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PRINCIPAIS METODOS DE SINTESE DE AMIDINAS
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SYNTHETIC APPROACHES TO AMIDINES. The amidine functional group is found in a wide range of natural products and is
biologically active against several pathogens. In addition, amidines have long been regarded as useful intermediates in the synthesis of

heterocyclic compounds. Consequently, a great number of methods have been developed for the preparation of amidines. Pinner’s method
is the most commonly used. Conventional methods include: - the addition of metal amides or amines to nitriles, the addition of amines
to imido esters and the condensation of amides with amines in the presence of halogenating reagents. In this report, the main methods

for synthesis of amidines will be described.
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INTRODUCAO

O grupo amidinico € caracterizado por dois dtomos de nitrogé-
nio, substituidos ou ndo, ligados a um mesmo 4tomo de carbono.
Dependendo do niimero e da distribui¢do dos substituintes nos ato-
mos de nitrogé€nio, as amidinas podem ser divididas em cinco gru-
pos: amidinas ndo substituidas, amidinas monossubstituidas,
amidinas simétricas dissubstituidas, amidinas ndo simétricas
dissubstituidas e amidinas trissubstituidas (Esquema 1).
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Esquema 1. Classificagcdo de amidinas

Tautomerismo do tipo prototrépico ocorre em amidinas
monossubstituidas e em amidinas simétricas dissubstituidas (Esque-
ma 2).
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Esquema 2. Formas tautoméricas de amidinas

Diversos produtos naturais apresentam em sua composi¢ao o gru-
po amidina'. Como exemplo, temos a distamicina, extraida a partir
de Streptomyces, que apresenta significante atividade antiviral* (Es-
quema 3). Na quimica medicinal, muitas substancias contendo este
grupo funcional tém apresentado atividade contra vdrios agentes
patogénicos como Giardia lamblia®, Leishmania sp®°, Pneumocystis
carinii'*", Candida albicans'>'®, Cryptococcus neoformans'>',

*e-mail: alice @rmn.uff.br

Toxoplasma gondii’, Trypanosoma sp'**', Cryptosporidium sp*,

Acanthamoeba polyphaga® e Plasmodium sp*. Além disso, o grupo
amidina estd presente em diversos compostos com atividade
antitrombdtica®.

Na quimica de heterociclos, amidinas sio intermedidrios muito
utilizados nas sinteses de importantes sistemas®-!, tais como
pirimidinas®***, oxaz6is®, triazinas® e tiazo6is®.
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Esquema 3. Estrutura da distamicina

Neste artigo procuramos reunir védrias metodologias empregadas
para sintese de amidinas alifticas e aromadticas que, como j4 citado,
sdo de grande interesse do ponto de vista farmacoldgico.

METODOS DE SINTESE

Os principais substratos utilizados para tais sinteses sao nitrilas e
amidas, sendo também utilizados, em alguns casos, ésteres, dcidos
carboxilicos e isonitrilas. As estratégias convencionais para a sintese
de amidinas compreendem reagdes entre aminas e nitrilas na pre-
sen¢a de um catalisador; adicdo de amidetos metdlicos a nitrilas;
rea¢do de aminas com intermedidrios imidoésteres e condensagdo
de amidas com aminas na presenca de agentes de acoplamento.

A partir de nitrilas

O método cldssico de obtencio de amidinas € o método de Pinner,
descoberto no final do século XIX*3%3, A nitrila reage com écido
cloridrico gasoso e etanol anidro. O intermedidrio formado, o deriva-
do imidato, reage com amina, apds isolamento ou ndo, para gerar a
amidina (Esquema 4). Este € o método mais utilizado para a sinte-
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se de amidinas ndo substituidas. Uma restricio estd em reacdes
onde o grupo ciano nio estd ligado a um substituinte retirador de
elétrons, pois a reacdio ndo ocorre ou acontece com baixos rendi-
mentos. Nestes casos, utilizam-se dcidos de Lewis para produzir
um intermedidrio reativo, como na reagdo descrita por Garigipati®.
Nesta metodologia amidetos de alquilcloroaluminio, que sdo for-
mados a partir de trimetilaluminio e cloreto de amdnio ou cloridrato
da amina correspondente, reagem com nitrilas em meio de tolueno
e aquecimento para formarem intermedidrios que, apds hidrdlise,
produzem amidinas em bons rendimentos (Esquema 5). Este mé-
todo apresenta duas grandes vantagens: bons rendimentos e tempo
reacional relativamente curto (6 a 20 h). Uma desvantagem, po-
rém, € a sensibilidade do trimetilaluminio ao ar e a umidade, sendo
necessdrio manused-lo em atmosfera de argonio.
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Esquema 4. Sintese de amidinas utilizando o método de Pinner
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R= alquila, arila, benzila; R’,R"= H, metila.
Esquema 5. Sintese de amidinas a partir de nitrilas e amidetos de
alquilcloroaluminio

Rousselet ef al. sintetizaram amidinas ao reagir nitrilas com
aminas na presenca de dimetilsulféxido (DMSO), metanol ou
acetonitrila como solvente, sob atmosfera inerte, em temperaturas
inferiores a 80 °C. Para aumentar a reatividade da nitrila, utilizou
cloreto cuproso e brometo cuproso como catalisadores. Na obtencdo
de amidinas abertas, o rendimento foi de 75 a 100%, enquanto que
na sintese de amidinas ciclicas o rendimento foi de 40 a 60%. Aminas
secunddrias foram facilmente convertidas as amidinas correspon-
dentes, usando uma razao molar 1:1 (amina/CuCl). Todavia, aminas
primdrias quando submetidas a0 mesmo procedimento geraram, em
diversos casos, uma mistura de amidinas mono e dissubstituidas.
Um procedimento experimental capaz de obter exclusivamente
amidinas monossubstituidas é o emprego de uma razao molar 1;1,2
(amina/CuCl). Quando utilizaram piridina como solvente a reacéio
ndo ocorreu’! (Esquema 6).
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R= fenila, metila; R’, R"= H, alquila, -(CH2CH>OCH2CH,)-, ~CH2Ph, ~CH2CH>NH2, —(CH2)s5—.

Esquema 6. Sintese de amidinas a partir de nitrilas, aminas e cloreto cuproso

Lange desenvolveu um método para sintese de amidinas, partin-
do de nitrilas e N-acetilcisteina como catalisador. Na primeira etapa,
N-acetilcisteina € adicionada a nitrila formando um intermedidrio
tioimidato. Logo em seguida, o catalisador € deslocado pela amonia,
gerando a amidina correspondente. A reacdo € muito dependente da
temperatura. Em temperaturas mais elevadas a velocidade da reacio
aumenta, mas a solubilidade da amonia diminui. Contudo, a primeira
etapa € a determinante da velocidade da rea¢do. Os melhores rendi-
mentos sdo obtidos quando os substituintes ligados ao grupo ciano
sdo aromdticos, heteroaromadticos e radicais alquilas. Em alguns ca-
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sos, a amonia tem sido substituida por acetato de amdnio, o que
aumenta o tempo reacional, que pode chegar até 48 h, e altera o
rendimento da reacdo. A grande desvantagem do método € o alto
custo da N-acetilcisteina® (Esquema 7).
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R= alquila, aminoacido, arila, heterociclo.

Esquema 7. Sintese de amidinas a partir de nitrilas, N-acetilcisteina e aménia

Outra metodologia que envolve a formacdo de intermedidrios do
tipo tioimidato foi desenvolvida por Baati, que obteve sais de
tioimidatos com excelentes rendimentos pelo tratamento de nitrilas
com tiofenol em éter dietilico, sob atmosfera de brometo de hidrogé-
nio, em 30 min de reagdo. Os intermedidrios tioimidatos foram con-
vertidos as amidinas na presenga de aminas e metanol a temperatu-
ra ambiente e atmosfera inerte, com bons rendimentos. Todas as
reagdes foram completadas dentro de 6 h. A grande vantagem deste
método € a compatibilidade com muitos grupos funcionais, dentre
eles dcidos carboxilicos, ésteres, acetais®® (Esquema 8).
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Esquema 8. Sintese de amidinas a partir de nitrilas, tiofenol, aminas e HBr

Forsberg mostrou que aminas primdrias reagem com nitrilas
desativadas, sob refluxo e na presenca de trifluorometanossulfonato de
lantanio(Ill), que atua como catalisador, gerando amidinas monos-
substituidas, que podem reagir novamente com aminas para formar
amidinas dissubstituidas. De modo geral, obteve-se 90% de conversao de
nitrila para amidina dissubstistuida quando a reagio foi realizada usando
uma razao molar 1:2 (nitrila/amina). Portanto, € um 6timo procedimento
para a sintese de amidinas dissubstituidas. Quando a reag@io ocorre com
excesso de nitrila uma quantidade significante de triazina é formada atra-
vés da ciclotrimerizagdo da nitrila. Das aminas estudadas por Forsberg,
somente a 7-butilamina revelou baixa reatividade devido ao impedimento
estérico do grupo #-butila. Neste caso, o rendimento da reagdo foi de ape-
nas 10%. O tempo de reagio € de aproximadamente 18 h* (Esquema 9).
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Esquema 9. Sintese de amidinas a partir de nitrilas, aminas e trifluoro-
metanossulfonato de lantaniolll como catalisador

Iodeto de samério(II) tem sido muito usado como agente de redu-
¢do ou de acoplamento para uma variedade de reacdes. Qi Shen inves-
tigou a capacidade catalitica desta substincia na reagéio de condensagio
de aminas com nitrilas para a sintese de amidinas dissubstituidas. As
reagdes foram realizadas na temperatura de 55 a 80 °C por 24 ou 48 h,
usando nitrila e amina na presenca de iodeto de samario(Il) em exces-
s0. Os rendimentos obtidos variaram de 18 a 86%. A razdo molar
empregada foi de 1:2 (nitrila/amina), porém, o rendimento aumentou
quando a razdo molar foi de 1:3, com baixo tempo reacional. A for-
magdo de triazinas por ciclotrimerizagdo da nitrila aumenta com o
passar do tempo reacional® (Esquema 10).
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Esquema 10. Sintese de amidinas a partir de nitrilas, aminas e iodeto de
samdrioll como catalisador

Spychala* desenvolveu um método geral para sintese em uma
Unica etapa de amidinas ciclicas. Nitrilas reagem com etilenodiamina
e sulfeto de hidrogénio anidro, utilizando etanol como solvente, pro-
duzindo amidinas ciclicas. Os rendimentos foram altos quando se
empregaram altas concentra¢des de amina e a reacdo foi mantida
sob refluxo (Esquema 11).
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Esquema 11. Sintese de amidinas ciclicas a partir de nitrila, sulfeto de
hidrogénio e etilenodiamina

El-Emary*’ sintetizou amidina ciclica a partir da reagéo entre 5-
ciano-1,6-difenil-3-metil- 1 H-pirazolo[3,4-b]pirazina, dissulfeto de
carbono e etilenodiamina em excesso, com bom rendimento (Es-
quema 12).
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Esquema 12. Sintese de amidina ciclica a partir de nitrila, dissulfeto de
carbono e etilenodiamina

Uma outra metodologia utilizada consiste na transformagao de
oximas, formadas a partir de nitrilas, utilizando diferentes agentes
redutores. Cesar*® usou cloreto de estanho(IT) diidratado em meio
de N,N-dimetilformamida (DMF) como agente redutor. Na primei-
ra etapa, amidoxima foi obtida através da reagdo entre nitrila,
cloridrato de hidroxilamina e diisopropiletilamina (DIPEA) em meio
de tetraidrofurano (THF) e etanol, a 60 °C, durante 16 h. Logo em
seguida, o produto foi reduzido com cloreto de estanho(1I) diidratado,
a 80 °C por 40 h. A retirada da amidina ligada a resina foi feita sob
refluxo com 4cido trifluoroacético (TFA) por 1 h, com rendimento
global de 89%. A desvantagem do método € o tempo extenso de
reagdo® (Esquema 13). Vdrios outros métodos de reducao de oximas
a amidinas tém sido descritos na literatura. Judkins® transformou
nitrilas em intermedidrios amidoximas, que foram reduzidos as
amidinas, utilizando gds hidrogénio, Pd/C e uma mistura de dcido
acético e anidrido acético (Esquema 14).
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Esquema 13. Sintese de amidina a partir da redugdo de amidoxima usando
cloreto de estanholl diidratado
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Esquema 14. Sintese de amidinas a partir da redug¢do de oximas usando gds
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hidrogénio e Pd/C como catalisador

Com o objetivo de eliminar o gés hidrogénio nas reagdes de redu-
¢do de amidoximas, Anbazhagan® explorou o uso de formiato de am6nio
como agente de transferéncia de hidrogénio na presenca de dcido acético
e de Pd/C como catalisador. O tempo de reacdo variou entre 3 e 24 h e
o rendimento foi de 66 a 85%. A eliminagdo de gds hidrogénio, que ¢
altamente combustivel, sem alterar significativamente o rendimento
da reacdo € uma grande vantagem desta metodologia (Esquema 15).
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R= arila, heteroarila; R'= H, benzila, heterociclo, metila, -COCHs.

Esquema 15. Sintese de amidina a partir da redugdo de oximas usando
formiato de aménio e Pd/C como catalisador

A partir de amidas e tioimidatos

Nos dltimos anos a sintese de amidinas utilizando amidas como
substrato tem sido muito empregada. O trabalho pioneiro foi desenvol-
vido por Hill, que converteu diamidas em dicloretos e imiofa com
pentacloreto de fésforo, reagindo em seguida com aminas primdrias ou
secunddrias para gerar diamidinas em baixos rendimentos®' (Esquema
16). Em outro trabalho, Hill obteve amidinas através da reagio entre
amidas e aminas primdrias com melhores rendimentos. Novamente, o
intermedidrio cloreto de imidoila foi formado®® (Esquema 17).
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Esquema 16. Sintese de diamidinas a partir de diamidas, pentacloreto de
fosforo e aminas
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Esquema 17. Sintese de amidinas a partir de amidas, pentacloreto de fosforo

e aminas

Pedersen obteve N,N-dialquilformamidinas a partir da reacdo
entre amidas, formamidas e pentéxido de fésforo. O tempo reacional
foi de 2 a 24 h e, na maioria dos casos, conseguiram-se excelentes
rendimentos® (Esquema 18).
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Esquema 18. Sintese de amidinas a partir de amidas, formamidas e pentoxido
de fosforo
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Esquema 19. Sintese de amidinas a partir de amidas, formamidas e derivados
halogenados

Besan mostrou que N’-aril-N,N-dialquilformamidinas podem
ser preparadas diretamente a partir de acilanilidas sem remover o
grupo acila e com formag@o simultanea de cloretos de acila em
quantidades equimolares, usando dialquilformamidas e derivado
halogenado como agente de condensacio. A reagio ocorre a 90-100
°C em até 4 h, com rendimentos entre 70 e 89%, podendo ser reali-
zada na auséncia de solvente sem alterar significativamente o ren-
dimento** (Esquema 19).

Haug reagiu amidas com cloretos de carboxamida, usando tolueno
como solvente, para produzir amidinas em bons rendimentos® (Es-
quema 20). Uma outra metodologia para sintese de formamidinas foi
desenvolvida por Cai, partindo de DMF, aminas primdrias e cloreto
de sulfonila como agente de acoplamento. O tempo reacional é me-
nor que 10 min e os rendimentos, na maioria das reacdes, s3o exce-
lentes® (Esquema 21). Uma sintese conveniente e versdtil de
formamidinas baseada no uso de PyBroP, bromo(tri-1H-pirrol-1-
il)fosfonio, um agente de acoplamento muito utilizado na sintese de
peptideos, foi descrita por Delarue. Diferentes anilinas, inclusive com
acentuados efeitos estéricos, reagiram com N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA) na presenga de DMF e PyBroP. A reagdo se processa nor-
malmente com aminas contendo hidroxilas. As vantagens deste mé-
todo sdo uso de condigdes brandas (temperatura ambiente), rendi-
mentos satisfatérios, procedimento apropriado para aminas aromati-
cas e alifdticas” (Esquema 22).
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Esquema 20. Sintese de amidinas a partir de amidas e cloretos de
carboxamida
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Esquema 21. Sintese de amidinas a partir de DMF, aminas e cloreto de

sulfonila
Q NMe,
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R= arila, heterociclo, -CH2CgH11.

Esquema 22. Sintese de amidinas a partir de DMF, aminas, DIPEA e PyBroP

Weintraub sintetizou os intermedidrios imidatos a partir da rea-
¢éo entre amidas e fluoroborato de trietiloxonio, um agente de O-
alquilagdo, em meio de diclorometano. A reagéo ocorre a temperatu-
ra ambiente, em aproximadamente 24 h. Estes intermedidrios, mais
estdveis que o fluoroborato de trietiloxdnio, reagem com uma solu-
¢do de amonia ou metilamina 8-9% em etanol absoluto. A reacdo ¢
concluida apés 3 dias, a temperatura ambiente®® (Esquema 23).
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R= arila, metila; R, R"= H, metila.

Esquema 23. Sintese de amidinas a partir de amidas, fluoroborato de
trietiloxonio e aminas

Na sintese realizada por Sforza, amidas reagem com anidrido
trifluorometanossulfonico (Tf,0) para gerar os sais trifluoro-
metanossulfonato de iminio, em meio de diclorometano e atmosfe-
ra inerte, a 0 °C durante 30 min. Estes intermedidrios reagem com
3-fenilpropilamina, a temperatura ambiente por 30 min, para for-
mar amidinas com rendimentos moderados® (Esquema 24).
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Esquema 24. Sintese de amidinas a partir de amidas, Tf,0 e 3-fenil-
propilamina

Wilson descreveu a reagio de diversas amidas N-monossubstituidas
com tetra(dimetilamino)titdnio, usando THE, benzeno, éter ou dioxano
como solvente, para formar amidinas® (Esquema 25).
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R,R’= cicloalquila, ciclodienila, heterociclo
Esquema 25. Sintese de amidinas a partir de amidas e tetra(dimetil-
amino)titanio

Weiner obteve N,N-dimetil-N’-fenilpropamidina através da rea-
¢do entre isocianato de fenila e DMF sob refluxo. A reacdo ocorre
com formagdo de um intermedidrio ciclico que, logo em seguida, gera
amidina e libera diéxido de carbono como subproduto. O rendimento
da reacdo € de 80%. A amidina sintetizada pode sofrer hidrdlise,
gerando fenilamina, dimetilamina e formiato em meio bdsico enquanto
que, em meio dcido, os principais produtos formados sdo N-
fenilformamida e cloridrato de dimetilamina® (Esquema 26). Recen-
temente, Katritzky relatou a preparagiio de amidinas a partir da rea-
¢do de isocianatos de arila com N-acil-1-benzotriazdis, em tubo sela-
do, 2 200 °C durante 24 h. O rendimento da reagio foi de 71 a 99%.
A reacdo acontece com bons rendimentos quando R € um grupo fenila
ndo substituido ou € um substituinte doador moderado de elétrons,
como por ex., toluila e 2-furil. No caso de grupos retiradores de elé-
trons fracos, como 4-clorofenil, a reagdo ocorre com rendimentos
satisfatorios, porém, com grupos retiradores ou doadores de elétrons
fortes, como 4-metoxifenil, 4-flluorofenil e 4-nitrofenil, a reagdo ndo
ocorre. Uma desvantagem desta metodologia € a formacdo de
oligdbmeros de isocianatos como subprodutos® (Esquema 27).

Shearer usou a estratégia de reagir tioimidato com aminas para
gerar amidinas. Acetotioamida ao reagir com brometos de benzila e
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PANCO  + )]\ _Me _1500C _ )]\ _Me + COp 80%
H 'i‘ H N

Me ,\I/|e

Esquema 26. Sintese de amidina a partir de isocianato de fenila e DMF
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R= alquila, arila, 2-furil.

71-87%

Esquema 27. Sintese de amidinas a partir de isocianatos de arila e N-
acilbenzotriazois

metileno-2-naftila, usando cloroférmio sob refluxo, gera os deri-
vados S-benziltioacetimidato e S-metileno-2-naftila tiacetimidato
com rendimentos de 92 e 89%, respectivamente. A grande vanta-
gem na utilizagdo do S-metileno-2-naftila tiacetimidato € que ndo
apresenta odor, por isso foi escolhido para a proxima etapa, que € a
reagdo com aminas em solucdo. O tempo de reagdo € bem variado,
de 10 min a 8 h% (Esquema 28). Um outro trabalho utilizando
tioimidatos como matéria-prima para sintese de amidinas foi reali-
zado por Schnur. Ele obteve amidinas através da adicdo de aminas
a tioimidatos, usando um sistema tampao 4cido acético/acetato de
s6dio* (Esquema 29).

NH

.HBr
)k NH
s NH )k
EtOH R
+ RT R —— N 69-99%
O0Courf |

R,R'= H, arila, ciclopentila, -(CHz)s-, ~(CH2)oPh, ~CH(CHz)Ph.

Esquema 28. Sintese de amidinas a partir de tioimidato e aminas

HN SEt Hi NHR
.2HCI .2HCI

RNH2, HOAc/NaOAc
N(C,¢Hs,), CHCI3

55-90%
N(CHys),

R= alquila, alila, arila, benzila, -CH2>CF3.

Esquema 29. Sintese de amidinas a partir de tioimidato e aminas em meio de
solugdo tampado

A partir de ésteres e acidos carboxilicos

A sintese de amidinas a partir de ésteres € pouco relatada na
literatura. O principal método foi desenvolvido por Gielen, utili-
zando uma metodologia andloga 2 de Garigipati. Esteres reagiram
com amideto de metilcloroaluminio, gerado in situ a partir de
trimetilaluminio e cloreto de amonio, produzindo intermediarios
que, por metandlise, formaram as amidinas correspondentes com
bons rendimentos® (Esquema 30).

l\llle
Al
<N
o Cl NH
)I\ MeAI(CI)NH2 )I\ MeOH )I\.HCI 43-87%
—_——
0
R OR' tolueno, 80 0C R NH, R NH,

R= arila, cicloalquila, heterociclo; R'= etila, metila.

Esquema 30. Sintese de amidinas a partir de ésteres e amideto de
metilcloroaluminio

Grande parte das sinteses de amidinas a partir de acidos
carboxilicos ocorre através da transformacdo destes em amidas. Um
importante trabalho foi desenvolvido por Kakimoto, ao mostrar uma
nova sintese direta de amidinas com bons rendimentos a partir de
dcidos carboxilicos e aminas, passando por amidas como interme-
didrias. O método emprega o éster trimetilsilil do dcido fosférico
(PPSE), que ¢ gerado in situ a partir de pentéxido de fésforo e
hexametildissiloxano® (Esquema 31).

Principais métodos de sintese de amidinas 1305

it 2 RINHz, PPSE it
)]\ —20» )]\ 65-88%
R~ Nop CHaCl2 4000 | L\ o R SNHR

R= alquila, arila; R'= arila.

Esquema 31. Sintese de amidinas a partir de dcidos carboxilicos, aminas e PPSE
A partir de isonitrilas

Whitby publicou viérios trabalhos de sintese de amidinas a partir
de isonitrilas e haletos de arila. Em 2001, utilizou brometo de arila e
isonitrilas, em meio de fendxido de sédio, cloreto de palddio(Il) e
1,1’-bis(-difenilfosfino)ferroceno (DPPF), para fazer os intermedidri-
os imidatos, que reagiram com aminas e acido acético como catalisador,
gerando amidinas com bons rendimentos® (Esquema 32). Em 2004,
usou B-bromoestireno (>99%E), t-butilisonitrila e pirrolidina, em
meio de carbonato de césio, cloreto de palddio(Il) e DPPF, para
formar a amidina com bom rendimento® (Esquema 33).

PhONa, PdClI R NHR'R" R
wor + mne e M e
i 0 cf
DPPF, dioxano, 98 CAr oPh R NRR"

49-84%

R= n-butila, cicloexila.
Esquema 32. Sintese de amidinas a partir de brometos de arila, isonitrilas,
cloreto de palddioll e DPPF

NtBu

D 77%

Esquema 33. Sintese de amidina a partir de -bromoestireno, t-butilisonitrila,
cloreto de palddioll e DPPF

NH Ph” N
EEEE——

PdClp, DPPF,Cs2CO3
tolueno, 65 0C

Br
ph” N1 4 LBunG

CONCLUSOES

O grupo amidinico estd presente em vdrias substancias que t€ém
apresentado atividades bioldgicas diversificadas. A importancia deste
grupo estimula o surgimento de novas metodologias de obtencéo a
cada ano. Apesar de muitos métodos apresentados nesta revisao apre-
sentarem bons rendimentos, diversos problemas t€ém restringido o
emprego, tais como uso de reagentes de dificil acesso, instabilidade
do intermedidrio formado, tempo reacional longo e utilizacdo de
catalisadores de custo elevado. O método cléssico de Pinner €, ain-
da o mais utilizado, principalmente na sintese de amidinas nao subs-
tituidas, pois os reagentes usados sdo de baixo custo.
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