REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 28, No. 2 DE 1999

EFECTO DEL NIQUEL EN LA FORMACION
Y ESTABILIDAD DE FOSFATOS DE CALCI0 AMORFOS

1. Guerra-Lépez'*, R. Gonzdlez' , R. Pomés', P. Quintana’, G. Punte’, C. O. Della Védova™
Recibido Octubre 1/98 — Aprobado Octubre 15/99

Keywords: Amorphous calcium phos-
phate, hydroxiapatite, X-ray diffraction
analyses, infrared spectroscopy crytallin-
ity and stability.

ABSTRACT

X-ray diffraction, infrared spectros-
copy, chemical and thermal analysis have
been carried out on Ca,Ni amorphous
phosphate solid solutions. The data re-
ported are in agreement with the hypothe-
sis that nickel stabilized the amorphous
phase and inhibited the mechanism of
apatite formation. The inhibitory effect of
nickel on hydroxiapatite formation is lar-
ger than the one exhibited by Magnesium
or Barium,

RESUMEN

Diferentes fosfatos de calcio fueron
caracterizados por andlisis quimico, di-
fraccion de rayos X, andlisis térmico y es-
pectroscopia IR. Los resultados obteni-

dos indican que la incorporacion de
niquel a fases amorfas de fosfatos de cal-
cio afecta el mecanismo de formacién de
sistemas apatiticos. El cardcter inhibidor
del niquel es mucho mayor que el obser-
vado, por oiros aufores, pard iones como
el magnesio o el bario.

INTRODUCCION

Los fosfatos de calcio han sido amplia-
mente estudiados por su influencia en la
formacion del tejido 6seo. Dentro de es-
tos sistemas, la brushita (DCPD), los fos-
fatos octacilcicos (OCP), los fosfatos de
calcio amorfos (ACP) y la hidroxiapatita
(HAP) se destacan por su importancia en
los procesos de mineralizacion (1-2).

En particular, la transformacion de los
ACP a hidroxiapatita ha sido estudiada
por diferentes métodos de anilisis (3-6).
Se ha podido demostrar, que la cristaliza-
cion de estos sistemas va a estar regulada
por las condiciones de reaccion (tempera-
tura, pH) y la presencia en solucion de
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agentes estabilizantes o inhibidores. En
particular jones como el Mg™*, Zn'",
CO* inhiben el proceso de formacién de
fases apatiticas, mientras que por el con-
trario los polifosfatos orgdnicos asi como
el hierro y el indio la favorecen (7-9).

A pesar de los avances obienidos en el
estudio de los mecanismos de cristaliza-
cion de los compuestos amorfos, poco se
conoce del efecto que iones como el Ni
ejercen sobre los mismos (10-11). Por es-
tudios in virro se sabe que, tanto el niquel
como el cromo pueden eluir desde las
protesis dentales (12-13). Como la elu-
s10n de estos iones puede ocurrir in vivo,
la misma podria tener influencia en los
procesos de mineralizacion oral, lo que
hace necesario un estudio mds profundo
del efecto que estos iones pueden tener en
la precipitacion de fosfatos de calcio.

El objetivo del presente trabajo es el
estudio del efecto de la incorporacion de
Nien la formacién y estabilidad de fosfa-
tos de calcio. Para conseguir ese objetivo
se utilizaron: difraccion de Rayos x, es-
pectroscopia IR y andlisis quimicos. Los
resultados obtenidos demuestran que la
presencia creciente de niquel en solucién
favorece la formacion de fases amorfas,
Se pudo demostrar que la incorporacion
del Ni a estos sistemas inhibe su posierior
transformaciéon a compuestos del tipo
apatitico.

MATERIALES Y METODOS

Los fosfatos de calcio amorfos se sinte-
tizaron por via hiimeda. Se hicieron reac-
cionar sobre un buffer de acetato 1M solu-
ciones 0.2 M de (NH4):HPO: y otra, de
composicion  variable, que contenia
CaCl:.2H20 y Ni(Ac):.4H:0. Las mues-
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tras se obtuvieron variando en pasos la
concentracion de niquel en la solucion. Se
comenzo con CaCla.2H:20 puro hasta lle-
gar a 25% en la concentracion de dtomos
de Ni por ciento en la solucién. La reac-
cion se realizo a 98°C y a pH 7. Durante
las sintesis el pH de la solucion se mantuvo
constante por la adicion controlada de so-
luciones de NH3 y de HCI 0.1 M. Las lec-
turas del pH se llevaron a cabo en un MV
870 Digital pH-Messegerit utilizando un
electrodo combinado. El electrodo se cali-
broé con soluciones buffer preparadas, se-
gun los requisitos del National Bureau of
Standards, a 25°C (14). Los precipitados
se filtraron y se secaron a 100°C. Las
muestras asi obtenidas fueron rotuladas
por el simbolo Ni seguido del porcentaje
de dicho elemento en la solucion.

Los estudios de estabilidad se realizaron
tanto por métodos quimicos como fisicos.
Para estudiar la estabilidad de los compues-
tos sintetizados se dejaron envejecer los
precipitados, hasta 96 h, en sus aguas ma-
dres. Cada 24 horas se tomaron muestras
para ser analizadas por espectroscopia IR y
difraccién de Rayos X. En el caso de las
muestras tomadas a las 48 h se les realizo,
ademds, un tratamiento térmico a 200-
700°C y se hidrolizaron a 100°C.

La composicidn quimica de cada
muestra se determind por Absorcion Ato-
mica (Niy Ca) y por colorimetria (fosfo-
ro) (15). Los anilisis estructurales se lle-
varon a cabo por FTIR en un equipo IFS
48 Bruker en el rango de 4000-400cm ™"y
por difraccién de rayos x en un difracté-
metro Philips PW 1710 con radiacion mo-
nocromética de CuKa (L = 1.5406 A).
Los patrones de difraccidn se registraron
en modo continuo con un velocidad de
2°/min en el rango 10-70° en 20,
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RESULTADOS Y DISCUSION

La sintesis de los compuestos del tipo
Cas(POs«)2.nH:20 se favorecen a pH altos y
bajas temperaturas (9). A pH mas bajos,
la incorporacion de los iones HPO+* posi-
bilita la formacion de estructuras del tipo
brushita 6 fosfatos octacilcicos en lugar
de fosfatos amorfos. No obstante la incor-
poracion de agentes estabilizadores como
el Mg** y el CO2* permite la sintesis de
fosfatos amorfos en presenciade los iones
HPOs* (4).

Las invetigaciones realizadas por Le-
Geros y colab. (3) muestran que la pre-
sencia de Mg (Mg/Ca (30/70)) y Ba
(Ba/Ca de igual relacién atomica) dan
como resultado la formacién de compues-
tos amorfos. Sinembargo, sila sintesis se
realiza a mayores temperaturas, para que
precipiten compuestos amorfos es nece-
sario disminuir la concentracion de Ca’**
en solucién. Los trabajos realizados re-
cientemente por Abbona y Baronnet han
confirmado el efecto estabilizador del
magnesio en la formacién de fosfatos de
calcio amorfos (16).

En nuestros estudios hemos observado
que a diferencia de los trabajos menciona-
dos, la presencia del niquel en solucién
favorece la precipitacion de fosfatos de
caleio amorfos, a pH neutros y tempera-
turas cercanas a los 100°C, sin que se
afecte la concentracién de Ca’* en solu-
cion. Como se muestra en la tabla 1, el
proceso de cristalizacién a estructuras
apatiticas va a estar relacionado con la
concentracion de niquel en el sélido.

En una primera etapa, la fase solida, se-
parada una vez concluida la reaccion de
precipitacion (tiempo cero), se caracteriza

por la ausencia de maximos en su patron
de difraccion y la baja resoluci6n en las
bandas de estiramiento y desdoblamiento
de los grupos PO+>. Durante el proceso de
envejecimiento, se observa que: en el caso
de los compuestos sintetizados en presen-
cia de bajas concentraciones de niquel (re-
lacién Ni/Ca=0.03-0.05) la aparicién de
mdximos de difraccion a las 24 h, los cua-
les se van haciendo mas definidos con el
transcurso del tiempo. En el caso de los
ACP sintetizados en presencia de mayores
concentraciones de niquel, el proceso de
cristalizacion es mucho mds lento.

El resultado de los andlisis quimicos
demuestra que en todos los casos, todo el
Niquel se incorpord a la fase sélida. Si
bien la ausencia de sefiales en el patrén de
difraccién impide en algunos casos deter-
minar la presencia de una nueva fase, el
analisis de los espectros IR no evidencia
que estén presentes otras bandas de ab-
sorcién gue no sean las correspondientes
al fosfato. En los espectros se destaca la
presencia de una banda, en la zona de 890
a 870 cm'’', caracteristica del ion HPO<*
(fig.2). Como se conoce de la literatura,
este ion no se incorpora a la estructura de
los fosfatos de calcio amorfos (1-3). La
presencia de los iones HPOs™ puede tener
dos explicaciones diferentes: una la for-
macion de dos fases (una apatitica y otra
amorfa) y la segunda la presencia de de-
fectos estructurales provocados por la
sustitucion de Calcio por Niquel.

Los resultados obtenidos al tratar tér-
micamente las muestras envejecidas du-
rante 48 h (tabla 2), permiten proponer la
formacion de una nueva fase. El trata-
miento a 600°C de los fosfatos amorfos da
como resultado la formacién de dos fosfa-
1os de calcio diferentes. La concentracion
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mayoritaria corresponde al fosfato trical-
cico parcialmente sustituido por niquel
(TCNP) y la minoritaria al pirofosfato.
En ninguno de los casos de los fosfatos
tratados (Niw, Niis y Niz) se observd la
presencia de bandas caracteristicas de una
hidroxiapatita, por el contrario los com-
puestos apatiticos (Nis, Nis) permanecen
estables a esta temperatura, resultado es-
perado ya que como se conoce atin en el
caso de hidroxiapatitas no estequiométri-
cas, la transformacién a TCP se produce a
temperaturas mas elevadas (1-2, 18-20).

Lo anteriormente expuesto nos per-
mite concluir que en el caso de los fosfa-
tos amorfos no coexisten el fosfato
amorfo y la HAP y que la estructura
mas probable para estos compuestos es
del tipo CagyNix(POs)y HPOsy.nH20
(n=2-3.5, 10-18 % en peso). La pre-
sencia del HPOs* en la estructura, se
debe por tanto a las variaciones que se
producen con la incorporacion del Niquel.

Los cambios estructurales que tienen
lugar durante la formacién de ACP en
presencia de Niquel, pueden ser explica-
dos tomando como modelo el desarrolla-
do por Posner y Betts (20). En este mode-
lo se supone que se forma una fase del
tipo de la witlokita (Caa- Nix (PO4)2) con
espacios intersticiales ocupados por mo-
léculas de agua (esto se debe a que la ra-
zon Ca’*/POs* en los fosfatos es menor,
1,5, que enla HAP, 1,67). En el presente
caso es de esperar que la razon
(Ca’" Ni**)/PO«" sea igual o menor que
en los fosfatos de Ca sin sustituir. La sus-
titucién del Ca’* por Ni** disminuye las
distancias de enlace M-M y M-O en la
molécula, debido a que el radio iénico del
Ni** es 0.69 y el del Caes0.99. Este he-
cho favorece la creacion de espacios in-

12

tersticiales que posibilitan la incorpora-
cion no solo de agua, como en el caso de
los fosfatos de Calcio, sino también de
otros iones, como el HPOs™, presentes en
la solucidn.

El anilisis de los espectros de FTIR,
ver la Figura 1, muestra que la intensidad
de la banda en 879 cm' no varia con el au-
mento de la concentracion de niquel en
solucion. Este hecho sugiere que no todo
el niquel que se incorpora a la estructura
ocupa las posiciones del calcio. De ser
asi, en la misma medida que aumenta la
concentracion de niquel en el solido debe-
ria aumentar la incorporacién del HPOs*
o del agua. Otro aspecto a tener en cuenta
es la estabilidad térmica; una estructura
de este tipo seria mas inestable que el
compuesto sin sustituir, lo que no se co-
rresponde con los resultados obtenidos
(tabla 2).

Todo lo anterior nos permite suponer
que no todo el niquel incorporado en el
solido va a ocupar las posiciones del cal-
cio, sino que una parte va a ocupar los es-
pacios creados por la disminucion de las
distancias de enlace intramoleculares. De
esta forma aumenta la estabilidad de los
conipuestos en solucion y se regula la in-
corporacion de otros iones o moléculas.

Influencia del niquel
en el mecanismo de transformacion
de ACP a HAP

La transformacion de un fosfato de
calcio a otro, tanto en los sistemas in vivo
como in vitro, puede producirse por hi-
drolisis o por disolucién y recristaliza-
¢i6n a una fase mas estable bajo condicio-
nes fluctuantes de pH y temperaturas
(1-2, 18). En lo concerniente al proceso
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de cristalizacion de ACP a HAP, en la li-
teratura se plantean dos posibles mecanis-
mos de reaccién. En particular la presen-
cia de otros iones o moléculas en solucion
puede inhibir o acelerar la reaccion. lones
como el Mg?*, Zn’*, COs" inhiben el
proceso de formacién de fases apatiticas,
mientras que por ¢l contrario los polifos-
fatos orgédnicos asi como el hierro, el
flior y el indio la favorecen. Nuestros re-
sultados demuestran que la presencia del
niquel en solucién, inhibe los procesos de
formacion de estructuras del tipo apatitico.

La incorporacion del niquel a la es-
tructura de los fosfatos de calcio amorfos
va a ejercer un fuerte efecto sobre su mor-
fologia y cristalinidad, que repercute en
los procesos de nucleacion de HAP.
Como se muesira en la Figura 3, la pre-
sencia de pequenas concentraciones de
Ni** afecta el indice de cristalinidad del
material. Esto se traduce en la disminu-
cion de las intensidades y el ensachamien-
to de las lineas de difraccion (ver reflexio-
nes 211, 112, 300 y 202 en la figura 3) en
comparacion con los de una hidroxiapati-
ta sin substituir. Esto se debe a la diferen-
cia que existe entre los radios iénicos del
calcio y el miquel (0.99 A por 0.69 el Ni),
que produce una disminucion del enlace
metal oxigeno en la molécula (Ni-O es
2.08 A mientras que el enlace Ca-O en la
HAP esti enel rango de 2.443-2.555 A).

Debido a los constrefimientos estruc-
turales que produce el niquel en las es-
tructuras apatiticas, el nucleamiento de la
HAP comenzara con la salida de los iones
Ni** de la estructura. Al final sélo estard
presente una cantidad de iones tal como
para que no se afecte la estabilidad estruc-
tural, el resto estard en soluciéon. Como se
observa en la figura 4, la transformacién

de ACP a HAP va a estar acompafiada por
una disminucién en el radio atémico
Ni/Ca . La reaccioén ocurre en dos etapas
la primera mds rapida, enla que pasanala
solucion los iones de Niquel que no se en-
cuentran ocupando directamente las posi-
ciones del calcio y una segunda etapa mas
lenta donde se tienen que romper los enla-
ces M-M.

Estos. resultados demuestran que el
mecanismo de transformacién de un com-
puesto amorfo a uno apatitico, es un pro-
ceso de disolucion/precipitacion similar
al descrito para la formacion del enlace
entre los biomateriales de fosfato de cal-
cio y el hueso (21). El paso lento de este
mecanismo es el proceso de disolucion y
liberacion del Ni al medio.

En nuestros compuestos, no se detectd
en ningtin momento la formacion de otra
fase que no fuera la apatitica (DCPD u
OCP). La no presencia de estos compues-
tos como intermediarios del proceso de
formacion de HAP se debe tanto a la tem-
peratura como al pH al cual fueron reali-
zados los experimentos. Esto confirma la
importancia de las condiciones de reac-
cion en los procesos de formacion de es-
tructuras apaliticas.

CONCLUSIONES

Se estudio el efecto que ejerce el ni-
quel sobre la sintesis de compuestos
amorfos y su estabilidad en solucion. El
cardcter inhibidor del niquel sobre la for-
macion de estructuras apatiticas, es mu-
cho mayor que el encontrado, por otros
autores, para iones como el magnesio o el
bario. La presencia en solucion de peque-
fias concentraciones de Ni hace que ain a
temperaturas cercanas a los 100°C, se
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Tabla 1. Estabilidad de fosfatosamorfos en solucion.

Ni % Compuesto Aguas madres | Aguas madres Hidrolisis a
(Oh) (48h) (96h) 100°C
Ni3 Amorfo (Ca,Ni)HAP (Ca,Ni)HAP (Ca,Ni)HAP
Ni5 Amorfo (Ca,Ni)HAP (Ca,Ni)HAP (Ca,Ni)HAP
Ni 10 Amorfo Amorfo (Ca,NOHHAP (Ca,N)HAP
Ni 15 Amorfo Amorfo (Ca,Ni)HAP (Ca,Ni)HAP
Ni 20 Amorfo Amorfo Amorfo Amorfo
Tabla 2. Estabilidad térmica de los fosfatos sintetizados.
Ni % 200°C 500°C _ 600°C
Ni 3% (Ca,Ni)HAP (Ca,Ni)HAP (Ca,NDHAP
Ni 5% {(Ca,Ni)HAP (Ca Ni)HAP (Ca,Ni)HAP
Ni 10% Amorfo TCNP+CaP207 TCNP +Ca:P20:7
Ni 15% Amorfo Amorfo TCNP+Ca:P207
Ni 20% Amorfo Amorfo TCNP+Ca:P2:0r

Transmitancia

4000

Figura 1. Espectros IR de los fosfatos de calcio sintetizados en presencia de diferentes
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Figura 2. Espectro IR de Hidroxiapatitas de calcio: a) libre de niquel. b) Hidroxiapatitas
sustituidas con niquel.
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Figura 3. Patron de difraccion de la Hidroxiapatita: a) sin sustituir. b) 3 % de niquel en
solucion. ¢) 5 % de niquel en solucién.
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Figura 4. Variacion de la concentracion de niguel en el tiempo.

formen compuestos amorfos. Durante el
proceso de envejecimiento de los precipi-
tados, la cristalinidad estd acompafiada
por una disminucion de la concentracion
de niquel en el sélido. La incorporacion
del niquel, estabiliza la estructura de los
ACP por lo que afecta negativamente el
mecanismo de formacion de los compues-
tos apatiticos.
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