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Resumo

Palavras-chave
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Objetivo Avaliar o perfil metabdlico do liquido sinovial de pacientes com osteoartrite
do joelho (OA]) correlacionando com os dados clinicos.

Métodos Coletamos amostras de liquido sinovial do joelho de 50 individuos com OA]J
durante artroplastia total do joelho entre outubro de 2019 e dezembro de 2020.
Avaliamos, para cada paciente, os dados clinicos do prontuario médico, o grau de
artrose radiografica e a glicemia de jejum pré-operatéria. As amostras foram subme-
tidas a analise metabolomica por ressonancia magnética (RM) TH, e os espectros foram
comparados por meio de analises multivariadas e univariadas.

Resultados O sexofeminino prevaleceu (66%), a média de idade foi 67,96 + 7,08 anos
e a média do indice de massa corporal (IMC) foi de 32,51 4+ 5,25 kg/m2. Nas avalia¢oes
clinicas e metabolicas, 88% dos pacientes eram hipertensos, e encontramos maiores
niveis de valina, arginina e citrato em comparagdo com pacientes nao hipertensos.

Trabalho desenvolvido no Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia Jamil Haddad, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
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Abstract
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Conclusao A analise metabolémica do liquido sinovial ndo consequiu classificar os
pacientes com OA de acordo com as caracteristicas clinicas.

Objective The present study aimed to evaluate the metabolic profile of synovial fluid
in patients with knee osteoarthritis (KOA) and its correlation with clinical data.
Methods We collected synovial fluid samples from the knees of 50 subjects with KOA
undergoing total knee arthroplasty from October 2019 to December 2020. For each
patient, we evaluated the clinical data from the medical record, the radiographic
osteoarthritis grade, and the preoperative fasting blood glucose levels. The samples
underwent metabolomic analysis by TH magnetic resonance spectroscopy, and we
compared the spectra using multivariate and univariate analyses.

Results Most patients were female (66%). The subjects had an average age of
67.96 + 7.08 years old and an average body mass index (BMI) of 32.51 +5.25 kg/m?.
Clinical and metabolic evaluations revealed that 88% of patients were hypertensive and
presented higher levels of valine, arginine, and citrate than non-hypertensive subjects.
Conclusion Metabolomic analysis of synovial fluid cannot classify osteoarthritis

= synovial fluid

Introducao

A osteoartrite do joelho (OA]) é uma doenga caracterizada pela
destruicdo da cartilagem articular, inflamagdo sinovial e
espessamento do osso subcondral,’ podendo ser entendida
como uma doenca que acomete a articulagio como um érgio.’
A sindrome metabélica é um conjunto de perturbacgdes clinicas
e metabdlicas que aumentam o risco de mortalidade, partici-
pando desse contexto a obesidade, a hipertensdo arterial, a
dislipidemia, a intolerancia a glicose e um estado pro-infla-
matoério.? Algumas pesquisas tém procurado subdividir a
osteoartrite em fenétipos,*> incluindo a osteoartrite associada
i sindrome metabélica.*®

Uma das ferramentas promissoras utilizadas para essa sub-
classificagio em fenétipos é a metabolémica,”-® que visa com-
preender as interacdes bioldgicas celulares mediante a
identificacdo das moléculas presentes em uma amostra biol6-
gica® sendo distinta por avaliar a resultante dos fenémenos
genéticos e epigenéticos interagindo com as a¢des do ambi-
ente.'® Uma das plataformas analiticas mais empregadas é a
espectroscopia por ressonancia magnética (RM), que apresenta
como vantagens a reprodutibilidade, a independéncia de pre-
paro prévio e a indestrutibilidade da amostra durante a andlise,
o que favorece a realiza¢do de iniimeras andlises com o mesmo
material.''2 Assim, a metabolomica do liquido sinovial tem
sido apontada como ferramenta potencial para a identificacdo
de biomarcadores relacionados a osteoartrite.'"'3

0 objetivo desse estudo foi analisar o perfil metabélico do
liquido sinovial de pacientes com osteoartrite, correlacio-
nando os achados com dados clinicos.

Materiais e Métodos

Selecao dos pacientes e coleta dos dados clinicos
Foram incluidos neste estudo 50 pacientes com OA] subme-
tidos a artroplastia total do joelho (AT]), no periodo de

patients per their clinical characteristics.

outubro de 2019 a dezembro de 2020. Todos os pacientes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e a
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CAAE: 23695019.5.0000.5273).

Foram incluidos no estudo pacientes com diagnéstico de
OAJ conforme critérios diagnésticos clinico-radiograficos.'
Foram excluidos pacientes com infec¢do ativa no membro
operado; pacientes submetidos a cirurgia prévia no mesmo
joelho; pacientes com doengas autoimunes, ou com sindro-
mes genéticas; pacientes com teste sorolégico positivo para
hepatite B, C e/ou HIV; pacientes com neoplasias malignas ou
em uso de quimioterapicos antineoplasicos; pacientes em
uso de imunossupressores ou de glicocorticoides; e pacientes
com volume de liquido sinovial coletado inferior a 1mlL,
considerado insuficiente para as analises.

Neste estudo, o perfil metabélico do liquido sinovial de
pacientes com OA] foi analisado e comparado com o perfil
clinico, radiografico e laboratorial. No intuito de investigar a
influéncia do envelhecimento no comportamento metabo-
lico da OA], dividimos os pacientes entre os com idade até 70
e aqueles acima de 70 anos. Escolhemos arbitrariamente 70
anos como corte, pois esta idade é apontada como um bom
pardmetro etario para a cirurgia proposta.'””> Em funcio da
relacdo intima entre obesidade e OA], testamos o perfil
metabdlico dos pacientes de acordo com o indice de massa
corporal (IMC).

Foram analisados os prontudrios dos participantes para a
coleta das seguintes informacgdes, resumidas na =Tabela 1:

1) Sexo, idade e lateralidade do joelho operado;

2) Dados antropométricos: peso, expresso em quilogra-
mas (kg), e altura, em metros (m), para calculo do IMC,
em kg/m? Cada participante foi classificado como
normal (IMC entre 18,5-24,9), sobrepeso (IMC entre
25-29,9) ou obeso (IMC > 30);'®
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Tabela 1 Dados demograficos dos pacientes incluidos no

estudo
Variavel Osteoartrite
(n=50)
Sexo
Masculino 17 (34%)
Feminino 33 (66%)
Idade (anos) 67,96 +7,08
Peso (kg) 84,07 +14,91
Altura (m) 1,61+0,1
indice de massa corporal (kg/m?) 32,51+5,25
Obesidade
Normal 4 (8%)
Sobrepeso 12 (24%)
Obeso 34 (68%)
Gravidade da osteoartrite
Ahlbick modificada por Keyes et al.'” III 3 (6%)
Ahlback modificada por Keyes et al.v v 7 (14%)
Ahlbick modificada por Keyes et al.'” v 40 (80%)
Lado
Direito 22 (44%)
Esquerdo 28 (56%)
Hipertensao arterial
Sim 44 (88%)
Ndo 6 (12%)
Diabetes mellitus
Sim 11 (22%)
Ndo 39 (78%)
Dislipidemia
Sim 4 (8%)
Ndo 46 (92%)
Cardiopatia
Sim 3 (6%)
Nao 47 (94%)

Notas: Os dados absolutos de idade, peso, altura e indice de massa
corporal foram expressos por valores de média e desvio padrdo. Os
demais dados foram expressos por valores de frequéncia absoluta e
frequéncia relativa.

3) Aspectos clinicos, coletados a partir da ficha de ava-
liacdo anestésica: presenca ou auséncia de hipertensao
arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2, dislipide-
mia e doenca cardiaca;

4) Glicemia de jejum: Resultado do nivel sérico, pré-
operatorio, da glicemia de jejum, expresso em mg/dL
(miligramas por decilitro).

As radiografias pré-operatérias dos joelhos operados
foram avaliadas e classificadas, conforme a classificagdo de
Ahlbick modificada por Keyes et al.'” Uma vez que a amostra
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foi composta apenas por pacientes submetidos a AT], divi-
dimos os pacientes em trés grupos (grau III, [V e V).

Os dados coletados dos prontuarios foram tabulados em
planilha Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA, EUA).
Para a analise estatistica foi utilizando o software GraphPad
Prism for Windows 9.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
Os dados correspondentes a idade, ao peso, a altura e ao IMC
foram apresentados sob a forma de média + desvio padrao. Ja os
dados referentes a presenca de hipertensdo arterial, de dislipi-
demia, de cardiopatia, de diabetes e de doenca renal foram
apresentados em frequéncia absoluta e em frequéncia relativa.

Analise metabdlica do liquido sinovial por RM

As amostras de liquido sinovial foram coletadas pelo cirur-
gido, de forma estéril, durante o procedimento de ATJ, antes
da abertura da capsula articular, por punc¢do aspirativa. Apés
a coleta, as amostras foram acondicionadas em bolsa térmica
a 4° C, transportadas até o laboratério de pesquisa, trans-
feridas para microtubos, identificadas, centrifugadas a 2.000
x g durante 5 minutos, e decantadas. Os sobrenadantes,
contendo liquido sinovial livre de células, foram congelados
a -80° C, sem qualquer diluicdo.

Duas horas antes da andlise metaboldomica, as amostras
foram descongeladas em temperatura ambiente e centrifugadas
a7.168 x g, por 20 minutos. A seguir, 500 pL do sobrenadante
foram misturados com 1.500 pL do tampdo fosfato, a 50 mM,
em pH 7,4 (~Fig. 1A). Para eliminar a interferéncia de moléculas
grandes, as misturas de liquido sinovial com tampdo fosfato
foram filtradas em membranas Amicon Ultra-2 (MERK-Milli-
pore, Burlington, MA, EUA, =Fig. 1B), com malha de 3kDa
(#UFC200324), e centrifugadas a 4.032 x g, por 20 minutos. Apos
a centrifugacdo, 540 pL da solugdo filtrada foram transferidas
para um novo microtubo e foram adicionados 60 pL de uma
solucdo, contendo 1 mM de 2,2-dimetil-silapentano-2-5-sulfo-
nato (DSS) e agua deuterada (D,0) (=Fig. 1C). Para verificar o
efeito de outros compostos presentes no tampao e no filtro, foi
preparada uma amostra controle, na qual o liquido sinovial foi
trocado por tampdo fosfato. Os compostos detectados nesta
amostra foram posteriormente retirados da analise.

Os microtubos, contendo as misturas e devidamente iden-
tificados, foram acondicionados em bolsa térmica a 4°C, para
serem transportados até o laboratério de metabolémica, no
qual foram transferidos manualmente os 600 uL dos tubos
Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para os tubos
de RM, de 5mm de didmetro. As amostras foram analisadas
com o espectrometro Bruker Avance II HD (Bruker Biospin,
Ettlingen, Alemanha, =Fig. 2A), que operou a 500 MHz, com a
temperatura da sonda controlada a 300 K. Os tubos de RM de
5mm foram acoplados a um dispositivo chamado rotor da
amostra (sample spinner, =Fig. 2B) e inseridos nas 24 posi¢oes
(holders) do amostrador do aparelho para as analises
(=~Fig. 2€). 0 perfil metabdlico das amostras de liquido sinovial
foi analisado conforme descrito em Sousa et al.'>

Resultados

A andlise por analise do componente principal (ACP) ndo foi
capaz de classificar os individuos de acordo com os graus I,
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Fig. 1 Esquema do processamento das amostras. llustraciao esquematica da mistura do liquido sinovial com o tampao fosfato. Na sequéncia,
a foto do filtro Amicon, retirada do site do fabricante (https://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/Amicon-Ultra-2-Centrifugal-Filter-Unit,
MM_NF-UFC200324), no dia 13/06/2021. Por fim, 60 pL de uma solugdo contendo a substéncia padrao (DSS) é adicionada a 540 pL da

solucdo filtrada, totalizando 600 pL.

IVe V de Ahlbdck (=Fig. 3A), subgrupos por idade (~Fig. 3C),
nem de acordo com sexo (=Fig. 3D), conforme o perfil
metabdlico. Por sua vez, a andlise univariada encontrou
diferengas na concentra¢do do metabélito 3-hidroxibutirato
(p=0,039; =Fig. 3B) entre os grupos de acordo com a
gravidade da OA]J. A andlise estatistica com multiplos testes
t ndo evidenciou diferencas significativas entre os metabo6-
litos nos grupos por faixa etaria e sexo (p > 0,05).

Esta andlise ndo foi capaz de apresentar uma separagdo
robusta nos individuos de acordo com o IMC conforme o
perfil metabélico (~Fig. 4A,B). A andlise estatistica com
multiplos testes t ndo evidenciou diferencas entre os grupos

=
-

Fig. 2 Esquema com fotografias dos equipamentos utilizados. (A)
Imagem do aparelho Bruker Avance Il HD 500 MHz utilizado para
metabolémica. (B) Fotografia do mesmo rotor (sample spinner) utili-
zado nesta pesquisa. A fotografia foi coletada do site https://cortec
net.com/5-mm-pom-spinner-500-mhz.html, no dia 13/06/2021. (C)
Visualizacdo do amostrador do aparelho, durante preparagdo para as
analises. Observe que as amostras ja foram inseridas nas oito pri-
meiras posi¢oes. Cada amostra, contida em um tubo de 5mm, é
acoplada ao rotor, para ser inserida nas posi¢cdes do amostrador.

(p>0,05). Ja a andlise univariada encontrou diferencas na
concentracdo do metabdlito D-glicose (p =0,037; =Fig. 4C)
entre 0s grupos.

Também ndo foi capaz de apresentar uma segmentac¢do
s6lida entre os individuos, de acordo com a medida da
glicemia de jejum (=Fig. 5A), nem de acordo com o diag-
nostico de diabetes mellitus (=Fig. 5B), dislipidemia
(=Fig. 5C), cardiopatia (~Fig. 5D) e hipertensdo (~Fig. 6A),
conforme o perfil metabélico. A andlise estatistica com
multiplos testes t ndo evidenciou diferencas entre os grupos
de acordo com a medida da glicemia de jejum, diagndstico de
diabetes, dislipidemia ou cardiopatia (p > 0,05). Contudo, a
andlise univariada encontrou diferengas na concentragao dos
metabélitos L-valina (p=0,015; =Fig. 6B), L-arginina
(p=0,013; =Fig. 6C) e citrato (p=0,026; ~Fig. 6D).

Discussao

Os principais achados de nosso estudo foram que o metabé-
lito 3-hidroxibutirato apresentou varia¢do inversamente
proporcional a gravidade da OA, enquanto os metabdlitos
3-hidroxibutirato e L-valina apresentaram niveis decrescen-
tes em funcdo da gravidade radiografica da OAJ]. Também
encontramos menores valores de arginina, valina e citrato no
subgrupo de pacientes hipertensos, e a glicose apresentou
menor concentra¢do nos obesos.

Recentemente, uma revisio sistematica da literatura con-
cluiu que hd uma grande variedade de vias metabélicas
alteradas na osteoartrite, ndo havendo consenso a respeito
de um metabdlito ou painel que pudesse ser utilizado para o
diagnéstico.'®

A andlise univariada evidenciou que o metabdlito 3-hidro-
xibutirato apresentava variacdo inversamente proporcional a
gravidade da OA. Outro metabdlito que apresentou comporta-
mento similar foi a L-valina, com niveis decrescentes em relacao
ao grau de OA, mas que ndo foi estatisticamente significativo. A
razdo entre os niveis séricos de valina e da histidina ja foi
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Fig. 3 Discriminacao dos pacientes de acordo com a gravidade da osteoartrite, com a idade e com o sexo. (A) Gréfico da anélise pelo PCA
entre os trés grupos: graus Ill (diagrama vermelho), IV (diagrama verde) e V (diagrama azul) conforme a classificacdao de Ahlback. O Score-Plot, de
PC 2 versus PC 1, em que cada ponto corresponde a um paciente. (B) Box-plot demonstrando diferencas na concentracao do metabélito
3-hidroxibutirato (4.15554) entre os grupos. (C) Grafico da analise pelo PCA entre os dois grupos, abaixo de 70 anos (diagrama vermelho) e acima
de 70 anos (diagrama verde). O score-Plot, de PC 2 versus PC 1, em que cada ponto corresponde a um paciente. (D) Grafico da analise pelo PCA
entre os dois grupos, sexo feminino (diagrama vermelho) e masculino (diagrama verde) pelo perfil metabélico. Score-Plot, de PC 2 versus PC 1,
onde cada ponto corresponde a um paciente. Nota: *valor de p obtido pela analise de mdltiplos testes t no Graph Pad Prism 9.0.

proposta como marcador diagnéstico da OA.'® Infere-se que a
elevagdo no nivel sérico dos aminoacidos de cadeia ramificada
esteja envolvida com o aumento da sintese de citocinas infla-
matérias na OA,” o que ainda nio foi bem estabelecido no liquido
sinovial. Outro estudo analisou mediante analise por espectro-
metria de massa o liquido sinovial, identificando 28 metabdlitos
aumentados no grupo OAJ avancada, relacionados ao metabo-
lismo lipidico, glicolipidico e do ciclo de Krebs, sugerindo uma
atividade metabdlica aberrante associada a disfun¢do mito-
condrial e a autofagia.?® Wang et al.?' identificaram que o
aumento na concentra¢do do metabdlito N-a-acetil-L-aspara-
gina estava associado com a OAJ grave, podendo ser indicado
para predizer a gravidade da doenca. Entretanto, a andlise
realizada foi do tipo direcionada, diferentemente da andlise
realizada no presente estudo, que ndo identificou o referido
metabdlito, embora tenha analisado um ntmero maior de
pacientes.

Ndo foi possivel discriminar os participantes pelos dois
grupos etarios, tampouco de acordo com o sexo, pela ACP,
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provavelmente pelo fato de todos os pacientes analisados
apresentarem OAJ grave. Welhaven et al.%? realizaram anilise
do liquido sinovial de pacientes com lesdo meniscal efou do
ligamento cruzado anterior, concluindo que homens e mulhe-
res possuiam perfis metabolitos distintos, e sugeriram que
esses dados poderiam ser usados no futuro para avaliagdao do
desenvolvimento de OA pés-traumatica. Por outro lado, Zhai
etal.?3 sugeriram que a fenilalanina poderia ser um marcador
plasmatico para a progressao da OA] radiografica bilateral em
mulheres. No presente estudo, as andlises foram realizadas
apenas no liquido sinovial de pacientes com OA] primaria, o
que poderia justificar a diferenca entre os achados.

A andlise multivariada ndo demonstrou diferencas no
metabolismo do liquido sinovial de acordo com o IMC. Este
resultado nos surpreendeu, pois ja foi demonstrada a exis-
téncia de diferencas significativas no metabolismo sérico
entre obesos e ndo obesos com OA], porém analisando
amostras de sangue.24 Por se tratar de uma doenga sistémica,
é possivel que o perfil de metabdlitos no sangue de obesos e
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Fig. 4 Discriminacao dos pacientes de acordo com o indice de massa corporal. (A) Grafico da anélise pelo PCA entre os trés grupos: IMC
normal (diagrama vermelho), sobrepeso (diagrama verde) e obeso (diagrama azul). (B) Score-Plot, de PC 2 versus PC 1, em que cada ponto
corresponde a um paciente. e (C) Box-plot demonstrando diferencas na concentracdo do metabélito D-glicose (3.45624) entre os grupos.
Abreviatura: IMC, indice de massa corporal. Nota: *valor de p obtido pela andlise de multiplos testes t no Graph Pad Prism 9.0.

ndo obesos ndo seja equivalente ao do ambiente sinovial.
Outra explicacdo plausivel para o nosso resultado é a influ-
éncia da subclassificacdo que utilizamos, estratificada em
trés grupos, em vez da comparagdo entre obesos e ndo
obesos. Ainda que a andlise multivariada ndo tenha encon-
trado diferenca, a concentragdo sinovial da glicose foi inferior
no grupo de obesos. Embora o metabélito glicose ndo seja
apontado diretamente como um biomarcador relacionado ao
IMC, sabe-se que a elevacdo de metabdlitos como a manose
vincula-se com o sobrepeso e com a obesidade.?” Especula-
mos que na articulacdo dos individuos obesos ocorra um
maior consumo de glicose pelas células sinoviais.

As comparagdes do perfil metabdlico do liquido sinovial
entre pacientes com e sem diabetes e de acordo com o valor
sérico da glicemia de jejum ndo evidenciaram diferencas nas
andlises multivariadas e univariadas. A relagdo entre diabe-
tes e OA vem sendo muito pesquisada e ja foi sugerida a
existéncia de um fenétipo induzido pelo diabetes.?® Um fator
que pode ter influenciado nosso resultado é que ndo foi
considerado o uso de hipoglicemiantes ou de insulina, que
interferem diretamente no metabolismo da glicose. Além
disso, a classificacdo entre diabéticos e ndo diabéticos foi
determinada por autodeclaragdo na entrevista e ndo por
métodos de diagndstico laboratorial.

A hipertensao parece contribuir na patogénese da OA por
aspectos bioquimicos e biomecanicos, ao interferir na micro-
circulagio articular.?’ A andlise multivariada nio foi capaz de
distinguir os grupos de pacientes com ou sem hipertensdo de
acordo com o perfil metabdlico. Entretanto, os metabélitos
valina, arginina e citrato apresentaram niveis mais elevados
nos individuos sem a doenca. Este resultado sugere um
consumo de citrato em favor das vias inflamatoérias na articu-
lacdo destes individuos, corroborando com a hipétese de maior
influéncia inflamatéria na OA associada a essa doenca

cronica.?’ A valina também demonstrou menor concentragio
sinovial nos hipertensos. A elevacdo da razdo sérica
leucina/histidina também pode servir como biomarcador
para o diagnoéstico de OA] estando este aumento relacionado
3 degradagdo do colageno.'® A arginina foi o outro metabélito
que expressou reducdo no grupo com hipertensdo. Zhang
et al.?® apontaram a redugdo sérica da arginina como um
possivel biomarcador de osteoartrite avancada, inferindo que a
reducdo da arginina sérica se origina de um aumento com-
pensatério na sintese de colageno na OA grave. Qutra pesquisa
demonstrou o aumento dos niveis séricos de arginina em
pacientes com OA grave, submetidos a ATJ] e do quadril,
comparado com pessoas saudaveis.? A reducdo na concen-
tragdo sinovial de alguns metabdlitos nos pacientes com OA e
hipertensdo poderia ser justificada por uma perturbacdo na
drenagem sinovial, decorrente do comprometimento vascular
nesta condicdo.”’ Por esta hipétese, a manuten¢io destes
substratos por mais tempo no ambiente articular elevaria as
suas taxas de metaboliza¢do aumentando os niveis dos seus
subprodutos. Werdyani et al.3° evidenciaram apés anélise
metaboldmica do plasma de pacientes com OA de quadril e
joelho trés endotipos da doenga: fraqueza muscular, déficit de
arginina e inflamacdo de baixo grau. Embora tenham analisado
o plasma, tais achados corroboram nossos dados, uma vez que
os pacientes hipertensos apresentavam menores niveis de
arginina.

Quanto a avaliacdo do perfil metabélico do liquido sino-
vial nos pacientes classificados como com ou sem doenga
cardiaca, ndo encontramos diferencas nas analises. Contudo,
o diagndstico de doenga cardiaca foi baseado na avaliacdo
pré-anestésica, e apenas 6% da amostra foi classificada como
portadora deste grupo de doengas.

Um dos pontos fortes do nosso estudo foi o nimero de
amostras de liquido sinovial de pacientes com OA]. Outro
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ponto positivo da pesquisa foi a menor variabilidade em
relacdo ao grau de doenca articular, comparando pacientes
apenas com estagios avang¢ados de destrui¢do articular.
Uma das principais limita¢des do trabalho foi a classificagdo
de algumas condigdes clinicas baseada em dados da ficha padrao
de avalia¢do pré-anestésica, por autodeclara¢do. Outra limita¢ao
foi arealizacdo da andlise apenas do liquido sinovial, limitando a
comparacdo com outros estudos que utilizaram o plasma.

Conclusao

As andlises multivariadas do liquido sinovial ndo evidencia-
ram diferencas entre os pacientes com OAJ de acordo com as
caracteristicas clinicas. Os metabélitos 3-hidroxibutirato e L-
valina apresentaram niveis menores em funcdo da gravidade
radiografica, os pacientes obesos apresentaram menor con-
centracdo de glicose, enquanto os pacientes hipertensos
apresentaram menores valores de arginina, valina e citrato.
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