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Resumen Con técnicas de rayos-x y espectrometria se estudiaron los efectos "in vitro"

del pamidronato disddico sobre la morfologia de los cristales de hidroxiapatita.
Los estudios se realizaron sobre hidroxiapatita sintética expuesta a diferentes tiempos,
48, 120 y 168 horas y concentraciones, 1 x 10°M, hasta 1 x 10“*M de pamidronato. Se
realizaron algunas observaciones adicionales "in vivo" en polvo de vértebras y tibias de
conejos, jovenes y maduros, tratados con pamidronato. La técnica de rayos-x revelé la
existencia de un cristal puro en el sistema hexagonal y el analisis de adsorcién mostré la
completa afinidad del pamidronato por la hidroxiapatita. En la preparacién “in vitro" el
pamidronato demostro modificar algunos planos con tendencia a alargar la forma del cris-
tal, especialmente con las concentraciones elevadas. En el material proveniente de ani-
males jovenes se observan cambios mas marcados en las epifisis. En muestras aisladas
de los animales maduros se verifican cristales mas cortos en las vértebras, y mas alar-
gados en la diafisis de las tibias. En las condiciones del experimento, se concluye que
los bisfosfonatos pueden modificar "in vitro" la forma del cristal, al menos en concentra-
ciones altas. Ademas se muestran ejemplos de cambios "in vivo" que pueden estar afec-
tados por factores regionales. Dada la limitacion de estas ultimas observaciones, la
extrapolacion de los resultados a la mujer osteopordtica tratada requerira de mayor in-
formacion. Puede sugerirse, sin embargo, que toda medicaciéon que afecte las células
oseas (todos los anti-osteoporoticos conocidos) pueden alterar la calidad de la
hidroxiapatita y se necesitaran de estudios cristalograficos para evaluar los efectos de la
misma sobre la calidad material del hueso.
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Los amino-bisfosfonatos son agentes que uti-
lizados en ciertas dosis, inducen un mejoramien-
to en la competencia mecanica del esqueleto’?,
hecho que se aprovecha para el tratamiento de
las osteoporosis, una enfermedad de los huesos
en la cual existe una fragilidad mayor a la nor-
mal y predisposicion a las fracturas.

La fragilidad tipica de la osteoporosis es pro-
ducto de una pérdida neta de masa 6sea (canti-
dad) y alteraciones en la microestructura del hue-
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so (calidad). En parte, ambos defectos son moti-
vados por la excesiva actividad de la Unidad
Multicelular Osea, conocida con las siglas del in-
glés BMU. Actualmente se trata a la osteoporosis
con medicaciones que, actuando sobre la BMU,
tienden a aumentar el contenido mineral ¢seo
(cantidad). Sin embargo, la ganancia neta de
masa 6sea no siempre implica una disminucion
de la fragilidad del hueso como ha sido demos-
trado en modelos experimentales y por eviden-
cias clinicas" * . Quiere decir que los defectos
cualitativos que la enfermedad provoca sobre el
material 6seo también tienen su importancia. Pro-
bablemente, la variacién en la tasa de fracturas



oseas, promovida por algunos medicamentos, se
deba mas a acciones directas o indirectas sobre
la calidad del hueso que a la cantidad de mineral
que puedan azarosamente acumular en una re-
gion esquelética determinada.

Los amino-bisfosfonatos son agentes sintéticos
que actuan inhibiendo la frecuencia de activacién
de la BMU. A su vez, el grado de activacion de
la BMU influye sobre las propiedades materiales
del tejido 6seo®’. Dicho material esta mayormente
compuesto por una matriz de colageno, en gran
parte de tipo |, en el seno de la cual crecen los
cristales de hidroxiapatita. Estos cristales tienen
un aspecto poligonal, anguloso, de aproximada-
mente 30 y 600 Amstrongs de ancho y de alto.
Estan compuestos mayormente por fosfatos y
calcio. La cantidad, crecimiento, forma, agrupa-
miento y disposicion espacial de los cristales, es
decir, gran parte de la calidad material del hue-
so, depende de la actividad de la BMU, que a su
vez es modificable por los bisfosfonatos. Mas
aun, por su analogia quimica con el pirofosfato
inorganico, los bisfosfonatos se adsorben a los
cristales y podrian directamente modificar su cre-
cimiento y solubilidad, alterando su morfologia.

Mediante las pruebas biomecanicas de huesos
tratados con amino-bisfosfonatos se obtiene cier-
ta informacion general sobre las variaciones pro-
vocadas en las propiedades del material 0seo,
como el modulo de elasticidad y el estrés o la
deformacion elastica limite?. Pero, el efecto par-
ticular de los bisfosfonatos sobre los cristales de
hidroxiapatita, no ha sido descrito.

En este trabajo se describen los efectos "in
vitro" del pamidronato disodico, un bisfosfonato
ampliamente utilizado para el tratamiento de las
osteopatias medicas, sobre la morfologia de los
cristales de hidroxiapatita sintéticos. Secundaria-
mente se comunican algunas observaciones rea-
lizadas "in vivo" a partir de cristales provenientes
de huesos de conejos tratados con pamidronato.
Estas ultimas aportan una evidencia de los efec-
tos mediados por la interaccion de diversos fac-
tores.

Material y métodos

Obtencion de los cristales de hidroxiapatita. La prepa-
racion de hidroxiapatita Ca,, (PO4),(OH),, fue llevada a
cabo mediante el procedimiento de N. Rigoli y col®, que
es una modificacion de la técnica de E. Hayek. Se adi-
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ciona una solucion de PO,H (NH,) a pH 9,9 sobre la so-
lucién de Ca (NO,), - 4H,0 a pH 10,5, con agitacién enér-
gica. Se forma un gel que es filtrado, lavado repetidas
veces con agua y secado en estufa a una temperatura de
120°C, para someterlo luego a tratamiento térmico en
mufla. Este preparado se controlo por difraccion de rayos
x, expectrofotometria infrarroja y Raman.

Ademas, de conejos tratados "“in vivo" con pamidronato
se extrajeron las vértebras y tibias, separandose en es-
tas las epifisis y diafisis; [as que fueron pulverizadas para
el analisis cristalografico.

Estudios morfologicos del cristal. La morfologia del
cristal se determino por la medicion de los distintos pla-
nos del mismo. Para ello se realizaron estudios de rayos
x con un equipo Rigaku Geigerflex de goniémetro horizon-
tal y de amplio angulo de barrido. Cada una de las mues-
tras fue montada sobre la moldura de un portamuestra
especial de vidrio, levemente presionado para evitar pér-
didas. Se coloca el portamuestra en el goniometro y se
irradia en las siguientes condiciones de trabajo: corriente
15mA, voltaje 35kV, potencia 1kV, zona de exploracién
2-60° 20, velocidad 4°/minuto. Las intensidades de las
reflexiones registradas se expresaron en cuentas por
segundo.

En el analisis de las muestras tratadas con diferentes
concentraciones de pamidronato se pudieron reconocer
dos etapas:

Etapa |; Analisis automatico, donde el equipo filtra las
reflexiones debidas a la emision Ka,, establece las posi-
ciones angulares de las difracciones, calculando, median-
te la Ley de Bragg los valores espaciados, expresandolos
en Angstroms. Etapa Il; Analisis manual, ejecutando por
el operador, permite eliminar o introducir reflexiones, que
el equipo, ya sea por falta de cristalinidad o nivel bajo de
conteo pondero en forma errénea. En esta etapa de es-
tudio se realiza la integracion de las difracciones con el
objeto de establecer el tamano de los cristalitos. La me-
dicion del tamano de éstos, esta basada en la ecuacion
desarrollada por Scherrer?, la cual se expresa de la si-
guiente manera:

D = kA3 cos 6

Donde “D" representa el valor del cristalito, expresa-
do en Amstrongs; k es una constante que depende de la
geometria del equipo, 4 es la longitud de onda de la ra-
diaciéon empleada; 3 es el ancho de la banda de difraccion,
medida a la mitad de su altura y 8 es el angulo de Bragg.
El valor de A permanece constante durante todo el estu-
dio y corresponde a 1,53 A, que es el valor de emision
del anticatodo de Cobre. Durante la etapa de integracion,
el equipo de difractometria calcula el valor de B y el valor
de 8, para la banda de difraccion seleccionada por el ope-
rador. Una vez determinados estos valores se procedio
al calculo de "D*, mediante el programa Size, el cual com-
puta la ecuacion de Scherrer, solicitando los valores de
B. 6, la denominacién de Muller del plano a estudiar y el
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Fig. 1.- Cristalinidad de hidroxiapatita. Esquema de la
ubicacion espacial de los planos medidos sobre los
ejes hkl, de acuerdo con la notacion de Muller.

valor de la constante k (figura 1). Finalizada la secuencia
de computacion se obtiene un nudmero, en A, que repre-
senta la distancia, tomada en forma perpendicular, que hay
entre el plano inclinado y el origen de coordenadas del sis-
tema cristalino al cual pertenece el cristal estudiado.

También se estudiaron los cristales de hidroxiapatita
mediante espectros de infrarrojo, realizados con un
espectrofotometro Nicolete, modelo 520-FTIR, aplicando-
les una resolucion de 4 cm, los resultados fueron el pro-
medio de 20 barridos. Los espectros Raman fueron reali-
zados mediante un accesorio FRA 106, montado sobre
un banco optico de un espectrofotémetro transformada de
Fourier, Brukker IFS 66. La fuente de excitacion es la li-
nea de 1064 nm de un laser de estado sdlido Nd/YAG.
Se establecid también el area superficial por adsor-
cion de gas nitrogeno (BET), indicando una superficie de
60 m%g. Todas las experiencias se efectuaron por dupli-
cado y los resultados se expresan por el promedio de la
muestra.

Calidad del bisfosfonato. El amino-bisfosfonato estu-
diado es el pamidronato o 3-amino-1-hidroxipropiliden-1,
1-bisfosfonato disédico (APD-Na,), sintetizado por Gador
SA, de Buenos Aires. En nuestro laboratorio se realizé la
caracterizacion cristalina de este compuesto mediante
rayos x, espectrofotometria de infrarrojo, calorimetria di-
ferencial (SCD) y analisis termogravimétrico (TEG).

Adsorcion del bisfosfonato y soluciones de estudio.
Todos los estudios de adsorcion fueron realizados con
una solucién equilibrada con hidroxiapatita, por lo que el
efecto potencial de la disolucion de los cristales durante
la experiencia fue minimizada. Esta solucion fue prepa-
rada a fuerza iénica constante, 10 M formada por 0,09 en
CaCl,y 0,01 en barbital, después de realizar varias ex-
periencias, a fin de evitar la precipitacion de APD-Ca;
posteriormente se agregaron 1,5 g de hdiroxiapatita, por
cada litro de solucién buffer, su pH fue ajustado a 7,0 con
hidréxido de calcio y posteriormente agitada durante 3
dias a temperatura de 20°C y luego filtrada con Millipore.

12

Volumen 57 - Supl. |, 1997

Se le hicieron ensayos de fosforo y calcio con resultado
negativo. A partir de esta solucion equilibrada se efectua-
ron diferentes tiempos de contacto con APD-Na,,: 48, 120
y 168 horas, con soluciones de concentracion: 1 x 10*M,
3x 10°M, 8 x 10°M y 1 x 10*M de complejante, a tem-
peratura de 20°C, luego se filtré utilizando Millipore. La
hidroxiapatita asi tratada, fue estudiada por rayos x y
microscopia electronica. La solucion resultante fue titula-
da con sulfato de Cu (Il) de concentracion 2,24 x 10*M,
con borato de sodio como buffer de pH 9,9; mediante un
electrodo de iones especificos de Cu, a fin de establecer
las cantidades de APD-Na, adsorbidas sobre hidroxia-
patita, usandose la diferencia entre las concentraciones
iniciales y las medidas por potenciometria. En todos los
casos se trabajo con blancos de solucion equilibrada y
APD-Na,.

Estadistica. A fin de obtener una cuantificacion de la
variacion de la cristalinidad, los datos de ancho de pico,
valor angular de la difraccion y diferentes constantes fue-
ron introducidas en el programa computarizado "Size", el
cual calculd la distancia que hay entre el centro de coor-
denadas imaginario del cristal y el plano elegido. La dife-
rencia entre el crecimiento de los planos se analizo con
la prueba de comparacion de regresiones lineales por
“Statistica” (StatSoft Inc, Tulsa, USA).

Resultados

Control de la preparacion de APD-hidroxia-
patita. Los estudios de hidroxiapatita con espec-
troscopia infrarroja o Raman, con las distintas
concentraciones de APD-Na, y distintos tiempos
de contacto, no resultaron concluyentes con esas
metodologias. La espectroscopia Raman mostro
un enorme fluorescencia de fondo, debido a este
inconveniente no se pudo visualizar la adsorcién.
En los espectros infrarrojos, las zonas de adsor-
cion coincidieron con las bandas propias de la
hidroxiapatita, por lo que tampoco esta técnica dio
resultados significativos.

En cambio, los difractogramas de rayos X in-
dicaron la presencia de hidroxiapatita pura,
cristalinizada en el sistema hexagonal (figura 2)
y mediante esta técnica se pudo establecer los
efectos que el agregado del APD-Na, caus¢ en
la cristalinidad de la hidroxiapatita.

Morfologia del cristal de hidroxiapatita, in vitro.
Los resultados obtenidos con los diferentes tra-
tamientos de la hidroxiapatita con pamidronato en
diferentes tiempos de contacto y concentraciones,
se observan en la figura 3.

Cuando se mantuvo el tiempo constante y se
varié la concentracién de APD-Na,, para un tiem-
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Fig. 2.— Fotomicrografia de los cristales de hidroxiapatita sintetizados para el estudio de difracciéon de rayos X

(aumento x 200.000).

Plano 002 - 004

Plano 213

Piano
002 - 004

Variacion del plano 213

Variacion de planos basales

Fig. 3.— Planos del cristal de hidroxiapatta que expenmen-
tan variaciones al ser expuestos al pamidronato.

po de contacto de 48 horas, ocurrié un leve cre-
cimiento del plano 002, un comportamiento alea-
torio en el 213 y uno mas marcado en el plano
004. Cuando el tiempo de contacto fue de 120
horas, hubo estabilidad en el 002 y crecimiento
neto en los planos 004 y 213. Con el tiempo de
contacto de 168 horas se comprueba el creci-
miento en los tres planos mencionados. El creci-
miento en los planos basales esta directamente
relacionado a las mayores concentraciones. El
plano 213 presenta un crecimiento notorio des-
de 8 x 10°M a 1 x 10“M. El tiempo de contacto
no influyo significativamente sobre el tipo de va-
riacion en los planos estudiados (p:n.s.).
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Animal Adulto

Trabecular
Plano 002
Plano 002
) Plano 211
Plano 210 - 310
L] =
/
Pilano
Animal adulto 210-310
Diafisis Plano g
002
Plano

211

Animal joven: ‘Epifisis

Fig. 4.— Efectos del pamidronato sobre la cristalinidad "in
vivo® de la hidroxiapatita en muestras obtenidas de la
diafisis y epifisis de tibia de un conejo joven y de
trabéculas de vértebra de un animal adulto.

Ejemplos de cristales tratados in vivo. Los
datos "in vivo" se resumen en la figura 4. Los
planos que experimentan cambios son el 002,
211, 210 y 310. En las muestras provenientes de
animales jévenes (n:3), existe crecimiento de los
planos 002 y 211, tanto en epifisis como en
diafisis, con respecto de los no tratados. Siendo
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Fig. 5~ Titulaciones potenciométricas (en mV) de la
adsorcion del pamidronato (en concentraciones de
1 x 10*M) a los cristales de hidroxiapatita (Hid). En el
grafico, la curva de APD-Hid de 48 horas queda su-
perpuesta con la de los otros tiempos.

la variacion mas notoria en epifisis. En el grupo
de animales adultos (n:4) se presenta un decre-
cimiento del plano basal 002 y variaciones en los
planos 210 y 310, tanto en el material proveniente
de vértebras, donde el cristal tiende a acortarse,
como en la diafisis de tibia, el cristal tiende a alar-
garse, siendo la variacion mas notoria en el ma-
terial vertebral.

Adsorcion del pamidronato. En el rango de 1
x 10% a 1 x 10*M, el bisfosfonato es absorbido
totalmente, lo que demuestra la gran afinidad de
éste por la hidroxiapatita. Los resultados obteni-
dos a partir de las titulaciones, para una concen-
tracion de 1 x 10*M, se indican en la figura 5. En
la misma, las inflexiones caracteristicas del &ci-
do fosfonico (curva de APD sin hidroxiapatita)
desaparecen al realizar la titulacién potencio-
metrica después del correspondiente tiempo de
contacto, indicando la total desaparicion del APD
libre. Las titulaciones posteriores al contacto, dan
un grafico igual para todos los casos ya que co-
rresponden a la deteccion del cobre libre, que es
agregado como titulante en forma de sulfato de
cobre (lI).

Discusion

La adsorcion de los bisfosfonatos a los crista-
les de hidroxiapatita es un hecho conocido™. Las
consecuencias de este "anclaje” han sido estu-
diadas en relacién a la accién inhibidora de la re-
sorcién ésea de estos agentes, pero no con res-
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pecto a las consecuencias sobre el propio cris-
tal.

El pamidronato provoca el crecimiento "in vitro"
del cristal de hidroxiapatita de algunos planos,
mas notoriamente en los planos basales 002, 004
y al utilizar las concentraciones mayores se alar-
ga el plano 213. Podemos considerar que estos
cambios corresponden al efecto aislado de un
bisfosfonato en un medio de hidroxiapatita.

En un medio biolégico el resultado puede va-
riar. Los datos provenientes de material tratado
‘in vivo", son de caracter observacionales y re-
sultan mas complicados de interpretar por los
numerosos factores que pueden estar interac-
tuando. En los cristales de hidroxiapatita obteni-
dos de conejos tratados con pamidronato, se
muestran modificaciones en el plano basal 002 y
en los planos 210, 211, 310 que tienden a alar-
gar el cristal en hueso compacto diafisario y a
comprimirlo en el hueso trabecular, del cuerpo
vertebral. Para determinar si tales modificaciones
son positivas, restaria en este modelo determi-
nar los cambios producidos por una ooforectomia
o cualquier otro estimulo activador de la BMU, y
el efecto del bisfosfonato sobre el cristal del ani-
mal ooforectomizado. Ademas, si se desea la
extrapolacion de estos datos a la mujer osteo-
porética deben plantearse mas interrogantes aln,
por ejemplo: 1. Las diferencias de especie y de
edad, si bien el material 6seo parece ser similar
entre todos los mamiferos, muchos estudios ex-
perimentales se llevan a cabo en animales jove-
nes. En estos existen algunas diferencias en la
composicion mineral de los huesos; por ejemplo,
el contenido en Mg es importante en la infancia
pero no durante la maduracion del esqueleto de
cacla especie'’; 2. La composicion del cristal en
el humano de edad avanzada también difiere por
la relacion Ca/P, la que aumenta con la edad, y
esto parece tener relacion con la solubilidad del
material''; 3. El defecto cualitativo provocado por
la osteoporosis humana no necesariamente es
reproducible en los modelos de osteopenia expe-
rimental y 4. La interaccion regional del uso des-
uso mecanico tampoco es reproducible en los
modelos experimentales. Efectivamente, los cris-
tales tienden a comprimirse en el material prove-
niente de las trabéculas de conejos adultos, y a
enlongarse en las didfisis de jovenes y adultos.
Este fendmeno parece responder mas a un esti-
mulo local que a la dosis administrada del



pamidronato, o en todo caso a la interaccion de
ambos. La forma del cristal sugiere un compac-
tamiento diferencial "in vivo", ya sea que el hue-
so deba someterse mas a compresiones (mues-
tra de vértebras) o mas a estiramientos o
flexiones (muestra de diafisis). Sin embargo es-
tas ideas deberan estudiarse con una metodolo-
gia distinta. En términos de eficiencia mecanica,
esta diferencia regional hace presumir que el
bisfosfonato interactia con estimulos adaptativos
locales, contrariamente habria que esperar una
deformacion uniforme si sélo fuera inducida por
el farmaco.

Ademas, las diferencias en la forma de los
cristales provenientes de los experimentos “in
vivo", de polvo de trabéculas o epifisis o diafisis
de tibias de conejo, respecto de los cristales tra-
tados "in vitro" puede estar también motivadas
por las diferentes concentraciones de pamidro-
nato que ha sido expuesto a los cristales de hidro-
xiapatita en uno u otro caso. Efectivamente, la
concentracion de pamidronato estudiada “in vivo"
correspondio aproximadamente a las dosis dia-
rias administradas por JL Ferretti y col’ en los
grupos 1 a 3 de ratas intactas sometidas a estu-
dios biomecanicos del fémur (de 4,5 pug/Kg a 0,45
mg/Kg/dia) y que cubren el rango de dosis tera-
peuticas en humanos. Dichos autores estudiaron
los efectos del rango completo de dosis de
pamidronato, y en los niveles posoldgicos citados
verificaron la produccion de un material 6seo mas
competente ante el estimulo deformante, impli-
cando que el pamidronato produce efectivamen-
te una mayor resistencia a la fractura. Es decir,
que "in vivo" se han estudiado dosis que produ-
cen concentraciones utiles y no téxicas en el hue-
so. la extrapolacién de las cantidades estudiadas
“in vitro" es mas compleja. Se ha descrito para
el pamidronato actividad sobre las células éseas
en concentraciones de 3 x 10®™M o menos, mien-
tras que se requieren concentraciones superiores
a 1 x 10°™M para afectar la solubilidad del mine-
ral'?. Significa que hemos estudiado "in vitro" un
rango de concentraciones relativamente altas,
siendo la superior, de 1 x 10*'M, probablemente
toxica.

En consecuencia los datos arriba descritos
deben entenderse en funcion estricta de las limi-
taciones del diseno experimental.

Existe el antecedente de P. Fratzl et al'® de
estudios "in vivo", quienes comparan el tamano
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y la forma de cristales de hidroxiapatita, obteni-
da de vértebras de cobayos intactos, de 9 me-
ses de edad, tratados con fluoruro de sodio o
alendronato. En estos estudios, se comprueba
que el flGor, un acelerador de la BMU, deforma
los cristales, en cambio el bisfosfonato, un
frenador de la BMU, respeta su conformacién
biolégica. El alendronato fue administrado en
dosis de 1 mg/Kg/dia. Comparativamente supe-
rior a la dosis usual en humanos, pero la canti-
dad total de moléculas administradas es inferior
a la de nuestro experimento. Las distintas técni-
cas experimentales empleadas no permiten ma-
yores comparaciones con nuestros resultados.

De acuerdo con el presente experimento se
concluye que los bisfosfonatos pueden inducir
cambios concentracion-dependientes en la mor-
fologia del cristal de hidroxiapatita. También se
postula que en los modelos experimentales “in
vivo" los bisfosfonatos pueden interactuar con
otros factores adaptativos. Estos Gltimos deben
estudiarse muchos mas detalladamente si se
desea intentar una extrapolacion del fenomeno
observado a la problematica de la mujer osteo-
porotica tratada con el bisfosfonato.

Por dltimo, se sugiere que cualquier medica-
cion que modifique la actividad de la BMU (todos
los anti-osteoporoticos conocidos) pueden alterar
la calidad del cristal de hidroxiapatita, se adsorban
o no al mineral. Este fendmeno seria de impor-
tancia porque afectaria las propiedades del hue-
so independientemente de la ganancia mineral
que en el provoquen. En consecuencia, para eva-
luar el efecto de medicamentos sobre la fragili-
dad del esqueleto, tambien se necesita de estu-
dios cristalograficos, en huesos tratados con anti-
osteoporoticos.

Summary

Morphological studies of hydroxyapatite crystal
exposed to disodium pamidronate

“In vitro" effects of disodium pamidronate on
hydroxyapatite crystals morphology, and some "in
vivo" data from bone powder of tibia and
vertebrae from treated young and mature rabbits
are here reported. Hydroxyapatite, synthesized
following Rigoli et al method, and bone powder
from rabbits were studied with X-ray, infrared and
raman emission techniques for crystallographic
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analysis, Adsorption studies were also performed
with a balanced solution of hydroxyapatite expo-
sed to different times, 48, 120 and 168 hours and
concentrations 1 x 10°M, 3 x 10°M, 8 x 10*M vy
1 x 10*M of pamidronate. Infrared and raman
spectrometry were not conclusive due to technical
bias, but X-ray difractograms showed pure
hydroxyapatite crystals in an hexagonal system.
At constant time, pamidronate concentrations were
varied, showing after 48 hours of exposition, a
slight growth in the 002 plane, an aleatoric
behavior in 213 and a marked increase in 004.
After 120 hours, 002 plane is steady with a net
growth in 004 and 213. After 168 hours, the 3
mentioned planes grow in proportion to
pamidronate concentrations, tending to enlarge
the crystal shape. Plane 13 markedly grow with
pamidronate 8 x 10°M a 1 x 10*M, which are
biologically high concentrations. Potentiometric
assessments, in the 1 x 10°to 1 x 10“M range
of concentrations show that bisphosphonate was
completely adsorbed to the crystals. Additional "in
vivo" observations showed changes in bone
powder crystals isolated from pamidronate treated
young animals, involving a growing of planes 002
and 211, in samples from both epiphysis and
diaphysis, regarding untreated samples. Changes
were more evident at epiphysis. In mature rabbits,
it was shown a decrease in basal plane 002 and
growing at 210, 211 and 310 with a trend to
enlarge the crystal shape in diaphysis and to
shorten it in vertebrae spongiosa. The "in vivo"
doses are equivalent to those used by Ferretti et
al. in intact rats with pamidronate low dose groups,
showing an improvement of bone material
properties and stiffness. Thus, it may rather be
lower than the "in vitro" used concentrations.

In concordance with above experimental
conditions it can be concluded that bisphos-
phonates exert morphological changes in hydro-
xyapatite crystals, in a dose dependent manner,
at least when high concentrations are used. In
addition, it is postulated that changes observed
on “in vivo" samples may be the result with other
adaptative factors as for example the local
mechanical usage. The latter data were limited,
and should be studied with more details if an
exfrapolation to the bisphosphonate treated
osteoporotic women is intended. Finally, it is
suggested that any agent that changes BMU
activity (all known anti-osteoporotic drugs) may
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potentially modify the quality of hydroxyapatite
crystals, affecting in turn the bone resistance to
fracture, independently from the quantity of bone
mass gained. Thus, to help predicting the con-
sequences on skeletal fragility, there is a need to
know the direct or indirect effect of drugs on bone
crystals.
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