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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji dampak diet fosfor tinggi pada tulang femur tikus Sprague
Dawley yang mengkonsumsi kedelai. Sepuluh tikus Sprague Dawley betina umur empat minggu secara
acak dibagi dua kelompok (PN dan PH), masing-masing lima tikus. Tikus ditempatkan dalam kandang
individu dengan suhu ruang berkisar 22-25°C, diberi diet fosfor normal dan air minum aquabidestilata
ad libitum, untuk adaptasi selama tiga minggu. Pada waktu tikus berumur tujuh minggu, tikus PN diberi
diet fosfor normal (mengandung 0,6% kalsium dan 0,4% fosfor), tikus PH diberi diet fosfor tinggi
(mengandung 0,6% kalsium dan 3,6% fosfor) selama enam minggu. Pada akhir penelitian, tikus umur 14
minggu dilakukan pengambilan darah melalui pleksus retroorbitalis untuk pemeriksaan kalsium dan
fosfor. Selanjutnya tikus dikorbankan nyawanya dengan dieuthanasi, tulang femur kanan difiksasi dalam
formalin 10% untuk pemeriksaan histopatologi. Tikus PH mempunyai kalsium darah lebih rendah dan
fosfor darah lebih tinggi yang berbeda sangat signifikan (P<0,01) dengan tikus PN. Hasil pemeriksaan
histopatologi tulang femur proksimalis tikus PN terlihat zona osteogenik bagian fisis dan spikulum
tulang trabekula di bagian metafisis berbentuk normal, sementara tulang femur distalis tikus PH zona
kondrositik dan zona osteogenik bagian fisis terlihat metaplasia fibroblastik yang bersifat difus, spikulum
tulang trabekula pada metafisis berbentuk ireguler, proliferasi jaringan fibroblas di antara spikulum
tulang trabekula dalam sumsum tulang. Dari hasil penelitian disimpulkan bahwa diet fosfor tinggi
menyebabkan osteodistrofia fibrosa.

Kata-kata kunci : fosfor, osteodistrofia fibrosa, kalsium, kedelai

ABSTRACT

The objective of this research was to study the impact of high phosphor diet on the femur of rats
consuming soybean. Ten female rats at 4 weeks of age were randomly divided into two groups of five, NP
(rats fed with normal phosphor diet) and HP (rat fed with high phosphor diet). Each rats was placed into
individual cages at 22-25°C. All rats were given normal diet and water which were provided ad libitum.
The rats were also adaptation for three weeks before the treatment was given. At seven weeks of age, rats
in NP group were fed normal diet (calcium:phosphor=0,6%:0,4%), while rats in HP group were fed high
phosphorus diet (calcium:phosphor=0,6%:3,6%) for 6 weeks. At the end of the study, blood was collected
from plexus retroorbitalis for calcium and phosphor analysis, while right femur was taken for
histopathological examination using hematoxylin and eosin stain. The research results showed that blood
of calcium was significantly reduced (P<0.01) in HP group compared with NP group, while blood phosphor
was significantly increased (P<0.01) in HP group. Histopathological analysis of the proximalis femur in
NP group showed the osteogenic zone of physis and the trabecular bone speculum of metaphysis were
normal, while the osteogenic zone of physis and the trabecular bone speculum of metaphysis in HP group
were irregular. Fibroblast in trabecular bone speculum of bone marrow were also observed. It can be
concluded that high phosphorus diet may cause osteodystrophia fibrosa in rats.
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PENDAHULUAN

Tingginya angka kejadian fraktur tulang
selain berkaitan dengan peran utamanya
sebagai penahan beban tubuh, defisiensi kalsium
akibat kebiasaan mengkonsumsi pakan yang
mengandung fosfor tinggi juga dapat menjadi
penyebab fraktur tulang. Konsumsi makanan
yang mengandung fosfor tinggi seperti berbagai
jenis makanan cepat saji dan minuman bersoda,
merupakan tipikal diet masyarakat barat sejak
20-30 tahun silam, sampai sekarang banyak
diikuti dan dijadikan pola atau gaya hidup
masyarakat di negara berkembang termasuk di
Indonesia.

Rasio kalsium dan fosfor untuk pembentu-
kan tulang berkisar 1,5 : 1,0 (EFSA, 2005).
Penelitian yang dilakukan Calvo (1993)
menunjukkan bahwa remaja cenderung
mengkonsumsi makanan yang banyak
mengandung fosfor tinggi dan kalsium rendah
atau mempunyai rasio kalsium terhadap fosfor
yang rendah. Studi epidemiologi menunjukkan
bahwa rasio Ca:P rendah dikaitkan dengan
turunnya densitas mineral tulang (Brot et al.,
1999). McGartland et al., (2003) melaporkan
adanya keterkaitan antara asupan fosfor tinggi
dengan turunnya densitas mineral tulang.
Asupan pakan yang mengandung fosfor tinggi
selain menyebabkan hiperfosfatemia, hipokal-
semia, dan hiperparatiroid sekunder, juga
meningkatkan resorpsi tulang, hilangnya massa
tulang pada berbagai hewan model, dan
meningkatkan risiko terjadinya fraktur tulang
(Calvo dan Park, 1996; Katsumata et al., 2005).

Asupan fosfor tinggi secara langsung
meningkatkan proliferasi sel kelenjar paratiroid
dan meningkatkan sintesis hormon paratiroid
pada tikus maupun manusia (Roussanne et al.,
2001; Almanden et al., 1998; Slatopolsky et al.,
1996). Tingginya hormon paratiroid
meningkatkan laju pembentukan tulang
(Kuizon dan Salusky, 2002). Beberapa peneliti
lain juga melaporkan bahwa tingginya konsumsi
fosfor menstimuli osteoblas (Kanatani et al.,
2002), menghambat osteoklas, dan resorpsi
tulang oleh osteoklas (Yates, 1991; Kanatani et
al., 2003). Namun, Katsumata et al. (2005)
melaporkan bahwa konsumsi fosfor 2,5 kali lebih
tinggi dibanding kalsium meningkatkan jumlah
osteoklas dan meningkatkan resorpsi tulang.
Konsumsi fosfor tinggi juga menurunkan
pembentukan tulang dan meningkatkan
apoptosis osteoblas (Meleti el al., 2000;
Karkainen dan Lamberg-Allardt, 1996).
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Oleh karena masih adanya kontroversi
tentang pengaruh asupan fosfor tinggi terhadap
perubahan aktifitas resorpsi tulang oleh
osteoklas dan pembentukan tulang oleh
osteoblas, maka tujuan penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui efek diet fosfor tinggi, yakni
enam kali dari jumlah kalsium terhadap tulang
femur tikus Sprague Dawley yang mengkon-
sumsi kedelai. Hasil penelitian ini diharapkan
dapat memberi informasi tentang konsumsi
pakan yang benar sehingga risiko terjadi fraktur
tulang akibat konsumsi fosfor yang berlebihan
atau salah pakan dapat dihindarkan.

METODE PENELITIAN

Sepuluh tikus Sprague Dawley betina
umur empat minggu, pakan yang mengandung
fosfor normal dan fosfor tinggi digunakan dalam
penelitian ini. Komposisi pakan untuk diet fosfor
normal (g/100 g pakan) yang diberikan terdiri
dari 57% tepung jagung, 38% tepung kedelai,
3% molase, 0,9% CaCO,, 0,2% NaH,PO,, dan
0,9% vitamin mineral, dan komposisi pakan
untuk diet fosfor tinggi terdiri dari 44% tepung
jagung, 41% tepung kedelai, 3% molase, 0,9%
CaCO,, 10,2% NaH,PO,, dan 0,9% vitamin
mineral. Tikus secara acak dibagi menjadi dua
kelompok perlakuan (kelompok tikus dengan diet
fosfor normal (PN), dan kelompok tikus dengan
diet fosfor tinggi (PH), masing-masing lima tikus.
Setiap tikus ditempatkan dalam kandang
individu dengan suhu ruang berkisar 22-25°C,
diberi diet fosfor normal dan air minum secara
ad libitum. Tiga minggu pasca adaptasi, tikus
PN diberi diet fosfor normal, sedangkan tikus
PH diberi diet fosfor tinggi selama enam minggu.
Pada akhir penelitian dilakukan pengambilan
darah melalui pleksus retroorbitalis untuk
pemeriksaan kalsium dan fosfor. Setelah tikus
dikorbankan nyawanya dengan cara
dieuthanasi, femur kanan difiksasi dalam
formalin 10%, kemudian didekalsifikasi sesuai
metode yang dilakukan Wasito (1990),
selanjutnya dibuat preparat histopatologi dengan
pengecatan hematoksilin dan eosin.

Konsentrasi kalsium dan fosfor darah
diperiksa dengan alat automatic chemistry
Beckman Counter synchron Cx9 Pro., metode
Arsenazo III. Gambaran histopatologi tulang
dianalisis secara diskriptif, data kalsium dan
fosfor darah dianalisis dengan uji-t tidak
berpasangan.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil analisis terhadap konsentrasi kalsium
dan fosfor dalam darah tikus yang mengkon-
sumsi diet fosfor tinggi disajikan pada Tabel 1.
Hasil analisis terhadap konsentrasi kalsium dan
fosfor dalam darah tikus yang mengkonsumsi
diet fosfor tinggi PH (Ca:P=1,5:9) menunjukkan
penurunan konsentrasi kalsium dan
peningkatan konsentrasi fosfor secara nyata
dibanding dengan tikus yang mengkonsumsi
diet fosfor normal PN (Ca:P=1,5:1). Tani et al.
(2007) melaporkan bahwa absorpsi fosfor melalui
usus paralel dengan jumlah fosfor yang
dikonsumsi. Beberapa peneliti melaporkan
bahwa diet fosfor tinggi meningkatkan fosfor
darah, menurunkan kalsium darah, dan
meningkatkan hormon paratiroid (Tani et al.,
2007; Katsumata et al., 2005; Denda et al.,
1996). Menurut Roussanne et al. (2001),
Almanden et al. (1998) dan Slatopolsky et al.
(1996) asupan fosfor tinggi secara langsung
meningkatkan proliferasi sel paratiroid dan
meningkatkan sintesis hormon paratiroid pada
tikus maupun manusia. Didasarkan temuan
tersebut menunjukkan bahwa diet fosfor tinggi
mungkin meningkatkan hormon paratiroid.
Namun demikian, dalam penelitian ini tidak
dilakukan pemeriksaan terhadap status hormon
paratiroid.

atsumata et al., (2005) melaporkan bahwa
diet fosfor tinggi menyebabkan hiperparatiroid
sekunder dan meningkatkan remodeling tulang.
Menurut Burr (2002) dan Parfitt (2002) siklus
remodeling tulang dimulai dari fase aktivasi
yang melibatkan interaksi antara sel prekursor
osteoblas dengan osteoklas yang memicu
diferensiasi, migrasi dan fusi osteoklas
multinuklear, kemudian diikuti fase resorpsi,
osteoklas melekat pada permukaan tulang yang
sudah termineralisasi dan menginisiasi resorpsi
tulang (Teitelbaum, 2006). Takahashi et al.,
(1988) melaporkan bahwa hormon paratiroid
meningkatkan resorpsi tulang terutama melalui
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mekanisme yang diperantarai oleh osteoblas.
Beberapa peneliti melaporkan bahwa hormon
paratiroid menstimulasi osteoblas untuk
memproduksi receptor activator of NF-éB ligand
(RANKL) (Kitasawa et al., 2003; Hofbauer et al.,
1999). Receptor activator of NF-éB ligand
selanjutnya berinteraksi dengan receptor
activator of NF-éB (RANK) yang diekspresikan
sel prekursorosteoklas, menstimulasi proliferasi
sel prekursor osteoklas menjadi osteoklas (Riggs
et al., 2002; Duong dan Rodan, 2001). Katsumata
et al., (2005) melaporkan bahwa diet fosfor tinggi
(0,6% kalsium: 1,5% fosfor) secara signifikan
meningkatkan ekspresi RANKL dan mening-
katkan jumlah osteoklas. Dilaporkan Katsumata
et al., (2005) dan Huttenen et al., (2007) bahwa
diet fosfor tinggi secara signifikan meningkatkan
jumlah osteoklas paralel dengan semakin
tingginya fosfor dalam pakan, meningkatkan
remodeling tulang dan memicu hilangnya
tulang, dan menurunkan luas trabekula.

Dari gambaran histopatologi tulang femur
distalis tikus PN menunjukkan zona osteogenik
bagian fisis, dan spikulum tulang trabekula di
bagian metafisis dan diafisis berbentuk normal
sesual dengan yang digambarkan Jee (1983),
Doige (1988) dan Palmer (1993). Menurut Jee
(1983), Doige (1988) dan Palmer (1993) zona
osteogenik bagian fisis dibagi menjadi zona
kondrosit istirahat, proliferasi, dan hipertropi
yang meliputi maturasi, degenerasi dan
kalsifikasi. Dalam keadaan normal, di dalam
zona kondrosit istirahat, kondrosit berbentuk
sferis, tunggal atau berpasangan. Zona kondrosit
proliferasi tersifat dengan sel kondrosit
berbentuk pipih dan setelah beberapa kali
mitosis berubah bentuk menjadi oval. Setelah
masuk zona maturasi sel-sel yang tersifat
dengan susunan selnya yang berderet
memanjang, tinggi sel menjadi 4-5 kali,
volume sel juga membesar sampai 10 kali.
Sel-sel tersebut kemudian mengalami
kalsifikasi dan menjadi kerangka pembentukan
tulang trabekula spongiosa primer di bagian

Tabel 1.Rataan kalsium darah dan fosfor darah tikus Sprague Dawley yang meng-konsumsi diet

fosfor tinggi selama 6 minggu

Parameter Kalsium:fosfor normal Kalsium: fosfor tinggi

1,5:1) (1,5:9)
Kalsium mg/dl 9,28+0,17¢ 7,44+0,45P
Fosfor mg/dl 5,82+0,542 7,04+0,92°
Keterangan:

Angka dalam satu baris yang diikuti huruf yang tidak sama menunjukkan beda nyata
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Gambar 1. Tulang femur proksimalis tikus Sprague
Dawley yang mengkonsumsi diet fosfor normal
(Ca:P=1,5:1), terlihat zona osteogenik bagian fisis
berbentuk normal (a), sumsum tulang didominasi
jaringan hematopoietik(b), spikulum tulang
trabekula di bagian metafisis berbentuk normal (c)
(HE 100X)

metafisis setelah bergerak masuk ke dalam zona
osteogenik dan sel osteoblastik bergabung di
dalamnya (Gambar 1). Gambaran histopatologi
tulang femur tikus PH terlihat metaplasia
fibroblastik bersifat difus di zona osteogenik
bagian fisis, spikulum tulang trabekula di
bagian metafisis dan diafisis berbentuk sangat
ireguler, ada penambahan jumlah dan ukuran
spikulum tulang trabekula pada metafisis,
rongga sumsum tulang menjadi lebih sempit,
dan sel hematopoietik di antara spikulum tulang
trabekula dalam sumsum tulang didominasi
jaringan fibroblas (Gambar 2). Gambaran
histopatologi tulang femur tikus Sprague
Dawley yang mengkonsumsi diet fosfor tinggi
secara terus menerus memberi gambaran
terjadinya perubahan pada pembentukan tulang
oleh osteoblas selama proses remodeling tulang.
Teitelbaum (2000), Burr (2002) dan Parfitt (2002)
melaporkan bahwa dalam siklus remodeling
tulang, setelah terjadi fase resorpsi dan setelah
osteoklas melepaskan diri dari permukaan
tulang yang sudah di resorpsi dan bergerak ke
tempat resorpsi baru, di bagian tulang yang
sudah diresorpsi dan ditinggalkan osteoklas
ditempati oleh osteoblas untuk pembentukan
tulang baru. Dalam penelitian ini, adanya
metaplasia fibroblastik yang bersifat difus di zona
osteogenik bagian fisis dan proliferasi jaringan
fibroblas di antara spikulum trabekula memberi
gambaran terjadinya osteodistrofia fibrosa.
Menurut Gonzales et al., (2002) osteodistrofia
fibrosa ditandai oleh adanya peningkatan jumlah
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Gambar 2. Tulang femur proksimalis tikus Sprague
Dawley yang mengkonsumsi diet fosfor tinggi
(Ca:P=1,5:9), (a) zona osteogenik bagian fisis
terlihat metaplasia fibroblastik yang bersifat difus,
(b) proliferasi jaringan fibroblas di antara spikulum
tulang trabekula dalam sumsum tulang (c)
spikulum tulang trabekula pada metafisis
berbentuk ireguler (HE 100X)

dan ukuran spikulum tulang trabekula pada
metafisis, rongga sumsum tulang menjadi lebih
sempit, spikulum tulang trabekula dalam
sumsum tulang dikelilingi jaringan fibroblas,
rongga sumsum tulang atau di antara spikulum
tulang trabekula dalam sumsum tulang
didominasi jaringan fibroblas. Menurut Palmer
(1991) osteodistrofia fibrosa ditandai oleh adanya
proliferasi jaringan fibroblas di bagian tulang
yang diresorpsi oleh osteoklas akibat sekresi
hormon paratiroid yang berlebihan secara terus
menerus. Dilaporkan oleh Toyoda et al., (2004)
bahwa diet fosfor tinggi menyebabkan
hiperparatiroid sekunder, meningkatkan
aktivitas osteoklas untuk meresorpsi tulang, dan
menyebabkan proliferasi jaringan fibroblas di
antara spikulum tulang trabekula. Menurut
Uzawa et al., (1995) hiperparatiroid sekunder
menyebabkan perkembangan fibrosis dalam
sumsum tulang dan terjadinya akumulasi
fibroblas dalam tulang trabekula. Dilaporkan
Lotinun et al., (2005) bahwa peningkatan
hormon paratiroid secara kronis memicu
proliferasi fibroblas khusus, suatu fibroblas yang
setelah migrasi ke permukaan tulang,
morfologinya tetap fibroblas tetapi aktivitasnya
menyerupai osteoblas, keberadaannya ditandai
dengan ditemukannya penanda osteoblas seperti
osteokalsin, osteonektin, alkalin fosfatase, dan
kolagenase. Dilaporkan juga bahwa keberadaan
sel fibroblas khusus menunjukkan bahwa
prekursor osteoblas tidak dapat berdiferensiasi
menjadi osteoblas dewasa. Menurut Lotinun et
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al., (2005) dan Lawry et al., (2008) peningkatan
hormon paratiroid secara kronis memicu sel
fibroblas khusus mensintesis matriks
ekstraseluler dalam jumlah besar dan memicu
terbentuknya fibroblas peritrabekula.
Dilaporkan oleh Pun dan Ho (1989) dan Lotinun
et al., (2003) hormon paratiroid memengaruhi
jumlah populasi fibroblas melalui reseptor
paratiroid pada tulang yang ditandai dengan
meningkatnya ekspresi platelet yang berasal
dari faktor pertumbuhan platelet-derivate
growth factor (PDGF). Menurut Lawry et al.,
(2008) hormon paratiroid menginduksi fibrosis
dalam sumsum tulang melalui media platelet-
derivate growth factor maupun melalui reseptor
hormon paratiroid pada osteoblast lineage cell
dan reseptor hormon paratiroid pada mast cell
dalam sumsum tulang. Gali et al., (2005) dan
Pejler et al., (2007) melaporkan bahwa mast cell
menghasilkan dan membebaskan produk yang
terlibat dalam perkembangan fibroblas.

SIMPULAN

Berdasar hasil penelitian disimpulkan bahwa
diet fosfor tinggi menyebabkan osteodistrofia
fibrosa dan beresiko terjadi patah tulang.
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