, absorpsi Ca, ekskresi Ca feses dan
urin). Studi keseimbangan Ca dilakukan selama
satu minggu, dimulai setelah adaptasi hari ke-
3 (hari ke-4 hingga 7). Selama studi
keseimbangan Ca, setiap hari sisa pakan dan
feses dikumpulkan, ditimbang dan disimpan
pada suhu 5°C untuk pemeriksaan Ca. Pada
waktu yang sama, urin juga dikumpulkan,
diukur, diasamkan (pH 1) dalam larutan HCI
37%, dan disimpan pada suhu 5°C untuk
pemeriksaan Ca. Pemeriksaan Ca pakan, feses,
dan urin dilakukan setelah sampel pakan dan
feses diabukan pada suhu 600°C, dan setelah
sampel urin diasamkan dan dilarutkan
sebagaimana diterangkan oleh Harris (1970).
Pada akhir perlakuan, tikus ditimbang bobot
badannya, selanjutnya dieutanasi mengguna-
kan ketamin 10% dosis 50 mg/kg dan xylazine
2% dosis 5 mg/kg intramuskuler. Tikus dila-
kukan nekropsi, ginjal kiri diambil dan difiksasi
dalam formalin 10% untuk pemeriksaan
histopatologi. Kalsium dianalisis dengan alat
automatic chemistry Beckman Counter
synchron Cx9 Pro., metode Arsenazo III.

Data Ca yang diperoleh dianalisis dengan
sidik ragam pola searah yang dilanjutkan
dengan uji Duncan’s bila ada perbedaan antar
perlakuan, sedangkan hasil pemeriksaan
histopalogi ginjal dianalisis secara diskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tikus ovariektomi OVK mengkonsumsi
pakan (data tidak ditampilkan) dan mengkon-
sumsi Ca cenderung lebih rendah namun tidak
berbeda nyata dibanding tikus NK (Tabel 1,
Gambar 1). Hasil penelitian ini berbeda dengan
laporan Jiang et al. (2008) dan Liang et al. (2002)
bahwa ovariektomi meningkatkan konsumsi
pakan sangat signifikan dibanding tikus operasi
ovariektomi semu. Ovariektomi pada tikus OVK
menyebabkan absorpsi Ca intestinal tikus OVK
cenderung lebih tinggi namun juga tidak berbeda
signifikan dengan tikus NK (Tabel 1, Gambar
1). Menurut Braun et al. (2007) nilai absorpsi
Ca adalah selisih dari jumlah Ca yang
dikonsumsi dengan jumlah Ca yang diekskre-
sikan dalam feses. Hasil penelitian ini juga
berbeda dengan laporan beberapa peneliti
sebelumnya bahwa ovariektomi pada tikus
menurunkan absorpsi Ca intestinal (O’Loughlin
dan Morris, 2003; Watanabe et al., 2001).
Ekskresi Ca dalam urin tikus OVK cenderung

Juni 2017 Vol. 18 No. 2 : 239-246

lebih tinggi dan tidak berbeda signifikan
dibanding tikus NK, dan pada pemeriksaan
histopatologi ginjal terlihat tidak berbeda
signifikan dengan tikus NK. Tingginya ekskresi
Ca dalam urin tikus OVK diduga terkait dengan
lebih rendahnya estradiol tikus OVK.
Dilaporkan Li et al. (2013), Pan et al. (2010),
dan Gallo et al. (2008) bahwa ovariektomi pada
tikus menurunkan konsentrasi estradiol.
Menurut Van Abel et al. (2002) estrogen bekerja
langsung pada ginjal untuk meningkatkan
reabsorpsi Ca dalam tubulus ginjal. Turunnya
konsentrasi estradiol dengan demikian
meningkatkan ekskresi Ca dalam urin.

Suplementasi ethynil ethyl estradiol pada
tikus OVE menyebabkan konsumsi Ca dan
absorpsi Ca intestinal nyata lebih tinggi
dibanding tikus OV (Tabel 1). Terapi dengan
hormon estrogen meningkatkan absorpsi Ca
intestinal tikus ovariektomi (Colin et al., 1999).
Dilaporkan Zhu et al. (2008) bahwa lebih
tingginya absorpsi Ca intestinal, meningkatkan
Ca darah, menurunkan hormon paratiroid
dalam sirkulasi darah dan meningkatkan
ekskresi Ca dalam urin.

Suplementasi ethynil ethyl estradiol pada
tikus OVE juga menyebabkan ekskresi Ca dalam
urin OVE cenderung lebih tinggi dibanding tikus
OVK. Lebih tingginya ekskresi Ca dalam urin
diduga terkait dengan lebih tingginya absorpsi
Ca intestinal tikus OVE yang diduga
menyebabkan turunnya hormon paratiroid.
Dalam penelitian ini, lebih tingginya ekskresi
Ca urin tikus OVE juga diduga terkait dengan
turunnya hormon paratiroid akibat lebih
tingginya estradiol. Dilaporkan oleh Carillo-
Lopez et al. (2009) bahwa suplemen estrogen
menurunkan hormon paratiroid. Dick et al.
(2005) melaporkan bahwa untuk memperta-
hankan konsentrasi Ca darah dalam kisaran
normal, hormon paratiroid bekerja pada ginjal
untuk meningkatkan reabsorpsi Ca yang
ditandai turunnya ekskresi Ca melalui urin.
Turunnya hormon paratiroid dengan demikian
meningkatkan Ca melaluil urin, namun pada
pemeriksaan histopatologi ginjal tikus OVE
terlihat tidak berbeda dengan tikus OVK.

Suplementasi calcitriol pada tikus OVD
menyebabkan konsumsi Ca dan absorpsi Ca
intestinal tikus OVD cenderung lebih rendah,
ekskresi Ca urin tikus OVD cenderung lebih
tinggi meskipun tidak berbeda signifikan
dibanding tikus OVK (Tabel 1). Lebih rendahnya
absorpsi Ca intestinal diduga terkait dengan
lebih rendahnya estradiol tikus OVD.
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Tabel 1. Rataan konsumsi Calsiium (mg/kg tikus/hari), absorpsi Ca intestinal (mg/kg tikus/hari),
Ca urin (mg/kg tikus/hari) pada tikus Wistar betina

Kelompok Kontrol Ovariektomi

Ovariektomi Ovariektomi  Ovariektomi
+ estradiol + calcitriol + estradiol
+calcitriol

Konsumsi Ca

Cafeses 138,74+19,85*  83,94:+8,88"
Caurin 26,83+9,842 27,69+3,462
Absorpsi Ca 130,64+30,88*

intestinal

269,38+48,32* 1260,68+29,61*
€115,84+19,20°

176,74+23,36* 1239,40+70,68°

355,24+77,29°  212,97+27,30* »299,98+43,28°
57,24+12,87¢  ©97,99+14,01°
36,09+2,24*  69,86+27,18

155,74+32,79* °201,98+56,68*

51,07+12,43

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

signifikan

Dilaporkan Hartiningsih et al. (2012) bahwa
suplemen calcitriol selama enam minggu
menurunkan estradiol tikus Wistar ovariektomi.
Rasheed et al. (2009) juga melaporkan bahwa
suplemen Ca dan 1,25-dihidroksivitamin D,
selama tiga bulan pada tikus tiga bulan
pascaovariektomi menurunkan konsentrasi
estradiol. Ekskresi Ca dalam urin pada tikus
OVD yang cenderung lebih tinggi selain diduga
akibat lebih rendahnya estradiol, juga diduga
akibat turunnya hormon paratiroid terkait
dengan suplementasi calcitriol. Ramagnoli et
al. (2008), Seamans dan Casman (2009)
melaporkan bahwa suplemen 1,25-dihidroksi-
vitamin D, atau vitamin D bentuk aktif
menurunkan sekresi hormon paratiroid sangat
signifikan. Dari uraian tersebut memberi
gambaran bahwa lebih tingginya ekskresi Ca
dalam urin tikus OVD diduga akibat turunnya
hormon estrogen dan hormon paratiroid.
Namun, pada pemeriksaan histopatologi ginjal
tikus OVD terlihat tidak berbeda dengan tikus
OVK.

Suplementasi kombinasi calcitriol dan
ethynil ethyl estradiol pada tikus OVDE
menyebabkan konsumsi Ca dan absorpsi Ca
intestinal lebih tinggi signifikan, dan ekskresi
Ca dalam urin cenderung lebih tinggi meskipun
tidak berbeda signifikan dibanding tikus OVK
(Tabel 1). Namun, pada pemeriksaan histopato-
logi ginjal tikus OVDE terlihat berbeda dengan
tikus OVK, teramati ada perubahan struktur
ginjal. Lebih tingginya ekskresi Ca dalam urin
tikus OVDE diduga terkait dengan lebih
tingginya konsumsi Ca dan absorpsi Ca intes-
tinal tikus OVDE yang diduga menyebabkan
turunnya hormon paratiroid. Suplementasi
kombinasi calcitriol dan ethynil ethyl estradiol
pada tikus OVDE juga diduga menyebabkan

turunnya hormon paratiroid.

Dalam penelitian ini, gambaran histo-
patologi ginjal tikus OVK, OVD, dan OVE
(Gambar tidak ditampilkan) terlihat tidak
berbeda dengan tikus NK. Histopatologi ginjal
tikus NK tidak ditemukan perubahan (Gambar
2:A), ruang Bowman’s yang mengelilingi
glomerulus terlihat jelas, kapsula Bowman’s
mempunyai epitel berbentuk 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). Pada gambaran
histopatologi ginjal tikus OVDE, selain
ditemukan endapan protein dalam ruang
Bowman’s dan tubulus proksimalis, juga tubulus
proksimalis terlihat nekrosis (Gambar 2:B).
Perubahan tersebut diduga terkait dengan lebih
tingginya ekskresi Ca dalam urin tikus OVDE.
Cunningham (2002) melaporkan bahwa
sebagian besar Ca difiltrasi di dalam ginjal, 98-
99% dari jumlah yang difiltrasi, 60% diserap
kembali di tubulus proksimalis, sedangkan
sisanya (sebagian kecil diserap di bagian
lengkung Henle asenden dan sebagian besar
diserap kembali di bagian tubulus distalis).
Beban kerja glomerulus yang berlebihan terkait
dengan meningkatnya aktivitas filtrasi yang
ditandai lebih tingginya ekskresi Ca dalam urin
tikus OVDE diduga menjadi penyebab nekrosis
tubulus proksimalis. Dilaporkan oleh Akil (2006)
bahwa hiperkalsiuria menyebabkan lepasnya
sel epitel semua struktur ginjal, ureter dan
vesika urinaria. Menurut Silva (2008)
meningkatnya aktivitas filtrasi glomerulus
memicu terjadi hipertrofi glomerolus. Beberapa
peneliti melaporkan bahwa hipertrofi glomerulus
memicu kerusakan glomerulus (Fries et al.,
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Gambar 1. Konsumsi Calsium, ekskresi Ca dalam feses, absorpsi Ca intestinal dan ekskresi Ca
urin selama perlakuan

Gambar 2. Histopatologis ginjal tikus normal NK (Gambar A) mempunyai struktur normal. Ruang
Bowman’s yang mengelilingi glomerulus terlihat (a), sel epitel tubulus berbentuk kuboid
(b), dan glomerulus normal (c)). (H dan E 400X). Pada tikus OVDE ovariektomi +
calcitriol dan etlryl estradiol (Gambar B) terlihat endapan protein dalam ruang Bowman’s
dan tubulus proksimalis (a), nekrosis pada tubulus proksimalis (b) (H dan E 400X).
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1989; Yoshida et al., 1989) dan menyebabkan
nefrosis (Miller et al., 1990). Menurut Robertone
(1998) kerusakan pada glomerulus dapat
memengaruhi aliran darah peritubuler dan
fungsi tubulus, turunnya aliran darah
menurunkan pengiriman oksigen dan metabolit
ke tubulus, menurunkan regulasi metabolik,
dan menyebabkan nekrosis sel epitel tubulus.
Dalam penelitian ini, endapan protein yang
terlihat di dalam ruang kapsuler kapsula
Bowman’s dan tubulus proksimalis pada tikus
OVDE 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. Tingginya ekskresi Ca
dalam urin, keberadaan matriks protein dan lesi
pada epitel saluran perkencingan dapat menjadi
penyebab terbentuknya urolit.

SIMPULAN

Hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
kombinasi calcitriol 20 ng/hari/tikus dan ethynil
ethyl estradiol 25pg/hari/tikus secara oral
selama delapan minggu pada tikus ovariektomi
meningkatkan ekskresi kalsium dalam urin dan
risiko urolitiasis.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
untuk mencari solusi tentang tingginya risiko
terjadi uroltiasis yang terkait dengan kasus
osteoporosis pasca ovariektomi.
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