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RESUMO

O decavanadato, [HnV10025]™® ou “V4o”, € um potente inibidor enzimatico cujo
papel tem sido avaliado em diferentes aplicagcdes medicinais. Neste trabalho buscou-
se sintetizar o Vi com quatro contraions orgénicos que sdo enddgenos ou
amplamente utilizados em ensaios biolégicos: os acidos conjugados da nicotinamida
e da isonicotinamida, do 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol ("tris") e da
piridoxina, e avaliar a agao dos produtos sobre culturas de bactérias (Escherichia
coli). A reagédo do V,05 com isonicotinamida ou nicotinamida (2,5:3) gerou cristais
amarelos de (1 ,3-C5H7N20)4[H2V10023]'2H20'206H6N20 (NiCOV1o) e de
(1,4-CeH7N20)4[H2V 10028]: 2C6HeN2O  (IsoV4g) em alto grau de pureza. Estes
produtos foram caracterizados por difratometria de raios X de monocristal, analise
elementar, analise termogravimétrica e por métodos espectroscopicos, como RMN
de 'H e °lV, espectroscopia vibracional (IV e Raman), RPE e espectroscopia
eletronica (UV-vis). Os espectros de RMN de °'V em D,0 apresentaram sinais em
d =-425 ppm, -507 ppm e -525 ppm, referentes aos trés ambientes de coordenagao
do vanadio na estrutura do polioxodnion [HsV19O.s]*, indicando a manutencéo da
estrutura polinuclear em solucao. A reacdo de NaVO3; com tris, por sua vez, produziu
o decavanadato [(HOCH2)3CNH3;ls[H2V1002s]-10H,0 (TrisV4g), enquanto a reacao
com piridoxina levou a formacdo do complexo binuclear [(VO2)zp2-(CsH1oNO3)2]
(PirVy). Estes dois sistemas mostraram-se complexos devido a ocorréncia de
reacbes redox envolvendo os centros metalicos e a cristalizagcdo conjunta com
decavanadatos contendo contraions inorganicos. O efeito inibitério de IsoV4o €
NicoV4 sobre o crescimento de células procariéticas foi avaliado em culturas de E.
coli. Os valores de Glsy de 2,8 mmol L™ para NicoV4o e de 4,0 mmol L™ para IsoV4g
foram significativamente menores do que o determinado para o decavanadato de
s6dio, [{Nag(H20)20V10028'4H20}.] — NaVyo (Glso de 11,0 mmol L). A toxicidade do
decavanadato frente a células procarioticas foi avaliada também pelo emprego da
técnica de citometria de fluxo. Para tal, determinou-se o efeito dos compostos de
interesse sobre o potencial de membrana, a permeabilidade da membrana celular e
a produgao de espécies reativas de oxigénio pelas culturas bacterianas tratadas com
NaV,o, IsoV4o € NicoVy. A medida da acdo sobre o potencial de membrana
produziu resultados similares para as culturas tratadas com os trés compostos
(NaV4o, IsoVyy e NicoVq), e a diminuicdo deste potencial na presenga dos
polioxovanadatos foi cerca de quatro vezes maior em relacédo a cultura controle ndo
tratada. A porcentagem de bactérias inviaveis foi de 32,3% para NaV4o e de 100%
para IsoVy;, e NicoVqy, confirmando a potencializagdo da toxicidade do
polioxovanadato pelas espécies orgénicas em solugdo. Também foram observadas
diferencas significativas nos niveis de ERO gerados por IsoV,o € NicoV4o (aumento
de 1,4 e 1,7 vezes, respectivamente) em relagdo ao valor obtido para NaVq. A
combinagao dos ensaios realizados por citometria de fluxo evidenciou o aumento do
estresse oxidativo e a destruicdo da membrana celular, um componente vital para as
células. A atividade citotoxica relativa dos polioxometalatos (NicoV4 > IsoV4o >
NaVqy) esta possivelmente associada a estabilidade do agregado metalico em
solugao e depende das interagdes que sao criadas entre o anion e as bactérias na
presenca ou ndo das moléculas organicas.

Palavras-chave: Decavanadato, cations organicos, Escherichia coli, inibicdo do
crescimento, citometria de fluxo.



ABSTRACT

Decavanadate, [H,V1002s]™® or “V1¢”, is a potent enzyme inhibitor which has
been evaluated for diverse medicinal applications. The present work aimed at
synthesizing V19 with four counterions that are endogenous or largely used in
biological assays: the conjugate acids of nicotinamide, isonicotinamide, 2-amino-2-
hydroxymethyl-propane-1,3-diol (“tris”), and pyridoxine. The reaction of V,0s with
nicotinamide or isonicotinamide (2,5:3) yielded highly pure vyellow crystals of
(1 ,3-C6H7N20)4[H2V10028]'2H20'2C6H6N20 (NiCOVm) and
(1,4-CeH7N20)4[H2V10028]:2CsHeN2O (IsoV4g). The products were characterized by
single-crystal X-ray diffraction, elemental and thermogravimetric analyses, together
with spectroscopic methods such as 'H and °'V NMR, vibrational (FTIR and Raman),
EPR and electronic (UV-Vis) spectroscopies. The *'V NMR spectra in D,O presented
signals at & =-425 ppm, -507 ppm and -525 ppm related to the three coordination
environments of vanadium in the structure of the polyoxoanion [HsV1qO2s]>, which
indicates that the polynuclear structure is maintained in solution. The reaction of
NaVO; with “tris” yielded the decavanadate [(HOCH2)3CNH3]4[H2V10028]-10H,0O
(TrisV40), whereas the reaction with pyridoxine produced the binuclear complex
[(VO2)2u2-(CsH10NO3),] (PirV2) These systems have been shown to be complex due
to the occurrence of redox reactions involving the metal centers, and to crystallization
together with decavanadates containing inorganic counterions. The inhibitory effect
of IsoV49 and NicoV4 upon growth of prokaryotic cells was evaluated in E. coli
cultures. Glsy values of 2.8 mmol L™ for NicoV4o and 4.0 mmol L™ for IsoV4 were
significantly lower than that determined for sodium decavanadate,
[{Nas(H20)20V10028'4H20}n] - NaV10 (G|5o of 11.0 mmol L_1). The toxic effect of
decavanadate on prokaryotic cells was also evaluated by the flow cytometry
technique. Parameters such as membrane potential, membrane permeability and the
production of reactive oxygen species were analyzed on the bacterial cultures treated
with NaV4o, IsoV4 and NicoV,. The measured effect on the bacterial membrane
potential was similar in the cultures treated with all three compounds (NaV4g, IsoV4g
and NicoV,g), and the observed damage was about four times higher as compared to
the non-treated control culture. The percentage of non-viable cells was 32.3% for
NaV4 and 100% for IsoV49 and NicoV4o, which confirms the enhancement in the
toxic effect of the polyoxovanadate in the presence of its organic counterions in
solution. Moreover, significant differences were found in the concentrations of
reactive oxygen species produced by IsoV4 and NicoV,o, which were respectively
1.4 and 1.7 times higher than the reference value obtained for NaVi. The
combination of the results obtained by flow cytometry evidenced an increased level
of reactive oxygen species and a complete damage to the membrane, an essential
cell element. The relative cytotoxic activity of the polyoxometalates (NicoV4o > IsoV4g
> NaV,y) is possibly associated with the stability of the metal aggregates in solution,
and depends on the interactions between the anion and the bacteria in the presence
or absence of the organic molecules.

Key words: Decavanadate, organic cations, Escherichia coli, growth inhibition, flow
cytometry.
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1 INTRODUGAO

O emprego do vanadio para fins medicinais foi avaliado pela primeira vez no
final do século XIX," mas estudos mais aprofundados das suas aplicacdes bioldgicas
e farmacol()gicasz; % s6 ocorreram na década de 1970, apds a descoberta de que o
vanadio(V) é um potente inibidor de ATPases.* Atualmente, dentre os compostos de
vanadio mais conhecidos destaca-se o decavanadato, [H,V1002s]®™ (V10) - que é o
polioxovanadato mais estavel em meio acido - por suas reconhecidas atividades

9;10

antidiabética,® © antitumoral,” 8 antibiotica® '° e antiviral."

Relatos recentes mostram que associagcbes entre V4o e cations organicos
potencializam as acdes antitumoral e antidiabética dos componentes isolados. > 6:7:8
Ha também resultados promissores sobre os efeitos antibiéticos destas associacdes
(decavanadato com contraions organicos) sobre bactérias Gram-positivas.® 1% 12
Acredita-se que os cations contribuam para o aumento da lipofilicidade do anion,
melhorando a sua interagédo com os componentes da membrana plasmatica. Apesar
desta proposta, estudos que aprofundem o conhecimento do papel destes cations
sobre a atividade do anion, principalmente em bactérias, ainda sdo escassos.

No presente trabalho sintetizamos o decavanadato com contraions
organicos que sao endoégenos ou amplamente utilizados em ensaios biologicos. Os
produtos foram caracterizados por uma variedade de técnicas analiticas e utilizados
em ensaios com culturas da bactéria Gram-negativa Escherichia coli como sistema-
modelo. Tais ensaios empregaram principalmente a técnica de citometria de fluxo, a
qual permitiu avaliar comparativamente a toxicidade do V4o na presenga e na
auséncia dos cations organicos, assim como a producado de espécies reativas de
oxigénio e a manutencgao (ou desestabilizagdo) do potencial de membrana sob agéo

do polioxovanadato.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O VANADIO COMO UM ELEMENTO BIOATIVO

O vanadio é um metal pertencente a primeira série de transicdo que pode ser
encontrado no petréleo bruto, em aguas oceanicas e no solo; neste ultimo caso,
principalmente de regides vulcanicas.” " O estado de oxidagdo do metal pode variar
de -1 a +V; no entanto, em ambientes aquosos naturais, observa-se a ocorréncia dos
estados de oxidagao mais altos. Nestas condi¢cdes, o vanadio pode ser visto como
um acido duro de Pearson, formando compostos principalmente com ligantes duros
contendo o oxigénio como atomo doador.™ O elemento encontra-se disponivel para
os organismos vivos na forma do par redox H.VVVO4 / VVO?*,'® em concentracées de
cerca de 3,5 x 10® mol L™,' e é essencial para alguns organismos marinhos, tais
como algas e ascidias (FIGURA 1a).

Ascidias e algumas poliquetas sdo capazes de capturar e acumular o
vanadio(V)" até uma concentracédo de 0,3 mol L' em seus vacuolos celulares.” '
Proteinas citoplasmaticas denominadas vanabinas (FIGURA 1b) s&do entdo
responsaveis pela redugao do vanadio(V) a vanadio(lV), que posteriormente é
reduzido e armazenado como vanadio(lll)."® O mecanismo pelo qual o V" presente
no citoplasma é reduzido a V" e a fungao que o metal desempenha nesses

organismos ainda permanecem desconhecidos.” '®

0
0
_O'lu, \”/‘.,HNHZ Nﬁ
' (CH;),
o” Nomn,
/
(b)

FIGURA 1. (a) Exemplo de um animal da espécie Ascidia gemmata, considerado o organismo com a
maior capacidade de acumulo de vanadio da natureza. Ele pode atingir uma
concentragdo do metal 10’ vezes superior aquela encontrada nos oceanos. (b) Provavel
ambiente de coordenacdo do grupo oxidovanadio(lV), vanadila, evidenciando a ligagédo
de um residuo de lisina de uma vanabina (Ascidia sydneiensis samea)."”

FONTE: UEKI, T. (2015)"® e HAMADA, T. (2005)."
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Alguns fungos do género Amanita produzem uma metalobiomolécula de
baixa massa molecular denominada amavadina (FIGURA 2)." '® Ela possui um
centro de vanadio(lV) em geometria dodecaédrica distorcida, atipica para metais da

1819 & difere também de outros complexos de vanadio(IV)

primeira série de transicao,
devido a auséncia da ligagdo V=0. Sua atividade biologica ainda nao foi
completamente elucidada; no entanto, devido a facil interconversao do vanadio entre
os estados de oxidagdo +IV e +V,' acredita-se que apresente uma fungao de
transferéncia de elétrons, atuando na protegdo do fungo contra o estresse oxidativo

e na oxidacdo da agua.?

(a) (b)

FIGURA 2. (a) Fungo do género Amanita muscaria. (b) Estrutura molecular do complexo amavadina.
FONTE: Adaptado de POMBEIRO, A. J. L. (2013)."®

O elemento faz parte do sitio ativo de algumas enzimas, participando tanto de
processos de reducdo quanto de oxidacdo.” 2 Um exemplo é a haloperoxidase
dependente de vanadio, presente em algumas algas marinhas, fungos, liquens e
bactérias.” Essa classe de enzimas oxida haletos a acidos hipo-halosos (EQUACAO

1) via um mecanismo que envolve também a reducao de H,O, a agua.
X + HyOz+ H" — HOX + H,O (1)
Onde X =CI', Br', I (ou o pseudo-haleto SCN").??

O sistema biolégico contendo vanadio mais complexo, intrigante e desafiador

€ o da nitrogenase alternativa de vanadio, V-N,ase. Esta enzima é produzida em

meios de cultura de bactérias fixadoras de nitrogénio (Azotobacter vinelandii e A.
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chroococcum, por exemplo, entre diversas outras espécies) e em cianobactérias
(como Anabaenae) cultivadas em meios ricos em vanadio. Além da reducédo da
molecula de N2 (EQUACAO 2), a enzima também & capaz de promover a redugéo
do CO para produzir varios hidrocarbonetos de baixa massa molecular,®® conforme

apresentado de forma genérica na EQUACAO 3.

Nz + 14H" + 12¢” + 40ATP — 2NH," + 3H, + 40ADP + 40Pi 2)'
CO + nH' + ne” — — — H,C=CHy, H3C—CHj, H,C=CH-CHjs ou HyC-CH,~CHs (3)'

Onde: - Pi é o fosfato em sua forma livre
- n corresponde ao numero necessario de elétrons e protons para formar
cada hidrocarboneto

Embora a estrutura do cofator da V-Nase nao esteja totalmente elucidada,
estudos espectroscopicos (XAS, EXAFS, RPE e Mdssbauer) apontam para um
arcabougo semelhante aquele obtido para o cofator da nitrogenase classica de
molibdénio.®* A estrutura proposta apresenta um centro de vanadio em estado de
oxidagao baixo, provavelmente +ll, ligado a um cluster contendo sete atomos de Fe
unidos por pontes sulfeto (FIGURA 3).>* Esta estrutura contém ainda um &tomo
central de massa atdmica baixa, que se acredita corresponder a um anion carbeto

em ponte, pug-C*.%

FIGURA 3. Estrutura de bola e bastdo do cluster metélico da VN,ase sugerida por XAS-EXAFS. Sao
representados também os residuos de cisteina, histidina e homocitrato da apoenzima
que se ligam ao cluster. A esfera laranja corresponde ao centro de vanadio(ll), as
esferas roxas sdo correspondentes aos sete centros de ferro conectados entre si por
pontes sulfeto (esferas amarelas). A esfera cinza no centro constitui um anion carbeto
que se acredita fazer ponte entre seis dos atomos de Fe da estrutura. XAS-EXAFS = X-
ray Absorption Spectroscopy-Extended X-ray Absorption Fine Structure.

FONTE: REHDER, D. (2015).%
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2.2 O VANADIO E SUA POTENCIAL ACAO FARMACOLOGICA

Apesar de sua essencialidade ser comprovada em muitos seres vivos, o
papel que o vanadio desempenha em organismos superiores ainda € alvo de muitas
contradicdes.?® 27 %29 Se por um lado o vanadio tem sido associado a um possivel

desenvolvimento de disturbios respiratérios e cardiovasculares,? 3% 31: 32

por outro
acredita-se que esse elemento seja requerido em pequenas quantidades para que o
metabolismo celular de mamiferos opere regularmente.®® *'* 2 Relatos recentes de
que a deficiéncia do elemento gera ma formacéo 6ssea®® e causa um mau
funcionamento da tiroide e do metabolismo da glicose e lipidios* tém levado a um
maior reconhecimento da sua importancia nutricional® e farmacolégica.36

As semelhancas entre os ions vanadato, [VO4]*, e fosfato, [PO.* (ambos
sdo tetraédricos, possuem a mesma carga, formam oligbmeros e s&o provenientes

)3; 37

de acidos que possuem valores de pKa semelhantes incentivou a investigacao

dos efeitos do vanadato sobre a atividade de enzimas dependentes de fosfato,32
bem como o seu posterior emprego na medicina.’

Nas ultimas décadas, muitos complexos de vanadio tém sido avaliados em
sua acao antidiabética, anticancer, antiviral e antiparasitaria. O primeiro complexo de
vanadio a ser empregado com efeitos potencializadores da agao da insulina foi o
bis(maltolato)oxovanadio(IV), conhecido como BMOV (FIGURA 4a).*® Variacdes na
estrutura dos ligantes produziram o analogo bis(etiimaltolato)oxovanadio(lV)
(FIGURA 4b),** que chegou a ser avaliado em estudos de fase clinica Il. Nestes
sistemas o mecanismo da agao antidiabética € bastante complexo e envolve a perda
dos ligantes dos complexos ja no trato gastrointestinal. A inibicdo da tirosina
fosfatase ocorre apos a formagdo de um oxocomposto de vanadio(V) no meio
intracelular, possivelmente vanadato, que mantém os receptores de insulina

fosforilados e ativos na captacéo da glicose.*
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(d)

FIGURA 4. Estruturas de alguns dos compostos de vanadio citados. (a) bis(maltolato)oxovanadio(IV)
(BMQV); (b) bis(etiimaltolato)oxovanadio(lV) (BEQOV); (c) metvan; (d) estrutura dos
compostos de formula geral [V'YO(SO.)(H,0),(NN)] utilizados em ensaios contra o
Trypanosoma cruzi.

FONTE: CRANS, D‘.H(2012);39 THOMPSON, K. H. (2009);*° GAMBINO, D. (2015);* PESSOA, J. C.
(2014).

O complexo bis(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)sulfato-oxovanadio(lV), ou
metvan, forneceu os resultados antitumorais mais promissores até o momento
(FIGURA 4c).** *2 Em ensaios pré-clinicos, o metvan demonstrou eficacia contra 25
linhagens de células tumorais humanas. Sua toxicidade frente a células cancerosas
esta associada a apoptose induzida pela perda do potencial de membrana
mitocondrial e pela geracéo de espécies reativas de oxigénio.**

Mais recentemente, uma série de compostos de oxovanadio(lV) com ligantes
derivados da fenantrolina exibiu atividade contra o Trypanosoma cruzi, o agente
etioldgico da Doenca de Chagas (FIGURA 4d).** Os complexos exibiram atividade
semelhante aquela do Nifurtimox, a droga de referéncia comercializada. Estudos por
microscopia de forga atbmica sugeriram que o principal mecanismo de agao
envolveria a interacdo do complexo com as fitas de DNA do T. cruzi, provocando

mudancas em sua estrutura terciaria.*®
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2.3 O ANION DECAVANADATO COMO UM POLIOXOMETALATO DE
INTERESSE MEDICINAL

Os polioxometalatos, POM, sdo agregados oligoméricos de cations de
metais de transicdo, em especial V, Nb, W e Mo, em estados de oxidacao altos,
unidos por grupos oxo em ponte.44 Eles sdo geralmente formados em solugao
aquosa quando oxoanions MO,* s&o protonados e sofrem reagbes de condensacgao
e/ou policondensacéo, dando origem a espécies mais complexas, M,,O(4n_m)(2”'m)', em

que o grau de condensacao é usualmente maior do que 6 (n > 6) (EQUACAO 4).°

nMO,* + 2mH* - M;Oun.m®™™ + mH,0 (4)
oxoanion polioxometalato

Na maioria das vezes, os POM séao preparados em uma unica etapa (one-
pot synthesis), gerando uma diversidade inigualavel de padrdes estruturais, podendo
apresentar até 368 centros metalicos em um Unico agregado.*® " Os POM tém sido
subdivididos em grandes classes de acordo com o arranjo estrutural e a presencga ou
ndao de heteroatomos. A FIGURA 5 apresenta alguns padrbes estruturais mais
comuns, sendo que os poliedros nas representagées podem exibir vértices, arestas

ou faces em comum.*®
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b e

Lindqvist — [MgO,¢]™ Anderson — [XMgO,,]"-

Keggin — [XM;30,40]™
Wells-Dawson — [X;M;504,]"

FIGURA 5. Representagédo de bolas e varetas e representagédo de poliedros dos polioxoanions: (a)
Lindgvist, com formula geral [MgO1o]™, (b) Anderson, com formula geral [XMgOo4]™,
representagéo de poliedros de estruturas de (c) Keggin, com férmula geral [XM;,040]" e
(d) Wells—Dawson, com férmula geral [X,M5Og,]™; onde M (azul) = W, Mo ou V, os
oxigénios dos grupos oxo estdo em vermelho e X = atomos dos grupos principais em
amarelo. Nas representagdes de poliedros, o metal de transigdo encontra-se no centro
de cada poliedro azul e os vértices representam atomos de oxigénio dos grupos oxo.

FONTE: LOPEZ, X. (2012).*

Embora a maioria absoluta das aplicagdes dos POM tenha sido relacionada
a catalise da oxidagao de substratos organicos, em anos recentes outros campos,
tais como as aplicagdes biomédicas, fotoquimicas, magnéticas, de condutividade
ibnica e de fendbmenos de cooperacido eletrénicos, tém passado a receber um
grande destaque na literatura.*®: 49 50: 5152 53 54 55, 56, 57

As propriedades farmacolégicas apresentadas pelos POM incluem agao
antidiabética, antibacteriana, antiprotozoaria, antiviral e anticancer.’® %% € A
compreensao dos mecanismos de agado ainda representa um grande desafio e
muitos esforgos tém sido realizados no sentido de determinar os possiveis alvos
biolégicos. Varios estudos indicam que as atividades relatadas acima estao
relacionadas principalmente com a inibicado de enzimas que sao acessiveis em meio
intra ou extracelular.’’ Por exemplo, a atividade apresentada pelo decavanadato
contra Leishmania foi associada a inibicdo da fosfoglicerato mutase (enzima que
catalisa a oitava etapa da glicdlise) e de varias enzimas fosfatases.”® Mais

recentemente, a inativacdo da transcriptase reversa (enzima que catalisa a
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transcricao reversa de um DNA complementar a partir de uma fita de RNA) e da
DNA polimerase (enzima que participa da sintese da dupla fita de DNA) foi
correlacionada com a acao antiviral dos POM, e a inibicdo da ecto-nucleotidase
(familia de enzimas que catalisa a conversao de nucleotideos em nucleosideos) e da
proteina quinase tem sido avaliada como responsavel pela agao antibacteriana e
anticancer.*®

Os polioxovanadatos (POV) séo considerados uma subclasse importante de
POM que, quando comparada aos polioxotungstatos e polioxomolibdatos, tem sido
menos explorada.®? ® Exemplos destes agregados sdo encontrados em uma grande
variedade de padrbes estruturais devido a habilidade do vanadio em adotar
diferentes geometrias (tetraédrica, piramidal de base quadrada e octaédrica, entre
outras), diversos estados de oxidagao e de se ligar aos grupos oxo no modo terminal
ou através de pontes (principalmente -u, ou -u3), formando agregados totalmente
oxidados, totalmente reduzidos ou de valéncia mista +IV/+V.

Os polioxovanadatos mais comuns sdo [V4O12]*,%* [V5014*,%° [V10028]%,
[V12032]",%" [V13034]%,% [V15036]™,%° [V47042]"," [V18042]"™ ™' € [V340s2]'"."* Alguns

padrdes estruturais comumente encontrados sao apresentados na FIGURA 6.

FIGURA 6. Exemplos de estruturas de alguns polioxovanadatos (POV). Os poliedros amarelos
representam centros de vanadio(V) e os poliedros azuis representam centros de
vanadio(lV). As esferas vermelhas nos veértices dos poliedros representam atomos de
oxigénio. (a) [V1,03]" {b) V16042l " € (c) [V4g0a2'

FONTE: MONAKHOQV, K. Y. (2015).

Uma das peculiaridades das solugbes aquosas de vanadatos € a
possibilidade de coexisténcia de diferentes oligbmeros, formando um equilibrio
complexo que é determinado pela concentracao de vanadio, pelo pH e pela forca

ibnica do meio (FIGURA 7).74 As principais formas encontradas em solugbdes de
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ortovanadato sdo [H VO™ / [HVO4L* (V4 e V4 respectivamente), [HV207]° (V2),
[VaOra™ (Va), [VsO15]” (Vs) € [V1002g]™ (V10).7 2% 7470
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FIGURA 7. (a) Estruturas dos oligbmeros de vanadio [H,VO,] / [HVO4]2_ (V4 e V¢ respectivamente),
[HV207]3_ (Vz), [V4012]_ (V4), [V5015]_ (V5) e [V10028]6' (V10). (b) Grafico relacionando a
predominancia das diferentes espécies de ions vanadato em diferentes faixas de pH na
presenca de NaCl aquoso a 0,010 mol-L™".

FONTE: GORZSAS, A. (2009).”

Dentre os polioxovanadatos totalmente oxidados, o anion decavanadato,

[V10028]% (V10, FIGURA 8), é a forma mais estavel em condices acidas (pH 3 a 6),

decompondo-se nas demais formas oligoméricas em meio neutro.”® Tal

decomposicdo, apesar de ser termodinamicamente favorecida, € lenta, o que

confere ao decavanadato um tempo de meia-vida de até 15h em condi¢des

bioldgicas.

3;33; 74,75
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Os 10 centros de vanadio(V) do Vi, apresentam geometria octaédrica
distorcida devido a presenca dos grupos oxo (O?) em ponte, formando um
polioxoanion de alta carga superficial em simetria préxima da D, (FIGURA 8).”" 8
Este agregado pode ser visto como um acido poliprotico de formula geral
[HnV10028](6'”)', que varia seu grau de protonagéo de 0 a 4 em fungao do pH do meio
e em funcdo das espécies que constituem seus contraions.”” 8 O grau de
protonagao e a posigao dos hidrogénios no V4o influenciam o arranjo cristalino e a

reatividade do decavanadato.

0 0 ol .o
0=="~q ] o =
o) 1o | 1 -0
O~ 10— ™0
(a) (b)

FIGURA 8. (a) Representagao estrutural do &nion decavanadato, [VmOzg]G' (V10). (b) Representagao
de poliedros do V45, em que os centros dos poliedros representam os centros de
vanadio(V) e as pequenas esferas vermelhas nos vértices representam os atomos de
oxigénio da estrutura do polioxoanion.

FONTE: MONAKHOV, K. Y. (2015).”

A habilidade do V4o em interagir de forma intacta com diversas enzimas e
proteinas tem sido bem documentada por diversas técnicas, incluindo difratometria
de raios X de monocristal (FIGURA 9).2" Em geral, o modo de interacéo é bastante
ordenado, devido a possibilidade de formagao de ligagbes de hidrogénio e
interacdes eletrostaticas do anion com as biomoléculas, potencializando um efeito

bioldgico quando comparado com o ortovanadato.® ©’
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FIGURA 9. Estrutura de raios X demonstrando o anion decavanadato (representado em vermelho e
cinza) ligado a RnNTPDase1 (nucleosideo trifosfato difosfo-hidrolase) de Rattus

norvegicus.
FONTE: ZEBISCH, M. (2014).%'

A deteccao do V4 dentro de leveduras’ ® tem demostrado que o POV nao
s6 pode ser formado, mas que também ¢é estabilizado em pH fisiolégico na presenga
das proteinas com as quais interage.®® Tal fato sugere que alguns dos efeitos
farmacoldgicos atribuidos a vanadatos mais simples podem ser, na verdade,
atribuidos ao V40.”> A TABELA 1 resume alguns dos estudos de avaliagdo do

potencial medicinal de decavanadatos.® %

TABELA 1. POTENCIAL APLICAGCAO MEDICINAL DE DIFERENTES DECAVANADATOS

Efeito Polioxovanadato Ref.
Atividade antidiabética (HoMetf)3[V102g]-8H.0 (Metf = metformina) °
Modulac&o da contracdo muscular [HaV1002] ™ &
Atividade antibacteriana [4-(CH30)CgH4CH,oNH3]J6[V19028]- 2H,0 °
Atividade contra protozoarios (NH,)6[V1002]-6H,0 %8
Kg(MeNC5H4COOH)2[H2V10028]'2H20,
Atividade antitumoral (H2NMez)4[V10028H2](M93NCH2COO)2 e ’
(Me3NCH,COOH)4[V19028H2](Me3sNCH,COO),-2H,0

A interacdo do V4, com proteinas dependentes de fosfato faz do anion um

® antibacteriano'® e antiparasitario;*® ja sua

candidato a agente insulinomimético,8
capacidade de interagir com actina, miosina e Ca*-ATPase confere ao
decavanadato um papel regulador da contracdo muscular.®’ " A interferéncia que o

V40 exerce sobre o0 processo oxidativo em mitocdndrias, levando a despolarizagao da
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membrana mitocondrial, € desencadeadora do processo de morte celular, o que
pode ser importante para seu potencial anticarcinogénico.z; 3 A FIGURA 10 retrata os

principais alvos do decavanadato ja conhecidos em células eucaridticas.

FIGURA 10. Possiveis alvos biolégicos do V4, em células eucaridticas, onde 1 = proteinas de
membrana, 2 = bombas de Ca®" do reticulo endo- ou sarcoplasmatico, 3 = proteinas do
sistema contratil em células musculares, 4 = actina, 5 = mitocéndria, 6 = produgao de
ERO (Espécies Reativas de Oxigénio), 7 = transportadores de ions transmembrana e
8 = nucleo.

FONTE: AURELIANO, M. (2014).3

Por outro lado, uma vez presente no ambiente extracelular, ainda ndo se
sabe se o decavanadato, um anion volumoso e de alta densidade de carga, € capaz
de passar pela membrana celular, lipofilica e de potencial negativo, a fim de exercer
seus efeitos.” % ® Reacdes com moléculas organicas tém se mostrado Uteis tanto
no aumento da lipofilicidade quanto da estabilidade do Vi em meio fisioldgico,
apresentando melhoras da atividade avaliada.®® Nesse sentido, estudos envolvendo
polioxometalatos para fins medicinais tém se direcionado para o encapsulamento
dos agregados em surfactantes ou matrizes organicas biocompativeis** e para o

desenvolvimento de POM contendo ligantes ou cations organicos.” 2
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2.4 MATERIAIS HIBRIDOS ORGANICO-INORGANICOS BASEADOS NO
DECAVANADATO E SEU POTENCIAL MEDICINAL

Os materiais hibridos organico-inorgénicos encontram-se na interface entre
duas areas distintas da Quimica e tém levado a uma grande contribuicdo a ciéncia
de materiais e biomateriais. Eles tém sido divididos em duas classes de acordo com
as interacdes existentes entre os componentes organicos e inorganicos. No tipo I, ha
ligacbes covalentes entre as partes organica e inorganica, formando, por exemplo,
alcoxidos de polioxometalatos que podem ser funcionalizados adicionalmente com
outras moléculas organicas (FIGURA 11a). Nesse sentido, POM com estruturas do
tipo Lindqvist tém sido bastante explorados principalmente na ciéncia de materiais
para formar polimeros de coordenacédo, MOF (metal-organic frameworks) e para
promover interagdes com nanotubos de carbono.%% 91: 9293

No tipo I, o qual é o foco deste trabalho, as interacbes entre as partes
organica e inorganica nao sao covalentes, como as ligagdes de hidrogénio e as
interacbes eletrostaticas (FIGURA 11b). Estes materiais hibridos tém gerado
avancgos ou potencializado fungdes bioldgicas em fungao de interagdes sinergisticas

entre os componentes.

(a) (b)

FIGURA 11. Polioxovanadatos pertencentes as classes do tipo | e Il. (a) Estrutura do hexametoxo-
hexavanadato [VGO13(OCH3)5]2_, onde vanadio, oxigénio e carbono sdo pintados de
amarelo, vermelho e preto, respectivamente. Este alcéxido foi formado a partir da
alcodlise de hidroxidos em ponte presentes no vanadato de partida e preserva a
estrutura de Lindqvist do POV de partida. (b) Diagrama ORTEP de
(NH4)2(CgH10N402)4[H4V10028], onde CBH10N402 = cafeina.

FONTE:  DOMAE, K. (2009)* e LIU, S. (2004)%.

No estado solido, os solventes de cristalizagdo e os contraions empregados

tém grande influéncia sobre o grau de protonacdo do anion. Como consequéncia,
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variagcbes do meio reacional e dos cations usados proporcionam diversos arranjos
cristalinos aos compostos contendo o decavanadato. Solventes apréticos, por
exemplo, favorecem um arranjo dimérico do polioxoanion (FIGURA 12). Além disso,
diferentes cations e solventes de cristalizagdo podem gerar diferentes tipos de
interagdes entre as estruturas envolvidas, o que tem influéncia sobre a estabilidade

do composto resultante.®% 9697
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FIGURA 12. (a) Formagao de dimeros de V4o no composto [(n-CsH41)4N]3[H3V10025]-2(CH3),CO frente
a presencga de 2-propanona (acetona) como solvente de cristalizagcao. (b) Formacgao de
unidades discretas de (DMAPH)g[V19025]'H.O (DMAPH = 4-dimetilaminopiridinio) na
presenca de somente uma molécula de agua de cristalizagdo.

FONTE: OZEKI, T. (2008)® e GONZALEZ-VERGARA, E. (2016).%
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A possibilidade de modulacao das propriedades farmacoldgicas e cataliticas
do anion decavanadato a partir da sua combinacao com diferentes cations organicos
tem levado a um recente aumento no interesse dos estudos destes sais.” ' ’® Esta
modulacido é mediada pelo aumento da lipofilicidade da estrutura devido a presenca
do componente organico e pelos diferentes modos de interagdo do cation com o
polioxometalato.?® 100+ 101

Entre os métodos de sintese empregados na preparagdo desses sais,
destacam-se aqueles que usam materiais de partida de vanadio(V), como o V5,05 e
os oxoanions ortovanadato (VO,*)® e metavanadato (VO3).** As diferentes
metodologias descritas em literatura foram desenvolvidas para facilitar a
solubilizacdo dos materiais de partida e favorecer o deslocamento do equilibrio
quimico para maximizar a formagéo do polioxovanadato desejado.

A FIGURA 13 representa o equilibrio entre oxocompostos de vanadio(V)
controlado pelo pH do meio aquoso; no entanto, a variagdo de fatores como a

concentracdo de vanadio, o tempo e a temperatura também sdo amplamente

relatados na literatura.8% %% 102
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FIGURA 13. Sequéncia de hidrdlise de anions e 6xidos na quimica do vanadio(V).
FONTE: HAYASHI, Y. (2011)."%

Dessa forma, o anion decavanadato pode ser visto como uma espécie
intermediaria entre a formacdo dos vanadatos de menor nuclearidade e do o6xido
V,05, formando pontes oxo entre os centros metalicos a partir de reagdes de olagao
e de oxolagdo em meio acido (EQUACOES 5 e 6).'*
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-V-OH + -V-OH; — -V-OH-V- + H,0 (5, reagao de olagao)

-V-OH + HO-V- — -V-O-V- + H,0 (6, reacao de oxolagao)

Atualmente, ha cerca de 160 estruturas cristalinas reportadas para o anion
decavanadato na base de dados CCDC; no entanto, ainda sao poucos os estudos
que procuram racionalizar o efeito dos cations organicos sobre a atividade bioldgica
observada. Dentre eles, destacam-se os trabalhos que buscam aumentar uma das
atividades biologicas conhecidas para este anion através da associagdo com
moléculas organicas que sao comumente empregadas para 0 mesmo fim,
buscando-se um efeito cooperativo entre eles.

Assim, o decavanadato contendo carnitina como contraion, um peptideo
enddgeno que tem agao preventiva contra a carcinogénese, foi avaliado em sua
atividade frente a fibroblastos e a varias linhagens de células tumorais de murinos e
humanos.® A atividade do decavanadato contendo o contraion organico foi
aumentada de 6 a 10 vezes em relacdo a do ortovanadato e dos decavanadatos
com cations simples como tetrametiletiienodiaménio e etilenodiaménio, inibindo
seletivamente o crescimento das células cancerosas em relagdo ao de células
sadias.®

Em relacdo ao potencial demonstrado por moléculas orgéanicas com
atividade anticancer, recentemente a natureza zwiteridnica de betainas foi explorada
para formar compdsitos entre o acetato de metilaménio, a trigonelina e o anion
decavanadato.” Testes preliminares com esses hibridos apontaram para uma
diminuicdo da viabilidade celular de células de cancer de mama MCF-7 e
adenocarcinoma de pulmao A549 de até 60% e 76%, respectivamente, em relagdo a
células ndo tratadas.’

A associagao entre a metformina (Metf) e o V4o foi o foco de dois estudos
quanto a sua acdo antidiabética. No primeiro,” o composto (H,Metf)s[V1002s]-8H,0
(Metf-V1004s) foi testado em ratos Wistar machos com diabetes induzido por uma
dieta hipercaldrica, um modelo que procurou simular o diabetes tipo 2. O Metf-V1¢02g
provocou uma melhora na resposta glicémica e lipidémica em relagdo aos ratos
tratados somente com metformina. No segundo estudo,® o mesmo Metf-V1,0,g foi
testado também em um modelo de diabetes tipo 1, em animais com diabetes

induzido por aloxana. Este foi capaz de gerar melhores respostas metabdlicas nos
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animais em comparagao com os tratamentos com metformina e insulina, além de
apresentar baixa toxicidade e aumentar a produgdo de insulina nos ratos com
diabetes induzida por aloxana.

Ja em um trabalho que testou a atividade antimicrobiana do decavanadato
adsorvido em membranas de quitosana, o compdsito apresentou atividade idéntica a
da penicilina G e 2 a 4 vezes melhor do que a da ofloxacina e do decavanadato
puros contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli."? A quitosana é
um polissacarideo catidnico isolado do exoesqueleto de crustaceos e possui
atividade antibidtica ja reconhecida. Portanto, a associagdo das duas espécies
quimicas com acgao antibacteriana potencializou os efeitos de ambas, chegando a
niveis equivalentes aos de antibidticos tradicionais.'?

Estudos da associacdo do V4o com contraions orgéanicos, especialmente
aqueles contendo grupamentos amina, sao particularmente interessantes na
tentativa de entendimento de como o Vo interage com proteinas em meio biolégico
e com a membrana plasmatica das células.®® Ha controvérsias sobre se o
polioxoanion age sobre proteinas de membrana (ATPases e fosfatases) em seu
dominio extracelular ou citoplasmatico.® No entanto, a agdo do decavanadato sobre
a Ca®*-ATPase, a mitocondria e proteinas do citoesqueleto (actina e miosina)
depende da sua penetragao pela membrana celular ou da sua formacgao dentro da
célula.> %8

Com o objetivo de entender melhor esse efeito aparentemente sinérgico da
combinagdo de cation e anion,®® Crans e colaboradores realizaram estudos
envolvendo a solubilizagdo do V1, com a metformina protonada em um sistema de
micelas reversas de bis(2-etil-hexil)sulfossuccinato de sédio (AOT). Analises por
espectroscopia de RMN de He®Ve por espalhamento dinamico de luz (dynamic
light scattering — DLS) demonstraram que a presenca do cation organico mudou a
organizagédo das moléculas de agua proximas a interface entre 0 meio aquoso e a
superficie da micela de AOT, melhorando a interagao do V41, com a micela (FIGURA
14). Os resultados sugerem que o cation possa auxiliar na captagédo celular do

polioxoanion.”®
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FIGURA 14. Representacdo esquematica da interagdo de (Hmet),V,q com uma micela reversa,
proposta a partir de dados de RMN e DLS.
FONTE: CHATKON, A. (2013).”°

Embora o papel biolégico do decavanadato esteja sendo amplamente
investigado e avangcos tenham sido relatados na ultima década, muitos
guestionamentos a respeito de sua formagao em diferentes dominios celulares e de
seu mecanismo de agdo permanecem sem respostas satisfatorias.'® Neste
contexto, o interesse do presente trabalho reside em um melhor entendimento (i) da
toxicidade apresentada pelo decavanadato frente a culturas de Escherichia coli,
visando uma possivel agao antibacteriana do V4o, e (i) de como a interagcdo do
decavanadato com cations organicos influencia as suas propriedades quimicas e

bioldgicas.

2.5 A ESCOLHA DOS COMPONENTES ORGANICOS E DO MODELO
BIOLOGICO AVALIADO

Estudos a respeito da atividade biolégica do decavanadato sdo bastante
direcionados a células eucaridticas ou modelos mais complexos, como
camundongos, ratos ou peixes.” % 1% Apesar de ter acdo tdxica reconhecida sobre
bactérias, tal agdo do V4o ndo € muito explorada na literatura.

Foram encontrados poucos artigos que avaliam a atividade do decavanadato
aliado a cations organicos, como a 4-picolina protonada, o terc-butilaménio e a

quitosana, em organismos procariéticos.” ' %7 Neles, a toxicidade dos compostos
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foi explicada por analogia com estudos da atividade do decavanadato em células
eucarioticas, ndo havendo uma racionalizacido extensiva dos resultados observados.

A escolha de contraions organicos adequados pode auxiliar na compreenséao
do papel do cation sobre os efeitos do decavanadato, e também auxiliar no
entendimento da interagdo do anion com interfaces lipidicas. Além disso, como a
acao dos polioxometalatos tem sido relacionada a interacdo com residuos de
aminoacidos em enzimas e proteinas,®® 8" pareceu-nos importante avaliar
compostos com grupos funcionais aminicos e carboxilicos, ou que pudessem ser
convertidos nestes ultimos in vivo.

Neste trabalho, os compostos organicos estudados em suas interagbes com
o decavanadato (FIGURA 15) foram selecionados de forma a abranger substancias
que possam estar presentes no meio biolégico, ou para as quais os organismos de
interesse ja tenham um mecanismo de absor¢do desenvolvido, ndo sendo, assim,

toxicos as células.

O O NH2
N7 | N

Nicotinamida Isonicotinamida
OH OH
OH
OH
NH2
SN” > CH, i
Piridoxina Tris*

FIGURA 15. Moléculas organicas selecionadas para este trabalho. (*) Tris(hidroximetil)aminometano.

Na FIGURA 15, os dois primeiros compostos sao relacionados a niacina,

também conhecida como vitamina B3, que € uma vitamina hidrossoluvel cujos
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derivados (NAD*, NADH, NADP" e NADPH) desempenham importante papel no
metabolismo energético celular e na reparagdo do DNA.'® % O termo niacina é
normalmente utilizado para o acido nicotinico; no entanto, ele pode ser definido mais
amplamente para englobar a nicotinamida, seu derivado metabdlico.

Apesar de a isonicotinamida ndo ser uma substancia reconhecida como
segura em relagao ao consumo humano (Generally Recognized as Safe, GRAS), ela
tem sido usada em diferentes sistemas por ser considerada uma molécula efetiva na
cocristalizacdo de farmacos.”® "' A escolha da isonicotinamida neste trabalho se
deve a mudanga na posicao dos substituintes no anel aromatico em relacdo a
nicotinamida, o que poderia gerar uma reatividade diferenciada.

A vitamina B6 consiste em uma mistura de piridoxina, piridoxal e
piridoxamina, que s&o normalmente interconvertidos tanto em organismos
procariotos e eucariotos.''? '3 1% Desses compostos, a piridoxina é a mais estavel,
sendo usada nas preparacdes farmacéuticas na forma de sais. Entre outras funcoes,
a vitamina B6 participa de reag¢des de degradagcdo de aminoacidos em que um dos
produtos finais € a acetilcoenzima A, necessaria a produgao de energia e a sintese
de proteinas, lipidios e acetilcolina.'™

O 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (tris) € um conhecido agente
tamponante, muito utilizado na preparagdo de meios liquidos para o cultivo de
bactérias e em varios ensaios bioldgicos."® """ Ele foi escolhido por ser um triol
alifatico, semelhante a piridoxina (componente da vitamina B6), que é um triol
aromatico.

O modelo biologico de escolha para os ensaios com o decavanadato
associado as moléculas organicas selecionadas foi a bactéria Escherichia coli da
estirpe DH5a. A Escherichia coli € uma bactéria flagelada Gram-negativa muito
utilizada em estudos de recombinagédo génica e replicagdo de plasmideos.”® A E.
coli faz parte da flora intestinal normal dos seres humanos, mas pode causar
infecgdes do trato gastrointestinal ou urinario em situagées de queda de imunidade,
por exemplo.'™ 2 Sa0 conhecidas varias estirpes da bactéria, dentre elas estirpes
patogénicas e laboratoriais. A DH5a foi selecionada por ser uma estirpe nao

patogénica e de uso comum em laboratério.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Contribuir para o entendimento do efeito que cations orgénicos exercem
sobre a interacdo do decavanadato com células procaridticas, usando

Escherichia coli como modelo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar decavanadatos, [HnV10025]®"", com contraions organicos que
possuam atividade bioldgica reconhecida, como os acidos conjugados da
nicotinamida, do seu isébmero isonicotinamida, da piridoxina e do tampao
tris(hidroximetil)Jaminometano (“tris”);

Caracterizar os produtos das reagbes empregando anadlise elementar,
difratometria de raios X de monocristal, analise termogravimétrica (TG) e
métodos espectroscopicos (espectroscopia vibracional na regiao do
infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H e de °'V),
espectroscopia eletronica (UV-vis) e ressonancia paramagnética eletrbnica
(RPE));

Avaliar a toxicidade dos decavanadatos sintetizados frente a culturas de
Escherichia coli,

Avaliar, por citometria de fluxo, as causas do efeito citotéxico dos compostos

preparados.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DESCRICAO DA APARELHAGEM E TECNICAS DE ANALISE
4.1.1 Titulagdo redox

A dosagem de vanadio foi realizada por meio de titulagdo redox conforme

' Uma solucdo de sulfato ferroso amoniacal,

método descrito na literatura.’
(NH4)2[Fe(SO4),]-:6H20, 0,1 mol L™ foi empregada como titulante, e a difenilamina

sulfonato de bario (C,4H20BaN20eS,), como indicador redox.

4.1.2 Gravimetria

Alternativamente, a dosagem de vanadio foi feita por calcinagdo em
cadinhos de porcelana em um forno do tipo mufla SP Labor SP-1200, com
temperaturas de até 600 °C. Massas de 50 a 100 mg das amostras foram pesadas

para a analise.

4.1.3 Analise elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) presentes em cada
amostra foram analisados no laboratério MEDAC em Chobham (Surrey), Inglaterra,

utilizando-se uma técnica de combustéao.

4.1.4 Espectroscopia de absorgcéo na regiao do infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo no infravermelho com transformada de Fourier
foram registrados em um instrumento BIORAD FTS 3500GX na regidao de 400 a
4000 cm™ a partir de pastilhas de KBr, com 32 varreduras a uma resolugdo de
4 cm™. As pastilhas continham aproximadamente 200 mg de KBr e 1 mg de amostra

macerados e prensados.
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4.1.5 Espectroscopia Raman

Os espectros de espalhamento Raman foram adquiridos na regidao de 120 a
4000 cm™ em um equipamento Renishaw Raman Image acoplado a um microscépio
optico Leica; este ultimo foca a radiacdo incidente em uma area de amostra de
1 um?. As andlises utilizaram um laser de He-Ne (632,8 nm) com poténcia ajustada

para 0,2 mW.

4.1.6 Espectroscopia eletrbnica na regido do ultravioleta/visivel (UV/Vis)

Os espectros UV/Vis foram adquiridos a temperatura ambiente em uma faixa
de comprimento de onda de 250-700 nm em um espectrofotdbmetro PerkinElmer
LAMBDA 1050 UV/Vis/NIR equipado com trés detectores de PMT/InGaAs/PbS. As
concentragbes das solugbes aquosas dos compostos variaram de 0,010 a
0,250 mmol L™ e as medidas foram realizadas em cubetas de quartzo de caminho

Optico de 1 mm.

4.1.7 Difratometria de raios X de pé (DRX de pd)

Os difratogramas de raios X de pdé foram obtidos em um equipamento
Shimadzu XRD-600, com radia¢édo Cu-Ko (A = 1,5418 A) empregando pé de silicio
como padrao interno. As analises utilizaram voltagem de 40 kV, corrente de 40 mA e
velocidade de varredura de 0,02 s (em 20). A identificacdo dos 6éxidos obtidos foi
feita por comparagcédo com as fichas-padrdao JCPDS (Joint Committee on Powder

Diffraction Standards).
4.1.8 Difratometria de raios X de monocristal (DRX de monocristal)
As analises por difracao de raios X de monocristal foram realizadas a partir

de cristais embebidos em d6leo mineral e depositados em um suporte polimérico

amorfo sob fluxo de nitrogénio (100 K) em um difratbmetro Bruker modelo D8
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Venture equipado com detector de area Photon 100, radiagdo monocromatica de
Mo-Ka (A = 0,71073 A) e monocromador de grafite. As coletas e as integragbes de
dados foram feitas empregando o software APEX 3 da Bruker. As estruturas foram
determinadas através de métodos diretos no software SHELXS,'* enquanto o
método dos minimos quadrados em matriz completa, em F?s, foi utilizado para o
refinamento no software SHELXL.' Os atomos diferentes de hidrogénio passaram

por refinamento com parametros térmicos anisotropicos.

4.1.9 Ressonancia paramagnética eletrénica (RPE)

Os espectros de RPE foram registrados nas amostras solidas pulverizadas a
temperatura ambiente ou em solugcdo aquosa (1,0 mmol L") a 77 K, utilizando um
espectrometro Bruker ELEXSYS MX-micro que opera em banda X (9,5 GHz). A
simulagdo de um dos espectros foi realizada com o software EasySpin para a
plataforma MatlabR."** As principais direcées do tensor A foram consideradas as

mesmas do tensor g.

4.1.10 Ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e °'v

As andlises por RMN de 'H e °'V empregaram um equipamento Bruker
AVANCE 400 a 9,4 T equipado com uma sonda multinuclear de detecgcao direta
(5 mm). O registro dos espectros ocorreu a 303 K e aproximadamente 30 min apés o
preparo das amostras (0,6 mL), utilizando pulsos de 90°. A analise de pré-saturagao
do RMN de 'H foi feita com 16 varreduras, com um intervalo entre ciclos de 1,0 s e
tempos de aquisi¢ao de 6,7 s, ao longo de uma janela espectral de 11,5 ppm (+10,1
a -1,4 ppm). Os espectros de RMN de °'V foram registrados com 1024 a 2048
varreduras, com um intervalo entre ciclos de 0,1 s e tempos de aquisicdo de 0,157 s,
ao longo de uma janela espectral de 990 ppm (+44 a -946 ppm). As frequéncias de
aquisicdo dos nucleos de 'H e °'V corresponderam a 400,13 e 105,25 MHz,
respectivamente. O preparo das amostras foi feito em agua deuterada (D,0), com
solugcdes a 1,0 e 5,0 mmol L' de cada produto, com base nas respectivas massas

molares. Nos espectros de RMN de "H, fixou-se o sinal pré-saturado de H,O residual
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em 4,75 ppm, ao passo que VOCI3; em capilar foi utilizado como referéncia externa

para os espectros de RMN de *1y, fixando-se o sinal em 0,00 ppm.

4.1.11 Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica foi realizada em fluxo de N»/O, gasoso, a
50 mL min™', em um equipamento Netzsch STA449 F3 Jupiter, com forno de carbeto
de silicio. As amostras analisadas, aproximadamente 4 mg, foram aquecidas em
cadinho de aluminio, com uma rampa de aquecimento de 10 °C min”' em uma faixa
de 20 a 800 °C.

4.2 CONDICOES EXPERIMENTAIS E GENERALIDADES

Todas as solugbes e os materiais utilizados nos ensaios biolégicos, como
ponteiras, tubos plasticos e frascos de vidro, foram esterilizados em autoclave
modelo HA, SERCON. A agua empregada nas reagdes e ensaios bioldgicos
(resistividade de 18,2 MQ cm™) foi previamente destilada e purificada em um
purificador de agua MilliQ.

Os ensaios bioldgicos foram preparados em camaras de fluxo laminar. As
culturas bacterianas foram incubadas em estufa de cultura Modelo 002 CB, Fanem
Ltda, a 37 °C e centrifugadas em uma ultracentrifuga MiniSpin Eppendorf. Para o
cultivo em meio liquido, apds o preparo de cada inoculo as culturas bacterianas
foram novamente incubadas a 37 °C em uma cémara incubadora com agitagéo
orbital (shaker) New Brunswick Scientific C25 Incubator Shaker sob agitacdo de
150 rpm.

4.3 REAGENTES E SOLVENTES

Todos os reagentes foram utilizados conforme recebidos do fabricante. A

TABELA 2 lista a pureza e a procedéncia dos reagentes.
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TABELA 2. LISTA DE REAGENTES UTILIZADOS EM TODAS AS ETAPAS DESTE TRABALHO E
ESPECIFICACOES DO FABRICANTE

Nome Férmula Grau d? Fabricante
pureza (%)

Metavanadato de sddio NaVO; 98,0 Aldrich
Pentéxido de vanadio(V) V,05 299,6% Aldrich
2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (tris) (HOCH,)3;CNH3 99,0 Aldrich
3-(aminocarbonil)piridina (nicotinamida) 1,3-CeHgN,O 99,5 Aldrich
4-(aminocarbonil)piridina (isonicotinamida) 1,4-CsHgN,O 99,0 Aldrich
Cloridrato de 4,5-bis(hidroximetil)-2- Padrao .
metilpiridin-3-ol (pirid(oxina) : CeH11NO, analitico Aldrich
Sulfato ferroso amoniacal hidratado (NH,)2[Fe(S0,),6H,O  98,5-101,5 Synth
Difenilamina sulfonato de bario Co4Ho0BaN,OgS,H - Merck
Peréxido de hidrogénio H,0, 35,0 Neon
ACidO nalidixico C12H12N203 298,0 Aldrich
Cloreto de sédio NaCl >99,5 Merck
Extrato de levedura - - Acumidia
Triptona (caseina hidrolisada) - - Merck
Agar - - Acumidia
Glicerol C3Hs(OH)3 99,8 J. T. Baker
lodeto de propidio (IP) Co7H34l0N, >94% Aldrich
ﬁz:&;c;g:l}c;z?r;%tgg)tnﬂuorometOX|fen|I C1oHsFsN,O ~98% Aldrich
?DlaCcFeLa_tSA(\j)e 2',7'-diclorodi-hidrofluoresceina CasH16Cl,05 ~97% Aldrich
lodeto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'- CasHaorClaIN, >90% Invitrogen

tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1)

4.3.1 Preparacao do meio sélido de cultura LA

O meio solido de cultura LA (Luria-Bertani agar) foi preparado por meio da
dissolugdo de 5,0 gL" de extrato de levedura, 10,0 g L de triptona, 10,0 g L' de
cloreto de soédio e 10,0gL" de agar em 1,0L de &agua destilada, sendo

posteriormente esterilizado por 20 min em autoclave.

4.3.2 Preparacao do meio liquido de cultura LB

O meio de cultura para in6culo das bactérias foi preparado dissolvendo-se
os componentes do meio LB (Luria-Bertani broth) (5,0 g L™ de extrato de levedura,
10,0 g L™" de triptona e 10,0 g L™ de cloreto de sddio) em agua destilada. A mistura

foi esterilizada em seguida por 20 min em autoclave.
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4.3.3 Preparacao da solugao salina

A solugéo salina a 0,9% (9,0 g de NaCl em 1,0 L de agua) foi autoclavada e

posteriormente armazenada a temperatura ambiente.

4.3.4 Estoque da estirpe bacteriana

Um pellet (precipitado das células bacterianas formado apds a
centrifugacédo) da estirpe de E. coli DH5a foi mantido em suspensdo em uma

solucao de glicerol-agua 50% a uma temperatura de -20 °C.

4.3.5 Antibiotico

O acido nalidixico foi utilizado como antibiético em uma concentragcdo de
10,0 ug mL™", dissolvido em agua ultrapura e esterilizado por filtragdo em um filtro de

0,22 uym. A solugéo-estoque do antibidtico foi armazenada a -20 °C.

4.4 SINTESES

Os produtos de reagcdo foram codificados de acordo com a molécula
organica ou cation inorganico empregado, seguido da nuclearidade do composto
obtido: “V4” para os decavanadatos e “V,” para o complexo vanadio-piridoxina. Por
exemplo, o decavanadato sintetizado com a nicotinamida recebeu a nomenclatura
de “NiCOV10”.

4.4.1 Preparagao de [{Nag(H20)20V10028-4H20},] (NaV+)

A preparacdo do polioxovanadato [{Nag(H20)20V10028:4H,0},] seguiu o
método descrito por Das et al."> Em um baldo de fundo redondo, 0,500 g (4,1 mmol)

de NaVO; foi aquecido sob agitagdo magnética a 70 °C por 3 h em 25 mL de agua.
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Em seguida, o pH da solugao foi ajustado até 5,0 com HCI diluido, passando a
apresentar uma coloragao laranja forte. A esta solugao foram adicionados 15 mL de
acetonitrila e a mistura foi resfriada a 4 °C por um dia, formando cristais alaranjados
que, apos remogao da solugdo-méae, foram lavados com agua gelada e secos ao ar
(0,301 g, 0,20 mmol).

Rendimento de 39% com base na formulagdo HsgNagOs,V 1.

Solubilidade: os cristais de NaV,o foram soluveis em agua e dmso.

IV (cm™): 3410(F), 1616(m), 957(F), 824(m), 750(m), 536(m)

A analise por DRX de monocristal confirmou a célula unitaria da estrutura ja descrita
por Guo et al."®® Parametros de célula: a = 10,62 A; b = 11,41 A; c = 11,63 A; o =
108,66°; p = 103,47°; vy = 111,87°; V = 1135 A°.

Analise elementar: valor calculado para HsgNagOs,V1o (1527,70 g mol™): V, 33,35%.
Encontrado: V, 35,67%.

442 Preparagéo de (1 ,3-06H7N20)4[H2V10028]'2H20'2C6H6N20 (NiCOV1o)

Uma solugao de 0,367 g (3,0 mmol) de nicotinamida em 10 mL de agua foi
adicionada a uma suspenséo de 0,455 g (2,5 mmol) de V,05 em 40 mL de agua a
temperatura ambiente. A seguir, o sistema foi aquecido até 100 °C, permanecendo
sob refluxo com agitagdo magnética por 3 h (pH = 5). A suspenséao laranja resultante
passou por filtragdo a vacuo, gerando 0,276 g de um solido vermelho, caracterizado
como V205 que néo reagiu. O filtrado recebeu uma sobrecamada de isopropanol e
foi resfriado a 4 °C, gerando cristais alaranjados apds 3 dias. Apds remocgéao
completa do sobrenadante e lavagem com agua gelada, os cristais foram deixados
para secar ao ar, produzindo 0,329 g (0,19 mmol) do produto NicoV4o.

Rendimento de 38% com base na formulacdo C3sH4sN12036V 0.

Solubilidade: os cristais de NicoV4, foram solUveis em agua e dmso a quente.

Sélido vermelho: IV (cm™): 3443 (F), 1630 (m), 1016 (m), 825 (m) e 538 (F),
compativel com V.05 em 61% de reisolamento.
DRX de pé: carta 41-1426 do JCPDS.

Cristais: Andlise elementar: valores calculados para C3sH4sN12036V 10
(1732,25 g mol™): V, 29,40%; C, 24,96%; H, 2,68%; N, 9,70%.
Encontrados: V, 30,30%; C, 24,93%; H, 2,69%; N, 9,81%.
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443 Preparagéo de (1 ,4-C6H7N20)4[H2V10028]'206H6N20 (lSOV1o)

Para a obtencéo deste produto, seguiu-se um procedimento similar aquele
para o preparo de NicoVyo, a partir de uma suspenséo de 0,455 g (2,5 mmol) de
V,05 em 40 mL de agua e uma solugdo de 0,367 g (3,0 mmol) de isonicotinamida
em 10 mL de agua. Apods filtragdo da suspensdo obtida, 0,337 g de um sdélido
vermelho foi isolado, identificado como o 6xido de partida. Cristais de cor laranja se
formaram nas paredes do béquer assim que a solugcdo-mae foi resfriada até a
temperatura ambiente. Apés um dia de repouso, a solugdo-méae foi removida para
outro recipiente, e os cristais, lavados com agua gelada e secos ao ar (0,174 g,
0,10 mmol).

Rendimento de 20% com base na formulacdo CssH42N12034V 0.

Solubilidade: os cristais de IsoV4o foram soluveis em agua e dmso a quente.

Sélido vermelho: IV (cm™): 3421 (m), 1684 (m), 1394 (f), 1001 (m), 831 (m), 727 (m)
e 521 (F), compativel com V,05 em 74% de reisolamento.
DRX de pé: carta 41-1426 do JCPDS.

Cristais: Anadlise elementar: valores calculados para CsgHs2N12034V 10
(1696,21 g-mol™): V, 30,00%; C, 25,49%; H, 2,50%; N, 9,91%.
Encontrados: V, 30,60%:; C, 25,55%; H, 2,59%:; N, 9,87%.

4.4.4 Preparagao de [(HOCH;);CNH3]4[H2V10028]- 10H20 (TrisV+p)

NaVO; (0,610 g, 5,0 mmol) foi dissolvido em 20 mL de agua sob agitacéo a
100 °C. Esta solucdo, entdo, foi resfriada a temperatura ambiente, teve seu pH
ajustado para 4,0 com HCI diluido (o que resultou em uma mudancga de incolor para
laranja forte) e foi adicionada a temperatura ambiente a uma solugdo de “tris”
(0,363 g, 3,0 mmol) em 10 mL de agua. O sistema permaneceu em agitacao por 1 h,
depois da qual recebeu uma sobrecamada de etanol e foi resfriado a 4 °C. Foram
obtidos cristais alaranjados apo6s 3 dias, 0os quais passaram por lavagem com agua
gelada e secaram a temperatura ambiente (0,478 g, 0,30 mmol, produto TrisV4)
apos o liquido-mae ser transferido para outro béquer.

Rendimento de 59% com base na formulacédo C16H4sN4O50V 0.
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Solubilidade: o produto apresentou-se soluvel em agua e em dmso a temperatura
ambiente.

Andlise elementar: valores calculados para CigHseN4Os50V1o (1628,16 g mol'1): V,
31,3%; C, 11,80%; H, 4,33%; N, 3,44%. Encontrados: V, 30,3%; C, 6,37%; H,
3,29%; N, 1,89%.

445 Preparagao de [(VO2)2h2-(CsH10NO3),] (PirVa)

Uma suspensdo de 0,305 g (2,5 mmol) de NaVO3; em 20 mL de agua foi
aquecida a 100 °C até completa solubilizagcdo. Apdés o resfriamento da solugao
resultante até a temperatura ambiente, ela teve seu pH ajustado para 4,0 com HCI
diluido, formando uma solugéo laranja. A esta, adicionou-se uma soluc¢do de 0,308 g
(1,5 mmol) de piridoxina em 10 mL de agua a temperatura ambiente, formando um
precipitado laranja. Esse sistema foi aquecido sob agitagao e refluxo a 100 °C. Logo
nos primeiros 30 min de reagdo, observou-se uma mudanga de cor de laranja para
amarelo e entdo verde escuro. Apdés 24 h, o aquecimento foi interrompido e o
material passou por filtragdo simples, rendendo um sélido verde escuro (0,120 g) e
uma solugédo verde escura, que foi armazenada a temperatura ambiente. Apds 3
dias houve a formacgao de 0,075 g de cristais verde-escuros que, apos remogao do
sobrenadante e lavagem com agua gelada, secaram ao ar (0,15 mmol, produto
PirV,).

Rendimento de 12% com base na formulagdo CgHzoN201Vo2.

Solubilidade: nao foi soluvel em nenhum dos solventes avaliados (agua e solventes
organicos proticos e apréticos).

Analise elementar: valores calculados para CigH2oN2O10V2 (502,22 g mol™): V,
20,3%; C, 38,26%; H, 4,01%; N, 5,58%. Encontrados: V, 20,0%; C, 35,81%; H,
3,90%; N, 5,30%.
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4.5 AVALIACAO DO EFEITO DOS DECAVANADATOS NicoVyy E IsoVqg
SOBRE CULTURAS DE E. coli

Os produtos NaVi, NicoVy e IsoV4 foram testados em culturas de
Escherichia coli DH5a em relagao a quatro parametros: inibicado do crescimento das
culturas, toxicidade, potencial de membrana e niveis de espécies reativas de
oxigénio (ERO). Em uma primeira etapa, transferiu-se uma aliquota de 10,0 yL da
suspensdo da bactéria estocada a -20 °C em dglicerol/agua a 50% (v/v) para uma
placa de Petri contendo o meio sdélido LA com 12,5 yL de uma solugdo-estoque a
10,0 pg mL™" do antibidtico acido nalidixico (acido 1-etil-7-metil-4-oxo-[1,8]naftiridino-
3-carboxilico — C42H12N203), de modo a prevenir contaminagdes com outras
espécies bacterianas. A placa foi incubada a 37 °C por 24 h. Apos esse periodo,
observaram-se colénias com aspecto uniforme e brilhante de cor creme com cerca
de 1 mm de didmetro. Apds o aparecimento das colbnias, a placa foi armazenada a

4 °C por até sete dias.

4.5.1 Técnicas utilizadas nos ensaios biologicos

4.5.1.1 Anadlise espectrofotométrica da densidade o6ptica (DO) das culturas

bacterianas

O crescimento das culturas bacterianas foi acompanhado medindo-se a
turbidez, ou densidade 6ptica (DO) do meio’. Entretanto, esse método nao diferencia
células viaveis de células mortas; assim, para assegurar que O maior numero
possivel de células estivessem viaveis no meio, as culturas foram utilizadas nos
ensaios durante a fase exponencial de crescimento dos microrganismos, ou seja,
quando a DO da cultura atingia um valor o mais préximo possivel de 1,0.

Os comprimentos de onda mais usados para a medida da densidade Optica
de suspensdes de células de bactérias ou leveduras sdo 540, 600 ou 640 nm.'*®
Neste trabalho, a medida foi realizada em um espectrofotometro Pharmacia LKB —

Ultraspec Ill em um comprimento de onda de 600 nm — DOggo.

' A turbidez é resultante da disperséo da luz provocada pelos microrganismos em
cultura.
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4.5.1.2 Medidas de fluorescéncia por citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que analisa, por meio de um sistema
optico, um fluxo de particulas em suspenséo, geralmente células eucaridticas ou
procarioticas. As particulas sao iluminadas por um laser, geralmente de argdnio,
posicionado a 90° do fluxo. Parametros fisicos, como tamanho e granulosidade, sao
avaliados somente pela medida da dispersdo da luz incidente, captada por
detectores posicionados em frente e perpendicularmente ao laser, respectivamente.
Anadlises de constituintes quimicos, por sua vez, normalmente dependem de
marcagcdo com sondas fluorescentes. O laser de argbnio excita as particulas
marcadas com a sonda e a emissdao € captada por detectores posicionados
perpendicularmente a fonte de laser.'?’

A técnica de citometria de fluxo foi empregada neste trabalho nos ensaios de
determinagao de morte celular, avaliagao do potencial de membrana e determinacao
dos niveis de espécies reativas de oxigénio, empregando sondas fluorescentes
especificas para cada ensaio (TABELA 3). Estes foram conduzidos em um citbmetro
de fluxo BD Accuri C5, com laser de excitagdo a 488 nm e filtros de captagao de
fluorescéncia a 533/30 nm (no detector FL1) e 585/40 nm (no detector FL2). Em
cada experimento foram contadas 100.000 particulas. As leituras foram feitas com o

auxilio do software BD Accuri C6.

TABELA 3. SONDAS EMPREGADAS NOS ENSAIOS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Sonda / sigla Ensaio Detector

lodeto de propidio / PI Determinagdo de morte FL2
celular

lodeto de 5,5',6,6"-tetracloro-1,1',3,3"- Avaliagao do potencial de FL1/FL2

tetraetilbenzimidazolilcarbocianina / JC-1 membrana
Determinacgéao dos niveis

Diacetato de 2',7'-diclorodi-hidrofluoresceina / DCFH-DA  de espécies reativas de FLA1
oxigénio

4.5.2 Metodologia adotada para os ensaios bioldgicos

4.5.2.1 Ensaio de inibicdo do crescimento das culturas de E. coli

Em um procedimento tipico, 10 colénias da bactéria foram transferidas da

placa para um frasco de cultura contendo 10,0 mL de meio liquido LB (Luria-Bertani
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broth) e 5,0 uL de uma solucgdo de acido nalidixico a 10,0 ug mL™. A seguir, incubou-
se esta cultura em um shaker a 37 °C e 150 rpm por aproximadamente 3 h, até que
ela atingisse uma DOgq igual ou préxima a 1,0.

Em seguida, fragbes de 1,0 mL desta cultura (indculo) foram separadas e
centrifugadas a 5000 rpm por 10 min, formando pellets das bactérias. Apds a
remocéao do sobrenadante, os pellets foram ressuspensos em 1,0 mL de solugbes de
NaV4o, NicoV4g e IsoV,p (0,025, 0,1, 2,5, 5,0 € 10,0 mmol L'1) ou em solugao salina a
0,9% (controle negativo). Os compostos, por sua vez, foram diluidos em salina a
partir de uma solucdo-estoque a 10,0 mmol L' em &agua Milli-Q. As bactérias
tratadas foram incubadas em estufa a 37 °C por 15 min e inoculadas em frascos de
cultivo contendo 5,0 mL de meio LB, sendo a concentracao final dos compostos no
meio igual a 0,004, 0,017, 0,42, 0,83 e 1,67 mmol L. Em seguida, os frascos foram
retornados ao shaker a 37 °C e 150 rpm (ESQUEMA 1). A leitura da DOggp das
culturas foi feita apdés 2,5 h usando o meio LB como branco e comparando-se as
medicdes dos tratamentos com a do controle, tomada como 100% de crescimento.
Os ensaios ocorreram no minimo em triplicata e a Glsp (concentracdo que inibe o
crescimento das culturas em 50%) foi estimada através do programa Graphpad

Prism 7 por meio da curva de inibigdo obtida.

Ressuspensédo do
Remocdo do  pellet em salina
sobrenadante ou solug¢des dos

produtos
> \/ ' @

ESQUEMA 1  Tratamento das culturas bacterianas com a solugao salina (controle negativo) e com
concentragdes crescentes (de 0,025 a 10 mmol L'1) dos compostos NaVy,, IsoVqg €
NiCOV1o.

Suspenséo

bacteriana In6culo em meio LB

Centrifugagéo

4.5.2.2 Avaliagédo do potencial de membrana (AW) por citometria de fluxo

As bactérias passaram pelo tratamento descrito no item 4.5.2.1, mas foram
ressuspensas somente com salina (controle negativo) e com os compostos NaVjo,
NicoV+o e IsoV4o na concentragdo de 5,0 mmol L. Apds 2,5 h de incubagdo no

shaker, trés aliquotas de 200 yL da amostra controle e uma aliquota de 200 uL de
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cada uma das amostras tratadas com os compostos foram separadas, centrifugadas
(13400 rpm por 1 min), tiveram o sobrenadante descartado e seus pellets
ressuspensos em 200 uL de PBS. A primeira aliquota proveniente da amostra
controle ndo recebeu nenhum tratamento adicional e foi, portanto, o branco do
ensaio. A segunda recebeu a adicdo de FCCP, um desacoplador de membrana
comercial, a 15,0 ymol L por 15 min antes de entrar em contato com a sonda JC-1,
funcionando como o controle positivo. A terceira aliquota passou por procedimento
igual as demais, conforme descrito a seguir (ESQUEMA 2).

Todas as aliquotas do controle e as demais provenientes dos tratamentos
com os compostos foram tratadas com a sonda JC-1 a 5,0 umol L por 20 min ao
abrigo da luz. Em seguida, todas as amostras tiveram sua fluorescéncia medida no

citbmetro de fluxo utilizando os detectores FL1 (530 nm) e FL2 (585 nm).

4.5.2.3 Efeito dos decavanadatos sobre a permeabilidade da membrana celular

As bactérias passaram por tratamento somente com salina (controle
negativo) e com os compostos NaViy, NicoVs e IsoVyy na concentragdo de
5,0 mmol L'1, seguindo o procedimento descrito no item 4.5.2.1. Ap6és 2,5 h na
incubadora, aliquotas de 300 uL das culturas foram coletadas e centrifugadas a
13400 rpm por um minuto. Removeu-se o0 sobrenadante e os pellets formados foram
ressuspensos em 300 uL de tampao PBS (tampé&o fosfato-salino). lodeto de propidio
a 50,0 ug mL™" foi entdo adicionado a mistura, permanecendo em contato com as
suspensdes por 5 min (ESQUEMA 2). A fluorescéncia destas suspensdes foi medida
com o detector FL2 (585 nm).

4.5.2.4 Estimativa da produgcdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) por

citometria de fluxo

Apoés o tratamento descrito no item 4.5.2.1 e a ressuspensdo com salina
(controle negativo) e com NaV4o, NicoV4g e IsoV4o na concentragdo de 5,0 mmol L™,
as suspensdes bacterianas cresceram por 2,5h no shaker. Entdo, 300 yL das

culturas foram separados e centrifugados a 13400 rpm por um minuto. Apos
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remocao do sobrenadante, os pellets foram ressuspensos em 300 uL de tampéo
PBS e as suspensdes resultantes receberam a adigdo da sonda DCFH-DA a
50,0 ug mL™" (ESQUEMA 2). As suspensdes com a sonda foram transferidas para
uma estufa a 37 °C por 30 min, ao abrigo da luz, passando, em seguida, por leitura
de fluorescéncia no detector FL1 (530 nm).

Suspensao
bacteriana

L

1 Aliquota

N

2 Centrifugagéol

Remocgao do sobrenadante e
ressuspensao do pellet em
PBS

3

Viabilidade Produgao de
celular Potencial de
membrana
Tratamentos
4 comas __|
diferentes P DCFH-DA
sondas
Branco JC-1
FCCP
+JC-1
| J
Y
5 Leitura no citdmetro

ESQUEMA 2. Preparo das amostras e tratamento com as sondas fluorescentes para leitura no
citbmetro de fluxo. Até a etapa 3, as amostras passaram pelo mesmo preparo. O
esquema é apresentado utilizando-se a amostra controle como exemplo, ou seja, sem
considerar a adicdo de NaV4o, NicoV,, ou IsoVyq.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 METODOLOGIA DE SINTESE
5.1.1 Preparacao de NicoV, € IsoVyg

Véarios métodos de sintese de decavanadatos associados a cations
organicos empregando diferentes materiais de partida de vanadio(V) e até mesmo
de vanadio(lV) tém sido relatados.®® '?® 2 Em alguns casos, os produtos foram

obtidos acidentalmente?® 130 131

na tentativa de preparar complexos contendo a
molécula organica coordenada, ou sintetizar oxocompostos de valéncia mista e,
principalmente, a partir de métodos hidrotérmicos em que se buscava preparar um
polioxovanadato heterometalico.

Quando o produto desejado € o V4o associado a um cation organico, os
precursores mais empregados sdo NH4VO3, NaVO; e V,05.8%4 9% 132 133 A sinteses
que utilizam sais de vanadio(V) geralmente produzem rendimentos bastante
elevados, enquanto o V,05 normalmente leva a rendimentos mais baixos, dada a
baixa solubilidade do Oxido. Ainda s&o poucos os trabalhos que relatam rotas
sintéticas racionalizadas, especialmente quando se considera o numero de
descrigbes estruturais deste polioxoanion na base de dados cristalograficos do
CCDC. Apesar de haver uma preferéncia pelo emprego de metodologias baseadas
apenas na acidificacdo de solugdes de oxoanions, como o VOgj, a temperatura
ambiente, esta via ndo é adequada a todos os sistemas ja avaliados. Desta forma,
quando a aplicacdo demanda um produto de alta pureza obtido em bons
rendimentos, faz-se necessario testar e adaptar diferentes rotas sintéticas.

Diante do exposto acima, neste trabalho as sinteses foram inicialmente
realizadas com a  3-(aminocarbonil)piridina  (nicotinamida) e a  4-
(aminocarbonil)piridina (isonicotinamida) empregando NH4;VO3;, NaVO3;. e V.05 como

102 134 Foram empregados procedimentos

materiais de partida de vanadio(V).
previamente descritos na literatura para cada um destes reagentes, fazendo-se os
ajustes necessarios na tentativa de incorporar os cations orgénicos (Metodologias 1
a 3 do ESQUEMA 3). Todos os produtos tiveram seu teor de vanadio determinado e

foram analisados por espectroscopia no IV e por DRX de monocristal (onde cabivel).
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Método 1: o -
O NH,* | pH =4
] 6\/ )4; , ~ [N > < MV, produto impuro
/o7t Agitacéo N
© n N Tempg.] an%biente ]
Método 2: (‘) 7
O'Na* pH = 4
[ = NH > Z NH, .
5 (V- % v 03 | Adiczo lenta - Vio produto impuro
o 9n Y Agitaczo
Temp. ambiente A
Método 3: 0 . 0
U NH, H,0, 0 °C s | 7y |y | etapa adicional
2 V,05 o+ 2| | Adigdo lenta | 10 [ de purificagéo
N Agitacao " e ]
Método 4: o .
_ | - Refluxo | i "
25V,0, + 3| | ’ Agitacio s V,, [ produto puro
N Filtragao & ‘

ESQUEMA 3. Propostas de sintese de um decavanadato contendo nicotinamida protonada como
contraion, evidenciando as desvantagens de cada metodologia. Reagbes similares
foram realizadas com a isonicotinamida.

Reacgdes de obtencdo do anion decavanadato (Vo) ja eram realizadas no
nosso grupo de pesquisa com contraions mais simples (cation aménio ou
tetrametilamonio, por exemplo) a partir do ajuste do pH do meio reacional para 5,0.
Tendo em vista o pKa da nicotinamida (3,35) e da isonicotinamida (3,67),"*° as
sinteses passaram a ser realizadas em pH = 4,0, o qual ainda favorece a formagao
do polioxoanion V4o e se aproxima mais do pKa das moléculas organicas.

Produtos cristalinos foram obtidos mais facilmente com a nicotinamida do
que com a isonicotinamida. Assim, os métodos de sintese partindo-se dos sais de
vanadio(V) resultaram do produto
(1,3-CgH7N20)4[H2V 10028]: 2H20-2CsHgN2O (NicoV4). No entanto, as analises por

DRX de monocristal e espectroscopia no IV mostraram que os produtos das reacoes

na obtencdo de cristais alaranjados

utilizando o NH4,VO3; e o NaVOj; cristalizaram juntamente (em pequena quantidade)
com decavanadatos contendo os cations inorganicos dos materiais de partida. Os
produtos destas reacdes paralelas também foram isolados na forma de cristais
alaranjados e possuem solubilidade similar a do produto principal nos diferentes
solventes testados, tornando dificil a separagao.

O decavanadato contendo o cation isonicotinamidio como contraion

mostrou-se mais dificil de ser obtido. As tentativas de preparagdo empregando
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NH4VO3 e NaVO3; como materiais de partida levaram respectivamente a obtencao de
um solido laranja, caracterizado como V.05, e de cristais de
[{Nag(H20)20V 10028°4H20},] em 100% e 72% de rendimento, respectivamente.

Alternativamente, uma metodologia adaptada de Rakovsky et al. foi testada
usando V,0s e isonicotinamida (ESQUEMA 3)."*® A vantagem associada a essa
metodologia € a auséncia de um segundo cation em solugéo, evitando a obtencao
de misturas de decavanadatos cristalizados com diferentes contraions. A
desvantagem inclui condi¢gdes de reagdo mais drasticas, como o uso de H,0O, para
solubilizar o V,0s5 (processo bastante exotérmico, exigindo bastante cautela). Além
disso, o peroxido pode favorecer a oxidacdo do material organico pelo vanadio. ™"
138 139 Este método resultou em cristais do produto desejado, (1,4-
CsH7N20)4[H2V10025]:2CsHsN2O (IsoV4p), porém misturados a um p6 de coloragao
avermelhada, o que exigiu uma etapa adicional de purificag&o.

Nas tentativas de otimizagdo da sintese com V05, as misturas de reagao
contendo nicotinamida e isonicotinamida foram colocadas em refluxo, sem adigcéo de
H>O,, por 3 h. Apds a filtragdo do 6xido que nao reagiu e o resfriamento das
solugbes a temperatura ambiente, foram isolados cristais alaranjados em forma de
blocos (Método 4 no ESQUEMA 3). Este procedimento resultou em produtos
cristalinos de alta pureza, com rendimentos satisfatérios de 38 e 20%
respectivamente para NicoV,o € IsoV,g, € sem a necessidade de etapas adicionais
de purificagdo. Desta forma, as proximas secdes apresentam a caracterizacao dos

produtos obtidos por essa metodologia.

5.2 CARACTERIZACAO DOS DECAVANADATOS CRISTALIZADOS COM
NICOTINAMIDA E ISONICOTINAMIDA

5.2.1 Caracterizagao no estado sélido

5.2.1.1 Caracterizagao por espectroscopia de absorgao na regido do infravermelho
(V)

Os espectros de IV registrados para os produtos NicoViy e IsoVyy

apresentaram bandas caracteristicas das moléculas organicas e de oxocompostos
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de vanadio. Os espectros sdo apresentados na FIGURA 16 e as atribuicdes
tentativas baseadas na literatura so relatadas na TABELA 4.4 1!

Os espectros dos dois produtos apresentam bandas alargadas na regiao
abaixo de 1000 cm™, correspondentes a Y(V=0) entre 950 e 970 cm™ e vas(V-0-V),
15(V-0-V) e &V-0-V) na regido de 820, 740 e 550 cm™","° sugerindo a obtengdo do
polioxoanion de interesse. Os espectros apresentam ainda bandas alargadas na
regido de 3500 a 3200 cm™ caracteristicas dos modos de vibracdo 1{O-H) e »N-H)

provenientes dos componentes organicos e/ou de moléculas de agua incorporadas
na rede cristalina.

NaV1o
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FIGURA 16. Espectros de absorgéo na regido do infravermelho de NicoV,, e IsoV4y, em comparagéo
ao de NaV,q, usado como referéncia do anion V,, sem cations organicos, registrados em
pastilhas de KBr.

TABELA 4. ATRIBUIQAO TENTATIVA DAS BANDAS REGISTRADAS (cm™) NOS ESPECTROS DE
ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO OBTIDOS PARA NicoVy, E IsoV4g

Atribuigao tentativa NaV,, NicoV,, IsoV,,

O-H) 3421 3541 banda alargada entre
3250 e 3650
Vas(N-H) - 3379 3424
vs(N-H) - 3215 3188
C=0) - 1676 1717
&NH,) - 1628 1611
&C-H) - 1421, 1198 e 1140 1396, 1209 e 1117
nV=0) 955 957 966
Vas, Vs € AV-0-V) 827,752 e 536 829, 745 e 550 824, 741 e 567

§C-C) - 602 525

v = estiramento, vas = estiramento antissimétrico, vs = estiramento simétrico, 5 = deformag&o angular no plano.
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FONTE: GRAIA, M. (2016)"° e BAKILER, M. (2007)."
Além das absorcdes citadas acima, o espectro de NicoV,, apresentou

bandas caracteristicas da nicotinamida em 1676 e 1628cm”, referentes,
respectivamente, a {C=0) e a &NH) do grupo funcional amida. As bandas que se
referem a &C-H) do anel piridinico foram observadas em 1421, 1198 e 1140 cm™.
As bandas que permitem distinguir entre as diferentes substituicbes nos anéis
aromaticos sao geralmente observadas na mesma regido em que ocorrem as
vibracdes do polioxoanion, ndo permitindo a sua distinggo.'*

O espectro de IV para o produto IsoVyy também apresentou as bandas
relativas ao grupamento amida presente na isonicotinamida nas regides de 1686 e
1607 cm™, que sdo correspondentes as vibragdes UC=0) e &NH,),
respectivamente. As bandas da cadeia carbdnica também sao visualizadas na
regido de 1396, 1209 e 1117 cm™ (§C-H)), referentes as ligagdes C-H presentes no
anel piridinico da estrutura. Tais bandas sugerem que houve a incorporagdo da
isonicotinamida na estrutura do produto. A maneira como as interacdes ocorrem
entre as moléculas organicas e o oxocomposto de vanadio sera avaliada através da

analise de DRX de monocristal adiante no texto.

5.2.1.2 Espectroscopia de espalhamento Raman

Os produtos NicoVyo € IsoV4o também tiveram seu padrdo vibracional
analisado por espectroscopia Raman (FIGURA 17). A TABELA 5 contém as
principais atribuicdes tentativas feitas para os espectros vibracionais dos produtos.
Em ambos os espectros, as bandas de deformagao angular e estiramentos simétrico
e assimétrico das ligagbes V-O-V do decavanadato foram observadas nas regides
de menor energia, de 800 a cerca de 200 cm™. A banda referente ao estiramento
das ligacdes V=0 entre os centros de vanadio e os oxigénios terminais é vista na
regido de 960 cm™.

Os espectros apresentam bandas em regides semelhantes referentes as
respectivas partes organicas. As bandas caracteristicas do grupamento amida da
nicotinamida no espectro de NicoV4 podem ser observadas em 3208, 3069, 1683 e
1614 cm™", correspondendo respectivamente as vibragdes vas(N-H), vs(N-H), {C=0)

e ANHy). As bandas que se referem ao anel piridinico foram observadas na regido
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intermediaria do espectro, de 1400 a 1000 cm™. H& ainda uma banda

correspondente a {C-C-C) em 394 cm™.
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FIGURA 17. Espectros de espalhamento Raman registrados para os produtos NicoV,, e IsoV4, em
comparagéao com NaV,,, usado como referéncia do anion Vg sem cations organicos.

TABELA 5. ATRIBUICAO TENTATIVA DAS BANDAS REGISTRADAS NO ESPECTRO DE

ESPALHAMENTO RAMAN PARA NicoV, E IsoV4g

Atribuicdo tentativa NaV,, NicoV,, IsoV,,
voo(N-H) - 3208 3431
vo(N-H) ] 3069 3100
®C=0) ; 1683 1681
SNH,) ; 1614 1634
1C-C) ; 1424 ¢ 1048 1417 e 1006
WC-NH,) ] 1200 1206
WCN)aro ; 1150 1150

SC-H) ] 1099 e 1048 1093 e 1006
AC-C-C) ; 304 391

WV=0) 1002 e 966 967 1006 e 962

Vaer Ve @ AV-0-V) 831, 525 & 322 828, 179, 588 459, | 835,770, 660 588
V-0) e vibracges da 247 ¢ 176 250, 220 e 178 209 ¢ 176
rede cristalina

v = estiramento, v, = estiramento antissimétrico, vs = estiramento simétrico, 8 = deformagéo angular no plano, y
= deformagéo angular fora do plano. .
FONTE: RAMALINGAMA, S. (2010),'"* OTERO, J.C. (2013) "™ e GONZALEZ-VERGARA, E.

(2016).%
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Além das bandas referentes ao decavanadato, o espectro Raman registrado
para o produto IsoVyo também apresentou as vibragdes atribuidas ao grupamento
amida das moléculas ou cations organicos nas regides de 1681 e 1634 cm™,
correspondentes a {C=0) e &NH,), respectivamente. Na regido de maior energia
do espectro estdo as vibragdes correspondentes a 1v,s(N-H) e vs(N-H) em 3431 e
3100 cm™. As bandas do anel piridinico sdo visualizadas em 1417, 1006 (1{C-C)),
1150 (L C-N)), 1070 (KC-H)) e 391 cm™ (}C-C-C)). Os espectros de espalhamento

Raman corroboram os resultados obtidos pela analise por IV.

5.2.1.3 Caracterizagdo por difratometria de raios X de monocristal (DRX de

monocristal)

Os cristais alaranjados de NicoV4o e IsoVyy foram analisados por DRX de
monocristal, confirmando a formag¢ao do decavanadato com os cations nicotinamidio
(nicoH") e isonicotinamidio (isoH") como contraions. As FIGURAS 18 e 19
apresentam os diagramas ORTEP dos produtos NicoV,o € IsoV,o respectivamente.
Os principais dados cristalograficos dos produtos discutidos nesta seg¢do sao
apresentados na TABELA 6 e os comprimentos e angulos de ligacéo selecionados
para cada estrutura estao listados na TABELA 7.

A estrutura de (1,3-CgH7N20)4[H2V10028]-2H20-2(CsHsN2O)  (NicoV4y)
consiste de um anion decavanadato duplamente protonado, [H2V10028]4', associado
a quatro cations nicotinamidio como contraions, juntamente com duas moléculas
neutras de nicotinamida e duas moléculas de agua.

Uma estrutura contendo o &anion decavanadato associado a cations
nicotinamidio ja havia sido descrita na literatura sem mencédo ao rendimento do
produto.136 Apesar de possuirem a mesma célula unitaria, o composto da literatura
difere de NicoV,yo por ser constituido por um sal do oxoanion totalmente
desprotonado, [V10025]%, com seis cations nicotinamidio como contraions, ndo se

observando a cocristalizagdo de moléculas organicas neutras.
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FIGURA 18. Representacio ORTEP™® da estrutura do produto NicoVi,,
(1,3-CgH7N20)4[HoV19048]- 2H,0-2CHgNLO, com o esquema de numeragao dos atomos.
Para maior clareza, os atomos de hidrogénio das moléculas organicas foram removidos
da representacao. As elipsoides estao apresentadas com 50% de probabilidade.

FIGURA 19. Representacio ORTEP'* da estrutura do produto IsoV,
(1,4-CeH7N20)4[HoV49025] 2CsHeN2,O, com o esquema de numeragao dos atomos. Para
maior clareza, os atomos de hidrogénio das moléculas organicas foram removidos da
representacgao. As elipsoides estdo apresentadas com 50% de probabilidade.
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TABELA 6. DADOS CRISTALOGRAFICOS E DE REFINAMENTO PARA
(1,3-CeH7N20)4[H2V10O28] 2H20-2CeHeN,O - (NicoVye) E - (1,4-CeH7N20)s[H2V10O26]"
ZCGHsNzo (lSOVm)

NicoV,, IsoV

. - H2028V 10, 4(CeH7N20), H2028V 10, 4(CsH7N20),
Férmula empirica 2(CeHeN,0), 2(H,0) 2(CsHgN,0)
Massa molar/ g-mol™ 1732,25 1696,21
Sistema cristalino, grupo espacial Monoclinico, C 2/c (n° 15) Triclinico, P-1
al A 25,8951(11) 9,3942(9)
b/ A 9,5597(4) 10,2468(9)
c/ A 23,8816(10) 14,0204(13)
al°® 90 82,984(4)
B/° 107,278(2) 81,607(4)
y/ ° 90 88,817(4)
Volume/ A® 5645,1(4) 1325,2(2)
Z 4 1
Densidade/ mg/m® 2,038 2,126
F(000) 3456 844
Coeficiente de absorcao/ mm™' 1,690 1,795
Dimensdes do cristal/ mm 0,310 x 0,234 x 0,124 0,129 x 0,091 x 0,034
Faixa de coleta de dados (angulo 6)/ ° | 3,6 a 27,5 3,6a27,5
Numero de reflexdes coletadas 59393 57076
Ndmero de reflexdes independentes 6469 [R(int) = 0,051] 6081 [R(int) = 0,092]
Qualidade de ajuste no F* 1,052 1,032
R (dados observados) R4 =0,030, wR, = 0,075 R4 =0,035, wR, = 0,072
R total R; = 0,046, wR, = 0,080 R;=0,056, wR, = 0,079
Maior densidade eletrénica residual
noATapa de diferenca (pico e buraco)/ | 0,44 e -0,32 0,48 ¢ -0,48
e.
rocalizaggo da densidade eletronica | prsximo ao H(18B) Na ligagio C13-C14

NicoV,o: w = [20‘(Foz)+(0,0389*P)‘+7,4351*PJ'1 onde P = (Fo*+2Fc“)/3
IsoV1o: W = [0%(F0?)+(0,0299*P)*+1,9201*P] " onde P = (Fo?+2Fc?)/3

Na rede cristalina de NicoV4y, 0s anions decavanadato estido associados
uns aos outros por meio de ligacdes de hidrogénio entre os grupos oxo (O?) do
polioxoanion e os hidrogénios das moléculas de agua de cristalizacao (FIGURA 20).
Os dois cations nicotinamidio e uma das moléculas de nicotinamida também atuam
como pontes entre diferentes anions decavanadato na rede cristalina (FIGURA 20).
As moléculas organicas cocristalizadas, por sua vez, sdo estabilizadas pelo
empilhamento n-n que fazem com os cations nicotinamidio; nestas interacdes, as

distancias entre as centroides variam entre 3,5 e 3,6 A.
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TABELA 7. COMPRIMENTOS (A) E ANGULOS (°) DE LIGAGAO SELECIONADOS PARA NicoVyg
E IsoV4o COM DESVIOS-PADRAO ESTIMADOS ENTRE PARENTESES

Comprimentos de ligagdo (decavanadato)

Tipo de (1,3-CoH7N20)a[H2V10028] 2H,0-2CHeN,O | (1,4-CoH7N20)a[H2V10026]- 2CHgN20
ligagao (NicoVy) (IsoVy)
V-p-OH ; V(3)#1-0(4) 1,9307(19)
V(1)-0(3) 1,8623(15) V(1)-0(3) 1,8118(18)
V(1)-0(5) 1,7446(15) V(1)-0(5) 1,8272(18)
V(2)-0(7) 1,7575(15) V(2)-0(7) 1,7571(18)
VO V(3)-0(10) 2,0635(15) V(3)-0(11) 2,0599(18)
“H- V(3)-0(4) 1,8397(15)
V(3)-0(12) 1,8307(16) V(3)-0(8) 1,8312(18)
V(4)-0(10) 1,6784(15) V(4)-0(11) 1,6814(17)
V(5)#1-0(11) 2,0533(15) V(5)-0(12) 2,0568(18)
V(1)-0(6) 1,9747(14) V(1)-0(6) 2,0080(18)
V-p3-0 V(2)#1-0(6) 1,9753(14) V(2)-0(6) 1,9388(17)
V(4)-0(6) 1,8895(13) V(4)-0(6) 1,9303(18)
V(1)-0(13) 2,0854(15)
V-pi3-OH V(2)#1-0(13) 2,0768(15)
V(4)#1-0(13) 1,9946(14)
V(1)-0(8) 2,2570(13) V(1)-0(9) 2,2506(18)
V(2)-0(8) 2,2381(13) V(2)#1-0(9) 2,2268(18)
VO V(3)-0(8) 2,3387(14) V(3)-0(9) 2,3057(17)
“He- V(4)-0(8) 2,1121(14) V(4)-0(9) 2,1153(18)
V(4)#1-0(8) 2,1164(14) V(4)#1-0(9) 2,1216(17)
V(5)-0(8) 2,3371(14) V(5)#1-0(9) 2,3465(18)
V-0 V(1)-0(1) 1,6089(15) V(1)-0(1) 1,6065(18)
~terminal V(3)-0(9) 1,5988(17) V(3)-0(10) 1,6034(18)
Comprimentos de ligagdo (componentes organicos)
Anel
iridinico N(2)-C(2) 1,335(3) N(6)-C(16) 1,338(3)
C(1)-C(6) 1,498(3) C(13)-C(14) 1,520(4)
Grggame”to C(6)-N(1) 1,314(3) C(13)-N(5) 1,335(4)
amida C(6)-O(1A) 1,239(3) C(13)-O(3A) 1,223(3)
Angulos (decavanadato)
V~(p-OH)-V ; V(2)-0(4)-V(3)#1 113,89(9)
V(5)-0(3)-V(1) 114,59(7) V(5)#1-0(3)-V(1) 115,23(9)
vawowy | V(3-0(@)V(2) 113,59(7)
“(-O)- V(1)-0(5)-V(3) 116,04(8) V(1)-0(5)-V(3) 113,74(9)
V(2)-0(7)-V(5) 114,79(7) V(2)-0(7)-V(5) 114,10(9)
V(4)-0(6)-V(1) 107,12(6) V(4)-0(6)-V(2) 106,04(8)
V-(3-0)-V | V(4)-0(6)-V(2)#1 106,98(7) V(4)-0(6)-V(1) 107,58(8)
V(1)-0(6)-V(2)#1 105,74(6) V(2)-0(6)-V(1) 103,13(8)
V(4)Y#1-0(13)-V(2)#1 106,50(6)
V-(u3-OH)-V | V(@)#1-0(13)-V(1)  107,07(6)
V(2#1-0(13)-V(1)  98,33(6)
V(4)-0(8)-V(4)#1 102,39(6) V(4)-0(9)-V(4)#1 101,71(8)
V(4)#1-0(8)-V(5) 87,81(5) V(4)#1-0(9)-V(5)#1  87,82(6)
V-(He-O)-V | V(4)-0(8)-V(3) 87,66(5) V(4)-0(9)-V(3) 88,09(6)
V(5)-0(8)-V(3) 82,28(5) V(5)#1-0(9)-V(3) 82,35(6)
V(2)-0(8)-V(1) 167,24(7) V(2)#1-0(9)-V(1) 168,69(9)
Angulos (componentes organicos)
Anel C(3)-N(2)-C(2) 118,92(19) C(17)-N(6)-C(16) 119,10(2)
piridinico C(5)-C(1)-C(6) 124,73(19) C(18)-C(14)-C(13) 118,30(2)
s o | N(1)-C(6)-C(1) 117,4(2) N(5)-C(13)-C(14) 115,9(3)
rggameno O(1A)-C(6)-C(1) 119,8(2) O(3A)-C(13)-C(14)  119,9(2)
amida O(1A)-C(6)-N(1) 122,8(2) O(3A)-C(13)-N(5) 124,2(3)

Operacgdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes em NicoV,q: #1 -x+1,-y+1,-z+1.
Operacdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes em IsoV,q: #1 -x+1,-y+1,-z+1
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FIGURA 20. Empacotamento cristalino de NicoV,, ao longo do eixo b, mostrando as ligagdes de
hidrogénio que estabilizam a estrutura cristalina do produto. A distribui¢cdo quase paralela
dos anéis aromaticos pode ser vista nesta figura. As elipsoides estdo apresentadas com
50% de probabilidade.

O produto IsoV4 €é analogo ao NicoVy. A foérmula unitaria de
(1,4-CeH7N20)4[H2V 10028]-2(CeHsN20) (IsoV4g), também um cocristal, apresenta o
anion decavanadato duplamente protonado, quatro cations isonicotinamidio e duas
moléculas de isonicotinamida neutras. As interagdes intermoleculares se dao através
de ligagdes de hidrogénio entre o polioxoénion e os cations e moléculas de
isonicotinamida ao seu redor (FIGURA 21). As unidades orgénicas ainda interagem
entre si através de ligacbes de hidrogénio, as quais envolvem os grupamentos
amida, e por empilhamento n-n entre os anéis aromaticos, com distancia entre as
centroides de cerca de 3,6 A. Em contraste com NicoV4o, a estrutura de IsoV4o néo

apresenta moléculas de agua de cristalizagao.
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FIGURA 21. Empacotamento cristalino de IsoVy, ao longo do eixo b, mostrando as ligagbes de
hidrogénio que estabilizam a estrutura cristalina do produto. As elipsoides estao
representadas com 50% de probabilidade.

Os angulos e comprimentos de ligagdo do decavanadato em NicoVy €
IsoV4o sd0 similares aos ja relatados para este agregado.®” '*® O comprimento das
ligagbes V-O varia de V=0 (1,60 A) < V-p2-O (1,85 A) < V-pu-OH (1,92 A) < V-u3-O
(2,00 A) < V-p3-OH (2,05 A) < V-pe-O (2,23 A) devido & variagdo da densidade
eletrbnica em torno dos atomos de oxigénio envolvidos em ligagdes. A distancia O-H
média nos dois produtos é igual a 0,84 A.

Calculos tedricos pelo método de Hartree-Fock demonstraram que as
interacdes intermoleculares mais fortes (ligagbes de hidrogénio do tipo O-H---O e
N-H---O, por exemplo) envolvendo o ion decavanadato e outras moléculas ou ions
envolvem preferencialmente os sitios O, e O (FIGURA 22c¢), os quais estdo entre os

146, 147 Estes sitios sdo exatamente os locais onde a

mais basicos no anion.
protonagdo ocorre em NicoVyy e IsoVyy respectivamente (FIGURA 22). As

diferencas de posi¢cdes entre os substituintes do anel aromatico em nicoH™ e isoH",
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que geram uma malha diversa de ligacdes de hidrogénio no reticulo cristalino,

podem alterar os locais de protonagao preferenciais no decavanadato.™®

(@) (b) (c)

FIGURA 22. Diagramas de bolas e bastdes evidenciando a protonagédo do &nion [H2V10028]4' em (a)
NicoVy e (b) IsoVq. As bolas azuis, vermelhas e brancas representam vanadio(V),
oxigénio e hidrogénio respectivamente. (c¢) Diagrama que identifica os sitios de diferentes
densidades de carga negativa no anion decavanadato: Ob > Oe > Oc > Od > Of > Og.

FONTE: Adaptado de SPASOJEVIC-DE-BIRE, A. (2011).%’

Ha na literatura somente um relato de outro cocristal contendo o anion
decavanadato associado apenas a entidades organicas,’® ou seja, sem contraions
inorganicos. Nele, a sintese do [HV1oO2s]> com 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano em
diferentes graus de protonacao foi feita em um reator sob radiagao de micro-ondas a
partir do V,0s. Assim como em NicoVy e IsoV,y, ha moléculas organicas
cocristalizadas na estrutura do produto. A diferenca esta em que, no composto
citado, o decavanadato encontra-se monoprotonado e dois cations organicos
diprotonados e um monoprotonado fazem o balango de carga para o anion.

Um cocristal € formado a partir de interagdes supramoleculares entre
entidades neutras diferentes, formando uma rede cristalina bem definida.”® Se
essas entidades possuirem uma diferenga de pKa (ApKa) maior do que trés, entdo a
formacao de um sal é favorecida; se o ApKa estiver entre zero e trés, ha preferéncia
pela cocristalizacdo de espécies quimicas neutras e carregadas.151 A TABELA 8
apresenta os pKas da nicotinamida, da isonicotinamida e do decavanadato em seus

diferentes estados de protonacéo.

TABELA 8. VALORES DOS PKAs DAS ESPECIES ENVOLVIDAS NOS PRODUTOS NicoVy E

ISOV10
Espécie pKa
Nicotinamidio (nicoH") 3,35
Isonicotinamidio (isoH") 3,67
[HV10026]” 5,5-6,0
GAZON 3,1-3,7

[HaV10O26]™ <2
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As formulagdes propostas para NicoVy e IsoViy no presente trabalho
podem ser fundamentadas na diferenga de pKa entre os precursores acidos das
espécies quimicas no cristal.’®' Neste caso, o pKa de [H3V1002¢]>" € igual a 1,21 (em

uma forga idnica de 0,6 mol L™ de NaCl),"® 2

ao passo que os pKas dos cations
nicotinamidio e isonicotinamidio é 3,35 e 3,67, respectivamente.™’ Isso indica que
os anions acidos [H3V10025]> podem protonar ambas as moléculas organicas de
maneira eficaz para produzir os ions [H2V1002]"", nicotinamidio e isonicotinamidio
descritos neste trabalho. Uma vez formados, os anions [H,V10O2s]*~ apresentam um
pKa de 3,61, proximo aqueles dos cations piridinio e, assim, a diferenca de pKa nao
favorece uma segunda desprotonagao do anion. Nesse contexto, moléculas neutras
de nicotinamida e isonicotinamida no meio aquoso poderiam cocristalizar juntamente
ao produto idnico, como observado em NicoV4o e IsoV4o. Por outro lado, [HV1002s]>
(pPKa = 6,07 na mesma forga ibnica) e o nicotinamidio apresentam uma grande
diferenca de pKa (2,72) a favor do cation piridinio mais acido. Isso sugere a diregao
oposta da reagdo de protonacdo, produzindo [H2V10O2s]* (e a nicotinamida neutra)
ao invés do anion [V1q025]°" completamente desprotonado. Portanto, as diferencas
de pKa parecem favorecer a formulagcao
(1,3-CsH7N20)4[H2V 10028]- 2(CsHsN20)-2H,0 aqui proposta para NicoV,o ao invés de
(1,3-CeH7N20)6[V10028]-2H20, proposta anteriormente. Entretanto, as condigbes de
sintese foram diferentes em cada caso e poderiam justificar os diferentes graus de
protonacao nos produtos resultantes.

O produto NicoV4q foi obtido por todos os métodos de sintese testados ao
longo deste trabalho. Ja IsoV4 foi obtido apenas quando V05 foi utilizado como
material de partida, sem a interferéncia de outros cations no meio de reacao. Estes
resultados podem estar associados as interagdes intermoleculares entre as
moléculas organicas, e destas com o decavanadato. Em NicoVy, e IsoV,, a
diferenga entre as duas estruturas parece estar na rede de ligagées de hidrogénio
formada entre o decavanadato e os cations e moléculas organicas (TABELA 9). Esta
malha supramolecular é de grande importancia para a estabilizagdo de toda a

estrutura.®®
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TABELA 9. COMPRIMENTOS (A) E ANGULOS (°) MEDIOS DAS LIGAGOES DE HIDROGENIO
ENVOLVENDO O ANION DECAVANADATO EM NicoV, E IsoVig

NicoV,, IsoV,,

Tipo de ligagédo Comprimento Angulo Comprimento Angulo
Ogeca-H---N 2,562 174 2,554 175
N-H... Ogecatterm) 2,908* 159* 2,983 149
N-H... Ogecaru2) 2,658* 168* 2,672 146
N-H... Ogecawn3) - - 2,547 172
C-H... Ogeca 3,082 154 3,152 176

Ogeca = OXigénio do decavanadato; Ogeca(u2) = OXigénio do decavanadato em ponte dupla; Ogecaus) =
oxigénio do decavanadato em ponte tripla.
*Comprimentos e angulos calculados através da média aritmética dos valores.

Além de possuir uma malha de ligagdes de hidrogénio mais extensa do que
a de IsoV,g, 0 produto NicoV4o possui ligagdes de hidrogénio mais fortes, o que se
pode inferir pelos comprimentos e angulos das ligacdes descritos na TABELA 9.1%3
Apesar de ambos os produtos possuirem uma ligacdo de hidrogénio mais fraca do
tipo C-H...O (na ordem de 3,1 A), as demais ligagdes, do tipo N-H...O, sdo mais
fortes em NicoV4iy do que em IsoV4. Os angulos dessas ligagbes no primeiro
produto, bem mais proximos de 180° (159° e 168°) do que em IsoV4 (149° e 146°),
comprovam a natureza mais forte das ligagdes N-H...O em NicoV4o. As moléculas
de agua de cristalizagdo no reticulo cristalino deste ultimo também permitem o
estabelecimento de mais ligagcbes de hidrogénio entre as espécies, o que também

contribui para aumentar a estabilidade do produto.

5.2.1.4 Analise elementar

Os resultados da analise elementar de NicoV4o e IsoV4y sdo apresentados
na TABELA 10. Os valores obtidos s&o préximos aos esperados para as
formulagdes determinadas por difratometria de raios X de monocristal, confirmando

a pureza dos produtos.

TABELA 10. RESULTADO DA ANALISE ELEMENTAR PARA OS PRODUTOS NicoVy, E IsoVy,

Teores (% m/m)
Produtos vV c* H* N*
Obtido para NicoV,g 30,30% 24,93% 2,69% 9,81%
Calculado para C35H45N12036V10 29,40% 24,96% 2,68% 9,70%
Obtido para IsoV4g 30,60% 25,55% 2,59% 9,87%
Calculado para C36H42N12034V10 30,03% 25,49% 2,50% 9,91%

*Teores determinados por titulometria. “Teores determinados por combust&o.
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5.2.1.5 Caracterizagao por analise termogravimétrica

Andlises termogravimétricas sado geralmente empregadas para avaliar a
estabilidade térmica de diversas substancias, incluindo farmacos'** e polimeros.'*®
No presente estudo, esta analise foi empregada para correlacionar o perfil de
decomposi¢ao térmica dos compostos com a natureza quimica das amostras e com
a descricdo das interagdes intermoleculares presentes na rede cristalina. As

FIGURAS 23 e 24 mostram os termogramas obtidos para NicoV,o € IsoVy.

22 5% (261 °C)

Massa / %
N
et

28,5% (683 °C)

100 200 300 400 500 600 700
Temperatura / °C

FIGURA 23. Termograma registrado para NicoV,, evidenciando as perdas de massa e as
temperaturas em que elas ocorrem.

O termograma obtido para NicoV,o apresentou duas perdas de massa, com
um primeiro platd em 261 °C que foi atribuido a perda de duas moléculas de agua de
cristalizagdo e duas moléculas de nicotinamida. O segundo platé, em 683 °C,
corresponde a perda dos quatro cations nicotinamidio que fazem o balango de carga
do decavanadato (FIGURA 23).

Os valores calculado (28,2%) e encontrado (28,5%) para a decomposigao
dos quatro cations nicotinamidios s&o bastante proximos entre si. No entanto a
perda de massa calculada (16,1%) foi diferente da perda real (22,5%) para as duas
moléculas de agua e duas de nicotinamida. Este comportamento foi anteriormente

observado para o composto (HImz)i2(V19O28)2:3H20  (Imz = Imidazol)'®® e
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provavelmente se deve a uma possivel oxidagao das moléculas organicas antes da
sua decomposicao térmica.

O termograma do produto IsoV4e, por sua vez, apresentou um platd em
290 °C correspondente a perda de duas moléculas de isonicotinamida e dois cations
isonicotinamidio. Os outros dois cations isonicotinamidio foram perdidos até 390 °C,
indicando que existem modos de interacédo diferentes dos contraions com o anion
decavanadato na rede cristalina (FIGURA 24). As porcentagens de perda de massa
encontradas, de 30,8% e 13,0%, estdo proximas aos valores calculados para a
decomposicédo térmica de quatro (28,8%) e duas (14,4%) unidades de

isonicotinamida respectivamente.

100—-
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o |
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50

100 200 300 400 500 600 700
Temperatura / °C

FIGURA 24. Termograma registrado para IsoVqy, evidenciando as perdas de massa e as
temperaturas em que elas ocorrem.

As diferentes temperaturas observadas em NicoV4o e IsoV4o para a perda
das partes organicas parecem ser determinadas n&o somente pelas suas interagdes
nao covalentes com o V49, mas também por diferengas nitidas nos padrdoes de
ligacdes de hidrogénio entre os grupos amida nos dois produtos. Em NicoV,, a
posicdo 1,3 dos substituintes no anel piridinico impede a formacdo de homodimeros
nessa estrutura cristalina e isso, em conjunto com a presenga das moléculas de
agua cocristalizadas, determina a formagdao de multiplas interagbes envolvendo
todos os componentes da célula unitaria, neutros ou ibnicos (FIGURA 25).

Consequentemente, a maior temperatura em que os cations organicos séao perdidos
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neste produto reflete tanto as forgas eletrostaticas entre os ions quanto a

estabilizagcdo promovida pela extensa rede de ligagdes de hidrogénio que envolve as

moléculas de agua, os cations e as espécies nicotinamida-V .
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FIGURA 25. Ligagbes de hidrogénio intermoleculares nas estruturas cristalinas de (a) NicoVy,,
mostrando as interagbes entre duas moléculas de nicotinamida (& esquerda) e dois
cations nicotinamidio (a direita); e (b) IsoV4y, em que ligagcdes de hidrogénio fortes
(N3-H1N3---O3A e N5-H2N5---O2A) formam o homodimero isonicotinamida-
isonicotinamidio (a esquerda) ou ligam dois cations isonicotinamidio (N1-H1N1---O1A, a
direita). Todas as figuras também mostram as interagbes com o anion V4. Os atomos de
carbono estdo representados em cinza escuro nos cations e em cinza claro nas

moléculas neutras.
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5.2.2 Caracterizagao em solucao
5.2.2.1 Caracterizac&o por ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H e de °'V)

Quando em solugdo, o anion decavanadato pode ser mantido intacto ou
estabelecer um equilibrio com outros vanadatos mais simples contendo de um até
cinco centros de vanadio(V). A composicao destas solugbes é bastante variavel e
depende de fatores como a concentragdo de vanadio, o pH e a forga ibnica do
meio.’ ®

Visando a avaliar a composi¢ao das espécies contendo vanadio geradas em
solugdo, os produtos NicoVqo € IsoV4y foram analisados por RMN de 'He 51V, a
temperatura ambiente, empregando solu¢gdes nas concentragdes de decavanadato
de 1,0 e 50mmolL" em D,O. Para ajudar na andlise dos resultados, o
decavanadato de sodio, [{Nag(H20)20V10028-4H,0},] (NaVie), empregado como
referéncia nos ensaios com as bactérias, foi analisado nas mesmas concentracgoes.
O pH medido apés a dissolugao das amostras de NicoVo e IsoVyq foi igual a 5,

enquanto o das amostras de NaV,, foi igual a 7.

52.2.1.1 RMN de 'H

Os espectros de RMN de 'H apresentados na FIGURA 26 sdo compativeis
com a presenga das moléculas organicas, mas nao permitem a diferenciagcdo entre
cations e moléculas neutras. O espectro de NicoV4 apresenta quatro sinais
correspondentes aos quatro diferentes tipos de hidrogénio presentes na
nicotinamida: um dupleto em 9,14 ppm, um duplo dupleto em 8,89 ppm e um duplo
tripleto em 8,68 ppm, atribuidos aos hidrogénios H1, H2 e H4, respectivamente, e
um duplo duplo dupleto em 7,97 ppm referente ao hidrogénio H3 da estrutura da

nicotinamida apresentada na FIGURA 26."’
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FIGURA 26. Espectros de RMN de H (400 MHz) em H,O/D,0 registrados a temperatura ambiente
para os produtos NicoV, € IsoVpa 1,0 mmol-L™".

As multiplicidades dos sinais sugerem um acoplamento de 'J até *J. A
blindagem dos hidrogénios esta na ordem H1 < H2 < H4 < H3, sendo que H1 sofre
efeito indutivo retirador de elétrons tanto do nitrogénio da piridina quanto do
grupamento amida adjacente a ele; H2 sofre efeito indutivo retirador de elétrons do
nitrogénio da piridina, o qual é maior do que o efeito exercido pelo grupamento
amida adjacente ao H4.

O espectro de RMN de 'H de IsoV4o apresenta dois duplos dupletos: um na

regidao de deslocamento quimico 6 = 8,90 ppm, correspondente aos hidrogénios
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adjacentes ao nitrogénio do anel piridinico (B e y), e outro em 8,14 ppm
correspondente aos hidrogénios adjacentes ao grupamento amida (o e 3) (FIGURA
26). Os hidrogénios B e y sofrem deslocamento para maior frequéncia pois o
nitrogénio do anel piridinico retira densidade eletrbnica dos mesmos por efeito
indutivo. Isso faz com que eles sejam menos blindados em relagao a influéncia do
campo magnético aplicado. A multiplicidade dos sinais indica que ha acoplamento

até *J entre os hidrogénios presentes na isonicotinamida (J = 1,19 e 5,23 Hz).'®

52212 RMN de *'V em D,O

Os espectros de RMN de *'V registrados para NicoV4g e IsoV,o sdo bastante
semelhantes entre si. Para avaliar a influéncia dos cations organicos como
contraions do anion decavanadato, ambos os espectros foram comparados com
aquele registrado para [{Nag(H20)20V100254H20},] (NaV4) nas mesmas condigdes.

O espectro do produto NaVi na solucdo a 1,0 mmol-L™" é mostrado na
FIGURA 27b e apresenta sinais com deslocamentos quimicos em & = -424, -500 e
-515 ppm, correspondentes aos trés ambientes quimicos diferentes para os centros
de vanadio(V), respectivamente, Va, Vb e Vc (FIGURA 27a) em [V10025]%."*° O perfil
espectral esta de acordo com o relatado para solugdes aquosas deste oxoanion.”>

Além dos sinais do V4o, estdo presentes no espectro sinais atribuidos a
[HoVO4™ (V4), [HV2071> (V2) e [V4O1a™ (V4) em -560, -573 e -578 ppm
respectivamente, evidenciando a presencga de diferentes vanadatos(V) em equilibrio,
tipica de solucdes de decavanadatos em pH = 7.7 1°

O espectro da solugdo de NaV4o a 5,0 mmol-L™ (FIGURA 27b) apresenta um
aumento na intensidade relativa do sinal referente a V4, em relacdo a V4, V, e aos
sinais do V4, indicando um deslocamento do equilibrio para a formacao da espécie

V., favorecida pelo aumento da concentracdo de vanadio no meio.®
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FIGURA 27. (a) Conversao do anion decavanadato em diferentes oligbmeros de vV dependente do
pH do meio. O decavanadato é representado explicitando-se os diferentes atomos de
vanadio presentes na estrutura. (b) Espectros de RMN de *'\ de NaVy a 1,0 e a
5,0 mmol L™, evidenciando o aumento da intensidade do sinal referente a espécie V4, em
relagdo a V, e V, devido ao aumento da concentragao de vanadio em solugao.

Os espectros de RMN de *1\/ obtidos para NicoV4 e IsoVyy apresentam
apenas os sinais caracteristicos da espécie decavanadato: Va, Vb e Vc em -425
-507 e -525 ppm (FIGURA 28), indicando que a estrutura do POV se mantém estavel
em solugcdo aquosa. Os deslocamentos quimicos de Vb e Vc evidenciam que o
decavanadato se encontra triplamente protonado na forma de [H3V19Os]>. Os
espectros de RMN de °'V de NicoVy e IsoV4 a 5,0 mmol L ndo apresentam

diferencas em relagao aquele registrado para as solugdes a 1,0 mmol L,
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FIGURA 28. Espectros de RMN de °'V (105,25 MHz) dos compostos NaVio, NicoVi, e IsoVyg
(1,0 mmol-L™") mostrando as atribuictes de cada sinal observado. O pH das amostras de
NicoV,, e IsoV,, foi igual a 5, enquanto o da amostra de NaV,, foi igual a 7.

O meio mais acido resultante da solubilizagado de NicoV4o e IsoV4¢ pode ndo
ser a unica explicacdo para a maior estabilidade desses produtos em solugéo
aquosa. E também possivel que as interacdes supramoleculares observadas no
estado solido entre os componentes organicos e o anion decavanadato permanegam
em solucéo, pelo menos parcialmente.®® Assim, as forcas eletrostaticas e as ligacbes
de hidrogénio entre o V4o e os cations podem ser suficientemente fortes para evitar a

quebra do anion em espécies de menor nuclearidade.

5.2.2.2 Caracterizagao por ressonancia paramagnética eletrénica (RPE)

Os compostos NaVig, NicoVy e IsoVy, foram analisados por RPE em
solugao aquosa a 1,0 mmol L' e a 77 K. Como esperado, nenhum dos compostos
apresentou linhas de ressonancia referentes a espécies de vanadio(IV) (3d, I = 7/2),
provenientes de uma possivel redugdo do vanadio(V) pelas moléculas organicas

(FIGURA 29). Isso é compativel com a natureza totalmente oxidada do polianion.
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FIGURA 29. Espectros de RPE registrados em solu¢gdo aquosa a 77K para os compostos NaVyy,
NicoVy, e IsoV,.

5.2.2.3 Caracterizagao por espectroscopia eletronica na regiao do ultravioleta-visivel
(UV-Vis)

Os compostos NicoVqg e IsoV, sdo alaranjados e foram analisados em
solugdo aquosa por espectroscopia eletrdnica na regido de 250 a 800 nm. Os
espectros registrados para os dois compostos s&o similares; resultados
representativos para NicoV,o sdo apresentados na FIGURA 30.

Os espectros apresentam uma banda intensa com absor¢do maxima abaixo
de 270 nm e outra banda de menor intensidade na regido do visivel, que se estende
até 500 nm. Todas as bandas sao atribuidas as transi¢cdes de transferéncia de carga
ligante-metal (TCLM) pn(O, oxo) — d(V) e envolvem os diferentes tipos de vanadio
presentes na estrutura do decavanadato (ver FIGURA 26a)."®" A banda intensa em

270 nm é caracteristica da transicdo TCLM pr(O, oxo) — d(Vb,Vc)."®"
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FIGURA 30. Espectros de absorgdo na regido do UV-visivel registrados para o Produto NicoV,o nas
concentragodes de 0,250, 0,100, 0,075, 0,050, 0,025 € 0,010 mmol-L"" em agua.
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FIGURA 31. Mudanga de ambiente de coordenagdo do vanadio no decavanadato em relagdo a
vanadatos simples (exemplificados nesta figura pelo V4). Essa mudanga de ambiente
provoca um abaixamento da energia da transi¢do eletrénica de transferéncia de carga no
V40, causando o aparecimento de cor.
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Dados da literatura mostram que vanadatos simples sao incolores, enquanto
0 V1o € alguns polioxoanions mais complexos sao alaranjados. Esta diferenca de cor
surge da mudanca de geometria dos centros de vanadio de tetraédrica, em
vanadatos simples, para aproximadamente octaédrica no decavanadato (FIGURA
31). A mudangca na geometria diminui a energia da transicdo eletronica
p(O, oxo) — d(V), causando um deslocamento batocrébmico para a regido do

ultravioleta proximo-visivel, promovendo o aparecimento da cor.'®?

53 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS CONTENDO TRIS E PIRIDOXINA
5.3.1 Sinteses

As reacdes para a obtencédo do decavanadato com os acidos conjugados do
2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol  (“tris”) e do  4,5-bis(hidroximetil)-2-
metilpiridin-3-ol (piridoxina, “pir’) como contraions foram inicialmente realizadas em
meio aquoso a partir da reagdo direta das moléculas orgénicas com o V,0s

conforme proposto nas EQUACOES (n&o balanceadas) 7 e 8.
2V205(s) + 2tris(aq) — (triSH+)6[V1002g]6- (7)
2V,0s(5) + 2pif(aq) — (PirtH")e[V1002s]” (8)

As reacgdes resultaram em solugcdes marrom-esverdeadas, das quais
nenhum produto caracterizavel foi isolado. A tentativa de conduzir a reagéo do “tris”
com o V;0s5 em refluxo novamente levou a formagdo de uma solugdo marrom-
esverdeada, sugerindo a ocorréncia de redugao do vanadio(V) a vanadio(lV).

Diante das dificuldades apresentadas acima, optou-se por utilizar o NaVO3;
como material de partida de vanadio(V), empregando-se a metodologia apresentada
no ESQUEMA 2 e resumida na EQUACAO 9, também n3o balanceada.

5NaVO3(S) + 3mo(aq) - (mOH+)6[V10028]6- (9)

Onde mo = molécula orgénica (“tris” ou piridoxina).
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A reacado com “tris” formou uma solugdo com a coloracédo desejada, da qual
foram isolados cristais alaranjados (TrisV4). No entanto, a reagdo com piridoxina
sob refluxo por 24 h produziu cristais verdes (PirV;). Os produtos foram
caracterizados por técnicas espectroscopicas e por difratometria de raios X de

monocristal.

5.3.2 Espectroscopia vibracional (IV e Raman)

Os espectros de absor¢cdo no infravermelho dos produtos TrisV4o € PirV;
apresentaram bandas compativeis com a presenca das moléculas organicas e com
a formacdo de oxocompostos de vanadio (FIGURA 32). No entanto, como sera
discutido abaixo, a natureza quimica destes produtos é bastante distinta. A TABELA
11 resume as atribuigdes tentativas das absorgdes registradas em ambos os

espectros.

NaV10

TriSV1o

' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda / cm”

FIGURA 32. Espectros de absorg¢do na regido do infravermelho dos produtos TrisV, e PirV, em
comparagdo a NaV4, usado como referéncia do anion V.o sem cations organicos,
registrados em pastilha de KBr.
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TABELA11.ATRIBUIQAO TENTATIVA DAS BANDAS OBSERVADAS NOS ESPECTROS DE
ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO PARA OS PRODUTOS TrisV4 E

PirV,.
Atribuicdo tentativa NaV,, TrisVyg PirV,
{O-H) 3421 3448 3256
Y C-H) - - 2837
1614, 1530 e 1207,
MC-C) - - 1009 e 652
&NH,) - 1630 -
&C-0) - - 1466 e 575
&CHy) - 1490 1389, 1092, 955 e 891
&O-H) - 1400 1308
YC-N) - - 1236
{C-O) - 1072 1352 e 710
Kanel) - - 779 e 489
wV=0) 955 955 955
vas(V-Oé(V\;,_on(vV)'O'V) e 827, 752 e 536 839, 741 e 604 851, 779 e 575

v = estiramento, vas = estiramento assimétrico, vs = estiramento simétrico, & = deformacgao angular no plano.
FONTE: BOUGEARD, D. (2003),'® ZHETCHEVA, V. D. K. (2010)," YADAV, R.A. (2014),"*
SOARES, J. F. (2011)"®® e FROST, R. L. (2005)."%®

O espectro do produto TrisVio apresenta bandas caracteristicas do
decavanadato na regido abaixo de 1000 cm™. O estiramento {V=0) ocorre em
955 cm™ e as vibragdes vas(V-0-V), vs(V-0-V) e JV-O-V) em 839, 741 e 604 cm™
respectivamente. O perfil alargado da banda correspondente a vibragdo 1{O-H)
indica a ocorréncia de ligagbes de hidrogénio, o que foi posteriormente confirmado
pela analise por DRX de monocristal. Outras bandas tipicas do “tris”, referentes a
ANH3), ACH3), §O-H) e 1C-0O), estdo presentes no espectro nas regides de 1630,
1490, 1400 e 1072 cm™, respectivamente (FIGURA 32).

No espectro de PirV, sao observadas diversas bandas caracteristicas da
vibragdo dos anéis piridinicos dos ligantes piridoxina, tais como C-C) em 1614,
1530, 1207, 1009 e 652 cm™, C-N) em 1236 cm™ e anel) em 779 e 489 cm™. As
vibragdes dos esqueletos carbdnicos sao vistas em 2837, 1427, 1389, 1092, 955 e
891 cm™ (FIGURA 32).

Em PirV; as bandas correspondentes as ligagcdes entre vanadio e oxigénio
ndo sao alargadas como ocorre nos produtos contendo o anion decavanadato. Uma
banda intensa em 955 cm™, atribuida a V=0), se encontra dentro da faixa relatada
na literatura (1029 a 840 cm™) para este modo vibracional.'®® ' A presenca de
bandas em 851, 779 e 575cm™, referentes a vas(V-O-V), 1(V-0-V) e §V-O-V)
respectivamente, sugere uma natureza polinuclear para o produto. As bandas

referentes a Y O-H) e §O-H), em 3256 e 1308 cm™ respectivamente, sdo bem
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resolvidas, sugerindo que este produto ndo contém moléculas de agua incorporadas
ao reticulo cristalino (FIGURA 32).

Devido a maior complexidade do padrao espectral, o produto PirV, também
foi analisado por espectroscopia Raman, que corrobora os dados de IV (FIGURA
33). As bandas relativas as vibragbes dos anéis piridinicos estdo presentes nas
regides de 1615, 1529 e 1043 cm™ (/C-C)), 1216 cm™ ({C-N)) e 705 e 565 cm’
(Aanel)) em 779 e 489. As bandas relativas as cadeias carbénicas aparecem em
2969, 2925, 2854, 1452, 1388, 405 e 170 cm™", correspondendo as vibracdes 1{C-H)
e AC-H). Ja as vibragdes atribuidas as ligagcdes entre vanadio e oxigénio — »V=0),
vas(V-0-V), 15(V-0O-V) e &V-O-V) — aparecem em 958, 884, 781 e 639

respectivamente. "%
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FIGURA 33. Espectro de espalhamento Raman registrado para o produto PirV,.

5.3.3 Caracterizagao por difratometria de raios X de monocristal (DRX)
5.3.3.1 Analise de TrisVqo

A analise de TrisV1g por difratometria de raios X de monocristal revelou uma
estrutura de formulagdo [(HOCH;)3CNHj3]4[H2V10028]- 10H0 inédita na literatura. O
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diagrama ORTEP representativo da estrutura do produto é apresentado na FIGURA
34. As TABELAS 12 e 13 contém os principais dados cristalograficos e os
comprimentos e angulos de ligagéo selecionados para TrisVo.

@i
03w
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FIGURA 34.Diagrama ORTEP'™® de [(HOCH,);CNHsli[HoV102s]:10H,0  (TrisVyo). Para maior
clareza, os atomos de hidrogénio dos componentes organicos foram removidos da
representacdo. As elipsoides sdo apresentadas com 50% de probabilidade.

A estrutura de TrisVy9 € composta por um anion decavanadato e quatro
moléculas de tris protonadas. O reticulo cristalino é preenchido por 10 moléculas de
H,O de cristalizacdo (FIGURA 34). O decavanadato encontra-se protonado nos
oxigénios em ponte dupla p,-O(15), com uma distancia O-H igual a 0,82 A. O
comprimento da ligacdo V-pu,-OH é, em média, 1,89 A. Os comprimentos e angulos
de ligagdo no agregado estdo de acordo com o relatado para os demais
decavanadatos sintetizados neste trabalho e também com aqueles descritos na

literatura.8% 136



TABELA 12. DADOS CRISTALOGRAFICOS

DE REFINAMENTO

[(HOCH,)3CNH3]4[H2V1602g]- 10H,0 (TrisV4q)
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PARA

Formula empirica

Massa molar/ g-mol™

Sistema cristalino, grupo espacial

al A

b/ A

c/ A

al°

B/°

v/ °

Volume/ A®

4

Densidade/ mg/m®

F(000)

Coeficiente de absorgao/ mm™
Dimensdes do cristal/ mm

Faixa de coleta de dados (angulo 6)/ °
Numero de reflexdes coletadas
Namero de reflexdes mdependentes
Qualidade de ajuste no F*

R (dados observados)

R total

Maior densidade eletrénica reS|duaI no mapa de
diferenca (pico e buraco)/ e. A
Localizagédo da densidade eletrénica residual

H2V1002g, 4[(HOCH;);CNHs)], 10(H20)

1628,16
Triclinico, P-1
10,4309(7)
11,0433(8)
13,5205(10)
76,258(3)
71,873(3)
65,063(2)
1331,90(17)
1

2,030

824

1,797

0,393 x 0,259 x0,124

3,028 a 27,5
60077

6114 [R(int) = 0,0396]

1,066

R¢=0,0241, wR;, = 0,0581
R, =0,0320, wR, = 0,0608
0,430 e -0,327

Préximo ao C(1)

w = [0%(Fo®)+(0,0268P)*+1,2693P] ' onde P=(Fo*+2Fc*)/3

TABELA 13.COMPRIMENTOS DE LIGACAO (A) E ANGULOS (°) SELECIONADOS PARA
[(HOCH,)3CNH3]a[H2V19026]: 10H,0 (TrisV4g)

Comprimentos de ligagdo (decavanadato)

Tipo de ligagao [(HOCH,)3CNH3]a[H2V1002]- 10H,0 (TrisVso)

V(1) - O(15) 1,9144(12)

V — p-OH V(5) - O(15) 1,8725(12)
0(15) — H(15) 0,82(2)

V(1) - 0(12) 2,0424(12)

V(2) - 0(22) 1,6909(12)

V(3) - O(4) 1,8194(12)

V - -0 V(3) - O(13) 1,8266(12)

V(4) - O(5) 1,9150(12)

V(4) - O(14) 1,8389(12)

V(4)#1 - 0(22) 2,0326(12)

V(2) - O(6) 1,9175(12)

V - ps-0 V(3) - O(B)#1 2,0110(12)

V(5) - O(6) 2,0141(12)

V(1) - 0(2) 2,3428(12)

V(2) - 0(2) 2,0974(12)

Ve ulO V(2)#1 - 0(2) 2,1305(12)

~ He V(3) - O(2) 2,2420(11)

V(4) - O(2) 2,3242(12)

V(5) - 0(2) 2,2208(11)

V_O V(1) = O(1) 1,5919(12)

~ Sterminal V(3) — O(33) 1,6122(12)

Continua
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Continuacao da TABELA 13

Comprimentos de ligagdo (componentes organicos)

N(1) - C(1) 1,495(2)
“Tris” C(1) - C(2) 1,524(2)
C(2) - O(2C) 1,430(2)

Angulos (decavanadato)

Tipo de angulo

[(HOCH,)3CNH3]4[H2V19028]- 10H,0 (TrisVyg)

oH V(5) — O(15) — V(1) 112,77(6)
~ (H2OH) - V(5) — O(15) — H(15) 111(4)
V(3) - O(4) - V(4) 114,19(6)
V- (u-0)-V V(5) — O(5) — V(4) 115,11(6)
V(2) - 0(12) - V(1) 111,09(6)
V(2) — O(6) — V(3)#1 107,42(5)
V- (uz-0O)-V V(2) - 0(6) V(5) 106,77(5)
V(3)#1 — O(6) — V(5) 98,69(5)
V(2) - 0(2) V(2)#1 102,27(5)
V(2)#1 — O(2) - V(4) 87,22(4)
V - (ue-0) -V V(2) - 0(2) V(1) 87,65(4)
V(4) - 0(2) - V(1) 82,84(4)
V(5) — 0(2) - V(3) 169,65(6)
Angulos (componentes orgénicos)
N(1) = C(1) - C(2) 107,61(14)
i C(1) = N(1) = H(1N1) 112,7(2)
Tris C(2) - O(2C) - H(2C) 109,2(2)
H(1N1) — N(1) — H(2N1) 106(2)

Transformacgdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z+1

A estrutura cristalina do produto apresenta uma complexa rede

tridimensional de ligagcdes de hidrogénio envolvendo o anion duplamente protonado,

os cations trisH" e as moléculas de agua de cristalizacido (FIGURA 35). As ligacdes

em geral sdo do tipo O-H...O ou N-H...O e sdo bastante fortes, com distancias entre

o atomo doador e o aceptor variando entre 2,65 e 2,85 A e angulos entre 148 e 179°.

Apenas uma ligacao de hidrogénio fraca do tipo C-H...O ocorre na estrutura, de

comprimento igual a 3,34 A e angulo de 157°.
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FIGURA 35. Empacotamento cristalino do produto TrisV4 ao longo do eixo b, mostrando as ligagdes
de hidrogénio que ligam os anions decavanadato com os cétions trisH” e moléculas de
agua. As elipsoides sdo apresentadas com 50% de probabilidade.

5.3.3.2 Analise de PirV,

A analise de PirV; por difratometria de raios X de monocristal revelou uma
estrutura diferente da obtida para os outros produtos. Trata-se de um complexo
binuclear de vanadio(V) pentacoordenado em que a cada centro metalico estao
ligados dois grupos oxo (V=0) terminais e uma piridoxina coordenada de forma
bidentada através dos grupos 3-hidroxido e 4-hidroximetil. O diagrama ORTEP de
PirV, é apresentado na FIGURA 36, os principais dados cristalograficos estdo na
TABELA 14 e os angulos e comprimentos de ligagado selecionados séo listados na
TABELA 15.
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Héb

Heb'

FIGURA 36. Diagrama ORTEP'*® da férmula unitaria de [(VO,),(-CsH1oNO3),] (PirVs). As elipsoides
sdo apresentadas com 50% de probabilidade.

TABELA 14. DADOS CRISTALOGRAFICOS DE REFINAMENTO PARA PirV,

[(VO2)2(u-CgH1gNO3),] (PirVy)

Formula empirica

Massa molar/ g-mol™

Sistema cristalino, grupo espacial

al A

b/ A

c/ A

al°

B/°

y/°

Volume/ A®

z

Densidade/ mg/m®

F(000)

Coeficiente de absorgao/ mm™
Dimensdes do cristal/ mm

Faixa de coleta de dados (angulo 6)/ °
Numero de reflexdes coletadas
Numero de reflexes independentes
Qualidade de ajuste no F*

R (dados observados)

R total

Maior densidade eletrénica residual no mapa de
diferenca (pico e buraco)/ eA®
Localizagédo da densidade eletrénica residual

C16H20N2010V2
502,22

Triclinico, P-1
6,8719(4)

8,6381(5)

8,6481(5)

113,382(2)

91,615(2)

102,239(2)

456,86(5)

1

1,825

256

1,086

0,245 x 0,162 x 0,073
3,057 a 30

32330

2670 [R(int) = 0,0285]
1,121

R, =0,0234, wR, = 0,0634
R;=0,0263, wR, = 0,0644
0,569 e -0,273

Na ligagdo C1-C2

w = [0°(Fo®)+(0,0334*P)?+0,248*P]" onde P = (Fo*+2Fc?)/3
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TABELA 15. COMPRIMENTOS DE LIGAGAO (A) E ANGULOS (°) SELECIONADOS PARA
[(VO2)o12-(CgH1oNO3),] (PirVy)

Comprimentos de ligagéo

Tipo de ligagao [(VO,)2p2-(CgH1oNO3),] (PirVy)
V_O. V(1)-0(1) 1,6134(9)
terminal V(1)-0(2) 1,6548(9)
V- Ofenéxido V(1 )'0(4) 1 v9299(9)
V= O V(1)-0(3) 1,9922(9)
alcoxido V(1)-O(3)#1 1,9947(9)
0O(3)-C(7) 1,4332(14)
Cc-0 0(4)-C(2) 1,3243(14)
0(5)-C(8) 1,4217(15)
C(4)-C(8) 1,5043(16)
c-C C(2)-C(3) 1,4053(16)
C(3)-C(7) 1,5024(16)
C-N C(1)-N(1) 1,3428(15)
Angulos
Tipo de angulo [(VO3)2p2-(CgH1oNO3),] (PirVy)
O(4)-V(1)-O(3)#1 153,09(4)
0(2)-V(1)-0(3) 129,06(4)
O(1)-V(1)-O(3) 119,58(5)
O-Vv-0 0(1)-V(1)-0(2) 110,07(5)
0(1)-V(1)-0O(4) 101,02(4)
0(2)-V(1)-0(4) 98,35(4)
0(4)-V(1)-0(3) 83,39(4)
C-0-V C(7)-0(3)-V(1) 127,46(7)
c-C-C C(2)-C(3)-C(7) 116,31(10)
N-C-C N(1)-C(5)-C(4) 120,22(11)
Transformacdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+2,-z+1

A geometria em torno dos centros de vanadio € a de uma bipiramide trigonal
distorcida, como indicado pelo angulo O(4)-V(1)-O(3)#1, de 153,09°, e pelos angulos
0O(2)-V(1)-0O(3), O(1)-V(1)-0(3) e O(1)-V(1)-O(2) de 129,06°, 119,58° e 110,07°
respectivamente; estes ultimos determinam o plano equatorial para cada centro
metalico. Em complexos similares relatados na literatura, o nucleo {V,0g} é
caracterizado por assimetria das duas ligagdes V-p0."® "% 188 Em PirV,, no
entanto, essas ligagdes sdo bastante simétricas, com comprimentos de 1,995 e
1,992 A.

Ha somente duas ligacdes de hidrogénio na estrutura cristalina do produto.
Elas sdo do tipo O-H...O e N-H...O e conectam um grupo oxo de uma vanadila a um
nitrogénio piridinico protonado e ao grupamento alcool de uma molécula vizinha,
este ultimo n&o envolvido em coordenagéo ao vanadio (FIGURA 37). Essas ligagdes

de hidrogénio formam a rede bidimensional da estrutura ao longo do eixo a.
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o0

FIGURA 37. Empacotamento cristalino de PirV,, evidenciando as ligagdes de hidrogénio entre as
moléculas. As elipsoides sao representadas com 50% de probabilidade.

A estrutura de raios X de [(VO3)2(u-CgH1oNO3),] (PirVs) ja havia sido descrita
na literatura.”® Os cristais foram obtidos a partir de uma solugdo de sulfato de
vanadila com piridoxina em meio aquoso.169 No presente trabalho, o produto foi
obtido em bom rendimento através de uma metodologia relativamente simples

(secéo 4.4.5), ja partindo do vanadio no estado de oxidagédo +V (NaVOs3).

5.3.4 Analise elementar

O teor de vanadio de PirV;, determinado por gravimetria e apresentado na
TABELA 16, esta de acordo com a estrutura do produto determinada por DRX de
monocristal. Os teores de hidrogénio e nitrogénio também correspondem aos
esperados para a formulacdo obtida. No entanto, a quantidade de carbono obtida
pela microanalise difere em aproximadamente 2,5% do valor tedrico. Essa diferenga

pode dever-se a uma dificuldade de queima da amostra durante a analise.
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TABELA 16. RESULTADOS DE ANALISE ELEMENTAR PARA OS PRODUTOS TrisVy, E PirV,

Teores (% m/m)
Produtos Vv c* H* N
Obtido para TrisVyq 30,30 6,37 3,29 1,89
Calculado para C1gH4N4O50V4o 31,30 11,80 4,33 3,44
Calculado para [Nae(HQO)Qo][VmOgg]'4H20 33,35 0 0 0
Obtido para PirV, 20,00° 35,81 3,90 5,30
Calculado para CgH2oN201V2 20,30 38,26 4,01 5,58

*Teor determinados por titulometria. "Teores determinados por combustdo. *Teor determinado por
gravimetria.

Para TrisV4, por outro lado, as quantidades de vanadio calculada e obtida
sao bastante proximas entre si, o que nos levou a crer, inicialmente, que o produto
se encontrava puro. No entanto, a analise de C, H e N realizada posteriormente, em
duplicata, provou o contrario. Os teores obtidos experimentalmente sdo cerca da
metade daqueles esperados para a formulacdo obtida por DRX de monocristal e
sugerem uma contaminagdo com o decavanadato de sédio. Os dois compostos
possuem solubilidade semelhante nos diversos solventes testados, o que dificultou a

purificagao de TrisV1,.

5.3.5 Caracterizagao por ressonancia paramagnética eletronica (RPE)

Os cristais de PirV, apresentaram-se insoluveis em todos os solventes
testados (agua e solventes organicos polares e nao polares). Dessa forma, o
espectro de RPE do produto foi registrado no estado sdélido a temperatura ambiente
a partir dos cristais pulverizados (FIGURA 38). Os parametros de RPE obtidos

através da simulacao do espectro estdo apresentados na TABELA 17.
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FIGURA 38. Espectro de RPE registrado em banda X para PirV, pulverizado a temperatura ambiente.
A linha preta representa o espectro obtido experimentalmente e a linha vermelha
representa o espectro simulado.

TABELA 17.PARAMETROS DE RPE OBTIDOS ATRAVES DA SIMULAGAO DO ESPECTRO DE

PirVv,
Tensor g Acoplamento hiperfino (MHz)
gZ ng AZ AXV
1,9365 1,9771 515,00 187,98

O composto PirV, é constituido por dois centros de vanadio(V), espécie
diamagnética (3d°), e, portanto, ndo deveria gerar espectro de RPE. O resultado
obtido, portanto, provavelmente resulta de contaminacdo do produto com um
composto de vanadio(lV). Os valores dos pardmetros g, e gy, S0 compativeis com
uma espécie mononuclear de vanadio(IV)."°

O meio reacional aparentemente promove uma reacao paralela de redugao
dos centros de vanadio(V) do NaVOj;, causando a oxidacdo da piridoxina. Esse
produto de reducdo do vanadio contendo piridoxina oxidada ainda nao pdde ser
isolado e, portanto, permanece nao identificado. Dentre os varios produtos de
oxidagcdo da piridoxina existentes principalmente em meio fisioldgico (piridoxal, 4-
piridoxo-lactona e acido 4-piridéxico), aquele de presenga mais provavel no meio
reacional é a forma aldeido, ou piridoxal, que € comumente obtida em reacdes

)" e ruténio(ll).""?

catalisadas por ions metalicos como manganés(lll
Como ja mencionado, as tentativas de sintese do decavanadato com “tris” a

partir de V,05 levaram a misturas de reacdo marrom-esverdeadas, e a analise
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elementar de TrisVo indicou a presenca de impurezas. Mesmo assim o produto
também foi caracterizado por RPE no estado sélido, com o intuito de averiguar se as
impurezas poderiam envolver espécies de vanadio(lV). Além disso, observou-se que
os cristais de TrisV4¢ adquiriram coloracdo esverdeada apos longos periodos de
armazenamento. Assim, espectros de RPE foram adquiridos para o produto ao longo
de diversos periodos de estocagem a temperatura ambiente.

O produto recém-sintetizado (linha preta na FIGURA 39) praticamente nao
apresenta sinais de RPE, o que sugere a auséncia de uma quantidade significativa
de vanadio(lV). O espectro de um lote de TrisV49 apos seis meses de estocagem,
por sua vez, é representado pela linha em vermelho. Macroscopicamente, nenhuma
mudancga foi observada nos cristais, os quais continuavam com coloragao
alaranjada. No entanto, observa-se o registro de sinais de RPE indicativos da
presenca de elétrons desemparelhados, ou seja, de que espécies de vanadio(lV)
(3d") tenham sido formadas no sélido (g = 2,00)."

Apds um ano, o produto encontrava-se visualmente diferente dos demais
lotes analisados, apresentando cor verde e aspecto umido. A linha azul na FIGURA
39 corresponde ao espectro de um produto TrisV4 estocado por um ano. Este
espectro de RPE apresentou uma linha alargada com g =1,96 e Ay, =12,2 mT, o
que sugere a presencga de espécies polinucleares de vanadio(lV) ou de valéncia

mista no sélido."*
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FIGURA 39. Espectros de RPE de TrisV,o registrados com o produto pulverizado a temperatura
ambiente em varios estagios de decomposicdo: preto =lote recém-sintetizado;
vermelho = lote estocado por seis meses; azul = lote estocado por um ano.
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O vanadio tem uma quimica redox bastante rica e o processo de redugao de
vanadio(V) a vanadio(lV) é favorecido em meio biolégico por moléculas organicas
como &cido tartarico, glutationa e sacarideos.'> % 177 Além disso, o vanadio é um
potente catalisador da oxidacdo de alcoois a aldeidos e cetonas.”® '"° Nao é,
portanto, surpreendente que o “tris” e a piridoxina, dois polialcoois, também possam
ser oxidados na presenga do vanadio(V) no meio reacional, com a consequente

reducao do metal a vanadio(lV).

5.3.6 Consideragdes sobre os sistemas de TrisV4g e PirV;

As tentativas de sintese de decavanadatos empregando “tris” e piridoxina
protonados como contraions mostraram-se bastante complicadas devido a
cristalizacdo de produtos secundarios e a reducdo do vanadio provocada pelos
poliadlcoois. Apesar  das dificuldades encontradas, [(HOCH2)3CNH3]4
[H2V10028]: 10H20 (TrisV4p) e [(VO2)2(u-CsH1oNO3),] (PirVz) puderam ser isolados e
parcialmente caracterizados. Esses sistemas ainda se encontram em fase de
racionalizacéo e ainda serao feitas tentativas de purificagcao de TrisV4o € de melhoria
do rendimento de PirV,. Dada a sua boa solubilidade em agua, TrisV,o podera ser
futuramente empregado em ensaios biolégicos similares aos que serao descritos
nas proximas sec¢odes. Ja PirV; nao foi soluvel em nenhum dos solventes testados,
polares e ndo polares, e podera ser empregado posteriormente em outros estudos
no estado solido.

54 AVALIACAO DO EFEITO DOS DECAVANADATOS NicoVyy E IsoVqg
SOBRE CULTURAS DE E. coli

Para os estudos do efeito dos decavanadatos sobre culturas bacterianas
foram selecionados apenas os compostos obtidos em alto grau de pureza e que
apresentaram boa solubilidade em meio aquoso. Os experimentos foram realizados
adicionando-se solugdes de (1,3-CeH7N20)4[H2V10025]:2H20-2CsHeN2O (NicoVyp) e
(1,4-CeH7N20)4[H2V 10028]-:2CsHeN2O (IsoV4g) a culturas de Escherichia coli DH5a

em duas etapas distintas:
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i. Ensaio de inibicdo do crescimento das culturas bacterianas avaliado por
turbidimetria;

il. A partir dos resultados da etapa i, foram selecionadas algumas condigdes
de cultivo bacteriano para avaliar o efeito dos compostos por citometria de
fluxo. A técnica permitiu verificar a permeabilidade da membrana
plasmatica, variagbes do potencial de membrana e determinar os niveis de

espécies reativas de oxigénio (ERO).

5.4.1 Ensaio de inibicdo do crescimento das culturas de E. coli

As bactérias foram pré-incubadas com concentracdes crescentes dos
compostos NicoVq e IsoVqo (0,025 a 10,0 mol L™) por 15 min em agua, e depois
transferidas para o meio LB (concentragbes finais baseadas nas formulas
moleculares de cada produto de 0,04 a 1,67 mmol L'1). O crescimento das culturas
foi avaliado por leitura turbidimétrica a 600 nm (DOgg) apds 2,5 h de incubagdo no
shaker. O comprimento de onda selecionado visa minimizar a interferéncia da
coloragao dos compostos na medida (ver discussdo na seg¢ao 5.2.2.3). Curvas de
citotoxicidade de referéncia foram realizadas com solugdes de ampicilina,
[{Nag(H20)20V10028-4H,0},] (NaV4e), nicotinamida e isonicotinamida, nas mesmas
concentragbes empregadas nos ensaios com NicoV, e IsoV4¢. Os valores relatados
correspondem as concentragdes empregadas na etapa de pré-tratamento (secéo
4.5.2.1) e ndo as concentragdes finais, porque a literatura descreve que a oxidagao
de residuos de cisteina pelo decavanadato, causando a inibicdo de certas proteinas,
é irreversivel %" 88

Os ensaios realizados somente com solugdes das moléculas organicas nas
concentracdes de 1,0 e 10,0 mmol L™ ndo resultaram em inibicdo do crescimento
das culturas de E. coli (FIGURA 40), evidenciando que estes compostos nao sao
téxicos para as bactérias quando comparados com o controle preparado com

solugao salina a 0,9%.
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FIGURA 40. Resultado do tratamento das culturas de E. coli com nicotinamida e isonicotinamida a 1,0
e 10,0 mmol L. O valor de 0,994 + 0,032 foi tomado como 100% de crescimento das
culturas para este ensaio. Uma suspensdo das bactérias em solugdo salina a 0,9% foi
empregada para a preparagao da cultura controle, conforme descrito na segéo 4.5.2.1.

O tratamento das culturas com NaV+4g s6 resultou em inibicado significativa do
crescimento na maior concentragdo avaliada, com uma Glsy de aproximadamente
11,0 mmol L' (FIGURA 41). A atividade moderada a fraca foi compativel com dados
de concentragdo minima inibitéria (MIC) relatados para este anion em culturas de E.
coli e Staphylococcus aureus.” Quando comparado ao antibidtico usado como
referéncia, o NaVyo mostrou uma poténcia 18 vezes menor do que a ampicilina (Glsg
de 0,6 mmol L'1), 0 que corrobora os resultados relatados para a norfloxacina™ e a
ampicilina,9 obtidos por outras metodologias.

Em um trabalho recentemente realizado pela mestra Kahoana Postal no
nosso grupo de pesquisa, a toxicidade de (NH4)7[HsV14035(PO4)]-9H,0 (“V14”) frente
a mesma estirpe de bactéria foi observada na concentracédo de 10,0 mmol L™."%° O
uso da técnica de °'V RMN permitiu caracterizar a quebra da estrutura polinuclear do
V14, gerando, apos rearranjo dos centros de vanadio em solugéo, o decavanadato.
Dentre outros fatores, a formacao deste polioxoanion foi associada a toxicidade do

POV nesta concentracio.
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FIGURA 41. Avaliagéao da inibicao do crescimento bacteriano provocada por
[{Nag(H20)20V19025'4H,0},] (NaV4o). O valor de DOgg de 1,092 + 0,050 foi tomado como
100% para o tratamento. As concentragdes finais do composto no meio de cultura foram
de 0,004, 0,017, 0,42, 0,83 ¢ 1,67 mmol L™

O ensaio comparativo entre as toxicidades de IsoV,y, NicoVyo € NaV,o sobre
as culturas de E. coli foi realizado com concentragdes crescentes dos
polioxovanadatos, com base na formula molecular de cada composto. Este
experimento evidenciou diferengas na toxicidade de NaV,o em comparagcdo com os
compostos IsoV4o € NicoV,o (FIGURA 42).

Os compostos NicoV4o e IsoVyy apresentaram um efeito inibitério do
crescimento bacteriano dependente da concentracdo. Os valores de Glsy obtidos
para NicoV4g e IsoV4y, iguais a 2,8 e 4,0 mmol L respectivamente, sdo menores do
que os determinados para NaVy,.. Em comparagdo com a ampicilina, pode-se
quantificar o efeito citotéxico (Glso do POV / Glsg da ampicilina) na ordem NicoVyg (5)
> IsoV4g (7) > NaV4o (18). Esses resultados mostram que, embora os compostos
avaliados ndo sejam mais potentes do que o antibiético de referéncia, a combinagao
do anion decavanadato com as moléculas organicas, na sua forma neutra ou

protonada, realmente potencializa os efeitos deletérios do anion sobre as bactérias.
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FIGURA 42. Avaliacédo da inibicao do crescimento bacteriano provocada por

[{Nag(H20)20V10028'4H,0}] (NaVy), (1,3-CsH7N20)4[H2V10025] - 2H,0-2CgHgNLO
(NiCOV1o) e (1 ,4-C6H7N20)4[H2V10028]'ZCGHGNQO (ISOV10). Valores de DOGOO de
1,092 £ 0,050, 1,107 £0,024 e 1,077 + 0,030 foram tomados como 100% para os
respectivos tratamentos (dados ndo mostrados). A concentracédo final dos compostos no
meio de cultura foi de 0,004, 0,017, 0,42, 0,83 e 1,67 mmol L. Os ensaios foram feitos
no minimo em triplicata.

Poucos sistemas hibridos orgéanico/inorganicos tém sido avaliados em sua
acao antibacteriana. O sistema com melhor resultado corresponde a membranas de
quitosana/V4y, apresentando uma atividade de inibigdo do crescimento de col6nias
de E. coli e S. aureus quatro vezes maior do que a do decavanadato com aménio. '
Nesse trabalho a acdo foi atribuida a combinacdo dos efeitos téxicos do
decavanadato e da quitosana.

Outros compostos contendo o decavanadato com cations organicos (4-

picolinio,'® 4-metoxibenzilaménio® e terc-butilaménio'®’

) sO apresentaram atividade
inibitéria (moderada) contra as bactérias Gram-positivas Bacillus cirroflagellosus,
Enterococcus feacium e Streptococcus pneumoniae, respectivamente. O [4-
picH]4[H2V10028]-2H,O foi avaliado também em culturas de Pseudomonas
aeruginosa (uma bactéria Gram-negativa), nao demonstrando nenhuma atividade.
Assim, esta € a primeira vez em que dois decavanadatos associados a moléculas
organicas nao téxicas frente a E. coli (isonicotinamida e nicotinamida) mostram-se
ativos contra uma bactéria Gram-negativa. Os efeitos tdxicos foram 3 ou 4 vezes

maiores em relagdo ao decavanadato de sddio.
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Uma das possiveis causas deste aumento de toxicidade dos compostos
NicoVg e IsoV4o poderia ser a variagcdo do pH do meio de cultura (de 5,7 para 4,7)
quando altas concentracbes dos polioxovanadatos foram adicionadas. Para
averiguar o efeito dessa maior acidez do meio, realizou-se um ensaio tratando a
cultura bacteriana com agua que teve o seu pH ajustado para 4,8 com HCI diluido.

O grafico da FIGURA 43 mostra que o meio acido ndo causou redugao
significativa do crescimento das culturas, e provavelmente também nao interferiu
significativamente nos ensaios descritos na FIGURA 42. Na realidade, somente a
acidez do meio provavelmente n&o justificaria os resultados de citotoxicidade
observados, pois a bactéria E. coli é bastante resistente a variagdes das condi¢gdes

do meio de cultura e cresce em uma ampla faixa de pH, que vai de 4,4 a 9,0.8" 182
183
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FIGURA 43. Resultado do abaixamento de pH sobre o crescimento de culturas de E. coli. Neste
experimento, agua com pH ajustado para 4,8 foi adicionada a cultura. O valor de
0,915 + 0,113 foi tomado como 100% de crescimento para este ensaio.

Aparentemente o efeito citotéxico aumentado advém da combinagdo de
componentes moleculares que isoladamente demonstraram atividade fraca ou nula.
Acredita-se que forgas supramoleculares fracas entre o cation e o anion auxiliem na
interagdo deste ultimo com interfaces carregadas negativamente, como é o caso da
membrana plasmatica de células eucaridticas e proc;ariétic:as.89 O estudo realizado
por Crans e colaboradores sobre a interagao do decavanadato associado ao cation
metforminio com micelas reversas de AOT (modelo de mebrana celular) sugere que
o metforminio promova a interagéo do V4o com as micelas (FIGURA 14) através da
reorganizagdo das moléculas de agua proximas a superficie micelar. No meio

biolégico, isso poderia facilitar a permeagdo do polioxoanion pela membrana
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celular.”® Por analogia, no presente trabalho os cations nicotinamidio e
isonicotinamidio poderiam, em principio, facilitar a interagdo do decavanadato com a
membrana bacteriana, provocando o aumento do efeito citotoxico observado em
relacdo a NaVy,.

Nos produtos NicoV,o e IsoVyy ocorreu a cocristalizagcdo do decavanadato
com a nicotinamida e a isonicotinamida, tanto na sua forma neutra quanto
protonada. No entanto, ainda ndo se sabe de que forma as interagdes
supramoleculares existentes no estado sélido sao alteradas em solugcao, e se estas
poderiam estar contribuindo para o efeito observado. Em farmacotécnica, a
cocristalizacdo € um conceito relativamente novo que visa a melhoria de
propriedades fisicas e quimicas de um principio ativo, tais como solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade, mediante associacdo de um composto ibnico com

150: 184 5u entre moléculas neutras. Neste contexto,

moléculas orgéanicas neutras,
embora os resultados obtidos no presente trabalho (com NicoV4 e IsoVy) em
culturas de E. coli sejam claramente distintos dos gerados por NaVy, a
racionalizacdo desses resultados ainda depende de estudos complementares sobre
a forma de associacao dos componentes destes sais no meio de cultura e com as

células bacterianas.

5.4.2 Estudo do efeito dos decavanadatos sobre as culturas de E. coli por

citometria de fluxo

Os ensaios de inibicdo do crescimento através do meétodo turbidimétrico
permitiram avaliar a resposta global das bactérias a cada um dos polioxovanadatos
empregados. No entanto, uma cultura bacteriana é constituida de subpopulacdes
heterogéneas que respondem diferentemente ao meio ambiente a que estédo
submetidas.'® Buscando ampliar o entendimento da resposta destas subpopulagdes
de bactérias a diferentes agentes fisicos e quimicos, estudos atuais tendem a
realizar ensaios que permitam uma analise célula a célula, como, por exemplo, por
meio da técnica de citometria de fluxo, que analisa individualmente cerca de 5.000
particulas por segundo.®
A citometria de fluxo utiliza-se de diferentes sondas fluorescentes

(fluorocromos) que permitem quantificar subpopulagcées em estados metabdlicos e
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fisiolégicos distintos e fornecem uma relagao entre elas. Através desta técnica, a
viabilidade celular € avaliada a partir de critérios como a impermeabilidade ou
integridade da membrana plasmatica a fluorocromos, a manuteng¢ao do potencial de
membrana e a presenca de certos metabdlitos ativos, medidos pela producédo de
metabodlitos fluorescentes a partir de um precursor nao fluorescente. '8’ 188 189190

Recentemente a agao antitumoral de polioxometalatos tem sido avaliada por

191 192 Em estudos com o anion

citometria de fluxo aliada a outras técnicas.
decavanadato, a técnica foi usada para investigar a apoptose de células de cancer
de ovario e figado humanos tratadas com Na;CoVqOas'18H,0.'® O estudo
envolvendo bactérias é inédito para este anion e pode auxiliar na elucidagcdo das
causas dos diferentes resultados obtidos com NaV,o, NicoV4o € IsoV4¢ nos ensaios

de inibicao do crescimento.

5.4.2.1 Avaliacao do potencial de membrana (AW) por citometria de fluxo

Em organismos aerobios, o consumo de oxigénio esta acoplado a produgao
de ATP através da fosforilagdo oxidativa.'®* '®® Em células procaridticas, devido a
auséncia de uma organela especializada, esse processo acontece na membrana
plasmatica. Durante a fosforilagdo oxidativa ocorre o transporte de elétrons através
das enzimas da cadeia respiratéria. A energia derivada desse processo €
responsavel pelo bombeamento de prétons para o exterior da célula, gerando um
gradiente de potencial elétrico (potencial de membrana, AW, entre -100 e -200 mV)
com seu lado interior negativo.'®

O desacoplamento do potencial de membrana ocorre quando alguma
substancia interage com a membrana e interfere no processo respiratorio da célula
por torna-la permeével a protons e outros cations pequenos, como K*, fazendo com
que a diferenca de potencial fique menos negativa e prejudicando a producao de
energia (sintese de ATP)."9% 19
O decavanadato pode ter efeito sobre a membrana celular de diversas

formas: por meio de interagdo com proteinas de membrana,®’ 1’

com os lipidios que
compdem a bicamada fosfolipidica? ou com as moléculas de agua préximas a
superficie da membrana.’® " No primeiro caso, a interagdo mais conhecida envolve

as quatro conformacbes possiveis da Ca’*-ATPase, sobre a qual o V4o age por
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oxidacdo de residuos de cisteina presentes na porcdo citoplasmatica da proteina.®”
61198 De forma semelhante, ele pode agir sobre outras ATPases e desequilibrar o
balango idnico na célula, levando a perda do potencial de membrana.'®’

Com o objetivo de verificar se os polioxovanadatos NaV+4g, NicoV4g € IsoV4g
causam perda do potencial de membrana, foram realizados ensaios utilizando a
sonda lipofilica e catiénica JC-1, capaz de permear a membrana plasmatica. Quando
a membrana encontra-se devidamente polarizada, a sonda JC-1 forma agregados
no interior da célula, fluorescendo no vermelho (590 nm). Quando a membrana esta
despolarizada, a sondamcso@usp.br permanece na forma monomeérica, fluorescendo
no verde (527 nm) (FIGURA 44). A relagéo entre a intensidade de fluorescéncia no
vermelho sobre aquela no verde, quando a amostra € excitada a 488 nm, é usada

para detectar as mudangas do potencial de membrana AW."%% 1%
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FIGURA 44. Principio de funcionamento da sonda JC-1 junto a membrana de uma célula sadia. Em
condicdo de acoplamento da membrana plasmatica, as moléculas da sonda JC-1
encontram-se agregadas, emitindo fluorescéncia na regido do vermelho (cerca de
590 nm); quando ha perda do potencial de membrana, a sonda permanece em sua
forma monomérica, a qual emite fluorescéncia na regido do verde (cerca de 527 nm).

FONTE: Adaptado de DUBIKOVSKAYA, E. (2017).2%°

Para a leitura no citbmetro neste ensaio, ambos os detectores FL1 (verde) e
FL2 (vermelho) sdo utilizados e os dados s&o expressos pela razdo entre as
fluorescéncias medidas (FL2/FL1). A razdo de 1,57 observada para a cultura
controle, tratada somente com solucdo salina, evidencia a manutengdo de AW
(FIGURA 45). A drastica diminuicdo dessa razdo para as células tratadas com
50mmol L' de NaVi, NicoViy e IsoVqo (valores de 0,45 040 e 0,35,
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respectivamente) sugeriu um grande aumento da concentragdo de monémeros de
JC-1, indicando que ocorreu despolarizagao, ou seja, um abaixamento no potencial

de membrana das células bacterianas em todos os casos.
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FIGURA 45. Grafico mostrando a razéo entre a fluorescéncia captada pelos detectores FL2 (585 nm)
e FL1 (530 nm) apds tratamento das culturas bacterianas com salina a 0,9%, IsoVy,,
NicoV4, € NaV4 a 5,0 mmol L'e adicdo da sonda JC-1. As barras de erros ndo sao
apresentadas pois o ensaio foi realizado apenas uma vez até o momento.

Estudos in vitro mostraram que o V1o aumenta a area superficial de filmes de
Langmuir formados por dipalmitoilfosfatidilcolina, o que sugere que o anion se
intercale entre as caudas lipidicas (hidrofébicas), mudando a sua organizagdo no
filme.?®" Além disso, estudos em modelos de micelas reversas mostraram que o
decavanadato € capaz de alterar as ligagdes de hidrogénio entre moléculas de agua
proximas a superficie das micelas, mudando, dessa forma, a sua organizagé\o.197
Todos esses fatores poderiam, em principio, contribuir para o efeito de
desacoplamento da membrana bacteriana observado para NaV,o, NicoVo € IsoV .

O gradiente de protons formado através da membrana pelo processo de
fosforilagao oxidativa atua como uma forga motriz para diversos processos celulares.
A organizagao das proteinas do citoesqueleto bacteriano para a divisdo celular, por
exemplo, requer energia proveniente desse gradiente de prétons. Assim, a perda de
AW afeta a capacidade de reproducao das bactérias na cultura. A atividade de
inibicdo do crescimento bacteriano apresentada pelos compostos (Secdo 5.4.1)

pode estar relacionada desta forma a perda do potencial de membrana.?%?
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5.4.2.2 Efeito dos decavanadatos sobre a permeabilidade da membrana celular

Bactérias Gram-negativas possuem uma membrana celular bastante
complexa, constituida por multiplas camadas, que é responsavel pela forma das
células, protecao do citoplasma frente as diferencas de pressdo osmotica entre os
meios externo e interno, e pela captagao e excreg¢ao de substancias quimicas.

De forma geral, quando uma célula encontra-se sob estresse, alguns dos
sistemas de transporte ativo através da membrana s&o alterados, o que é seguido
pela despolarizagdo e finalmente pela perda da integridade da membrana
plasmatica. A auséncia de uma membrana celular intacta leva a um descontrole do
gradiente de potencial eletroquimico e expde a estrutura interna da célula ao meio
ambiente, conduzindo a morte.

Atualmente existem diversos fluorocromos que sdo empregados para avaliar
a integridade da membrana celular. Dentre eles, um dos mais utilizados é o
conhecido intercalante de DNA iodeto de propidio (FIGURA 46). O iodeto de
propidio (IP) € um sal de aménio quaternario dicatibnico que nédo é capaz de
permear a membrana celular de células eucaridticas e procaridticas saudaveis. No
entanto, quando a membrana é danificada por algum agente quimico ou fisico, o IP
€ incorporado pela célula e acessa seu material genético. Portanto, células

marcadas com IP s3o consideradas n3o viaveis.'®

FIGURA 46. Estrura do iodeto de propidio evidenciando a sua natureza dicatidnica, e representacao
esquematica do seu modo de intercalagdo no DNA.
FONTE: Adaptado de TUMIR, L. M. (2014).2%
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No ensaio de incorporagao de iodeto de propidio, as bactérias previamente
tratadas com NaV4o, NicoV4o € IsoV4 a 5,0 mmol L' receberam o IP a 50 Mg L' e
passaram por leitura no citdmetro no canal FL2. Em cada experimento foi medida a
fluorescéncia de aproximadamente 3000 células.

De forma geral, observa-se um comportamento distinto das células tratadas
com NicoV4 e IsoV4o em relagdo ao controle. Ja o NaVyo mostra um resultado
intermediario entre o controle e os outros dois compostos. As FIGURAS 48a a 48d
evidenciam um deslocamento da populagdo de células para uma regidao de maior
intensidade de fluorescéncia no vermelho, gerada a partir da intercalagdo do IP ao
DNA livre no citoplasma das bactérias. O mesmo resultado pode ser observado nos
graficos de contagem celular apresentados nas FIGURAS 48e a 48h.

A partir da andlise densitométrica pode-se calcular a porcentagem das
bactérias marcadas e ndo marcadas com IP (FIGURA 47). Em relacédo ao controle, a
cultura tratada com NaV,o apresentou um aumento de 24,5% nas células marcadas,
bem abaixo dos 100% obtidos para NicoV4g € IsoV,. IsSso novamente demonstra a

maior toxicidade dos POV associados as moléculas organicas.
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FIGURA 47. Porcentagem da populagdo de células marcadas com iodeto de propidio (IP+) apds
tratamento das culturas bacterianas com salina a 0,9%, IsoV4, NicoV,, € NaV,, a
5,0 mmol L™ e adigéo de IP.
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Diagramas representativos das intensidades de fluorescéncia medidas na regido do vermelho apos tratamento das culturas
bacterianas com salina a 0,9%, IsoV4o, NicoV4 € NaV4o a 5,0 mmol L"e adigao de IP. Na coluna da esquerda, a representacdo
através de diagrama de dispersdo mostra o deslocamento da populagdo de células marcadas com IP (mancha mais escura)
para cima (maior intensidade de fluorescéncia) mediante tratamento com IsoV o € NicoV4o, 0 que indica maior incorporagédo do
IP por essas células em relacédo ao controle. Na coluna da direita sdo apresentados os graficos de linhas gerados a partir dos
histogramas produzidos pelas subpopulagdes de células. A populagédo de células do controle esta representada em preto e a
populagdo de células que receberam os respectivos tratamentos esta representada em vermelho. O deslocamento da banda
em vermelho para a direita é indicativo do aumento da intensidade de fluorescéncia captada pelo detector FL2. *FL2-H =

intensidade da fluore:

scéncia na regido do vermelho.
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Em conjunto, o ensaio de avaliagdo do potencial da membrana (Secéao
5.4.2.1) e o ensaio de incorporagao do IP indicam que NaV,o, NicoVqy e IsoVyg
causam despolarizacdo da membrana celular por provocarem danos a mesma,
tornando-a permeavel a agentes externos como o iodeto de propidio. Ainda, os
ensaios descritos na sec¢ao 5.4.1 resultaram em cerca de 65% e 75% de inibicdo do
crescimento das culturas tratadas com IsoViy e NicoVy a 5,0 mmol L'1,
respectivamente. Esses resultados, aliados aos obtidos no ensaio de incorporagao
do IP, sdo uma forte evidéncia de que os danos causados na membrana, em 100%
da populacéao, séo os responsaveis pela inviabilizagcado das culturas.

Em estudos envolvendo o anion decavanadato em células eucarioticas
normais e cancerosas, sugere-se que o processo de morte celular desencadeado

pelo polioxovanadato esteja associado ao desacoplamento mitocondrial® "%

e ao
aumento na concentragdo de espécies reativas de oxigénio no meio intracelular,
mediado pela inativacdo de enzimas e proteinas importantes na protecdo das
células contra agentes oxidantes e pela ativacdo de vias apoptdticas,” ' tais como
a ativacao de caspases. Ja em bactérias, o principal mecanismo envolvido parece
ser a inibigdo de bombas de ions transmembrana, com a consequente desregulagao
do balango ibnico na célula. Em um trabalho em que (terc-ButNH3)s[V10O2s] foi
testado contra Streptococcus pneumoniae, uma bactéria Gram-positiva, observou-se
um aumento do efluxo de K*, indicativo de inibicdo de canais idnicos na membrana,

levando ao processo de morte celular.'”’

5.4.2.3 Estimativa da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) por

citometria de fluxo

Estudos por espectrofotometria de fluorescéncia mostram que o
decavanadato € capaz de gerar estresse oxidativo em células eucaridticas,***
aumentando a concentragao de espécies reativas de oxigénio (ERO) no ambiente
intracelular.¥ 2% Muitas vezes o aumento dos niveis de ERO é acompanhado ou
precedido pela perda do potencial de membrana AW, como relatado na Secao
5.4.2.1.%°° Com base nisso, foi realizado um ensaio para determinar os niveis de

ERO nas culturas tratadas com NaV+4g, NicoV4 € IsoV,.
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O ensaio consistiu em tratar as culturas ressuspensas em tampao PBS com
a sonda diacetato de 2',7'-diclorodi-hidrofluoresceina, DCFH-DA, a qual ndo emite
fluorescéncia e permeia a membrana celular. Apds a entrada desta sonda nas
células, ocorre a clivagem dos dois grupos éster da DCFH-DA por esterases
citoplasmaticas, o que aprisiona a sonda clivada no citoplasma. Na presencga de
ERO a sonda clivada é oxidada a 2’-7’-diclorofluoresceina (DCF), que é altamente
fluorescente na regidao do verde (530 nm). Uma alta produgdo de ERO resulta em
um aumento da intensidade relativa da mediana de fluorescéncia (FIGURA 49).
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FIGURA 49. Esquema de funcionamento da sonda fluorescente DCFH-DA.
FONTE: Adaptado de NEBRASKA REDOX BIOLOGY CENTER EDUCATIONAL PORTAL (2017).%%"

A FIGURA 50 apresenta os graficos de dispersédo das populagdes de células
bacterianas e os graficos de linhas gerados a partir dos histogramas de contagem de
células em relagao a intensidade de fluorescéncia emitida. Os graficos de dispersao
mostram um deslocamento da densidade de células para a regiao de maior
intensidade de fluorescéncia no verde em funcdo do aumento da concentragao de
DCF, causado pela maior producdo de ERO nas células tratadas com os

polioxovanadatos.
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Diagramas representativos das intensidades de fluorescéncia medidas na regido do verde apds tratamento das culturas
bacterianas com salina a 0,9%, IsoV4, NicoVy, € NaV,o a 5,0 mmol L"e adicdo de DCFH-DA. Na coluna da esquerda, a
representagéo através de diagrama de dispersdo mostra o deslocamento da populagdo de células marcadas com DCFH-DA
(mancha mais escura) para cima (maior intensidade de fluorescéncia) mediante o tratamento com IsoV4 e NicoV4g, 0 que
indica maior concentragdo de DCF (sonda oxidada) nessas células em relacdo ao controle. Na coluna da direita, a populagédo
de células controle esta representada em preto e a populagéo de células que receberam os respectivos tratamentos esta
representada em verde. O deslocamento da banda em verde para a direita é indicativo do aumento da intensidade de
fluorescéncia captada por FL1. *FL1-H = intensidade da fluorescéncia na regido do verde.



117

A cultura tratada com NaV4g exibiu um valor da mediana de fluorescéncia de
7843 unidades arbitrarias (u.a.), ao passo que aquelas tratadas com NicoVy €
IsoV,o exibiram valores de 13721 e 11183 u.a. respectivamente, ou seja, entre 1,4 e
1,7 vezes superiores ao registrado para o NaV4o (FIGURA 51). A amostra controle
exibiu um valor de mediana de fluorescéncia de 2661 u.a., valor cerca de trés vezes
menor do que o da amostra tratada com NaV4o e cerca de cinco e quatro vezes
menor do que o das amostras tratadas com NicoV,o e IsoVg respectivamente. O
aumento na concentragdo de ERO observado neste ensaio foi compativel com as

respectivas porcentagens de células mortas obtidas no ensaio descrito no item 4.2.2.
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FIGURA 51. Grafico de barras comparativo das medianas de intensidade de ﬂuorescépcia entre o
controle e as células tratadas com IsoV,,, NicoV,, € NaV,, a 5,0 mmol L. Barras de
erros nao sao mostradas pois o0 ensaio s6 péde ser realizado uma vez até o momento.

Ainda nao foi possivel concluir se NaV49, NicoVy, e IsoV4y provocaram
diretamente esse aumento na producdo de ERO nas bactérias ou se o aumento
ocorreu em consequéncia do processo de morte celular, este ultimo induzido pelos
danos causados pelos polioxovanadatos na membrana plasmatica. Estudos
sugerem que o mecanismo de producao de espécies reativas de oxigénio pelo anion
decavanadato € diferente daquele observado para monovanadatos, os quais
aumentam as ERO no meio intracelular de modo mais expressivo do que o V4q.% 1%
Por outro lado, o Vo inibe certas enzimas importantes na protecdo das células
contra o estresse oxidativo, tais como a superdxido dismutase e a catalase,® 2%
além de nao sofrer reducao pela glutationa,z; 3 um tripeptideo que atua como agente

redutor, protegendo as células contra ERO.
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Estudos recentes em células eucaridticas sugerem que o aumento da
produgcdo de ERO ocorra em decorréncia da especiacdo do V4o em espécies

% 1% No presente trabalho, por outro lado, os compostos que se

monomeéricas.
mostraram mais estaveis no estudo por RMN de °'V (NicoVy e IsoV4e) foram
aqueles que produziram o maior aumento nos niveis das espécies reativas de
oxigénio nas culturas bacterianas. No entanto, ainda nao foi possivel avaliar se a
maior toxicidade esta relacionada a estabilidade do POV em solugdo, ou as
mudang¢as na interacdo do polioxodnion com a membrana plasmatica devidas a

presenca das moléculas e cations organicos.

5.5 CONSIDERACOES SOBRE A ACAO DOS DECAVANADATOS SOBRE AS
CULTURAS DE E. coli

A analise conjunta dos trés ensaios realizados empregando a técnica de
citometria de fluxo demonstrou que os compostos sintetizados ndo somente causam
inibicdo do crescimento das culturas de E. coli, mas conduzem a morte das bactérias
no meio de cultura. A maior inviabilizagcao das células por NicoV4 € IsoV,o expressa
a sua maior susceptibilidade aos POV quando estes estdo associados a moléculas
organicas, mesmo que nao toxicas isoladamente. Assim, a presenga da nicotinamida
e da isonicotinamida mostrou-se importante para os efeitos observados; entretanto,
nao foi possivel comprovar se essa importancia reside na manutengao da estrutura
do V1o em solug&o ou no auxilio para que o anion interaja com a membrana celular
dos micro-organismos.

Os efeitos do anion decavanadato sobre células eucaridticas encontram-se
relativamente bem descritos na literatura.? * 3 Contudo, apesar de haver relatos
acerca de sua acgao antibidtica, pouco se sabe sobre os efeitos do anion sobre
bactérias, que sao estruturalmente e fisiologicamente bastante diferentes de células
eucaridticas. A FIGURA 52 ressalta alguns dos potenciais alvos bacterianos sobre

os quais 0 V1o pode agir.% 1% 12 107: 208
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FIGURA 52. Alvos propostos para a agao do anion decavanadato sobre células procariodticas. 1 —
canais ibnicos de membrana;107 2 — ATPases ABC;208 3 — bicamada fosfolipidica da
membrana celular;®®' 4 — enzimas e metabolitos responsaveis pela protecdo da célula
contra o estresse oxidativo;> 5 — material genético da bactéria, ndo protegido por
envelope nuclear.?*®

Com base nos resultados dos ensaios biolégicos e também na literatura, séo
resumidas nesta segcao as hipdteses levantadas em relagdo a atividade dos
compostos estudados sobre as bactérias da espécie Escherichia coli.

O ensaio de avaliagdo do potencial de membrana mostrou que os trés
compostos avaliados (NaVq, NicoVy, e IsoVyy) causam desacoplamento da
membrana da E. coli com consequente perda do gradiente de potencial AW. Estudos
mostram que o V4o pode interagir com a membrana de muitas formas, entre elas

através da inibigdo de proteinas de membrana’ 197 20

e também por intercalagao
com os proprios lipidios que constituem a bicamada fosfolipidica da parede celular
(numero 3 na FIGURA 52).%°" Isso pode tornar a membrana mais fluida, causando a
perda do gradiente de protons e tornando-a também permeavel a outros ions,
prejudicando o equilibrio idbnico da célula.

O ensaio de incorporagao de iodeto de propidio evidenciou os danos
provocados pelos decavanadatos a membrana celular, inviabilizando as células em
cultura e possivelmente causando a morte de parte dessa populacdo. A morte das
membrana provocada pelo decavanadato, representadas pelos numeros 7 e 2 na
FIGURA 52.77 A inibicdo de transportadores de ions transmembrana pode levar a
morte das células devido a desregulacéo do balango ibnico existente entre o meio
intra e extracelular.

Ja o ensaio de producdo de espécies reativas de oxigénio mostrou um

aumento nos niveis de ERO nas culturas tratadas com os compostos de interesse.
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Estudos mostram que tal producdo de ERO por polioxovanadatos nao ocorre de
forma direta, como no caso dos vanadatos simples.? '°® O aumento na produgao de
ERO provocado pelo decavanadato possivelmente ocorre pela inibicdo de enzimas e
peptideos antioxidantes presentes no ambiente intracelular,® '® tais como a
catalase, a glutationa e as peroxirredutases (4 na FIGURA 52). Ainda nao ha relatos
acerca da interagao direta do decavanadato com o material genético de células (5 na
FIGURA 52). No entanto, a inibicdo da ABC ATPase MutS (um membro da
superfamilia de ATPases ABC) pelo V4o pode, indiretamente, causar mutagdées no

DNA das células procarioticas.*®
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6 CONCLUSAO

O decavanadato tem recebido bastante atencdo da comunidade cientifica
nos ultimos anos, principalmente em relacdo as suas aplicagdes em catalise e suas
potenciais aplicagbes farmacologicas. O anion tem sido considerado um inibidor da
atividade de proteinas dependentes de fosfato mais potente do que vanadatos mais
simples e outros complexos de vanadio, o que faz do Vi, um 6timo candidato a
agente antidiabético, anticancer, antiparasitario, antiviral e antibidtico.

Ha um conhecimento relativamente amplo acerca dos alvos biolégicos do
polioxoanion, embora seus mecanismos de acado ainda estejam longe de serem
completamente elucidados. Entretanto, na maioria das vezes, esse conhecimento se
limita ao anion decavanadato em si, com pouca informacgao a respeito do papel que
diferentes cations desempenham na atividade bioldgica promissora do Vi O
presente trabalho buscou fazer novas contribuicdes para a compreensao do efeito
que os cations tém sobre a acdo do decavanadato. As bases organicas escolhidas
para este estudo sdo essenciais a organismos vivos, como a vitamina B3
(nicotinamida) e a vitamina B6 (piridoxina), ou s&o muito utilizadas em meio biologico
como tampbes (‘tris”) e na fabricagdo de farmacos (isonicotinamida), nao
oferecendo, assim, risco inerente aos organismos.

A etapa inicial deste trabalho consistiu na adaptacédo e otimizagado de
diversos métodos de sintese encontrados na literatura. Variaram-se parametros tais
como:

»  materiais de partida: NH4;VO3, NaVO3; e V,0s5;

» pH:de 2,0a5,0;

»  temperatura de refluxo: de 0 a 100 °C;

» tempo de reacdo: de 1 ha 24 h.

A metodologia que levou aos produtos mais puros e com maior rendimento
foi aquela em que se utilizou V,05 como reagente de partida em uma suspenséao
aquosa com as bases organicas de interesse em refluxo por 3 h. Este método foi
utilizado para a obtengcdo dos produtos com nicotinamida — NicoVyy — e
isonicotinamida — IsoV4y. Tentativas partindo do pentéxido de vanadio(V) ainda
serdo realizadas com variagdes nas condi¢gdes de reagao para se obter um produto
TrisV4o mais puro. A sintese de PirV, também devera ser otimizada de modo a

aumentar o rendimento e a pureza do produto.
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Dentre os compostos de vanadio, a quimica do decavanadato é
relativamente nova. Apesar de haver um numero expressivo de estudos acerca do
polioxoanion, ainda ha muito a se entender a respeito da quimica do POV tanto no
estado solido quanto em solugcdo. Sinteses de novos materiais contendo o anion
associado a cations organicos com o0s grupamentos amina, amida ou acido
carboxilico podem auxiliar no entendimento sobre as interagcbes do Vi, com
proteinas em meio bioldgico.

Dois produtos inéditos na literatura foram sintetizados:
(1,4-CeH7N20)4[H2V 10028]-2CsHsN20O  (IsoV4p) € [NH3C(CH20H)3]4[V10H2028]- 10H,0
(TrisV49). A estrutura cristalina de (1,3-CeH7N20)4[H2V10028]-2H20-2CsHsN,O
(NicoV4p) ja havia sido descrita, mas o produto foi caracterizado de forma mais
completa pela primeira vez como parte do presente estudo. O produto PirV, —
[(VO2)2u2-(CsH10NO3),] — também ja havia sido relatado em termos de sua analise
cristalografica. Os produtos NicoV4q e IsoV4o foram caracterizados no estado solido
e em solugado aquosa, tendo suas formulagées e pureza confirmadas por todas as
técnicas. TrisVi9 e PirV,, por outro lado, ainda se encontram em fase de
caracterizacao e nao foram abordados em detalhes.

Os decavanadatos contendo nicotinamida e isonicotinamida (e seus
respectivos acidos conjugados) revelaram-se como cocristais através da analise por
DRX de monocristal. A cocristalizacdo de produtos com decavanadato ainda néo é
muito explorada, fazendo-se necessarios novos estudos com variagdo das
condi¢des sintéticas tendo em vista explorar as condi¢cées que levam a formacao de
sais ou de cocristais. Outros estudos que podem auxiliar na compreensao desses
sistemas estao relacionados a parametros fisico-quimicos, que podem ser obtidos
por meio de ensaios termodinamicos e cinéticos. Embora este trabalho tenha
demonstrado o aumento da toxicidade pela combinacdo do decavanadato com
moléculas organicas, ainda n&o foi avaliado se a cocristalizagcdo de moléculas
organicas catiénicas e neutras com o POV tem efeito expressivo sobre esse sistema.

Os produtos NicoV4y e IsoV4y foram testados quanto a inibicdo da
viabilidade celular em culturas de Escherichia coli DH5a. O polimero de
coordenagao [{Nag(H20)20V10028:4H,0}], NaVyo, foi utilizado como referéncia sem
cations organicos para comparagao. O que se observou foi uma grande diminuigao
da viabilidade celular provocada pelos decavanadatos com cations organicos, em

contraste com aquela observada para o decavanadato com sddio. Uma inibicao de
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quase 80% foi obtida com NicoV,o e IsoV4y, enquanto NaV,o inibiu o crescimento
das culturas em cerca de 40%. Tal diferenga corrobora dados da literatura de que as
moléculas organicas associadas ao decavanadato podem potencializar os efeitos do
anion por melhorar sua absorcdo pelas células. No entanto, estudos mais
aprofundados devem ser conduzidos a fim de confirmar tal hipotese.

Os ensaios por citometria de fluxo forneceram informacdes interessantes e
inéditas nos estudos de polioxovanadatos quanto ao seu efeito bioldgico. Eles
mostraram que n&o somente os compostos diminuem a viabilidade das células
bacterianas, mas também provocam sua morte com perda do potencial de
membrana. A analise da produgao de espécies reativas de oxigénio pelas bactérias
tratadas com os compostos de interesse mostrou que ha um aumento da
concentracdo de ERO nessas células, o que parece confirmar relatos da literatura de
que o V4o tem seu efeito toxico provocado, dentre outros fatores, por estresse
oxidativo no ambiente intracelular.

As sinteses dos produtos TrisV4o e PirV; levaram a resultados interessantes
no que diz respeito a quimica redox e de coordenagao do vanadio, além de trazer
questionamentos acerca da contribuicdo das espécies organicas para essa quimica.
Nas préoximas etapas do trabalho, a caracterizagdo de ambos os produtos devera ser
concluida e TrisV,p, dada sua boa solubilidade em agua, também sera empregado
nos ensaios biolégicos para comparagao com NicoVqg € IsoVo.

Estudos envolvendo o anion decavanadato em organismos vivos ainda sao
escassos, principalmente no que diz respeito a sua agao em bactérias, cuja biologia
molecular e processos celulares sdo bastante diferentes daqueles de células
eucaridticas. A compreensido de como o anion decavanadato € absorvido pelas
células procaridticas, quais sdo os seus sitios de acdo e como ele interage com
enzimas e transportadores no meio intracelular ainda constitui um desafio no estudo
desse polioxovanadato. O presente trabalho tem procurado trazer ferramentas
adicionais para o estudo da quimica e bioquimica do anion decavanadato,

procurando racionalizar o papel dos cations organicos nesses dois aspectos.
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ANEXO 1

1680
1618

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

, -1
Numero de onda / cm

FIGURA A1 Espectros de absorcdo no infravermelho da nicotinamida (em preto) e da isonicotinamida
(em vermelho) registrados em pastilhas de KBr.
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ANEXO 2

TABELA A1. DADOS CRISTALOGRAFICOS E REFINAMENTO DA ESTRUTURA
PARA [(C5H4NH-CONH2)4][H2V10028](C5H4N-CONH2)2 (lSOVm)

Cddigo de identificagao JMMO1_85as1

Férmula elementar 4(C6 H7 N2 O), H2 028 V10, 2(C6 H6
N2 O)

Massa/mol (g/mol) 1696,21

Temperatura 100(2) K

Comprimento de onda 0,71073 A

Sistema cristalino, grupo espacial Triclinico, P-1

Dimensdes da célula unitaria a=9,3942(9) A a =82,984(4)°
b =10,2468(9) A B =81,607(4)°
c= 14,0204513) A y = 88,817(4)°

Volume 1325,2(2) A

Z, densidade calculada 1, 2,126 mg/m3

F(000) 844

Coeficiente de absorgao 1,795 mm™’

Cor do cristal, formato bloco amarelo

Tamanho do cristal 0,129 x 0,091 x 0,034 mm

No difratdmetro:

Faixa de coleta de dados 36a275°

indices limitantes -12<=h<=12, -13<=k<=13, -18<=|<=18

Completude para 6 25,2 °,99,7 %

Correcao de absorcgao Semi-empirica de equivalentes

Transmissdo maxima e minima 0,8457 e 0,6924

Reflexdes coletadas / unicas 57076 / 6081 [R(int) = 0,092]

Numero de reflexdes “observadas” (I > 20) 4752

Estrutura determinada por: Métodos diretos, em SHELXS

Refinamento: Mzatriz integral minimos quadrados em
F

Dados / restricoes / parametros 6081 /2 /499

Qualidade de ajuste em F? 1,032

R (dados “observados”) R1=0,035, wR;, = 0,072

R (todos os dados) R4 = 0,056, wR, = 0,079

Reflexdes ponderadas: w = [0%(Fo%)+(0,0299*P)%*+1,9201*P]
onde P = (Fo?+2Fc?)/3

Coeficiente de extingao n/a

Maior diferenca pico e buraco 0,48 € -0,48 e,A3

Localizagao do pico de maior diferenca préximo ao atomo C(10)
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TABELA A2, COORDENADAS ATOMICAS (x 10°) E PARAMETROS DE
DESLOCAMENTO ISOTROPICO EQUIVALENTES (A% X 10%). U(eq) E
DEFINIDO COMO UM TERGCO DO TRACO DO TENSOR Ui

ORTOGONALIZADO.
X y z U(eq)
V(1) 51713(4) 31516(4) 37523(3) 74.9(10)
V(2) 59998(4) 60753(4) 31715(3) 71.6(10)
V(3) 25497(5) 24957(4) 52966(3) 83.8(10)
V(4) 33806(4) 54089(4) 47548(3) 62.2(10)
V(5) 44462(5) 82884(4) 42272(3) 80.3(10)
o(1) 57074(19) 28668(17) 26556(13) 104(4)
0(2) 65613(19) 58034(18) 20793(13) 113(4)
0(3) 60001(18) 18014(17) 44338(13) 83(4)
O(4) 76863(19) 68551(18) 34535(13) 95(4)
0O(5) 33494(18) 24830(17) 40298(13) 88(4)
0(6) 43196(18) 49556(17) 35197(13) 78(4)
o(7) 50401(18) 75603(17) 30351(13) 93(4)
0(8) 37281(19) 11913(17) 57504(13) 96(4)
0(9) 45716(18) 37528(17) 52504(13) 81(4)
O(10) 10331(19) 17757(18) 53636(14) 125(4)
O(11)  19631(18) 43991(17) 48610(13) 85(4)
0(12) 28271(18) 69270(17) 43688(13) 94(4)
O(13) 36090(20) 95758(18) 38476(13) 125(4)
O(14) 32423(18) 56492(17) 61222(12) 77(4)
(1) 30460(30) 46710(30) 8392(19) 112(5)
(2) 16700(30) 44160(20) 15464(19) 95(5)
(3) 15990(30) 44860(30) 25310(20) 112(5)
4) 2790(30) 43450(30) 31120(20) 125(5)
5) -8650(30) 40300(30) 17820(20) 110(5)
6) 4220(30) 41670(20) 11690(20) 105(5)
1) 42630(30) 44880(30) 11980(20) 229(6)
2) -9090(20) 41240(20) 27305(17) 105(4)
1A)  29600(20) 50690(20) -115(14) 200(5)
7) -22590(30) 88200(30) 84660(20) 119(5)
8) -8500(30) 90210(20) 77819(19) 103(5)
9) 3620(30) 93040(30) 81860(20) 136(6)
0) 16920(30) 93860(30) 76150(20) 144(6)
1)  6550(30) 89590(30) 62630(20) 126(5)
2)  -7050(30) 88750(30) 68040(20) 121(5)
) -34530(30) 88390(30) 80660(20) 170(5)
) 17950(30) 91950(20) 66819(18) 134(5)
2A) -22200(20) 86230(20) 93420(14) 185(4)
13)  138430(30) 82350(30) 2710(20) 137(6)
14)  124490(30) 79650(30) 9630(20) 114(5)
15)  123630(30) 79080(30) 19610(20) 134(6)
16)  110430(30) 76530(30) 25330(20) 130(5)
17)  99240(30) 75120(30) 11910(20) 133(5)
18) 112070(30) 77620(30) 5720(20) 128(5)



N(5)
N(6)
O(3A)

150500(30)
98480(20)
138080(20)

80940(30)
74610(20)
85680(20)

6720(20)
21544(16)
-5933(14)

238(6)
113(5)
188(4)
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TABELA A3. DIMENSOES MOLECULARES. OS COMPRIMENTOS DE LIGACAO
ESTAO EM ANGSTROMS, ANGULOS EM GRAUS. E.S.DS ESTAO
EM PARENTESES.

V(1)-0(1) 1,6065(18)
V(1)-0(3) 1,8118(18)
V(1)-0(5) 1,8272(17)
V(1)-O(14)#1 1,9918(17)
V(1)-0(6) 2,0080(18)
V(1)-0(9) 2,2506(18)
V(1)-V(3) 3,0595(6)

V(1)-V(2) 3,0919(6)

V(1)-V(5)#1 3,0959(7)

V(2)-0(2) 1,6010(19)
V(2)-0(7) 1,7571(18)
V(2)-0(4) 1,9019(18)
V(2)-0(6) 1,9388(17)
V(2)-O(14)#1 2,0824(18)
V(2)-O(9)#1 2,2268(18)
V(2)-V(5) 3,0848(6)

V(2)-V(4) 3,0908(6)

V(3)-0(10) 1,6034(18)
V(3)-0(5) 1,8262(18)
V(3)-0(8) 1,8312(18)
V(3)-0(4)#1 1,9307(19)
V(3)-0(11) 2,0599(18)
V(3)-0(9) 2,3057(17)

O(14)-V(2)#1
C(1)-O(1A)
C(1)-N(1
C(1)-C(2
C(2)-C(3
C(2)-C(6
C(3)-C(4
C(3)-H(3
C(4)-N(2
C(4)-H(4
C(5)-N(2
C(5)-C(6
C(5)-H(5
C(6)-H(6
N(1)-H(1N1)
N(1)-H(2N1)
N(2)-H(1N2)
C(7)-0(2A)
C(7)-N(3)
C(7)-C(8)
C(8)-C(12)
C(8)-C(9)
C(9)-C(10)

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

2,0824(18)
1,226(3)
1,316(4)
1,517(3)
1,383(4)
1,394(4)
1,380(4)
0,88(4)
1,341(3)
0,96(3)
1,340(4)
1,376(4)
0,97(3)
0,95(3)
0,84(4)
0,73(4)
0,856(18)
1,226(3)
1,323(4)
1,519(3)
1,384(4)
1,394(4)
1,380(4)



V(3)-V(5)#1
V(3)-V(4)
V(4)-0(12)
V(4)-0(11)
V(4)-0(6)
V(4)-0(14)
V(4)-0(9)
V(4)-O(9)#1
V(4)-V(5)
V(5)-0(13)
V(5)-0(8)#1
V(5)-O(3)#1
V(5)-0(7)
V(5)-0(12)
V(5)-O(9)#1
V(5)-V(3)#1

V(5)-V(1)#1
0(3)-V(5)#1
O(4)-V(3)#1
O(4)-H(104)
O(8)-V(5)#1
0(9)-V(4)#1
0(9)-V(2)#1
O(9)-V(5)#1
O(14)-V(1)#1

0(1)-V(1)-0(3)
O(1)-V(1)-0(35)
O(3)-V(1)-0(5)

3,0628(7)
3,0767(6)
1,6811(18)
1,6814(17)
1,9303(18)
1,9477(18)
2,1153(18)
2,1216(17)
3,1028(6)
1,5969(18)
1,8123(18)
1,8542(18)
1,9174(19)
2,0568(18)
2,3465(18)
3,0628(7)
3,0959(7)
1,8542(18)
1,9307(19)
0,83(2)
1,8123(18)
2,1216(17)
2,2268(18)
2,3465(18)
1,9918(17)

101,31(9)
104,39(9)
95,47(8)

C(9)-H(9)

C(10)-N(4)

C(10)-H(10)
C(11)-N(4)
C(11)-C(12)
C(11)-H(11)

C(12)-H(12)
N(3)-H(1N3)
N(3)-H(2N3)
N(4)-H(1N4)

C(13)-0(3A)
C(13)-N(35)

C(13)-C(14)
C(14)-C(15)
C(14)-C(18)
C(15)-C(16)
C(15)-H(15)
C(16)-N(6)

C(16)-H(16)
C(17)-N(6)

C(17)-C(18)
C(17)-H(17)
C(18)-H(18)

N(5)-H(1N5)
N(5)-H(2N5)

V(4)#1-0(9)-V(2)#1
V(4)-0(9)-V(1)
V(4)#1-0(9)-V(1)

0,93(3)
1,336(4)
0,94(4)
1,334(4)
1,386(4)
0,91(3)
0,94(3)
0,79(4)
0,78(4)
0,77(4)
1,223(3)
1,335(4)
1,520(4)
1,385(4)
1,390(4)
1,385(4)
0,83(3)
1,338(3)
0,94(3)
1,337(4)
1,387(4)
0,96(3)
0,94(3)
0,81(4)
0,79(4)

90,56(7)
93,37(7)
93,06(7)
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O(1)-V(1)-O(14)#1
O(3)-V(1)-0(14)#1
O(5)-V(1)-O(14)#1
O(1)-V(1)-O(6)
0(3)-V(1)-0(6)
0(5)-V(1)-0(6)
O(14)#1-V(1)-0(6)
0(1)-V(1)-0(9)
O(3)-V(1)-0(9)
O(3)-V(1)-0(9)
O(14)#1-V(1)-0(9)
O(6)-V(1)-0(9)
0(2)-V(2)-0(7)
0(2)-V(2)-0O(4)
O(7)-V(2)-O(4)
0(2)-V(2)-0(6)
0(7)-V(2)-0(6)
0(4)-V(2)-0(6)
0(2)-V(2)-O(14)#1
O(7)-V(2)-O(14)#1
O(4)-V(2)-O(14)#1
0(6)-V(2)-O(14)#1
0(2)-V(2)-O(9)#1
O(7)-V(2)-O(9)#1
O(4)-V(2)-O(9)#1
)

0O(6)-V(2)-O(9)#1

O(14)#1-V(2)-O(9)#1

0(10)-V(3)-0(5)

(6
(
(
0(10)-V(3)-0(8)

97,78(8)
90,84(8)
155,21(8)
100,66(8)
155,76(8)
88,86(7)
76,14(7)
173,64(8)
81,27(7)
81,02(7)
76,28(7)
75,85(7)
103,91(9)
99,06(9)
95,06(8)
102,57(8)
95,84(8)
152,60(8)
97,90(8)
157,88(8)
85,03(7)
75,57(7)
172,31(8)
83,55(7)
78,19(7)
78,17(7)
74,79(7)
103,82(9)
103,77(9)

V(2)#1-0(9)-V(1)
V(4)-0(9)-V(3)
V(4)#1-0(9)-V(3)
V(2)#1-0(9)-V(3)
V(1)-0(9)-V(3)
V(4)-0(9)-V(5)#1
V(4)#1-0(9)-V(5)#1
V(2)#1-0(9)-V(5)#1
V(1)-0(9)-V(5)#
V(3)-0(9)-V(5
V(4)-
)-
)-
)-

(

V(4)-0(12)-V(5)
(
(

vv

#1
O(11)-V(3)

V(4)-0(14)-V(1)#1
V(4)-0(14)-V(2)#1
V(1)#1-0(14)-V(2)#1

O(1A)-C(1)-N(1)
O(1A)-C(1)-C(2)
N(1)-C(1)-C(2)
C(3)-C(2)-C(6)
C(3)-C(2)-C(1)
C(6)-C(2)-C(1)
C(4)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-H(3)
C(2)-C(3)-H(3)
N(2)-C(4)-C(3)
N(2)-C(4)-H(4)
C(3)-C(4)-H(4)
N(2)-C(5)-C(6)
N(2)-C(5)-H(5)

168,69(9)
88,09(6)
170,01(9)
90,24(6)
84,36(6)
170,38(9)
87,82(6)
84,79(6)
84,64(6)
82,35(6)
110,23(9)
111,82(9)
107,36(8)
106,85(8)

118(2)
123(2)
120,6(3)
119,4(17)
119,9(17)
120,1(2)
115,9(18)
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0(5)-V(3)-0(8)
0(10)-V(3)-O(4)#1
O(5)-V(3)-O(4)#1
0(8)-V(3)-O(4)#1
0(10)-V(3)-O(11)
0(5)-V(3)-0(11)
0(8)-V(3)-0(11)
O(4)#1-V(3)-0(11)
0(10)-V(3)-0(9)
0(5)-V(3)-0(9)
0(8)-V(3)-0(9)
O(4)#1-V(3)-0(9)
0(11)-V(3)-0(9)
0(12)-V(4)-0(11)
0(12)-V(4)-O(6)
0(11)-V(4)-O(6)
)-

-V
0(12)-V(4)-0(14)

)-
)-
(12)-
(11)-
(12)-
O(11)-V(4)-O(14)
O(6)-V(4)-O0(14)
0(12)-V(4)-0(9)
O(11)-V(4)-0(9)
O(6)-V(4)-0(9)
O(14)-V(4)-0(9)
0(12)-V(4)-O(9)#1
O(11)-V(4)-O(9)#1
O(6)-V(4)-O(9)#1
O(14)-V(4)-O(9)#1
0(9)-V(4)-O(9)#1
O(13)-V(5)-O(8)#1

93,95(8)
100,12(9)
154,21(8)
89,51(8)
99,82(8)
84,98(7)
155,93(8)
81,62(7)
173,04(8)
79,52(7)
81,92(7)
75,68(7)
74,22(7)
107,26(9)
97,92(8)
96,94(8)
96,68(8)
97,25(8)
155,60(7)
165,33(8)
87,38(8)
80,75(7)
80,18(7)
87,06(8)
165,67(8)
81,01(7)
80,33(7)
78,29(7)
105,85(9)

C(6)-C(5)-H(5)
C(5)-C(6)-C(2)
C(5)-C(6)-H(6)
C(2)-C(6)-H(6)
C(1)-N(1)-H(1N1)
C(1)-N(1)-H(2N1)

H(1N1)-N(1)-H(2N1)

C(5)-N(2)-C(4)
C(5)-N(2)-H(1N2)
C(4)-N(2)-H(1N2)
O(2A)-C(7)-N(3)
O(2A)-C(7)-C(8)
N(3)-C(7)-C(8)
C(12)-C(8)-C(9)
C(12)-C(8)-C(7)
C(9)-C(8)-C(7)
C(10)-C(9)-C(8)
C(10)-C(9)-H(9)
C(8)-C(9)-H(9)
N(4)-C(10)-C(9)
N(4)-C(10)-H(10)
C(9)-C(10)-H(10)
N(4)-C(11)-C(12)
N(4)-C(11)-H(11)
C(12)-C(11)-H(11)
C(8)-C(12)-C(11)
C(8)-C(12)-H(12)
C(11)-C(12)-H(12)
C(7)-N(3)-H(1N3)

124,0(18)
2(3)
121,3(18)
119,5(18)
121(2)
122(3)
117(4)
121,7(2)
122(2)
116(2)
124,3(3)
118,6(2)
117,1(2)
119,2(2)
123,5(2)
117,2(2)
119,7(3)
120,8(19)
119,5(19)
119,3(3)
115(2)
126(2)
120,1(3)
117,9(18)
122,0(18)
118,9(3)
121(2)
120(2)
115(3)
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0(13)-V(5)-O(3)#1
O(8)#1-V(5)-O(3)#1
0(13)-V(5)-0(7)
O(8)#1-V(5)-0(7)
O(3)#1-V(5)-0(7)
0(13)-V(5)-0(12)
O(8)#1-V(5)-0(12)
O(3)#1-V(5)-0(12)
0(7)-V(5)-0(12)
0(13)-V(5)-O(9)#1
O(8)#1-V(5)-O(9)#1
O(3)#1-V(5)-O(9)#1
O(7)-V(5)-O(9)#1
0(12)-V(5)-O(9)#1

V(1)-0(3)-V(5)#1
V(2)-0(4)-V(3)#1
V(2)-0(4)-H(104)
V(3)#1-0O(4)-H(104)
V(3)-0(5)-V(1)
V(4)-0(6)-V(2)
V(4)-0(6)-V(1)
V(2)-0(6)-V(1)
V(2)-O(7)-V(5)
V(5)#1-0(8)-V(3)
V(4)-0(9)-V(4)#1
V(4)-0(9)-V(2)#1

103,18(9)
92,17(8)
100,88(9)
90,68(8)
153,97(8)
99,64(8)
154,42(8)
83,94(7)
82,40(7)
172,80(8)
81,16(7)
77,83(7)
77,06(7)
73,30(7)
115,23(9)
113,89(9)
122(4)
124(4)
113,74(9)
106,04(8)
107,58(8)
103,13(8)
114,10(9)
114,41(9)
101,71(7)
96,39(7)

C(7)-N(3)-H
H(1N3)-N
C(11)-N(4)-C(10)
C(11)-N(4)-H(1N4)
C(10)-N(4)-H(1N4)
O(3A)-C(13)-N(5)
O(3A)-C(13)-C(14)
N(5)-C(13)-C(14)

(2N3)

C(15)-C(14)-C(18)
C(15)-C(14)-C(13)
C(18)-C(14)-C(13)
C(14)-C(15)-C(16)
C(14)-C(15)-H(15)
C(16)-C(15)-H(15)

N(6)-C(16)-C(15)
N(6)-C(16)-H(16)
C(15)-C(16)-H(16)
N(6)-C(17)-C(18)
N(6)-C(17)-H(17)
C(18)-C(17)-H(17)
C(17)-C(18)-C(14)
C(17)-C(18)-H(18)
C(14)-C(18)-H(18)
C(13)-N(5)-H(1N5)
C(13)-N(5)-H(2N5)
H(1N5)-N
C(17)-N(6)-C(16)

(3)-H(2N3)

(5)-H(2N5)

120(3)
125(4)
122,8(2)
119(3)
118(3)
124,2(3)
119,9(2)
115,9(3)
118,6(2)
123,1(2)
118,3(2)
118,9(3)
123(2)
118(2)
122,4(3)
117(2)
120(2)
9(3)
,1(18)
119,0(18)
119,1(3)
121,3(18)
119,5(18)
119(3)
118(3)
122(4)
119,1(2)
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TABELA A4. PARAMETROS DE DESLOCAMENTO ANISOTROPICO (A% x 10%
PARA A EXPRESSAO: exp{-2m’(h’a**Uys+...+2hka*b*Us2)}. E.S.DS
ESTAO EM PARENTESES.

U4 Uz Uss Uz Uiz Uiz
V) 732) 742 77 120 62 6@
V)  69(2)  77(2)  67(2)  -32)  -5(2)  0(2)
V(3)  68(2)  82(2)  102Q2) -12(2) -9@2)  -16(2)
V&) 47(2) 74(2)  66(2)  -6(2)  -10(2)  0(2)
V(5)  81(2)  70(2)  90(2)  -5(2)  -17(2)  3(2)
o(1)  116(9) 1139) 91(9)  -33(7) -21(7)  -5(7)
0(2)  118(9) 126(9) 95(9)  -16(7)  -13(7)  6(7)
o(3)  738) 76(8)  96(9) -7(7)  27)  9(7)
o@)  61(9)  118@) 99(9)  -10(7)  10(7)  -19(7)
o()  93(9)  839)  9209) -7(7)  27(7)  -16(7)
o)  67(8)  82(9) 859  7(7)  -21(7)  -9(7)
o(7) 919  91(9)  93(9)  12(7)  -17(7)  5(7)
O(8)  99(9)  94(9)  94(9)  -2(7)  -16(7)  -18(7)
0(9)  73(8)  84(9)  89(9)  2(7)  -29(7) -6(7)
O(10)  111(9) 123(9) 139(10) -24(7) 0O(7)  -29(7)
o(11)  72(8)  102(9) 83(Q)  -10(7)  -14(7)  -10(7)
O(12)  81(8)  98(9)  102(9) -47)  -19(7)  5(7)
O(13)  137(9) 108(9) 128(10) 6(7)  -29(8)  16(7)
O(14)  56(8)  96(9)  75Q)  -6(7) A7)  -10(7)

114(12)  109(13) 112(14
82(12)  69(12)  123(13
98(12)  133(13) 109(13
130(13)  152(14) 100(14

) -29(10)  10(10)  -18(10)
|

C(S; 100(12) 89(12)  148(14
2

14(10)  6(10)  -7(9)
-10(10)  -28(10)  -6(10)
-32(10)  -25(10)  6(10)
21(10)  -28(10)  -17(10)
-17(10)  -14(10)  13(10)
98(12)  -2(10)  -25(11)
18(9)  17(9)  4(8)
-1(9) -1(8) 9(9)

)
)
)
|
117(13)  87(12)  110(14)
89(12)  458(18) 108(14)
59(10)  119(11) 130(12)
O(1A)  101(10) 376(13) 111(10)
C(7) 124(13) 96(13)  130(14) -2(10)  3(10)  -10(10)
C(8) 81(12)  75(12)  139(14) 8(10)  10(10)  -2(9)
C(9) 145(13) 130(13) 132(15) 2(11)  -31(11)  13(10)
C(10)  120(13) 129(13) 189(15) -19(11) -40(11) -6(10)
C(11)  148(13) 115(13) 115(14) -26(10) -9(11)  2(10)
C(12)  83(12)  101(13) 180(14) -7(10)  -26(11) -2(10)
N(3) 89(12)  282(14) 116(13) 24(11)  31(10)  -22(10)
N(4) 82(11)  133(12) 166(13) 15(9)  34(10)  -17(9)
O(A)  113(9)  296(12) 131(11)
C(13)  125(13) 126(13) 147(15)
C(14)  94(12) 80(12)  158(14)
C(15)  94(13)  159(14) 157(14) -8(11)  -52(11) 5(10)
C(16)  152(13) 134(13) 100(14) -8(10)  -8(11)  11(10)
C(17)  122(13) 137(13) 146(14) -21(10) -33(11) -10(10)
(
(

-3(8) 16(8)  -4(8)
-16(11)  26(11)  -6(10)
9(10)  -8(10)  -4(10)

C(18)  140(13) 151(14) 97(14)  -21(10) -20(10) 0(11)
N(5) 90(12)  396(17) 179(14) 104(12) 35(11)  -13(11)



N(6)
O(3A)

86(10)
143(10)

108(11)
280(12)

136(12)
121(10)

-9(9)
14(8)1

11(9)
9(8)
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-17(8)
-7(8)

TABELA A5. COORDENADAS DE HIDROGENIO (x 10%) E PARAMETROS DE
DESLOCAMENTO ISOTROPICO (A2 x 10°). TODOS OS ATOMOS DE
HIDROGENIO FORAM LOCALIZADOS EM MAPAS DE DIFERENCA E
FORAM REFINADOS LIVREMENTE (EXCETO QUE RESTRICOES
DE DISTANCIA FORAM APLICADAS AOS ATOMOS DE H LIGADOS
A O(4) E A N(2)).

X y U(iso)
H(104) 8400(40) 7010(60) 3030(30) 90(20)
H(1N1)  5050(40) 4700(40) 860(30) 27(10)
H(1N2) -1700(30) 4130(30) 3120(20) 24(9)
H(1N3) -4170(40) 8750(30) 8440(30) 25(10)
H(2N1) 4280(40) 4220(30) 1710(30) 18(9)
H(2N3) -3410(40) 8970(40) 7500(30) 32(11)
H(1N4) 2560(50) 9210(40) 6380(30) 45(13)
H(1N5) 15010(40) 7760(40) 1230(30) 45(13)
H(2N5)  15790(40) 8250(30) 330(30) 24(10)
H(3) 2350(40) 4650(30) 2810(30) 29(10)
H(4) 190(30) 4480(30) 3780(20) 7(7)
H(5) -1780(30) 3890(30) 1570(20) 15(8)
H(6) 470(30) 4120(30) 490(20) 11(7)
H(9) 270(30) 9400(30) 8840(20) 16(8)
H(10) 2570(40) 9580(30) 7820(20) 27(9)
H(11) 810(30) 8820(30) 5630(20) 7(7)
H(12) -1510(40) 8690(30) 6510(20) 19(8)
H(15) 13060(40) 8030(30) 2230(20) 22(9)
H(16) 10970(30) 7580(30) 3210(20) 19(8)
H(17) 9060(30) 7410(30) 920(20) 11(7)
H(18) 11250(30) 7810(30) -100(20) 8(7)

TABELA A6. ANGULOS DE TORGCAO EM GRAUS. E.S.DS ESTAO EM

PARENTESES.
O(1)-V(1-0(3)-V(5Y#1  -176,69(10) O(11)-V(4)-O(12)-V(5) 178,95(9)
O(5)-V(1)-0(3)-V(5Y#1  -70,80(10)  O(6)-V(4)-O(12)-V(5) -81,21(10)
O(14)#1-V(1)-0(3)-V(5)#1 85,20(10)  O(14)-V(4)-O(12)-V(5) 79,19(9)
0(6)-V(1)-O(3)-V(5}#1  28,6(2) 0(9)-V(4)-0(12)-V(5) 2,5(4)
0(9)-V(1)-0(3)-V(5Y#1  9,22(9) O(9)#1-V(4)-0(12)-V(5)  -0,71(9)
V(3)-V(1)-03)-V(5)#1  -39,75(8)  V(3)-V(4)-O(12)-V(5) -179,30(4)




V(2)-V(1)-0(3)-V(5)#1
0(10)-V(3)-0(5)-V(1)
0(8)-V(3)-0(5)-V(1)
O(4)#1-V(3)-0(5)-V(1)
0(11)-V(3)-0(5)-V(1)
0(9)-V(3)-0(5)-V(1)
V(5)#1-V(3)-0(5)-V(1)
V(4)-V(3)-0(5)-V(1)
O(1)-V(1)-0(5)-V(3)
0(3)-V(1)-0(5)-V(3)
O(14)#1-V(1)-O(5)-V(3)
0(6)-V(1)-0(5)-V(3)
0(9)-V(1)-0(5)-V(3)
V(2)-V(1)-0(5)-V(3)
V(5)#1-V(1)-0(5)-V(3)
0(2)-V(2)-0(7)-V(5)
0(4)-V(2)-0(7)-V(5)
0(6)-V(2)-0(7)-V(5)
O(14)#1-V(2)-0(7)-V(5)
O(9)#1-V(2)-O(7)-V(5)
V(4)-V(2)-O(7)-V(5)
V(1)-V(2)-O(7)-V(5)
0(10)-V(3)-0(8)-V(5)#1
0(5)-V(3)-0(8)-V(5)#1
O(4)#1-V(3)-0(8)-V(5)#1
0(11)-V(3)-0(8)-V(5)#1
0(9)-V(3)-0(8)-V(5)#1
V(1)-V(3)-O(8)-V(5)#1
V(4)-V(3)-O(8)-V(5)#1

83,20(10)
-176,01(10)
-70,79(10)
26,3(2)
85,09(10)
10,24(9)
-39,29(8)
54,41(8)
172,98(10)
69,80(10)
-34,2(2)
-86,30(10)
-10,44(9)
-86,50(10)
38,86(8)
-171,77(9)
-71,12(10)
83,71(10)
18,1(3)
6,36(9)
50,05(8)
82,44(11)
-179,59(10)
75,14(10)
-79,28(10)
-11,4(3)
-3,68(9)
43,80(8)
-4,95(13)

V(2)-V(4)-0(12)-V(5)
O(1A)-C(1)-C(2)-C(3)
N(1)-C(1)-C(2)-C(3)

O(1A)-C(1)-C(2)-C(6)
N(1)-C(1)-C(2)-C(6)
C(6)-C(2)-C(3)-C(4)
C(1)-C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-C(4)-N(2)
N(2)-C(5)-C(6)-C(2)
C(3)-C(2)-C(6)-C(5)
C(1)-C(2)-C(6)-C(5)
C(6)-C(5)-N(2)-C(4)
C(3)-C(4)-N(2)-C(5)
O(2A)-C(7)-C(8)-C(12)

N(3)-C(7)-C(8)-C(12)
O(2A)-C(7)-C(8)-C(9)
N(3)-C(7)-C(8)-C(9)
C(12)-C(8)-C(9)-C(10)
C(7)-C(8)-C(9)-C(10)
C(8)-C(9)-C(10)-N(4)
C(9)-C(8)-C(12)-C(11)
C(7)-C(8)-C(12)-C(11)
N(4)-C(11)-C(12)-C(8)
C(12)-C(11)-N(4)-C(10)

C(9)-C(10)-N(4)-C(11)
O(3A)-C(13)-C
N(5)-C(13)-C(14)-C
O(3A)-C(13)-C
N(5)-C(13)-C(14)-C(18)

(19)

(14)-C(15)

(14)-C(18)

-46,84(8)
-153,3(3)
24,4(4)
23,4(4)
-158,9(3)
-1,9(4)
174,8(2)
1,0(4)
-0,7(4)
1,7(4)
-175,1(2)
-0,3(4)
0,1(4)
160,8(3)
-17,6(4)
-16,0(4)
165,6(3)
-2,4(4)
174,5(2)
0,2(4)
2,7(4)
-174,0(2)
-0,9(4)
-1,4(4)
1,7(4)
-163,4(3)
16,0(4)
16,8(4)
-163,7(3)
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0(12)-V(4)-O(11)-V(3)  178,45(9)  C(18)-C(14)-C(15)-C(16) -0,1(4)
O(6)-V(4)-0(11)-V(3)  77,89(9) C(13)-C(14)-C(15)-C(16)  -179,8(2)
O(14)-V(4)-0(11)-V(3)  -82,21(9)  C(14)-C(15)-C(16)-N(6)  0,0(4)
0(9)-V(4)-0(11)-V(3)  -2,46(9) N(6)-C(17)-C(18)-C(14)  0,0(4)
O(9#1-V(4)-0(11)-V(3)  -2,9(4) C(15)-C(14)-C(18)-C(17)  0,1(4)
V(2)-V(4)-O(11)-V(3)  80,28(10)  C(13)-C(14)-C(18)-C(17)  179,9(2)
V(5)-V(4)-O(11)-V(3) 179,58(4)  C(18)-C(17)-N(6)-C(16)  -0,1(4)
( (1

5)-
3)-
8)-
5)-C(16)-N(6)-C(17)  0,2(4)

-C
-C
-C
-C

Cc(1

Transformagdes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z+1

TABELA A7. LIGACOES DE HIDROGENIO, EM ANGSTRONS E GRAUS.

D-H..A d(D-H) d(H..A) d(D..A) <(DHA)
N(1)-H(IN1)...O(1A)#2  0,84(4) 2,06(4) 2,894(3) 172(3)
N(2)-H(1N2)...0(14)#3  0,856(18) 1,696(19) 2,547(3) 173(3)
N(3)-H(1N3)...0(3A)#4  0,79(4) 2,16(4) 2,953(3) 177(4)
N(3)-H(2N3)...0(13)#5  0,78(4) 2,29(4) 2,984(3) 149(4)
N(4)-H(1N4)...O(3}#1  0,77(4) 2,00(4) 2,672(3) 146(4)
N(5)-H(2N5)...0(2A)#6  0,79(4) 2,17(4) 2,960(3) 178(4)
O(4)-H(104)...N(6) 0,83(2) 1,72(2) 2,554(3) 176(6)
C(3)-H(3)...0(6) 0,88(4) 2,27(4) 3,152(3) 177(3)

Transformacgbes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z+1 #2
-X+1,-y+1,-z #3 -X,-y+1,-z+1 #4 x-2)y,z+1 #5 -X,-y+2,-z+1 #6 x+2,y,z-1

Crystal structure analysis of [(CsHsNH-CONH;)4][H2V10025](CsH4sN-CONH3),

Crystal data: 4(CsH7N20), HzV1002s, 2(CeHsN20), M = 1696.21. Triclinic,
space group P-1 (no. 2), a = 9.3942(9) A, b = 10.2468(9) A, ¢ = 14.0204(13) A, a =
82.984(4), B = 81.607(4), y = 88.817(4) °, V = 1325.2(2) A>. Z=1, Dc = 2.126 g cm™,
F(000) = 844, T = 100(2) K, u(Mo-Ka) = 1.795 mm™, A(Mo-Ka) = 0.71073 A.

Crystals are yellow blocks. From a sample under oil, one, ca 0.129 x 0.091 x
0.034 mm, was mounted on a Micro-mount/mesh and fixed in the cold nitrogen
stream on a Bruker D8 Venture diffractometer, equipped with a Photon 100 CMOS
detector, Mo-Ka radiation and graphite monochromator. Intensity data were
measured by thin-slice w- and @-scans. Total no. of reflections recorded, t0 Omax =
27.5 °, was 57076 of which 6081 were unique (Rint = 0.092); 4752 were 'observed'

with | > 20,.
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Data were processed using the APEX3 (1) program. The structure was
determined by the direct methods routines in the SHELXS program (2A) and refined
by full-matrix least-squares methods, on F?'s, in SHELXL (2B). The non-hydrogen
atoms were refined with anisotropic thermal parameters. All hydrogen atoms were
located in difference maps and were refined isotropically and freely (except for the H
atoms bonded to O(4)and to N(2) where distance restraints were applied). At the
conclusion of the refinement, wR; = 0.079 and R4 = 0.056 (2B) for all 6081 reflections
weighted w = [0%(F,%) + (0.0299P)* + 1.9201P]" with P = (F,2 + 2F.2)/3; for the
'observed' data only, Ry = 0.035.

In the final difference map, the highest peak (ca 0.48 eA™) was near C(10)
atom .

Scattering factors for neutral atoms were taken from reference (3). Computer
programs used in this analysis have been noted above, and were run through WinGX
(4) at the Universidade Federal do Parana.
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ANEXO 3

TABELA A1. DADOS CRISTALOGRAFICOS E REFINAMENTO DA ESTRUTURA
PARA {[CsH4sNH-CONH2]4[H2V10028](CsHsN-CONH,)}-2(H20)

(NiCOV10)

Cddigo de identificagao
Férmula elementar

Massa/mol (g/mol)

Temperatura

Comprimento de onda

Sistema cristalino, grupo espacial
Dimensdes da célula unitaria

Volume

Z, densidade calculada
F(000)

Coeficiente de absorcao

Cor do cristal, formato
Tamanho do cristal

No difratdbmetro:

Faixa de coleta de dados
indices limitantes
Completude para 6
Correcao de absorcéao
Transmissdo maxima e minima
Reflexdes coletadas / unicas

Numero de reflexdes “observadas” (1 > 20))

Estrutura determinada por:
Refinamento:

Dados / restrigdes / parametros
Qualidade de ajuste em F?

R (dados “observados”)

R (todos os dados)

Reflexdes ponderadas:

Coeficiente de extingao
Maior diferenga pico e buraco
Localizagao do pico de maior diferenca

JMMO1_20a

4(C6 H7 N2 O), H2 028 V10, 2(C6 H6
N2 O), 2(H2 O)

1732,25

300(2) K

0,71073 A

Monoclinico, C2/c (n° 15)
a=25,8951(11) A a=90°

b =9,5597(4) A B =107,278(2)°
c= 23,8816&10) A y =90°
5645,1(4) A

4, 2,038 mg/m°

3456

1,690 mm"”

bloco amarelo

0,310 x 0,234 x 0,124 mm

36a275°

-33<=h<=33, -12<=k<=12, -31<=I<=31
25,2 99,7 %

Semi-empirica de equivalentes

0,7457 e 0,6656

59393 / 6469 [R(int) = 0,051]

5175

Métodos diretos, em SHELXS

Mzatriz integral minimos quadrados em
F

6469 /2 /516

1,052

Ry =0,030, wR, = 0,075

Ry = 0,046, wR, = 0,080

w = [0%(Fo%)+(0,0389*P)%*+7,4351*P]"
onde P = (Fo?+2Fc?)/3

n/a

0,44 e-0,32e, A?

proximo ao H(18B)
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TABELA A2, COORDENADAS ATOMICAS (x 10°) E PARAMETROS DE
DESLOCAMENTO ISOTROPICO EQUIVALENTES (A? x 10%). U(eq) E
DEFINIDO COMO UM TERCO DO TRACO DO TENSOR Uij

ORTOGONALIZADO.
X y z U(eq)
V(1) 60244(2) 48176(4) 48996(2) 192,2(9)
V(2) 42652(2) 49799(4) 39122(2) 190,9(9)
V(3) 53093(2) 63979(4) 38076(2) 247,1(10)
V(4) 50786(2) 67101(3) 49973(2) 164,9(8)
V(5) 52468(2) 31890(4) 38579(2) 225,6(9)
o(1) 66549(6) 46588(18) 52567(7) 306(4)
0(2) 36332(6) 51382(17) 35654(7) 313(4)
0(3) 59200(5) 32826(15) 43982(6) 232(3)
0O(4) 45655(6) 63643(16) 35545(6) 251(3)
0O(5) 60026(6) 60769(16) 43643(7) 247(3)
0(6) 57875(5) 61358(14) 54108(6) 179(3)
o(7) 44848(6) 35629(16) 35729(6) 235(3)
0(8) 51185(5) 49112(14) 44983(6) 170(3)
0(9) 54464(7) 75596(19) 33916(8) 397(4)
O(10) 52160(6) 76671(15) 44698(6) 234(3)
O(11)  49732(6) 78390(15) 54932(6) 222(3)
0(12) 53654(6) 47243(17) 34576(7) 265(3)
O(13) 57024(5) 35712(15) 54303(6) 183(3)
O(14) 53147(7) 18827(18) 34695(8) 369(4)
(1) 69502(8) 105440(20) 67148(9) 212(4)
(2) 66623(9) 116100(20) 63714(10) 240(4)
(3) 60089(10) 100980(30) 58438(11) 306(5)
4) 62770(11) 89770(30) 61554(12) 392(6)
(5) 67516(10) 91970(20) 65999(11) 323(6)
(6) 74578(9) 109300(20) 71835(10) 259(5)
(1) 77081(10) 99320(30) 75400(10) 380(6)
(2) 62002(7) 113952(19) 59462(8) 249(4)
(1A)  76244(7) 121519(18) 72222(8) 440(5)
(7) 73189(9) 3590(20) 54167(10) 246(5)
(8) 69697(9) 13700(20) 51107(10) 269(5)
9) 63795(11) -2940(30) 45520(12) 368(6)
(10) 67151(12) -13460(30) 48327(13) 428(7)
(11)  71836(11) -10220(30) 52708(11) 354(6)
(12)  78049(9) 8610(20) 58941(10) 260(5)
(3) 80850(9) -680(30) 62672(11) 367(5)
4) 65156(8) 10320(20) 46986(9) 312(4)
2A)  79154(7) 21176(18) 59224(8) 377(4)
13)  34623(9) 93320(20) 19691(9) 256(5)
14)  37016(10 82120(30) 23127(11) 307(5)
15)  44122(11 95890(30) 28552(12) 408(6)
16) 42053(12 107300(30) 25283(14) 455(7)
17)  37206(11 106170(30) 20809(12) 363(6)
18)  29320(9) 90750(20) 15079(10) 283(5)
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N(5)  26723(10) 101480(30)  12188(11)  379(5)
N(B)  41616(8) 83610(20)  27465(9) 352(5)
O(3A) 27616(8) 78708(19) 14204(9) 495(5)
O(18) 59848(11)  45780(40)  26900(12)  810(10)

TABELA A3. DIMENSOES MOLECULARES. OS COMPRIMENTOS DE LIGACAO

ESTAO EM ANGSTROMS, ANGULOS EM GRAUS. E.S.DS ESTAO
EM PARENTESES.

V(1)-0(1) 1.6089(15) C(3)-C(4) 1.370(3)
V(1)-0(5) 1.7446(15) C(3)-H(3) 0.88(3)
V(1)-0(3) 1.8623(15) C(4)-C(5) 1.381(3)
V(1)-0(6) 1.9747(14) C(4)-H(4) 0.83(3)
V(1)-0(13) 2.0854(15) C(5)-H(5) 0.91(3)
V(1)-0(8) 2.2570(13) C(6)-O(1A) 1.239(3)
V(2)-0(2) 1.6068(15) C(6)-N(1) 1.314(3)
V(2)-0(7) 1.7575(15) N(1)-H(1N1) 0.77(3)
V(2)-0(4) 1.8656(15) N(1)-H(2N1) 0.78(4)
V(2)-0(6)#1 1.9752(14) C(7)-C(8) 1.376(3)
V(2)-O(13)#1 2.0768(15) C(7)-C(11) 1.383(3)
V(2)-0(8) 2.2381(13) C(7)-C(12) 1.504(3)
V(3)-0(9) 1.5988(17) C(8)-N(4) 1.330(3)
V(3)-0(12) 1.8307(16) C(8)-H(8) 0.89(3)
V(3)-0(4) 1.8397(15) C(9)-N(4) 1.335(3)
V(3)-0(5) 1.9149(15) C(9)-C(10) 1.367(4)
V(3)-0(10) 2.0635(15) C(9)-H(9) 0.94(3)
V(3)-0(8) 2.3387(14) C(10)-C(11) 1.382(4)
V(4)-0(10) 1.6784(15) C(10)-H(10) 0.87(3)
V(4)-0(11) 1.6834(15) C(11)-H(11) 0.92(3)
V(4)-0(6) 1.8895(13) C(12)-0(2A) 1.232(3)



V(4)-O(13)#1
V(4)-0O(8)
V(4)-O(8)#1
V(5)-0(14)
V(5)-0(12)
V(5)-0(3)
V(5)-0(7)
V(5)-O(11)#1
V(5)-0(8)
O(6)-V(2)#1
O(8)-V(4)#1
O(11)-V(5)#1
O(13)-V(4)#1
O(13)-V(2)#1
O(13)-H(13)
C(1)-C(2)
C(1)-C(5)
C(1)-C(6)
C(2)-N(2)
C(2)-H(2)
C(3)-N(2)

O(1)-V(1)-0(5)
O(1)-V(1)-0(3)
O(5)-V(1)-O(3)
O(1)-V(1)-0(6)

1.9946(14)
2.1121(14)
2.1164(14)
1.5962(16)
1.8266(16)
1.8375(14)
1.9199(14)
2.0533(15)
2.3371(14)
1.9753(14)
2.1164(14)
2.0533(15)
1.9946(14)
2.0768(15)
0.846(19)
1.380(3)
1.384(3)
1.498(3)
1.335(3)
0.91(3)
1.331(3)

105.10(8)
101.37(7)
96.07(7)

100.67(7)

C(12)-N(3)

N(3)-H(1N3)
N(3)-H(2N3)
N(4)-H(1N4)
C(13)-C(14)
C(13)-C(17)
C(13)-C(18)
C(14)-N(6)

C(14)-H(14)
C(15)-N(6)

C(15)-C(16)
C(15)-H(15)
C(16)-C(17)
C(16)-H(16)
C(17)-H(17)
C(18)-O(3A)
C(18)-N(5)

N(5)-H(1N5)
N(5)-H(2N5)
N(6)-H(1N6)

O(18)-H(18A)
O(18)-H(18B)

V(4)-0(8)-V(5)
V(4)#1-0(8)-V(5)
V(2)-O(8)-V(5)
V(1)-O(8)-V(5)

1.313(3)
0.82(3)
0.85(3)
0.89(3)
1.379(3)
1.386(3)
1.504(3)
1.334(3)
0.91(3)
1.330(4)
1.356(4)
0.93(3)
1.390(4)
0.79(3)
0.86(3)
1.228(3)
1.306(3)
0.79(4)
0.76(3)
0.864(18)
0.68(5)
0.80(4)

169.44(7)
87.81(5)
85.25(5)
85.31(5)
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O(5)-V(1)-0O(6)
O(3)-V(1)-O(6)
O(1)-V(1)-0(13)
0(5)-V(1)-0(13)
0(3)-V(1)-0(13)
0(6)-V(1)-0(13)
O(1)-V(1)-0(8)
O(5)-V(1)-O(8)
0(3)-V(1)-0(8)
0(6)-V(1)-0(8)
0(13)-V(1)-O(8)
0(2)-V(2)-0(7)
0(2)-V(2)-O(4)
O(7)-V(2)-0(4)
0(2)-V(2)-0(6)#1
O(7)-V(2)-O(6)#1
O(4)-V(2)-O(6)#1
0(2)-V(2)-O(13)#1
O(7)-V(2)-O(13)#1
O(4)-V(2)-O(13)#1
O(6)#1-V(2)-0(13)#
0(2)-V(2)-O(8)
0(7)-V(2)-0(8)
0(4)-V(2)-0(8)
O(6)#1-V(2)-0(8)
O(13)#1-V(2)-0(8)
0(9)-V(3)-0(12)

93.68(7)
152.62(6)
98.62(7)
155.20(6)
86.14(6)
74.64(6)
172.68(8)
81.84(6)
79.87(5)
76.27(5)
74.21(5)
104.74(8)
101.33(8)
95.72(7)
99.52(7)
94.11(7)
153.82(6)
97.65(7)
156.45(6)
86.81(6)
74.83(6)
172.03(7)
82.60(6)
80.72(6)
76.56(5)
74.69(5)
105.13(9)

V(4)-O(8)-V(3)
V(4)#1-0(8)-V(3)
V(2)-0(8)-V(3)
V(1)-O(8)-V(3)
V(5)-0(8)-V(3)
V(4)-0(10)-V(3)
V(4)-0(11)-V(5)#1
V(5)-0(12)-V(3)

V(4)#1-0(13)-V/(2)#1

V(4)#1-0(13)-V(1)
V(2)#1-0(13)-V(1)
V(4)#1-0(13)-H(13)
V(2)#1-0(13)-H(13)
V(1)-0(13)-H(13)
C(2)-C(1)-C(5)
C(2)-C(1)-C(6)
C(5)-C(1)-C(6)
N(2)-C(2)-C(1)
N(2)-C(2)-H(2)
C(1)-C(2)-H(2)
N(2)-C(3)-C(4)
N(2)-C(3)-H(3)
C(4)-C(3)-H(3)
C(3)-C(4)-C(5)
C(3)-C(4)-H(4)
C(5)-C(4)-H(4)
C(4)-C(5)-C(1)

87.66(5)
169.65(7)
85.25(5)
85.00(5)
82.28(5)
110.73(8)
111.31(7)
114.51(8)
106.50(6)
107.07(6)
98.33(6)
114(3)
110(3)
120(3)
117.8(2)
117.5(2)
124.73(19)
122.8(2)
115.6(17)
121.5(17)
121.9(2)
114.8(17)
123.2(17)
119.4(2)
120(2)
120(2)
119.2(2)
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0(9)-V(3)-0(4)
0(12)-V(3)-0(4)
0(9)-V(3)-0(5)
0(12)-V(3)-O(5)
0(4)-V(3)-0(5)
0(9)-V(3)-0(10)
0(12)-V(3)-0(10)
0(4)-V(3)-0(10)
0(5)-V(3)-0(10)
0(9)-V(3)-0(8)
0(12)-V(3)-O(8)
0(4)-V(3)-0(8)
0(5)-V(3)-0(8)
0(10)-V(3)-O(8)
0(10)-V(4)-O(11)
O(10)-V(4)-O(6)
0(11)-V(4)-O(6)
O(10)-V(4)-O(13)#1
O(11)-V(4)-O(13)#1
O(6)-V(4)-O(13)#1
0(10)-V(4)-O(8)
0(11)-V(4)-O(8)
0O(6)-V(4)-O(8)
O(13)#1-V(4)-0(8)
O(10)-V(4)-O(8)#1
O(11)-V(4)-O(8)#1
O(6)-V(4)-O(8)#1

102.24(8)
92.98(7)
101.97(8)
89.53(7)
154.08(7)
99.56(8)
155.08(7)
84.99(6)
82.02(6)
173.18(8)
81.54(6)
78.53(6)
76.34(6)
73.71(5)
107.06(8)
99.26(7)
98.85(6)
95.63(7)
95.46(6)
155.29(6)
87.91(6)
164.63(7)
81.69(6)
79.25(6)
165.27(7)
87.26(6)
81.42(6)

C(4)-C(3)-H(5)
C(1)-C(5)-H(5)
O(1A)-C(6)-N(1)
O(1A)-C(6)-C(1)
N(1)-C(6)-C(1)
C(6)-N(1)-H(1N1)
C(6)-N(1)-H(2N1)

H(1N1)-N(1)-H(2N1)

C(3)-N(2)-C(2)
C(8)-C(7)-C(11)
C(8)-C(7)-C(12)
C(11)-C(7)-C(12)
N(4)-C(8)-C(7)
N(4)-C(8)-H(8)
C(7)-C(8)-H(8)
N(4)-C(9)-C(10)
N(4)-C(9)-H(9)
C(10)-C(9)-H(9)
C(9)-C(10)-C(11)
C(9)-C(10)-H(10)
C(11)-C(10)-H(10)
C(10)-C(11)-C(7)
C(10)-C(11)-H(11)
C(7)-C(11)-H(11)
O(2A)-C(12)-N(3)
O(2A)-C(12)-C(7)
N(3)-C(12)-C(7)
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119.2(17)
121.6(17)
122.8(2)
119.8(2)
117.4(2)
119(2)
123(3)
116(3)
118.92(19)
117.3(2)
116.6(2)
126.0(2)
121.3(2)
115.8(16)
122.9(16)
119.4(2)
116.9(19)
123.7(19)
119.6(3)
119(2)
121(2)
120.3(2)
118.1(18)
121.4(18)
123.4(2)
118.8(2)
117.9(2)



O(13)#1-V(4)-O(8)#1 79.24(6)

O(8)-V(4)-O(8)#1
0(14)-V(5)-0(12)
0(14)-V(5)-0(3)
0(12)-V(5)-0(3)
0(14)-V(5)-0(7)
0(12)-V(5)-0(7)
O(3)-V(5)-O(7)
0(14)-V(5)-O(11)#1
0(12)-V(5)-O(11)#1
0(3)-V(5)-0(11)#1
O(7)-V(5)-O(11)#1
0(14)-V(5)-0(8)
0(12)-V(5)-0(8)
O(3)-V(5)-O(8)
O(7)-V(5)-O(8)
O(11)#1-V(5)-0(8)
V(5)-0(3)-V(1)
V(3)-0(4)-V(2)
V(1)-0(5)-V(3)
V(4)-0(6)-V(1)
V(4)-0(6)-V(2)#1
V(1)-0(6)-V(2)#1
V(2)-0(7)-V(5)
V(4)-0(8)-V(4)#1
V(4)-0(8)-V(2)
V(4)#1-0(8)-V(2)

77.60(6)
105.06(8)
101.58(8)
93.23(7)
102.63(8)
88.84(7)
154.26(7)
99.63(8)
155.09(7)
84.92(6)
82.56(6)
173.26(8)
81.67(6)
78.22(6)
76.71(5)
73.63(5)
114.59(7)
113.59(7)
116.04(8)
107.12(6)
106.98(7)
105.74(6)
114.79(7)
102.39(6)
97.14(5)
90.99(5)

C(12)-N(3)-H(1N3)
C(12)-N(3)-H(2N3)

H(1N3)-N(3)-H(2N3)

C(8)-N(4)-C(9)
C(8)-N(4)-H(1N4)
C(9)-N(4)-H(1N4)
C(14)-C(13)-C(17)
C(14)-C(13)-C(18)
C(17)-C(13)-C(18)
N(6)-C(14)-C(13)
N(6)-C(14)-H(14)
C(13)-C(14)-H(14)
N(6)-C(15)-C(16)
N(6)-C(15)-H(15)
C(16)-C(15)-H(15)
C(15)-C(16)-C(17)
C(15)-C(16)-H(16)
C(17)-C(16)-H(16)
C(13)-C(17)-C(16)
C(13)-C(17)-H(17)
C(16)-C(17)-H(17)
O(3A)-C(18)-N(5)
O(3A)-C(18)-C(13)
N(5)-C(18)-C(13)
C(18)-N(5)-H(1N5)
C(18)-N(5)-H(2N5)

H(1N5)-N(5)-H(2N5)

120(2)
120(2)
121(3)
122.1(2)
116(2)
121(2)
117.9(2)
117.4(2)
124.7(2)
121.3(2)
118.0(18)
120.7(18)
120.8(2)
117(2)
122(2)
119.5(3)
122(3)
118(2)
119.4(2)
122.9(17)
117.6(17)
122.9(2)
118.8(2)
118.3(2)
123(2)
116(2)
122(3)
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V(4)-0

(8)-V(1)

V(4)#1-0(8)-V(1)

V(2)-0

(8)-V(1)

90.67(5)
97.20(5)

167.24(7)

c(15
c(15
c(14
H(18A)-O(18)-H(18B) 101(5)

-N(6)-C(14)
-N(6)-H(1NB)
-N(6)-H(1N6)

161

121.1(2)

119(3)
120(3)

Transformagdes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z+1

TABELA A4. PARAMETROS DE DESLOCAMENTO ANISOTROPICO (A* x 10%
PARA A EXPRESSAO: exp{-2m%(h?a*?U;i+...+2hka*b*Uq,)}. E.S.DS
ESTAO EM PARENTESES.

U4 Uz Uss Uzs Uis U1z
V) 130,8(16)  206.1(18) 211.8(18) -14.6(14) _ 8.2(13) 0,3(13)
V(2) 161,7(16)  210.8(18) 149.3(17) -52(13)  -31,8(13) 11,4(13)
V@)  2611(19) 261.3(20) 209.1(19) 51,6(15)  54.7(15) -7,8(15)
V(4) 161.9(16)  120,4(16) 177.1(17) 0,5(12)  -3,8(13) -4.5(13)
V(5)  2008(18) 239.5(19) 203.4(19) -58.1(15) 24.4(14) 13.4(14)
o(1)  162(7) 370(9) 329(9) 1(7) 14(6)  26(7)
0(2)  209(8) 385(10)  254(8) (7) 69(6)  25(7)
o(3)  178(7) 249(8) 245(8) -35(6) 25(6)  36(6)
o(4)  252(7) 274(8) 190(7) 68(6) 9(6) 26/(6)
o)  207(7) 252(8) 269(8) 2(6) 516)  -37(6)
o)  147(6) 160(7) 192(7) -18(6) 8(5)  -14(5)
o(7)  200(7) 274(8) 191(7) -50(6) 4(6)  -5(6)
o)  151(6) 168(7) 161(7) 0(5) 0(5) 1(5)
0(9)  456(10)  403(10)  356(10)  140(8) 158(8)  -8(8)
0(10)  251(7) 169(7) 260(8) 39(6) 41(6)  -5(6)
o(11)  216(7) 166(7) 253(8) -31(6) 22(6)  -2(6)
0(12)  260(8) 335(9) 195(8) -10(7) 59(6)  9(7)
0(13)  157(6) 161(7) 183(7) 24(6) 25(5)  34(6)
0(14)  359(9) 375(10)  365(10)  -163(8)  93(8)  15(8)
C(y’ 233(10)  200010)  175(10) 1209 21(8)  19(8)
C2)  252(10)  175(11)  270(11)  20(9) 44(9)  14(9)
C(3)  254(11)  320(13)  274(12)  35(10) -28(10)  -34(10)
C4)  426(14)  203(12)  434(15)  32(11) 43(12)  -103(11)
c(5)  371(13) 181(11) 327(13)  69(10) -35(10)  25(10)
C)  262(11)  259(11)  224(11)  -27(9) 22(9)  33(9)
N(1)  323(11)  364(13)  308(12)  58(10) -128(10) -13(10)
N2)  234(9) 232(9) 245(9) 62(8) 16(7)  39(7)
O(1A)  438(10)  262(9) 470(11)  -58(8) 03(9)  -48(8)
C(7)  254(10)  232(11)  263(11)  5(9) 92(9)  22(9)
c@®)  315(12)  209(11)  296(12)  6(9) 112(10)  18(9)
C(O)  322(13)  405(15)  335(14)  10(11) 33(11) -51(11)



C(10)
c(11)
c(12)
N(3)

N(4)

O(2A)
C(13)
C(14)
C(15)
C(16)
c(17)
C(18)
N(5)

N(6)

O(3A)
0(18)

520(17)  268(13)  419(15)
415(14) 225(12) 357(14)
270(11)  253(11)  265(11)
327(12)  290(12)  398(13)
272(10)  338(11)  318(11)
460(10)  256(9) 379(10)
262(11)  282(12)  210(11)
286(12)  292(13)  315(13)
207(13)  497(17)  362(14)
421(15)  382(16)  482(17)
397(14)  295(13)  344(14)
200(11)  266(12)  269(12)
327(12)  298(13)  382(13)
306(11)  411(13)  300(11)
459(11)  243(9) 602(13)
437(13) 1670(30)  322(13)

-9(12)
34(10)
-14(9)
26(10)
55(9)
-10(7)
-11(9)
0(10)
34(13)
-8(13)
70(11)
-21(9)
40(10)
58(10)
-57(9)
-176(16)

22(13)
17(11)
91(9)
-25(10)
79(8)
68(8)
49(9)
45(10)
-8(11)
10(13)
28(11)
47(9)
-93(10)
29(9)
-118(9)
113(11)
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-88(12)
37(11)
11(9)
-7(10)
65(9)
-74(8)
-11(9)
21(10)
-10(12)
-184(13)
-51(11)
-3(10)
-27(10)
84(10)
-21(8)
-102(16)

TABELA A5. COORDENADAS DE HIDROGENIO (x 10*) E PARAMETROS DE
DESLOCAMENTO ISOTROPICO (A? x 10°). TODOS OS ATOMOS DE
HIDROGENIO FORAM LOCALIZADOS EM MAPAS DE DIFERENCA E
FORAM REFINADOS LIVREMENTE (EXCETO QUE RESTRICOES
DE DISTANCIA FORAM APLICADAS AOS ATOMOS DE H LIGADOS

A O(13) E A N(8)).

X y z U(iso)
H(13) 5865(14) 2830(30) 5579(16) 92(13)
H(2) 6783(10) 12510(30) 6415(11) 38(7)
H(3) 5708(11) 10020(30) 5554(12) 36(7)
H(4) 6161(12) 8170(30) 6068(13) 50(9)
H(5) 6935(11) 8450(30) 6798(12) 38(7)
H(1N1) 7953(13) 10120(30) 7801(14) 42(9)
H(2N1) 7583(14) 9190(40) 7543(15) 62(12)
H(8) 7031(10) 2280(30) 5172(11) 30(7)
H(9) 6049(13) -450(30) 4262(14) 54(9)
H(10) 6618(12) -2210(40) 4745(14) 59(10)
H(11) 7388(12) -1750(30) 5475(13) 48(8)
H(1N3) 7990(12) -890(40) 6235(14) 51(9)
H(1N4) 6284(12) 1730(30) 4559(13) 54(9)
H(2N3) 8355(14) 190(30) 6546(15) 55(10)
H(14) 3542(11) 7360(30) 2259(12) 43(8)
H(15) 4732(13) 9620(30) 3166(13) 54(9)
H(16) 4337(13) 11470(40) 2599(14) 60(10)
H(17) 3588(10) 11370(30) 1893(11) 30(7)
H(1N5) 2785(14) 10920(40) 1274(15) 61(11)
H(1N6) 4301(14) 7650(30) 2962(15) 88(13)
H(2N5) 2398(13) 9990(30) 998(14) 39(8)
H(18A) 5780(20) 4700(60) 2820(20) 110(20)
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H(18B) 5814(17) 4310(40) 2370(20) 85(14)

# - ocupacao do sitio, se diferente de 1.

TABELA A6. ANGULOS DE TORGAO EM GRAUS. E.SDS ESTAO EM
PARENTESES.
0(14)}-V(5)-0(3)}-V(1)  174,44(9)  O(8)#1-V(4)-0(10)-V(3)  -10,5(3)
0(12)-V(5)-0(3)-V(1)  68,35(9) V(5)#1-V(4)-0(10)-V(3)  -172,85(3)
0(7)-V(5)-0(3)-V(1) -25,7(2) V(2#1-V(4)-0(10)-V(3)  82,82(9)
O(11)#1-V(5)-O(3)-V(1)  -86,75(8) V(1)-V(4)-0(10)-V(3) 46,35(6)
0(8)-V(5)-0(3)-V(1) -12,44(8) O(10)-V(4)-O(11)-V(5Y#1  176,47(7)
V(3)-V(5)-0(3)-V(1) 36,36(7) 0(6)-V(4)-0(11)-V(5)#1  -80,93(8)
V(4#1-V(5)-0(3)-V(1)  -56,38(7) O(13)#1-V(4)-0(11)-V(5)#1 78,87(7)
V(2)-V(5)-0(3)-V(1) 13,10(11)  O(8)-V(4)-O(11)-V(5}#1  9,9(3)
O(1)-V(1)-0(3)-V(5) 174,52(9)  O(8)#1-V(4)-0(11)-V(5)#1 -0,05(7)
0(5)-V(1)-0(3)-V(5) -67,75(9) V(3)-V(4)-O(11)-V(BY#1  172,78(3)
0(6)-V(1)-0(3)-V(5) 42,48(18)  V(2#1-V(4)-O(11)-V(5}#1 -46,18(6)
O(13)-V(1)-O(3)-V(5)  87,46(8) V(1)-V(4)-O(11)-V(5}#1  -82,62(9)
0(8)-V(1)-0(3)-V(5) 12,82(8) 0(14)-V(5)-0(12)-V(3) 179,75(9)
V(3)-V(1)-0(3)-V(5) -36,04(7) 0(3)-V(5)-0(12)-V(3) -77,33(9)
V(4)-V(1)-0(3)-V(5) 12,33(11)  O(7)-V(5)-O(12)-V(3) 76,98(9)
0(9)-V(3)-0(4)-V(2) 174,95(10)  O(11)#1-V(5)-0(12)-V(3)  7,6(2)
0(12)-V(3)-0(4)-V(2)  68,77(9) 0(8)-V(5)-0(12)-V(3) 0,25(8)
0(5)-V(3)-0(4)-V(2) -26,3(2) V(@#1-V(5)-0(12)-V(3)  2,88(11)
O(10)-V(3)-0(4)-V(2)  -86,33(8) V(2)-V(5)-0(12)-V(3) 46,83(7)
0(8)-V(3)-0(4)-V(2) -11,97(7) V(1)-V(5)-0(12)-V(3) -46,56(7)
V(5)-V(3)-O(4)-V(2) 36,77(7) 0(9)-V(3)-0(12)-V/(5) 178,28(9)
V(4)-V(3)-0(4)-V(2) -55,84(7) O(4)-V(3)-0(12)-V/(5) -78,19(9)
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V(1)-V(3)-0(4)-V(2) 12,77(11)  O(5)-V(3)-0(12)-V(5) 76,00(9)
0(2)-V(2)-0(4)-V(3) -17540(9)  O(10)-V(3)-0(12)-V(5)  6,3(2)
O(7)-V(2)-O(4)-V(3) -69,09(9) 0(8)-V(3)-0(12)-V/(5) -0,25(8)
OB#1-V(2)-0(4)-V(3)  42,44(19)  V(4)-V(3)-0(12)-V(5) 2,26(11)
O(13)#1-V(2)-O(4)-V(3)  87,43(8) V(2)-V(3)-0(12)-V(5) -46,82(7)
0(8)-V(2)-O(4)-V(3) 12,43(8) V(1)-V(3)-0(12)-V(5) 46,69(7)
V(5)-V(2)-0(4)-V(3) -36,51(7) C(5)-C(1)-C(2)-N(2) 1,4(3)
V(@#1-V(2)-0(4)-V(3)  11,86(11)  C(6)-C(1)-C(2)-N(2) -179,0(2)
O(1)-V(1)-0(5)-V(3) 174,34(9)  N(2)-C(3)-C(4)-C(5) 1,8(4)
0(3)-V(1)-0(5)-V(3) 70,81(9) C(3)-C(4)-C(5)-C(1) -1,0(4)
0(6)-V(1)-0(5)-V(3) -83,56(9) C(2)-C(1)-C(5)-C(4) -0,6(4)
O(13)-V(1)-0(5)-V(3)  -23,1(2) C(6)-C(1)-C(5)-C(4) 179,8(2)
0(8)-V(1)-0(5)-V(3) -8,01(8) C(2)-C(1)-C(6)-O(1A) -5,2(3)
V(4)-V(1)-0(5)-V(3) -51,34(7) C(5)-C(1)-C(6)-O(1A) 174,4(2)
V(5)-V(1)-0(5)-V(3) 40,82(7) C(2)-C(1)-C(6)-N(1) 174,7(2)
O(10)-V(4)-O(6)-V(1)  -69,02(8) C(5)-C(1)-C(6)-N(1) -5,7(4)
O(11)-V(4)}-0(6)-V(1)  -178,07(7)  C(4)-C(3)-N(2)-C(2) -1,1(4)
O(13)#1-V(4)-0(6)-V(1) 57,27(17)  C(1)-C(2)-N(2)-C(3) -0,5(3)
0(8)-V(4)-0(6)-V(1) 17,47(6) C(11)-C(7)-C(8)-N(4) 1,2(4)
O(8)#1-V(4)-0(6)-V(1)  96,08(7) C(12)-C(7)-C(8)-N(4) -176,9(2)
V(3)-V(4)-O(6)-V(1) -30,86(6) N(4)-C(9)-C(10)-C(11) 1,3(4)
V(5)#1-V(4)-0(6)-V(1)  14427(6)  C(9)-C(10)-C(11)-C(7)  -1,4(4)

V(2#1-V(4)-0(6)-V(1)  113,0009)  C(8)-C(7)-C(11)-C(10)  0,2(4)

0(10)-V(4)-O(6)-V(2)#1 177,97(7)  C(12)-C(7)-C(11)-C(10)  178,0(2)
O(11)-V(4)-0(6)-V(2)#  168,93(8)  C(8)-C(7)-C(12)-0(2A)  -12,1(3)
O(13)#1-V(4)-0(6)-V(2)#1 -55,73(17)  C(11)-C(7)-C(12)-0(2A)  170,1(2)
0(8)-V(4)-0(6)-V(2#1  -95,53(7) C(8)-C(7)-C(12)-N(3) 166,7(2)



O(8)#1-V(4)-0(6)-V(2)#1
V(3)-V(4)-O(6)-V(2)#1
V(5)#1-V(4)-O(6)-V(2)#1
V(1)-V(4)-O(6)-V(2)#1

0(2)-V(2)-O(7)-V(5)

O(4)-V(2)-0(7)-V(3)

O(B)#1-V(2)-O(7)-V(5)
O(13)#1-V(2)-0(7)-V(5)

O(8)-V(2)-O(7)-V(5)

V(3)-V(2)-O(7)-V(5)

V(4)#1-V(2)-0(7)-V(5)
O(11)-V(4)-0(10)-V(3)

0(6)-V(4)-0(10)-V(3)

-16,92(6)
-143,86/(5)
31,26(6)
-113,00(9)
175,83(9)
72,50(9)
-83,20(8)
-22,7(2)
-7,34(8)
41,76(7)
-50,72(7)
-176,67(7)
81,02(8)

O(13)#1-V(4)-0(10)-V(3) -79,19(8)

O(8)-V(4)-0(10)-V(3)

-0,21(7)

C(11)-C(7)-C(12)-N(3)
C(7)-C(8)-N(4)-C(9)
C(10)-C(9)-N(4)-C(8)
C(17)-C(13)-C(14)-N(6)
C(18)-C(13)-C(14)-N(6)
N(6)-C(15)-C(16)-C(17)
C(14)-C(13)-C(17)-C(16)
C(18)-C(13)-C(17)-C(16)
C(15)-C(16)-C(17)-C(13)
C(14)-C(13)-C(18)-O(3A)
C(17)-C(13)-C(18)-O(3A)
C(14)-C(13)-C(18)-N(5)
C(17)-C(13)-C(18)-N(5)
C(16)-C(15)-N(6)-C(14)
C(13)-C(14)-N(6)-C(15)
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-11,1(4)
-1,4(4)
0,1(4)
1,2(4)
-177,4(2)
1,1(5)
0,1(4)
178,6(3)
-1,2(5)
-6,7(3)
174,8(3)
173,2(2)
-5,4(4)
0,2(4)
-1,4(4)

Transformacgdes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z+1

TABELA A7. LIGAGOES DE HIDROGENIO, EM ANGSTRONS E GRAUS.

D-H..A

O(13)-H(13)..
N(1)-H(IN1)...
N(1)-H(2N1)...
N(4)-H(1N4)...
C(10)-H(10)...
N(3)-H(1N3)...

)-H(2N3)...
N(6)-H(1N®)...

)-H(1N5)...
N(5)-H(2N5)...

N(3

N(5

N(2)#2
O(2)#3
O(1A)#4
0(3)
O(5)#2
O(3A)#5
O(18)#6
0(4)
O(2A7
O(1)#7

O(18)-H(18A)...0(12)
O(18)-H(18B)...0(7)#8

d(D-H)
0,845(19)
0,77(3)
0,78(4)
0,89(3)
0,87(3)
0,82(3)
0,85(3)
0,864(18)
0,79(4)
0,76(3)
0,68(5)
0,80(4)

d(H...A) d(D...A)
1,719(19) 2,562(2)
2,14(3) 2,873(3)
2,14(4) 2,902(3)
1,74(3) 2,620(3)
2,28(3) 3,082(3)
2,07(3) 2,863(3)
2,11(4) 2,943(4)
1,85(2) 2,695(3)
2,13(4) 2,828(3)
2,22(3) 2,942(3)
2,13(5) 2,775(3)
2,28(5) 3,056(3)

<(DHA)
174(4)
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Transformagbes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z+1
#2 x,y-1,z #3 x+1/2,-y+3/2,z+1/2 #4 -x+3/2,y-1/2,-z+3/2 #5 x+1/2,-y+1/2,z+1/2 #6
-X+3/2,-y+1/2,-z+1 #7 x,y+1,z #8 x-1/2,-y+3/2,z-1/2

Crystal structure analysis of  {[CsH4NH-CONH,]4[H2V10025](CsH4N-
CONH;)}-2(H20)

Crystal data: M = 1732.25. Monoclinic, space group C2/c (no. 15), a =
25.8951(11) A, b = 9.5597(4) A, c = 23.8816(10) A, B = 107.278(2) °, , V = 5645.1(4)
A3.Z = 4, Dc = 2.038 mg m™, F(000) = 3456, T = 300(2) K, p(Mo-Ka) = 1.690 mm™,
AMo-Ka) = 0.71073 A.

Crystals are yellow blocks. From a sample under oil, one, ca 0.310 x 0.234 x
0.124 mm, was mounted on a Micro-mount and fixed on a Bruker D8 Venture
diffractometer, equipped with a Photon 100 CMOS detector, Mo-Ka radiation and
graphite monochromator. Intensity data were measured by thin-slice w- and ¢-scans.
Total no. of reflections recorded, to B = 27.5°, was 59393 of which 6469 were
unique (Rint = 0.051); 5175 were 'observed' with | > 20,.

Data were processed using the APEX3 (1) program. The structure was
determined by the direct methods routines in the SHELXS program (2A) and refined
by full-matrix least-squares methods, on F%s, in SHELXL (2B). The non-hydrogen
atoms were refined with anisotropic thermal parameters. All hydrogen atoms were
located in difference maps and were refined isotropically and freely (except for the H
atoms bonded to O(13)and to N(6) where distance restraints were applied).

At the conclusion of the refinement, wR, = 0.080 and R = 0.046 (2B) for all
6469 reflections weighted w = [0%(F,%) + (0.0390P)? + 7.4259P]" with P = (F,? +
2F02)/3; for the 'observed' data only, R4 = 0.030.

In the final difference map, the highest peak (ca 0.44 eA™) was near H(18B).

Scattering factors for neutral atoms were taken from reference (3). Computer
programs used in this analysis have been noted above, and were run through WinGX
(4) at the Universidade Federal do Parana.
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ANEXO 4

TABELA A1. DADOS CRISTALOGRAFICOS E REFINAMENTO DA ESTRUTURA
PARA [NH3C(CH20H)3]4(V10H2028)(H20)10 (TrisV1o)

Cddigo de identificagao

Foérmula elementar

Massa/mol (g/mol)

Temperatura

Comprimento de onda

Sistema cristalino, grupo espacial
Dimensdes da célula unitaria

Volume

Z, densidade calculada
F(000)

Coeficiente de absorgao

Cor do cristal, formato
Tamanho do cristal

No difratdbmetro:

Faixa de coleta de dados
indices limitantes
Completude para 6
Correcao de absorcao
Transmissdao maxima e minima
Reflexdes coletadas / Unicas

Numero de reflexdes “observadas” (1 > 20))

Estrutura determinada por:
Refinamento:

Dados / restrigdes / parametros
Qualidade de ajuste em F?

R (dados “observados”)

R (todos os dados)

Reflexdes ponderadas:

Coeficiente de extingao
Maior diferenga pico e buraco
Localizagao do pico de maior diferenca

JMMO01_02as1

C16 H70 N4 050 V10
1628,16

100(2) K

0,71073 A

Triclinico, P-1
a=10,4309(7) A

b =11,0433(8) A

c = 13,5205(10) A
1331,90(17) A®

1, 2,030 mg/m’

824

1,797 mm””

bloco laranja

0,393 x 0,259 x 0,124 mm®

a = 76,258(3) °
B=71,873(3)°
v = 65,063(2) °

3,028a27,5°

-13<=h<=13, -14<=k<=14, -17<=I<=17
25,2°,99,8 %

Semi-empirica de equivalentes

0,7457 € 0,6310

60077 / 6114 [R(int) = 0,0396]

5285

Métodos de fase intrinseca, em
SHELXT

Mzatriz integral minimos quadrados em
F

6114 /19 / 461

1,066

R =0,0241, wR, = 0,0581

R1=0,0320, wR, = 0,0608

w = [0%(Fo%)+(0,0268*P)%*+1,2693*P]"
onde P = (Fo?+2Fc?)/3

n/a

0,430 e -0,327 e,A*

préximo ao C1
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TABELA A2, COORDENADAS ATOMICAS (x 10°) E PARAMETROS DE
DESLOCAMENTO ISOTROPICO EQUIVALENTES (A% X 10%). U(eq) E
DEFINIDO COMO UM TERCO DO TRACO DO TENSOR Uij

ORTOGONALIZADO.

X y z U(eq)
V(1) 68938(3) 36279(3) 26739(2) 70,7(7)
V(2) 54653(3) 33710(3) 50389(2) 44.5(6)
V(3) 78115(3) 47054(3) 41642(2) 55,8(7)
V(4) 60191(3) 66831(3) 26060(2) 61,9(7)
V(5) 36082(3) 54764(3) 34890(2) 64,7(7)
0o(1) 77191(13) 25672(12) 18476(10) 110(2)
0(2) 56122(12) 50629(11) 39796(9) 63(2)
0(3) 71355(12) 34682(11) 53162(9) 57(2)
0(4) 75985(12) 61775(12) 31815(9) 70(2)
O(5) 41537(12) 67478(12) 26103(9) 76(2)
0(6) 35784(12) 40741(12) 47493(9) 59(2)
0(12) 63927(12) 24502(11) 40303(9) 69(2)
O(13) 83749(12) 35130(12) 32338(9) 72(2)
0O(14) 68841(12) 52201(12) 18732(9) 74(2)
O(15) 49043(13) 40815(12) 26854(10) 78(2)
0(22) 51405(12) 23066(12) 61250(9) 76(2)
O(33) 93278(12) 44332(12) 44188(9) 87(2)
0O(44) 61865(13) 78744(12) 17061(9) 100(2)
O(55) 20811(13) 57561(12) 32470(9) 90(2)
C(1) 16011(18) 13216(16) 58683(13) 77(3)
C(2) 31561(18) 10719(17) 52239(14) 101(3)
0(2C) 32012(14) 19707(13) 42702(10) 122(3)
C(3) 15890(20) 4723(18) 69414(14) 114(3)
O(3C) 20242(15) 9722(14) 76085(11) 144(3)
C4) 7368(19) 10278(18) 52926(14) 104(3)
O@4C) -7213(14) 12876(13) 58978(11) 122(3)
N(1) 8929(17) 27717(15) 60394(13) 82(3)
C(5) 18185(19) 45452(18) 10795(14) 106(3)
C(6) 28330(20) 52890(20) 8640(15) 167(4)
O(6C) 42901(16) 43871(17) 8147(12) 214(3)
C(7) 2773(19) 55782(18) 10915(14) 129(4)
O(7C) 1764(15) 63970(14) 1048(10) 150(3)
C(8) 18415(19) 36031(18) 21122(14) 115(3)
O(8C) 11541(14) 27029(13) 21673(10) 127(3)
N(2) 23112(17) 36952(17) 2152(12) 114(3)
O(1W) 51852(17) 88141(17) 95656(13) 244(3)
O(2W) -2520(17) 12933(15) 94034(12) 209(3)
O(BW) 49967(16) -4992(15) 74311(12) 184(3)
O(4W) 75063(17) 99(16) 74207(13) 247(3)
Oo(BW) 72013(17) 15543(17) 89141(13) 242(3)
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TABELA A3. DIMENSOES MOLECULARES. OS COMPRIMENTOS DE LIGACAO
ESTAO EM ANGSTROMS, ANGULOS EM GRAUS. E.S.DS ESTAO
EM PARENTESES.

V(1)-0(1)
V(1)-0(14)
V(1)-0(13)
V(1)-0(15)
V(1)-0(12)
V(1)-0(2)
V(1)-V(2)
V(1)-V(4)
V(1)-V(3)
V(2)-0(12)
V(2)-0(22)
V(2)-O(6)
V(2)-0(3)
V(2)-0(2)
V(2)-0(2)#1
V(2)-V(4)#1
V(3)-0(33)
V(3)-0(4)
V(3)-0(13)
V(3)-0(3)
V(3)-0(6)#1
V(3)-0(2)
V(3)-V(5)#1
V(3)-V(4)

1,5919(12)
1,8306(12)
1,8688(12)
1,9144(12)
2,0424(12)
2,3428(12)
3,0799(4)

3,0877(5)

3,1132(4)

1,6846(12)
1,6909(12)
1,9175(12)
1,9418(11)
2,0974(12)
2,1305(12)
3,0757(4)

1,6122(12)
1,8194(12)
1,8266(12)
1,9768(12)
2,0110(12)
2,2420(11)
3,0537(4)

3,0864(4)

0(6)-V(3)#1
O(15)-H(15)
0(22)-V(4)#1
C(1)-N(1)
C(1)-C(2)
C(1)-C(4)
C(1)-C(3)
C(2)-0(2C)
0(2C)-H(2C)
C(3)-O(3C)
O(3C)-H(3C)
C(4)-O(4C)
O(4C)-H(4C)
N(1)-H(1N1)
N(1)-H(2N1)
N(1)-H(3N1)
C(5)-N(2)
C(5)-C(6)
C(5)-C(7)
C(5)-C(8)
C(6)-O(6C)
O(6C)-H(6C1)
O(6C)-H(6C2)
C(7)-0(7C)

2,0110(12)
0,82(2)
2,0326(12)
1,495(2)
1,524(2)
1,526(2)
1,529(2)
1,430(2)
0,780(16)
1,424(2)
0,795(19)
1,426(2)
0,765(16)
0,84(2)
0,92(2)
0,88(2)
1,500(2)
1,518(2)
1,527(2)
1,530(2)
1,414(2)
0,797(17)
0,836(19)
1,429(2)



V(4)-0(44)
V(4)-0(14)
V(4)-0(4)
V(4)-O(5)
V(4)-0(22)#1
V(4)-0(2)
V(4)-V(2)#1
V(4)-V(5)
V(5)-0(55)
V(5)-O(5)
V(5)-0(15)
V(5)-O(3)#1
V(5)-0(6)
V(5)-0(2)
V(5)-V(3)#1
0(2)-V(2)#1
O(3)-V(5)#1

O(1)-V(1)-0(14)
O(1)-V(1)-0(13)

O(14)-V(1)-0(13)

O(1)-V(1)-O(15)

0(14)-V(1)-0(15)
0(13)-V(1)-O(15)

0(1)-V(1)-0(12)

O(14)-V(1)-0(12)

1,5946(12)
1,8389(12)
1,8566(12)
1,9150(12)
2,0326(12)
2,3242(12)
3,0758(4)

3,1189(4)

1,6129(12)
1,7796(12)
1,8725(12)
1,9804(12)
2,0141(12)
2,2208(11)
3,0537(4)

2,1305(12)
1,9804(12)

103,24(6)
103,36(6)
91,45(5)

101,27(6)
91,29(5)

153,88(5)
102,10(6)
154,63(5)

O(7C)-H(7C)
C(8)-0(8C)
O(8C)-H(8C)
N(2)-H(1N2)
N(2)-H(2N2)
N(2)-H(3N2)
O(1IW)-H(1W1)
O(1W)-H(2W1)
O(2W)-H(1W2)
O(2W)-H(2W2)
O(2W)-H(3W2)
O(3W)-H(1W3)
O(3W)-H(2W3)
O(4W)-H(1W4)
O(4W)-H(2W4)
O(5W)-H(1W5)

O(5W)-H(2W5)

V(2)-0(2)-V(2)#1

V(2)-0(2)-V(5)

V(2)#1-0(2)-V(5)

V(2)-0(2)-V(3)

V(2)#1-0(2)-V(3)

V(5)-0(2)-V(3)
V(2)-0(2)-V(4)

V(2#1-0(2)-V(4)

0,834(18)
1,429(2)
0,801(17)
0,92(3)
0,90(3)
0,89(3)
0,84(2)
0,809(18)
0,845(19)
0,865(18)
0,83(2)
0,789(18)
0,815(19)
0,875(18)
0,875(18)
0,837(18)
0,85(2)

102,27(5)
93,89(4)
92,92(4)
93,33(4)
92,78(4)
169,65(6)
170,45(6)
87,22(4)



0(13)-V(1)-0(12)
0(15)-V(1)-0(12)

0(1)-V(1)-0(2)
0(14)-V(1)-0(2)
0(13)-V(1)-0(2)
0(15)-V(1)-0(2)
0(12)-V(1)-0(2)

0(12)-V(2)-0(22)

0(12)-V(2)-0(6)
0(22)-V(2)-0(6)
0(12)-V(2)-0(3)
0(22)-V(2)-0(3)
0(6)-V(2)-0(3)
0(12)-V(2)-0(2)
0(22)-V(2)-0(2)
0(6)-V(2)-0(2)
0(3)-V(2)-0(2)

0(12)-V(2)-O(2)#1
0(22)-V(2)-O(2)#1
0(6)-V(2)-O(2)#1
0(3)-V(2)-0(2)#1
0(2)-V(2)-0(2)#1

0(33)-V(3)-0(4)

0(33)-V(3)-0(13)

0(4)-V(3)-0(13)
0(33)-V(3)-0(3)
O(4)-V(3)-0(3)

84,05(5)
82,42(5)
175,50(6)
81,08(5)
77,62(5)
77,17(5)
73,56(4)
107,52(6)
97,81(5)
97,69(5)
96,85(5)
96,22(5)
155,72(5)
87,69(5)
164,74(5)
80,99(5)
80,37(5)
165,39(5)
87,04(5)
80,98(5)
79,96(5)
77,73(5)
102,50(6)
102,44(6)
95,18(5)
99,43(6)
155,49(5)

V(5)-0O(2)-V(4)
V(3)-0(2)-V(4)
V(2)-0(2)-V(1)

V(2)#1-0(2)-V(1)

V(5)-0(2)-V(1)
V(3)-0(2)-V(1)
V(4)-0(2)-V(1)
V(2)-0(3)-V(3)

V(2)-0(3)-V(5)#1
V(3)-0(3)-V(5)#1

V(3)-0O(4)-V(4)
V(5)-0(5)-V(4)

V(2)-0(6)-V(3)#1

V(2)-0(6)-V(5)

V(3)#1-0(6)-V(5)

V(2)-0(12)-V(1)
V(3)-0(13)-V(1)
V(1)-0(14)-V(4)
V(5)-0(15)-V(1)

V(5)-O(15)-H(15)
V(1)-0(15)-H(15)
V(2)-0(22)-V(4)#1

N(1)-C(1)-C(2)
N(1)-C(1)-C(4)
C(2)-C(1)-C(4)
N(1)-C(1)-C(3)
C(2)-C(1)-C(3)

86,63(4)
85,03(4)
87,65(4)
170,02(6)
87,39(4)
85,50(4)
82,84(4)
107,38(5)
107,09(5)
101,01(5)
114,19(6)
115,11(6)
107,42(5)
106,77(5)
98,69(5)
111,09(6)
114,80(6)
114,59(6)
112,77(6)
111(4)
116(4)
111,05(6)
107,61(14)
108,96(14)
111,23(14)
108,03(14)
110,91(14)
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0(13)-V(3)-0(3)
0(33)-V(3)-O(6)#1
O(4)-V(3)-O(6)#1
O(13)-V(3)-O(6)#1
0(3)-V(3)-0(6)#1
0(33)-V(3)-0(2)
O(4)-V(3)-0(2)
0(13)-V(3)-0(2)
0(3)-V(3)-0(2)
O(6)#1-V(3)-0(2)
O(44)-V(4)-O(14)
0(44)-V(4)-0(4)
O(14)-V(4)-O(4)
0(44)-V(4)-0(5)
O(14)-V(4)-O(5)
O(4)-V(4)-0(5)
0(44)-V(4)-0(22)#1
O(14)-V(4)-0(22)#1
O(4)-V(4)-0(22)#1
O(5)-V(4)-O(22)#1
0(44)-V(4)-0(2)
0(14)-V(4)-0(2)
O(4)-V(4)-0(2)
O(5)-V(4)-0(2)
O(22)#1-V(4)-0(2)
0(55)-V(5)-O(5)
0(55)-V(5)-O(15)

90,63(5)
99,53(5)
88,73(5)
156,25(5)
76,91(5)
174,41(5)
81,28(5)
81,15(5)
76,11(4)
76,30(4)
102,18(6)
103,64(6)
92,91(5)
101,50(6)
89,05(5)
153,76(5)
101,66(6)
155,91(5)
84,77(5)
82,90(5)
175,72(5)
81,43(5)
78,31(5)
76,12(5)
74,61(4)
102,44(6)
101,89(6)

C(4)-C(1)-C(3) 109,99(14)
0(2C)-C(2)-C(1) 111,96(14)
C(2)-0(2C)-H(2C) 109,2(18)
0(3C)-C(3)-C(1) 111,37(14)
C(3)-0(3C)-H(3C) 113(3)
0(4C)-C(4)-C(1) 110,52(14)
C(4)-O(4C)-H(4C) 110,5(17)
C(1)-N(1)-H(1N1) 112,7(16)
C(1)-N(1)-H(2N1) 111,1(14)
H(IN1)-N(1)-H@2N1)  106(2)
C(1)-N(1)-H(3N1) 110,1(14)
H(IN1)-N(1)-H@3N1)  108(2)
H@2N1)-N(1)-H@BN1)  109(2)
N(2)-C(5)-C(6) 108,46(15)
N(2)-C(5)-C(7) 109,53(14)
C(6)-C(5)-C(7)108,64(15)
N(2)-C(5)-C(8)107,37(15)
C(6)-C(5)-C(8)112,51(15)
C(7)-C(5)-C(8) 110,28(14)
O(6C)-C(6)-C(5) 111,56(16)
C(6)-O(6C)-H(6C1) 131(2)
C(6)-O(6C)-H(6C2) 106(4)
H(6C1)-O(6C)-H(6C2)  108(4)
O(7C)-C(7)-C(5) 112,19(14)
C(7)-O(7C)-H(7C) 114(2)
O(8C)-C(8)-C(5) 110,52(14)
C(8)-O(8C)-H(8C) 112,0(19)
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O(5)-V(5)-0(15) 95,02(6) C(5)-N(2)-H(1N2) 112,6(16)
O(55)-V(5)-0O(3y#1  99,19(5) C(5)-N(2)-H(2N2) 112,3(16)
O(5)-V(5)-0(3)#1  91,98(5) H(IN2)-N(2)-H(2N2)  104(2)
O(15)-V(5)-0(3#1  155,76(5) C(5)-N(2)-H(3N2) 112,3(16)
0(55)-V(5)-O(6) 99,68(6) H(IN2)-N(2)-H(3N2)  107(2)
0(5)-V(5)-0(6) 156,54(5) H(2N2)-N(2)-H(3N2)  108(2)
0(15)-V(5)-O(6) 87,98(5) HW1)-0(1W)-H2W1) 116(5)
O@)#1-V(5)-0(6)  76,76(5) H(1W2)-0(2W)-H(2W2) 119(4)
0(55)-V(5)-0(2) 174,67(5) H(1W2)-0(2W)-H(3W2) 97(5)
0(5)-V(5)-0(2) 81,52(5) H(2W2)-0(2W)-H(3W2) 103(5)
0(15)-V(5)-0(2) 81,17(5) H(1W3)-0(3W)-H(2W3) 108(4)
O@#1-V(5)-0(2)  76,95(4) H(1W4)-0(4W)-H(2W4) 110(3)
0(6)-V(5)-0(2) 75,95(4) H(1W5)-0O(5W)-H(2W5) 102(5)

Transformacgdes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z+1

TABELA A4. PARAMETROS DE DESLOCAMENTO ANISOTROPICO (A% x 10%
PARA A EXPRESSAO: exp{-2m%(h?a*?U;i+...+2hka*b*Uq,)}. E.S.DS
ESTAO EM PARENTESES.

U1 Uz Uss Uzs Uis Uiz
V) 90.6(14) 70,1(14) 47.0(14) 18,0(11) 3.7(11) -34.8(11)
V(2)  48.9(13) 44.7(13) 40,0(13) -55(10) -7,1(10) -20.1(10)
V()  455(13) 74.0(14) 49.1(14) -6.6(11) -5.8(10) -28.0(11)
V(4)  T74.8(13) 67.8(14) 40.4(13) -0,4(10) -8.1(10) -31,8(11)
V(5)  548(13) 96.8(14) 46.5(14) -6.0(11) -16,7(10) -30.7(11)
o1 137(6)  99(6) ~ 84(6)  -27(5) -6(5)  -41(5)
0(2)  56(5) 68(6) 66(6) -10(5) -9(4)  -26(4)
0(3)  53(5) 63(5) 52(6) -84)  -104)  -21(4)
O(4)  74(5) 87(6) 56(6) -10(4)  -8(4)  -40(5)
o5)  77(5) 87(6) 57(6) -1(5)  -17(4)  -26(5)
o)  62(5) 62(5) 61(6) -12(4)  -15(4)  -29(4)
0(12)  74(5) 59(6) 68(6)  -6(4)  -15(4)  -23(4)
O(13) 67(5)  85(6)  63(6)  -20(5) -3(4)  -30(5)
o(14)  77(5)  91(6)  52(6) -2(5)  -11(4)  -38(5)



O(15)
0(22)
0(33)
O(44)
O(55)
C(1)
C(2)
0(2C)
C(3)
O(3C)
C(4)
O(4C)
N(1)
C(3)
C(6)
O(6C)
C(7)
O(7C)
C(8)
O(8C)
N(2)
o(1W)
O(2wW)
O(3W)
O(4W)
O(5W)

78(6)
86(6)
69(5)
133(6)
74(6)
87(8)
86(8)
170(6)
146(8)
172(7)
111(8)
80(6)
76(7)
125(8)
191(9)
161(7)
142(9)
180(7)
112(8)
95(6)
98(7)
247(8)
206(8)
181(7)
268(8)
265(8)

103(6)
72(6)
109(6)
99(6)
127(6)
44(8)
96(8)
126(6)
87(8)
168(7)
97(8)
99(6)
68(7)
154(9)

205(8)
171(8)
223(8)

56(8)
97(9)
159(8)
88(8)
123(7)
80(8)
135(7)
63(7)
44(8)
214(8)
176(7)
269(9)
226(8)

26(5)  -11(4)
-3(5) -22(5)
-10(5)  -16(5)
4(5) -19(5)
25(5)  -24(5)

21(6)  -24(6)
17(7)  -16(6)

19(5)  -10(5)
2(7) -43(7)
3(5) -81(5)

35(7)  -34(7)
21(5)  -56(5)
-23(6)  -32(6)

-8(7) -19(6)
1(8) -34(7)
5(7) -38(6)
-A(7) 24(7)
25(5)  -66(5)
3(7) -20(6)
16(5)  10(5)
15(6)  -3(6)
11(6)  -53(6)
27(6)  -62(6)
73(6)  -30(6)
1(6) -40(7)

51(7)  -128(7)
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TABELA A5. COORDENADAS DE HIDROGENIO (x 10%) E PARAMETROS DE
DESLOCAMENTO ISOTROPICO (A? x 10%. OS ATOMOS DE
HIDROGENIO LIGADOS AO ATOMO DE NITROGENIO DO CATION
1,3-DI-HIDROXI-2-(HIDROXIMETIL)PROPAN-2-AMONIA E ATOMOS
DE HIDROGENIO DAS AGUAS E DO DECAVANADATO FORMA
LOCALIZADOS EM MAPAS DE DIFERENCA E FORAM REFINADOS
LIVREMENTE. TODOS OS OUTROS ATOMOS DE HIDROGENIO
FORAM INCLUIDOS EM POSICOES IDEALIZADAS COM OS U(iso)
AJUSTADOS A 1,2*U(eq) DOS ATOMOS DE CARBONO.

X y z U(iso)
H(2C) 3360(20) 2570(20) 4348(18) 17(6)
H(3C) 2850(20) 570(40) 7640(40) 105(16)
H(4C) -1250(20) 1907(18) 5640(16) 10(5)
H(6C1) 4660(30) 3592(18) 820(20) 13(7)
H(6C2) 4800(50) 4730(50) 320(30) 29(15)
H(7C) 200(40) 7150(20) 80(30) 61(11)
H(8C) 313(19) 2980(30) 2470(20) 32(7)
H(15) 4730(70) 4220(60) 2110(30) 180(30)
H(2A) 3713 1186 5645 12



H(3N2)
H(1W1)
H(2W1)
H(1W2)
H(2W2)
H(3W2)
H(1W3)
H(2W3)
H(1W4)
H(2W4)
H(1W5)
H(2W5)

3628
596
2257
727
1211
10(30)
910(20)
1350(20)
2775
2515
-400

-25
2861
1328
1620(30)
3100(30)
2510(30)
4470(40)
5150(40)
520(30)
-1050(30)
-30(70)
5390(30)
5500(40)
8030(30)
7960(30)
6780(40)
7290(80)

133
479
-470
1599

74
2990(20)
3320(20)
2950(20)
5884
5860
5103
6162
3080
4141
3380(30)
2950(30)
4140(20)
8680(60)
9000(30)
1110(50)
1390(40)
540(30)
-1050(30)
-60(40)
370(30)
-863(18)
2240(30)
930(60)

5057
7274
6850
4607
5161
6357(18)
5410(20)
6403(18)
191
1426
1270
1643
2165
2708
210(20)
283(19)
-410(20)
9990(40)
8957(16)
8920(30)
9270(30)
9770(40)
7040(20)
7320(40)
6895(19)
7520(20)
8540(30)
8600(60)

12
14

14

12

12
15(6)
18(6)
15(6)
20

20

15

15

14

14
27(7)
24(6)
23(6)
170(30)
55(10)
40(13)
82(13)
22(16)
54(10)
114(18)
50(9)
48(9)
74(12)
140(30)
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TABELA A6. ANGULOS DE TORGCAO EM GRAUS. E.S.DS ESTAO EM

PARENTESES.

O(6)#1-V(3)-O(4)-V(4)

0(2)-V(3)-0(4)-V

(4)

O(44)-V(4)-0(4)-V(3)
O(14)-V(4)-0(4)-V(3)
O(5)-V(4)-0(4)-V(3)
O(22)#1-V(4)-O(4)-V(3)

O(2)-V(4)-O(4)-V

(3)

V(2)#1-V(4)-0(4)-V(3)
0O(55)-V(5)-0(5)-V(4)
O(15)-V(5)-0(5)-V(4)
O(3)#1-V(5)-0(5)-V(4)
0(6)-V(5)-0(5)-V(4)

0(2)-V(5)-0(5)-V

(4)

0(22)-V(2)-0(12)-V(1)
0(6)-V(2)-0(12)-V(1)

-86.12(6)
-9.79(6)
-174.38(7)
-71.09(7)
22.67(15)
84.86(7)
9.53(6)
54.24(5)
-176.55(6)
-73.19(7)
83.59(7)
23.33(17)
7.09(6)
-178.60(5)
80.74(6)



O(3)-V(2)-0(12)-V(1)  -79.84(6)
0(2)-V(2)-0(12)-V(1)  0.17(6)
O@R)#1-V(2)-0(12)-V(1)  -3.4(2)
V(4)#1-V(2)-0(12)-V(1)  -179.99(2)
0(33)-V(3)-0(13)-V(1)  -175.61(7)
O(4)-V(3)-0(13)-V(1)  -71.57(7)
O(3)-V(3)-0(13)-V(1)  84.59(7)
O(B)#1-V(3)-0(13)-V(1)  27.09(17)
0(2)-V(3)-0(13)-V(1) ~ 8.75(6)
V(5)#1-V(3)-O(13)-V(1)  84.04(7)
V(4)-V(3)-0(13)-V(1) -40.24(6)
O(1)-V(1)-0(13)-V(3) 176.04(7)
0(14)-V(1-0(13)}-V(3)  72.07(7)
O(15)-V(1)-0(13)-V(3)  -23.83(16)
0(12)-V(1)-0(13)-V(3)  -82.90(7)
0(2)-V(1)-0(13)-V(3)  -8.47(6)
O(1)-V(1)-0(14)-V(4)  -179.01(7)
0(13)-V(1)-0(14)-V(4)  -74.93(7)
0O(15)-V(1)-0(14)-V(4)  79.09(7)
0(12)-V(1)-0(14)-V(4)  4.19(16)
0(2)-V(1)-0(14)-V(4)  2.30(6)
O(44)-V(4)-0(14)-V(1)  -179.97(7)
O(4)-V(4)-0(14)-V(1)  75.40(7)
O(5)-V(4)-0(14)-V(1)  -78.41(7)
O(22)#1-V(4)-0(14)-V(1) -8.29(16)
0(2)-V(4)-0(14)-V(1)  -2.31(6)
0(55)-V(5)-0(15)-V(1)  173.55(7)
O(5)-V(5)-0(15)-V(1)  69.70(7)
O(3)#1-V(5)-0(15)-V(1)  -36.53(16)
O(6)-V(5)-0(15)-V(1)  -86.98(7)
0(2)-V(5)-0(15)-V(1)  -10.90(8)
0(12)-V(2)-0(22)-V(4)#1 -178.73(6)
0(6)-V(2)-0(22)-V(4)#1  -77.99(6)
0(3)-V(2)-0(22)-V(4)#1  82.06(6)
0(2)-V(2)-0(22)-V(4)#1  6.0(2)
O(2)#1-V(2)-0(22)-V(4)#1 2.49(6)
N(1)-C(1)-C(2)-0(2C) ~ -54.96(18)
C(4)-C(1)-C(2)-0(2C)  64.32(18)
C(3)-C(1)-C(2)-0(2C)  -172.92(14)
N(1)-C(1)-C(3)-O(3C)  -45.11(18)
C(2)-C(1)-C(3)-O(3C)  72.61(18)
C(4)-C(1)-C(3)-O(3C)  -163.93(14)
N(1)-C(1)-C(4)-O(4C)  -60.56(18)
C(2)-C(1)-C(4)-O(4C)  -179.03(14)
C(3)-C(1)-C(4)-O(4C)  57.69(18)
N(2)-C(5)-C(6)-O(6C)  -59.45(19)
C(7)-C(5)-C(6)-O(6C)  -178.44(15)
C(8)-C(5)-C(6)-0O(6C)  59.2(2)
N(2)-C(5)-C(7)-O(7C)  -56.40(19)
C(6)-C(5)-C(7)-O(7C)  61.91(19)
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C(8)-C(5)-C(7)-O(7C)
N(2)-C(5)-C(8)-O(8C)
C(6)-C(5)-C(8)-O(8C)
C(7)-C(5)-C(8)-O(8C)

-174.35(14)
-47.18(18)
-166.44(15)
72.10(18)
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Transformacdes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z+1

TABELA A7. LIGACOES DE HIDROGENIO, EM ANGSTRONS E GRAUS.

D-H..A
O(3C)-H(3C)...0(3W)
O(4C)-H(4C)...O(3)#2
O(6C)-H(6C2)...0(BC)#3
O(7C)-H(7C)...0(2W ¢4
O(8C)-H(8C)...O(13)#2

0(15)-H(15)...0(6C)
C(3)-H(3B)...0(12)#5
N(1)-H(1N1)...O(55)#4
H(3N1)...O(4)#1
H(

H(

N(1)-
N(2)-H(1N2)...0(7C)#6
N(2)-H(2N2)...0(1W)#1

N(2)-H(3N2)...0(14)#3

O(2W)-H(1W2)...0(3C)
O(2W)-H(2W2)...0(5W)#2
O(2W)-H(3W2)...0(2W )#7
O(3W)-H(1W3)...0(2C)#5
O(3W)-H(2W3)...0(4W)
O(4W)-H(1W4)...0(4C)#8
O(4W)-H(2W4)...0(8C)#5
O(5W)-H(1W5)...0(5)#1
O(5W)-H(2W5)...0(4W)
O(1W)-H(1W1)...0(5W)#9
O(1W)-H(2W1)...0(

d(D-H)
0.795(19)
0.765(16)
0.836(19)
0.834(18)
0.801(17)
0.82(2)
0.99
0.84(2)
0.88(2)
0.92(3)
0.90(3)
0.89(3)
0.845(19)
0.865(18)
0.83(2)
0.789(18)
0.815(19)
0.875(18)
0.875(18)
0.837(18)
0.85(2)
0.84(2)

d(H...A)
2.00(2)
1.909(16)
1.84(2)
2.03(2)
1.867(17)
1.89(2)
2.40

1.96(2)
1.953(19)
2.02(2)
2.08(2)
2.17(3)
1.980(19)
1.847(18)
1.95(2)
2.00(4)
1.97(2)
2.042(18)

d(D..A)
2.790(2)
2.6589(17)
2.669(3)
2.822(2)
2.6661(17)
2.7096(19)
3.337(2)
2.7978(19)
2.8434(19)
2.806(2)
2.928(2)
2.807(2)
2.787(2)
2.817(2)
2.848(3)
2.824(2)
2.895(2)
2.846(2)
2.720(2)
2.7391(19)
2.805(2)
2.804(2)
2.851(2)

<(DHA)
169(5)
167(2)
173(6)
158(3)
176(3)
175(6)
157.0

Transformagbes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z+1
#2 x-1y,z #3 -x+1,-y+1,-z #4 -x,-y+1,-z+1 #5 -x+1,-y,-z+1 #6 -x,-y+1,-z #7 -X,-y,-z+2

#8 x+1,y,z #9 -x+1,-y+1,-z+2 #10 x,y+1,z

Crystal structure analysis of [NH3C(CH,OH)3]4, (V10H2025), (H20)410
Crystal data: [NH3C(CH;OH)s)s, (V1oH2032s8), (H20)10, M = 1628.16 Triclinic,
space group P-1 (no.2 ), a = 10.4309(7) A, b = 11.0433(8) A, ¢ = 13.5202(10) A, a =
76.258(3) °, B = 71.873(3) °, y = 65.063(2) °, V = 1331.90(17) A®. Z=1, Dc =2.030 g
cm™, F(000) = 824, T = 100(2) K, p(Mo-Ka) = 1.797 mm™, A(Mo-Ka) = 0.71073 A.

Crystals are light orange blocks. From a sample under oil, one, ca 0.393 x

0.259 x 0.124 mm3, was mounted on a Micro-mount/mesh and fixed in the cold
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nitrogen stream on a Bruker D8 Venture diffractometer, equipped with a Photon 100
CMOS detector, Mo-Ka radiation and graphite monochromator. Intensity data were
measured by thin-slice w- and @-scans. Total no. of reflections recorded, t0 Omax =
27.5°, was 60077 of which 6114 were unique (Rint = 0.0396); 5285 were 'observed'
with | > 20,.

Data were processed using the APEX2 (1) program. The structure was
determined by the intrinsic phasing methods routines in the SHELXT program (2A)
and refined by full-matrix least-squares methods, on F?s, in SHELXL (2B). The
hydrogens atoms bound to the nitrogen atom of the 1,3-dihydroxy-2-
(hydroxymethyl)propan-2-ammonia cation and water and decavanadate hydrogens
atoms were located in difference maps and were refined freely All other hydrogen
atoms were included in idealised positions and their Uiso values were set to ride on
the Ueq values of the parent carbon atoms. At the conclusion of the refinement, wR,
= 0.0608 and R; = 0.0320 (2B) for all 6114 reflections weighted w = [0%(F,%) +
(0.0268P)? + 1.2693P]" with P = (F,> + 2F.2)/3; for the 'observed' data only, Ry =
0.0241.

In the final difference map, the highest peak (ca 0.43 eA™) was close to C1.

Scattering factors for neutral atoms were taken from reference (3). Computer
programs used in this analysis have been noted above, and were run through WinGX
(4) at the Universidade Federal do Parana.
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ANEXO 5

TABELA A1. DADOS CRISTALOGRAFICOS E REFINAMENTO DA ESTRUTURA
PARA [u2-(CgH10NO3)2(VO2),] (PirVz)

Cddigo de identificagao

Foérmula elementar

Massa/mol (g/mol)

Temperatura

Comprimento de onda

Sistema cristalino, grupo espacial
Dimensdes da célula unitaria

Volume

Z, densidade calculada
F(000)

Coeficiente de absorcao

Cor do cristal, formato
Tamanho do cristal

No difratdbmetro:

Faixa de coleta de dados
indices limitantes
Completude para 6
Correcao de absorcéao
Transmissdo maxima e minima
Reflexdes coletadas / unicas

Numero de reflexdes “observadas” (I > 20))

Estrutura determinada por:
Refinamento:

Dados / restrigdes / parametros
Qualidade de ajuste em F?

R (dados “observados”)

R (todos os dados)

Reflexdes ponderadas:

Coeficiente de extingao
Maior diferencga pico e buraco
Localizagao do pico de maior diferenca

JMMO1_95a

C16 H20 N2 O10 V2
502,22

100(2) K

0,71073 A
Triclinico, P-1
a=6,8719(4) A a = 113,382(2)
91,615(2) °

b = 8,6381(5) A B=
y = 102,239(2)

c = 8,6481(5) A

456,86(5) A

1, 1,825 mg/m°

256

1,086 mm"”

placa verde

0,245 x 0,162 x 0,073 mm

3,067a275°

-9<=h<=9, -12<=k<=12, -12<=|<=12
25,2°,99,8 %

Semi-empirica de equivalentes

0,7470 e 0,6949

32330/ 2670 [R(int) = 0,0285]

2481

Métodos diretos, em SHELXS

Mzatriz integral minimos quadrados em
F

2670/0/176

1,121

Ry =0,0234, wR, = 0,0634

R =0,0263, wR, = 0,0644

w = [0%(F0%)+(0.0334*P)*+0.248*P]"
onde P = (Fo?+2Fc?)/3

n/a

0,569 e -0,273 e A

na ligacao C1-C2
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TABELA A2, COORDENADAS ATOMICAS (x 10%) E PARAMETROS DE
DESLOCAMENTO ISOTROPICO EQUIVALENTES (A? X 10%). U(eq) E DEFINIDO
COMO UM TERCO DO TRACO DO TENSOR Uij ORTOGONALIZADO.

X y z U(eq)
V(1) 38370(3) 94294(2) 31137(2) 76.6(7)
o(1) 53463(14) 99083(12) 18859(12) 148(2)
0(2) 25354(14)  73827(11) 21489(11) 131(2)
O(3) 41348(14)  110528(11) 55546(11) 112(2)
O(4) 17445(13)  105396(11) 29080(11) 108(2)
0O(5) 15556(14) 153168(12) 87964(12) 129(2)
C(1) 18305(17)  131641(15) 26310(15) 91(2)
C(2) 20253(17)  122515(15) 36411(15) 87(2)
C(3) 25024(17)  131729(15) 54096(15) 86(2)
C(4) 27135(17)  149764(15) 61632(15) 90(2)
C(5) 24666(18)  158046(15) 51267(15) 101(2)
C(6) 14250(20)  122862(16) 7438(15) 126(2)
C(7) 28236(19) 121283(16) 63873(15) 111(2)
C(8) 31527(19) 159951(16) 80569(15) 115(2)
N(1) 20565(16)  148904(14) 34290(13) 98(2)

TABELA A3. DIMENSOES MOLECULARES. OS COMPRIMENTOS DE LIGAGAO
ESTAO EM ANGSTROMS (A), ANGULOS EM GRAUS (°). E.S.DS
ESTAO EM PARENTESES.

V(1)-0(1) 1,6134(9)  C(3)-C(4) 1,4020(16)
V(1)-0(2) 1,6548(9)  C(3)-C(7) 1,5024(16)
V(1)-0(4) 1,9299(9)  C(4)-C(5) 1,3770(16)
V(1)-0(3) 1,9922(9)  C(4)-C(8) 1,5043(16)
V(1)-0(3)#1 1,9947(9)  C(5)-N(1) 1,3493(16)
0(3)-C(7) 1,4332(14)  C(5)-H(5) 0,890(18)
0(3)-V(1)#1 1,9947(9)  C(6)-H(6A) 1,006(19)
0(4)-C(2) 1,3243(14)  C(6)-H(6B) 0,96(2)
0(5)-C(8) 1,4217(15)  C(6)-H(6C) 0,968(17)
O(5)-H(105)  0,78(2) C(7)-H(7A) 0,982(17)
C(1)-N(1) 1,3428(15)  C(7)-H(7B) 0,901(17)



C(1)-C(2)
C(1)-C(6)
C(2)-C(3)

1,4097(16)
1,4896(16)
1,4053(16)

O(1)-V(1)-0(2)
O(1)-V(1)-O(4)
0(2)-V(1)-O(4)
O(1)-V(1)-O(3)
0(2)-V(1)-0(3)
0(4)-V(1)-0(3)
O(1)-V(1)-O(3)#1
0(2)-V(1)-O(3)#1
O(4)-V(1)-O(3)#1
0(3)-V(1)-0(3)#1
C(7)-0(3)-V(1)
C(7)-0(3)-V(1)#1
V(1)-0(3)-V(1)#1
C(2)-0(4)-vV(1)
C(8)-0(5)-H(105)
N(1)-C(1)-C(2)
N(1)-C(1)-C(6)
C(2)-C(1)-C(6)
O(4)-C(2)-C(3)
O(4)-C(2)-C(1)
C(3)-C(2)-C(1)
C(4)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-C(7)

110,07(5)
101,02(4)
98,35(4)
119,58(5)
129,06(4)
83,39(4)
96,01(4)
95,14(4)
153,09(4)
70,07(4)
127,46(7)
121,00(7)
109,93(4)
121,34(7)
106,8(16)
117,56(11)
120,04(11)
122,40(11)
121,15(10)
119,43(11)
119,43(11)
120,09(11)
123,57(10)

C(8)-H(8A)
C(8)-H(8B)
N(1)-H(1N1)

C(5)-C(4)-C(8)
C(3)-C(4)-C(8)
N(1)-C(5)-C(4)
N(1)-C(5)-H(5)
C(4)-C(5)-H(5)
C(1)-C(6)-H(6A)
C(1)-C(6)-H(6B)

H(6A)-C(6)-H(6B)

C(1)-C(6)-H(6C)

H(6A)-C(6)-H(6C)
H(6B)-C(6)-H(6C)

O(3)-C(7)-C(3)

0(3)-C(7)-H(7A)
C(3)-C(7)-H(7A)
0(3)-C(7)-H(7B)
C(3)-C(7)-H(7B)

H(7A)-C(7)-H(7B)

O(5)-C(8)-C(4)

0(5)-C(8)-H(8A)
C(4)-C(8)-H(8A)
0(5)-C(8)-H(8B)
C(4)-C(8)-H(8B)

H(8A)-C(8)-H(8B)

0,988(18)
0,950(18)
0,78(2)

120,14(11)
121,53(11)
120,22(11)
116,7(12)
123,1(12)
111,3(11)
108,7(12)
110,1(16)
108,9(10)
109,0(15)
108,8(15)
108,44(9)
110,5(10)
111,5(10)
107,6(11)
110,9(11)
107,9(14)
107,56(10)
109,4(10)
110,3(10)
113,4(11)
109,2(11)
107,0(15)
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C(2)-C(3)-C(7)  116,31(10) C(1)-N(1)-C(5) 124,35(11)
C(5)-C(4)-C(3)  118,31(11) C(1)-N(1)-H(1N1) 118,4(15)
C(5)-N(1)-H(1N1)  117,3(15)

Transformagdes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+2,-z+1

TABELA A4. PARAMETROS DE DESLOCAMENTO ANISOTROPICO (A% x 10%
PARA A EXPRESSAO: exp{-2m%(h?a*?U;i+...+2hka*b*Uq,)}. E.S.DS
ESTAO EM PARENTESES.

U1 U2 Uss Uz Uiz U1z

V(1) 121,4(10) 51,6(10) 49,60(10) 13,9(7)  -6,1(7)  22,5(7)

O(1) 186(4) 159(4) 136(4) 89(4) 46(3) 59(4)
0(2) 189(4)  74(4) 108(4) 28(3) -31(3) 15(3)
O(3) 161(4) 104(4)  67(4) 10(3) -4(3) 80(3)
O(4) 142(4)  66(4) 96(4) 15(3) -27(3) 29(3)
O(5) 158(4) 130(4)  73(4) 22(3) 31(3) 18(3)
C(1) 93(5) 103(5)  80(5) 34(4) o(4) 36(4)
C(2) 84(5) 82(5) 89(5) 27(4) 6(4) 28(4)
C(3) 93(5) 90(5) 81(5) 34(4) 14(4) 33(4)
C(4) 89(5) 90(5) 79(5) 23(4) 14(4) 22(4)
C(5) 117(5)  69(5) 108(5) 26(4) 20(4) 23(4)
C(6) 176(6) 120(5)  80(5) 31(4) 10(4) 58(4)
C(7) 162(6) 110(5)  78(5) 35(4) 22(4) 75(4)
C(8) 138(5)  96(5) 79(5) 14(4) 10(4) 10(4)
N(1) 126(5)  96(5) 94(5) 56(4) 19(4) 39(4)

TABELA A5. COORDENADAS DE HIDROGENIO (x 10%) E PARAMETROS DE
DESLOCAMENTO ISOTROPICO (A? x 10°). TODOS OS ATOMOS DE
HIDROGENIO FORAM LOCALIZADOS EM MAPAS DE DIFERENCA E
FORAM REFINADOS LIVREMENTE.

X y z U(iso)
H(105) 1710(30)  15940(30) 9760(30) 29(5)
H(5) 2550(30)  16940(20) 5520(20) 15(4)
H(6A) 1610(30) 13160(20) 230(20) 20(4)
H(6B) 80(30) 11580(30) 430(20) 23(5)
H(6C) 2340(30) 11550(20) 320(20) 12(4)
H(7A) 1550(20) 11410(20) 6470(20) 9(4)

H(7B) 3420(20)  12830(20)  7450(20) 8(4)
H(BA)  4430(30)  15860(20)  8480(20) 14(4)
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H(8B)  3320(30)  17200(20)  8320(20) 16(4)
H(IN1)  1940(30)  15410(30)  2880(30)  22(5)

TABELA A6. ANGULOS DE TORGCAO EM GRAUS. E.S.DS ESTAO EM

PARENTESES.
V(1)-0(4)-C(2)-C(3) -59,84(14)
V(1)-0(4)-C(2)-C(1) 120,54(10)
N(1)-C(1)-C(2)-O(4) 177,68(10)
C(6)-C(1)-C(2)-O(4) -3,37(17)
N(1)-C(1)-C(2)-C(3) -1,95(17)
C(6)-C(1)-C(2)-C(3) 177,00(11)
O(4)-C(2)-C(3)-C(4) -177,45(11)
C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 2,18(17)
O(4)-C(2)-C(3)-C(7) 4,43(16)
C(1)-C(2)-C(3)-C(7) -175,94(11)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -0,79(17)
C(7)-C(3)-C(4)-C(5) 177,18(11)
C(2)-C(3)-C(4)-C(8) 177,85(10)
C(7)-C(3)-C(4)-C(8) -4,17(18)
C(3)-C(4)-C(5)-N(1) -0,80(17)
C(8)-C(4)-C(5)-N(1) -179,46(11)
V(1)-0(3)-C(7)-C(3) -52,20(13)
V(1)#1-0(3)-C(7)-C(3) 143,82(8)
C(4)-C(3)-C(7)-0(3) -130,50(12)
C(2)-C(3)-C(7)-0(3) 47,55(14)
C(5)-C(4)-C(8)-0(5) 118,85(12)
C(3)-C(4)-C(8)-0(5) -59,77(14)
C(2)-C(1)-N(1)-C(5) 0,37(18)
C(6)-C(1)-N(1)-C(5) -178,61(11)
C(4)-C(5)-N(1)-C(1) 1,04(18)

Transformacdes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+2,-z+1

TABELA A7. LIGAGCOES DE HIDROGENIO, EM ANGSTRONS (A) E GRAUS (°).

D-H..A dD-H) d(H..A) d(D..A)  <(DHA)

O(5)-H(105)...0(2#2  0,78(2) 1,93(2) 2,7051(13)  170(2)
N(1)-H(1N1)...0(2)#3 0,78(2) 2,01(2) 2,7533(14) 158(2)

Transformacdes de simetria para gerar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y+2,-z+1 #2
x,y+1,z+1 #3 x,y+1,z
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Crystal structure analysis of [2-(CsH1oNO3)2(VO2).]

Crystal data: CqsH20N2O19V2, M = 502,22, Triclinic, space group P-1 (no, 2), a
6,8719(4) A, b = 8,6381(5) A, ¢ = 8,6481(5) A, a = 113,382(2) °, B = 91,615(2) °, y
102,239(2) °, V = 456,86(5) A>, Z = 1, Dc = 1,825 mg m™, F(000) = 256, T = 100(2)
K, J(Mo-Ka) = 1,086 mm™, A(Mo-Ka) = 0,71073 A,

Crystals are light green blocks, From a sample under oil, one, ca 0,245 x 0,162 x

0,073 mm, was mounted on a Micro-mount and fixed in the cold nitrogen stream on a
Bruker D8 Venture diffractometer, equipped with a Photon 100 CMOS detector, Mo-
Ka radiation and graphite monochromator, Intensity data were measured by thin-slice
w- and @-scans, Total no, of reflections recorded, to 8.« = 30°, was 32330 of which
2670 were unique (Rint = 0,0285); 2481 were 'observed' with | > 20,

Data were processed using the APEX3 (1) program, The structure was determined
by the direct methods routines in the SHELXS program (2A) and refined by full-matrix
least-squares methods, on F?s, in SHELXL (2B), The non-hydrogen atoms were
refined with anisotropic thermal parameters, The hydrogen atoms were located in
difference maps and were refined freely, At the conclusion of the refinement, wR; =
0,0644 and Ry = 0,0263 (2B) for all 2670 reflections weighted w = [0%(F.?) +
(0,0344P)? + 0,248P]" with P = (F,2 + 2F.%)/3; for the 'observed' data only, Ry =
0,0234,

In the final difference map, the highest peak (ca 0,569 eA™) was on the C1-C2 bond,
Scattering factors for neutral atoms were taken from reference (3), Computer
programs used in this analysis have been noted above, and were run through WinGX
(4) at the Universidade Federal do Parana,
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