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Cintilografia de Perfusao Miocardica e Comprometimento Cardiaco
na Fase Indeterminada da Doenca de Chagas

Myocardial Perfusion Imaging and Cardiac Involvement in the Indeterminate Phase of Chagas Disease

Amalia Peix’, Raymid Garcia', Jests Sanchez?, Lazaro O. Cabrera’, Kenia Padrén’, Oscar Vedia', Hugo V. Choque’,
Jorge Fraga®, Juan Bandera®, Alberto Herndndez-Canero’
Institute of Cardiology’; Institute of Mathematics and Physics?; Pedro Kouri Tropical Medicine Institute®, La Habana - Cuba

Resumo
Fundamento: A cintilografia de perfusao miocardica (CPM) tem sido utilizada na avaliacao da cardiopatia chagasica.

Objetivo:Investigar o valor da CPM com tomografia computadorizada por emissao de féton tnico (gated-SPECT)
para detectar comprometimento cardiaco precoce em pacientes chagasicos na fase indeterminada, que apresentam
anomalias de movimento segmentar detectadas por exame de imagem por Doppler tecidual (IDT) strain derivada.

Métodos: Foram incluidos 40 individuos (idade média: 25 + 2 anos, 50% homens) de uma area endémica da doenca
de Chagas e com diagnéstico sorolégico positivo. Todos foram submetidos a CPM com gated-SPECT de 2 dias (repouso
e estresse) e ecocardiografia.

Resultados: Trinta individuos (75%) apresentaram resultados normais. Em trés casos (8%), a CPM apresentou resultado
ligeiramente anormal e em sete foi ambigua. Em todos os casos com defeitos reversiveis, os segmentos afetados foram
coincidentes com aqueles com anomalias de movimento. Foi encontrada reducao na fracao de ejecao ventricular
esquerda (FEVE) = 5% (ALVEF% =< —5) pés-estresse em 11 dos 40 individuos (28%). Tanto o desvio padrao fase-
derivado como a largura da banda do histograma mostraram diferenca significativa entre o pés-estresse e a fase de
repouso. Em ambos os casos, houve ligeira dessincronia em repouso normalizado no pés-estresse.

Conclusao: Uma abordagem estresse-repouso com gated-SPECT é valida para detectar alteracdes miocardicas precoces,
bem como dessincronia intraventricular na fase indeterminada da doenca de Chagas em pacientes com anomalias no
movimento segmentar previamente detectadas pela IDT strain derivada. (Arq Bras Cardiol. 2013;100(2):114-119)
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Abstract
Background: Myocardial perfusion imaging (MPI) has been used in the assessment of chagasic heart disease.

Objective: To investigate the value of gated-single photon emission computed tomography (gated-SPECT) MPI to detect early cardiac
involvement in chagasic patients in the indeterminate phase, who present segmental motion abnormalities detected by tissue Doppler imaging
(TDI)-derived strain.

Methods: Forty individuals (mean age: 25=+2 years, 50% males) from an endemic area of Chagas disease and with positive serologic diagnosis,
were included. All underwent gated-SPECT two-day (stress-rest) MPI and echocardiography.

Results: Thirty individuals (75%) showed a normal scan. In three cases (8%) the MPI was slightly abnormal, and in seven it was equivocal. In
all cases with reversible defects, the affected segments were coincident with those with motion abnormalities. A post-stress left ventricular
ejection fraction (LVEF) reduction = 5% (ALVEF < -5%) was found in 11 out of 40 individuals (28%). Both the phase-derived standard deviation
and the histogram bandwidth showed a significant difference between post-stress and rest. In both cases there was a slight dyssynchrony at
rest which normalized at post-stress.

Conclusions: A stress-rest gated-SPECT is a valid approach to detect early myocardial alterations, as well as intraventricular dyssynchrony
in the indeterminate phase of Chagas disease in patients with segmental motion abnormalities previously detected by TDI-derived strain.
(Arq Bras Cardiol. 2013;100(2):114-119)
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Introducao

A doenca de Chagas continua a ser um problema de satide
e econdmico grave na maioria dos pafses latino-americanos.
Além disso, como consequéncia da crescente migragao global,
nimero crescente de casos importados ja foi detectado em
areas nao endémicas, como a América do Norte e varios paises
da Europa, Asia e Oceania'?.

A doenca de Chagas é caracterizada por trés fases: aguda,
indeterminada e cronica. O coragao é o 6rgao mais frequente
e gravemente afetado, e a doenga cardfaca chagasica é uma
cardiomiopatia inflamatéria caracterizada por miocardite
cronica fibrosante e progressiva diminuicao da fungao contratil
do miocardio®.

Na fase indeterminada, normalmente de longa duracao
(10-30 anos), nao ha evidéncia clinicopatolégica do
envolvimento cardiaco, e isso € normalmente acompanhado
tanto por eletrocardiograma (ECG) normal como por pequenos
distarbios do ritmo cardiaco?. No entanto, demonstrou-se
que 25-30% dos pacientes com doenca de Chagas em fase
indeterminada apresentam certo grau de comprometimento
cardiaco*” e 33% dos pacientes desenvolverdo cardiomiopatia
crénica em 10-30 anos apds a infecgdo inicial®. Portanto, é
da maior importancia identificar adequadamente aqueles
pacientes que desenvolverdo esse dano cardiaco, a fim de
estabelecer intervengoes terapéuticas precoces.

A cintilografia de perfusao miocdrdica com técnicas de
medicina nuclear tem sido utilizada em cardiomiopatia
chagasica cronica®'"!, mas para o nosso conhecimento ha
poucos dados sobre a fase indeterminada da doenga'?.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar o
valor da CPM com tomografia computadorizada por emissao
de féton tnico (gated-SPECT) para detectar comprometimento
cardiaco precoce em um grupo de pacientes chagasicos
em fase indeterminada da doenca, que apresentavam
anormalidades do movimento segmentar detectadas pela
IDT strain derivada.

Métodos

Declaracao de ética

Este estudo estd em conformidade com a Declaragao de
Helsinque. O comité de ética do Instituto de Cardiologia
aprovou o estudo, e o termo de consentimento informado foi
obtido de todos os pacientes antes de sua inclusao no mesmo.

Populacao do estudo

Foram estudados 40 individuos (idade média: 25 + 2 anos,
50% do sexo masculino) de uma drea endémica da doenca
de Chagas, residentes temporarios em Cuba, com diagnéstico
sorolégico positivo para a doenga de Chagas e que foram
diagnosticados 5 anos antes da inclusao no presente estudo.
Eles foram encaminhados para o Departamento de Medicina
Nuclear do nosso centro depois de apresentarem anomalias
no movimento segmentar na IDT strain derivada, tendo sido
recrutados entre agosto de 2010 e julho de 2011. Os critérios
de inclusao adotados foram: individuos do sexo masculino
ou feminino com dois testes sorolégicos positivos para a

doenga de Chagas, sem evidéncia clinica de lesdo organica,
capazes de realizar o teste de esforgo em esteira ou bicicleta
ergométrica. Os critérios de exclusdo foram: evidéncia de
qualquer dano cardiaco, alcoolismo ou abuso de drogas,
gravidez e lactagao.

Cada paciente foi submetido a gated-SPECT com
tecnécio-99m metoxi-isobutil-isonitrila (99mTc-MIBI),
seguindo um protocolo de dois dias (esforgo/repouso).

Ecocardiografia

O estudo ecocardiogréfico foi realizado utilizando um
aparelho Philips iE33 (Ultrassonografias Philips, Bothell,
Washington, EUA), equipado com transdutor de 2,5 MHz-
4MHz. As imagens foram obtidas no plano transversal ao
nivel dos musculos papilares e no plano apical de quatro
camaras em segunda harmonica, com imagens de alta
resolugao temporal (60-100 imagens/s) e alta qualidade do
sinal de ECG. As imagens foram armazenadas em formato
digital para posterior analise off-line (usando o programa
Lab. SQ para analise automatizada de deformacgao do
miocérdio). O volume ventricular e a fracao de ejecao do
ventriculo esquerdo (FEVE) foram calculados pelos métodos
biplanos modificados de Simpson e Teichholz, bem como
pela ecocardiografia tridimensional.

Foram registrados trés cineloops a partir dos trés planos
apicais padrdes (quatro camaras, duas camaras e eixo
longo) em modo B harménico e modo Doppler tecidual
colorido, simultdnea e separadamente. O loop com a
melhor qualidade foi escolhido para andlise. As taxas de
quadros ficaram entre 200-400 Hz, com dngulo de menos
de 20 graus entre a deformagao longitudinal dos segmentos
e o feixe de ultrassom.

O valor de corte da maxima deformacao longitudinal
sistolica foi de —20% = 5'.

CPM com gated-SPECT

No primeiro dia do estudo, todos os pacientes foram
submetidos a um teste ergométrico sintoma-limitado em
esteira (MTM-1 500 med, Schiller, Suiga), utilizando o
protocolo de Bruce. No pico do exercicio, foi administrada
uma dose de 740 MBq de 99mTc-MIBI por via intravenosa,
e o paciente continuou a se exercitar por um periodo
adicional de 60-90 segundos, quando possivel. Imagens
pos-estresse foram adquiridas 45 minutos a uma hora
apos a injegao de tragador utilizando uma gama-camera
rotativa de duas cabecas (Nucline Espirito DHV, Mediso,
Hungria), equipada com colimadores de baixa energia,
alta resolugao, furos paralelos, com janela de energia de
20% centrada no fotopico de 140 keV. Foram obtidas
64 projecoes (20 segundos por projegao), oito quadros/ciclo,
com matriz 64 X 64 em o6rbita de 1802. No dia seguinte,
foram adquiridas imagens de repouso uma hora apds a
injecao intravenosa de 740 MBq de 99mTc-MIBI. Os testes
de imagem sempre foram realizados na posigdo supina.

As imagens de SPECT foram reconstruidas usando
retroprojecao filtrada com filtro Butterworth, ordem 7 e
frequéncia de corte de 0,25 ciclo/pixel. Nao foram aplicadas
atenuagao nem corregao de dispersao.
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Interpretacao das imagens cintilograficas

A interpretagao visual semiquantitativa das imagens utilizou
tomogramas de eixos curtos e eixos longos verticais divididos
em 17 segmentos'. Cada segmento foi marcado através de
consenso entre dois observadores especialistas independentes
que desconheciam os dados clinicos e angiogréficos, usando
um sistema de pontuagdo de cinco pontos (0 = normal, 4 =
auséncia de captagao do miocardio). Discordancias, incluindo
qualquer pontuacdo em cada segmento do SPECT foram
resolvidas através de consenso. Segmentos com hipocaptagao
foram considerados defeitos reversiveis quando a pontuagao
diminuiu = 1 ponto do estresse para o repouso.

A avaliacdo do movimento de parede regional (MPR) foi
realizada através de inspegao visual de tomografias em modo
cine para escore semiquantitativo. O miocardio do VE foi
dividido em 17 segmentos. Um sistema de pontuagao de quatro
pontos foi utilizado para a avaliagao segmentar do movimento
da parede: 0 = normal, 1 = levemente hipocinético, 2 =
moderadamente hipocinético, 3 = gravemente hipocinético e
4 = acinético ou discinético. Foi feita uma andlise por operador
independente do MPR, FEVE, volume diastélico final do VE,
volume sistélico final do VE e volume sistélico usando software
dedicado (Emory Cardiac Toolbox).

Os indices fase-derivados foram medidos a partir do
gated-SPECT de repouso e pds-estresse. O método ja foi
amplamente descrito’. Em resumo, as distribuicdes da
contagem tridimensional foram extraidas a partir de cada um
dos oito conjuntos de dados do eixo curto do VE, submetidos
a analise de Fourier dos dados, o que gerou uma distribuigao
de fase tridimensional (0-3609), compreendendo a totalidade
do intervalo RR e representada em um histograma. A fase
de pico representou o pico do histograma de fase; o desvio
padrao (DP) de fase, o desvio padrao da distribuicdo de
fase; a largura da banda (BW) do histograma representou o
periodo de duracao do ciclo cardiaco durante o qual 95% do
miocardio iniciou contragao.

Analise estatistica

As varidveis categoricas sao expressas em ndmeros e
porcentagens, e comparadas entre os dois grupos com o
teste do qui-quadrado e o teste exato de Fisher. As variaveis
continuas sdo expressas como média * desvio padrao e
comparadas pelo teste de Mann-Whitney U ou o teste de
Wilcoxon para amostras pareadas, quando necessario. Um
valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

Resultados

Caracteristicas dos pacientes
Seis pacientes eram fumantes. Nenhum deles tinha
hipertensao arterial, diabetes melito ou dislipidemia.

De acordo com o tratamento antitripanossomal com
benzonidazol, os pacientes foram divididos em dois grupos:
Grupo | (n = 22), que recebeu essa terapia, e Grupo Il
(n = 18), que nao recebeu.

As caracteristicas do teste de exercicio sdo apresentadas na
Tabela 1. Nao foram encontradas diferencas entre os grupos.
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Os pacientes ndo experimentaram angina durante o teste de
esforgo e nenhum apresentou depressao do segmento ST.
Incompeténcia cronotrépica foi detectada em apenas um caso.

Gated-SPECT CPM

Perfusao miocardica e funcao ventricular esquerda

Trinta individuos (75%) apresentaram resultados normais.
Em trés casos (8%), a CPM foi ligeiramente anormal,
apresentando defeitos reversiveis de perfusao nos segmentos
inferior e lateral, no primeiro caso, anterior e inferior, no
segundo, e inferior e inferosseptal, no terceiro. Destes, em dois
casos houve também reducao da FEVE pds-estresse. Em sete
casos, o resultado da CPM foi ambiguo (EDP < 3). Destes, trés
(43%) mostraram reducao na FEVE pés-estresse. Em todos os
casos com defeitos reversiveis na CPM, os segmentos afetados
foram coincidentes com os segmentos que apresentavam
anomalias do movimento detectadas pelo exame de IDT
strain derivada. Nenhum paciente com resultado anormal no
gated-SPECT era fumante.

Embora nao significativa, houve tendéncia a maior
redugdo da FEVE pds-estresse em casos ndo tratados quando
comparados com os tratados: AFEVE média (FEVE no estresse
— FEVE em repouso) foi —1% para o grupo todo, 1% para o
Grupo | e —=3% para o Grupo Il. O caso com incompeténcia
cronotrépica (ndo tratado) apresentou perfusdo normal na
CPM, mas AFEVE de —5%. Os volumes ventriculares estavam
dentro dos limites normais.

Foi observada reducao na FEVE pés-estresse = 5%
(AFEVE% < —5) em 11 dos 40 individuos (28%). Destes, sete
(39%) correspondiam a casos nao tratados, enquanto apenas
quatro (18%) eram tratados.

O valor médio de dilatagao isquémica transitéria foi de
1,00 = 0,09. Nao foi encontrada diferenca entre os casos
tratados e os nao tratados.

Sincronismo intraventricular

Os parametros de sincronismo intraventricular sao
apresentados na Figura 1. Tanto o desvio padrao fase-derivado
quanto a largura da banda do histograma mostraram diferenca
significativa entre as aquisigbes pés-estresse e em repouso
(p = 0,002 e p = 0,04, respectivamente). Em ambos os casos,
houve ligeira dessincronia intraventricular em repouso que
normalizou no pés-estresse. Dezenove individuos (47%) exibiram
desvio padrao fase-derivado anormal em repouso, enquanto 17
(43%) apresentaram histograma de largura de banda anormal em
repouso. Em 13 casos (33%), ambos os indices eram anormais
em repouso. Nao foram encontradas diferengas significativas de
acordo com a terapia antitripanossomal.

Discussao

Nossos resultados mostram algumas conclusdes
interessantes: primeiro, em individuos com a forma
indeterminada da doenca de Chagas que tém movimento
segmentar anormal, determinado pelo exame de IDT strain
derivada, a CPM pode evidenciar casos com a presenca de
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Tabela 1 - Resultados do teste de estresse

Total Grupo | Grupo Il

(n = 40) (n=22) (n=18) P
Duragéo do exercicio (min) 132 1312 132 NS
METS 12,6 £3,1 125+34 126+2,7 NS
% FCM alcangada 89+7 90+6 88+8 NS
Pico PAsistdlica 13617 13913 132420 NS
(mmHg)
Pico PA diastélica 83+ 10 8549 79411 NS

(mm Hg)

FCM: frequéncia cardiaca maxima; PA: presséo arterial. Os valores sdo expressos como média + desvio padréo. Valor de p (Grupo I versus Grupo ).

Graus
50 -
40 ® Repouso
» Pos-estresse
30
20
10 ey
Pds-estresse
0- Repouso
Largura de Fase DP: Repouso 23 £ 9
Bandwidth Pos-gstresse 15 % 7
banda Largura de banda: Repouso 46 * 14
Pés-estresse 40 % 11

Figura 1 - Pardmetros de sincronismo intraventricular. Tanto o desvio padréo fase-derivado como a largura da banda do histograma mostraram diferenca significativa
entre as aquisigbes de pos-estresse e repouso (p = 0,002 e p = 0,04, respectivamente). Em ambos os casos, houve ligeira dessincronia intraventricular em repouso

normalizada no pés-estresse. Fase DP: desvio padréo fase-derivado.

defeitos de perfusdo (8%), bem como a redugao da FEVE
pos-estresse (28%); em segundo lugar, a CPM também
pode detectar a presenga de algum grau de dessincronia
intraventricular em repouso que normaliza no pés-estresse.

Perfusao miocardica e funcao ventricular esquerda

Movimento de parede regional e alteragoes da perfusao
foram encontrados na doenca de Chagas utilizando CPM,
ambos com talio-201'%"® e com compostos de tecnécio

radiomarcados'""”. Além disso, foi mostrada associacao
topografica significativa entre a perfusdo miocdrdica, a
inervacao cardiaca e alteracbes de motilidade'®. Contudo,
no nosso conhecimento, até o presente houve apenas uma
publicacao em que os autores descrevem como realizaram a
CPM com gated-SPECT na fase indeterminada da doenga'.

Abuhid e cols.” encontraram, discordando de nossos
resultados, que a CPM em repouso-estresse utilizando 99mTc-
MIBI ndo era um método eficaz para detectar precocemente

Arq Bras Cardiol. 2013;100(2):114-119
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alteragbes miocardicas na fase indeterminada da doenca
de Chagas. Todos os pacientes apresentaram perfusao
normal, e apenas um caso apresentou sinais de disfuncao
ventricular. No nosso caso, no entanto, encontramos
perfusdo e alteragoes de motilidade, embora nao com muita
frequéncia. Isso é l6gico, considerando o fato de que esses
pacientes ndo apresentam manifestagoes clinicas durante a
fase indeterminada da doenga. Uma explicagao para essa
discrepancia pode ser o protocolo de duas etapas que
usamos: apenas pacientes com anomalias no movimento
segmentar detectados pela IDT strain derivada foram
submetidos a CPM com gated-SPECT, o que aumentou as
possibilidades de resultados anormais da CPM.

Em pacientes chagasicos, além do dano miocérdico
resultante de parasitismo das fibras miocardicas e reacao
autoimune'”', investigacdes em autdépsias humanas?*?',
assim como estudos experimentais???* tém sugerido
que distdrbios da microcirculacdo coronariana afetam
a perfusao miocardica regional através da miocitélise e
fibrose reparadora®'®. Em concordancia com isso, defeitos
reversiveis de perfusao foram encontrados em pacientes
com cardiomiopatia chagdsica e artérias corondrias
epicérdicas angiograficamente normais', sugerindo a
possibilidade de regulagao de fluxo sanguineo anormal do
miocdrdio em nivel microvascular.

Hiss e cols.”" demonstraram correlagao positiva entre a
extensdo dos defeitos de perfusao e a gravidade da disfungao
sistélica ventricular esquerda, tanto nas fases iniciais da
doenca de Chagas'® como durante um periodo de cinco
anos de acompanhamento''. Assim, uma explicagdo para
0s nossos resultados da CPM pode ser que 0s nossos casos
estavam em fase muito precoce da doenca e, devido a isso,
encontramos pequena porcentagem de defeitos reversiveis
de perfusdao (8%). Mas também se deve considerar que
17% dos casos mostraram resultados ambiguos da CPM e,
embora estes s6 refletissem anormalidades muito pequenas,
poderia ser interessante realizar um acompanhamento de
longo prazo que levasse em conta o papel das alteragoes
microvasculares na patogénese da lesdao miocardica na
cardiomiopatia de Chagas.

Sincronismo intraventricular

Segundo o nosso conhecimento, hd apenas um estudo
publicado sobre o assunto da prevaléncia e valor prognéstico
da dessincronia ventricular na doenga de Chagas?*. Os
autores incluiram 56 pacientes com cardiomiopatia e todos
foram estudados por ecocardiografia. A prevaléncia de
dessincronia interventricular foi de 34%, e a dessincronia
intraventricular foi de 85%, mas nao foi demonstrado que
a dessincronia era um forte preditor de eventos clinicos®.

Métodos ecocardiograficos, apesar de muito (teis e
abrangentes, nao sdao muito reprodutiveis. Ao contrdrio, as
técnicas de medicina nuclear nao apresentam essa limitacao,
e tem sido demonstrado que tanto o desvio padrdo fase-
derivado como a largura da banda do histograma séo os
indices obtidos pela andlise de fase de Fourier em uma CPM
com gated-SPECT, que permitem a avaliacao de sincronismo
intraventricular'®?226,

Arq Bras Cardiol. 2013;100(2):114-119

A fibrose, caracterizada pelo acimulo intersticial difuso
e denso de coldgeno que envolve as fibras miocardicas na
doenga de Chagas®, pode afetar todas as areas do coragao,
incluindo o sistema de condugao. Isso explica a ocorréncia
frequente de bloqueios atrioventricular e intraventricular,
bem como a disfungao do né sinusal nesses pacientes. E
possivel que esses blocos intraventriculares causem algum
grau de dessincronia intraventricular, dependendo da fase
e progressao da doenca.

Consistente com isso, Nossos casos mostraram dessincronia
intraventricular leve em repouso, expressa tanto como desvio
padrdo fase-derivado quanto pelos valores de largura da
banda do histograma. Valores de corte para uma dessincronia
significativa foram fixados em 439 para o desvio padrao
fase-derivado e em 1352 para a largura de banda do
histograma?’, maior do que os nossos valores médios: 232 e
469, respectivamente. No entanto, é conveniente salientar
que esses valores foram definidos para os pacientes com
cardiomiopatia dilatada, os quais foram estudados antes da
terapia de ressincronizacao cardiaca, quando era de extrema
importancia prever quem responderia ou ndo a terapia. Ao
contrdrio, nossos casos eram de pacientes chagasicos na fase
precoce da doenca, na qual essa diferenga, embora pequena,
deve ser levada em conta.

Recentemente, foi publicado que nao existe qualquer
diferenga entre os indices fase-derivados de repouso e
estresse?®, provavelmente devido a um intervalo longo de
tempo entre a injegao sob estresse e a aquisigdo de imagens,
tornando esses valores similares aqueles adquiridos em
repouso. No entanto, no caso da nossa investigagao, existe
uma diferenca, embora pequena, e a dessincronia em
repouso normalizou com o estresse. Nao temos nenhuma
explicacdo clara para essa conclusao e, que seja de nosso
conhecimento, nao ha trabalho anterior publicado sobre
esse assunto. Uma possivel explicagdo poderia ser que,
em virtude da fase inicial da doenga nesse grupo de
pacientes, a prética de niveis altos de exercicios poderia
melhorar a condugao devido ao estimulo por catecolaminas
circulantes.

Limitacoes

Algumas das limitacées do estudo sdo as seguintes:
primeiro, uma pequena amostra de pacientes foi incluida;
segundo, o estudo carece de dados de acompanhamento que
serao objeto de investigagao posterior; terceiro, nao fomos
capazes de constituir um grupo-controle de pacientes porque
nao é ético irradiar pessoas sem justificativas clinicas razoaveis,
como neste caso. Por essa razdo, apenas foram incluidos
pacientes com movimento segmentar anormal determinado
pelo exame de IDT strain derivada. Dessa forma, o estudo
deve ser considerado como gerador de hipéteses.

Demonstrou-se que as principais alteragbes cardiacas
com dilatagdo das camaras cardiacas e insuficiéncia cardiaca
aparecem mais tarde na evolugao da doenga de Chagas e,
nesse ponto, essas manifestagdes sao geralmente irreversiveis,
de forma que a identificagdo de alteragoes incipientes poderia
ajudar esses pacientes através de um tratamento mais precoce
e personalizado.
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Conclusoes

Um teste de gated-SPECT em estresse-repouso é uma
abordagem valida para detectar precocemente alteragoes
miocdrdicas, bem como a dessincronia intraventricular na
fase indeterminada da doenca de Chagas em pacientes com
anomalias no movimento segmentar, previamente detectados
pelo teste de IDT strain derivada. Assim, um protocolo de
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