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1 – INTRODUÇÃO  

 

 

 Esta dissertação de Mestrado está inserida em uma nova linha de pesquisa que 

envolve o estudo da interação entre rim e osso, mais especificamente, os efeitos da 

acidose metabólica sobre o tecido ósseo e a participação do osso no sistema de 

tamponamento do equilíbrio ácido-básico. Durante a fase inicial do desenvolvimento 

dessa linha de pesquisa, estabelecemos um modelo experimental de acidose metabólica 

crônica para posterior estudo da consolidação de fratura óssea nessa condição de 

desequilíbrio ácido-básico.  Vale ressaltar que a acidose metabólica crônica está presente 

em uma série de doenças que acometem a faixa etária pediátrica, tais como as acidoses 

tubulares renais e as diversas formas de insuficiência renal crônica (1-10).  Tais 

enfermidades cursam normalmente com deformidades angulares e torcionais dos ossos 

dos membros inferiores, cujo tratamento, algumas vezes, envolve cirurgia ortopédica 

através de múltiplas osteotomias (11-16).  Além disso, fraturas patológicas podem estar 

presentes nessas doenças. Dessa forma, fica clara a importância do entendimento dos 

mecanismos fisiopatológicos da consolidação óssea de uma fratura em um paciente 

portador de doença osteometabólica que cursa com acidose. No entanto, os dados da 

literatura são muito restritos nesse sentido. A maior parte dos estudos é realizada in vitro 

e apresenta maior ênfase na avaliação do papel do tecido ósseo como tampão da 

homeostase ácido-básica e nos efeitos da acidose sobre a constituição óssea (4, 9, 17-31).   

O presente estudo é o primeiro que avalia, utilizando um modelo experimental in vivo, a 

consolidação de uma fratura óssea em presença de acidose metabólica crônica. 



 A acidose metabólica crônica, definida como um estado de excesso de ácidos não 

voláteis no organismo, pode ocorrer por produção aumentada desses ou por uma 

diminuição na sua remoção pelos mecanismos homeostáticos.  Esse distúrbio provoca 

importantes alterações no metabolismo ósseo (7, 9, 20, 32-34). O esqueleto, além de sua 

função estrutural, apresenta importante papel no tamponamento de ácidos não voláteis.  

Os efeitos da acidose metabólica no tecido ósseo são decorrentes de ação fisicoquímica 

direta, além de haver respostas mediadas por células.  A acidose estimula a atividade dos 

osteoclastos, inibe a atividade de osteoblastos e diminui a mineralização óssea (18, 32, 

34, 35).  Durante a acidose metabólica crônica, a formação de tecido ósseo mineralizado 

está comprometida, além de haver um maior estímulo para sua reabsorção. 

Paralelamente, existe ainda, aumento na excreção renal de cálcio e fosfato, provocando 

um balanço negativo desses minerais no organismo e alterando ainda mais a 

mineralização óssea (9, 18, 24, 29, 32, 34, 35). Em estados acidêmicos de longa duração, 

ocorre degradação músculo protéica e comprometimento do crescimento (5, 33, 36).  

Inúmeras condições clínicas cursam com acúmulo de ácidos não voláteis no organismo, 

como a acidose tubular renal distal (ATRD), a insuficiência renal crônica (IRC), o 

processo de envelhecimento, situações envolvendo perdas gastrointestinais de 

bicarbonato e excesso de ingestão protéica na dieta.   

Os efeitos da acidose sobre o metabolismo ósseo têm sido amplamente discutidos 

na literatura, assim como o processo de consolidação de uma fratura óssea. Novos 

conceitos celulares e biomoleculares da consolidação óssea têm sido estabelecidos (37, 

38).  No entanto, não existe, até o presente momento, uma definição clara do que ocorre 

na consolidação de fraturas em presença de acidose crônica.  Dessa forma, o objetivo 



principal deste estudo foi avaliar os efeitos da acidose metabólica crônica sobre a 

consolidação de fraturas. 

 Vale mencionar que essa linha de pesquisa já produziu, até o momento, a 

apresentação dos dados como pôster no World Congress of Nephrology (Berlin 2003) 

(39, 40) e no XLI Congress of European Renal Association (Lisboa 2004), além de ter 

sido apresentado como tema livre no VII Congresso Brasileiro de Ortopedia Pediátrica 

(Vitória 2006). 

Finalmente, é importante explicar que esta dissertação de Mestrado foi elaborada 

conforme o modelo aprovado pelo Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde – 

Área de Concentração em Saúde da Criança e do Adolescente, que permite sua confecção 

no formato de artigos científicos a serem submetidos a revistas médicas. Sendo assim, a 

estruturação do trabalho seguiu os itens abaixo:  

 

1- Seção de Introdução  

2- Seção de “Revisão da Literatura” apresentada sob a forma do artigo: Efeitos da 

Acidose Metabólica sobre o Tecido Ósseo: evidências clínicas e experimentais (artigo 

a ser submetido para o periódico Acta Ortopédica Brasileira) 

3- Seção de Objetivos  

4- Seção de Metodologia  

5- Seção de “Resultados e Discussão” apresentada sob a forma do artigo Effects of 

Metabolic Acidosis on fracture healing: an experimental study (artigo submetido para 

o periódico Journal of Bone and Mineral Metabolism) 

5- Seção de Comentários Finais  

 



Obs: As referências bibliográficas estão dispostas ao final de cada artigo ou de cada 

seção. As referências dos artigos seguem as normas de cada periódico específico para o 

qual o mesmo foi submetido. As referências listadas no final das seções estão dispostas 

em ordem de citação e seguem as normas de Vancouver.  
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Resumo 

 A acidose metabólica é considerada um componente comum a diversas doenças. 

Inúmeros estudos descreveram a participação do tecido ósseo na manutenção da 

homeostase ácido-básica.  Entretanto, os efeitos do tamponamento ósseo sobre o osso 

propriamente dito não estão bem estabelecidos.  A acidose metabólica altera a 

composição do osso através de ação físico-química direta, além de estimular a reabsorção 

óssea mediada por células.  Este artigo revisa algumas evidências experimentais e 

clínicas sobre a participação do osso como sistema de tamponamento dos distúrbios do 

equilíbrio ácido-básico.  Os efeitos que o osso, agindo como tampão, exerce sobre sua 

própria composição celular e estrutura também são discutidos.  

Palavras-chave: equilíbrio ácido-básico, consolidação de fratura, osso, acidose 

metabólica, osso, doença osteometabólica. 

 

Abstract 

 Metabolic acidosis is considered a common component of many diseases. A series 

of studies have described the role of bone on the acid base homeostasis. However the 

effects of bone buffering on the bone itself is not well established. Metabolic acidosis 

alters bone composition either through the dissolution of bone mineral directly or by the 

stimulation of cell-mediated bone resorption.  This article revises experimental and 

clinical evidence of the role of bone as a buffering system. The effects of bone, acting as 

a buffer, on its own cellular and structural composition are also a matter of discussion. 

Key-words: acid-base imbalance, fracture healing, metabolic bone diseases, acidosis, 

bone  



Introdução 

 

 O osso é um tipo especializado de tecido conjuntivo que em conjunto com a 

cartilagem compõe o sistema esquelético. O tecido ósseo apresenta, além da função 

estrutural, um importante papel no equilibrio metabólico, servindo como reserva iônica 

(1,2). Microscopicamente o tecido ósseo pode ser dividido em porção orgânica (20-40%) 

e porção mineral (40-50%), além de água e lípides. A parte orgânica do osso é formada 

pelas células ósseas e por uma matriz orgânica extracelular. Basicamente são três as 

células ósseas: o osteoblasto, responsável pela síntese de matriz orgânica (osteóide), o 

osteócito, que corresponde ao osteoblasto embebido em matriz óssea calcificada e o 

osteoclasto, responsável pelo processo de reabsorção óssea (1). A matriz extracelular é 

composta principalmente por colágeno (90% tipo I) e outras proteínas como a 

osteocalcina e osteonectina. A porção mineral do osso é formada de cristais de 

hidroxiapatita [(Ca10(PO4)6OH2)], na qual os cátions sódio, potássio e magnésio podem 

substituir o cálcio e o ânion bicarbonato pode substituir o fosfato ou a hidroxila (1). Cerca 

de 90% do cálcio corpóreo e, pelo menos 80% do carbonato estão contidos na fase 

mineral do tecido ósseo (2). 

 A homeostase ácido-básica é mantida por um conjunto de sistemas tampões 

(incluindo o osso) que mantém constante o nível de hidrogênio livre no sangue, em torno 

de 3.98 x 10 -8 Eq/L (correspondente ao pH de 7.4) (3). Em alguns tipos de doenças 

crônicas, os sistemas de tamponamento podem ser insuficientes para a manutenção 

prolongada do pH dentro dos limites de normalidade.  Dessa forma, são necessários 

mecanismos compensatórios que desencadeiam alterações fisiológicas principalmente 

nos pulmões e nos rins. Em condições normais, o principal regulador do equilíbrio ácido-



básico é o rim. Basicamente duas funções renais são cruciais: a reabsorção de bicarbonato 

nos túbulos proximais e a excreção de ácido equivalente à produção diária de ácidos não 

voláteis no néfron distal (4, 5).  

 A acidose metabólica é produzida por um desequilíbrio entre a produção e a 

excreção de ácido, resultando em aumento da concentração de íon hidrogênio. A acidose 

pode ser, então, secundária à acúmulo resultante de aumento da ingestão de uma fonte 

externa ou por aumento na produção endógena de ácido. Ocorre também por excreção 

inadequada de hidrogênio ou por perda excessiva de bicarbonato na urina ou fezes (3). 

 Como conseqüência da dieta rica em proteína, de modo geral, o metabolismo 

humano gera aproximadamente 1 mEq/kg de ácido que precisa ser eliminado, 

primariamente por mecanismos renais, para a manutenção da homeostase ácido-básica 

(6). Na insuficiência renal, a excreção da produção diária de ácido é menos eficaz. Além 

disso, várias doenças cursam com aumento da produção de ácido que supera a capacidade 

de eliminação renal. Com o processo de envelhecimento, ocorre uma diminuição global 

da função renal; dessa forma, pode surgir no indivíduo idoso acidose metabólica crônica, 

que é pouco evidente pela gasometria, mas apresenta significativas repercussões clínicas 

e metabólicas (7). Nesse cenário, a acidose precisa ser compensada por mecanismos 

independentes do rim, através, sobretudo, de tamponamento pelo osso. Existe suficiente 

evidência experimental e clínica do papel do tecido ósseo como potente tampão do íon 

hidrogênio, capaz de reestabelecer o valor do pH para os níveis fisiológicos (8-44). O 

objetivo deste artigo é revisar a literatura médica sobre as evidências experimentais e 

clínicas dos efeitos que a acidose metabólica exerce sobre o osso, além de discutir como a 

função de tamponamento de ácidos é capaz de interferir com o metabolismo e a estrutura 

do osso. 



 

Evidências Experimentais dos Efeitos da Acidose Metabólica sobre o Osso 

 

Acidose Metabólica e Liberação de Cálcio pelo Tecido Ósseo  

 

 O aumento da concentração de íons hidrogênio (H+) no fluido extracelular 

promove redução do conteúdo mineral do osso, inicialmente através de alterações sobre 

fatores físico-químicos que regulam a deposição e reabsorção do mineral ósseo e, 

posteriormente por mecanismos mediados por células (16, 18, 19, 28, 30, 31, 36, 39, 45, 

46).  

 A acidose metabólica contribui diretamente para um balanço negativo de cálcio, 

devido ao aumento da excreção renal, secundária à redução da reabsorção tubular, sem 

alteração na absorção intestinal de cálcio (47-49). Mais de 90% do conteúdo de cálcio é 

encontrado na fase mineral do tecido ósseo, sugerindo que o osso é a fonte de cálcio 

excretado na urina (2).   

 Desde a década de 50, foram acumuladas evidências de que a acidose metabólica 

estimularia a perda de cálcio pelo osso (50). Apenas recentemente, no entanto, estudos in 

vitro comprovaram que essa perda ocorre inicialmente por ação físico-química direta no 

osso e, posteriormente, através de mecanismos mediados por células (3, 15, 17-23, 25, 

40, 41, 47, 51-60). 

 Bushinsky et al. (23) desenvolveram um modelo experimental de cultura de 

células de ossos do crânio de ratos recém nascidos, através do qual é possível simular 

efeitos de alterações do pH do meio sobre o tecido ósseo. Em ensaio experimental que 

simula acidose aguda, ocorreu um efluxo de cálcio do osso craniano para o meio ácido, 



que foi produzido a partir da redução da concentração de íons bicarbonato. Outro modelo 

experimental, que utilizou discos de hidroxiapatita incubados em meio ácido, corrobora o 

mecanismo de dissolução físico-química induzida por prótons, evidenciando que nesse 

período de acidose aguda não ocorre reabsorção de cálcio mediada por células (40, 61, 

62). Ressalta-se ainda que o componente mineral do osso em equilíbrio com o meio e 

susceptível à ação físico-química inicial dos ácidos parece ser os compostos de associado 

ao carbonato e não ao fosfato (24, 54).  

 A reabsorção óssea mediada por células predomina em resposta à acidose 

metabólica crônica em modelos experimentais (16, 18, 19, 39). A perda óssea de cálcio 

resulta da inibição da atividade do osteoblasto e do estímulo para atividade do osteoclasto 

(16, 17, 31-34, 41, 59, 63). A liberação de β-glucuronidase, uma enzima que indica 

atividade do osteoclasto, é estimulada, enquanto a síntese de colágeno e a atividade da 

fosfatase alcalina são reduzidas pela acidose metabólica (41). O meio ácido aumenta 

áreas de reabsorção óssea mediada por células em cultura de tecidos e em estudos 

analisando osteoclastos em fatias de fêmur bovino (64).  A acidose estimula a reabsorção 

óssea mediada por células independentemente da ação do paratormônio (65, 66).  No 

entanto, a combinação de acidose e ações do paratormônio apresentam efeito aditivo 

sobre a reabsorção óssea mediada por células (67, 68). 

 A acidose metabólica altera padrões específicos de expressão gênica das células 

ósseas (23, 29, 32). Em resposta à redução do pH do meio de imersão de células de crânio 

de ratos recém nascidos, ocorre uma redução paralela no estímulo do gene egr-1 além de 

diminuição da síntese de RNA do colágeno tipo I, importante genes para a função do 

osteoblasto (34). Em cultura de células ósseas, a acidose inibe a expressão do RNA da 

osteopontina, sem alterar, todavia, a expressão de outras proteínas como a osteonectina 



(31). A atividade do osteoclasto é mediada por múltiplos fatores que são expressos pelo 

osteoblasto. A acidose metabólica estimula a produção osteoblástica de prostaglandina 

(PGE2), que sabidamente tem ação de estimular a reabsorção óssea pelo osteoclasto (25, 

40, 69). Uma proteína presente na superfície celular do osteoblasto (RANKL) interage 

com o receptor RANK, presente na superfície do osteoclasto e de suas células 

precursoras. A interação entre RANKL com RANK, estimula a diferenciação das células 

precursoras em osteoclastos maduros (70-72). Em cultura de células ósseas, em meio 

ácido, ocorre aumento do RNA da RANKL, o que favorece um aumento da reabsorção 

óssea mediada pelo osteoclasto (33). A acidose metabólica estimula ainda a resposta de 

receptores para o paratormônio em células de linhagem osteoblástica, um fator adicional 

que explica a reabsorção óssea (27).  

 

O Tecido Ósseo como Tampão de Íons Hidrogênio na Acidose Metabólica  

 

 O tecido ósseo responde ao aumento da concentração de hidrogênio não apenas 

com efluxo de cálcio, mas atuando com mecanismo de tampão iônico; dessa forma, 

colaborando para reestabelecer o equilíbrio ácido-básico. (19, 21)   

 Lemann et al. (44, 73), em uma série de estudos, avaliaram os efeitos da dieta em 

três grupos de pacientes que receberam dieta protéica, dieta contendo cloreto de amônio e 

dieta à base de carbonato de sódio. Os autores demonstraram aumento da excreção renal 

de cálcio no grupo de dieta protéica e no grupo que recebeu cloreto de amônio. Nesses 

pacientes com sobrecarga ácida à custa do cloreto de amônio, os estudos mostraram que a 

maior parte do ácido ficou retida, o que foi evidenciado pela redução dos níveis de 

bicarbonato. A correlação entre os íons de hidrogênio retidos e o cálcio excretado pela 



urina sugere que o tecido ósseo funciona não só como armazenador do excesso de íons 

hidrogênio, tamponando o bicarbonato plasmático, mas também como fonte de cálcio 

para a excreção urinária.   

 O tamponamento de íons hidrogênio pelo osso foi demonstrado in vitro através da 

entrada (influxo) de íons hidrogênio no tecido ósseo concomitante à saída (efluxo) de 

sódio e carbonato em resposta uma sobrecarga ácida. A perda de sódio pelo osso 

provavelmente ocorre por um mecanismo de troca de prótons, enquanto a perda de 

carbonato sugere consumo desse agente tampão para compensar o excesso de prótons 

(14, 15, 18, 23, 24, 26, 51, 53, 54, 56, 74). 

 O osso, cuja superfície apresenta sítios negativos que podem formar complexos 

com sódio, potássio ou hidrogênio, é um reservatório de sódio e potássio. Estudos 

utilizando micro-sondas de alta resolução mostram que, após incubação em meio ácido, 

ocorre uma redução no conteúdo de sódio e potássio da superfície celular em relação ao 

conteúdo de cálcio, além de tamponamento do excesso de íons hidrogênio do meio, 

sugerindo que os prótons, mais especificamente o sódio e o potássio, são intercambiáveis 

com o hidrogênio (20, 75, 76).  

 O tecido ósseo armazena pelo menos 80% do total de dióxido de carbono do 

organismo, sendo dois terços sob a forma de complexos de carbonato (CO3 
2-) com vários 

cátions como o hidrogênio (HCO3 
-), cálcio, potássio e sódio, localizados nos cristais 

ósseos inacessíveis à circulação sistêmica. O terço restante, no entanto, está localizado na 

superfície hidratada dos cristais de hidroxiapatita, local de fácil acesso para a circulação 

sistêmica. A acidose metabólica aguda provoca redução no conteúdo ósseo de carbonato 

e de fosfato, contribuindo para o tamponamento do excesso de hidrogênio do meio (55, 

77). 



 

Evidências Clínicas dos Efeitos da Acidose Metabólica sobre o Osso 

 

 A acidose metabólica pode estar presente em uma série de doenças renais (3, 11, 

16, 18, 19, 21, 30, 36, 37, 46, 47, 78-81).  No entanto, também pode ser encontrada em 

estados fisiológicos relacionados à ingestão elevada de proteína na dieta e durante o 

processo de envelhecimento (7, 11, 78). 

 Diariamente, o metabolismo das proteínas encontradas na dieta humana origina 

ácidos não voláteis que precisam ser excretados para a manutenção da homeostase ácido-

básica (7, 11, 16, 19, 78).  Em pacientes com insuficiência renal crônica (IRC), ocorre 

uma redução na excreção urinária e um conseqüente balanço positivo de ácidos (18, 19, 

30, 47). Se o par ácido-básico constituído pelo ácido carbônico e o bicarbonato fosse o 

único sistema tampão do fluido extracelular, ocorreria um consumo progressivo do 

bicarbonato, reduzindo de forma drástica seus níveis séricos.  No entanto, durante o 

período inicial da insuficiência renal crônica, os níveis de bicarbonato e o pH se mantém 

estáveis e dentro dos limites da normalidade, sugerindo a participação ativa de outros 

sistemas tampões, uma vez que a produção endógena de ácido também é mantida (18, 19, 

30, 47). Além disso, os níveis de carbonato e cálcio do osso de pacientes portadores de 

IRC estão, em geral, reduzidos(18, 19). Dessa forma, acredita-se que o tecido ósseo atue 

como um importante sistema tampão para o excesso de íons hidrogênio presente na IRC 

(16, 36, 38). 

 A doença óssea associada à IRC é coletivamente denominada de osteodistrofia 

renal e pode-se manifestar através das seguintes formas clínicas: osteíte fibrosa 

relacionada ao hiperparatireoidismo, osteomalácia, doença óssea adinâmica e 



osteodistrofia mista (82). A osteíte fibrosa é reconhecida como uma doença de acentuado 

remodelamento (turnover) ósseo, na qual ocorre um aumento no número e na atividade 

de osteoblastos, favorecendo a reabsorção óssea. Na osteomalacia encontra-se defeito na 

mineralização da matriz óssea, com acúmulo de osteóide. Vários mecanismos corroboram 

para a etiologia desses distúrbios ósseos na IRC, especialmente diminuição no fosfato 

excretado na urina com hiperfosfatemia sérica e redução nos níveis de vitamina D, que 

promovem aumento nos níveis de paratormônio, um dos fatores responsáveis pela maior 

reabsorção óssea. Conforme já mencionado, a acidose metabólica, presente na IRC, 

também pode causar dissolução físico-química primária do tecido ósseo, além de 

estimular a ação do osteoclasto e inibição de osteoblastos, contribuindo de maneira 

significativa para o aparecimento da osteodistrofia renal (18, 19, 30, 39, 41).  Mesmo que 

a acidose metabólica não seja o mecanismo isolado responsável pela doença óssea na 

IRC, sua correção parece contribuir significativamente para a cura das lesões ósseas (37).  

 A acidose metabólica é um componente fundamental de um grupo de doenças 

tubulares renais denominadas em conjunto de Acidose Tubular Renal (ATR).  Nos 

diferentes tipos de ATR pode ocorrer tanto uma redução na capacidade de reabsorção 

tubular proximal de bicarbonato, caracterizando a ATR do tipo 2 ou proximal; quanto um 

comprometimento na excreção distal de íons hidrogênio, no caso da ATR do tipo 1 ou 

distal (26, 27, 77-79). As diferentes formas de ATR Distal estão muito associadas com 

retardo do crescimento, redução de massa óssea, dor óssea, metabolismo ósseo alterado, 

deformidades esqueléticas e fraturas patológicas (28). A correção da acidose metabólica 

nesses casos melhora substancialmente a redução da massa óssea, a atividade celular 

óssea e possibilita melhora clínica dos pacientes, inclusive com restabelecimento do 

crescimento esquelético (29, 83). Além disso, é importante mencionar que formas 



incompletas de ATR distal tem sido encontradas em pacientes com osteoporose primária 

(80, 81). 

 

Efeitos da acidose metabólica sobre o crescimento 

 

 O retardo do crescimento é comum em pacientes portadores de IRC e nas 

diferentes formas de ATR. A desnutrição protéica é um fator importante para o 

impedimento do crescimento em pacientes azotêmicos (84). Adicionalmente, a acidose 

metabólica está diretamente envolvida na fisiopatologia da desnutrição protéica em 

crianças portadoras de IRC (85). 

 Além de promover o catabolismo protéico, a acidose metabólica exerce um efeito 

anti-anabólico nos centros de crescimento ósseo, relacionado parcialmente a um estado 

de resistência ao hormônio de crescimento (GH) e ao fator de crescimento insulina-like-1 

(IGF-1) (86-88). O crescimento longitudinal de um osso se dá pelo processo de 

ossificação endocondral, que também é essencial para o reparo de fraturas ósseas. A 

acidose metabólica exerce efeito negativo sobre o processo de ossificação endocondral 

nas placas epifisárias e, dessa forma, contribui para o retardo do crescimento nesses 

pacientes, que pode ser revertido através da terapia de reposição alcalina (89). 

 

Acidose Metabólica, Dieta e Envelhecimento – Uma hipótese para a Osteoporose 

 

 No mundo ocidental, a dieta rica em proteínas é uma fonte de sobrecarga ácida, 

estimada em 50-100 mmol por dia. A dieta baseada em proteína animal tem relação direta 

com calciúria, formação de cálculos renais, diminuição de massa óssea na região do colo 



do fêmur e aumento da incidência de fraturas do quadril (90-93). Um estado de leve 

acidemia crônica, mantido ao longo dos anos pela sobrecarga ácida, favorece a redução 

de massa óssea, podendo aumentar o risco de fraturas relacionadas à osteoporose (11, 

19).  

 Algumas complicações relacionadas à acidose metabólica crônica estão presentes 

durante o processo de envelhecimento do organismo humano, o que sugere uma conexão 

entre acidemia subclínica e osteoporose (11, 30). Durante o processo de envelhecimento, 

ocorre uma diminuição global na função renal, incluindo uma redução na capacidade de 

excreção de ácidos (7, 78). Acredita-se que a diminuição da excreção de ácidos pelos rins 

com o envelhecimento associada à contínua ingestão de sobrecarga ácida na dieta 

resultem em indivíduos idosos numa acidemia subclínica (níveis normais ou muito 

discretamente reduzidos de pH e bicarbonato), porém acompanhada de acidose 

intracelular evidente (7, 19, 78, 94).  Existe ainda pouca evidência clínica corroborando 

essa hipótese. No entanto, indivíduos idosos, ainda que possuam concentração sérica 

normal do bicarbonato, apresentam melhora significativa no balanço de cálcio e 

nitrogênio quando submetidos à terapia de suplementação alcalina (30, 95, 96). 

 Sebastian et al. (95) investigaram o efeito da produção endógena de ácido sobre 

os ossos. Dezoito mulheres em idade pós-menopausa foram mantidas com uma dieta 

padrão associada à suplementação de bicarbonato de potássio para neutralizar a produção 

endógena de ácido. Os autores comprovaram que a administração de álcalis resultou em 

redução da excreção urinaria de cálcio, fosfato e hidroxiprolina (um marcador de 

catabolismo ósseo), além de melhora no balanço total do cálcio. Houve também aumento 

na excreção de osteocalcina, um marcador de formação óssea pelo osteoblasto. Esse e 



outros estudos corroboram o papel da acidose no desenvolvimento de osteoporose em 

indivíduos com função renal normal (30, 39, 96).  

 

 

Considerações finais 

 

 A acidose metabólica exerce um importante efeito sobre o tecido ósseo. Em 

última instância, o mecanismo de tamponamento pelo tecido ósseo diminui a magnitude 

de queda do pH e dos níveis séricos de bicarbonato na acidose metabólica. Inicialmente, 

ocorre dissolução físico-química com intercâmbio de sódio e potássio por hidrogênio e 

perda de carbonato e cálcio da superfície mineral do osso. A continuação do processo 

ocorre pelo estímulo de reabsorção óssea mediada pelos osteoclastos e pela inibição da 

formação de tecido ósseo pelos osteoblastos. A reabsorção óssea promove maior 

liberação de cálcio e de compostos que atuam como tampões tais como o carbonato e o 

fosfato.  

 O impacto clínico da participação do tecido ósseo no controle da homeostase 

ácido básica é evidente em doenças que comprometem a habilidade renal de excreção de 

ácidos e durante o processo de envelhecimento associado com dieta rica em proteína 

animal. Os efeitos diretos da acidose metabólica sobre a consolidação de fraturas ou 

osteotomias de ossos longos no tratamento de deformidades associadas à essas doenças 

precisa ainda ser melhor investigado.  
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3 – OBJETIVOS  

 

 

  O objetivo principal desse trabalho foi avaliar os efeitos da acidose metabólica 

crônica sobre a consolidação de uma fratura óssea. 

 

 3.1 – Objetivos Específicos 

 

a. Produzir acidose metabólica crônica em ratos através da administração de solução 

de cloreto de amônio por duas semanas como única fonte de líquido, comparando 

os parâmetros gasométricos (pH, PCO2, bicarbonato) com os de ratos que 

receberam água ad libitum pelo mesmo período (grupo controle); 

b. Comparar a consolidação de uma fratura produzida manualmente na tíbia direita 

nos ratos que receberam cloreto de amônio com os ratos que ingeriram água 

(grupo controle), utilizando parâmetros clínicos, radiológicos e histológicos; 

c. Determinar o peso dos animais no início e no final do experimento para avaliação 

do ganho ponderal; 

d. Comparar, ao término do período experimental, os níveis séricos de eletrólitos 

(sódio, potássio, cálcio e fosfato), de creatinina e os parâmetros gasométricos (pH, 

PCO2, bicarbonato) nos ratos tratados com cloreto de amônio e nos que receberam 

água (grupo controle). 

 

 

 



4 – Materiais e Métodos  

=============================================================== 

 

4.1 – Materiais  

 

4.1.1 – Animais  

   Foram estudados 20 ratos Holtzman machos, provenientes do Biotério da 

Faculdade de Medicina da Faculdade da Universidade Federal de Minas Gerais, que 

pesavam, em média, 229.3 ± 71g.  Os animais foram alimentados, durante o período de 

estudo, com ração padronizada (Nuvilab CR1 – NUVITAL ®) sob livre demanda e 

mantidos em ambiente com temperatura controlada e com ciclo claro-escuro de 12 horas.  

 

 

4.1.2 – Grupos Experimentais  

Os animais foram divididos em dois grupos constituídos de 10 ratos cada um, 

denominados AC (ratos que receberam cloreto de amônio) e C (ratos que receberam água 

– grupo controle), sendo identificados por numeração seqüencial dentro de cada grupo. 

O grupo AC era formado por 10 ratos com peso médio inicial de 212,6 ± 68,7 

gramas.  Acidose metabólica foi produzida pela administração diária de solução de 

cloreto de amônio a 4 % (NH4Cl). O NH4Cl foi colocado em bebedouro padrão com livre 

acesso durante todo o experimento.  Está solução era a única fonte de líquido dos animais 

acidóticos.  



A administração de NH4Cl como única fonte hídrica causa acidose sistêmica ao 

aumentar a produção de ácido no organismo sem alterar a excreção, criando um balanço 

positivo de ácido (1). Ressalta-se que a administração de soluções de NH4Cl como única 

fonte hídrica é a forma mais amplamente utilizada na literatura para produção de acidose 

em modelos experimentais, variando-se de 1.8 a 4.0% a concentração da solução 

utilizada (2-4).  

O grupo C serviu como grupo controle e foi composto por 10 ratos com média de 

peso inicial de 246,0 ± 73,6 gramas.  Esse grupo recebeu água filtrada em bebedouro 

padrão com livre acesso durante todo o experimento.  

   Todos os procedimentos envolvendo os animais foram realizados de acordo com 

as recomendações de protocolos de uso e cuidados com animais de laboratório [vide 

protocolo de aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) da 

Universidade Federal de Minas Gerais no anexo 1].  

 

4.2 – Métodos 

4.2.1 – Protocolo  Experimental  

Após 14 dias de ingestão de água (grupo C) ou NH4Cl a 4% (grupo AC), todos os 

ratos foram submetidos à anestesia inalatória com éter sulfúrico e, a seguir, realizou-se 

coleta de 1 ml de sangue arterial por punção intracardíaca, em seringa heparinizada, com 

agulha 25 x 7 mm. As amostras de sangue foram imediatamente submetidas à análise 

gasométrica para determinação do pH, da pressão parcial de CO2 (PCO2) e dos níveis de 



bicarbonato (HCO3
-) por técnica padrão em aparelho Rapid Lab 348 pH Blood Gas 

Analyzer Bayer Corporation/USA. 

No décimo quinto dia, cada rato foi novamente anestesiado e foi realizada 

manualmente, por mecanismo de flexão, fratura diafisária da tíbia e fíbula direita, de 

acordo com técnica previamente descrita na literatura (5, 6).  A escolha da técnica de 

fratura por pressão manual em mecanismo de flexão sem fixação ou qualquer 

imobilização do animal está embasada na literatura como uma opção simples e eficaz 

para avaliar a consolidação (5-7).  As fraturas foram confirmadas clinicamente e através 

de radiografias do membro fraturado. 

Todos os animais permaneceram em suas respectivas gaiolas sem imobilização ou 

restrição de movimentos.  O grupo AC continuou recebendo a solução de NH4Cl a 4% e 

o grupo C ingerindo água pura até o final do período experimental. 

Após quatro semanas da realização da fratura (28 dias), cada rato foi pesado e 

novamente anestesiado.  Coletou-se 4 ml de sangue por punção intracardíaca para análise 

gasométrica (1ml em seringa heparinizada) e de parâmetros bioquímicos (3ml em tubos 

padronizados).  A determinação de pH, pCO2 e HCO3
- foi novamente realizada pelo 

método  descrito.  Para a determinação dos níveis séricos de sódio, potássio, e cálcio foi 

utilizado o equipamento 9180 Electrolyte Analyser-AVL Cientific Corporation e para as 

dosagens de creatinina e fósforo séricos utilizou-se o equipamento CobasMiraPlus–

Roche/ USA.  Todos os animais foram, então, sacrificados através de anestesia letal para 

obtenção e preparação de peças anatômicas dos membros submetidos à fratura. 



É importante mencionar que o período de quatro semanas para avaliar a presença 

de consolidação da fratura foi escolhido baseado em uma série de estudos sobre o reparo 

de fraturas experimentais em ratos (7-11).  

 

4.2.2 – Análise  radiográfica  

Após o sacrifício de cada animal, o membro posterior direito foi cuidadosamente 

dissecado, mantendo-se, no entanto, o envoltório muscular da tíbia e fíbula para obtenção 

de uma radiografia em ântero-posterior. As radiografias foram analisadas por um único 

examinador cego e classificadas em fratura consolidada ou fratura não consolidada de 

acordo com a presença e maturidade do calo de fratura e neoformação óssea entre as 

corticais dos fragmentos opostos. Após a realização da radiografia, as tíbias foram 

dissecadas de seu envoltório muscular e preparadas para análise histológica.   

 

4.2.3 – Análise histológica  

Para exame histológico, os segmentos ósseos de tíbia foram inicialmente fixados 

em formol a 10%.   Em seguida foram descalcificados em solução tamponada de 

formalina / ácido nítrico a 10% por 24 a 48 horas e incluídos em parafina.  Cortes de 5 

µm foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) e examinados em microscopia óptica 

convencional nos aumentos de 3.2, 10 e 40 vezes. 

A formação do calo de fratura foi classificada histologicamente de acordo com 

uma escala de 5 pontos, proposta por Allen e colaboradores (7), que considera: 



• Grau 0 - não-união ou pseudartrose caracterizada pela presença inquestionável de 

uma cavidade dentro da placa cartilaginosa entre os fragmentos de fratura, contendo 

sangue ou outro fluido e/ ou revestida por tecido mesotelial cubóide; 

• Grau 1 - união cartilaginosa incompleta com tecido fibroso na placa de cartilagem 

hialina do calo; 

• Grau 2 - união cartilaginosa completa com placa de cartilagem bem estabelecida 

unindo os cotos de fratura; 

• Grau 3 - união óssea incompleta caracterizada pela presença de cartilagem hialina no 

calo; 

• Grau 4 - união óssea completa. 

Uma pontuação específica foi dada para cada peça individualmente. Em seguida 

foi determinada a média de pontuação obtida em cada grupo, obtendo-se a média dos 

valores do escore de consolidação da fratura para os grupos AC e C.  

 

4.2.4 – Análise Estatística  

Os dados foram expressos como média  ± desvio padrão.  O nível de significância 

foi ajustado como P<0.05.  O teste T de Student para amostras pareadas foi usado para a 

comparação dos dados coletados no mesmo grupo experimental em períodos de tempo 

diferentes.  O teste T de Student para dados não pareados foi usado para as comparações 

entre dois grupos diferentes.  O Teste Exato de Fisher foi usado para a análise 

comparativa dos resultados clínicos e radiológicos dos ratos AC e controles.  Os 

resultados da análise histológica foram apresentados como os valores médios de uma 

escala de cinco pontos estabelecida para cada grupo (7).  O teste T de Student para dados 



não pareados permitiu a comparação entre as médias dos escores de consolidação da 

fratura obtidas em ambos os grupos.  A concordância para os achados radiológicos e 

histológicos foi avaliada pelo coeficiente Kappa.  

 

4.2.5 – Aspectos Éticos  

 Este estudo foi realizado de acordo com as normas da ética para experimentação e 

cuidado com animais de laboratório e recebeu aprovação por parte do Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) da UFMG. (vide protocolo no anexo 1).  
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Abstract 

 

Metabolic acidosis (MA) has been implicated in the development of osteoporosis 

and bone diseases.  There is substantial evidence that acidosis adversely affects bone by 

increasing bone resorption and reducing bone formation.  Several different types of bone 

disease have been observed in experimental and clinical studies of MA.  However, the 

effects of acidosis on fracture repair have never been systematically evaluated.  The 

present study further investigated the effects of MA on fracture healing in acidotic rats 

(AC) and in non-acidotic (C) controls.  Chronic MA was induced by ingestion of 

ammonium chloride added to tap water as the unique source of liquid for the animals.  

After two weeks of acid-load (AC group) or tap water (C group) ingestion, a fracture of 

the right tibia was manually produced.  Four weeks later, fracture healing was evaluated 

by clinical, radiological and histological parameters.  Fracture healing in AC animals was 

significantly altered as compared to C group.  However, AC rats were able to compensate 

the MA.  It was found a significant difference in serum phosphate levels between both 

groups.  This study showed a higher frequency of delayed fracture healing and nonunion 

in the presence of MA and indicated an important role of bone buffering in acid base 

homeostasis.  

 

Keywords: acid-base imbalance, fracture healing, metabolic bone diseases, acidosis   

 

 

 

 



Introduction  

 

Metabolic (MA) acidosis is an acid-base disturbance induced by a primary 

decrease in plasma bicarbonate concentration that leads to a reduction in systemic pH. 

MA is also associated with an increase in urinary calcium excretion without a 

compensatory increase in intestinal calcium absorption, resulting in a net loss of body 

calcium [1-3]. Bone has been considered the main source of additional urinary calcium 

load, since more than 99% of body calcium is located within the mineral phases of 

skeleton [4]. Chronic MA is commonly found in chronic renal diseases (CRD), renal 

insufficiency, renal tubular acidosis (RTA) and has also been implicated as a contributing 

factor for the development of renal osteodystrophy and osteoporosis [5-10].  

There is substantial evidence that acidosis exerts profound adverse effects on 

bone metabolism and thus could interfere with fracture healing. Fracture healing is a 

complex physiologic process in which the events of endochondral and intramembranous 

bone formation follow a specific time sequence [11-14]. This complex process has been 

elucidated by using reproducible models of fracture healing in small animals [11-15]. 

Most of the cellular and biochemical mechanisms that occur during fracture healing 

parallel those that take place in the growth plate during development [14, 15]. Recently, 

MA has been associated with inhibitory effects on cartilage cell progression and 

endochondral bone formation in the rat growth plate [16]. In vitro studies have also 

shown that MA promotes distinct morphological changes in growth centers and also 

suppresses proliferation and differentiation of chondrocytes in the murine mandibular 

condyle [17, 18].  In addition, MA produces changes in bone mineral content, which are 

consistent with the recognized role of bone as a proton buffer system. Acidosis initially 



stimulates physicochemical mineral dissolution and subsequently increases bone 

resorption and reduces bone formation as it suppresses osteoblastic activity and 

stimulates osteoclastic activity [3, 19-25].  

Several different types of bone disease have been observed in experimental and 

clinical forms of MA with either normal or compromised renal function [3, 5, 7-10, 20, 

26-30]. MA-related clinical conditions frequently lead to skeletal abnormalities. Children 

with CRD or RTA often present widened and irregular epiphyseal-metaphyseal junctions 

and bowing deformities. Similarly, adults with renal insufficiency usually develop 

osteopenia or osteoporosis and have higher risk for fractures. The orthopaedic 

management of long bone deformities and pathological fractures associated with these 

situations may be troublesome. For all these reasons, the investigation of the process of 

fracture or bone surgery repair in the presence of chronic MA takes on new importance.  

In this regard, herein we evaluated the effects of MA on fracture healing in an 

experimental model. 

 

Material and Methods  

 

Animals 

Twenty male Holtzman rats (Holtzman Co.; Madison Wisconsin, USA) with a 

mean weight of 229.3 ± 71g were studied. Rats were housed in individual cages in 

controlled atmospheric condition with an artificial 12-hour light-dark cycle.  The animals 

had continuous and free access to standard rat chow.  The Animal Care Ethics Committee 

of our institution approved this study.  All experimental procedures were in accordance 

with the international guidelines for appropriate animal care. 



 

Experimental Protocol  

The animals were divided into two groups of 10 rats each (day 0 of the protocol): 

acidotic rats (AC, mean weight of 212.6 ± 68.7 g) and control rats (C, mean weight 246.0 

± 73.6 g). Metabolic acidosis in AC group was induced by daily administration of 4% 

ammonium chloride (NH4Cl) as the only source of drinking solution through the whole 

experiment [3, 16, 31]. Animals in C group received standard tap water ad libitum during 

the study period.  

On protocol day 14, systemic blood samples were obtained by cardiac puncture 

under anesthesia [31, 32]. Blood samples were collected into heparinized syringes and 

immediately analyzed, using a standard blood gas analyzer (Rapid Lab 348 pH/ Blood 

Gas Analyzer, Bayer Corporation, USA), to directly measure pH and partial pressure of 

carbonic gas (pCO2) and to calculate bicarbonate concentration and base excess.  

Immediately after heart puncture, still under anesthesia, the rats were submitted to right 

tibia and fibula fractures.  A diaphyseal fracture was produced using digital pressure 

applied over a fulcrum, according to technique described elsewhere [33, 34]. The 

radiological confirmation of the fractures was obtained through conventional X-rays of 

the right leg.  Animals were kept in their cages without immobilization or restriction of 

movements. The AC group received 4% ammonium chloride as the only source of liquids 

until the end of the experiment, while the control group received only tap water. There 

was no difference between animal chow ingestion between groups.  

On protocol day 42 (28 days after the fracture) each rat was weighed and blood 

samples were withdraw by heart puncture under anesthesia for another gas analysis and 

for the determination of biochemical measurements.  Sodium, potassium, chloride and 



calcium concentrations were measured using a 9180 Electrolyte Analyzer (AVL 

Scientific Corporation). Plasma phosphate and creatinine levels were determined with an 

automated biochemical analyzer (COBAS Mira Plus, Roche).  Rats, still under 

anesthesia, were then sacrificed by exsanguination from the abdominal aorta. 

 

Radiographic analysis  

After the sacrifice of the rats, their right tibias were removed with its muscular 

wrapper and anteroposterior radiographs were taken immediately to determine the 

presence of fracture healing. The radiographic changes were evaluated with respect to the 

maturity of callus formation and of bridging bone formation on the cortices. One 

independent observer, blinded to the treatment groups, analyzed all radiographs.   

 

Histological analysis  

For histological exam, the right tibia was stripped of adhering soft tissue and fixed 

in 10% formaldehyde solution. It was also decalcified in a 10% formaldehyde / nitric acid 

solution of for 48 hours and embedded in paraffin.  Specimens were then sectioned 

longitudinally (cuts of 5 µm) and stained with hematoxylin and eosin. One independent 

observer, blinded to the treatment groups, analyzed all bone tissue sections.  

The grade of fracture healing was determined using a 5 point scale according to 

Allen et al. [32] as follow: 

• Grade 0:  nonunion or pseudoarthrosis characterized by the incontrovertible cavity 

within the cartilaginous plate between fracture fragments, containing blood or other fluid 

and / or lined by low cubical mesothelia; 



• Grade 1: incomplete cartilaginous union with retention of fibrous elements in the 

cartilaginous plate; 

• Grade 2: complete cartilaginous union with well-formed plate of hyaline cartilage 

uniting the fragments; 

• Grade 3 - incomplete bone union characterized by the presence of small amount of 

cartilage in the callus; 

• Grade 4 – complete bone union. 

Each individual histological section received a specific grade.  The mean values 

for the grade of bone repair was calculated in AC and C rats, establishing bone fracture 

repair scores as previously described [32]. 

 

Statistical Analysis 

Data were expressed as mean ± standard deviation.  The level of significance was 

set as P <0.05.  Paired Student t-test was used for the comparison of data collected in the 

same experimental group at different periods of time.  Non-paired Student t-test was used 

for the comparisons between two different groups.  Exact Test of Fisher was used (ETF) 

for the comparative analysis of clinical and radiological findings in AC and C rats.  The 

results of histology analysis are presented as a mean score of a five-point scale 

established for each group. Non-paired student t-test allowed the comparison between the 

means of the scores of fracture healing obtained in both groups.  The level of agreement 

between radiographic and histological analysis of fracture healing was calculated with the 

Kappa coefficient.  

 

Results  



 

Body weight variation 

At the beginning of the experimental period there was no difference in body 

weight between AC and C rats (212.6 ± 68.7 g vs.246.0 ± 73.6 g, P = 0.30).  However, at 

the 42nd study day, the mean of body weight was significantly lower in AC group when 

compared to C rats (213.3 ± 58.1 g vs. 299.0 ± 36.4 g, P = 0.01).  Additionally, the 

evaluation of weight variation among each group (difference between final and initial 

body weight) revealed a completely absence of weigh gain in the AC group (212.6 ± 68.7 

g vs. 213.3 ± 58.1 g, P= 0.54), contrasting with a significant elevation of final body 

weight in control animals (246.0 ± 73.6 g vs. 299.0 ± 36.4 g, P= 0.004). 

 

Biochemical parameters 

Blood gas analysis 

As shown in figure 1, the administration of 4% NH4Cl for 14 days induced an 

evident metabolic acidosis as documented by significant reductions in pH values 

(7.26±0.04 vs. 7.38±0.06, P= 0.000003, panel A) as well as in the bicarbonate 

concentration in AC rats (18.5±5.0 mEq/L vs. 25.3±2.5 mEq/L, P= 0.00009) when 

compared to C rats (panel B).  Both pH and bicarbonate levels clearly showed that rats of 

the AC group were in a state of evident metabolic acidosis when the fracture was 

performed (figure 1).  There was no significant difference among pCO2 values in both 

groups that further confirmed the metabolic nature of acidosis in AC group. 

As also shown in figure 1, at the end of the experimental period (day 42), even 

with the daily administration of 4% ammonium chloride, it was observed that AC rats 

compensated the metabolic acidosis by reaching an acid-base equilibrium as shown by 



blood gas parameters.  Final blood pH values were significantly higher then previous 

measurements (7.39 ± 0.06 vs. 7.26± 0.04, P= 0.00006, panel A).  Accordingly, the 

bicarbonate concentration exhibited the same profile when compared final and initial 

values (27.2±4.2 mEq/L vs. 18.5±5.0 mEq/L, P= 0.0003, panel B).  In addition, there was 

no significant difference in the pH values (P= 0.24) and bicarbonate concentration (P= 

0.63) of AC rats and C group at the end of the experiment. 

 

Serum creatinine and electrolytes measurements 

As previously mentioned, the biochemical measurements were performed only at 

the end of the experimental period (day 42).  Serum creatinine was similar in both groups 

and within normal range.  No differences in sodium, potassium and calcium levels were 

detected by the comparison of both groups and the values were also within normal range.  

On the other hand, it was detected a significant lower level of serum phosphate in AC rats 

when compared to C group (P= 0,001) (see Table 1)   

 

Fracture healing analysis 

 

Radiographic evaluation  

 

The analysis of the radiographs showed evidence of fracture healing in all cases 

of the C group (figure 2A).  In AC group, only four cases with complete fracture healing 

were found.  In six cases, there was a small amount of bridging bone formation with 

delayed bone union (figure 2B).  The statistical comparison of these results showed a 

significant difference between both groups (p = 0.01) 



 

Histological evaluation   

 

In general, an impairment of fracture healing was observed in acidotic rats. AC 

rats exhibited a statistically significant decrease in mean fracture healing score as 

compared to C group, suggesting an effect of metabolic acidosis on bone metabolism. In 

addition, there was an increase in pseudoarthrosis formation in AC group, but not 

reaching statistical difference.  (Table 3) 

In control rats (Figure 3A) the trabeculae varied in thickness and size and showed 

partial mineralization of the central area with outlying deposition of osteoid.  Most of the 

trabeculae were totally covered by rows of osteoblasts depositing osteoid layers and 

osteoclasts with resorption activity in gaps of Howship. 

In contrast, the histological analysis in AC group suggested more connective 

fibrous tissue and fibrochondroid tissue and less woven bone formation when compared 

to controls. Although the number and activity of osteoclasts were not directly measured 

there was a tendency to find more osteoclasts than in C group (figure 5A and 5B).  In five 

cases, there was formation of "sinovial-like" cavity in areas covered by a single layer of 

flat cells and with fibrin deposits, indicating pseudoarthrosis or fracture nonunion, 

associated, most of the time, to the resorption of bone fragments partially destroyed with 

evident osteoclastic activity.   

The level of agreement between the conclusion of radiographic evaluation of 

fracture healing and histological analysis was considered excellent with a Kappa 

coefficient of 78%.  

 



Discussion  

 

A potential long-term effect of metabolic acidosis is bone demineralization, which 

may have multiple consequences on skeletal structural function [3, 5, 7-10, 20, 26-30]. 

The orthopaedic management of long bone deformities and pathologic fractures 

associated with metabolic acidosis related conditions might be troublesome. The healing 

of a fracture, osteotomies for long bone deformities and spine fusion may be 

compromised by the presence of a sub clinical status of metabolic acidosis [35-37]. In 

patients with metabolic conditions related to chronic acidosis, healing index averaged 

approximately twice that seen in pediatric femoral lengthening and was 25% greater than 

for patients undergoing tibial lengthening in a series of angular deformities managed with 

the Ilizarov method [35].  Complications after osteotomies have been described in at least 

40% of children with renal osteodystrophy. Complications of corrective osteotomy are 

related to perioperative metabolic instability and adequate multimodal medical 

management must be emphasized to maintain metabolic homeostasis [36, 37]. Although 

the interaction between metabolic acidosis and bone metabolism has been investigated, 

there is no systematic experimental data evaluating the effect of metabolic acidosis on the 

fracture healing process. This in vivo study is the first to show the potential inhibitory 

effects of metabolic acidosis in a rat tibia fracture healing.  

Our findings have admitted limitations which need to be further investigated. We 

did not measure the serum levels of hormones involved in bone metabolism such as 

parathyroid hormone (PTH), vitamin D and calcitonin due to the difficulties to obtain 

laboratory kits specifically appropriate to detect rat hormones.  Despite of this limitation, 

our data suggest the role of PTH in acidotic animals, since it was observed a significant 



reduction in serum phosphate levels in this group of rats.  This finding can be explained 

as the result of the kidney action of PTH that normally increases urinary phosphate 

excretion.  Although we were not able to prove this hypothesis, we currently believe that 

PTH might have a role in the impaired fracture healing process in the acidotic animals.  

Further studies are necessary to clarify this issue.  In addition, we did not determine the 

urinary electrolyte excretion.  These measurements could be useful to analyze the impact 

of chronic acid overload on renal function homeostasis.  Indeed, we currently start a new 

experimental protocol that includes the urinary electrolyte measurements.  Fracture 

healing was analyzed according to radiological and histological analysis, both performed 

by independent observers blinded to the treatment groups.  In addition, we did not 

perform any biomechanical tests as other studies of fracture healing [38, 39]. However it 

should be pointed out that a handful of studies on fracture healing includes only 

histological analysis as we did [11-15, 32, 34].  Recently, it has been suggested that the 

histological methods developed for metabolic bone disease studies are not completely 

suitable for the evaluation of bone repair and histomorphometric measurements of bone 

repair have a better correlation to biomechanical and radiographic imaging properties that 

functionally define rates of bone healing [40]. 

Although the precise mechanisms by which metabolic acidosis affect fracture 

healing could not be elucidated by the present study, our results showed significant 

difference between the fracture healing in acidotic and control rats verified by clinical, 

radiological and histological analysis.  These results clearly evidenced the effects of 

chronic metabolic acidosis in the biological process of fracture healing. There is 

substantial evidence that acidosis adversely affects bone as it induces changes in bone 

mineral content, which are consistent with the purported role of bone as a proton buffer 



[1, 3, 5-10, 19, 22-24, 30, 41-46]. The present study supported the key role of bone in 

acid base homeostasis.  To date, the skeleton functionally acts as an alkaline reserve, 

consumed during chronic acidotic conditions.  In this study, we clearly showed that, at 

the end of the experimental period, the pH and the bicarbonate serum levels reached 

normal range in rats receiving acid overload.  The normalization of plasma acid base 

status was associated with a permanent stimulus for bone resorption and a negative effect 

on the fracture healing process.  Many studies substantiate our finding since metabolic 

acidosis increases net calcium efflux from bone, initially through physicochemical 

mechanisms and later through cell-mediated pathways [24, 47-51]. Metabolic acidosis 

has profound effects in both cartilage and bone cells [1, 16, 19, 23, 41, 42, 44-46, 52-55]. 

Studies in vitro and in vivo have demonstrated that metabolic acidosis increases bone 

resorption and reduces bone formation as it suppresses osteoblastic activity and 

stimulates osteoclastic activity [1, 19, 23, 41, 42, 44-46, 52-55].  Recently metabolic 

acidosis has been associated with inhibitory effects on cartilage cell progression and 

endochondral bone formation in the rat growth plate [16]. In vitro studies have also 

shown that metabolic acidosis exerts distinct morphological changes in growth centers 

and also suppresses proliferation and differentiation of chondrocytes in the murine 

mandibular condyle [17, 18]. All these proposed mechanisms may be implicated on the 

biological process of fracture healing and they probably explain the impairment observed 

in the acidotic rats of this study.  Further studies are obviously necessary to comprehend 

the whole process. 

In conclusion, our study indicates the role of bone as a proton buffer system that 

adjusts the pH and bicarbonate levels during chronic metabolic acidosis by promoting 

bone mass reduction.  In addition, our findings characterize, for the first time, the effects 



of sustained metabolic acidosis on the fracture healing process. Based on our data, we 

highly recommended a strict control of acid base status before the orthopaedic correction 

of bone deformities or surgical treatment of fractures in chronic acidotic patients. 
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Figure 1 - Blood gas parameters in acidotic (AC) and control (C) rats. 

Panel A: pH levels at 14 and 42 protocol day. 
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* p < 0.05; Paired Student t-test.  

 

 

 

 

 

 



 

Figure 1  Panel B: Bicarbonate levels at 14 and 42 protocol day.   

* p < 0.05; Paired Student t-test.  
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Figure 2 – Representative radiographs of isolated tibia four weeks after the fracture. 

Panel A: control group.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Panel B: acidotic rats. 
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Figure 3 – Representative histological sections of isolated tibia four weeks after the 

fracture. Panel A: complete bone union (grade 4) in a control rat. Immature bone 

trabeculae are observed outlined by numerous active osteoblasts in rows and osteoclasts 

in resorption activity. (HE, 20X).  



Panel B: fracture nonunion in an acidotic rat. There is pseudoarthrosis formation with a 

cavity with a wall formed by chondroid and granulation tissue (HE, 20X).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Table 1 – Biochemical parameters in acidotic (AC) and control (C) rats at the end of the 

experiment.  

 

 C rats AC rats 

Creatinine mg/dL 0.36±0.084 0.37±0.142 

Phosphate mg/dL 7.6±0.9 5.9±1.0 * 

Ionic calcium mmol/L 1.33±0.035 1.32±0.07 

Sodium mmol/L 5.8±0.89 5.6±0.95 

Potassium mmol/L 137.9±1.6 137.8±1.7 

 

* p < 0.05; Non-paired Student t-test. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Table 2 – Distribution of fracture repair grades and comparison between mean fracture 

healing score in acidotic and control rats.  

 

 

Pseudo-

arthrosis 

formation 

0 

Incomplete 

cartilaginous 

union 

1 

Complete 

cartilaginous 

union 

2 

Incomplete 

bone union 

 

3 

Complete 

bone union 

 

  4 

Mean fracture          

healing score 

Control  1 0 2 4 3 2.8 ± 1.3 

Acidotic 5 1 0 4 0    1.3 ± 1.5 * 

 
P<0.05, Non-paired Student t-test. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Comentários finais  
 

 
 

Os resultados desse estudo sugerem que a acidose metabólica crônica exerce 

efeito negativo sobre o processo de consolidação de uma fratura óssea. Nossos dados 

mostraram a capacidade do organismo em compensar a acidose metabólica provocada 

por uma sobrecarga ácida crônica paralelamente ao retardo de consolidação de uma 

fratura. O papel do tecido ósseo no controle da homeostase ácido-básica através de 

reabsorção de massa óssea é demonstrado nesse estudo.  

Em concordância com estudos experimentais anteriores, esse estudo mostrou 

efeitos sistêmicos da acidose metabólica relacionados ao crescimento e ganho de peso. 

(1-3). Em comparação com o grupo controle, os ratos submetidos à sobrecarga de ácido 

não ganharam peso ao longo do estudo, mesmo recebendo uma dieta similar qualitativa e 

quantitativamente. Do ponto de vista clínico, a acidose metabólica atua como importante 

fator na inibição do crescimento em pacientes portadores de doenças renais como a IRC e 

a ATR (4-9). A inibição do crescimento exercida pela acidose metabólica tem sido 

atribuída ao efeito anti-anabólico nas fises de crescimento, relacionado à resistência ao 

GH e IGF-1. (1, 2, 10, 11). A acidose metabólica afeta ainda o metabolismo de proteínas, 

em alguns casos promovendo inibição de síntese de proteínas e, em outros, proteólise e 

oxidação de aminoácidos (12, 13). Tal efeito catabólico está diretamente relacionado com 

a desnutrição protéica, redução do crescimento e perda de massa muscular em crianças 

portadoras de doenças crônicas que cursam com acidose metabólica (11, 14). 

Uma importante informação desse estudo diz respeito ao fosfato. Ao final do 

experimento, os animais do grupo AC apresentaram fosfato sérico reduzido 

comparativamente com os animais não acidóticos. A acidose metabólica causa perda 



urinária de fosfato através da redução da reabsorção nos túbulos proximais 

independentemente do paratormônio (15, 16). No passado, alguns estudos não foram 

capazes de evidenciar redução nos níveis de fosfato relacionados com acidose crônica 

(17). Todavia, Krapf et al. (18) mostraram que a sobrecarga ácida provocada pela 

ingestão de NH4Cl em humanos reduz os níveis séricos de fosfato. A hipofosfatemia 

provocada foi diretamente relacionada aos níveis de bicarbonato. A depleção leve de 

fosfato por si só estimula reabsorção e diminui a mineralização óssea (19, 20). A 

hipofosfatemia estimula ainda a produção do metabólico ativo da vitamina D (1,25-

(OH)2D) que por sua vez é um importante estímulo para reabsorção óssea. Dessa forma, 

alterações no metabolismo do fosfato durante acidose metabólica desempenham 

importante papel na etiopatogênese da doença óssea associada com a acidose metabólica. 

Relatos sobre o comportamento da vitamina D e do paratormônio na acidose 

metabólica, ambos diretamente relacionados com a concentração sérica de fosfato, são 

contraditórios. De modo geral, em estudos com animais, a acidose metabólica tem sido 

associada com redução da vitamina D (21). Entretanto, a acidose metabólica em humanos 

estimula a produção de vitamina D (18, 22). Investigações sobre os efeitos da acidose 

metabólica sobre o PTH não têm apresentado resultados consistentes. Em humanos a 

acidose metabólica parece reduzir a produção de PTH (17, 18). Alguns estudos 

experimentais, em contrapartida, demonstraram estímulo para produção de paratormônio, 

assim como aumento em seus efeitos biológicos na acidose metabólica (23, 24). Lopez et 

al. (25) avaliaram a resposta do PTH à acidose metabólica e respiratória prevenindo 

alterações na concentração do cálcio iônico. Os autores mostraram que indução de 

acidose aguda estimula a produção do PTH,. Por outro lado, Kraut et al. (26) mostraram 

aumento da reabsorção e diminuição na formação óssea em ratos operados para ressecção 



da glândula paratireóide e submetidos à acidose metabólica. Em outro estudo 

independente, Madias et al. (27) mostraram que ratos submetidos à ressecção da 

paratireóide e nefrectomia subtotal foram capazes de compensar acidose metabólica 

induzida por sobrecarga ácida Considera-se, portanto, que a redução na formação e 

aumento da reabsorção óssea na acidose metabólica não seja mediada por alterações na 

secreção de PTH. 

A consolidação de uma fratura óssea envolve a resposta celular de pelo menos 

quatro diferentes tecidos orgânicos: o osso cortical, o periósteo, a medula óssea e os 

tecidos miofasciais que envolvem o osso (28, 29). A consolidação de uma fratura é um 

processo dinâmico. Vários autores descrevem a seqüência de consolidação de uma fratura 

em ratos, didaticamente dividida em quatro fases distintas (29-33). Inicialmente ocorre 

uma resposta inflamatória com produção de citocinas. Nos primeiros 7-10 dias ocorre a 

maior atividade celular com proliferação de células mesenquimais, principalmente 

fibroblastos do periósteo. Nessa fase se inicia o processo de condrogênese com formação 

de cartilagem adjacente à fratura e formação óssea sob o periósteo.  Durante a segunda 

semana o calo de fratura é composto basicamente por cartilagem rica em colágeno. Os 

condrócitos liberam proteases e fosfatases, dois grupos importantes de enzimas para 

preparar a matriz cartilaginosa para o processo de calcificação Numa terceira fase, dita 

osteogênica, (aproximadamente três semanas pós-fratura) o calo ósseo é composto de 

cartilagem calcificada que gradualmente é removida e substituída por osso, em um 

processo semelhante à ossificação endocondral presente no embrião e na cartilagem 

epifisária de crescimento. A rica rede vascular do calo de fratura permite a invasão de 

células mesenquimais totipotentes que se diferenciam em células de linhagem 

osteoprogenitora para a formação dos osteoblastos. Finalmente, na quarta semana o calo 



de fratura é composto de uma combinação entre cartilagem calcificada e tecido ósseo 

imaturo não lamelar recém formado. Nessa fase os osteoclastos são responsáveis pela 

remodelação do calo ósseo convergindo o osso imaturo em osso lamelar de maior 

resistência mecânica.  

Através desse estudo, não foi possível esclarecer os mecanismos patofisiológicos 

pelos quais a acidose pode ser capaz de atrasar ou impedir a consolidação de uma fratura 

ou osteotomia óssea. No entanto algumas considerações devem ser feitas e algumas 

hipóteses consideradas, uma vez que a acidose metabólica provoca diversas alterações 

que podem exercer efeitos em distintas fases do processo de consolidação. A acidose 

metabólica tem efeito inibitório sobre a atividade dos osteoblastos e estimula as a 

atividade dos osteoclastos, favorecendo a absorção óssea em detrimento da neoformação 

de tecido osteóide, essencial para a consolidação de uma fratura (4, 16, 20, 34-50). 

Deficiência de cálcio e especialmente fosfato está relacionada com atraso na formação do 

calo de fratura (51). Como demonstrado nesse estudo, os níveis mais baixos de fosfato 

nos ratos acidóticos, comparados ao controle, podem ter contribuído para mineralização 

mais precária do calo de fratura e para o atraso na consolidação. Carbajo et al. (1) 

mostraram efeito inibitório da acidose metabólica sobre a proliferação celular 

cartilaginosa e sobre a formação óssea endocondral na placa fisária de crescimento em 

ratos.  A ossificação endocondral é parte essencial no processo de consolidação de uma 

fratura. Dessa forma, o efeito da acidose no processo de ossificação endocondral pode ter 

sido outro fator responsável pelo menor indice médio de consolidação nos ratos 

acidóticos. Alguns fatores de crescimento celular são importantes na regulação do 

processo de consolidação de uma fratura. Deficiência de hormônio do crescimento, por 

exemplo, foi descrita como causa de pseudartrose por Misol et al. (52). A acidose 



metabólica tem sido associada à resistência parcial a alguns fatores de crescimento, como 

o hormônio de crescimento e o fator de crescimento insulina símile tipo 1 culminando em 

um efeito anti-anabólico nos centros de crescimento ósseo com inibição da diferenciação 

e proliferação condroblástica (10) (2, 53). Esse efeito inibitório sobre os condrócitos pode 

ter sido outro fator para a menor taxa de consolidação dos ratos acidóticos.  

 O osso é um importante componente do sistema de tamponamento ácido-básico 

do organismo (34, 36, 39, 54). Nesse estudo, o efeito de tamponamento do tecido ósseo 

ficou evidenciado pelo comportamento do pH e do bicarbonato no início e no final no 

grupo acidótico. Após duas semanas de sobrecarga ácida o grupo acidótico apresentou 

níveis mais baixos de pH e bicarbonato em comparação com o grupo controle. Ao final 

do experimento, tanto para pH quanto para bicarbonato não foi encontrada diferença 

estatística significativa entre os dois grupos. Em contrapartida os níveis de pH e 

bicarbonato encontrados no grupo acidótico no final do experimento foram maiores do 

que no inicio do experimento, sendo essa diferença estatisticamente significativa. Os 

animais do grupo acidótico ao longo do experimento foram capazes de compensar a 

sobrecarga ácida crônica à custa de reabsorção de massa óssea concomitantemente com 

uma menor taxa média de consolidação da fratura. Dessa forma podemos inferir que os 

animais ao final do experimento estavam em um estado de acidose compensada, não 

detectável laboratorialmente, mas mantinham reabsorção de massa óssea que atuava 

como mecanismo tampão. Esse estado de acidose subclínica e não detectável 

laboratorialmente foi descrita previamente e relacionada com dieta rica em proteína e o 

processo de envelhecimento atuando como uma possível etiologia da osteoporose senil 

(7, 14, 36, 54, 55). 



 Em países ocidentais industrializados a dieta rica em proteína animal gera em 

média 70 mEq de ácido por dia que são fisiologicamente excretado pelos rins como íons 

de amônia e ácido titulável (55).  Em resposta a um balanço ácido positivo a 

concentração sérica de bicarbonato e o pH sanguíneo reduzem e mecanismos de 

homeostase são ativados. O aumento da excreção ácida pelos rins não corresponde à 

magnitude da sobrecarga ácida gerada por uma dieta enriquecida em proteínas ao longo 

da vida (55). Assim sendo, a concentração de bicarbonato e o pH são restabelecidos então 

através do sistema tampão ósseo que continuamente consome massa óssea. Com o 

processo de envelhecimento ocorre uma diminuição global na função renal, incluindo 

uma menor capacidade de excreção ácida (55-58). A redução da capacidade de excreção 

de ácidos pelos rins com o aumento da idade, somada à contínua ingestão de dieta 

precursora de ácido ao longo da vida resulta em uma discreta, porém significativa, 

acidemia no indivíduo idoso (7, 36, 54, 55, 57, 58). Tal estado de acidemia com 

bicarbonato normal foi classificado como “eubicarbonatemic metabolic acidosis” por 

Alpern e Sakhaee (55) e pode ser encontrado em condições clínicas que cursam com 

perda gastrintestinal crônica leve de bicarbonato, na acidose tubular renal incompleta, na 

insuficiência renal leve e incipiente, no processo de envelhecimento em casos de dieta 

com excesso de proteínas.  Esse estudo evidenciou in vivo um modelo experimental dessa 

condição subclínica de acidemia não detectável laboratorialmente e compensada pelo 

consumo de massa óssea que, paralelamente, culminou em atraso da consolidação de uma 

fratura óssea.  

 Finalmente vale ressaltar que o presente trabalho representa o início de uma linha 

de pesquisa que, em razão de sua relevância, impõe a realização de novos estudos, como 

por exemplo, a avaliação mais aprofundada da fisiologia renal e óssea na acidose 



metabólica. Nesse sentido, pretendemos estudar o efeito da acidose metabólica sobre a 

consolidação de uma fratura em animais submetidos à nefrectomia unilateral em 

comparação com um grupo controle de cirurgia fictícia. Outro ponto a ser explorado é a 

avaliação da força de resistência biomecânica de um osso submetido à acidose metabólica 

crônica. Também buscamos avançar na avaliação histológica do tecido ósseo, através de 

aplicação de medidas de morfometria tecidual. Portanto, fica evidenciado que esse estudo 

abre inúmeras possibilidades para o maior entendimento da fisiopatologia da interação 

entre o osso e o rim no processo de manutenção do equilíbrio metabólico do organismo 

humano.  
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