Dapat diakses pada: http://jkb.ub.ac.id/index.php/jkb/article/view/1259
Jurnal Kedokteran Brawijaya Vol. 29, No. 3, Februari 2017, pp. 185-189
Online Published First: 12 Januari 2017
Article History: Received 12 September 2015, Accepted 8 Juni 2016
Artikel Penelitian

Suplementasi Vitamin D, Dosis Tinggi Menurunkan Kalsifikasi Tulang Femur pada Janin Mencit
High Dose Vitamin D3 Supplementation Decrease Calcification of the Femur Bone in Fetal Mice

Timothy Imanuel M', Heddy Herdiman®, Teresa L Wargasetia’
'Program Studi Pendidikan Dokter Fakultas Kedokteran Universitas Kristen Maranatha Bandung
’Bagian Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Kristen Maranatha Bandung

’Bagian Biologi Fakultas Kedokteran Universitas Kristen Maranatha Bandung

ABSTRAK

Kelebihan asupan vitamin D pada mencit yang bunting dapat menyebabkan penurunan massa tulang janin. Penelitian
dilakukan untuk mengetahui apakah pemberian suplementasi vitamin D, dosis tinggi dapat mengganggu kalsifikasi tulang
femur janin mencit. Metode eksperimental laboratorium dengan rancangan acak lengkap dilakukan menggunakan lima
ekor mencit jantan dan lima ekor mencit (Mus musculus L.) betina galur Swiss Webster berumur 8-12 minggu. Subjek
penelitian adalah lima janin mencit dari hasil perkawinan yang hidup. Mencit dibagi ke dalam lima macam perlakuan
yaitu KN (kontrol negatif), perlakuan A (13 IU vitamin D,), perlakuan B (13 IU vitamin D,), perlakuan C (13 IU vitamin D,),
dan perlakuan D (13 IU vitamin D,). Mencit dikawinkan, kemudian diberi suplementasi sejak usia kebuntingan 11 hari.
Pada usia kebuntingan 20 hari, mencit dikorbankan kemudian dilakukan pewarnaan Alizarin Red S terhadap janin.
Parameter yang diuji adalah panjang tulang femur janin mencit yang mengalami kalsifikasi setelah diberi perlakuan.
Analisis data menggunakan uji Analysis of Varian (ANOVA) satu arah yang dilanjutkan dengan uji Least Significance
Different (LSD) dengan a=0,05. Hasil menunjukkan bahwa janin mencit yang diberi vitamin D, dosis tinggi (kelompok Cdan
D) memiliki panjang kalsifikasi tulang femur yang berbeda bermakna (p<0,05) yaitu lebih pendek dibandingkan dengan
kontrol negatif, kelompok A, dan kelompok B. Simpulan penelitian adalah pemberian vitamin D, dosis tinggi menurunkan
kalsifikasi tulang femur janin mencit.
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ABSTRACT

Excessive intake of vitamin D in pregnant mice can cause fetal bone mass loss. This research aimed to study whether high
dose supplementation of vitamin D3 can interfere femur bone calcification in fetal mice. This research used true
experimental laboratory method using completely randomized design on five male mice and five female mice (Mus
musculus L.) of Swiss Webster strain aged 8-12 weeks. Subjects were five alive fetal mice of the mated mice. Experimental
animals were divided into five treatments, namely, KN (negative control), treatment A (13 IU of vitamin D3), treatment B
(26 IU of vitamin D3), treatment C (130 IU of vitamin D3), and treatment D (260 IU of vitamin D3). Mice were mated and
supplemented since the 11" day of gestation. At the 20" day of gestation, the mice were sacrificed and the fetuses were
stained with Alizarin Red S staining. The parameter tested was calcified fetal femur length after being treated. Data
analysis was using One Way Analysis of Variance (ANOVA) followed by Least Significance Different (LSD) test with a=0,05.
The research result showed that high-dose vitamin D3 supplemented-mice (C and D group) had significantly different
calcified fetal femur length (p< 0,05) which were shorter compared to negative control, group A, and group B. The
conclusion of this research is that the supplementation of high-dose vitamin D3 can decrease fetal femur bone calcification
inmice.
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PENDAHULUAN

Vitamin D terdiri dari, kolekalsiferol (vitamin D,) dan
ergokalsiferol (vitamin D,), pro-hormon dan vitamin.
Vitamin D, dibentuk di kulit setelah pajanan terhadap sinar
matahari atau dikonsumsi dari makanan alami dan
suplemen, sedangkan vitamin D, diperoleh dari iradiasi
tanaman atau suplemen. Vitamin D di dalam tubuh
memerlukan dua langkah hidroksilasi agar menjadi aktif.
Hidroksilasi pertama terjadi di hati sehingga terbentuk 25-
hydroxyvitamin D, (25 OH D,) yang merupakan metabolit
vitamin D utama di sirkulasi. Hidroksilasi kedua terjadi di
ginjal, membentuk 1,25-dihydroxyvitamin D, [1,25 (OH),
D,] yang adalah metabolit aktif berupa hormon(2). 1,25
(OH), D, kemudian berikatan dengan reseptor vitamin D di
intestin, ginjal, dan tulang (1).

Vitamin D mempunyai peran penting dalam regulasi
metabolisme, absorpsi kalsium dan fosfor dari tulang.
Walaupun demikian, efek dari vitamin D tidak hanya
terbatas pada homeostasis mineral dan mempertahankan
kesehatan tulang (2). Keberadaan reseptor vitamin D pada
jaringan dan organ lain selain tulang menunjukkan bahwa
fisiologi vitamin D tidak hanya berperan dalam homeostatis
tulang. Enzim 25-hydroxyvitamin D-1alpha-hydroxylase
(Zalpha-OHase) yang mengkatalisis konversi 25 OH D,
menjadi 1,25 (OH), D, tidak hanya terdapat di ginjal, tetapi
ternyata terdapat di sel-sel lain seperti makrofag dan
keratinosit (2,3). Sintesis ekstra renal 1,25 (OH), D,
menunjukkan adanya peran autokrin/parakrin dari 1,25
(OH), D, yang berperan penting dalam regulasi ploriferasi
dan diferensiasi sel selain dalam homeostasis kalsium (1,4).

Pajanan sinar matahari yang banyak atau lama akan
meningkatkan pelepasan vitamin D ke peredaran darah.
Pajanan sinar matahari yang diterima seseorang
dipengaruhi oleh lokasi geografis, cara berpakaian,
penggunaan sunscreen, dan warna kulit. Orang Afrika
Amerika yang berkulit gelap membutuhkan lima kali
pajanan sinar matahari untuk memperoleh respons yang
sama dengan orang kulit putih (5). Walaupun efisiensi
pembentukan vitamin D di kulit bersifat heterogen,
namun secara umum dapat ditetapkan rekomendasi
untuk jumlah vitamin D yang dikonsumsi.

Pada tahun 2011, the Institute of Medicine Amerika
melaporkan bahwa jumlah vitamin D yang
direkomendasikan untuk dikonsumsi setiap hari
(Recommended Dietary Allowances) adalah 600 1U/hari
untuk usia 1-70 tahun dan 800 IU/hari untuk usia 71 atau
lebih (6). Rekomendasi jumlah vitamin D untuk
dikonsumsi oleh wanita hamil, wanita hamil dengan risiko
tinggi pre-eklampsi, dan wanita hamil dengan risiko tinggi
defisiensi vitamin D berturut-turut adalah 400, 800, dan
1.000 IU per hari (7). Seseorang dengan banyak melanin di
kulit, obesitas, kurang pajanan sinar matahari, atau sudah
tua membutuhkan vitamin D hingga 5.000 IU per hari (8).
Batas aman untuk konsumsi vitamin D tanpa supervisi
dokter adalah maksimum 50 mg atau 2.000 IU/hari untuk
pemakaian jangka panjang (6).

Suplementasi vitamin D yang berlebih memunculkan
kekuatiran akan toksisitas. Hipotesis untuk toksisitas
vitamin D bahwa asupan vitamin D meningkatkan
konsentrasi berbagai metabolit vitamin D, termasuk
vitamin D itu sendiri dan level 25 OH D, plasma pada
konsentrasi yang melebihi kapasitas pengikatan dari
protein pengikat/reseptor vitamin D dan 25 OH D, bebas
mempunyai efek langsung pada ekspresi gen ketika
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memasuki sel-sel target. Hipervitaminosis D dapat terjadi
ketika dosis farmakologis vitamin D dikonsumsi untuk
periode waktu yang panjang atau dari megadosis tunggal
yang menyebabkan peningkatan konsentrasi 25(0OH) D
yang besar di peredaran darah (2). Toksisitas pada dewasa
dapat muncul pada dosis lebih dari 10.000 IU/hari pada
pajanan jangka pendek (kurang dari enam bulan).
Suplemen dosis tunggal sebesar 7,5 mg (300.000 IU) atau
lebih juga dapat membahayakan (9).

Toksisitas dari suplementasi vitamin D yang berlebihan
telah menjadi perhatian. Penggunaan vitamin D yang
meluas dari tahun 1930 hingga 1950-an di Amerika Serikat
dan Eropa memunculkan berbagai kasus toksisitas (10).
Asupan vitamin D yang berlebihan dapat menimbulkan
toksisitas melalui hiperkalsemia. Gejala toksisitas vitamin
D vyaitu kelainan gastrointestinal seperti anoreksia, diare,
konstipasi, mual, dan muntah. Sakit pada tulang, pusing,
sakit kepala berkelanjutan, denyut jantung tidak teratur,
hilang nafsu makan, sakit otot dan persendian adalah
gejala lainnya yang muncul dalam beberapa hari atau
minggu; sering buang air kecil terutama malam hari, haus
berlebihan, lemas, cemas, gatal, dan batu ginjal (2).

Adanya toksisitas dari suplementasi vitamin D yang
berlebihan memunculkan pertanyaan tentang efek
hipervitaminosis D terhadap janin. Suatu penelitian in vivo
menunjukkan bahwa kadar 1,25 (OH), D, yang tinggi pada
mencit model tanpa gen reseptor vitamin D (Vdr -/-)
bunting mempunyai efek mengurangi massa tulang pada
fetus Vvdr +/- yang dikandungnya (11). Melalui penelitian
ini ingin diketahui apakah suplementasi vitamin D, yang
berlebihan (lebih dari dosis konversi batas aman pada
manusia) dapat mempengaruhi kalsifikasi tulang femur
janin mencit melalui pengukuran panjang tulang femur.

METODE

Penelitian ini menggunakan metode eksperimental
laboratorium dengan rancangan acak lengkap. Mencit-
mencit yang digunakan dalam penelitian diadaptasikan
dengan hanya diberi makan dan minum, tanpa perlakuan
selama satu minggu di laboratorium. Pada penelitian ini
mencit-mencit yang digunakan tidak terpajan terhadap
sinar matahari sehingga vitamin D diperoleh hanya dari
perlakuan yang diberikan. Lima ekor mencit betina dan
lima ekor mencit jantan dikawinkan dengan menempatkan
setiap pasangan dalam satu kandang, kemudian
dilakukan pemeriksaan sumbat vagina pada mencit-
mencit betina pada esok paginya. Sumbat vagina adalah
gumpalan berwarna putih kekuningan pada vagina mencit
betina yang berasal dari koagulasi sekresi kelenjar
vesikular mencit jantan. Keberadaan sumbat vagina
mengindikasikan bahwa aktivitas seksual telah terjadi, dan
bila mencit betina yang mempunyai sumbat vagina
kemudian bunting, hari ditemukannya sumbat vagina
ditentukan sebagai hari pertama kebuntingan (12).

Masing-masing mencit betina yang telah bunting selama
11 hari diberi perlakuan yang berbeda. Pada kelompok
kontrol negatif mencit diberi 1,3 mL minyak secara oral.
Pada empat kelompok perlakuan selain minyak per oral
diberikan vitamin D3 dalam tiga dosis berbeda, yaitu 13 |U
vitamin D3 untuk perlakuan A, 26 IU vitamin D3 untuk
perlakuan B, 130 IU vitamin D3 untuk perlakuan C, dan 260
IU vitamin D3 untuk perlakuan D. Perlakuan terhadap
semua mencit dilakukan pada kebuntingan hari ke-11
hingga hari ke-20. Dosis vitamin D, yang digunakan pada
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perlakuan A merupakan dosis yang dibutuhkan oleh
seseorang dengan banyak melanin di kulit, obesitas,
kurang pajanan sinar matahari, atau sudah tuayaitu 5.000
IU per hari (8) yang kemudian dikonversikan berdasarkan
perbandingan dosis manusia dan mencit. Dosis pada
manusia 70 kg adalah 5.000 IU, koefisien perkalian untuk
mencit 20 gram adalah 0,0026 (13), sehingga dosis untuk
mencit 20 gram =5.000 IU x 0,0026 = 13 IU. Dosis vitamin
D, yang digunakan pada perlakuan B adalah dua kali dosis
perlakuan A. Dosis vitamin D, pada perlakuan C
menggunakan loading dose regiment pada orang dengan
defisiensi vitamin D, berdasarkan ketentuan yang dibuat
oleh National Osteoprosis Society yaitu 50.000 |U (8) yang
kemudian dikonversikan menjadi 50.000 IU x 0,0026 = 130
IU. Dosis vitamin D, yang digunakan pada perlakuan D
adalah duakalidosis perlakuan C.

Mencit diberi suplementasi vitamin D, sejak usia
kebuntingan 11 hari. Vitamin D, diberikan pada usia
kebuntingan 11 hari yang merupakan awal mula
terjadinya kalsifikasi tulang femur janin mencit (14). Pada
usia kebuntingan 20 hari, semua mencit betina
dikorbankan untuk dibuka uterusnya. Mencit dikorbankan
pada usia kebuntingan 20 hari dimaksudkan agar kondisi
janin mendekati keadaan saat lahir dan belum
mendapatkan nutrisi selain dari plasenta induk mencit.
Sebelum tindakan pembukaan uterus, dilakukan tindakan
anastesi terlebih dahulu dengan menggunakan eter.
Setelah itu dilakukan pemilihan secara acak lima ekor
janin mencit yang hidup dari setiap jenis perlakuan.
Jumlah janin mencit yang digunakan dihitung
menggunakan rumus: (T-1) (r-1) 215 dan diperlukan 5
pengulangan pada setiap kelompok perlakuan (15).
Semua sampel janin kemudian dimasukkan ke dalam
larutan NaCl 0,9%. Janin-janin yang akan diwarnai difiksasi
dalam alkohol 96% dan selanjutnya dilakukan pewarnaan
rangka, yaitu dengan menggunakan pewarnaan Alizarin
Red S 0,01%. Gambar 1 menunjukkan hasil fiksasi dan
pewarnaanAlizarin Red S pada janin mencit.

l

Gambar 1. Gambaran hasil fiksasi dan pewarnaan Alizarin
Red S pada janin mencit (tanda panah menunjukkan bagian
femur)

Penilaian kalsifikasi tulang pada hewan coba dinilai
dengan melihat tulang femur janin mencit yang telah
diwarnai dengan pewarnaan Alizarin Red S di bawah
mikroskop cahaya (16). Penilaian dilakukan dengan
mengukur panjang tulang femur janin mencit, tulang yang
berukuran relatif panjang sehingga memudahkan
pengukuran dalam penelitian. Analisis data menggunakan
uji Analisis Varian (ANAVA) satu arah yang dilanjutkan
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dengan uji Least Significance Different (LSD) dengan
a=0,05.

HASIL

Efek dari vitamin D, dinilai dengan mengukur panjang
kalsifikasi tulang femur janin yang diwarnai dengan
Alizarin Red S. Dari hasil penghitungan statistik ANAVA satu
arah didapatkan bahwa panjang kalsifikasi tulang femur
menunjukkan perbedaan yang bermakna yaitu (p<0,05).
Rerata panjang kalsifikasi tulang femur janin mencit
setelah perlakuan dan hasil analisis statistik LSD
ditampilkan pada Gambar 2. Hasil analisis data
menunjukkan terdapat perbedaan panjang Kkalsifikasi
tulang femur janin mencit yang bermakna (p<0,05) antara
kelompok kontrol negatif yang hanya diberi minyak dengan
kelompok C yang diberi 130 IU vitamin D, dan juga dengan
kelompok D yang diberi 260 IU vitamin D,. Terdapat
perbedaan panjang kalsifikasi tulang femur janin mencit
yang bermakna (p<0,05) antara kelompok A yang diberi 13
IU vitamin D, dengan kelompok C yang diberi 130 IU
vitamin D, dan juga dengan kelompok D yang diberi 260 U
vitamin D,. Terdapat perbedaan panjang kalsifikasi tulang
femur janin mencit yang bermakna (p<0,05) antara
kelompok B yang diberi 26 IU vitamin D, dengan kelompok
Cyang diberi 130 IU vitamin D, dan juga dengan kelompok
D yang diberi vitamin D, 260 IU (p<0,05). Hasil
menunjukkan bahwa pemberian vitamin dosis tinggi
(dibandingkan kondisi normal dan dosis anjuran)
memberikan dampak panjang kalsifikasi tulang femur
janin mencityang lebih pendek.

*p=0,000 |
[ *p=0,000
I *p=0,000

| |

—— *p=0.000
27 9 *p=0,000
r 1

]
*p=0,015

2.6 A

-1
Panjang 25 1
Kalsifikasi Tulang 24 4
Femur Mencit :
{mm) 23
22 4
21 4 T T T T
A B C D

KN

Kelompok
KN: Kontrol Negatif, A: +vitamin D3 13 U, B: +vitamin D3 26 IU,
C:vitamin D3 130 IU, D +vitamin D3 260 IU

Gambar 2. Rerata panjang kalsifikasi tulang femur janin
mencit pada berbagai perlakuan

DISKUSI

Vitamin D dibutuhkan untuk mempertahankan
konsentrasi kalsium pada kisaran fisiologis. Fungsi
tersebut sangat penting karena ion kalsium bersifat
esensial untuk berbagai proses seluler dan metabolisme.
Selain diabsorbsi oleh usus, kalsium juga disimpan di
tulang. Regulasi metabolisme vitamin D cukup kompleks,
melibatkan kalsium, fosfor, dan berbagai hormon seperti
hormon paratiroid dan Fibroblast Growth Factor 23 (FGF
23) yang menghambat produksi 1,25(0OH), D, oleh ginjal
(17). Vitamin D, bersifat unik karena dapat disintesis di
subkutan kulit dari 7-dehydrocholecalciferol oleh radiasi
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UV dari sinar matahari atau didapat dari makanan (9).
Vitamin D, dikonversi menjadi 25 OH D, di hati yang
selanjutnya dihidroksilasi di ginjal atau organ lainnya
menjadi 1,25 OH D, (kalsitriol), suatu hormon endogen
yang berperan dalam pengikatan vitamin D ke reseptor
vitamin D yang berada pada lebih dari 30 jenis jaringan.
Kalsitriol menstimulasi transpor kalsium dan fosfat di usus
dan resorpsi kalium dan fosfat di tulang. Kalsitriol
menginduksi ligan receptor activator of nuclear factor kB
(RANK) di osteoblas dan osteocalcin yang meregulasi
proses mineralisasi (17).

Mekanisme aksi vitamin D, melalui bentuk hormonal yaitu
dihidroksi vitamin D, melibatkan reseptor vitamin D yang
meregulasi transkripsi sejumlah gen-gen target yang
terlibat dalam homeostasis kalsium pada diferensiasi sel.
Hipervitaminosis D terjadi ketika dosis farmakologis
vitamin D dikonsumsi untuk periode yang lama atau
megadosis tunggal menyebabkan peningkatan yang besar
konsentrasi 25 OH D di peredaran darah (2). Pada penelitian
ini, hipervitaminosis vitamin D terjadi karena pemberian
vitamin D, dalam dosis tinggi yaitu 130 IU dan 260 IU yang
setara dengan 50.000 IU dan 100.000 IU pada manusia.

Vitamin D dan hormon paratiroid merupakan mediator
penting dalam regulasi kalsium di tulang. Defisiensi
vitamin D menyebabkan penurunan absorpsi kalsium dari
usus dan penurunan reabsorpsi kalsium dari ginjal
sehingga dapat menyebabkan penurunan kadar kalsium
serum yang berperan di dalam Kkalsifikasi. Selain itu
vitamin D juga berperan di dalam remodeling tulang yang
bertujuan untuk mengganti matriks tulang yang lama
dengan yang baru melalui resorpsi tulang dan
pembentukan matriks tulang. Vitamin D berperan dalam
aktivasi osteoklas yang berperan dalam resorpsi tulang,
sehingga bila didapatkan kadar vitamin D yang tinggi maka
resorpsi tulang akan lebih dominan dibanding dengan
kalsifikasinya. Jadi dengan kata lain, defisiensi vitamin D
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