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Resumo

No presente estudo, foram construidos modelos metabonémicos baseados nos
espectros de RMN para (1) o diagndstico ndo-invasivo de cancer de prostata
(CP), e cancer urologico (bexiga ou rim) [CB/CR]; e (2) para estudo em quimica
dos alimentos — para discriminar amostras de azeite de oliva extra virgem
frente ao seu modo de producéo (Producédo organica ou convencional). Para os
estudos clinicos, foram utilizadas amostras de soro e urina. Dois modelos
utilizando o formalismo LDA foram construidos para diagnosticar CP: primeiro,
utilizando vinte e trés amostras de soro — onze voluntarios saudaveis (S) e
doze de pacientes diagnosticados com CP, e o segundo modelo foram usadas
dezoito amostras de urina — oito voluntarios saudaveis (S) e dez diagnosticados
com CP. Para diagnostico de céancer urologico, foram utilizadas dezoito
amostras de urina — oito voluntarios saudaveis (S) e dez diagnosticados com
cancer de bexiga ou rim (CB/CR). O modelo metabonémico CP versus S,
usando amostras de soro, foi construido usando quatro variaveis (bins)
discriminantes, foi estatisticamente significativo (p < 0,001), com valores
preditivos, positivo e e negativo (VPP e VPN) iguais a 91,7% e 100%,
sensibilidade de 100% e especificidade de 91,7%, respectivamente. As
variaveis discriminantes foram atribuidas as estruturas lipidicas (VLDL e LDL),
ao grupo citrato e a L-histidina. O modelo CP versus S, utilizando amostras de
urina e usando trés variaveis discriminantes foi construido, obtendo valores de
VPP e o VPN iguais a 92,3% e 100%, respectivamente. Enquanto os valores
de sensibilidade e especificidade foram iguais a 100% e 87,5%,
respectivamente. As variaveis discriminantes foram atribuidas a sacarideos e a
trigonelina. O modelo para diagndstico de cancer urolégico (CB/CR) foi
construido usando trés variaveis, resultando em 100% de classificacdes
corretas. As variaveis discriminantes foram atribuidas a sacarideos, trigonelina
e ao grupo hipurato. Para o estudo com amostras de azeite extra virgem, foram
utilizadas quarenta amostras, sendo dezesseis amostras de azeite de producao
organica (O) e vinte e quatro amostras de producdo convencional. Os modelos
metabondémicos foram construidos usando o formalismo LDA, utilizando cinco
varidveis discriminantes, obtendo 100% de classificacdo correta para as
amostras organicas e 91,7% para amostras de azeite convencional. O poder de
predicdo total do modelo foi de 95,0%. As varidveis discriminantes foram
atribuidas aos &cidos linoleido/linolénico e ao glicerol. A estratégia
metabonémica mostrou-se promissora ferramenta analitica para classificacdo
de amostras de azeite de oliva extra virgem frente ao seu modo de produgéo.
Todos os modelos construidos foram validados usando validacdo cruzada
(LOOCV)

Palavras-chave: Metabolomica. RMN de 1H. Analise multivariada. Prostata.
Bexiga. Rim. Producéo organica.



Abstract

Herein, metabonomics models were built from NMR spectral data for (1) non-
invasive clinical diagnosis of prostate cancer (CP) and urological cancer
(bladder or kidney); and (2) for food chemistry study — to distinguish samples of
extra virgin olive oil (EVOO) from its production mode (organic agriculture or
conventional one). For the clinical studies, we used serum and urine samples.
Two models using LDA formalism were constructed to CP diagnosis: first, using
twenty-three serum samples, eleven from healthy volunteers (S) and twelve
from patients; the second model used eighteen urine samples — eight healthy
volunteers (S) and ten from patients. For urological cancer diagnosis (CB/CR),
eighteen urine samples were used — eight healthy volunteers (S) and ten
diagnosed with bladder or kidney cancer. CP versus S metabonomics model,
using serum samples and four discriminant variables (bins), was statistical
significance (p <0.001), with positive and negative predictive values (PPV and
NPV) equals to 91,7% and 100%, sensitivity equal to 100% and specificity
equal to 91.7%, respectively. The discriminant variables were attributed to
lipidic structures (VLDL and LDL), citrate and L-histidine. CP versus S model,
using urine samples and three discriminant variables, returned PPV and NPV
equal to 92.3% and 100%, respectively. While the sensitivity and specificity
values were equal to 100% and 87.5%, respectively. The discriminant variables
were attributed to saccharides and trigonelline. Urological cancer (CB/CR)
diagnosis model, using three variables, correctly classified 100% of samples. In
this study, discriminant variables were attributed to trigonelline, hippurate and
saccharides. In EVOO study, we used forty samples — sixteen produced by
organic agriculture system (O) and twenty-four produced by conventional one
(C). Metabonomics model was built using LDA formalism and five bins, correctly
classifying 100% and 91.7% of organic EVOO and conventional EVOO,
respectively. Therefore, metabonomics model presented 95.0% accuracy. The
most important variables for classification were assigned to linoleice/linolenic
acids and glycerol. This model showed to be promising as analytical tool for
classification of samples from your production mode. All metabonomics models
were evaluated by Leave-One-Out-Cross-Validation (LOOCYV).

Keywords: Metabolomics. H NMR; Multivariate analyses; Prostate; Bladder;
Kidney; Organic agriculture.
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1. Introducao

O desenvolvimento de ferramentas analiticas para classificacdo e
diagnéstico clinico, que sejam de facil leitura, com altos valores de predicdo e
minimamente invasivas, € uma necessidade constante. O diagndstico de
doencas graves, como 0s mais diferentes tipos de cancer, bem como o
monitoramento do tratamento, frequentemente, exige técnicas que possam ser
empregadas com certa periodicidade, sem que venham a prejudicar ou expor o
paciente a riscos além dos ja impostos pela doenca. Por outro lado, essas
mesmas técnicas podem ser empregadas nas ciéncias forenses e no controle

de qualidade, na producado e comercializacédo de alimentos.

Existem diversas ferramentas analiticas com este fim. Técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria de massas, espectroscopia na
regido do ultravioleta, infravermelho e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear sao alguns exemplos de técnicas que, quando associadas a
algum tipo de andlise estatistica de dados, uni e/ou multivariada, sdo bastante
eficazes para fins de identificagdo, caracterizacdo, elucidagéo estrutural dos

mais diversos tipos de amostras estudadas.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) se encaixa
bem nesta proposta. Esta é amplamente utilizada em diversos campos de
andlise, que vai desde os alimentos até materiais biolégicos, como soro
sanguineo, urina, sémen, tecidos, entre outros. A RMN, além de ser néo-
destrutiva, possibilita a obtencdo de informacfes qualitativas e quantitativas
acerca da composicdo das amostras analisadas, com pouca interferéncia do

operador ou auséncia de pré-tratamentos especificos nas mesmas.

Salienta-se que, para obter informagbes com boa reprodutibilidade,
temos que ajustar todos os parametros experimentais a ser utilizado e ter como
ferramenta de auxilio, 0 uso da analise uni e multivariada de dados. N&o
obstante, através da grande quantidade de dados obtidos a partir dos
espectros de RMN, de dificil interpretacéo visual, faz-se necessario a aplicagdo
apropriada de técnicas de analise multivariada para obtencdo e
complementacdo de informacfes obtidas através de meétodos analiticos

classicos.
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Proposta por Nicholson e colaboradores, em 1999, a metabondmica,
vem sendo utilizada com bastante eficacia em diversos problemas clinicos e
alimenticios. Em sintese, esta estratégia baseia-se em um principio
denominado homeostase, segundo o qual, sempre que um estimulo externo
atua sobre um sistema vivo, este responderé de forma a restabelecer o estado
de equilibrio, promovendo mudancas nas concentracbes relativas de
metabdlitos endbégenos. Estas mudancas podem ser acompanhadas utilizando
a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio-1 associada
a analise estatistica de dados (uni e multivariada). Com isso, pode-se
estabelecer uma correlagdo entre o status bioquimico antes e depois do
estimulo externo (doenca ou acdo que permita uma alteracdo no estado de
equilibrio do sistema em analise). Quando este estimulo é devido a um agente
patogénico, o emprego da estratégia metabonémica resulta numa ferramenta

diagnostica ou prognostica.

Nesta perspectiva, 0 presente trabalho ser4d apresentado em trés
capitulos. No capitulo I, serdo apresentadas as principais ferramentas e
conceitos empregados no nosso estudo. Considerando que o trabalho tem
carater multidisciplinar e que o mesmo é destinado a profissionais da area de
saude, da industria alimenticia, estatisticos e quimicos, o texto é apresentado
de forma a ser inteligivel a todos. Comecaremos com a definicdo de
Metabondmica, os principios da espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e as ferramentas de estatistica multivariada utilizadas ao longo
do trabalho. Nos capitulos Il e Ill, serdo apresentados os objetos de estudo
especificos — Cancer de prostata, bexiga e rim (uroldgico), e producéo organica
de azeite de oliva extra-virgem, descrevendo de forma sucinta e soélida, suas
principais caracteristicas, alguns trabalhos utilizados como referencial teorico,
0s principais resultados e a discussao realizada baseada nos dados obtidos na
literatura e, por fim, as conclusfes obtidas em cada estudo realizado neste

trabalho.



18

2. Fundamentacao Teorica

2.1 Metabondmica

Os termos metabondmica e metaboldémica surgiram no final dos anos 90
e inicio dos anos 2000, respectivamente. Estes se baseiam no estudo do
metaboloma, que pode ser descrito como sendo o conjunto de metabdlitos
produzidos ou presentes em um dado sistema biol6gico. Em alguns trabalhos
na literatura, estes termos sao usados como sinbnimos, apesar de existir uma
definicdo clara e distinta para as duas estratégias (FIEHN, 2001; LINDON;
HOLMES; NICHOLSON, 2001; NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999;
SMOLINSKA et al., 2012).

A estratégia metabondémica é uma &rea de pesquisa multidisciplinar, que
busca identificar mudanca(s) no perfil de metabdlitos endégenos em um dado
biofluido, associando-a(s) ao status bioquimico da fonte. Uma definicdo
classica de metabonémica foi fornecida por Nicholson e colaboradores
(NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999) em trabalho pioneiro:

“.) é a medida quantitativa da resposta
metabdlica, multiparamétrica, dependente do
tempo, de sistemas vivos a estimulos
fisiopatol6gicos ou modificacdes genéticas. ”

Ja o termo metabolémica, surgiu pouco tempo depois, em um trabalho
realizado por Fien e colaboradores, no qual os autores descrevem o uso de
uma estratégia semelhante a metabonémica (FIEHN, 2001). Mas, em 2001,
Lindon et al (LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2001) definiram a estratégia

metabolémica como:

“o estudo associado a identificacdo e quantificacédo
de todos o0s metabdlitos presentes em um
determinado biofluido”.

Apesar de possuirem definicbes semelhantes, as estratégias
metabon6mica e metabolémica podem e devem ser diferenciadas. Dunn e
colaboradores, fundamentando-se em suas peculiaridades, descreveram uma
forma de distinguir estas duas metodologias e o0s seus termos correlatos
(DUNN; ELLIS, 2005).
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Na estratégia metaboldomica, por definicdo, h4 a necessidade de
identificar e quantificar todos os metabdlitos presentes em uma dada amostra
de origem bioldgica. Para atingir este objetivo, € necessario o uso de um
conjunto de ferramentas analiticas, de forma a permitir a separacéo,
identificagdo e quantificacdo absoluta de cada metabdlito presente na amostra.
Com isso, na estratégia metabolémica, destacam-se o emprego de técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria de massas, como a cromotografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-EM) ou cromatografia gasosa (CG-EM) (DUNN;
ELLIS, 2005; FIEHN, 2001; LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2001;
NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999; SMOLINSKA et al., 2012).

Entretanto, o emprego de técnicas cromatograficas (CLAE/CG) implica
no emprego de processos de pré-tratamentos da amostra, como extracdes
especificas e/ou derivatizacfes. Isso resulta, via de regra, em um aumento no
tempo de analise por amostra, além de possibilitar problemas como perdas
e/ou mudancas na composi¢cdo de compostos volateis e/ou termossensiveis,
além da desnaturacdo de proteinas, como pode vir a acontecer com alguns
fluidos, como extratos de frutas, derivados do leite, soro, sémen e urina (LI et
al., 2011; NICHOLSON; WILSON, 1989; SMOLINSKA et al., 2012; WU; ZHU;
WANG, 2011). Por outro lado, a espectrometria de massas € uma excelente
ferramenta para identificacdo e quantificacdo de compostos, o que torna a

técnica muito interessante para a estratégia metabolémica.

A estratégia metabondmica, por sua vez, tem como objetivo a obtengéo
de uma “impressao digital” que esteja associada a determinado status
bioquimico, ndo sendo obrigatéria a identificacdo e quantificacdo absoluta dos
metabdlitos responsaveis pela discriminacdo entre os grupos. Essa diferenca
filoséfica tem implicagcbes metodoldgicas, uma vez que dispensa o uso de
técnicas de separacdo de misturas, como as técnicas cromatograficas,
permitindo o uso direto de ferramentas espectrométricas. As ferramentas
analiticas que permitem a obtencdo dessas informacdes sdo: as
espectroscopias na regiao do infravermelho, do ultravioleta, e de ressonancia
magnética nuclear, além da espectrometria de massas por insercdo direta
(DUNN; ELLIS, 2005; FIEHN, 2001; LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2001;
NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999; SMOLINSKA et al., 2012). A Figura 1
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apresenta um quadro com a constituicdo do metaboloma e as técnicas
analiticas normalmente empregadas nas estratégias metabolbmica e

metabondmica.

Metabdlitos Metabdlitos

extracelulares
(secrectes)

intracelulares
(citoplasma)

Biofluidos ‘ l

(urina, soro,
plasma, etc.)

Tecidos

Metabol6mica
(Perfil metabdlico)

|

Figura 1. Esquema representativo da constituicdo do metaboloma e as técnicas analiticas
empregadas nas estratégias metabondmica e metabolémica.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) mostra-se
como uma ferramenta poderosa para a estratégia metabondémica, pois a
obtencéo dos espectros é relativamente rapida e a preparacao exige minimas
intervencdes do analista, dando celeridade ao processo e minimizando
possiveis contaminacfes. A RMN de ndcleos como hidrogénio-1, carbono-13,
foésforo-31 e outros, possibilita a identificacdo e a quantificacdo relativa de
diferentes metabdlitos presentes no biofluido analisado, no entanto, em relacdo
a espectrometria de massas, € uma técnica menos sensivel (GODOY et al.,
2010; LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2001; PAN et al., 2007a)

Schripsema e colaboradores descrevem, de forma breve, os aspectos
gerais associados as ciéncias Omicas, baseadas na espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear (RMN), suas possibilidades e perspectivas
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(SCHRIPSEMA, 2010). Na sua proposta, os mesmos discutem 0s mais
diferentes termos que sao utilizados como sindnimos para as estratégias
metabonémica e metabolébmica, mas com certas ressalvas. Por exemplo, os
autores sugerem que o termo impressao digital metabdlica seja associado a
metabondmica, enquanto perfil metabdlico seja associado & metabolémica
(Figura 1). (FIEHN, 2001; LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2003;
NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999; SCHRIPSEMA, 2010; SMOLINSKA et
al., 2012)

A estratégia metabondmica, em funcdo de seu carater multidisciplinar,
envolve diferentes profissionais — como meédicos, quimicos, bioguimicos e
estatisticos, e ferramentas — como a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e formalismos de estatistica multivariada, tais como Analise de
Componentes Principais (PCA), Analise por Discriminantes Lineares (LDA) e
Regresséo por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA), entre outras. (GAO et
al., 2009; LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2003; NICHOLSON; WILSON,
1989)

As aplicacbes de estudos metabondmicos envolvem, geralmente,
obtencdo de dados espectrais a partir de biofluidos de sistemas vivos com
status bioquimico diferentes, além da aquisicdo simultdnea de multiplos
parametros bioquimicos (NICHOLSON; WILSON, 1989). A estratégia
metabondmica utiliza biofluidos, que via de regra sao obtidos de forma nao
invasiva, como urina, ou pouco invasiva como amostras de soro, plasma,
sémen (GRIFFITHS et al.,, 2010; ROBERTSON et al., 2000). Além destes,
existem estudos que mostram a utilizacéo de biofluido ndo convencionais como
fluido cérebro-espinhal, bile, fluido seminal e biofluidos de origem vegetal
(SCHRIPSEMA, 2010).

Em estudos metabonOGmicos, existem varias etapas que devem ser
realizadas para a obtencéo de informacdes significativas em relacdo ao estudo
desejado. Etapas como definicdo do problema a ser investigado e avaliagao de
viabilidade do mesmo, obtencdo das amostras e estocagem adequada;
aquisicdo dos dados espectrais (RMN), inferéncias estatisticas acerca dos
dados coletados a partir dos modelos construidos associando ao status

bioguimico estudado e identificacdo dos metabdlitos presentes a partir das
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informacdes espectrais e realizacdo de interpretacdo bioquimica em relacao
aos resultados sédo algumas etapas que devem ser feitas para obtencdo de
informacdes acerca de estudos metabondmicos(DONA et al., 2016). A Figura
2, mostra um esquema basico, na qual, descreve de forma geral, o desenho de

um estudo metabondémico.
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Figura 2. Fluxograma descritivo da estratégia metabondmica.



23

Na literatura, héa diversos relatos acerca de estudos envolvendo a
estratégia metabonémica. No entanto, a identificacdo dos metabdlitos
discriminantes e sua associagcdo a uma rota metabdlica ndo se mostra uma
tarefa de facil execucdo. Apesar de existir, na literatura, diversos bancos de
dados contendo informag¢8es bioquimicas que auxiliam e facilitam a busca dos
metabdlitos presentes em um dado biofluido como as plataformas: HMDB (do
inglés, Human Metabolome Database), BMRB (do inglés, Biological Magnetic
Resonance Bank) e a BML (do inglés, Birmingham Metabolite Library), as
atribuicdes ndo séo triviais, tornando-se um processo lento e necessitando o
uso de diversas técnicas complementares para obter uma resposta aceitavel.
Com isso, estas plataformas além de conter informacdes espectrais de RMN de
varios metabdlitos (soro e urina, principalmente), auxiliam na identificacdo dos
mesmos (LUDWIG et al., 2012; ULRICH et al., 2008; WISHART; KNOX; GUO,
2009).

Além disso, observa-se que dados espectrais oriundos da RMN
apresentam-se, em sua maioria, bastantes “aglomerados” dificultando assim, a
atribuicdo dos sinais e consequente associacdo aos metabdlitos presentes.
Como recurso auxiliar, usam-se, técnicas bidimensionais de RMN, como COSY
'H-'H, HMBC, HSQC, entre outras, para fins de confirmacédo e atribuicdo mais
precisa acerca dos dados (DONA et al.,, 2016; EVERETT, 2015; GAO et al.,
2009; ROBERTSON et al., 2000; ROBERTSON; WATKINS; REILY, 2011).
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2.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma
técnica de analise estrutural, em termos moleculares, que pode ser medida
através de interaces associadas a radiofrequéncias oscilantes de pequenos
campos eletromagnéticos vinculados a nucleos interagentes, imersos em um
forte campo magnético externo (GRUTZNER, 2005a; JUCHEM; ROTHMAN,
2014).

A RMN é uma poderosa ferramenta utilizada para elucidacao estrutural
de compostos organicos e biomoléculas, bem como de muitos compostos
inorganicos. E uma técnica que se fundamenta nas propriedades magnéticas
dos nucleos atdbmicos presentes em uma determinada amostra.(GRUTZNER,
2005a; JUCHEM; ROTHMAN, 2014)

Esta técnica baseia-se no fato de que os nucleos atbmicos possuem
uma propriedade intrinseca, denominada spin nuclear, |, ao qual esta
associado o vetor momento angular magnético, f. O nimero de estados de
energia (n) possiveis para os spins é determinado pela expressao n = (21 + 1).
Na auséncia de um campo magnético externo, esses estados sao
degenerados, perdendo essa degenerescéncia quando na presenca de um
campo magnético externo. No caso dos nucleos com spin %2, como o ndcleo de
'H, existem dois niveis de energia com um pequeno excesso de populagao dos

hidrogénios no estado de energia mais baixa (N, > Ng), de acordo com a

distribuicao de Boltzmann. Os estados s&o identificados como a e § ou como
1/2 e -1/2, conforme mostrado na Figura 3 (GRUTZNER, 2005a).

ot

/]\ =/
By AE N, i —AE
mais alto /kT

qAD N mais baixo
o _ !

Figura 3. Relacdo de Boltzman, onde k é a constante de Boltzman (1,380 x 1022 J K1), T é a
temperatura absoluta, h é a constante de Planck (6,624 x 103* J s) e v é a frequéncia
da radiacao.

Para que seja possivel a espectroscopia de RMN, sé@o necessarios pelo

menos dois estados, logo o spin nuclear tem que ser diferente de zero (I # 0).
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A Tabela 1 apresenta alguns exemplos de ndcleos que apresentam, ou nao,
atividade na espectroscopia de ressonancia magnética nuclear.(GRUTZNER,
2005b)

Tabela 1. Alguns nudcleos atdmicos com suas respectivas propriedades atdmicas e magnéticas
(GRUTZNER, 2005a)

Elemento  tH' 1H?  6C!2  6C¥®  N¥ g0 g0V  oF¥®  1sP%  17CI

I 1/2 1 0 1/2 1 0 5/2 1/2 1/2 3/2
n 2 3 1 2 3 1 6 2 2 4

| — nimero quantico de spin nuclear; n — nimero de estados de spin na presenca de Bo

Para que seja possivel extrair informacdes estruturais da amostra
analisada, precisa-se obter parametros resultantes desse tipo de interacéo,
como por exemplo, deslocamento quimico (8), integracéo (area sob cada sinal),
constantes de acoplamentos (J). Os espectros de RMN normalmente sé&o
referenciados a um sinal-padrdo, com deslocamento pré-definido. Para os
espectros de RMN de H e 13C, é comum o uso de tetrametil-silano (TMS) ou o
acido trimetilsililpropiénico (TSP), dependendo do solvente utilizado, como
referéncia de deslocamento quimico, com o sinal atribuido aos grupos metilas
em § 0 ppm. Também é possivel usar um sinal atribuido a algum composto
presente na amostra e que tenha deslocamento conhecido em relacdo ao TMS
ou TPS, como referéncia externa de deslocamento. A Figura 4 apresenta um
tipico espectro de RMN de 'H de amostra de urina. (GRUTZNER, 2005a;
JUCHEM; ROTHMAN, 2014).

Sinais
Agua

Sinais
TSP

TV BV P ; L J_JMJ, L)’;L"I_JIMWMWN[—],_

T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 70 6.5 6.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

55 5.0 4.5 4.0
Deslo@mento quimico (ppm)

Figura 4. Espectro de RMN de hidrogénio tipico de amostra de urina, a titulo de exemplo, com
as suas principais informacoes.
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Um experimento simples de RMN de *H consiste na aplicacdo de um
pulso de RF, no canal do hidrogénio, por exemplo de 90° seguido de um
tempo para decaimento e aquisicdo do sinal. Esses experimentos de RMN
podem ser representados por meios de esquemas, como ilustrado na Figura 5.
Por convencéo, temos que retangulos pretos representam os pulsos de RF
utilizados na sequéncia. (GRUTZNER, 2005a; JUCHEM; ROTHMAN, 2014)

H (n/'g )x

Aquisicao
(FID})

Figura 5. Representacdo esquematica de uma sequencia de pulso para o nucleo de hidrogénio.
di1 é o tempo de espera (preparagéo) e t1 é o tempo de aquisicao.

Na pratica, para uma dada amostra, repetimos a sequéncia d;-90°-t;
varias vezes (Figura 5), denominado nimero de transientes, afim de obter uma
melhor razéo sinal/ruido (S/N), tornando um espectro com sinais mais intensos
e definidos. No exemplo apresentado, ha apenas um pulso de RF, no entanto é
possivel o emprego de uma série de pulsos e intervalo de tempos entre cada
pulso, que sao ajustados pelo operador para se obter uma determinada
informagédo, denominada de sequéncia de pulsos (GRUTZNER, 2005a;
JUCHEM; ROTHMAN, 2014).

Uma forma didatica e pratica de analisar a espectroscopia de RMN, é se
basear nos efeitos da radiacdo eletromagnética em relacdo ao vetor
magnetizacdo resultante no sistema em equilibrio, na presenca de um campo
magnético externo, Bo, denominado de magnetizacdo liquida, Mo. (Figura 6)
(DIEHL, 2008; DYSON; PALMER III, 2012; GRUTZNER, 2005b)

z

B, | M,

Figura 6. Representacdo do fenébmeno da RMN quando se aplica um campo externo, Bo, € a
resultante da magnetizacao do nucleo analisado, Mo.
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Salienta-se que, ao aplicarmos Bo, h4 a quebra da degenerescéncia,
como descrito na Figura 3, e um equilibrio dindmico é estabelecido, resultando
no vetor magnetizagdo Mo orientado no eixo z. Quando um pulso de RF é
aplicado, ha mudanca na orientagcdo do vetor Mo, conforme ilustrado na Figura
7. (DIEHL, 2008; DYSON; PALMER lII, 2012; GRUTZNER, 2005b)
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Figura 7. Efeito de um pulso na magnetizacao inicial, Mo.

N&do obstante, tem-se que amostras biologicas, oriundas de fluidos
corporais como soro, urina, sémen, entre outros, apresentam uma quantidade
de agua bastante significativa. Com isso, gera-se um sinal bastante intenso, na
regido entre § 4,5-5,5 ppm, no espectro de RMN de 'H, como pode ser

observado na Figura 8. O sinal da agua apresenta-se bastante pronunciado



28

guando comparado aos outros sinais de compostos minoritarios, dificultando a
observacdo dos mesmos (GRUTZNER, 2005a; JUCHEM; ROTHMAN, 2014).

| ‘ Creatinina

Agua

[ Agua }

|
|
|
I\
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Figura 8. Espectro de RMN de *H (urina, 300 MHz). A direita, 0 mesmo espectro obtido usando
a sequencia de pulsos PRESAT.

Com a evolucéo dos aparelhos de RMN, foram desenvolvidas diferentes
sequencias de pulsos com o intuito de contornar este problema e possibilitar a
observacdo dos sinais associados aos compostos minoritarios, metabdlitos
enddgenos e/ou exdgenos, presentes em amostras biolégicas. Dentre elas,
podemos citar, as sequencias de pulsos PRESAT, WET, WATERGATE, entre
outras, das quais sdo ultizadas para atenuagao e/ou eliminagdo do sinais
atribuidos a um solvente especifico, como no presente caso, a agua (DIEHL,
2008; DYSON; PALMER lll, 2012; GRUTZNER, 2005b).

2.2.1 Supressio do Sinal da Agua (PRESAT)

A sequéncia de pulsos, PRESAT, & um experimento de dois pulsos de
RF, sendo um seletivo, de baixa intensidade, e um pulso de 45° ou 90°,
seguido da aquisicdo do sinal (Figura 9). O primeiro pulso é aplicado
selecionando a frequéncia do sinal atribuido a agua, de forma a satura-lo. Com
isso, teoricamente, este sinal seria suprimido do espectro, tornando possivel a
observacado dos sinais atribuidos aos constituintes minoritarios (metabdlitos) da
mistura. Entretanto, na pratica, ha uma diminuicdo significativa do sinal
atribuido a agua e a consequente observagdo dos outros sinais, como
apresentado na Figura 8 (DIEHL, 2008; DYSON; PALMER Ill, 2012;
GRUTZNER, 2005b).
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o0 %y ou™y),

f -

Seletivo

Figura 9. Sequéncia de pulso para supresséo do sinal da 4gua (PRESAT).

Esta sequéncia de pulsos é frequentemente usada em amostras que
apresentam concentracdo de agua bastante elevadas ou que apresentem
apenas um sinal de solvente muito intenso. Salienta-se que, esta sequéncia
pode causar alguma perda de informacdo, se a amostra possuir constituintes
com sinais proximos a regido irradiada seletivamente (DYSON; PALMER I,
2012; PALMER, 2012; ZHANG; LIU; MAO, 2014). A Figura 10 apresenta um
espectro de RMN de 'H de uma amostra de soro obtido usando a sequéncia
PRESAT.
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Figura 10. Espectro de RMN de *H (Soro, 300 MHz) obtido usando a sequéncia PRESAT para
supresséo do sinal da agua.

Na Figura 10, observa-se que mesmo utilizando a sequencia PRESAT,
obtém-se um espectro com sinais largos, e na regido entre & 0,80-1,30 ppm,

sinais intensos caracteristicos de grupos metilenos e metilicos associados a
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presenca de gordura na amostra. Nestes casos, além da atenuacao do sinal da
agua, é necessario utlizar uma sequéncia de pulsos que elimine esta
interferéncia e deixe 0s sinais mais resolvidos. Em nossa proposta, optou-se
por usar a sequéncia de pulso CPMG, como filtro de T2 (tempo de relaxacao

transversal)
2.2.2 Filtro de T2 (CPMG)

Para amostras de origem biolégica, como soro, plasma e fragmentos de
tecidos, os espectros de RMN apresentam bastante informacao molecular atil.
Por outro lado, pela composicdo complexa presente neste tipo de amostra,
como lipoproteinas, lipideos, proteinas e metabdlitos secundéarios, com
diferentes tamanhos e cadeias, ha uma sobreposicao imensa dos respectivos
sinais, tornando o espectro largo e com baixa definicdo (DYSON; PALMER III,
2012; PALMER, 2012; ZHANG; LIU; MAO, 2014). Com isso, alguns compostos
que se apresentam em menor concentracdo, mas que sdo de extrema
importancia na identificacdo e classificacdo de algum estudo toxicol6gico ou de
uma doenca especifica, ndo sdo observados devido a esse recobrimento de
sinais (GRUTZNER, 2005a; JUCHEM; ROTHMAN, 2014).

Para solucionar estes problemas e melhorar o processo de deteccao dos
sinais referentes aos compostos minoritarios, diversos experimento de RMN
sdo empregados para este fim, baseados em tempos de relaxacdo e em outros
fundamentos (DYSON; PALMER IIl, 2012; PALMER, 2012; ZHANG; LIU; MAO,
2014).

Os sinais atribuidos as espécies mais pesadas, como os lipidios,
apresentam-se no espectro de forma alargada, sobrepondo-se, muitas vezes,
aos sinais de interesse, dificultando a leitura do espectro e as andlises
estatisticas. Os sinais atribuidos a esses compostos, via de regra, tém tempos
de relaxacao transversal (T2) menores que 0s observados para metabdlitos de
baixa massa molar. Sendo assim, utiliza-se uma sequéncia de pulsos que
aplica um filtro de T2 para eliminar estes sinais associados a macromoléculas
presentes em um dado biofluido. A Figura 11 apresenta a sequéncia de pulsos
de RF denominada Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG), modificada com um
pulso seletivo para supressao do sinal da agua (PRESAT). (DYSON; PALMER
lll, 2012; ZHANG; LIU; MAO, 2014).
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Figura 11. Sequéncia de pulso CPMG com filtro de T2 acoplada ao PRESAT.

Para entender melhor esta sequéncia, precisamos definir alguns termos
importantes. A Figura 12, ilustra a evolucdo do vetor magnetizacdo, e de seus
componentes em z e no plano xy, apos aplicacdo do pulso de 90° em —x.
Define-se na literatura, 0 tempo necessario para que a componente xy do vetor
magnetizacdo, voltar ao valor inicial (zero) € chamado de tempo de relaxacdo
transversal, T2, enquanto o tempo necessario para a componente z voltar ao
valor inicial (maximo) € chamado de tempo de relaxacdo longitudinal, T1
(DYSON; PALMER 111, 2012; PALMER, 2012; ZHANG,; LIU; MAO, 2014).

z z z

Figura 12. Esquema representando a evolucdo do vetor magnetizacdo e de suas componentes

no plano xy (que determina T2) e no eixo z (que determina Ty).

O vetor magnetizacao, antes da aplicacdo da sequéncia de pulsos, esta
alinhado no sentido do eixo +z. Quando aplicado um pulso de radiofrequéncia
de 90°, ao longo do eixo X, 0 vetor magnetizacao tem sua orientacdo alterada e
passa a ser analisado considerando as componentes no eixo z e no plano xy.
Apb6s um certo tempo, A, aplica-se um pulso de 180° no eixo y, com isso,
inverte-se o sentido de precesséo do vetor magnetizacdo, produzindo um eco
de spin. Em seguida, o equilibrio é restabelecido e o vetor tende a voltar para a
condigao inicial (Figura 13).

M

Figura 13. Sequéncia de pulsos Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)
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Moléculas grandes, em geral, possuem tempos de relaxacdo T2
menores, voltando mais rapidamente ao seu estado inicial. O filtro de T2
consiste em ajustar o valor de A de tal forma que seja maior que o T2 das
espécies que se pretende eliminar e menor que o T2 das espécies de interesse,
deixando o espectro mais resolvido (ALGER, 2009; MAZUMDER; DUBEY,
2013; ZHANG; LIU; MAO, 2014). A Figura 14 apresenta um exemplo da
utilizacédo da sequéncia CPMG acoplada a Presat.
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H (Soro, 300 MHz) obtido usando: a) a sequencia PRESAT b)
CPMG com filtro de Tz acoplado ao PRESAT.

Apesar de ser uma técnica bastante eficiente para elucidacdo estrutural
e conformacional, identificacdo de metabdlitos, entre outras, 0os espectros de
RMN obtidos a partir de biofluidos, geram diversas informacdes sobrepostas, o
gue poderia, em principio, tornar a interpretacado desses dados uma acao dificil
e confusa. Para solucionar este problema, a estratégia metabondémica faz uso
de ferramentas de analise multivariada. Esse campo do conhecimento é
denominado Quimiometria. (GOODPASTER,; ROMICK-ROSENDALE;
KENNEDY, 2010; HENDRIKS et al., 2011; JURS, 1986; LINDON;
NICHOLSON; WILSON, 2000; WESTERHUIS et al, 2008; WOLD;
SJOSTROM; ERIKSSON, 2001a; XU et al., 2012)
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2.3 Analise Multivariada

A Quimiometria é definida como o uso de ferramentas matematicas e
estatisticas para planejar/otimizar procedimentos, experimentos e/ou para obter
o0 maximo de informacdo de dados multivariados associados a problemas
quimicos. (TRYGG,; HOLMES; LUNDSTEDT, 2006; WOLD, 1995; WOLD;
SJOSTROM; ERIKSSON, 2001a)

A andlise multivariada pode ser separada em duas categorias: técnicas
nao supervisionadas, que se definem por ndo fazer uso da informacdo de
classe das amostras e sdo usadas para estabelecer (ou investigar) quaisquer
agrupamentos naturais dos dados. Enquanto, as técnicas supervisionadas séao
aquelas que usam informacdes de classe e que através de grupos de
treinamento  (calibracdo), previsdo, e validagdo constroem modelos
matematicos para aperfeicoar a separacdo entre duas ou mais classes.
(BRERETON, 2013a)

Uma das técnicas ndo supervisionadas mais utilizada em andlise

multivariada é a Analise por Componentes Principais (PCA)

2.3.1 Analise por Componentes Principais (PCA)

A analise por componentes principais (PCA) é uma técnica nao-
supervisionada, que se fundamenta na projecdo dos dados originais em um
espaco com um numero menor de dimensées (BRERETON, 2013b; BUYDENS
et al., 1999a; JURS, 1986; PAN et al.,, 2007b). Esta andlise baseia-se no
calculo matricial, representado pela Equacao 1, descrita como:

X=TP+E Equacéo 1

X é a matriz de dados originais, com dimensdes i (niumero de casos) € |
(variaveis); T é a matriz de escores da PCA, com dimensdes i (numero de
casos) e f (numero de componentes principais); P € a matriz de pesos da PCA,
com dimensdes f (hamero de componentes principais) e j (variaveis); e E € a

matriz de residuos. A Figura 15 ilustra esta operacgao.
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Figura 15. Representacdo esquemética da Anélise de Componentes Principais.

Em outras palavras, promove-se a construcdo de um novo sistema de
coordenadas, componentes principais, nos quais os dados originais s&o
projetados. Cada amostra € projetada nesta nova orientacdo espacial, de
menor dimensionalidade que os dados de entrada, e € associada a um

autovalor (escore) e a um autovetor (peso), como mostra a figura 16.
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Figura 16. Representagéo do gréafico de escores e pesos da PCA. .
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Os escores representam as coordenadas das amostras no sistema de
eixos formados pelas componentes principais. Cada componente principal é
constituida pela combinacéo linear das variaveis originais e os coeficientes da
combinacdo sdo denominados pesos (Figura 16). Matematicamente, 0s pesos
sdo os cossenos dos angulos entre as variaveis originais e as componentes
principais (PC), representando, portanto, o quanto cada variavel original
contribui para uma determinada PC. A primeira componente principal (PC1) é
tracada no sentido da maior variacdo no conjunto de dados; a segunda (PC2) é
tracada ortogonalmente a primeira, com o intuito de descrever a maior
porcentagem da variacdo néo explicada pela PC1 e assim por diante; enquanto
0os escores representam as relagcbes de (dis)similaridade entre as
amostras.(BRERETON, 2013b; JURS, 1986; MALWADE et al., 2013; TRYGG;
HOLMES; LUNDSTEDT, 2006; WOLD, 1995)

A avaliacao dos pesos permite entender quais varidveis mais contribuem
para os agrupamentos observados no grafico dos escores. Através da analise
conjunta do grafico de escores e pesos, é possivel verificar quais variaveis sdo
responsaveis pelas diferencas observadas entre as amostras. O numero de
componentes principais a ser utilizado no modelo PCA é determinado pela
porcentagem de variancia explicada. Assim, seleciona-se um numero de
componentes de tal maneira que a maior porcentagem da variacdo presente no
conjunto de dados originais seja capturada (BRERETON, 2013b; JURS, 1986;
MALWADE et al., 2013; TRYGG; HOLMES; LUNDSTEDT, 2006; WOLD,
1995).

A PCA, além de projetar agrupamentos naturais, se existirem, permite
obter informacdes relacionadas a identificacdo, analise e exclusdo de amostras
“‘andmalas” (outlier), as quais, se mostram bastantes distintas quando
comparadas a quaisquer elementos dos grupos estudados, podendo ser
prejudiciais a construcdo do modelo estatistico, deixando o poder de
classificagdo desta técnica bastante comprometido (GOODPASTER; ROMICK-
ROSENDALE; KENNEDY, 2010; JURS, 1986; SILVA et al., 2005).

Na literatura, ha diversos relatos quanto ao uso de modelos baseados na
PCA para fins de classificacdo, com bastante sucesso. Por outro lado, como a
PCA é fundamentada na otimizacdo em dire¢do da maior variancia dos dados,
isso faz com que sua habilidade de classificagdo se torne um pouco
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comprometida. Sugere-se, portanto, que o uso desta técnica e suas aplicacfes
seja com intuito, de uma investigacao inicial dos dados originais, observando
se ha (ou ndo) agrupamentos das amostras em estudo (BRERETON, 2013a;
JURS, 1986; LENZ; WILSON, 2006; LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2001;
MALWADE et al.,, 2013; PAN et al.,, 2007a; SKOV et al.,, 2014; TRYGG;
HOLMES; LUNDSTEDT, 2006; WOLD, 1995).

2.3.2 Analise por Discriminantes Lineares

A analise por discriminantes lineares (do inglés, Linear Discriminant
Analysis), LDA, é um formalismo de analise multivariada e supervisionada, que
se baseia na construgdo de uma ou varias funcdes lineares que promovam
uma maximizacdo na distdncia geométrica entre as classes e uma
minimizacado, nas distancias entre as amostras de uma mesma classe, para fins
de classificacdo. O principal intuito desta analise é de projetar os dados em um
subespaco menor que possa resultar em uma melhor separagdo entre as
classes (BRERETON, 2013b; CAVILL et al., 2008; GUYON; ELISSEEFF,
2003).

Um outro proposito deste método estd associado a identificacdo das
varidveis que discriminam os grupos e, assim, elaborar previsées a respeito de
uma nova observacao, identificando o grupo mais adequado a que ela devera
pertencer, em funcdo de suas caracteristicas (BRERETON, 2013b; CAVILL et
al., 2008; GUYON; ELISSEEFF, 2003).

Salienta-se que esta andlise pressup8e propriedades inerentes ao
conjunto amostral que devem ser respeitadas para fins de obtencdo de
modelos de classificacdo com valor de mérito. Sdo eles: i) as variaveis
discriminantes devem seguir uma distribuicdo normal; ii) Homogeneidade nas
matrizes de varidncia e covariancia; iii) Auséncia de amostras anémalas; iv)
Presenca de linearidade entre as funcdes e v) Auséncia de problemas
relacionados a multicolinearidade das variaveis discriminantes (BRERETON,
2013b; CAVILL et al., 2008; GUYON; ELISSEEFF, 2003).

Considerando que esta técnica se baseia no conceito de distancias, na
literatura, define-se algumas formas de medir esta propriedade e a forma mais

adequada para obter um poder de classificagdo mais significativo com o0s
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dados analisados. As distancias mais utilizadas sdo: euclidiana e Mahalanobis
(Figura 17) (BRERETON, 2013a).
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Figura 17. Representacdo esquematica da analise por discriminantes lineares (LDA).

Para fins de utilizacdo desta técnica, faz se necessario um tratamento
prévio baseado na selecdo de variaveis, com o intuito de: promover uma
reducdo na dimensionalidade dos dados e identificar quais destas, possuem
um maior poder de distincdo entre as amostras de cada classe em um
determinado problema. Na literatura, existem diversos algoritmos com estas
finalidades, como o lambda de Wilks, distdncia de Mahalanobis, raz&o entre os
F de cada grupo, entre outros (BRERETON, 2013b; CAVILL et al., 2008;
GUYON; ELISSEEFF, 2003).

Um dos critérios de selecdo de variaveis e reducdo da dimensionalidade
dos dados na LDA, denomina-se método de lambda de Wilks, que € um teste
estatistico bastante utilizado em andlise multivariada de variancia (MANOVA)
para avaliar se existem diferencas entre as médias dos grupos selecionados,
através de combinacdes das varidveis dependentes presentes no conjunto de
dados. Este teste funciona, em problemas multivariados, de forma semelhante
ao teste F de Fisher, em problemas univariados (BRERETON, 2013b; GUYON;
ELISSEEFF, 2003; KSHIRSAGAR, 2004).

O lambda de Wilks € uma medida direta da variancia calculada a partir
da combinacdo das variaveis dependentes, no qual ndo € contabilizada pelas
variaveis de classe em um dado problema. Se a variancia calculada for grande,
sugere-se que ha um efeito relacionado com a informacao de classe, indicando
que ha diferencas estatisticamente significativas entre as medias obtidas para

cada grupo, tornando estas variaveis, importantes para 0 processo de
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classificagdo das amostras em estudo (BRERETON, 2013b; GUYON;
ELISSEEFF, 2003; KSHIRSAGAR, 2004). A equacao 2 apresenta a expressao
matematica para determinacdo do lambda de Wilks, na qual SQg € a soma
quadratica residual das amostras dentro de um grupo e SQuwta € a soma
quadratica residual total de cada grupo (BRERETON, 2013b; GUYON;
ELISSEEFF, 2003; KSHIRSAGAR, 2004).

SQg
SQtotal

A= Equacéo 2

Uma vez obtidas, as variaveis discriminantes podem ser usadas para a
construcdo das funcdes lineares, que podem ser definidas de forma geral
através da equacdo 3 (BRERETON, 2013b; GUYON; ELISSEEFF, 2003;
KSHIRSAGAR, 2004).

FD, = a + Bix1 + Byxy + -+ + Bpxn, Equacéo 3
na qual, FDn é a funcdo discrimnante, a €& o intercepto, xi sdo as variaveis
discriminantes e 1, B2, Bs,..., Bn S&0 0s coeficientes discriminantes para cada
variavel utilizada no modelo (BRERETON, 2013b; GUYON; ELISSEEFF, 2003;
KSHIRSAGAR, 2004).

Em diversos softwares, o algoritmo do LDA baseia-se na fungao
discriminante linear de Fisher. Neste tipo, a funcdo linear é utilizada para
classificar as observacbes nos grupos, assim os valores das variaveis
discriminantes de uma observacdo sao inseridos nas funcdes de classificacdo
e, consequentemente, um escore de classificacdo é calculado para cada grupo,
para aquela observacdo, como pode ser mostrado na Figura 17. A equacéo 4,
descreve este tipo de funcdo (BRERETON, 2013b; GUYON; ELISSEEFF,
2003; KSHIRSAGAR, 2004).

FDEFSher = p x; + pox, + - + Prxy, Equacéo 4

Em que p representa o vetor dos pesos das variaveis para as fungfes
discriminantes e sdo estimados que a variabilidade dos valores de escore
obtidos pela funcdo discriminante seja maxima entre 0s grupos e minima
dentro de cada grupo (BRERETON, 2013b; GUYON; ELISSEEFF, 2003;
KSHIRSAGAR, 2004).

A analise por discriminantes lineares possui diversas limitacdes
(BRERETON, 2013b; GUYON; ELISSEEFF, 2003; KSHIRSAGAR, 2004).
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Nesta perspectiva, deve-se ter bastante cuidado com a qualidade dos dados a
serem utilizados, pré-processamentos adotados, tamanho amostral, entre
outros, para fins de ndo comprometer os modelos de classificagcdo a serem

criados a partir deste formalismo.

2.3.3 Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) e

a sua variacao ortogonal (OPLS-DA)

Em diversas areas das ciéncias da natureza, problemas envolvendo
classificacdo de amostras sempre se colocam como desafios, tanto em temos
de discriminacdo entre grupos, quanto no entendimento sobre o que torna os
grupos distintos em sua esséncia. Na literatura, diversos métodos vém sendo
desenvolvidos com este objetivo. Estratégias como o SIMCA (Sof Independent
Modeling Classification Analysis), Analise por Discriminantes Lineares, LDA,
Regressao por minimos quadrados parciais, PLS, sdo exemplos de métodos
utilizados para fins de classificacdo. A escolha do método a ser adotado deve
estar intrinsicamente relacionada com a importancia do poder de discriminacéo
e a capacidade de interpretacdo das mudancas quimicas ou biologicas

associadas as diferencas entre os grupos estudados.

A regressdo por minimos quadrados parciais, PLS, € um método
multivariado que busca encontrar uma relagédo entre uma matriz de dados X
contendo dados clinicos, espectrais, entre outros, com uma matriz de resposta,
Y. Na Figura 18, temos uma representacdo esquematica da regressao por
minimos quadrados parciais, destacando-se as matrizes X e Y (BRERETON,
2013b; BUYDENS et al., 1999b; CONSONNI; CAGLIANI, 2010; JURS, 1986;
WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON, 2001b).
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Figura 18. Representacdo esquemdtica do algoritmo PLS, contendo a matriz de dados X, e a
matriz resposta Y.

O algoritmo PLS, de forma semelhante a PCA, €& uma técnica
fundamentada na constru¢cdo de um modelo linear dos dados, no qual calcula-
se o0s autovetores da matriz de dados originais, X, contendo a maior variancia
dos dados, componentes PLS, que descreva a correlacdo entre a matriz de
dados X e as informacgdes de interesse, matriz resposta Y (WOLD;
SJOSTROM; ERIKSSON, 2001a). As equagdes matriciais que definem a
técnica PLS sao descritas abaixo (Equacéo 5 e 6):

X=TP+E Equacao 5
Y=TQ+F Equacao 6

P e Q sao vetores semelhantes ao vetor de pesos, construidos atraves
do algoritmo NIPALS; T é a matriz contendo as componentes PLS utilizadas no
modelo, sendo que os dados neste caso, ndo estdo normalizados e as matrizes
E e F, sdo os residuos deixados pelos modelos (BRERETON, 2013a;
VANDEGINSTE; SIELHORST; GERRITSEN, 1988).

A regressdo PLS é bastante utilizada no campo da calibracdo
multivariada, quando a matriz resposta € constituida por dados quantitativos,
mas seu uso vem tendo bastante aceitagdo no meio académico, quando a
matriz resposta possui dados qualitativos, informacdes de classe, sendo
denominada regressdo por minimos quadrados parciais acoplado a analise
discriminante, PLS-DA (BRERETON, 2013b; BUYDENS et al., 1999b;
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CONSONNI; CAGLIANI, 2010; JURS, 1986; WESTERHUIS et al.,, 2008;
WOLD; SJIOSTROM; ERIKSSON, 2001b).

O formalismo PLS-DA é uma técnica supervisionada que é usada para
otimizar a separacdo entre diferentes grupos de amostras, na qual é
relacionada por duas matrizes, X (usualmente, contendo dados espectrais) e
uma matriz Y (contendo informacbes de classe referente a cada amostra
utiizada no estudo). Esta técnica, comporta-se como uma extensdo da
regressdo PLS, relacionando informagdes da componente PLS1, que relaciona
a dependéncia dos dados espectrais com a componente PLS2, que contém
informacdes das variaveis categdricas a serem usadas no devido estudo. Esta
estratégia fundamenta-se na maximizacao da covariancia (ou correlacao) entre
as variaveis independentes, contidas na matriz X, e as variaveis dependentes,
nas quais correspondem as informacdes de classe, contidas na matriz Y, de
um conjunto de dados multidimensional, buscando um subespaco linear das
variaveis latentes explanatérias, componentes PLS (BRERETON, 2013b;
GROMSKI et al., 2015; TAPP; KEMSLEY, 2009; TRYGG; HOLMES;
LUNDSTEDT, 2006).

Tipicamente, os resultados de classificacdo obtidos com PLS-DA
superam os valores obtidos com a estratégia SIMCA, desde que a variabilidade
dentro de cada classe seja baixa, maximizando a separacao entre as classes
estudadas. A estratégia PLS-DA vem sendo largamente utilizada em ciéncias
Omicas, como Metabondmica/Metabolémica, transcriptdmica, entre outras. Uma
das dificuldades encontradas nesta técnica, estd relacionada ao seu
fundamento, no qual explica as diferencas globais entre as classes estudadas,
e a sua interpretacdo fica comprometida quanto maior for nimero de classes
em um determinado estudo (BRERETON, 2013b; BUYDENS et al., 1999b;
CONSONNI; CAGLIANI, 2010; JURS, 1986; LINDON; HOLMES; NICHOLSON,
2001, 2003; WESTERHUIS et al., 2008; WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON,
2001b).

Em modelos empiricos, torna-se essencial a determinagcdo do numero
adequado de componentes PLS a serem utilizadas para modelar um conjunto
de dados. Naturalmente, a matriz X (Qquando constituida por dados espectrais)

possui, dados altamente correlacionados, e com a utilizacdo de um numero
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elevado de varidveis latentes, pode resultar na construcdo de sistemas “super-
ajustados”, obtendo assim, modelos com baixo ou nenhum poder de predi¢céo
(BRERETON, 2013a; WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON, 2001b).

Uma das vantagens em utilizar o formalismo PLS-DA esta associada a
possibilidade de avaliacdo de dados altamente correlacionados e ruidos
presentes em dados espectrais. Pode-se obter diversas informacgdes
estatisticas, como contribuicdo de cada variavel para a construcdo dos
modelos, pesos, os valores VIP (do inglés, variance importante on projection) e
coeficientes de regressdo que podem ser usados para identificacdo das
varidveis mais importantes. Além de obter uma interpretacdo visual de forma
direta e facil, a partir de dados complexos, em uma dimensdo menor, que
ilustra a separacdo entre duas classes distintas (BRERETON, 2013b;
GROMSKI et al., 2015; TAPP; KEMSLEY, 2009; TRYGG; HOLMES;
LUNDSTEDT, 2006).

Em diversos estudos analiticos, recomenda-se que para validacdo de
modelos empiricos deve-se construir dois conjuntos de dados, um conjunto de
calibracdo e um conjunto de validac&o. A selecdo das amostras que deveréo
compor cada conjunto deve ser feita de forma randémica e aleatéria. Existem
diversos algoritmos para este fim, como Kernard-Stone, Jack-Knife, entre
outros (BRERETON, 2013a; WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON, 2001b).

Em estudos metabondémicos, sejam clinicos ou em alimentos, enfrentam-
se problemas quanto a obtencdo de um grande nimero de amostras devido a
frequéncia com que uma determinada doenca ocorre, a dificuldade na coleta,
preservacao das caracteristicas amostrais, entre outros. Tornando o uso do
método de validacdo supracitado impraticavel. Deste modo, € frequente o uso
de Validacdo Cruzada para validar modelos empiricos que possuem um baixo
namero amostral (BRERETON, 2013b; TRYGG; HOLMES; LUNDSTEDT,
2006; WESTERHUIS et al., 2008).

A validagéo cruzada (CV) é um teste confiavel e bastante utilizado para
avaliacdo do poder de predicdo de modelos estatisticos. Em seu fundamento, a
CV e feita através da divisdo dos dados em um numero definido de grupos
(classe), no qual constroi-se diversos modelos paralelos com a matriz de dados
reduzida, em que sempre, uma quantidade definida de amostras, é retirada por
vez, a ser definido pelo usuario, para a construcao destes modelos. Apds esta
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construgdo, calcula-se a diferenga entre o valor atual e o valor predito pelo
modelo associado a(s) amostra(s) que foi (foram) excluida(s) durante a
elaboracdo do PLS (BRERETON, 2013a; WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON,
2001b).

Na validacdo cruzada LOOCV (do inglés Leaving-One-Out-Cross
Validation), sdo construidos n modelos PLS, com (n-1) amostras, usando as
mesmas variaveis utilizadas no modelo original. Por fim, a amostra retirada é
classificada pelo modelo criado com (n-1) amostras. Com isso, € possivel medir
0 poder preditivo do modelo. Esta acdo se repete para todas as amostras, até
obter uma resposta global dos dados analisados. Dessa forma, os resultados
sdo apresentados em funcdo de trés parametros: R?, Q? e exatiddo
(BRERETON, 2013a; WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON, 2001b). A Figura 19
apresenta, de forma esquematica, a estratégia LOOCV.

Modelos k subconjuntos

-
I B A R A
o 1
1 D I O O O R B B

[ [
[] []
[] []
[] L]

Figura 19. Representacdo esquematica da validagao cruzada (LOOCV).

A soma quadratica residual dos erros associados a predi¢ao (SQ; preq) €
calculada e acumulada para todos os modelos paralelos construidos, no qual
estima-se a habilidade de predicdo do modelo. Frequentemente, esta medida
pode ser expressa em forma de Q?, que é semelhante ao célculo de R?, na qual
relaciona-se com o processo de predi¢cdo durante a validagdo cruzada, no qual
calcula-se pela equagéo 7.

2 1 _ (3Quprea x
Q* =1~ (=) Equacéo 7
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Para avaliagdo de modelos empiricos baseados na PLS-DA, valores de
R? e Q? devem ser elevados. Em boa parte dos casos, R? serd maior do que
Q?, e modelos que apresentarem valores pequenos e até mesmo negativos de
Q?, terdo poderes de predicdo comprometidos ou até mesmo inexistentes
(BRERETON, 2013a; WOLD; SJIOSTROM; ERIKSSON, 2001b).

A correcdo ortogonal do sinal (OSC), do inglés orthogonal signal
correction, € uma técnica de pré-processamento usualmente aplicada a dados
espectrais (IV, UV, RMN, entre outros), inicialmente proposta por Wold e
colaboradores (WOLD, 1995; WOLD; SJOSTROM, 1998). A regressdo por
minimos quadrados parciais em componentes ortogonais (do inglés,
Orthogonal Partial Least Squares) € uma extensdo da regressao PLS, acoplada
a técnica de pré-processamento, OSC. Em outras palavras, a regressdo OPLS
usa a informagado da matriz resposta Y, para decompor as informacdes da
matriz X em dados correlacionados e ndo-correlacionados (ortogonais) a matriz
Y, respectivamente (WOLD, 1995; WOLD; SJIOSTROM, 1998).

A regressao OPLS, de forma analoga ao formalismo PLS-DA, pode ser
utilizada como ferramenta de discriminagao/classificacdo de amostras (OPLS-
DA). Esta estratégia vem ganhando diversas aplicacbes em estudos 6dmicos,
em diversas areas do conhecimento (WOLD, 1995; WOLD; SJOSTROM,
1998).

Usando a forma matricial, temos que o formalismo OPLS-DA usa a
informacdo contida na matriz Y categérica, para decompor a matriz de dados X,
em trés partes distintas descritas na Equacéo 8.

X = T,PJ] + ToP§ +E Equacéo 8

Onde, a matriz Tp representa as componentes PLS preditivas para a matriz X,
Pp é a matriz associada aos pesos da componentes PLS preditivas para a
matriz X, To € a matriz das componentes ortogonais associadas a matriz Y, Po
€ a matriz que representa 0s pesos das componentes ortogonais associadas a
matriz Y e E esta associada a matriz que contém os erros residuais do modelo
(Figura 20) (BRERETON, 2013b; JURS, 1986; MALWADE et al., 2013;
TRYGG; HOLMES; LUNDSTEDT, 2006; WOLD, 1995).
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Figura 20. Representacdo esquemaética algoritmo que fundamenta o formalismo OPLS-DA.

Matriz Y

2.4 Avaliacdo de Testes de Diagndsticos

Na rotina clinica, o médico se depara frequentemente com processos de
analises de dados multivariados e diagnoésticos. Estes sdo apresentados a
partir dos resultados obtidos através dos exames de rotina (hemograma,
uranalise, ultrassonografias, imagens obtidas por ressonéncia magnética,
reacdo da cadeia polimerase (PCR), entre outros), juntamente com a
anamnese fisica do paciente. Com isso, 0 médico precisa, de forma continua,
tomar decisdes baseadas em conceitos probabilisticos, elaborar e avaliar, a
partir dos diversos parametros obtidos, e propor um tratamento eficaz para uma

determinada doenca, se for o caso.

O diagndstico € um processo que inclui um razoavel grau de incerteza,
que é aumentado ou diminuido na dependéncia de um bom juizo critico por
parte dos médicos, além de um sélido conhecimento da literatura médica.
Assim, a pratica médica moderna utiliza-se das leis da probabilidade como um
importante auxiliar na interpretacdo dos testes de diagnésticos (ANDRADE,
ALSS., ZICKER, F., 1997; BARROS, 2006; BONITA R; BEAGLEHOLE R;
KJELLSTROM, 2006; MEDRONHO, R., BLOCH, KV., LUIZ, RR., WERNECK,
GL., 2008; SCHRAMM et al., 2004).

O que as estratégias dmicas se propdem a fazer é auxiliar o médico na
tomada de decisdo, buscando otimizar o tempo para o diagndstico e, por

conseguinte, aumentar as chances de sucesso no tratamento.
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A avaliacdo de um teste diagnostico sempre utiliza outro teste
teoricamente melhor que aquele a ser proposto, denominado padréo-ouro. De
forma idealizada, o padrdo-ouro ndo deveria apresentar resultados falsos, ou
seja, possuir 100% de sensibilidade e 100% de especificidade. Na prética, nédo
existe este tipo de teste, por isso assume-se para fins operacionais que o teste
padrao-ouro é aquele disponivel capaz de produzir o menor erro de
classificacdo possivel (ANDRADE, ALSS., ZICKER, F., 1997; BARROS, 2006;
BONITA R; BEAGLEHOLE R; KJELLSTROM, 2006; MEDRONHO, R., BLOCH,
KV., LUIZ, RR., WERNECK, GL., 2008; SCHRAMM et al., 2004).

Para fins de avaliacdo de um teste diagndstico, alguns parametros sao
utilizados como figura de mérito do mesmo. Sao eles: sensibilidade (s),
especificidade (e), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN)
e exatiddo (P). Na Tabela 2, temos uma forma comum de apresentar o0s
resultados de um teste diagndstico, que possibilita determinar os valores

desses parametros.

Tabela 2. Resultados possiveis para um teste diagndstico

Padr&o-ouro (Doenca)

Q Presente Ausente Total

3 Positivo a b a+b

= Negativo c d c+d
Total at+c b+d atb+c+d

A partir das informagfes contidas na Tabela 2, € possivel estimar os
valores dos parametros citados, conforme as equagdes de 9 a 13 (ANDRADE,
ALSS., ZICKER, F., 1997; BARROS, 2006; BONITA R; BEAGLEHOLE R;
KJELLSTROM, 2006; MEDRONHO, R., BLOCH, KV., LUIZ, RR., WERNECK,
GL., 2008; SCHRAMM et al., 2004).

a . E a proporgéo de verdadeiros-
VPP = a+h Equacao 9 positivos entre todos os individuos
com teste positivo.

d E a proporgéo de verdadeiros-
VPN = — Equacéo 10 negativos entre todos os
c+d individuos com teste negativo.
_a . E a proporcéo de verdadeiros-
S = . Equacao 11 < positivos entre todos os doentes.
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E a proporcéo de verdadeiros-

e =——- Equacéo 12 negativos entre todos os sadios.

teste diagnostico.

a+d - ~
p = —— Equagdo 13 <:I| E a proporcéo de acertos de um

Quando os resultados de um teste dicotomico sdo comparados com um
padréo-ouro, estes podem ser sumarizados em uma tabela 2 x 2 (Tabela 2). A
avaliacdo da qualidade de testes diagnosticos € um tema de interesse da
investigacdo clinica e epidemiolégica. Em pesquisa epidemioldgica, "testes
diagnésticos” sdo entendidos ndo apenas como exames laboratoriais, mas,
também, referem-se a procedimentos diversos como interrogatério clinico,
exame fisico e novas propostas de métodos que possam ser utilizados na
rotina clinica de forma rapida e eficaz. O desempenho de um teste diagndéstico
depende da auséncia de desvios da verdade (auséncia de viés) e da precisédo
(0 mesmo teste aplicado ao mesmo paciente ou amostra deve produzir 0s
mesmos resultados), em termos da validade e reprodutibilidade do teste
proposto (BARROS, 2006; BONITA R; BEAGLEHOLE R; KJELLSTROM, 2006;
MEDRONHO, R., BLOCH, KV., LUIZ, RR., WERNECK, GL., 2008; SCHRAMM
et al., 2004).

A validade de um teste refere-se a quanto, em termos quantitativos ou
qualitativos, um teste é viavel para diagnosticar um evento (validade simultanea
ou concorrente) ou para predize-lo (validade preditiva). Para determinar a
validade, compara-se o0s resultados do teste com os de um padrao-ouro
(Tabela 2). O padrao-ouro pode ser o verdadeiro estado do paciente, se a
informacé&o esta disponivel, um conjunto de exames julgados mais adequados,
ou uma outra forma de diagndstico que sirva de referéncia. O teste diagndstico
ideal deveria fornecer, sempre, a resposta correta, ou seja, um resultado
positivo nos individuos com a doencga e um resultado negativo nos individuos
sem a doenca. Além do que, deveria ser um teste rapido de ser executado,
seguro, simples, in6cuo, confiavel e de baixo custo (BARROS, 2006;
MEDRONHO, R., BLOCH, KV., LUIZ, RR., WERNECK, GL., 2008; SCHRAMM
et al., 2004).
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3. Aplicagdes Metabondmicas usando RMN de H — Diagndéstico
ndo-invasivo de Cancer de Prostata, Bexiga e Rim

3.1 Cancer de Prostata, Bexiga e Rim

Normalmente, as células manttm um estado normal chamado
homeostase, no qual o meio intracelular € mantido dentro de uma faixa estreita
de parametros fisiol6gicos. Quando encontram um estresse fisiologico ou um
estimulo patolégico, podem sofrer uma adaptacao, alcancando um novo estado
de equilibrio, preservando sua viabilidade e funcdo. As principais respostas
adaptativas séo hipertrofia, hiperplasia, atrofia e metaplasia. Se a capacidade
adaptativa € excedida ou se o0 estresse externo € inerentemente nocivo,
desenvolve-se uma lesao celular (Figura 21) (BRASIL, 2016; HALL; GUYTON,
2011; KUMAR et al., 2013; MEDRONHO, R., BLOCH, KV., LUIZ, RR.,

WERNECK, GL., 2008; SCHRAMM et al., 2004).

Homeostase Célula normal

Lesdo

reversivel

Estimulos

. Estresse
nocivos

Incapacidade de
adaptar-se

e — Adaptagédo

Lesdo

irreversivel

Morte celular Necrose

Figura 21. Representagdo esquematica dos processos envolvendo o surgimento de lesdes
irreversiveis a célula (adaptado de (KUMAR et al., 2013; MEDRONHO, R., BLOCH,
KV., LUIZ, RR., WERNECK, GL., 2008)).

As adaptacbes sdo alteracbes reversiveis em numero, tamanho,
fendtipo, atividade metabdlica ou das fungbBes celulares em resposta as
alteracdes no seu ambiente. As adaptacdes fisiolégicas normalmente
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representam respostas celulares a estimulagdo normal pelos mediadores
quimicos endogenos. As adaptacfes patolégicas sdo respostas ao estresse
gue permitem as ceélulas modularem sua estrutura e funcédo escapando, assim,
da lesdo (BRASIL, 2016; HALL; GUYTON, 2011; KUMAR et al.,, 2013;
MEDRONHO, R., BLOCH, KV., LUIZ, RR., WERNECK, GL., 2008; SCHRAMM
et al., 2004).

Sao exemplos de adaptacbes: a hipertrofia, que é caracterizada pelo
aumento do tamanho da célula e do 6rgdo, sempre em resposta ao aumento da
carga de trabalho, induzida por fatores de crescimento produzidos em resposta
ao estresse mecanico ou outros estimulos; a hiperplasia, definida pelo aumento
do numero de células em resposta a hormbnios e outros fatores de
crescimento; a atrofia, que se manifesta com a diminuicdo da célula e do érgéo,
como resultado da diminuicdo do suprimento de nutrientes ou por desuso; e a
metaplasia, que se apresenta a partir da alteracdo do fendtipo em células
diferenciadas, sempre em resposta a irritacdo crénica que torna as células mais
capazes de suportar o estresse (BRASIL, 2016; HALL; GUYTON, 2011;
KUMAR et al., 2013; MEDRONHO, R., BLOCH, KV., LUIZ, RR., WERNECK,
GL., 2008; SCHRAMM et al., 2004).

O céancer é definido como uma neoplasia maligna, que possui varios
atributos fenotipicos, como crescimento excessivo, invasividade local e
capacidade de formar metastases distantes (progressdo tumoral) (BRASIL,
2016; HALL; GUYTON, 2011; KUMAR et al., 2013; MEDRONHO, R., BLOCH,
KV., LUIZ, RR., WERNECK, GL., 2008; SCHRAMM et al, 2004). A
carcinogénese é um processo de multiplas etapas resultante do acumulo de
multiplas alteragBes genéticas que, coletivamente, ddo origem ao fenotipo
transformado. Muitos canceres surgem de lesdes precursoras ndo neoplasicas,
que as analises moleculares demonstraram que ja possuem algumas das
mutacfes necessarias para estabelecer um cancer plenamente.
Presumivelmente, essas muta¢gfes proporcionam vantagens seletivas as
células da lesdo precursora. (HALL; GUYTON, 2011; KUMAR et al., 2013;
MEDRONHO, R., BLOCH, KV., LUIZ, RR., WERNECK, GL., 2008; SCHRAMM
et al., 2004)
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As causas de cancer sao diversas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-
se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes préprios de um ambiente
social e cultural. As causas internas sao, na maioria das vezes, geneticamente
pré-determinadas, estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender
das agressoes externas (BRASIL, 2016; HALL; GUYTON, 2011; KUMAR et al.,
2013; MEDRONHO, R., BLOCH, KV., LUIZ, RR., WERNECK, GL., 2008;
SCHRAMM et al., 2004).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer, no Brasil, sdo estimados para o
biénio 2016-2017, cerca de 420.000 novos casos de cancer, distribuidos entre
homens e mulheres. Para os homens, a maior incidéncia de surgimento desta
doenca esta associada a prostata (CP). S&o estimados 61.200 novos casos de
cancer de préstata, 28,6% do total de homens. Enquanto, entre as mulheres, o
cancer de mama corresponde a aproximadamente 57.960 novos casos, 28.1%
da incidéncia de casos em mulheres. Estima-se que em Pernambuco, a taxa de
surgimento desta doenca seja, em meédia, igual a 61,73 para cada 100.000
habitantes A Figura 22 apresenta a estimativa de incidéncia de casos de

cancer de prostata, em 2016, por unidade da federacdo (BRASIL, 2016).

Y

Homens
B 577210950
B 57,30a63,76
B 360125729
[ ] 22,49a36,00

Figura 22. Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de prostata por
100 mil homens, estimadas para o ano de 2016, segundo Unidade da Federagéo
(neoplasia maligna da préstata) (BRASIL, 2016).

Ha diversos relatos clinicos e experimentais que sugerem diferentes
fatores, desempenhando papéis fundamentais no surgimento desta doenca.
Sao eles: a hereditariedade, o descontrole hormonal, mutacées sométicas e
condicbes ambientais externas (BRASIL, 2016; HALL; GUYTON, 2011;



51

KUMAR et al., 2013; MEDRONHO, R., BLOCH, KV., LUIZ, RR., WERNECK,
GL., 2008; SCHRAMM et al., 2004).

O diagnostico do cancer de préstata € feito associando o exame fisico,
através do toque retal; o volume da préstata, observado por ultrassonografia; e
o nivel sérico do antigeno prostatico especifico (PSA) (BRASIL, 2016; NICE,
2014). Este dltimo é o exame mais utilizado como ferramenta de diagnéstico e
controle do cancer de préstata, apesar de suas limitacbes (BRASIL, 2016;
KUMAR et al., 2013; MOROTE; MALDONADO; MORALES-BARRERA, 2016;
NICE, 2014; VENDERBOS; ROOBOL, 2011). Clinicamente, este antigeno, uma
serinoprotease, € um produto do epitélio prostatico normalmente secretado
através do sémen, cuja funcédo é clivar e liquefazer o coagulo seminal formado

depois da ejaculacéo.

Na literatura, ha divergéncias acerca do ponto de corte nos niveis de
PSA a ser utilizado para o diagnostico de cancer. Alguns relatos, afirmam que
niveis de PSA acima de 4 ng/mL é indicativo de cancer de préstata. Entretanto,
teores abaixo desse valor ndo exclui a possibilidade de presenca da doenca.
Em média, 15% dos homens que possuem niveis de PSA menores que 4
ng/mL sdo diagnosticados com cancer de préstata. De modo geral, homens
com niveis de PSA entre 4-10 ng/mL, possuem 25% de chance para
apresentacao deste quadro clinico e para niveis acima de 10 ng/mL, ha uma
probabilidade de 50% para diagnostico positivo desta anomalia. (ARAUJO et
al.,, 2017; BARRY DELONGCHAMPS, 2014; BRASIL, 2016; KUMAR et al.,
2013; MOROTE; MALDONADO; MORALES-BARRERA, 2016; NICE, 2014;
VENDERBOS; ROOBOL, 2011)

Uma limitagdo do uso do PSA para o diagnostico esta associada a sua
nado-especificidade frente ao cancer de prostata, pois outras comorbidades para
este orgdo, como hiperplasia benigna, prostatite, ejaculacdo, entre outras,
provocam elevacdo nos niveis séricos do PSA, dificultando bastante o
diagndstico para o carcinoma. (ARAUJO et al., 2017; BARRY
DELONGCHAMPS, 2014; BRASIL, 2016; KUMAR et al., 2013; MOROTE;
MALDONADO; MORALES-BARRERA, 2016; NICE, 2014; VENDERBOS;
ROOBOL, 2011)
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O padréo ouro utilizado na rotina clinica, para o diagndstico do cancer de
prostata esta baseado na realizagdo da bidpsia prostatica guiada por
ultrassonografia transretal. Este tipo de exame € indicado quando ha a
elevacdo do PSA, nédulo palpavel ou alteracdo na consisténcia da préstata.
Embora novos métodos associados a bidpsia convencional tenham sido
estudados, este ainda reflete o melhor indice de positividade, em torno de 40%.
Uma vez realizada a biopsia, ocorre a necessidade de estadiar e classificar o
cancer da prostata para poder melhor indicar seu tratamento, sendo que, a
sobrevida para pacientes diagnosticados com cancer de prostata tem
correlacao direta com o correto estadiamento, com a rapidez no diagnostico e
com a facilidade de monitorar sua evolugcdo. (BARRY DELONGCHAMPS,
2014; BUSATO JR.; ALMEIDA, 2016; NICE, 2014; ROSS; COETZEE, 1996)

O estadiamento é feito a partir do exame histopatolégico, podendo ser
complementado por tomografia computadorizada transretal. Este tipo de cancer
é classificado pelo sistema Gleason. De acordo com este sistema, 0s canceres
de prostata sdo estratificados em cinco graus com base nos padrdes
granulares de diferenciacdo. O grau | representa os tumores mais bem
diferenciados, ao passo que os tumores de grau V ndo exibem qualquer
diferenciacdo glandular. (BRASIL, 2016; KUMAR et al., 2013; MOROTE;
MALDONADO; MORALES-BARRERA, 2016; NICE, 2014)

O céancer de prostata é o principal tipo de doenca a atingir os homens,
mas, entre 0s canceres urolégicos, os de bexiga e rim sdao bem mais
frequentes que os canceres de pénis e testiculos. Aqui, ao citarmos cancer
urologico, estamos fazendo mencgéo aos canceres de bexiga e rim, que foram
investigados. No Brasil, estima-se que o céncer de bexiga (CB), no biénio
2016-2017, resulte em 3,4 % dos canceres em homens, resultando em 7.200
novos casos. Este tipo de neoplasia tem sua incidéncia aumentada com a
idade em ambos 0s sexos, sendo 2,5 vezes mais comum entre homens do que
em mulheres. O surgimento desta doenca torna-se mais frequente em
pacientes com idades entre 60-70 anos, em média. O diagndstico e
acompanhamento deste tipo de doenca é realizado através da cistoscopia
transuretral (BRASIL, 2016; CHEUNG et al., 2013; GOODISON et al., 2012;
RIBAL et al., [s.d.]; VAN DER MEIJDEN, 1998).
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O cancer de rim (CR) corresponde a 2-3% de todas as neoplasias em
adultos. No Brasil, a incidéncia desta neoplasia varia de 7 a 10 casos por
100.000 habitantes/ano, sendo duas vezes mais freqiiente em homens. E mais
prevalente na faixa etaria dos 50 aos 70 anos de idade. Aproximadamente 40%
dos pacientes com CR morrem devido a progressao da doenca, tornando este
tumor a lesdo maligna uroldgica mais letal. Para fins de diagndstico, exames de
imagem como Ultrassonografia (USG), Tomografia Computadorizada (TC) e a
bidpsia renal percutanea sao ferramentas bastante utilizadas para deteccéo e
acompanhamento do cancer renal, apesar de algumas ressalvas quanto as
suas especificidades frente a doenca. (BRASIL, 2016; CAPITANIO;
MONTORSI, 2016; JONASCH; GAO; RATHMELL, 2014)

Atualmente, surgem novas formas de diagnosticos para estas doencas
que afetam o sistema urolégico do ser humano. Em relacdo ao cancer de
prostata, novos métodos nédo-invasivos foram propostos, como a transcricdo
génica por sedimentos urindrios, possui uma sensibilidade de 77% e
especificidade de 67% (MENGUAL et al., 2016). Usando técnicas
cromatograficas e andalise multivariada, Aggio e colaboradores, propuseram o
uso de modelos com valores de sensibilidade entre 78-96% e especificidade
entre 96-100% para cancer de prostata e bexiga (AGGIO et al., 2016).

Diagnosticos baseados no uso da biépsia direta, que possui valores de
especificidade e sensibilidade acima de 90% para o cancer de bexiga e/ou rim,
devido a avaliagéo histopatoldgica direta.(BRASIL, 2016; CHEUNG et al., 2013;
VAN DER MEIJDEN, 1998) Em relacdo ao cancer de bexiga, métodos nao-
invasivos como a citologia oncotica, a sensibilidade pode variar de 21-53%
dependendo do grau de diferenciagdo do tumor. Outro método nédo-invasivo,
denominado transcricdo génica por sedimentos urindrios possui sensibilidade
de 81,5% e especificidade de 91,3% (BRASIL, 2016; CHEUNG et al., 2013;
VAN DER MEIJDEN, 1998). Para o caso especifico do cancer de rim, a biépsia
guiada por imagem, TC, possui uma sensibilidade de 98% e especificidade de
100%, apesar de ser um exame extremamente invasivo (BRASIL, 2016;
CAPITANIO; MONTORSI, 2016; JONASCH; GAO; RATHMELL, 2014).

Por este cenario, necessita-se o desenvolvimento de ferramentas

capazes de detectar este tipo de carcinoma, de forma especifica, rapida e nao-
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invasiva. Nesse sentido, a metabonbmica baseada na espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear torna-se uma forte candidata para ajudar a

solucionar este tipo de problema clinico.

3.2 Hipotese

A hipotese admitida € que a estratégia metabondmica é capaz de

discriminar pacientes diagnosticados clinicamente com céancer de proéstata,

bexiga ou rim de voluntarios saudaveis, usando dados espectrais de RMN de

1H.

3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo Geral

v

3.3.2

Desenvolver modelos metabonémicos, utilizando espectros de RMN de
'H a partir de amostras bioldgicas, soro e urina, para o diagnéstico do

cancer de préstata e cancer urologico.

Objetivos Especificos

Investigar quais ferramentas de analise multivariada melhor se aplica
aos dados coletados — PCA, PLS-DA, OPLS-DA e LDA, e construir
modelos metabondémicos para o diagnostico do cancer de préstata e
cancer urologico (cancer de bexiga ou rim);

Identificar diferengas nos perfis metabonémicos de pacientes
diagnosticados clinicamente com carcinoma de préstata e voluntarios
saudaveis, a partir de amostras de urina e soro;

Identificar diferencas nos perfis metabondmicos de pacientes
diagnosticados clinicamente com carcinoma urolégico de voluntarios
saudaveis, a partir de amostras de urina;

Selecionar as variaveis discriminantes (amostras de urina e soro) em
cada modelo metabondmico e identificar quais metabdlitos enddgenos
estdo associados as possiveis discriminacfes a serem observadas no

presente estudo.
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3.4 Materiais e Métodos

Este estudo trata-se de um projeto piloto, embasado pelos preceitos
éticos regidos pela Resolucédo 466 de 2012 do Conselho Nacional de Saude e
foi aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisa em Seres Humanos do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco sob
através do parecer 728.780. Todos os participantes da pesquisa assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Todos os voluntérios, a
excecdo do grupo controle, deveriam ser portadores de neoplasia Unica, sem
tratamento inicial e ndo ter outro cancer ativo. As amostras de soro e urina
foram coletadas previamente, no Laboratorio Central do Hospital das Clinicas
da UFPE, onde foram realizadas todas as determinacdes de rotina. As
amostras de cada paciente foram encaminhadas a Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da UFPE para a obtencéo dos

espectros de RMN de *H.

Como critério de inclusdo, os voluntarios saudaveis (controle), foram
selecionados, no Ambulatério de Prevencdo Urologica, aqueles que né&o
possuiam nenhuma doenca urologica ou cancer de qualquer natureza. Os
voluntarios participantes que possuiam cancer de préstata, foram
diagnosticados por meio de biopsia prostatica transretal e ndo tinham iniciado
nenhum tratamento. Os voluntarios que possuiam cancer de bexiga, foram
diagnosticados por citoscopia e biopsia e que ndo haviam iniciado nenhum tipo
de tratamento prévio. Os voluntarios que possuiam céancer de bexiga, foram
diagnosticados através de exames clinicos e confirmados através da analise

anatomopatologica.

Para o estudo com amostras de soro, foram utilizadas 23 amostras de
voluntarios, assim distribuidos: grupo controle, contendo 11 amostras; e 12
pacientes diagnosticados com cancer de préstata.

Para andlise das amostras de soro, foram utilizados 400 uL da amostra
adicionados a 200 pL de D20, em tubo de RMN de 5 mm de diametro. Os
sinais do espectro foram referenciados a partir do sinal atribuido ao grupo
lactato (& 1,33 ppm). Foram obtidos espectros utilizando espectrémetro
VNMRS400, operando a 399,99 MHz, para o nucleo de 'H. A sequéncia de
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pulsos de RF utilizada foi a PRESAT, com janela espectral 6,4 kHz, tempo de
espera (d1) igual a 2,0 s, tempo de aquisicao igual a 2,556 s, pulso de
radiofrequéncia (RF) de 90° 64 repeticbes e temperatura de 25 °C. A
sequéncia CPMG (como filtro de T2), com supressdo do sinal da agua foi
utilizada com janela espectral 6,4 kHz, tempo de espera (d1) igual a 2 s, tempo
de aquisicao igual a 2,556 s, com 88 ciclos e 128 repeticbes. Os espectros
foram processados usando line broadening igual a 0,3 Hz. Ap6s a andlise
espectroscopica, as amostras foram devolvidas ao Laboratorio Central do HC-
UFPE para descarte. Os espectros de RMN de 'H tiveram suas linhas de base
e fases ajustadas manualmente. Cada espectro foi dividido em pequenas
regides, bins, utilizando o software MestreNova 9.0, sendo definidos em
intervalos de 0,04 ppm entre os & 0,00 e 8,00 ppm, resultando em 172 bins,
excluindo a regido entre ® 4,40 a 5,50 ppm, onde sao observados o sinal da
adgua. Os dados foram dispostos huma matriz para tratamento quimiomeétrico

(metabondmico).

Para o estudo com amostras de urina foram utilizadas 30 amostras de
voluntarios, assim distribuidos: grupo controle, contendo 08 voluntarios
saudaveis; 12 pacientes diagnosticados com cancer de prostata; 05 pacientes
diagnosticados com cancer de bexiga; e 05 pacientes diagnosticados com

cancer renal.

Para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H foram utilizados 400 pL
de urina, in natura, adicionados a 200 pL de solugédo-tampéao (NazHPO4 /
NaH2PO4 — 0,2 mol L' em D20), em tubo de RMN de 5 mm de diametro. Ap6s
homogeneizacdo, o0s espectros de RMN foram obtidos utilizando o
espectrometro VNMRS400, operando a 399,99 MHz, para o nlcleo de H. A
sequéncias de pulsos de RF utilizada foi a PRESAT, com janela espectral 6,4
kHz, tempo de espera (d1) igual a 2,0 s, tempo de aquisicéo igual a 2,556 s,
pulso de radiofrequéncia (RF) de 90°, 64 repeticOes e temperatura de 25 °C. Os
espectros foram processados com line broadening igual a 0,3 Hz. Apds a
andlise espectroscopica, as amostras foram armazenadas em um recipiente
limpo de ambar, para futuro descarte adequado. Os espectros foram
processados usando o software MestreNova 9.0. Os espectros tiveram suas

linhas de base e fases ajustadas manualmente. O simpleto, com deslocamento
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quimico (6) em 3,05 ppm, foi atribuido ao grupo metil da creatinina e usado
como referéncia interna de 6. Os espectros foram divididos em regides, bins,
em intervalos de 0,05 ppm entre & 0,0 — 9,0 ppm, resultando em 150 bins,
sendo excluido a regido entre & 4,2 — 6,4 ppm, na qual contém os sinais

atribuidos a agua e a ureia.

Utilizando-se o programa SIMCA 13.1 e a plataforma online
MetaboAnalyst 3.0, foram construidos os modelos baseados na Analise por
Componentes Principais (PCA), Regressdo por minimos quadrados parciais
acoplado a Analise por Discriminantes (PLS-DA) e a sua variante ortogonal
(OPLS-DA). A Analise por discriminantes lineares (LDA) foi realizada utilizando-
se o programa Statistica 10.0. Para validar os modelos, devido ao numero
baixo de amostras obtidas, optou-se pela técnica de validacdo cruzada
(LOOCV).

3.4.1 Pré-processamento dos dados

O pré-processamento utilizado neste trabalho foi a normalizacédo pela
soma. Este tipo de técnica, aplicado nas amostras (linhas) é obtida pela divisao
de cada regido do espectro (bin) pela respectiva soma total da area de
integracdo do espectro (Equacéo 14). A proposta deste pré-processamento €
obter dados que possam ser comparados entre si, sem alterar a informacéao
contida nas variaveis, eliminando possiveis efeitos causados pela diluicdo, erro

de adicdo de amostras, entre outros.

NS _  Ajj .
= Z'_A,, Equacdo 14

Onde:
A}}® = bin normalizado pela soma.
A;; = bin original.

Z’i A;; = soma das areas de integragdo para cada amostra.
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3.5 Resultados e Discussao

Para o estudo piloto, utilizando-se amostras de soro de voluntarios
saudaveis e pacientes diagnosticados com cancer de prostata, foram obtidos
os espectros de RMN de 'H, dos quais, ndo foi observado nenhuma diferenca
nitida entre os grupos estudados. A Figura 23 apresenta dois espectros obtidos

para amostras de voluntarios saudaveis e diagnosticados com CP.

a)

WL'JLM#IM -'L‘-\w':;___

b)

I B e e S e e e e e |
8 7 & s

Figura 23. Espectro de RMN de 1H para a) voluntario saudavel; b) paciente diagnosticado com
cancer de préstata.

A analise por componentes principais (PCA) nao resultou em
agrupamentos nas classes de interesse (Figura 24). As duas primeiras
componentes principais (PC1 e PC2) reuniram 62,3% da variancia total dos

dados.
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Figura 24. Panorama das duas primeiras componentes principais, reunindo 62,3% da variancia
explicada. Legenda: Bolinhas vermelhas representam os pacientes com céncer de
prostata; as bolinhas verdes, voluntarios saudaveis.

O modelo construido usando o formalismo PLS-DA ndo apresentou
resultados satisfatérios. Porém, utilizando a variante ortogonal desse
formalismo (OPLS-DA), pode-se observar uma tendéncia de separacao entre
as classes estudadas, mesmo ainda, ocorrendo uma regido de confundimento

entre as classes estudadas (Figura 25).
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Figura 25. A esquerda, grafico de escores OPLS-DA e, a direita, Grafico com os valores de
R2?X, R%Y e Q2 obtidos para o modelo OPLS-DA ap6és a validacéo cruzada (LOOCV).

Na Figura 25, pode-se constatar que o formalismo OPLS-DA discrimina

0S grupos estudados, apesar de apresentar uma zona de confundimento, e os
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valores de R2X, R?Y e Q? iguais a 76,26%, 71,04 % e 5,77%, respectivamente,
para a primeira componente PLS junto com as quatro primeiras componentes

ortogonais. Sendo estes valores considerados nao-satisfatorios.

Usando o formalismo LDA, visando um melhor desempenho frente a
classificagcdo das amostras estudadas, voluntarios saudaveis versus pacientes
diagnosticados com cancer de préstata, construimos o modelo e estes

resultados séo sumarizados na Figura 26 e Tabela 3.
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Figura 26. Grafico dos escores obtidos na funcéo discriminante (LDA).

Tabela 3. Matriz de Classificacdo e Validacdo cruzada (LOOCV) obtidos pela LDA com 4
variaveis.

Matriz de Classificagdo - LDA

.g CP Saudavel Total
% S P =0,5625 P =0,4375
338 cP 12 0 12
=g .
% Saudavel 0 11 11
Total 12 11 23
LDA apés validacao cruzada LOOCV
8 (com 4 variaveis)
% E CP Saudavel Total
c
'é S CP 11 0 11
S
© Saudavel 1 11 12
=

Total 12 11 23
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Os resultados indicam que modelo metabonémico baseado no
formalismo LDA possui uma alta significancia estatistica (p<0,001) com uso de
4 variaveis discriminantes. Com isso, 0s parametros de avaliacdo de
diagnésticos puderam ser obtidos. Os valores preditivos positivo e negativo,
VPP e VPN, foram iguais a 100% e 91,7%, respectivamente. Os valores de
sensibilidade e especificidade foram de 91,7% e 100%, respectivamente, apds
a validacao cruzada.

As variaveis discriminantes associadas a classificacdo das amostras em
estudo, foram os deslocamentos quimicos (5): 0,16 ppm; 1,56 ppm; 2,68 ppm;
7,80 ppm. Investigando na literatura e em diversos bancos de dados
envolvendo informagbes diversas relacionadas com o metaboloma humano,
como HMDB (do inglés, Human Metabolome Database), em conjunto com
outros trabalhos ja publicados (ARMSTRONG et al., 2012; BARAN et al., 2006;
DONA, 2016; DONA et al., 2016; EVERETT, 2015; JUNG; HYEON; HWANG,
2016; PSYCHOGIOS et al., 2011; VERWAEST et al., 2011; WISHART; KNOX;
GUO, 2009) pode-se chegar a algumas atribuicdes.

O sinal em §1,56 ppm foi atribuido aos grupamentos metilénicos (-CHz-)
pertencentes as estruturas lipidicas (VLDL e/ou LDL). O sinal em § 2,68 ppm a
um dos hidrogénios do grupo citrato e o sinal em § 7,80 ppm pode ser atribuido
aos hidrogénios aromaticos da L-histidina (Figura 27). Ainda por meio destes
resultados, observou-se que o valor médio da concentracdo relativa do sinal
em § 7,80 ppm apresenta-se em menor valor, para amostras de pacientes com
cancer de prostata, quando comparado com as amostras dos voluntarios

saudaveis. O sinal em § 0,16 ppm nao pode ser atribuido a nenhuma estrutura

conhecida;
o}
N
</ OH
HN—"_." NH,
2,68 ppm 2,68 ppm 7,80 ppm
L-histidina

fon citrato

Figura 27. Estruturas do ion citrato e da L-histidina. Em destaque, os sinais atribuidos e
associados a discriminacdo observada no modelo LDA — Cancer de pristata versus
Voluntarios saudaveis.
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A mesma estratégia foi empregada para construir modelos usando
amostras de urina. Nao foram observados agrupamentos naturais nas classes
de interesse. Também ndo foram observadas amostras andmalas. A
modelagem usando os formalismos PLS-DA e OPLS-DA também
apresentaram resultados insatisfatérios. Entdo, utilizamos o formalismo LDA,
que resultou em um modelo muito promissor. A Figura 28 apresenta o gréafico
valores observados versus preditos usando a funcéo discriminante. A Tabela 4
apresenta a matriz de classificacdo para o modelo usando trés variaveis (bins)

discriminantes.
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Figura 28. Gréfico dos escores obtidos na funcdo discriminante (LDA) pelas amostras
fornecidas por voluntarios saudaveis e pacientes diagnosticados com cancer de
prostata (CP).

Tabela 4. Matriz de Classificacdo e Validac&o cruzada (LOOCYV) obtidos pela LDA.

Matriz de Classificagéo - LDA

.8 CP Saudavel Total
2 § P = 0,600 P = 0,400
33 CP 12 0 12
=3 ,
g Saudavel 0 8 8
Total 12 8 20

LDA apos validacao cruzada LOOCV
(com 3 variaveis)

CP Saudavel Total
CP 12 1 13
Saudavel 0 7 7

Modelo
Metabonomico

Total 12 8 20
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Os resultados indicam que modelo metabonémico baseado no
formalismo LDA possui uma alta significancia estatistica (p < 0,001) com uso
de trés variaveis discriminantes. Com isso, os parametros de avaliacdo de
diagnésticos puderam ser obtidos. Os valores preditivos positivo e negativo,
VPP e VPN, foram iguais a 92,3% e 100%, respectivamente. Os valores de
sensibilidade e especificidade foram de 100% e 87,5%, respectivamente, apds
a validacao cruzada.

As variaveis discriminantes associadas a classificacdo das amostras em
estudo, foram os deslocamentos quimicos (6): 3,85 ppm; 4,30 ppm e 8,95 ppm.
Buscando informacfes na literatura, pode se atribuir que: o § 3,85 ppm pode
ser associado ao grupo metileno presente em sacarideos, enquanto os sinais
em § 4,30 e 8,95 ppm foram atribuidos ao grupo metila e a um dos hidrogénios
do anel benzénico da trigonelina (Figura 29).

-'\éH3," 4,30 ppm

N+ OH OH
3,85 ppm
’ N 0
_>/ HO M
g Ccoo E
8.95 ppm OH OH
d-glicose

Trigonelina

Figura 29. Estruturas da trigonelina e da d-glicose (exemplo de sacarideo). Em destaque, os
bins discriminates e suas atribuicdes.

Para o estudo piloto, envolvendo amostras de urina entre voluntarios
saudaveis (S) e pacientes diagnosticados com cancer de bexiga ou rim
(CBICR), os espectros de RMN de 'H para os grupos, ndo apresentaram

distingbes claras entre as classes estudadas, conforme mostrado na Figura 30.
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Figura 30. Espectros de RMN de *H (400 MHz, D-O) para amostras: a) voluntarios saudaveis,
b) pacientes com Céancer Renal, c) pacientes com Cancer de Bexiga.

Na PCA, nao foi possivel observar agrupamento natural nas classes de
interesse. Entretanto, o modelo construido usando o formalismo PLS-DA
apresentou resultados promissores frente a classificacdo das amostras em
estudo, empregando duas variaveis latentes, conforme ilustrado nas Figuras 31
e 32.
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® CBICR
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-80 -60 40 -20 0 20 40 60

Component 1 ( 26.6 %)

Figura 31. Formalismo PLS-DA. Grafico de escores com 38% da variancia explicada pelo
modelo para as componentes PLS1 e PLS2.

Os valores de R?, Q? e poder de predicdo total de 80,5%, 46,9% e

83,3%, respectivamente, para as duas primeiras componentes PLS, demonstra
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um bom desempenho para este formalismo. Graficamente, pode-se inferir que
0 modelo metabondémico, baseado no PLS-DA, obteve 100% de acerto em
relacdo as amostras utilizadas no presente estudo (Figura 31). Através do
grafico VIP (Figura 32), é possivel identificar quatro regides espectrais com
maior poder de discriminacdo. Sao elas: § 1,95 ppm; § 3,05-3,10 ppm; § 3,75-
3,85 ppm; § 4,00-4,10 ppm.
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Figura 32. A esquerda, Validagéo cruzada (LOOCV) com os valores de R?, Q? e exatiddo. A
direita, grafico com os valores VIP, indicando quais varidveis sdo mais importantes
na classificacdo das amostras.

As regibes espectrais em § 3,05-3,10 ppm e § 4,00-4,10 ppm sao
atribuidas aos grupos metila e metileno da creatinina. O sinal em § 1,95 ppm é
atribuido & metila do acetato. A regido em § 3,75-3,85 ppm ¢é atribuida a grupos
metilenos de sacarideos. O sinal centrado em § 3,75 ppm pode ser atribuido ao

metileno do ion gluconato, conforme ilustrado na Figura 33.

NH

YCH3:

3,75 ppm OH OH 4,10 ppm dt
3,05 ppm
. creatinina

lon gluconato

OH OH
(0}
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1,95 ppm H OH

. d-glicose
lon acetato

Figura 33. Estruturas da creatinina, do acetato, do gluconato e da d-glicose, identificados como
metabdlitos discriminantes no modelo LDA, a partir de amostras de urina, para
discriminar voluntarios saudaveis de pacientes com cancer de bexiga ou rim.
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Pelo gréfico VIP, pode-se observar que os sinais atribuidos a creatinina,
ao gluconato e aos aclUcares possuem concentracdo relativa maior nos
voluntarios saudaveis que nos pacientes diagnosticados com céancer urologico

(CB/CR). Porém, para o sinal atribuido ao acetato, essa relacao € invertida.

Utilizando-se o formalismo LDA, pode-se obter um modelo
metabondmico com respostas excelentes. Estes resultados sdo mostrados na

Figura 34 e Tabela 5.
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Figura 34. Gréfico dos escores obtidos na funcdo discriminante (LDA) pelas amostras
fornecidas por voluntarios saudaveis e pacientes diagnosticados com cancer de bexiga ou rim
(CB/CR).

Tabela 5. Matriz de Classificacdo e Validag&o cruzada (LOOCYV) obtidos pela LDA.
Matriz de Classificagdo - LDA

g CB/CR Saudavel Total
o5 P = 0,5556 P = 0,4444
B S CB/CR 10 0 10
= 8 Saudavel 0 8 8
= Total 10 8 18

LDA apos validacao cruzada LOOCV
(com 3 variaveis)

CB/CR Saudavel Total
CB/CR 10 0 10
Saudavel 0 8 8

Modelo
Metabon6mico

Total 10 8 18
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Os resultados indicam que o modelo metabonémico, construido com o
formalismo LDA, possui uma alta significancia estatistica (p < 0,001) com uso
de trés variaveis discriminantes. Com isso, pode-se obter os valores de VPP,
VPN, sensibilidade e especificidade, apos a valida¢do cruzada, iguais a 100%.
No que pese o numero reduzido de amostras, é uma forte indicagdo que a

estratégia é a adequada.

As variaveis discriminantes, associadas a classificacdo das amostras em
estudo, foram os deslocamentos quimicos (6): 3,85 ppm; 4,30 ppm e 7,75 ppm.
Novamente, o sinal em 6 3,85 ppm foi atribuido a grupos metilenos presentes
em acucares, como por exemplo a D-glicose; o sinal em § 4,30 ppm ao grupo
metila presente na trigonelina e o sinal em § 7,75 ppm pode ser atribuido a um

dos hidrogénios aromaticos presente no ion hipurato (Figuras 35 e 36).

4,30 ppm
{CH3:

|

N* 7,75 ppm

| R OH OH
H .
/ coo N o d-glicose

Trigonelina o

fon hipurato

Figura 35. Estruturas da triogonelina, hipurato e d-glicose, identificados como metabdlitos
discriminantes no modelo metabonémico usando LDA para discriminar voluntarios
saudéaveis de pacientes com cancer de urolégico (CB/CR).

Os resultados usando amostras de urina foram recentemente publicados
(ARAUJO et al., 2017). Apesar de ser um estudo piloto, os valores de
sensibilidade e especifidade entre 90-100% e 92-100%, respectivamente,
obtidos a partir do formalismo LDA, utilizando amostras de urina e soro,
demonstra a relevancia e a potencialidade da estratégia metabondmica, como
uma promissora ferramenta de diagnostico ndo-invasiva para canceres
urolégicos, em especial prostata, rim ou bexiga (AGGIO et al., 2016; ARAUJO
et al.,, 2017; BUSATO JR.; ALMEIDA, 2016; GOODISON et al.,, 2012;
MENGUAL et al., 2016; MOROTE; MALDONADO; MORALES-BARRERA,
2016; NICE, 2014; RIBAL et al., [s.d.]; SAKARYA et al., 1998; SOHAIL et al.,
2015; VENDERBOS; ROOBOL, 2011).
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Figura 36. Atribuicbes de sinais de alguns metabdlitos (discriminantes) no espectro de RMN de 'H na amostra de
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urina.
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3.5 Conclusao

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a estratégia
metabon6émica, usando o formalismo Andlise por Discriminantes Lineares
(LDA), mostrou-se bastante eficaz na classificagdo das amostras de urina e
soro para o diagnéstico do cancer de prostata, bexiga e rim.

Em relacdo ao modelo para o diagnostico de cancer de préstata (CP),
utilizando amostras de soro, foi necessarioo uso de quatro variaveis (bins)
discriminantes. O modelo apresentou alta significancia estatistica (p < 0,001),
com valores preditivos positivo e negativo (VPP e VPN), sensibilidade e
especificidade iguais a 100%, 91,7%, 91,7% e 100%, respectivamente. As
variaveis discriminantes foram atribuidas as estruturas lipidicas (VLDL e LDL),

ao grupo citrato e a L-histidina.

O modelo CP versus S, utilizando amostras de urina, foi construido
usando trés variaveis discriminantes. O VPP e o VPN obtido foram iguais a
92,3% e 100%, respectivamente. Enquanto os valores de sensibilidade e
especificidade foram iguais a 100% e 87,5%, respectivamente. As variaveis

discriminantes foram atribuidas a agucares e a trigonelina.

Para o modelo de diagnostico cancer urolégico (CB/CR) versus
voluntarios saudaveis, utilizou-se trés variaveis, resultando em 100% de
classificacbes corretas. As varidveis discriminantes foram atribuidas a

acucares, trigonelina e hipurato.
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4. Aplicacbes Metabonémicas usando RMN de H -
Classificacao de amostras de azeite extra virgem de producéo
organica

4.1 Azeite de Oliva — Extra Virgem Organico

A agricultura organica baseia-se no uso de recursos naturais e
socioeconOmicos para produzir cultivos, respeitando a integridade cultural das
comunidades agricolas, garantindo a sustentabilidade ecolégica e econémica
(BRASIL, 2007, 2003).

A atracdo de consumidores, vem aumentado de forma consideravel,
visto que este produto € isento de pesticidas, fungicidas, fertilizantes sintéticos
e outros contaminantes. Comercialmente, isto promove um maior valor
agregado a esta classe de produtos em comparacao com alimentos produzidos

de maneira convencional.

O Conselho Internacional de Oleos e Bagacos de Oliva define azeite de
oliva como o 6leo obtido da oliveira somente através de processos mecanicos
elou fisicos e, em alguns casos especiais, térmicos, desde que este Ultimo ndo
promova alteracdes significativas no 0Oleo. Além disso, este 6leo ndo podera
receber nenhum tratamento, a ndo ser o de lavagem, decantacao,
centrifugacéo e filtragdo (BRASIL, 2007, 2003).

A classificacdo extra virgem se dara quando o 6leo, considerado o
extrato natural da oliva, for obtido apenas por processos fisicos como corte,
prensagem, centrifugacao e filtracdo. Desde os anos 90, o comité internacional,
elaborou regras que estabelecem critérios analiticos para definir parametros de
autenticidade do azeite de oliva. (ALONSO-SALCES et al., 2010; ANGEROSA
et al., 2000; APARICIO; MORALES; ALONSO, 1997; LONGOBARDI et al.,
2012b; NINFALI et al., 2008; ROMERO et al., 2015; SACCHI et al., 1998; VIGLI
et al., 2003; VLAHOV, 1999; ZHANG et al., 2014).

Ha diversos relatos na literatura, utilizando diferentes técnicas analiticas,
como espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio-1, carbono-13 e fésforo-31, que conseguiram detectar adulteracoes,
definir a origem geografica e caracterizar os mais diversos tipos de azeites —
virgem (ALONSO-SALCES et al.,, 2010; CAPOZZI; TRIMIGNO, 2015), extra
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virgem e puro (CIFUENTES, 2009; LONGOBARDI et al., 2012b; SAVORANI et
al., 2013; VALDES et al., 2013; ZHANG et al., 2014), produzidos no mundo.

O padrao oficial de classificacdo do azeite de oliva e do 6leo de bagaco
de oliva, no Brasil, é feito através do 6rgao regulador, Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), via instru¢fes normativas que visam definir,
considerando seus requisitos de identidade e qualidade, a amostragem, o
modo de apresentacdo e a marcagcao ou rotulagem, nos aspectos referentes a
classificacdo do produto. Além destes, existe outro parametro de classificacédo
destes produtos vigente em nosso pais, diferenciando-os em produtos

organicos e comuns (BRASIL, 2007).

A Lei federal n® 10.831, de dezembro de 2003, regulada pelo decreto n.°
6323 de setembro de 2007, define a producéo organica assim:

“Considera-se sistema organico de producdo agropecuaria
todo aquele em que se adotam técnicas especificas, mediante
a otimizacéo do uso dos recursos naturais e socioeconémicos
disponiveis e o0 respeito a integridade cultural das
comunidades rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade
econbmica e ecologica, a maximizacdo dos beneficios
sociais, a minimizacdo da dependéncia de energia nao-
renovavel, empregando, sempre que possivel, métodos
culturais, biolégicos e mecéanicos, em contraposicdo ao uso
de materiais sintéticos, a eliminacdo do uso de organismos
geneticamente modificados e radiagbes ionizantes, em
qualquer fase do processo de producdo, processamento,
armazenamento, distribuicdo e comercializacdo, e a protecao
do meio ambiente”. (BRASIL, 2007, 2003)

Na literatura, pode-se observar diversos trabalhos que envolvem estudos
sobre azeite de oliva. Em trabalho pioneiro envolvendo a espectroscopia de
RMN de 'H e técnicas de andlise multivariada ndo supervisionadas para
caracterizacao e distincdo entre amostras de azeite extra virgem na regiao
centro-sul da Italia, os autores relatam discreta separacdo entre 0S grupos
estudados, demonstrando certa dificuldade em distinguir a variedade dos
azeites em funcdo da variabilidade do clima, no qual as oliveiras foram
submetidas (SACCHI et al., 1998).

No trabalho desenvolvido por Vlahov, em seu artigo de revisdo, mostra
que a espectroscopia de RMN *H e 13C sédo técnicas bastante eficazes para a

caracterizacdo dos diversos compostos presentes no azeite de oliva e quando
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estas estdo associadas a analise multivariada, permite-se obter modelos
estatisticos com bons desempenhos. O autor faz algumas ressalvas quanto a
natureza das amostras, no qual assume-se que em todas as amostras de
azeite de oliva estudadas, as mesmas sao compostas por um conjunto de
unidades estruturais semelhantes pertencentes aos acidos graxos e
triglicerideos (VLAHOV, 1999). Além de considerar que as diferengas entre as
amostras de cada classe, estdo associadas a apenas, a quantidade relativa de

cada componente e 0 seu respectivo deslocamento quimico (bin).

Vigli et al mostra, em seu trabalho, a possibilidade de combinar a
espectroscopia RMN de 'H e 3!P com andlise multivariada para a distingéo
entre amostras pertencentes a 13 tipos de 6leos vegetais na regido da Grécia
(VIGLI et al., 2003). Marini descreve a utilizacdo de parametros fisico-quimicos
de azeites extra virgem adquiridos nas diferentes regiées da Italia, associando
essas informacgdes a técnicas quimiométricas multivariadas, construiu modelos
LDA, utilizando 12 varidveis na construcdo do modelo, obtendo valores
preditivos positivos na faixa de 90-92% para 5 cultivares distintos (MARINI et
al., 2004).

Rezzi e colaboradores utiliza a espectroscopia de RMN de 'H acoplada
a um sistema de fluxo de amostras para a constru¢do de modelos baseados na
analise multivariada de dados, para distincdo das amostras de azeite de oliva
através do tipo de processamento e origem geograficas. Neste estudo, os
mesmos utilizam diversas ferramentas estatisticas como PCA, LDA, PLS-DA,
redes neurais (PNN), obtendo rendimentos na faixa 35-92% nos valores
preditivos positivos (REZZI et al., 2005).

Como um dos primeiros trabalhos na literatura, Ninfali e colaboradores
propdem um estudo fundamentado na caracterizagdo fisico-quimica,
organoléptica e nutricional entre amostras de azeite de oliva extra virgem,
organico e comum. Os autores observaram que houve diferencas significativas
dos parametros estudados entre as amostras estudadas, mas que estas
distingcbes eram minimizadas ou mesmo desapareciam durante um periodo
meédio de 3 (trés) anos, tempo que se levou para obter os dados do referido
estudo (NINFALI et al., 2008).
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Longobardi e colaboradores utilizam a espectroscopia de RMN de 'H
aliada a analise multivariada (LDA, PLS-DA, SIMCA, PLS-DA, entre outras)
para fins de autenticacdo e determinacdo da origem geografica, envolvendo
amostras de azeite extra virgem comercializados em diversos paises da
Europa, obtendo modelos estatisticos bastante satisfatérios, com poderes de
predicdo na faixa de 60-100% de classificacdo correta (ALONSO-SALCES et
al., 2010; LONGOBARDI et al., 2012a).

Hatzakis e colaboradores fazem um panorama dos diversos trabalhos
encontrados na literatura, que utilizam a espectroscopia RMN de diversos
nicleos como (*H, 3C, 3'P, etc) com a andlise multivariada de dados em
amostras de azeite virgem e extra virgem para determinacdo de origem

geografica, processos de obtencéo, entre outros (DAIS; HATZAKIS, 2013).

Fang e colaboradores, utilizam a espectroscopia de RMN de H e a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
associadas a técnicas de analise multivariada de dados, comparando-as aos
parametros de classificacéo, predicdo e deteccdo de adulterantes em amostras
de 6leos e gorduras, em geral. Os autores demonstraram que 0s resultados
obtidos com ambas as técnicas foram satisfatérios e que a analise por PLS-DA
utilizando dados obtidos através do CG/EM apresentou excelentes resultados
de sensibilidade e especificidade entre as amostras estudadas (FANG et al.,
2013).

Aqui, nés estamos propondo o emprego da estratégia metabondmica
para criar uma ferramenta de classificagdo que permita a distingdo entre os
modos de produ¢do— convencional ou organico — utilizando amostras de azeite
extra virgem, a partir da Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 e

Anélise Multivariada.
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4.2 Hipotese
E possivel discriminar amostras de azeite de oliva extra virgem produzidas a
partir de modos distintos — convencional ou organico, através da estratégia

metabondmica utilizando a ressonancia magnética nuclear de 'H e andlise

multivariada de dados.

4.3

43.1

4.3.2

Objetivos

Objetivo Geral

Desenvolver modelos metabondmicos, utilizando espectros de RMN de
'H de azeite de oliva extra virgem para discriminar amostras produzidas

da forma convencional daquelas obtidas por meio de producéo organica.
Objetivos Especificos

Investigar quais ferramentas de analise multivariada melhor se aplica
aos dados coletados — PCA, PLS-DA, OPLS-DA e LDA, e construir
modelos metabondémicos para diferenciacdo entre azeites extra virgem -
organicos e convencionais - de diversas marcas comercializadas na

Regido metropolitana do Recife-PE;

Identificar se h& diferencas nos perfis metabonémicos das amostras de

azeite comum e organico através da espectroscopia de RMN de H.

Construir os modelos e identificar quais metabdlitos enddégenos estao

associados as discriminagfes observadas nos casos investigados.
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4.4 Materiais e Métodos

Foram usadas 40 amostras de azeite extra-virgem, das quais 24 (vinte e
quatro) amostras foram produzidas a partir do modo convencional e 16
(dezesseis) amostras foram produzidas a partir do modo organico de producéo
agricola. Estas amostras foram oriundas de cinco paises, como segue:
Portugal (23 amostras), Italia (6 amostras), Espanha (3 amostras), Chile (7
amostras) e Argentina (1 amostra). O indice de acidez total de todas amostras
ficaram distribuidos na faixa de 0,2-0,5%. Todas as amostras utilizadas no
presente estudo foram adquiridas nos supermercados da regido metropolitana
de Recife, Pernambuco, Brasil (Tabela 6).(BRASIL, 2007, 2003)

Tabela 6. Informacdes relativas aos azeites de oliva extra virgem utilizados no estudo

Amostra Acidez total (%) Sllsrge(:jrﬂgé(le Origem Envase
C1 0,5 Convencional  Portugal 12/2013
C2 0,5 Convencional Italia 07/2013
C3 0,5 Convencional  Portugal 12/2013
C4 0,5 Convencional  Portugal 11/2015
C5 0,5 Convencional Italia 01/2014
C6 0,5 Convencional Espanha  06/2013
C7 0,4 Convencional  Portugal 05/2014
Cs8 0,3 Convencional  Portugal 09/2013
C9 0,3 Convencional Portugal 07/2014

C10 0,5 Convencional  Portugal 07/2014
Cl1 0,5 Convencional  Portugal 05/2013
Ci12 0,5 Convencional Argentina  05/2013
C13 0,3 Convencional Espanha  08/2014
Cl4 0,5 Convencional  Portugal 11/2013
C15 0,5 Convencional  Portugal 02/2014
Cl6 0,5 Convencional Portugal 07/2014
C17 0,2 Convencional  Portugal 11/2014
ci18 0,2 Convencional Chile 06/2014
C19 0,2 Convencional Chile 05/2016
C20 0,3 Convencional  Portugal 04/2016
cz21 0,2 Convencional Chile 09/2015
c22 0,4 Convencional Espanha 05/2016

Cc23 0,3 Convencional Italia 09/2015
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C24 0,4 Convencional  Portugal 08/2016
o1 0,5 Orgéanico Portugal 04/2014
02 0,2 Organico Italia 08/2012
03 0,5 Organico Portugal 07/2014
04 0,2 Organico Chile 02/2014
05 0,2 Orgéanico Chile 04/2014
06 0,2 Organico Chile 12/2014
o7 0,2 Organico Portugal 12/2011
08 0,2 Orgéanico Portugal 12/2011
09 0,2 Organico Portugal 04/2014

010 0,2 Organico Italia 07/2012

011 0,2 Orgéanico Portugal 10/2013

012 0,5 Organico Portugal 11/2013

013 0,4 Organico Italia 08/2013

014 0,2 Organico Chile 03/2015

015 0,5 Orgéanico Portugal 12/2013

016 0,2 Organico Portugal 02/2015

Para analise das amostras de azeite extra virgem, foram utilizados 60 puL
da amostra, que foram dissolvidos em 640 puL de CDCls, em um tubo de RMN
de 5 mm de diametro. O sinal residual do solvente foi utilizado como referéncia
de deslocamento quimico (8). Os espectros de RMN foram obtidos utilizando o
espectrometro VNMRS400, operando a 399,99 MHz, para o nucleo de *H, com
janela espectral 6,4 kHz, tempo de espera (d1) igual a 1 s, tempo de aquisicao
igual a 2,556 s, pulso de radiofrequéncia (RF) de 90°, 64 repeticdes e
temperatura de 26 °C. Os espectros foram processados com line broadening
igual a 0,3 Hz. Apés a analise espectroscopica, as amostras foram
armazenadas em um recipiente limpo de ambar, para futuro descarte

adequado.

Os espectros de RMN de *H tiveram suas fases ajustadas, correcédo de
linha de base e construcdo dos bins de forma manual utilizando o software
MestreNova 9.0. Os espectros foram dividos em regides (bins) foram definidos
em intervalos de 0,04 ppm entre os & 0,00 e 7,00 ppm. Os dados foram

dispostos numa matriz para tratamento quimiométrico (metabonémico).
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Utilizando-se a plataforma online MetaboAnalyst 3.0 (XIA et al., 2009,
2012, 2015), foram construidos os modelos baseados na Analise por
Componentes Principais (PCA) e Regressao por minimos quadrados parciais
acoplado a Andlise por Discriminantes (PLS-DA). A andlise por discriminantes
lineares (LDA) foi realizada utilizando-se o programa Statistica 10.0. Para
validar os modelos, foram utilizados os modelos de permutacdo dos dados e a
validacdo cruzada (LOOCV). A técnica de pré-processamento utilizada neste

trabalho foi a normalizacdo pela soma, como foi mostrado na equacéo 14.
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45 Resultados e Discussao

A Figura 37 apresenta dois espectros RMN de 'H de amostras de azeite
extra virgem, um convencional e um proveniente da producdo organica. No
espectro, é possivel identificar trés regifes distintas: & 3.5 até 0.5 ppm, regido
associada as cadeias alquilicas pertencentes aos acidos graxos; 6 4.5 até 4.0
ppm, pode ser atribuida aos grupos metilenos (CHz) presente no glicerol; e &
5.5 até 5.0 ppm, regido associada aos sinais de olefinas (-CH=CH-) e grupo
metino (CH) presente no glicerol. (ALONSO-SALCES et al., 2010; APARICIO;
MORALES; ALONSO, 1997; LONGOBARDI et al.,, 2012a; POPESCU et al.,
2015; SACCHlI et al., 1998)

Visualmente, os espectros de RMN de 'H das amostras de azeite extra
virgem utilizada neste estudo — modo de produgdo orgéanica e convencional,
nao apresentam diferengas significativas. Dessa forma, justifica-se o uso de
ferramentas estatisticas de natureza, uni e/ou multivariada, para investigar se

ha distincao.

a)

b)
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Figura 37. Espectros de RMN de H (CDCls, 400 MHz). a) azeite extra virgem convencional b)
azeite extra virgem organico.

Utilizando o formalismo ndo supervisionado, a analise por componentes
principais (PCA) ndo se mostrou efetiva quanto a separagédo natural entre as

classes (Figura 38). Pode-se observar que ha uma grande regido de
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recobrimento entre as amostras analisadas. As duas primeiras componentes
reuniram cerca de 93,3% da variancia dos dados, demonstrando que o0s
mesmos sdo altamente correlacionados e provando a nédo possibilidade de

separacao entre as classes estudadas por este formalismo.
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Figura 38. Representacdo da projecéo das duas primeiras componentes principais, PC1 e PC2,
reunindo 93,3% da variancia explicada. [Legenda: Bolinhas verdes — amostra de
azeite extra virgem orgéanico; Bolinhas vermelhas — amostras de azeite extra virgem
convencional]

Baseando-se no formalismo supervisionado PLS-DA, observa-se que ha
uma regido de recobrimento entre as amostras, demonstrando a nao

capacidade desta técnica em classificar estas amostras (Figura 39).
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Figura 39. Projecdo das duas primeiras componentes, PLS1 e PLS2, reunindo 93,1% da
variancia explicada pelo modelo. [Legenda: Bolinhas verdes — amostra de azeite
extra virgem organico; Bolinhas vermelhas — amostras de azeite extra virgem
convencional]
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Para fins de comprovagao, realizou-se a validagdo cruzada (LOOCV)
deste modelo e pode-se obter como valores de R?, Q? e poder de predicdo do
modelo, para as cinco primeiras componentes PLS, 26,8%, -24,4% e 75%,
respectivamente. Estes valores comprovam a premissa de que o formalismo
PLS-DA néo foi capaz de classificar, com exatid&do, as amostras de azeite extra
virgem proveniente de modos de producado distintos aqui estudados. Estes
resultados sdo sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados obtidos no formalismo PLS-DA apdés validacéo cruzada (LOOCYV)
para as cinco primeiras componenentes PLS.

Ndmero de
comp. PLS 1 2 3 4 5
Poder de 0.6 0,65 0,725 07 075
predicdo
R? 0,119 0,153 0,197 0,226 0,268
Q2 -0,164 -0,030 -0,136 -0,284 -0,244

Utilizando-se o formalismo supervisionado, OPLS-DA, variante do PLS-
DA, ndo se observou uma separagao entre as amostras estudadas, obtendo-se
resultados semelhantes quando comparados com o formalismo PLS-DA.
(Figura 40).
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Figura 40. Representacdo da projecdo das primeiras componentes, PLS1 versus OPLS1,
reunindo 32,7% da variancia explicada pelo modelo. [Legenda: Bolinhas verdes —
amostra de azeite extra virgem organico; Bolinhas vermelhas — amostras de azeite
extra virgem convencional]
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Baseando-se no formalismo da analise por discriminantes lineares, LDA,
foi construida uma funcao discriminante usando cinco deslocamentos quimicos
(6, em ppm), selecionados a partir do lambda de Wilks, para o modelo de
classificagdo das amostras estudadas. Os valores de deslocamento quimicos
selecionados com o maior poder de discriminacao entre as classes, foram (em
ppm): 6 0,96; § 2,36; § 2,72; § 4,44 e § 5,32. A matriz de classificacdo das
amostras de azeite extra virgem obtidas por diferentes modos de producéo
(EVOO), ap6s validacdo cruzada (LOOCV) foi obtida, como mostra-se na
Tabela 8.

Tabela 8. Matriz de classificacdo das amostras de azeeite apds a validacdo cruzada

(LOOCV).
Poder de Classificagdo Comercial

8 Classe - _ _

o E Predicao Convencional  Organico

o 5

§ S C 91.7% 22 0
Q

= g o) 100% 2 16
= Total 95.0% 24 16

O modelo LDA apresentou um poder de predicdo total de 95%.
Individualmente, para as amostras de azeite extra virgem produzidos de forma
convencional, apresentou 91,7% de poder de predicdo e para as amostras
obtidas pelo modo de producdo organica, um valor de 100% para este
parametro. Realizando o teste F de Fisher para o modelo, usando 34 e 5 graus
de liberdade, obteve-se um F igual a 16,7 (p<0,01), demonstrando a alta
significancia estatistica do modelo para fins de classicacdo das amostras
estudadas.

A Figura 41, mostra os valores das amostras utilizadas no presente
estudo, na funcado discriminante linear. Antes de realizar a validacéo cruzada,
pode se observar que uma amostra de azeite extra virgem, obtido pelo modo
de producdo convencional foi classificado de maneira equivocada pela
estratégia metabonémica. Apos a validacao cruzada, pode-se obervar que mais
uma amostra foi classificada de forma errbnea. Por sua vez, o modelo
metabondmico classificou corretamente todas as amostras de azeite obtidas

pelo modo de producéo organica. (Figura 41 e Tabela 8)
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Figura 41. Grafico dos valores observados versus valores preditos obtidos pelo formalismo
LDA.

A partir dos resultados obtidos pelo formalismo LDA, foi possivel a
identificacdo dos sinais responséaveis pela discriminacdo entre as amostras de
azeite extra virgem aqui estudadas. Contudo, para as atribuicbes serem
confirmadas e associadas aos metabdlitos endégenos, necessita-se do uso de
técnicas de RMN mais sofisticadas, experimentos bidimensionais, para este

fim.

Considerando que a espectroscopia de RMN é uma poderosa
ferramenta para elucidacéo estrutural, usando diferentes técnicas para este fim
(NATH et al., 2016; SILVA et al.,, 2010). Dessa forma, as atribuicbes foram
confirmadas usando a informacédo obtida através do espectro COSY H-1H
(Figura 42).

Na Figura 42, pode-se observar uma correlacdo entre os sinais em §
0.96 ppm e § 1.25 ppm. Estes sinais podem ser atribuidos aos grupamentos
metil e metilenos, respectivamente, presentes em cadeias alquilicas de acidos
graxos. O sinal em § 2,36 ppm, mostra uma unica correlagdo com o sinal em §
1,60 ppm, podendo ser atribuidos aos grupos metilenos nas posicoes a e f3,
respectivamente, em relagdo ao grupo carboxilico (—O(O)C—CH2—CH2-)

presentes nos acidos graxos.
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O sinal em § 2,72 ppm mostra uma correlagdo com o sinal centrado em
6 5,32 ppm (Figura 42). Considerando a desblindagem e a correlacdo
observada no espectro de COSY 'H-'H, o deslocamento quimico em § 2,72
ppm, pode ser atribuido ao grupamento metileno, localizado entre duas
ligacdes 7, pertencente ao acido linolénico (-CH=CH-CH>—CH=CH-). O sinal
em § 5,32 ppm, pode ser atribuido aos hidrogénios olefinicos (-CH=CH-CH2—
CH=CH-), presente nessa estrutura.

O sinal em 6 4,44 ppm pode ser facilmente atribuido ao glicerol, uma vez
gue mostra correlacdo com os sinais em 6 4,30 ppm e § 5,24 ppm, ambos
pertencentes ao glicerol. Todas as atribuicbes aqui feitas estdo de acordo com
resultados ja relatados na literatura (Figura 42 e 43). (POPESCU et al., 2015)

OH
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Figura 42. Espectro COSY 'H-'H de uma amostra de azeite extra virgem.
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Figura 43. Estruturas dos acidos graxos linoleico e linolenico, e o glicerol. Identificados como
metabdlitos discriminantes no modelo metabonémico usando LDA para discriminar
azeites extra virgem de producdo organica daqueles oriundos de uma producéo
convencional.

De acordo com a funcéo discriminante e as atribuicbes realizadas, as
variaveis mais importantes para discriminacdo das amostras de azeite extra
virgem obtidos por diferentes modos de producdo podem ser atribuidas aos
acidos graxos insaturados, acidos linolénico e/ou linoleico e ao glicerol. Este
resultado pode sugerir que a distincdo entre as amostras de azeite,
convencional e organica, podem estar associadas ao indice de acidez livre total

ou a presenca do 4cido linolénico.

Para avaliar essa hipotese, aplicou-se o Teste t usando os valores do
indice de acidez livre total mostrado na Tabela 6 e os valores médios foram
calculados para cada grupo. Os resultados obtidos sdo sumarizados na Tabela
9.

Tabela 9. Resultados do Teste t para as variaveis discriminantes e o valores médios da acidez
total livre para as amostras de azeite extra virgem utilizadas no presente estudo.

Acidez
Amostra total 0.96 ppm 2.36 ppm 2.72 ppm 4.44 ppm 5.32 ppm
(média)
Convencional 0.388 0.001785 0.010788 0.000167 0.000073 0.007479
Organico 0.317 0.001756 0.011688 0.000140 0.000069 0.007080

p 0.0872 0.951 0.124 0.566 0.870 0.345
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Estes resultados sugerem que ndo héa diferenca, estatisticamente
significativa (p < 0,05) entre os grupos estudados, baseando na premissa sobre
o teor de acidez total das amostras de azeite extra virgem utilizadas no
presente estudo. Por outro lado, o formalismo LDA mostrou ser possivel a
distincdo de forma satisfatéria entre as amostras, propondo que o0 uso da
estratégia metabon6mica na avaliacdo e distincdo de amostras de azeite extra
virgem oriundas de modos de producgéo distintos — convencional e organica,

seja posto como uma ferramenta de varredura (“screeming”).
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46 Conclusao

A estratégia metabondémica mostrou-se eficaz na obtencdo de um
modelo para discriminacdo entre amostras de azeite extra virgem de acordo

com o modo de producédo agricola — organico ou convencional.

O modelo metabondmico, baseando se no formalismo LDA obteve 100%
de classificagdo correta para as amostras organicas e 91,7% para amostras

convencionais, resultando em um poder de predicao total igual a 95,0%.

A partir do modelo LDA, foi possivel obter cinco variaveis discriminantes,
entre as classes, foram (em ppm): § 0,96; 6§ 2,36; § 2,72; § 4,44 e § 5,32. Estes
sinais foram atribuidos aos acidos graxos insaturados (linoleico e linolénico) e

ao glicerol.

Ficou evidenciado que ndo houve diferencas, estatisticamente
significativas, entre as amostras em estudo, e estas ndo sao provenientes dos

diferentes teores de acidez maxima presente em cada produto analisado.
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5. Consideracg0des Finais

A estratégia metabondmica mostrou, através dos resultados obtidos, ser
uma ferramenta eficaz de classificacdo e identificacdo dos metabdlitos
enddgenos responsaveis pela distincdo entre diferentes amostras, urina, soro e
azeite de oliva extra virgem, utilizadas no presente estudo.

Em relacdo a proposta de elaboracdo de um modelo para progndstico
para pacientes diagnosticados com céancer de préstata (CP), bexiga e rim
(CB/CR), obteve-se modelos de classificacdo baseados no formalismo LDA
bastante satisfatorios, com valores de VPP e VPN entre, entre 90-100% e
valores de especificidade e sensibilidade entre 87,5-100%, usando amostras de
urina e soro. Em cada caso estudado, foi possivel observar os diferentes perfis
metabondmicos dos pacientes participantes do estudo piloto para a construgéo
do modelo de progndstico de cancer de prostata (CP), bexiga e rim (CB/CR) e
de voluntarios saudaveis (S).

Foi possivel identificar os metabdlitos discriminantes, sugerindo que os
compostos lipidicos (VLDL e LDL), ao grupo citrato e a L-histidina, para o
modelo CP versus S, utilizando amostras de soro. As variaveis discriminantes
foram atribuidas aos acucares e a trigonelina, no modelo CP versus S,
utilizando amostras de urina. As variaveis discriminantes foram atribuidas aos
acucares, trigonelina e hipurato, no modelo CB/CR versus S, utilizando
amostras de urina, sendo uma ferramenta bastante Gtil para definir possiveis
rotas metabdlicas baseadas nessas informacdes, ndo elaboradas até o
presente momento, por se tratar de um estudo piloto.

O estudo com amostras de azeites extra virgem convencionais e
organicos mostrou-se promissor, com excelentes resultados para os dados
normalizados pela soma. O melhor desempenho de classificacdo foi obtido com
a técnica LDA, utilizando a matriz de escores da PCA, resultando em um
percentual de acerto de 100% para as amostras de azeite organico e 91,7%
para as amostras de azeite convencional. Além disso, foi possivel através do
formalismo LDA, identificar diferentes impressdes digitais metabdlicas,
presentes nas diferentes amostras de azeite convencional e orgéanico. Foram
identificados os possiveis metabodlitos responsaveis pela distincdo entre os
diferentes grupos de amostra — convencional e organico, sendo atribuidos ao
acido linolénico e ao glicerol.



88

6. Perspectivas

v' Retomar as coletas de sangue e urina, aumentando o nimero de amostras
para cada grupo estudado, para tornar os modelos metabonémicos
desenvolvidos para o cancer de préstata e uroldégico mais robustos;

v Iniciar o projeto intitulado O uso da Estratégia Metabonémica para fins de
prognostico de Varicoceles e a sua relacdo com a fertilidade.
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Atividades complementares

Além dos trabalhos relacionados a elaboragcédo, execucdo e obtencaos
dos resultados para construgcdo da tese apresentada, realizei algumas
atividades complementares que proporcionaram um maior enriguecimento
profissional e formacdo académica ao longo desses cinco anos de

doutoramento.

(1) Em 2009, obtive aprovacdo em concurso publico federal, no qual,
pude exercer o cargo de professor efetivo, disciplina Quimica, do
Instituto Federal de Ensino Basico, Técnico e Tecnoldgico do estado
de Alagoas (IFAL) — campus Palmeira dos indios, durante o periodo,
marco de 2009 a fevereiro de 2014. Neste periodo, ministrei
disciplinas vinculadas ao ensino médio integrado, técnico e do curso
de graduacdo Bacharelado em Engenharia Civil. Neste intervalo,
setembro de 2010 a julho de 2011, exerci o cargo de coordenador de

Ciéncias Exatas e da Natureza no campus supracitado.

(2) Em 2012, obtive aprovagdo no concurso publico federal, obtendo o 4°
lugar, sendo nomeado em fevereiro de 2014, para Instituto Federal
de Ensino Bésico, Técnico e Tecnoldgico do estado de Pernambuco
(IFPE) — campus Vitéria de Santo Antdo, no qual exergco o cargo de
professor de Quimica, ministro(ei) disciplinas vinculadas ao ensino
médio integrado e aos cursos de graduacdo, Bacharelado em
Agronomia e Licenciatura em Quimica, nos quais sou membro
permanente dos respectivos colegiados e membro permanente do

Nucleo Docente Estruturante do curso de Licenciatura em Quimica.

(3) De 2012 a 2017, cursei as disciplinas necessarias para obtencdo do
titulo de doutor em quimica, publiquei um artigo vinculado ao objeto
de investigacdo descrito na tese, 20 trabalhos apresentados em
congressos e simpoésios envolvendo temas diversos, voltados para
popularizacdo da Ciéncia & Tecnologia, voltados também, para o
ensino de quimica e suas areas correlatas.

(4) Orientei dois trabalhos de concluséo de curso (TCC), dos estudantes
Diésia Araujo e Leandro Soares, vinculados ao curso de Licenciatura
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em Quimica do IFPE Campus Vitéria de Santo Ant&o, trabalhos estes

finalizados em fevereiro de 2017.

(5) Colaborei como Co-orientador, no TCC da estudante Rafaela
Nathalia, vinculada ao curso de Licenciatura em Quimica, no
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. Neste trabalho, a
aluna aplicou a estratégia metabon6mica para estudo de casos de

hepatite viral, usando amostras de soro.

(6) Exerci a funcdo de Coordenador do Programa Institucional para
Bolsas de Iniciacdo a Docéncia (PIBID) — Licenciatura em Quimica no
IFPE campus Vitoria de Santo Antdo no periodo de setembro de
2014 a abril de 2016, orientando 21 estudantes regularmente
matriculados, os quais atuaram em escolas publicas da microrregiao

da cidade de Vitéria de Santo Antao.
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ABSTRACT

Alms: The most prevalent urological malignancies are prostate cancer (PC), bladder cancer (BC)
and renal cancer (RC). The diagnosis of each of these diseases is conducted, in most cases,
invasively and each procedure may lead to complications. The method of metabonomic
spectrametry by nuclear magnetic resonance of hydrogen (1H MMR) provides pathways of
diagnostic information that can identify pathologies without invasive procedures. The possibility of
using this method for the diagnosis of those cancers by a sindle sample of urine has not been
described yet.

Study Design: Frospective, observational.
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Place and Duration of the Study: Department of Urology and Department Fundamental
Chemistry of Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), between July of 2015 to February of
2016.

Methedology: A sample of 3 ml of urine was collected from 25 wvolurteers distributed into 4
groups: A control group (07 volunteers), 8 PC (08 volunteers), a BC (03 volunteers), and an RC
(05 volunteers). All samples underwent 1H MR to generate spectra. A multivariate statistics
analysis for the development of metabonomic models and comparison analysis groups was
performed.

Results: These models showed a slight separation between the control group and each of the
three groups of patients with oncological diseases. For the elaboration of the definitive models it
Was Necessary to incorporate the volunteers of the BC and RC into one group (BC/ARC). The
metabonomic method when compared to contral group, shown sensitivity of 90 9% specificity of
100%, 100% PPY and NP of 83.79% for CE/CR and sensitivity, specificity, PPY and NPY of 100%
for the PC.

Conclusion: This pilot study dermonstrates that the method is feasible with easy execution,
showing simplicity besides being not invasive and allowing the diagnosis of oncological diseases
with a single urine collection.

Keywords: Metahonomics, nuciear magnetic resonance; prostale cancer, hladder cancer, Kidney

cancer; diagnosis.
1. INTRODUCTION

The most common urological malignancies are
prostate cancer (PC), bladder cancer (BC) and
renal cancer (RCY [1]. These cancers have
aggressive trestments and are related to a
significant loss of guality of life of patients. The
diagnosis of each of these diseases s
conducted, in most cases invasively, and each
procedure includes complications [2-7).

For these reasons, the search for noreinvasive
diagnostic methods is being studied.  Nuclear
magnetic resonance of proton ('H NMR) spectra
of the metabonomics routes can  provide
information for pathology diagnosis without the
need for invasive procedures [8].

This methodology 15 based on the principle of
homeostasis. That is, if a living being is exposed
to stress, disease or some chemical agent, the
response s in an attempt to neutralize this
external action, changing the concentration and
endogenous  metabolite flow,  breaking  the
balance, and triggering extracellular environment
adjustments in order to maintain stability. 1t is this
change in the metabolic profile that can be
evaluated by MRI spectroscopy [8-10], expecting
these spectra to identify a particular profile for
each specific aggression.

Recertly, there are many reports of studies that
use metabonomics/metabolomics strategies for
clinical diagnosis of several diseases, as liver,
lung, kidney, breast, ovarian and  colorectal
cancers or not malignant conditions [11-17].

The possibility of using this method for the
diagnosis of those cancers by a single urine
sample has not been described yet.

2. MATERIALS AND METHODS

The patients were selected from the outpatient
clinic of the Departrnent of Urology. All patients
were approached, and woluntarily decided to

participate  signing the free  and informed
consent.
For the maor study the total number of

volunteers calculated was 120, 30 in each the
experimental group and 30 in the control. This
number was established as follow: the margin of
Brror (5%), the confidence level (95%). The
expected accuracy for determining the results
taken as true based on previous research using
metabonomics, whose expected  ratio for
positivity was 94% [18]. The calculation was
based on a normal distribution, according to the
formula described below.

C=Z*Z(P(1-P)/{D* D)

Where P refers to the proportion expected, D, the
semi amplitude of the confidence interval (CIY,
and Z (standardized standard curve) is equal to
1.96, thus the 95% CI [19].

The number of volunteers for this pilat study was
established as a fraction of 20% of the total
number of participants. In this case, the number
of participants in the pilot would be at least 24
[19]. The wolunteers were allocated into four
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groups: Control (without any malignances), PC
{(with prostate cancer); BC {with Bladder cancer)
and RC {with renal cancery.

wolunteers far the control group were selected by
the same criteria as for the study group and had
na history of uralogical disease. Wolunteers with
FC had all hbeen diagnosed hy transrectal
prostatic biopsy and had not wet started any
treatment.

volunteers  with BC  who  had  undergone
imrmunaotherapy with bacillus Calmette-Guérin ar
mitomycin C, as well as other specific treatments
were excluded from the study.

volunteers with RC were those who had a
confirmed diagnosis of clear cell carcinama by
pathological examination in the postoperative
period. Those volunteers in RC group diagnosed
with urathelial carcinoma were excluded.

All volunteers ages were submitted to normality
test and one-way AMNOWA using GraphPad
prism® 4.0 statistical package, for comparison
amang groups.

The samples were obtained from urination.
Yolunteers provided 3ml of urine for analysis that
were codled for storage and sent to the
Fundamental Chemistry Department (DQF) to
undergo to "H NMR. The spectra were obtained
using a mixture of 400 pL of natural urine and
200 pL of buffer solution of phosphates
(Na:HPO.NaHPOs 0.2 mol LY to avoid pH
variatian.

After  homogenization,  the  solution  was
transferred to a NMR tube with an inner diameter
of 5 mm and introduced into a spectrometer
(WNMRS400), operating at 400 MHz to 'H
nucleus. It was used a pulse sequence with pre-
saturation to suppress the water signal in the
spectrum. The following parameters were used:
spectral window equal to 6.4 kHz, acquisition
time egual to 2.56 s, 90° radiofrequency (RF)
pulse, saturation delay equal to 2.0 5 and 64
repetitions. Al spectra were processed using line
broadening equal to 0.3 Hz and the signal at 3.06
ppm, assigned to methyl group of creatinine, was
used as the chemical shift reference.

The haseline and phase distortions were
adjusted manually.  H MMR spectra (0 0.0 to
10.0 ppm) were automatically reduced to 154
parts (hins) of equal length (@ 0.08 ppm),
excluding the region between 8 4.2 and 6.4 ppm,
to eliminate the signals from water and urea.
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Binned data were used to build a matrix where in
the lines are the samples and in the columns are
the wariables [20-22]. In addition, the spectra
W ErE NOrmaliz ed by sum.

Due to the complexity, the multivariate statistical
technique was used to resize the data without
loss of results, being unsupendsed or supervised
rmethods.

Principal Components Analysis (PCA) is an
unsupervised method where the original data
matrix is projected into a subspace defined by
linear cormbinations with maximum variance. The
first major component obtained is the axis that
describes the maximum possible wariance in the
original multidimensional space and the second
is the arthogonal component. The junction of
these axes provide the hest representations
possible in terms of hiochemistry.

The Partial least squares discriminant analysis
(PLS-DA), its orthogonal variant (OFPLS-DAY and
linear discriminant analysis (LDA) are supervised
methods which make it possible to analyze the
spectra in a simple, fast and reproducible. PCA,
PLS-DA and OPLS-DA were performed using
mMetabosnalyst Platform (online), while LDA was
performed  using Statistica®  10.0  softw are
[23-29]. The selection of variables to build the
LOA models was performed  using  Wilks'
Lambda. For Prostate Cancer Model were used
four variables, while for BC/RC Model were used
five wvadables. The models were wvalidated by
leawe-one-out-cross validation (LOOCY) [26].

Once the inferences were created, metabonomic
models calculated for sensitivity, specificity, and
positive predictive value (PPY) and negative
predictive value (NPW) were built.

3. RESULTS AND DISCUSSION

A total of 25 volunteers from the outpatient clinic
were distributed into the following groups: A
control group  with  healthy wolunteers (07,
Prostate cancer (PC) with 08 volunteers; Bladder
cancer (BC) with 03 wolunteers and Renal
Cancer [(RC) with 03 volunteers.

The control group consists of men aged between
60 and 67 years (mean: 62.4 500 2.1 years), PC
wiith men aged between 61 and 69 years (mean:
5.2, 500 3.0 years), BC with 02 men aged
hetween 70 and 76 years and three women aged
between 57 and 73 wears (total group mean:
694, 5D: 7.5 years), and RC with ane man and
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35 years of age and four women aged betveen
54 and 64 years (total group mean: 53.0; S0
10.9 years)y BC/RC group (total group rmean:
61.2 5D 126 vyears). All resuks assume a
normal curve and there were no  statistical
differences among groups after the ANOWA
procedure, considering p<0,05.

In the exploratory analysis (PCA), there was no
separation of the spectra in any of the cases.
The samples were then subjected to the
supervised methods PLS-DA, OPLS-DA  and
LODA . A separation between groups BC and RC
was observed. Due to the small sample size, it
was not possible to buld a LDA  based
metabonomic model for each group, so the two
groups were treated together. In this case,
samples from the BC and RC groups were
pooled for analysis a5 if they were a single group
(BC/RC), thus creating an arrangement for
analysis and compatison with the control group.
The split in the PC group allowed for the creation
of & specific model, despite not having the ideal
sample size.

Two models were created: (1) Bladder Cancer
and Renal Cancer (BC/RC) versus Healthry, and
(2) Prostate Cancer (PC) versus Healthy.

In this study, the wariables are the integration
areas under each signal. ¥We defined that the
spectrum will be divided into regions (bing)
equals to 0.05 ppm between § 0.00 and 100
ppm, excluding the region between G 4.20 and
640 ppm. These signals can be attributed to

Aradoet &l BAMR, 1975 -8 2047, Article no BJMR 30340

metabolites presents into sample. The attribution
was made using HWMODB platiorn online [27].

When PC model is considered, the discriminatory
hins are: @ 2.05, 2.50, 2.75 and 7.40 ppm. These
signals can be attributed to citrate (0 250 and
2.75 ppm)y and hippurate (& 7.40 ppm). We did
not able of attribute the signal at & 2.05 ppm.
Already there are reports in the literature
associating citrate and hippurate to diagnosis of
prostate cancer [28]), howewer, the results here
presented were obtained in a simpler way.

To BC/RC model, the discriminatory bins are: 0
230, 250, 420, 430 and 740 ppm. Again,
citrate and hippurate were identified in this group.
Eeyond them, we attributed also the signals at 8
2.30 ppm to acetone, 0 420 ppm to gluconate
and § 4.30 ppm to trigonelling .

For the BC/RC group, 17 urine samples were
used, as follows: 7 healthy, 5 wolunteers
diagnosed with bladder cancer and 5 diagnosed
with renal cancer. Below are presented the
results of OPL3-DA  and LDA  models,
represented separately.

In order to ohtain an alternative model for the
classification of the samples studied, a statistical
model based on the LDA was built. The results
indicate that metabonomic model built obtained
100% PPY, NPY of 83 7%, 100% specificity and
90.9% sensitivity. These results are reported in
Tahle 1.

(A) (B)

Fig. 1A and B. Scores piot. Metabonomics models for discrimination between bladder or renal
cancer and healthy samples. (A) Score plot of OPLS-DA and (B) Classifications of urine
samples by LDA formalism. Samples provided by healthy velunteers in the control group
{healthy) and patients diagnosed with bladder or renal cancer (disease)
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Tabkle 1. Matrix of Leave-one-out cross-
validation (LOOCY) obtained from LDA.
Control vs BC/RC

Classificaion matrix - LDA

Class Correct Control BC/RC
percentage
Control 100% 7 a
BC/RC 100% 1] 10
Tatal 100% 7 10
LDA with LOOCY (5 varables)
Control BC/RC
Contral 39.7% G 1
BC/RC 100% 1] 10
Tatal 94.1% ] 11

Table 1 shows the PPY and NPY for samples
together after cross analysis of  wvariance,
showing a clear separation between the control
group and the BC/RC group.

For PC group the model was constructed from 15
samples of urine, taken from 7 healthy volunteers
and 9 diagnosed with prostate cancer. Similar to
the above analysis, we built statistical models
using the following arrangements: PCA, PLS-DA,
and DA-OFLS LDA, with pre-processing and
narmalization by the total.

Fig. 24 and B discriminate among the groups
without intersecting the areas, showing the R2Y
(91.4%] and Q2 (15.8%) walues. The results from
the LDA indicate that the metabonomic model
built correctly classified all samples.  Thus, the
values of PPY, NPV, specificity and sensifivity
were equal to 100%. These results are shown in
Table 2.

The MMR spectra of biofluids can be evaluated
guantitatively in relation to the physical shape of

(A) (B)

Scramn Mo
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the spectrum and qualitatively in relation to the
chemical structure of the substances composing
the spectrum.

Table 2. Matrix of Leave-one-out cross-
validation (LOOCY) obtained from LDA.

Contreol vs PC
Classification matrix - LDA
Class Correct Control PC
percentage
Cantral 100% 7 0
PC 100% 1] g
Total 100% 7 g
LDA with LOOCY (4 variables)

Control PC
Contral 100% 7 1]
PiC 100% 1] a
Total 100% 7 g

The aim of the gualitative ewaluation is not 50
much the quantification of a substance but rather
an anakysis of the profile changes of the
endogenous metabolites, producing a pattern for
a particular change, which can then be
diagnosed or classified, enabling a “fingerprint”
of a particular disease or condition [29].

Wwith respect to the composition of the sample, it
must be taken into consideration that the
selection of volunteers was not homogeneous for
gender or age. The control group was composed
exclusively of men perfectly matched for the PC
group; but the match was weak for the BC and
FC groups. The absence of women in the control
gQroup generates a confounding factor, especially
for the metabolism  inherent  in women.
Furthermore, there was a discrepancy in ages,
most markedly in the RC group.

Healthy .

L] "%

Proslale Cancar

rscaw

* %

mo & &a3a

Fig.2A and B. Scores piot Metabohomics models for discrimination between prostate cancer
and healthy samples. (&) Score plot of OPLS-DA and (B) Classifications of urine samples by
LDA formalism
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Therefore, & hetter distribution of volunteers with
3 larger control sample, including women and
wolunteers from other age groups, is needed.

To equalize the samples it was decided to create
3 single model, merging the BC and RC groups
(BC/RC).

The results presented by the BC/REC spectra,
although not a comparison with the other groups,
indicate a promising way to  discover the
presence of malignant disease, as the control
group was known to be healthy and the BC/RC
group, although composed of volunteers with
different diseases, was composed entirely of
people with a malignant urological disease.

The sensitivity profile of 90.9%, specificity of
100%, 100% PPY and MPY of 85.7% for the
model demonstrates its ability to diagnose these
pathologies. Thus it reweals positve way to
validate the diagnosis method for renal and
bladder cancer. Direct hiopsy has walues above
90% for bladder and kidney cancer, but it is a
result from a direct evaluation of fissue using an
invasive method [30].

In the specific case of kidney cancer, biopsy
guided by imaging, particularly CT, has a
sensitivity 87.7%, specificity of 100%, PPV and
MNP of 100% [30], but is invasive. The values
found in the metabonomic model are close to
those observed with biopsy, but with the great
advantage of resulting from & noreinvasive
method. There are no reliable publications for
non-invasive diagnostic methods for cancer of
the kidney.

For the diagnosis of bladder cancer using non-
invasive rmethods, such as urinary  cytology,
positivity depends on the tumor differentiation
grade, with a sensitivity ranging between 21-
93%, specificity between 31-95% , WFPP between
71-80% and wPMN between 57-67% [5]. Other
non-invasive  methods, for  example, gene
transcription  of  urinary  sediment, have
demonstrated sensitivity of 81.5% and specificity
of 91.3% [31]. Goodison et al. [32] using a
complex statistical model, using an intersection
of § biomarkers with sensitivity 90% and
specificity of 97% for the diagnosis of bladder
cancer, similar to the results found in this study.

For PC the values found were 100% sensitivity,
specificity, PPY and MNPY, which is higher than all
values from  transrectal hiopsy, which were
sensitivity 86.4%, specificity 60.7%, PPY 63.3%
and MPY of 85% [3]. This makes it a promising

Aratfo et ai,; BMME, 1903 1-8 2047, Articie no B R 30340

method for the diagnosis of this  pathology,
mainly hecause it s completely noninvasive

When compared to other non-invasive methods,
Mengual et al. in 2016, found sensitivity of 77%
and specificity of 57% with the gene transcription
method of urinary sediments [33]. These were
low er than walues found in the present study.

Aggio et al. [34] used a gas chromatography
technigue that achieved satisfactory results for
bladder and prostate cancers. Further, they
included a group that had samples of theses two
types of cancer, achieving  sensitivity  and
specificity respectively of 96% and 100% for BC,
sensitivity of 95% and specificity of 96% for PC
and 78% and 98% (hoth cancer group) [34].
These results are similar to those found in this
stuchy, mainly by trying to detect maore than one
pathology  and achiewing a high degree of
sensitivity and specificity.

Besides, to obtain H MMRE spectra of biofluids as
urine and serum, practically it is not necessary
great interventions in the sample preparation, as
gxtraction or derivatization, and the spectra are
obtained in minutes. Howewver, when are used
chromatography based metabolomics, there ane
necessary warious interventions in the samples
and the runs are performed in long periods,
compared with NMR experiments [35].

Limitations of this study are mainly due to the
number, homogeneity of the sample and the
composition of the groups, especially the BC and
RC groups. Despite this, the rmetabonomics
seems to be an acceptable model for diagnosis
of urologic cancer, being better in some cases
than other imwvasive procedures, but further
studies with larger samples are needed.

4. CONCLUSION

In the present study metabonomics has shown to
be a promising non-invasive method in the
diagnosis of urological tumaors in uring samples
of patients with prostate, bladder and Kidney
cancer.
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APENDICE Il

Planilha com os dados espectrais de RMN de
'H a partir de amostras de Soro, usando o pré-
processamento Normalizacao pela soma,
utilizadas no presente trabalho
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0,000778
0,001007

0,6
0,000102
0,003266
0,000771
0,001381
-9,7E05
0,00047
-0,00014
0,000106
0,000381
0,000635
0,001686
-6,1E-05
0,001501
-9,4E-05
0,00024
7,72E-05
-3E-05
2,95E-05
FE-05

0,000909
-7,6E-05
0,000838
0,001127

0,64
5,32E-05
0,003678
0,000935
0,001658
0,00022
0,000545
,00053
0,000158
0,000467
0,000709
0,001909
7,71E-05
0,001858
-1,1E-05
0,000324
0,000207
-6,5E-06
0,000186
-7,4E-05
0,00098
-6,7E-05
0,000976
0,001355

113

0,68
0,00025
0,004455
0,001169
0,00208
-5,9E-05
0,000748
-0,00067
0,000165
0,000548
0,000958
0,002375
0,000205
0,002163
0,000169
0,000456
0,00033
0,000146
0,000313
-1,BE-05
0,001134
8,4E-05
0,001241
0,001635

0,72
0,000621
0,005396
0,001855
0,002707
0,000646
0,001159
-0,00067
0,000268
0,000913
0,001475
0,003115
0,000558
0,002971
0,000585

0,00128
0,000726
0,000501
0,000782
5,81E-05
0,001313

&,8E-05
0,001746
0,002321



0,76
0,0006879
0,00647
0,002285
0,003388
0,000611
0,001508
-0,00106
0,000373
0,00118
0,001609
0,003301
0,000884
0,003649
0,00059
0,001317
0,000825
0,000517
0,001045
0,000312
0,00161
0,000144
0,002009
0,003051

0,8
0,001393
0,008651
0,003612
0,005457
0,00132
0,002374
-0,00052
0,000453
0,0013865
0,002245
0,006633
0,002105
0,005587
0,001158
0,002016
0,001586
0,001523
0,001854
0,000358
0,001956
-4,3E-05
0,002865
0,003822

0,84
0,01005
0,022583
0,015378
0,018556
0,010155
0,011857
0,012041
0,00151
0,005149
0,01474
0,026869
0,011753
0,01805
0,011854
0,011828
0,013774
0,012688
0,01005
0,000544
0,002329
0,001571
0,013841
0,009842

0,88
0,034301
0,042482
0,045258
0,045054
0,033474
0,037651
0,036975
0,00648
0,025461
0,052815
0,054553
0,045764
0,047772
0,042458
0,054458
0,035073
0,041361
0,051609
0,011208
0,005521
0,024545
0,041019
0,034881

0,92
0,041741
0,024057
0,045457
0,034361
0,035705
0,050154
0,02467
0,014245
0,046813
0,045866
0,025936
0,038145
0,045125
0,042209
0,062035
0,030225
0,038116
0,048045
0,031062
0,024265
0,048791
0,035418
0,055225

0,96
0,012557
0,013254
0,011613
0,012366
0,013703
0,010719
0,01225
0,004754
0,014855
0,012831
0,011359
0,017209
0,012808
0,013503
0,013507
0,011433
0,012223
0,014284
0,023968
0,034414
0,020157
0,011479
0,018853

1
0,012158
0,012633
0,00558
0,013045
0,012808
0,008115
0,011361
0,003355
0011111
0,010456
0,008865
0,01793
0,010893
0,012402
0,010605
0,012017
0,010114
0,014295
0,011087
0,011747
0,008564
0,011412
0,019155

1,04
0,007402
0,007234
0,005754
0,007036
0,007805
0,003976
0,005576
0,001656

0,00642
0,008633
0,005468
0,012814
0,006741
0,006147
0,005656

0,00748
0,005275
0,008008
0,008613
0,009145
0,006373
0,007246
0,007622

1,08
0,00391
0,004087
0,003234
0,004427
0,004618
0,002562
0,004188
0,001617
0,00558
0,005153
0,00375
0,005864
0,003925
0,003221
0,003314
0,003982
0,003151
0,004353
0,003982
0,006077
0,005131
0,0052538
0,007882

1,12
0,001321
0,003535
0,002053
0,002618
0,001408
0,001425
0,001333
0,000754
0,002552
0,003251

0,0033
0,002257
0,002659
0,001186
0,002165
0,001535
0,001112
0,001271
0,002761
0,005525
0,002013
0,002625
0,002123

116
0,002312
0,0066595
0,003938
0,005355
0,002914
0,002675
0,001666
0,001017
0,00346
0,004648
0,00555
0,005722
0,005239
0,00239
0,003745
0,003063
0,002684
0,003761
0,001455
0,00264
0,002143
0,003726
0,004857

1,2
0004718
0,011959
0,007821
0,010912
0,005642
0,004304
0,004754
0,001703
0,005511
0,008222
0,011637
0,008602
0,008856
0,004302
0,006744
0,005233
0,004704
0,004713
0,002204
0,003375
0,003111
0,006835

0,00534

1,24
0,013221
0,022353
0,015231
0,023317
0,014235
0,015881

0,0153
0,003515
0,012435
0,026245
0,032054
0,018086
0,021008
0,01546
0,020378
0,017565
0,015335
0,010984
0,004926
0,005093
0,008605
0,018356
0,018402

1,28
0,044519
0,048051
0,055784
0,057117
0,048227
0,055834
0,043919
0,009582
0,03643
0,078225
0,06831
0,058508
0,05638
0,059134
0,08282
0,052786
0,054327
0,044763
0,01488
0,010324
0,033292
0,055726
0,035474

1,32
0,079628
0,046178
0,093838
0,068617
0,070443
0,136012
0,061036
0,030727
0,104888
0,123275
0,065407
0,088473
0,086655
0,087351
0,143054
0,062005
0,071152
0,058452
0,053412
0,028075
0,108416
0,095576
0,085988

1,36
0,063504
0,035781
0,057418

0,1046
0,079683
0,067156
0,042078
0,019589
0,064488
0,057814
0,034751
0,157688
0,057305
0,054142
0,073784
0,035206
0,055067
0,068441
0,063319
0,071649
0,079357
0,054481
0,067136

1,4
0,013341
-0,00043
0,009557
0,004503
0,010422
0,014262
0,009557
0,005256
0,014734
0,010554
0,001135
0,006976
0,00932
0,011374
0,015
0,007813
0,012255
0,011057
0,032839
0,046757
0,026338
0,008221
0,015445

1,44
0,006127
0,000683
0,003823
0,001988
0,004746
0,005084
0,006026
0,001415
0,004475
0,003762
0,000646
0,003249
0,002562
0,005734
0,006454
0,00384
0,006109
0,005355
0,006114
0,010968
0,008393
0,00337
0,002555

L48
0,008481
0,008435
0,006857
0,006439
0,007853
0,005%46
0,009267
0,000976
0,003387
0,005306
0,004868
0,009342
0,005149
0,008014
0,006433
0,007155
0,008233
0,010576
0,003219
0,002571
0,004963

0,00531
0,003554

114

1,52
0,007368
0,004305
0,005682
0,006865
0,005088
0,005907
0,009727
0,001958
0,008582
0,008435
0,003917
0,010841

0,00453
0,007734
0,005455
0,006387
0,009167
0,012786
0,004603
0,002181
0,008377
0,006258
0,008702



1,56
0,004615
0,000467
0,003793
0,002505
0,006189
0,00471
0,004831
0,000866
0,003603
0,00513
0,001715
0,002455
0,003124
0,005535
0,00578
0,0041086
0,005659
0,005253
0,004654
0,006269
0,004756
0,003546
0,003552

1,6
0,006659
0,001991
0,0068333
0,003242
0,0068315
0,010095
0,005702

0,00206
0,007729
0,00565
0,003671
0,00382
0,005528
0,007374
0,005681
0,005115
0,006624
0,004137
0,003492
0,002332
0,008412
0,008011
0,003578

1,64
0,004217
0,001482
0,00333
0,001626
0,003531
0,005525
0,004302
0,001718
0,006107
0,005143
0,002028
0,002112
0,00279
0,004141
0,005075
0,002515
0,003779
0,003306
0,005735
0,004577
0,008996
0,004726
0,003328

1,68
0,003284
0,002597
0,002475
0,002228
0,003336
0,002766

0,00378
0,0008
0,003332
0,002512
0,002124
0,002334
0,001835
0,003429
0,002855
0,002479
0,003007
0,003683
0,0025962
0,004748
0,004188
0,002501
0,001744

1,72
0,00503
0,005653
0,004158
0,004254
0,005358
0,003317
0,005557
0,000834
0,004006
0,00356
0,00355
0,005509
0,003452
0,004582
0,003404
0,003958
0,004101
0,006151
0,002516
0,002039
0,003687
0,004554
0,003587

1,76
0,005506
0,005001
0,004089
0,003862
0,005847
0,003024
0,005331
0,001045
0,004798
0,003605
0,003453
0,006616
0,003525
0,005012
0,003088
0,004198
0,004103
0,006048
0,003403
0,002656
0,004433

0,0043
0,005654

1,8
0,002915
0,002198
0,0015848
0,001703
0,002277
0,001856
0,003111
0,000592
0,003065
0,002252
0,001711
0,002018
0,001561
0,002641
0,001471

0,0021
0,00241
0,002618
0,00307
0,0036593
0,003287
0,002348
0,00283

1,84
0,0023598
0,002327
0,001506
0,001628
0,001746
0,001657
0,002359
0,000401
0,002216
0,001574
0,001383

0,00074
0,001358
0,002112
0,001059
0,001621
0,001577
0,001515
0,001513
0,002234
0,002409
0,001878
0,001863

1,88
0,002668
0,004104
0,002228
0,002676
0,002197
0,002263

0,00262
0,000439
0,002315
0,002603
0,002384
0,000813
0,002176
0,002606
0,001672
0,001808
0,002251
0,002472
0,001163
0,001564
0,002208
0,002637
0,002334

1,582
0,005148
0,008245
0,005047
0,005891
0,005737
0,003815
0,004601
0,000867

0,0042
0,003584
0,0046599
0,004466
0,004669
0,004376
0,003303

0,00374
0,004445
0,005677
0,001437
0,001789
0,002848
0,004544
0,005863

1,56
0,005717
0,007533
0,005217
0,006421
0,005041
0,004023
0,003711
0,001272
0,004586
0,005064
0,005469
0,005381
0,005825
0,005097
0,004069
0,004809
0,005136
0,006356
0,003087
0,003413
0,003731
0,004223
0,007719

2
0,008544
0,013796
0,011004
0,012342
0,008806
0,009723

0,00977
0,001676
0,007297
0,013428
0,013876
0,0095958
0,011022
0,010632
0,011424
0,009346
0,010445
0,009802

0,00275
0,003742
0,006181
0,009514
0,006543

2,04
0,023758
0,02836
0,028015
0,028255
0,022142
0,026483
0,02819
0,00552
0,021321
0,025634
0,028357
0,031336
0,026859
0,026094
0,030618
0,021806
0,025504
0,023671
0,008126
0,005271
0,018759
0,02365
0,015371

2,08
0,02674
0,021601
0,0255595
0,025796
0,023645
0,021254
0,023996
0,008301
0,032054
0,025881
0,023574
0,03645
0,023846
0,028583
0,031076
0,0245969
0,024415
0,024726
0,022614
0,014038
0,029681
0,025682
0,035531

2,12
0,011043
0,007541
0,005497
0,009836
0,010864
0,008251
0,012155
0,003456
0,013133
0,008868
0,008488
0,013045
0,008065
0,011351
0,008733
0,009321
0,011168
0,009581
0,01879
0,021084
0,014004
0,009515
0,030407

2,16
0,007839
0,005768
0,006885
0,005564
0,008513
0,005482

0,00883
0,002252
0,007728
0,005855
0,005664
0,008177
0,005558
0,007038
0,003843

0,00641
0,008623
0,006464
0,007241
0,008587

0,00842
0,006506
0,006352

2,2
0,002544
-0,00044
0,001578
0,001307
0,003128
0,002357

0,00343
0,000525
0,004054
0,002508
0,000545
0,001805
0,001445
0,002606
0,002248
0,002534
0,003061
0,002562
0,004987
0,006183
0,005054
0,002805
0,000504

2,24
0,005372
0,0025935
0,005323
0,005406
0,005527
0,006846
0,006782
0,001183
0,005145

0,00768
0,004001
0,005877
0,004886
0,008093
0,006815

0,00482
0,0068113

0,00362
0,001832

0,00256
0,004453
0,0068575
0,001565

2,28
0,006567
0,004316
0,006262
0,004637
0,006081
0,010263
0,006674
0,002874
0,010169
0,008516
0,005222
0,005038
0,006004
0,006278
0,008231
0,004553
0,005774
0,004316
0,005532
0,003036
0,011676
0,008891

0,00601

115

2,32
0,004551
0,004734
0,004138
0,004789
0,004509
0,004066
0,006069
0,001484
0,005859
0,004124
0,004365
0,004358
0,003708
0,00431
0,00344
0,003938
0,004654
0,004501
0,005847
0,007439
0,006679
0,004888
0,003705



2,36
0,006626
0,008141

0,00625
0,0081
0,006526
0,004439
0,009084
0,001425
0,005767
0,004689
0,005727
0,008742
0,005648
0,008615
0,005327
0,006088
0,006657
0,007958
0,003865
0,004289
0,005245
0,005686
0,004779

2,4
0,004734
0,003459
0,003724
0,004618
0,005735
0,003481
0,006605
0,001468
0,006041
0,003959
0,004453

0,01285
0,003041
0,004468
0,002913
0,004054
0,004921
0,005475
0,004754
0,003638
0,005477
0,004536
0,006673

2,44
0,003889
0,004409
0,003503
0,003083
0,003552
0,003175
0,00724

0,001044
0,004421
0,004821
0,005429
0,005183
0,003094
0,00381

0,001662
0,00285

0,004251
0,003121
0,003472
0,003727
0,005075
0,004782
0,002478

248
0,006048
0,006287
0,005557
0,003731
0,006334
0,004456
0,008082
0,001857

0,00626
0,005957
0,00835
0,004522
0,00504
0,005533
0,002007
0,004453
0,006746
0,003566
0,003575
0,003651
0,006573
0,006255
0,004356

2,52
0,003211
0,001178
0,00223
0,002071
0,002423
0,002257
0,00431
0,001072
0,004017
0,002453
0,001848
0,000455
0,00153
0,002553
0,00125
0,002284
0,002915
0,002333
0,00357
0,005966
0,005027
0,003157
0,001372

2,56
0,002386
0,000528
0,001326

0,00178

0,001503
0,001707
0,002803
0,000616
0,002631
0,001637
0,000721
-0,00076
0,00102

0,00166

0,000755
0,00156

0,001928
0,001526
0,001836
0,003386
0,003074
0,002044
0,000267

2,6
0,001163
0,00028
0,000404
0,00044
0,000508
0,001407
0,001578
0,000536
0,002254
0,001373
0,000121
-0,00116
7,52E-06
0,001038
0,000346
0,000771
0,001126
0,000278
0,001185
0,002063
0,002554
0,001652
0,000355

2,64
0,001315
0,001324
0,000801
0,001242
0,000558
0,001857

0,0021
0,000554
0,001546
0,002006
0,001016
-0,001189
0,000421
0,001532
0,000642
0,001033
0,001368
0,000473

0,00055
0,001912

0,00223
0,001578
0,000215

2,68
0,0025%6
0,003431
0,002305
0,003472
0,002365
0,002538
0,003405
0,000737
0,002884
0,002565
0,002715
8,02E-05
0,002086
0,002688
0,001327
0,002138
0,002568
0,002002
0,000555
0,001828
0,002733
0,002783

0,00102

2,72
0,003744
0,004048
0,003149
0,004679
0,003247
0,003273
0,003586
0,001004
0,004125

0,00455
0,003843
0,001745
0,003461
0,003677
0,002743
0,003811
0,003803
0,003053
0,001585
0,002376
0,003753
0,004006
0,002651

2,76
0,005573
0,004461
0,005019
0,005629
0,004568
0,005055
0,004813
0,001487
0,005358
0,007632
0,004489
0,002957

0,00579
0,005673
0,006488
0,005621
0,006276
0,004502
0,002758
0,003368
0,004873
0,005832
0,003632

2,8
0,004879
0,003722

0,00437
0,004234
0,003867
0,005569
0,004115
0,002116
0,006352
0,007963

0,0041

0,00249
0,005032
0,0053685
0,005659
0,004529
0,005405
0,003282
0,004548
0,004346
0,006626
0,005753
0,004172

2,84
0,003266
0,002865
0,002588
0,002558
0,002602
0,003887
0,006859
0,002143
0,006829
0,007719
0,00a038
0,008048
0,002531
0,003556

0,00255
0,002465
0,003715
0,001585
0,004565
0,005659
0,007542
0,005573
0,002459

2,88
0,001831
0,003099
0,001489
0,001821
0,001338
0,002487
0,002055
0,001345
0,00348
0,002135
0,001308
-0,00038
0,001325
0,001658
0,001133
0,001325
0,001873
0,000742
0,006156
0,005787
0,004572
0,002458
0,001102

2,92
0,002254
0,005079
0,002055
0,002455
0,001917
0,002627
0,003412
0,001139
0,002808
0,003106
0,002506
-0,00025
0,002107

0,00251
0,001347
0,001574
0,002337
0,001866
0,001609
0,003735
0,002503
0,003156
0,001734

2,96
0,002775
0,006185
0,002658
0,003202
0,0025915
0,002515
0,003588
0,001367
0,003797
0,003739
0,003347
0,001801
0,003268
0,002714
0,001453
0,002501
0,002704
0,002634
0,001723
0,002525
0,003766
0,003725
0,003179

3
0,003657
0,008222
0,003842
0,004603

0,00382
0,003623
0,004811
0,001512
0,004056
0,004529
0,004505

0,00258
0,004285

0,00415

0,00277
0,003662
0,003326
0,004082
0,002052
0,003562

0,00383
0,004257
0,003505

3,04
0,007773
0,013529
0,007546
0,008238
0,008463
0,005845
0,003075
0,002055
0,006389
0,007138

0,00824
0,007912
0,008247
0,007737
0,004687
0,006572

0,00637
0,008182
0,002521
0,004161
0,005091
0,007427
0,007788

3,08
0,007151
0,005443
0,005541
0,006281
0,008087
0,00454
0,005213
0,002372
0,008668
0,005617
0,005863
0,006559
0,006443
0,008121
0,003739
0,006104
0,005813
0,006179
0,005213
0,005834
0,00668
0,007426
0,011385
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3,12
0,00254
0,006018
0,002642
0,003329
0,003322
0,002555
0,002384
0,00155
0,003856
0,003643
0,003874
0,000456
0,002558
0,002336
0,001126
0,002311
0,002388
0,002235
0,00331
0,007128
0,003642
0,003526
0,002565



3,16
0,002656
0,009057
0,003176

0,0042
0,003
0,003322
0,002204
0,00153
0,004363
0,004528
0,004719
-0,00012
0,003706
0,002093
0,00107
0,002312
0,002353
0,002854
0,001385
0,004229
0,002574
0,004262
0,002365

3,2
0,004119
0,016812
0,006528
0,008313
0,004811
0,005578
0,007566
0,001739
0,004525
0,008564
0,01225
0,002347
0,007614
0,004474
0,00248
0,004317
0,004813
0,006274
0,001115
0,004087
0,002545
0,006549
0,003856

3,24
0,031518
0,05201
0,037744
0,033251
0,027452
0,034351
0,039953
0,005876
0,015341
0,037262
0,04589
0,024451
0,037735
0,031202
0,02144
0,034559
0,031469
0,041592
0,003928
0,004857
0,015607
0,034028
0,028343

3,28
0,030469
0,031011
0,027695
0,023408
0,030504
0,023513
0,025345
0,006708
0,024461
0,020548
0,021817
0,020869
0,030074
0,024256
0,017378
0,032468

0,02913
0,032345
0,030002
0,018185
0,031265
0,022757

0,02958

3,32
0,00442
0,002503
0,003611
0,003585
0,004679
0,004277
0,005308
0,003244
0,011477
0,002246
0,003242
0,00285
0,003133
0,003486
0,002105
0,00357
0,004477
0,003443
0,034659
0,025476
0,011547
0,005598
0,009204

3,36
0,004163
0,008649
0,004763
0,006253
0,004673
0,005017
0,008752
0,001972
0,005642
0,004753
0,006744
0,002262
0,00584
0,003965
0,002562
0,003507
0,005565
0,005508
0,003004
0,009126
0,005035
0,005962
0,003009

3,4
0,00971
0,019753
0,011022
0,012458
0,012335
0,010754
0,014212
0,002703
0,007948
0,009617
0,012772
0,002017
0,014328
0,009665
0,007355
0,012425
0,011857
0,013303
0,002639
0,004785
0,006322
0,005002
0,01435

3,44
0,0277
0,037738
0,027116
0,022385
0,031868
0,026402
0,023507
0,005513
0,019852
0,021533
0,025618
0,008767
0,03266
0,024209
0,018042
0,038801
0,029662
0,030848
0,016682
0,007007
0,014507
0,020567
0,021137

3,48
0,026668
0,032242
0,024902
0,018349
0,028351
0,025385
0,025235

0,00561
0,020384
0,015734
0,024385
0,007458
0,025881

0,02391
0,018081

0,03305
0,027712
0,028416

0,04455
0,016914
0,018184

0,01931
0,021086

3,52
0,018863
0,019225
0,016836
0,012789
0,019085
0,018014
0,020512
0,006162
0,022757
0,012779
0,015928
0,005521
0,015407
0,016268
0,01205
0,0261
0,019151
0,018561
0,045273
0,017787
0,022128
0,014508
0,024879

3,56
0,017262
0,018267
0,015458
0,014914
0,017684
0,016052
0,017974
0,003522
0,013001
0,011399
0,014958
0,005882
0,016741
0,0159236
0,014549
0,024189
0,017242
0,01896
0,036447
0,020111
0,011656
0,013722
0,011988

3,6
0,012161
0,0098657
0,010776
0,014272
0,012277
0,008246
0,009575
0,003839
0,014257
0,007071
0,010044

0,01166
0,008561
0,012352
0,005433
0,012759
0,012685
0,013769

0,02362
0,011002
0,012786
0,010279
0,019365

3,64
0,007546
0,009301
0,007644
0,010781
0,010109
0,007016
0,008616
0,002365
0,009235
0,005685

0,00827
0,006583
0,007278
0,007916
0,005545
0,007781
0,008354
0,009088
0,007314
0,010761
0,007771
0,008655

0,00952

3,68
0,011861
0,017023
0,012645
0,014508
0,011377
0,005822
0,013582

0,00282
0,011744
0,010445
0,014757
0,010752
0,011672
0,014058
0,011711
0,013102
0,010368
0,012609
0,0060537
0,006538
0,008243
0,012636
0,013053

3,72
0,025421
0,045314
0,034828
0,031357
0,02845
0,025756
0,041052
0,004576
0,018549
0,023867
0,037648
0,025252
0,036546
0,02796
0,021336
0,034784
0,030908
0,034855
0,005765
0,007834
0,013177
0,026208
0,0207

3,76
0,031176
0,026785
0,025732
0,021927
0,032906
0,026047
0,028303
0,008921
0,033189
0,021472
0,025301
0,014058
0,026913
0,030529
0,021788
0,042781
0,028049
0,032158
0,043419
0,013744
0,027668
0,027259

0,04055

3,8
0,019508
0,015246
0,016228
0,014743
0,018883
0,014623
0,016834
0,00535
0,02093
0,009007
0,014388
0,013753
0,016009
0,016014
0,011663
0,023239
0,018206
0,019057
0,040077
0,025466
0,015273
0,013582
0,018401

3,84
0,019582
0,020334
0,017504
0,016678
0,015842
0,018261
0,022409
0,00352
0,01502
0,011842
0,017798
0,007728
0,01941
0,019139
0,014353
0,028528
0,019524
0,018424
0,021672
0,016802
0,01275%
0,01477
0,015358

3,88
0,016722
0,011275
0,013736
0,013085
0,016976
0,014426
0,018055
0,005273
0,020756
0,01018
0,015316
0,008534
0,013425
0,015643
0,011224
0,022724
0,015801
0,014436
0,033222
0,011255
0,018077
0,015023
0,020151
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3,92
0,021855
0,018215
0,01951
0,01856
0,021718
0,020033
0,02502
0,005103
0,020575
0,012588
0,018185
0,012056
0,019651
0,022176
0,016575
0,031638
0,02171
0,020651
0,022549
0,016289
0,018326
0,0185339
0,021185



3,96
0,011227
-0,00067
0,006466
0,007054
0,011846
0,008585
0,009081
0,003584
0,014842
0,002848

0,0056
0,00267
0,004471
0,010727
0,006553
0,012853
0,009773
0,006368
0,038625
0,015478
0,014675
0,009782
0,013521

4
0,0055961
-0,00177
0,00349
0,005621
0,006153
0,005427
0,006303
0,002232
0,008166
-0,00032
0,002556
0,002064
0,001542
0,005354
0,002255
0,00468
0,00573
0,003288
0,009655
0,010886
0,008403
0,005655
0,001573

4,04
0,002809
0,00514
0,000622
0,001499
0,002938
0,004012
0,003996
0,001764
0,006759
-0,00084
0,000191
0,00163
-0,00076
0,002928
0,00094

0,002305
0,002717
0,000105
0,00532

0,005386
0,007011
0,00441

0,00102

4,08

0,003535
-0,00316
0,001426
0,00278

0,004609
0,005365
0,004564
0,001881
0,008426
0,000828
0,001507
-0,00142
5,57E-05
0,00345

0,002087
0,003312
0,003642
0,001508
0,003578
0,004479
0,006814
0,00555

-0,00084

4,12
0,005327
-0,00072
0,003063
0,011027

0,0079
0,007239
0,008505
0,002177
0,008608
0,001556
0,003355
0,014877
0,001812
0,004672
0,000554
0,001483
0,005346
0,000146
0,004612
0,005006
0,007545

0,00685
-0,00109

4,16

0,005362
-0,00178
0,002636
0,010387
0,008542
0,006828
0,005549
0,002749
0,010158
0,000862
0,002191
0,012267
0,000598

0,004532
3,08E-05
0,00161

0,006781
0,0002386
0,006778
0,005796
0,008006
0,006367
-0,00158

4,2
0,002012
-0,00445
-0,00033
0,000507
0,001703
0,004364
0,003564
0,001873
0,006733
-0,00114
-0,00014
-0,00482
-0,00183
0,00204
B,63E-05
0,001222
0,00203
-0,00168
0,005131
0,006418
0,007181
0,003541
-0,00201

4,24
0,002066
-0,00333
-1,7E05
0,001214
0,001639
0,004851
0,00376
0,001839
0,006634
-0,0005
0,000561
-0,0056
-0,00147
0,002216
6,81E-05
0,00108
0,002083
-0,00173
0,003073
0,00473
0,006349
0,004436
-0,00178

4,28
0,003027
-0,00233
0,001074
0,002782
0,003559
0,006222
0,004805
0,002203
0,008153
0,001251
0,001825
-0,00483
-0,00014
0,003251
0,000546
0,001556
0,002605
-0,00111
0,003346
0,004818
0,008024
0,005851
-0,00237

4,32
0,003152
-0,00247
0,001056
0,00285
0,003617
0,0072
0,005003
0,002535
0,009557
0,001012
0,002059
-0,00542
-0,00026
0,003264
0,001329
0,002084
0,002744
-0,00146
0,004726
0,005578
0,009547
0,006515
-0,00115

4,36
0,002561
-0,00245
0,000523
0,002438
0,003466
0,00637
0,004508
0,002445
0,009233
-0,00042
0,001317
-0,00842
-0,00074
0,002771
0,000532
0,001532
0,002485
-0,00135
0,004707
0,007144
0,009662
0,00587
-0,00133

5,52
5,95E-05
0,000582
0,0006857
0,00185
0,000486
0,00243
3,37E-05
0,046404
0,00279
0,00105
0,00014
0,00435
0,00032
3,26E-05
0,000371
0,00013
0,000228
0,00123
-2,7E-05
0,012361
0,00165
0,00428
6,13E-05

5,56
6,26E-05
-0,00085
0,000556
-0,00149
0,000247
-0,00234
5,93E-06
0,04265
-0,00261
-0,00087
-0,00011
0,003981
0,000357
9,68E-05
0,000285
-0,00017
0,000185
0,001115
-1,6E-05
0,011157
-0,00155
0,002646
4,83E-05

5,6
5,75E-06
-0,00065
0,000825
-0,00162
0,000171

-0,0022
1,54E-05
0,035475
-0,00241
-0,00074
-f.3E06
0,003582
0,000673
0,000121
0,000155
-0,00018
0,000289
0,001054
-8,3E-05
0,010416
-0,00157
0,001007
-0,000189

5,64
0,000135
-0,00045
0,000431
0,00137
0,000487
-0,00204
7,03E-05
0,036911
-0,00224
-0,00063
3,32E-05
0,003435
0,000851
0,000252
0,000169
-0,00011
0,000287
0,001008

-2E-05
0,009583
-0,00153
-0,00043
-0,00025

5,68
9,96E-05
-8,3E-05
0,000426
-0,00145
0,000205
-0,00204
5,65E-05
0,034762
-0,00205
-0,00054
0000158
0,003231
0,00095
0,000258
5,7E-05
-0,00016
0,000328
0,000554
-2,9E-05
0,00903
-0,00139
-0,00188
-0,00061

5,72
0,0001459
0,000342
0,000637
-0,00116
0,00031
-0,0019
0,000197
0,032763
-0,00171
-0,00036
0,00035
0,003455
0,000661
-0,00014
3,25E-05
-0,00014
0,000466
0,0005952
2,8E-05
0,007958
-0,00129
-0,00152
-0,000459

5,76
0,000453
0,001061
0,000791

-0,0007
0,001021
-0,00165
0,000327
0,03107
-0,00108
-0,00014
0,000897
0,004342
0,001046
-0,00018
7,17E-05
0,000165
0,000824
0,001396
0,0001
0,006683
-0,00117
-0,00105
-0,00035

5,8
0,00111
0,0022
0,001148
0,000177
0,001012
-0,00135
0,000292
0,025831
-2,1E-05
2,34E-05
0,001282
0,005323
0,001537
-0,00015
0,000104
0,00048
0,001639
0,001595
0,000345
0,006655
-0,00085
-0,00068
AE-05
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5,84
0,000786
0,001269
0,000937
-0,00039
0,0006852
-0,00143
0,000133

0,02843
-0,0004
-0,00017
0,000544
0,003889
0,001017
-0,00022
3,74E-05
1,08E-05
0,001384
0,00057
0,00052
0,007123
-0,00083
-0,00088
-0,00015



5,88
0,000428
0,000816
0,000671
-0,00085
0,000358
-0,00153
0,000118
0,027217
-0,00088

-6,9E-05
0,000847
0,002574
0,000541
-0,00019
5,94E-05
6,98E-05
0,001114
0,000853
0,000558
0,007303
-0,00083
-0,00112
-0,00024

5,92
8,84E-05
0,001229
0,000556
-0,00054
0,000155
-0,00141
7,93E-05
0,026061
-0,00126

-4E-05
0,001333
0,002512
0,000458
-8,4E-05
0,000118
-3,3E-05
0,000554
0,000575
0,000757
0,00747
-0,00074
-0,00107
-0,00035

5,96
-0,0001
0,001476
0,000352
-0,00095
0,000222
0,0014
2,84E-05
0,025029
0,00171
-1,5E-05
0,00175
0,00156
0,000371
-0,00014
2,76E-05
-0,00012
0,000235
0,000473
0,001053
0,007871
-0,00072
0,00111
-0,00035

5]
-0,00013
0,002021
-0,00014
-0,00058
0,00018
-0,00131
B,4E-05
0,023548
-0,00168
1,6E-05
0,00225
0,001406
0,000547
8,2E-05
1,02E-05
-0,00016
5,54E-05
0,000348
0,001431
0,008254
-0,00056
-0,00105
-0,00047

6,04

-7,5E-05

0,002914
-0,00012
-0,00103
3,31E-05
-0,00124
-5,5E-05

0,023072
-0,00159
-0,00036
0,002913
0,001369
0,000401
-0,00011
-3,1E-05

-0,00012
-0,00018
0,000317
0,001982
0,008453
-0,00041
-0,00103
-0,00048

6,08

-0,00015
0,003369
-0,00018
0,00124
-5,4E-05
0,00123
-0,0001
0,021548
-0,00148
-0,0005
0,003377
0,001141
0,000385
-9,BE-05

-4E-05
-0,00012
-9,5E-05
0,000303
0,002675
0,00863
-0,00032
-0,00096
-0,00045

6,12
-0,00019
0,003555

-0,0002
-0,00138
0,00018
-0,00115
-0,00011
0,020874
-0,00127
-0,00045
0,003619
0,001205
-0,00067
-0,00015
8,2E-05
-0,00015
2,03E-06
0,000329
0,003705
0,008763
-0,00021
-0,0009
-0,00048

6,16
-0,00014
0,003473
-0,0002
-0,0013
0,000102
-0,00115
-0,00015
0,019843
-0,00106
-0,00027
0,003304
0,000887
-0,00062
-9,7E-05
-BE-05
-0,00018
-5E-05
0,000249
0,004528
0,008405
-0,0003
-0,00092
-0,0005

6,2
-0,00014
0,001614
-0,00025
-0,00122
8,72E-05
-0,00107
-0,00011
0,018733
-0,00111
-0,00042
0,002267
0,000783
-0,00048
-3,6E-05
-5,6E-05
-0,00018
-0,00011
0,000152
0,004574
0,007814
-0,00054
-0,00086
-0,00054

6,24
-0,00012
-0,00129
-0,00016
-0,00111
-0,00014
-0,00085
-7, AE-05
0017578
-0,00123
-0,00034
0,001372
0,00073
-0,00052
-7, AE-05
8,BE-05
-0,00015
6,51E-05
0,000184
0,003741
0,006586
-0,00086
-0,00079
-0,00049

6,28
-9,7E-05
-0,00156

-0,0001
-0,001
-0,00011
-0,0009
-9,2E-05
0,018413
-0,0012
-0,00035
0,000655
0,000647
-0,00047
-8,4E-05
-2,5E-05
-0,00013
-1,6E-05
8,06E-05
0,001626
0,00606
-0,00078
-0,00077
-0,00042

6,32
-0,00014
-0,00223
-9,5E-05
-0,000593
-0,00047
-0,00083

-2E-05
0,015241
0,00113
-0,00042
0,000203
0,000708
-0,00058
-0,00012
-4,7E-05
-0,0001
-3,3E-05
0,000109
0,000515
0,005251
-0,00079
-0,00069
-0,00037

6,36
-0,00016
-0,00185
-0,00011
-0,00089
-0,00056
-0,00087
-6,5E-05
0,014082
-0,00124
-0,0004
8,5E-05
0,000681
-0,00047
-3,2E-05
-0,00011
-0,00011
-0,00011
0,000106
-5,1E-05
0,004248
-0,0007
-0,00078
-0,00047

6,4

-5,3E-05
-0,00166
-0,00018
-0,00086
-0,00041
-0,00086
-0,00011
0,012877
-0,00121
-0,00031
-0,00032
0,000584
-0,00055
-8,3E-05

-7E-05
-0,00012
-6,3E-05
9,55E-05
-0,00027
0,003273
-0,00074
-0,00056
-0,0004

6,44
-0,00016
0,00137
-0,00022
-0,00086
-0,00046
40,0008
-0,00014
0,011621
0,00111
-0,00025
-0,00041
0,000411
-0,00051
-0,00011
-5,6E-05
-0,00014
-8,2E-05
6,35E-05
-0,00026
0,002501
-0,00073
-0,00065
-0,0004

6,48
-0,00016
-0,00126
-0,000189
-0,00074
-0,00069
-0,00078
-0,00011
0,010442
-0,00108
-0,00024
-0,00053
0,00033
-0,00045
£, 7E-05
-7,1E-05
-6,1E-05
8,3E-05
8,95E-05
-0,00028
0,001781
-0,0007
-0,00057
-0,00041

6,52

-9,8E-05
-0,00117
-0,00012
-0,00072
-0,00041
-0,00072
3,98E-05
0,009505
-0,00107
-0,00019
-0,00046
0,000316
-0,00035
-8,3E-05
-0,00012
-0,00015
-4,7E-05
6,25E-05
-0,00026
0,001357
-0,00065
-0,00054
-0,0004

6,56
-6,5E-05
0,00111
-0,00013
-0,00067
-0,00064

-0,0007
-9,BE-05
0,008491
-0,00102
-0,00017
-0,00052
0,000368
-0,00038
-4,6E-05
-4,6E-05
-8,6E-05
-4,2E-05
6, 7BE-05
-0,00024
0,00087
-0,0006
-0,00045
-0,00041

6,6
-0,00011
-0,00088

-BE-05
-0,00065
-0,00042
-0,00067
-0,00012
0,007574
-0,00089
-0,00014
-0,00045
0,000319
-0,00038
-4,5E-05
-6,6E-05
-4,7E-05
B4E-05
0,000104
-0,00023
0,000567
-0,00081
-0,00045
-0,00039
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6,64
-5,7E-05
-0,00056
-7, 1E-05
-0,00086
-0,00055
-0,00061
-8,2E-05
0,006745
-0,00053
-1,5E-05
-0,00046
0,000176
-0,00035
-BE-06
-8,1E-05
-6,6E-05
-4,3E-05
3,B5E-05
-0,00019
0,000322
-0,00057
-0,00046
-0,00036



6,68
-£8,5E-05
-0,00077
-7,2E-05
-0,00051
-0,00047
-0,0006
1E-05
0,00558
-0,00081
1,44E-05
-0,00049
0,000143
-0,00036
-4,7E-05
-3,5E-05
-0,00011
-1,5E-05
6,15E-05
-0,00026
0,000181
-0,00054
-0,0004
-0,00032

6,72

0,000137
-0,0004
0,000139
-0,00034
-0,00025
-0,00035
0,00025
0,005333
-0,00076
0,000159
-0,00017
0,000303

-SE-05
0,000111
1,56E-05
9,32E-05
0,000137
0,000268
-0,00018
-7,3E-05

-0,00046
-0,00023
-0,00014

6,76
-4,8E-06
0,00048
6,95E-05
-0,00045
-0,00026
-0,00048
8,67E-05
0,004712
-0,00056
1,77E-07
-0,00032
0,000244
-0,00019
0,00011
-1,8E-07
8,86E-05
9,74E-05
0,000152

-SE-06
-7,6E-05
-0,00026
-0,00029
0,00015

6,8
5,14E-05
-0,00048
5,35E-05
-0,00038
-0,00047
-0,00044
0,000156
0,004149
-0,00066
0,000108
-0,00021
0,000456
-0,00016
0,000229
0,000274
5,45E-05
6,48E-05
0,000241
-0,00011
-6,8E-05
-0,00037
-0,00021
£, 7E-05

6,84

0,000154
-0,0002
0,000173
-0,00022
-0,00032
-0,00038
0,000363
0,003672
-0,00055
0,000237
-0,00011

0,0007
-8,5E-05
0,000245
0,000143
0,000213
8,63E-05
0,000348
-0,00012
-0,00015
-0,00027
-0,00016
4,23E-05

6,88
0,00019
-8,2E-05
0,000197
-6,6E-05
-0,00022
-0,00027
0,000521
0,003242
-0,00051
0,000197
-6,5E-05
0,0008
5,91E-05
0,000173
0,000146
0,000184
0,000202
0,000361
-5,1E-05
-0,00021
-0,00025
-0,00017
-5E-05

6,92
0,000768
0,000428
0,0006852
0,000572
0,0006855
9,37E-05
0,0007=7
0,0025952
-0,00023
0,0005593
0,000392
0,001378
0,000524

0,00082
0,000455
0,000846
0,000761
0,000955
2,85E-05
-0,00022

-5 AE-05

0,0004
0,0009596

6,96
0,000375
-0,00012
0,000386
4,84E-05
-3,2E-05
-0,00016

0,00038
0,002558
-0,00026
0,000173
2,75E-05
0,000314
5,76E-05
0,000423
0,000275
0,0003597
0,000352
0,000408
0,000334
7,37E-05
2,73E-05
0,000216
0,000783

7
0,000265
-4,3E-05
0,00023
-4,5E-05
8,35E-06
-0,00015
0,000317
0,002251
-0,00014
0,000236
2,6E-05
0,000278
0,000118
0,000424
0,000267
0,00031
0,000352
0,000488
0,000225
-3,5E-05
-0,00012
5,18E-05
0,000507

7,04
0,000254
1,6E-05
0,000285
2,34E-05
8,6E-05
-#,6E-05
0,000867
0,001572
-0,00026
0,000341
0,000181
0,000172
4,52E-05
0,000414
0,000222
0,000373
0,000364
0,000526
7,51E-05
-0,00013
-6,1E-05
0,000166
0,000337

7,08
0,000751
0,000566
0,000724
0,00033
0,000225
6,76E-05
0,000506
0,001786
1,44E-06
0,000158
0,000251
0,000335
0,000559
0,000707
0,000348
0,000712
0,000776
0,000587
0,000139
-0,00017
0,000242
0,000202
0,000479

7,12
0,000158
0,00031
0,000184
-0,00018
-0,00033
-0,00025
0,00019
0,001454
-0,00026
5,1BE-05
-0,00021
0,001262
7,16E-05
0,000123
6,73E-05
0,000157
0,000181
0,000302
0,000319
8,95E-05
-6,1E-05
-3,6E-05
-0,00015

7,16
2,01E-05
-0,0003
9,08E-05
-0,00021
-0,00027
-0,0002
0,00015
0,001288
-0,00034
6,66E-05
£,2E-05
0,000458
-7,6E-05
0,000121
6,87E-05
7,83E-05
0,000164
0,000165
4,63E-05
-0,00029
-0,00017
-0,00012
8,1E-05

7,2
0,000404
0,000255
0,000375
0,000551
0,000265
6,15E-05
0,000738
0,001146
-0,00021
0,000382
0,000326
0,000925
0,000248

0,00054
0,000279
0,000475
0,000435
0,0006822
1,68E-06
-0,00034
-0,00011
0,000265
0,000217

7,24
0,000374
-2, 4E-05
0,00018
8,1E-05
0,000474
-0,00013
0,000206
0,00103
-5,BE-06
0,000217
0,000173
0,001185
6,64E-05
0,000377
0,000173
0,000359
0,000351
0,000456
0,00026
-0,00015
0,000161
0,000278
0,000379

7,28
0,000259
AE-05
0,0002
1,23E-05
1,24E-05
-0,00013
0,000205
0,000506
5,63E-05
0,000169
0,000282
0,00047
-1,2E-05
0,000255
0,00015
0,000237
0,000165
0,000239
3,92E-05
-3E-06
-34E-05
0,000141
9,68E-05

7,32
0,000362
0,0005389
0,000481
0,000456
0,000231
2,57E-05
0,000529

0,00075

1,15E-05
0,00023
0,000334
0,000588
0,000275
0,000557
0,000455
0,000451
0,000406
0,000643
9,35E-05
-0,00014
3,6E-05
0,000209
0,000241

7,36
0,000678
0,000357
0,000673
0,000744
0,000551
B8A7E-05
0,000377
0,000711
0,000405
0,000161
0,000421
0,002046
0,000507
0,000829
0,0006827
0,000823
0,000552
0,001007
0,000244
-0,00014
7,01E-05
0,000243

0,00064

74
0,000371
0,000134
0,000301
0,000304
0,000321

-3,2E-05
0,000152
0,000582
0,000147
7,12E-05
5,53E-05
0,000958
0,000179
0,000493
0,000367
0,000438
0,000287
0,000431
0,000338

2,4E-05
6,02E-05
0,000111
0,000153
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7,44
0,000479
0,000326
0,000446
0,000442
0,000563
-7,5E-06
0,000214
0,000473
2,47E-05
4,8E-05
4,37E-05
0,001445
0,000374
0,000412
0,000293
0,000596
0,000425
0,000724
0,000104
-6,9E-05
4,66E-05
9,3E-05
0,00017



7,48
0,000125
-0,00036
5,B5E05
-0,00023
-0,00017

-0,0002

-1,1E-05
0,000372
-0,00016
-3,8E-05
-0,00013
0000189
-0,00014
-7, 2E-06

-5E-05
EB3E06
0,000101

-5E-05
0,000132
£,9E-05
-5,3E-05
-1,3E-05
-0,00017

7,52
-1,5E-05
-0,00032
5,05E-05
-0,00028

-0,0004
-0,0002
-4,1E-05
0,000288
-0,0003
-2,BE-05
-0,0003
-59,8E-05
-0,00021
2,51E-05
-4,6E-06
2,83E-05
1,62E-05
-8,6E-05
-5,9E-05
-0,00021
-0,00011
-0,00011
-0,00016

7,50
2,2E-05
-0,00014
2,55E-05
0,00017
-0,00033
4,00016
5,15E-05
0,000251
4,00031
5,9E-05
4,00018
5,65E-05
0,00026
1,35E-05
-3,4E-06
-1,4E-06
-2,2E-05
-5,6E-05
0,00012
40,0003
-fAE-05
-8,5E-05
3,46E-05

.6
5,89E-05
£,5E-05
E,09E-05
-0,00013
-0,00026
4,02E-05
0,000424
0,000224
-0,00026
0,000374
-0,00011
4,27E-05
8,8E-05
0,000228
&, 09E-05
0000118
3,75E-05
+,5E-05
-2,3E-05
-0,00021
-0,00015
0,000293
0000138

7,64
0,000246
0,000124
0,000226
5,03E-05
-8,2E-05
-6,5E-05
0,0003537
0,000214
-2,1E-05
0,000105
0,000125
-,6E-05
B46E-05
0,000152
0,000158
0,000345
0,000223
5,86E-05
-#,1E-05
-0,00023
0,000152
8 17E-05
0,000135

7,68
0,000102
5,89E-05
0,000214
-1,BE-05
0,00018
-6,4E-05
0,000235
0,000133
£,00014
0,000187
-3,3E-05
-3,3E-05
0,000208
0,000254
0,000294
0,000178
9,16E-05
0000147
0,000168
-2,8E-06
342E-05
6, 75E-05
0,000248

7,72
0,000165
3,86E-05
00001685

3,8E-05
-0,00015
2,82E-05
0,000251
0,000125
-0,00011
0,000285
8,6E-06

-0,0001
2,51E-05
0,0003591
0,00032

0,00021
0,000145
0,000116
2,21E-05
-0,00017
3,05E-05
0,000331
0,000792

7,70
0,000713
0,000836
0,000702
0,000842
0,000213
0,000335
0,000785
0,000173
0,000138
0,000562
0,000431
-0,00032
0,000328
0,001124
0000678
0,000722
0,000633
0,000547
8,21E-05
-3,8E-05
5,61E-05
0,000515
0,001332

7,8
0,000333
2,08E-05
0,000263
0,000188
-F4E-05
0,000165
0,000556
0,000174

0,00031
0,000175
0,000254
-0,00022
0,000557

0,00035
0,000258
0,000578

0,00036
0,000546
0,000304
6,92E-05
0,000465
0,000374
0,000348

7,84
0,000338
3,96E-06
0,000265
0,000204
-0,00017
F23E-05
0,000273
8 57E-05
0,000179
B41E-05
0,000185
FBAE-05
9,72E-05
0,000235
0,000121
0,000385
0,000321
0,000224
0,000258
0,000252
0,000361
0,000333
0,000103

7,88
0,000152
7,37E-07
0,000167
-4,9E-05
-5,6E-05
-6,2E-05
3,57E-05
3,15E-05
-fE-05
-3E-05
-1,8E-05
0,000166
<E-05
7,5E-05
-2,6E-06
0,000162
0000118
0,000134
0,00027
0,000115
0000167
6,43E-05
-0,00013

7,92
B,87E-06
-0,00014
3,15E-06
-0,00011
-,00032
-8,9E-05
4,3E-05
9,61E-06
40,00012
-0,00013

SE-05
0,000508
-2,2E-06
-2E-05
-4,1E-05
1,53E-05
#,3E-05
-8,8E-05
0,000107
-3,2E-05
-2,3E-05
-1,4E-05
-0,00015

7,56
-1,4E-05
-0,00021
A 4E-05
-0,00012
£,2E-05
-5,0E-05
S,4E-05

-2E-05
-0,00014
-1,4E-05
-0,00014
-0,00018
-0,00016
5,92E-05
-5,3E-05
-5,2E-06
-3,5E-06
-0,00011
-2,5E-05
8,2E-05
3,04E-05
-1,5E-05
-0,00014

8
2,33e-07
-8,7E-05
-3,fE0S
-0,00016
-0,00016
-f,1E-05
-F,7E-0S
-1,6E-05
-f,6E05
2,07E-05
-0,00013
-,6E-05
-0,00011
F,05E-06
-3,3E-05

F,6E-05
-5,4E-06
-0,00015
-6E-05
-b,9E-05
2,67E-05
4,8E-05
-0,00015
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APENDICE IlI

Planilha com os dados espectrais de RMN de
'H a partir de amostras de Urina, usando o pré-
processamento Normalizacao pela soma,
utilizadas no presente trabalho



Amoestra
Al
A2
A3
Ad
A5
Ab
A7

AlD
All
AlS
Ale
Al7
Bl
B2
B3

B6
BOS
B10O
B11
CB1
CB3
CB4
CBS
CB6
CR1
CR2
CR3
CR4
CRS

Classe
Ccp
CcP
Ccp
CP
cp
Ccp
cp
Ccp
Ccp
CP
Ccp
Ccp

[ R R R R I ]

CB/CR
CB/CR
CB/CR
CB/CR
CB/CR
CB/CR
CB/CR
CB/CR
CB/CR
CB/CR

0,05
0,00264
0,002005
0,006687
0,001685
0,002584
0,001785
0,004731
0,005614
0,010475
0,014673
0,002306
0,001314
0,005207
0,001279
0,001501
0,004256
0,005483
0,005579
0,006118
0,006189
0,00182
0,003844
0,00115
0,001886
0,026659
0,017484
0,00167
0,005279
0,005532
0,008707

01
0,000239
0,000159
0,000311
0,000424
0,000133
0,000114
0,000724
0,000312
0,000247
0,000241
0,000128
0,000149
0,00034
9,68E-05
0,000192
0,000389
0,000581
7,9£-05
0,000125
3,55E-05
0,00012
0,000538
1,59E-05
0,000444
9,64E-05
0,000428
0,000238
-1,4E-05
-8,4E-07
-0,00015

0,15
0,000154
0,000134
0,000247
0,000443
0,000112
6,21E-05
0,0003
0,000187
0,000363
0,000203
9,6E-05
0,000163
0,000191
4,71E-05
0,00014
0,000377
0,000417
5,87C-05
9,84E-05
0,000113
0,000159
0,00052
4,67E-05
0,000531
0,000199
0,000487
0,000262
0,00014
3,86-06
-2,1E-05

02
8 11E-05
9,91E-05
2,65E-05
0,000431
3,62E-05
3,52E-05
0,00016
8,77E-05
-5,6E-06
1,26-05
9,33E-05
6,84E-05
1,84E-05
3,52E-05
4,54E-06
0,00031
0,000133
-5,6E-05
-1,56-05
4,23E-05
0,000106
0,000629
6,27E-05
0,000567
0,000189
0,000228
3,78E-05
0,000144
1,12E-05
1,08E-05

0,25
-3,3E-05
0,000103
8 15605
0,000436
1,93E-06
-1,3E-05
7,47E-05
-1,7E-05
-9,9E-05
5,91E-05
7,71E-05
5,11E-05
-2E-05
5,28E-06
-2,1E-05
0,000293
-3,2E-05
-0,00014
-3,6E-05
9,53E-06
7,36E-07
0,000603
5,79E-05
0,000607
-0,00013
0,000121
2,87E-05
7,55E-05
22,7605
-8,7E-05

03
5,82E-06
0,000135
2,76E-06
0,000472
-2,8E-05
-1,8E-05
8,62E-05
1,87E-05
-0,00019
-5E-05

4,39E-05
5,33E-05
-5,6E-05
-1,2E05
4,4E-05
0,000321
4,4E-05
-0,0002

-5,8E-05
8,93E-05
1,98E-05
0,00065

9,356-05
0,000677
-2, 7605
0,000106
-2,2E05
0,00012

1,68E-05
-9,1E-06

0,35
-6E-05
0,000189
0,000123
0,000528
-1,8E-05
-1,96-05
0,000151
-1,4E-05
-0,00015
-8,8E-05
0,000119
5,99E-05
-3,2E-05
9,91E-06
-2,6E-05
0,000345
2,1E-05
-0,00018
-§,2E-05
5,08E-05
6,74E-05
0,000737
0,000155
0,000732
4,9E-05
7,92E-05
-3,9E-05
0,000149
4,69E-05
3,7E-05

04
5,12E-07
0,000335
1,78E-05
0,000587
7,47E-05
5,43E-05
0,000245
2,39E-05
-6,7E-05
3,73E05
0,00017
0,000132
6,38E-06
3,87E-05
3,57E-06
0,000431
8 11E-05
-9,4E-05
2,3E-05
8,91E-05
5,77E-05
0,000744
0,000243
0,000928
0,000196
3605
0,000135
0,000238
2,45E-05
0,000138

0,45
-7,4E-05
0,000195
1,95E-05
0,000577
-8,7E-06
4,28E-06
0,000213
4,4E-05
-7,9E-05
-1,1E-05
0,000145
0,000119
0,000116
2,03E-05
-6,6E-05
0,000403
-6,3E-05
-0,00024
-5,4E-05
5,95E-05
7,14E-05
0,000935
0,000156
0,000971
-6,8E-05
7,54E-05
-3,7E06
0,000213
6,86E-05
-9,4E-07

0,5
-3,56-05
0,000186
0,000145
0,00061
-6,6E-05
-1,1E-05
0,000265
-0,00011
-0,00014
-1,4E-05
0,000133
0,000186
0,000167
1,66E-05
-5,2E-05
0,000413
-0,00013
-0,00025
-6,8E-05
2,06E-05
9,51E-05
0,001068
0,00019
0,001107
-0,00028
5,37E-06
6,7E-07
0,00027
8,26E-05
3,52E-05

0,55
-2,8E-05
0,000297
0,000142
0,00071
3,14E-05
6,7E-05
0,00035
-5,3E-05
-0,00014
6,58E-05
0,000218
0,000291
0,000124
6,4E-05
-3,8E-05
0,000479
-5,4E-05
-0,00023
-5,5E-05
8,71E-05
0,000174
0,001252
0,000288
0,001379
0,000208
8,23E-05
0,000121
0,000375
0,000109
0,000167

06
1,07E-05
0,000369
0,000191
0,000771
-3,8E-05
8,91E-05
0,000372
3,74E-05
2,2E-05
-1,7E-05
0,00029
0,000372
0,000164
0,000135
-5,2E-05
0,000616
-1,5E-05
-0,00022
2,2E-05
0,000131
0,000211
0,001439
0,00035
0,001612
-6,3E-05
0,000294
0,000221
0,000448
0,000171
0,000167

0,65
-6,5E-07
0,000399
0,000252
0,000834
5,98E-05
8,82E-05
0,000433
5,17E-06
-3,1E-05
2,71E-06
0,000322
0,000444
0,000209
0,000151
-1,1E-05
0,000619
-4,6E-05
-0,00022
3,9E-06
0,000122
0,000224
0,001695
0,000555
0,001843
0,000592
0,000234
0,000168
0,000574
0,000232
0,000276

0,7
5,12E-05
0,000555
0,000425
0,001019
0,000118
0,000209
0,000607
6,25E-05
9,65E-05
0,000187
0,000422
0,000561
0,000253
0,000288
7,7E-05
0,000722
2,78E-05
-0,00016
0,000162
0,000252
0,000352
0,00212
0,000894
0,002294
0,000299
0,000219
0,000222
0,000677
0,000336
0,000343

0,75
0,000209
0,000742
0,000643
0,00128
0,000287
0,000609
0,000831
0,000359
0,000348
0,000425
0,000701
0,000792
0,000355
0,003035
0,000223
0,000996
0,000356
5,92E-05
0,000401
0,000434
0,000563
0,002588
0,001093
0,00279
0,000496
0,000265
0,000535
0,001094
0,000449
0,000609

0,8
0,000319
0,001034
0,000928
0,001703
0,000414
0,000677
0,001087
0,00074
0,000545
0,000556
0,000869
0,001004
0,000719
0,003347
0,000285
0,001444
0,000423
0,000199
0,00057
0,00057
0,000862
0,003078
0,001375
0,003527
0,002387
0,000475
0,000987
0,001527
0,00074
0,000817

0,85
0,000701
0,001497
0,001376
0,002034
0,000781
0,001268
0,001639
0,000926
0,000688
0,001063
0,001487
0,001618
0,001381
0,002439
0,00083

0,001614
0,000933
0,000521
0,001045
0,001161
0,001083
0,004528
0,001858
0,005221
0,001521
0,00102

0,001041
0,002081
0,001212
0,00139

123

0,9
0,003434
0,00442
0,00364
0,004962
0,003049
0,005099
0,004407
0,003657
0,003571
0,003359
0,004587
0,004365
0,005188
0,010088
0,004497
0,00394
0,004641
0,003064
0,003938
0,004611
0,00353
0,008511
0,005661
0,012446
0,003599
0,005137
0,003996
0,005432
0,003606
0,004193



0,95
0,004354
0,004765
0,004255
0,005489
0,00399
0,005888
0,005628
0,004292
0,0042
0,004105
0,004721
0,004468
0,006023
0,010876
0,004958
0,004662
0,006206
0,003736
0,004318
0,004421
0,004405
0,009272
0,005872
0,015799
0,004517
0,006938
0,004798
0,005477
0,003998
0,004462

1
0,002298
0,003028
0,002714
0,003947
0,002494
0,003792
0,002726
0,00305
0,002845
0,002577
0,003088
0,003089
0,003542
0,004326
0,002774
0,002981
0,002864
0,002156
0,002745
0,002965
0,003075
0,008154
0,003804
0,010593
0,003989
0,00214
0,002742
0,003871
0,002858
0,003028

1,05
0,001554
0,00221
0,002317
0,003012
0,001863
0,002558
0,00211
0,001872
0,001678
0,001912
0,002176
0,002284
0,002229
0,002859
0,001587
0,002366
0,001758
0,001217
0,001937
0,001928
0,002202
0,005829
0,002572
0,00679
0,001766
0,001971
0,001964
0,002916
0,002258
0,002309

1,1
0,002857
0,002837
0,003153
0,00382
0,002827
0,003745
0,002928
0,00267
0,002377
0,002224
0,003349
0,003103
0,003156
0,003653
0,002512
0,003326
0,002784
0,002324
0,002501
0,002608
0,003037
0,005285
0,00316
0,007243
0,002367
0,003405
0,00311
0,003594
0,002879
0,003477

1,15
0,002694
0,00361
0,003792
0,005252
0,003309
0,003843
0,003057
0,008759
0,003057
0,004235
0,006282
0,003449
0,003716
0,003753
0,002837
0,003991
0,003335
0,003131
0,00429
0,002952
0,004058
0,004947
0,003355
0,005374
0,002993
0,005146
0,003323
0,003592
0,005087
0,01799

12
0,005187
0,005984
0,005311
0,008365
0,005344
0,005631
0,00489

0,012013
0,006031
0,012791
0,006055
0,005562
0,00541

0,004708
0,004731
0,008238
0,004965
0,003658
0,004608
0,005568
0,006103
0,007895
0,007632
0,008776
0,00843

0,006507
0,005786
0,005279
0,011866
0,005235

1,25
0,006764
0,009555
0,007344
0,010562
0,007838
0,01338
0,007172
0,010725
0,007417
0,008997
0,008021
0,008882
0,007734
0,00939
0,011584
0,010694
0,007949
0,005397
0,007004
0,008527
0,010478
0,009713
0,008383
0,011223
0,007332
0,008528
0,008107
0,007598
0,008097
0,006207

L3
0,005578
0,007373
0,006621
0,010722
0,00571
0,009357
0,006584
0,006811
0,006999
0,006528
0,006989
0,006322
0,007403
0,007062
0,008798
0,007692
0,006889
0,004489
0,00667
0,007661
0,007243
0,011064
0,007607
0,010093
0,008512
0,006515
0,007764
0,008209
0,005861
0,006252

135
0,005477
0,006582
0,006424
0,008622
0,005921
0,008635
0,007384
0,006422
0,006884
0,022088
0,006735
0,006316
0,008603
0,007578
0,007543
0,006135
0,007374
0,00489

0,007056
0,008715
0,00883

0,02423

0,013081
0,021412
0,007825
0,006971
0,006622
0,010298
0,005378
0,00922

14
0,004829
0,005817
0,005035
0,00606
0,005521
0,006769
0,006801
0,005007
0,005406
0,015239
0,005358
0,005508
0,006911
0,006379
0,005984
0,005805
0,006105
0,005463
0,004903
0,007954
0,006447
0,007058
0,007083
0,011128
0,016406
0,006373
0,005402
0,005904
0,016048
0,006167

1,45
0,003281
0,005958
0,004529
0,005042
0,003739
0,004731
0,005156
0,004537
0,004796
0,005403
0,004268
0,005853
0,005596
0,005921
0,004527
0,004432
0,004952
0,005585
0,005017
0,006404
0,004621
0,006051
0,006238
0,008373
0,004801
0,004313
0,004304
0,005618
0,004852
0,004364

L5
0,004634
0,00678

0,006346
0,006843
0,005092
0,007052
0,004726
0,005323
0,006854
0,00633

0,006097
0,006306
0,007099
0,006805
0,007295
0,005706
0,00713

0,008547
0,007792
0,008345
0,005867
0,008258
0,008334
0,00852

0,005239
0,007653
0,005815
0,007035
0,004526
0,006966

1,55
0,003732
0,005107
0,004474
0,005841
0,004103
0,005806
0,005506
0,004425
0,005485
0,004422
0,004323
0,004473
0,005656
0,004872
0,004663
0,00481
0,005935
0,006191
0,004104
0,00535
0,004509
0,005937
0,006366
0,006965
0,003761
0,006411
0,004812
0,005181
0,003622
0,004282

16
0,004368
0,005567
0,004987
0,007329
0,004691
0,00623

0,005821
0,006271
0,007045
0,004959
0,004771
0,005661
0,00644

0,005421
0,004988
0,005337
0,006876
0,004091
0,004068
0,006263
0,005575
0,006263
0,005816
0,00823

0,004382
0,006296
0,006528
0,005497
0,00406

0,004568

1,65
0,004958
0,005525
0,005386
0,005891
0,00523

0,006006
0,005703
0,005482
0,007611
0,006951
0,00535

0,005401
0,006289
0,007026
0,004772
0,00614

0,006495
0,004118
0,003978
0,005295
0,006381
0,006605
0,006224
0,008207
0,005058
0,006597
0,006388
0,00588

0,004337
0,00518

1,7
0,005644
0,005966
0,005969
0,006563
0,006379
0,006008
0,006034
0,006088
0,008055
0,008037
0,005797
0,005996
0,006634
0,008421
0,0048959
0,007397
0,007308
0,009959
0,00445

0,005777
0,00744

0,007465
0,006575
0,009728
0,005835
0,006863
0,007703
0,006346
0,00493

0,006087

1,75
0,005428
0,006584
0,006137
0,009743
0,00583
0,006433
0,006515
0,007165
0,010026
0,005406
0,005088
0,00619
0,006705
0,005698
0,004669
0,006513
0,00951
0,026566
0,004474
0,005181
0,006993
0,008424
0,007271
0,009007
0,005153
0,009284
0,009065
0,006103
0,00475
0,005352

18
0,006724
0,006624
0,006421
0,006309
0,006189
0,007039
0,007264
0,00652

0,00883

0,008778
0,005981
0,006837
0,006967
0,007343
0,004995
0,008425
0,009897
0,007634
0,004857
0,005855
0,00787

0,008102
0,00702

0,007823
0,006415
0,010212
0,00907

0,006088
0,004811
0,006182

1,85
0,005322
0,006286
0,005811
0,005391
0,005844
0,006854
0,006398
0,005524
0,007613
0,00885
0,005906
0,006093
0,006542
0,006239
0,005026
0,007574
0,007518
0,005129
0,004322
0,005974
0,00764
0,006809
0,006222
0,006979
0,004808
0,00828
0,007226
0,005916
0,004559
0,006408

124

19
0,005575
0,006569
0,005334
0,005822
0,005598
0,006405
0,00734
0,005006
0,007819
0,005137
0,006159
0,006542
0,005989
0,005802
0,00455
0,005902
0,006524
0,007773
0,004947
0,006073
0,006626
0,007401
0,007469
0,008034
0,005498
0,007603
0,006334
0,007392
0,005295
0,00561



1,95
0,009332
0,009748
0,007533
0,00924
0,008492
0,007434
0,014832
0,007524
0,011377
0,05385
0,007767
0,009667
0,007791
0,008408
0,006193
0,007749
0,009044
0,01321
0,008955
0,008802
0,010524
0,06117
0,045917
0,038759
0,008536
0,058842
0,007824
0,008691
0,007353
0,00787

2
0,007764
0,007556
0,007173
0,011386
0,008353
0,007902
0,010703
0,008404
0,010429
0,013418
0,007257
0,007816
0,009181
0,007977
0,005687
0,007808
0,008754
0,00727
0,006566
0,007255
0,011207
0,00916
0,008453
0,010521
0,007198
0,010514
0,009418
0,008114
0,006394
0,00796

2,05
0,011664
0,011676
0,011399
0,009869
0,011046
0,012536
0,014348

0,01277
0,015703
0,012107
0,010967
0,014361
0,012582
0,013769

0,00989

0,01099
0,016129
0,010256
0,008213
0,008785
0,013933
0,015449
0,010865
0,012327
0,009133
0,020266
0,016288
0,010826
0,008343
0,011834

21
0,013108
0,013187
0,012042
0,012415
0,012057
0,015338
0,014135
0,01464
0,017256
0,01167
0,011176
0,013304
0,012975
0,014917
0,010412
0,01195
0,016968
0,01166
0,010097
0,010157
0,014982
0,015997
0,013101
0,012961
0,009921
0,021956
0,016112
0,012369
0,009492
0,009808

2,15
0,01008

0,009276
0,00916

0,010948
0,009688
0,008183
0,010419
0,009063
0,011582
0,009997
0,00745

0,009598
0,009091
0,008978
0,006783
0,007843
0,010255
0,00668

0,009913
0,00813

0,009217
0,009042
0,009084
0,01105

0,00837

0,012739
0,008987
0,009342
0,007878
0,007191

22
0,007634
0,007696
0,008628
0,009945
0,009016
0,008203
0,008501
0,010086
0,009891
0,007559
0,007155
0,006657
0,007995
0,008226
0,006968
0,007416
0,00685
0,006841
0,007274
0,008311
0,007101
0,010679
0,008026
0,011577
0,007149
0,00942
0,007906
0,031387
0,010135
0,007223

2,25
0,007251
0,006807
0,006932
0,008161
0,006702
0,007955
0,007488
0,01261

0,010577
0,008561
0,007142
0,00783

0,007089
0,006296
0,007239
0,00931

0,007164
0,005775
0,006367
0,008178
0,006865
0,020224
0,007583
0,02109

0,014846
0,008902
0,007514
0,006732
0,018291
0,006298

2,3
0,018723
0,012765
0,011206
0,012968
0,01621
0,008653
0,014267
0,015606
0,01656
0,017316
0,009349
0,013346
0,009543
0,010571
0,008188
0,010573
0,0122
0,009298
0,014004
0,01098
0,015351
0,013128
0,015631
0,01652
0,011276
0,011037
0,010874
0,011092
0,011305
0,007296

2,35
0,011996
0,011073
0,011479
0,010606
0,012782
0,009038
0,011436
0,013217
0,014529
0,009465
0,007542
0,013697
0,008979
0,010099
0,007972
0,008902
0,011728
0,007914
0,011382

0,00984
0,010071
0,013036
0,010952
0,010729
0,008397
0,012309
0,014144
0,009968
0,008293
0,007395

24
0,006027
0,006426
0,007133
0,007425
0,006181
0,00839
0,007979
0,007434
0,011875
0,008032
0,006909
0,005995
0,008449
0,006042
0,006319
0,007757
0,009059
0,005202
0,006819
0,00684
0,007309
0,008408
0,008364
0,006944
0,005962
0,009957
0,00898
0,006488
0,005791
0,006104

2,45
0,007059
0,006248
0,006858
0,007699
0,005311
0,007948
0,007802
0,006755
0,009113
0,008623
0,007334
0,00754
0,006966
0,006236
0,00717
0,006826
0,006646
0,004481
0,005668
0,005694
0,008136
0,007918
0,021342
0,009611
0,005673
0,021544
0,007233
0,005779
0,005461
0,006728

2,5
0,007814
0,007197
0,008804
0,009466
0,007106
0,009692
0,007491
0,007373
0,009975
0,005381
0,008084
0,007943
0,008959
0,007635
0,007224
0,00826
0,008951
0,006107
0,006976
0,007256
0,007388
0,005731
0,0058
0,006116
0,005334
0,007967
0,009193
0,007004
0,007192
0,007948

2,55
0,013784
0,005947
0,010879
0,016912
0,010552
0,010174
0,006844
0,007765
0,009765
0,004262
0,01919
0,005756
0,013695
0,008918
0,009022
0,010244
0,010025
0,00552
0,014123
0,008754
0,008604
0,005381
0,004254
0,006425
0,008339
0,006994
0,011494
0,007298
0,008653
0,011934

26
0,01795
0,004499
0,011055
0,019649
0,011225
0,011373
0,006123
0,007605
0,010667
0,002909
0,025907
0,004662
0,016142
0,010116
0,010057
0,011093
0,011869
0,004031
0,019118
0,009827
0,008577
0,004876
0,003403
0,006568
0,011178
0,0069
0,012503
0,007512
0,00864
0,014419

2,65
0,003261
0,003935
0,004489
0,004479
0,004472
0,004437
0,004212
0,003063
0,003147
0,002632
0,004409
0,004285
0,003888
0,003866
0,002368
0,004243
0,002912
0,001778
0,002898
0,003617
0,003677
0,003706
0,003419
0,004297
0,00335
0,001408
0,003968
0,004732
0,003874
0,004004

27
0,019152
0,00387
0,011398
0,01916
0,012816
0,010552
0,00626
0,006944
0,009322
0,002813
0,024834
0,004435
0,01594
0,00955
0,009904
0,010821
0,011819
0,00385
0,018819
0,009419
0,007364
0,007581
0,004028
0,007363
0,011916
0,005841
0,012722
0,007659
0,007765
0,014281

2,75
0,014849
0,00964

0,012117
0,017783
0,012328
0,012401
0,008966
0,010285
0,011535
0,007221
0,021061
0,010645
0,014598
0,013512
0,011848
0,012591
0,01253

0,009032
0,01832

0,0116

0,009976
0,009038
0,009795
0,010536
0,011341
0,007805
0,011756
0,01065

0,010383
0,014902

28
0,005044
0,004813
0,004832
0,004098
0,004985
0,006567
0,005366
0,003301
0,003368
0,002874
0,005532
0,005225
0,005458
0,005619
0,003238
0,005267
0,003197
0,00415
0,003576
0,004089
0,004516
0,003806
0,004126
0,004868
0,003811
0,001468
0,006327
0,005032
0,003965
0,005083

2,85
0,003989
0,004652
0,00486
0,004458
0,003957
0,005454
0,005212
0,004264
0,003828
0,003872
0,00536
0,00545
0,004983
0,005071
0,002629
0,005059
0,003017
0,003971
0,003168
0,003817
0,006078
0,004214
0,0044
0,004822
0,0032
0,001693
0,005326
0,004945
0,004046
0,004992

125

2,9
0,002664
0,005616
0,004031
0,004889
0,003324
0,004319
0,004798
0,002272
0,002476
0,013411
0,004107
0,005123
0,004499
0,004081
0,002877
0,005192
0,003252
0,003052
0,003087
0,003295
0,004373
0,00463

0,012422
0,005925
0,004437
0,006606
0,004061
0,004242
0,004527
0,004663



2,95
0,004855
0,004693
0,003972
0,006204
0,003474
0,005354
0,006171
0,002685
0,002392
0,003558
0,004538
0,005672
0,005718
0,005177
0,00258

0,005939
0,003121
0,002584
0,003824
0,003727
0,003647
0,004277
0,00496

0,008725
0,004396
0,003165
0,003634
0,004717
0,003811
0,004522

3
0,00277
0,005335
0,003
0,005881
0,00279
0,003359
0,006733
0,000734
0,000944
0,002132
0,004096
0,005304
0,00405
0,003721
0,002386
0,005315
0,00173
0,002328
0,002144
0,003081
0,003667
0,004389
0,004294
0,006147
0,002787
-0,00023
0,004211
0,003961
0,003721
0,005063

3,05
0,04174
0,038985
0,020497
0,044265
0,051715
0,010583
0,025812
0,017731
0,012012
0,031933
0,058972
0,060452
0,019409
0,014273
0,053699
0,015148
0,025833
0,071292
0,047565
0,040613
0,040141
0,018022
0,068019
0,025634
0,018169
0,011272
0,059226
0,013029
0,014163
0,02293

EX
0,033767
0,078833
0,063511
0,046741
0,079875
0,097309
0,059872
0,09047

0,084825
0,047689
0,046963
0,056524
0,080011
0,089952
0,041415
0,076768
0,086831
0,056775
0,05077

0,040532
0,031503
0,033304
0,025235
0,033295
0,056465
0,066909
0,021677
0,056221
0,088396
0,065447

3,15
0,008077
0,010253
0,013583
0,010559
0,013731
0,008106
0,013039
0,01235

0,007055
0,008402
0,007751
0,008711
0,008061
0,008675
0,007956
0,010005
0,009472
0,014085
0,008889
0,00655

0,006698
0,008395
0,009373
0,008343
0,008821
0,006311
0,012915
0,007227
0,012707
0,010891

3.2
0,0115
0,012094
0,010974
0,010659
0,009631
0,012452
0,013252
0,010945
0,010215
0,009766
0,01212
0,013651
0,011566
0,012456
0,009272
0,012269
0,011703
0,011515
0,011756
0,01116
0,009297
0,010904
0,010179
0,009857
0,010814
0,010278
0,011891
0,010809
0,010457
0,013286

3,25
0,009987
0,014262
0,012107
0,013186
0,009755
0,014435
0,016541
0,010141
0,012739
0,007628
0,010498
0,01738
0,018574
0,010618
0,010616
0,012486
0,015141
0,0143
0,011703
0,012972
0,009105
0,015361
0,010044
0,010459
0,012807
0,011482
0,011126
0,013184
0,011832
0,012203

3.3
0,029956
0,026858
0,022175
0,028785
0,022416
0,024237
0,021845
0,033092
0,027115
0,019701
0,018481
0,041165
0,022047
0,034554
0,022006
0,022124
0,058969
0,034428
0,02328
0,021764
0,027961
0,019525
0,020279
0,028664
0,033475
0,012125
0,029389
0,030008
0,020122
0,024858

3,35
0,009346
0,012014
0,015856
0,013794
0,015856
0,013106
0,014279
0,018742
0,011929
0,011979
0,00851
0,009857
0,012462
0,013278
0,012953
0,014331
0,016322
0,019137
0,013581
0,008918
0,010468
0,016611
0,00766
0,012283
0,011518
0,012765
0,015771
0,008261
0,021056
0,011258

34
0,006851
0,007316
0,009182
0,007156
0,006466
0,007384
0,010596
0,006507
0,006259
0,005982
0,006524
0,006279
0,007998
0,008321
0,00623

0,008944
0,010491
0,010231
0,005949
0,00562

0,006774
0,006813
0,005466
0,006298
0,014517
0,008415
0,011913
0,006076
0,013841
0,007812

345
0,008533
0,011343
0,010191
0,011212
0,006215
0,012527
0,009405
0,007346
0,006642
0,009217
0,009786
0,011917
0,010366
0,010765
0,009761
0,010199
0,008744
0,010918
0,006838
0,009418
0,010257
0,007967
0,014075
0,006979
0,016677
0,006236
0,010366
0,008204
0,008845
0,008329

3,5
0,007892
0,009322
0,010379
0,009295
0,006605
0,009597
0,009214
0,010488
0,007883
0,009169
0,010137
0,009957
0,009991
0,009365
0,008965
0,010756
0,006741
0,0086
0,008714
0,00974
0,010331
0,008092
0,009139
0,007516
0,016539
0,008885
0,01106
0,009176
0,008683
0,014052

3,55
0,010354
0,011963
0,017381
0,012833
0,010836
0,012873
0,012457
0,017916
0,011281
0,013085
0,013559
0,013196
0,012784
0,014214
0,014199
0,016086
0,010661
0,016544
0,01243

0,0143459
0,014661
0,013876
0,012078
0,012213
0,022292
0,011087
0,015457
0,01251

0,01295

0,018458

36
0,015143
0,01703

0,023904
0,021634
0,014382
0,022205
0,020656
0,017863
0,01611

0,025313
0,019235
0,01845

0,018285
0,016618
0,020628
0,020418
0,017351
0,019657
0,018592
0,021734
0,018923
0,01661

0,017614
0,016843
0,031922
0,019738
0,02006

0,01948

0,01756

0,028

3,65
0,023112
0,023192
0,029097
0,019834
0,020665
0,021451
0,02114
0,019512
0,020122
0,017624
0,022083
0,023849
0,020242
0,020795
0,020235
0,023976
0,019263
0,020918
0,023052
0,021683
0,027065
0,018307
0,023998
0,013293
0,029606
0,021036
0,023906
0,032538
0,018869
0,027689

37
0,03542
0,033405
0,030957
0,028106
0,029009
0,029712
0,028795
0,028147
0,032495
0,035549
0,0302
0,033677
0,027234
0,029831
0,029645
0,038338
0,026529
0,031412
0,035418
0,031464
0,037923
0,026274
0,033651
0,02078
0,033273
0,026491
0,03017
0,028054
0,026763
0,032256

3,75
0,025988
0,0222
0,02251
0,022191
0,01973
0,024338
0,021856
0,021866
0,020779
0,018081
0,022163
0,021736
0,022048
0,020666
0,024321
0,032206
0,022227
0,0414
0,021401
0,021532
0,025346
0,023078
0,020732
0,015107
0,021288
0,020831
0,02657
0,018406
0,020646
0,019386

3.8
0,026191
0,028158
0,023794
0,023349
0,021982
0,027823
0,020711
0,022135
0,023595
0,019699
0,028279
0,027115
0,024614
0,024348
0,029758
0,039128
0,023165
0,067578
0,028657
0,027128
0,027263
0,024427
0,024497
0,019847
0,026019
0,018596
0,027227
0,023952
0,022025
0,025668

3,85
0,020544
0,028531
0,021702
0,020863
0,021412
0,031405
0,020458
0,023513
0,020289
0,012309
0,023911
0,023768
0,026757
0,031904
0,040181
0,037712
0,021857
0,023636
0,042083
0,027741
0,025291
0,01754
0,020784
0,017529
0,0224
0,017775
0,02226
0,020914
0,024463
0,025562

126

3.9
0,015027
0,019044
0,018424
0,017713
0,014816
0,021541
0,014524
0,016915
0,015296
0,012239
0,018203

0,0184
0,017511
0,018268
0,019827
0,027197
0,013294

0,01604
0,020517

0,0184

0,01885
0,017261
0,017419
0,012696
0,017222
0,010873
0,018004
0,019705
0,014978
0,020008



3,95
0,01666
0,016005
0,017373
0,015383
0,012195
0,016891
0,018575
0,013173
0,012883
0,011289
0,01704
0,015686
0,016431
0,015673
0,014828
0,019696
0,011246
0,014873
0,015267
0,016911
0,025922
0,013069
0,018889
0,011049
0,014926
0,0144
0,017291
0,019353
0,015178
0,017916

4
0,031517
0,024404
0,033453
0,027126
0,032536
0,022189
0,015113
0,019181
0,023249
0,015462
0,030604
0,020925
0,022869
0,021207
0,038667
0,021816
0,019808
0,024658
0,025504
0,055928
0,033006
0,014958
0,021148
0,013202
0,021651
0,009914
0,027074
0,021361
0,024509
0,035197

4,05
0,017152
0,018907
0,015528
0,014813
0,012853
0,015645
0,016826
0,01259

0,012135
0,007785
0,017808
0,016671
0,016854
0,017203
0,017383
0,018071
0,013178
0,029264
0,016984
0,015537
0,013644
0,010445
0,013817
0,012773
0,015032
0,011118
0,015658
0,014433
0,015826
0,017061

a1
0,051275
0,078383
0,062961
0,059138
0,067247
0,073907
0,050657
0,0592
0,066467
0,054755
0,07256
0,078271
0,067429
0,070647
0,06689
0,064842
0,075238
0,084128
0,066548
0,055588
0,044056
0,033264
0,060317
0,039603
0,051755
0,052505
0,056663
0,047474
0,070338
0,059605

4,15
0,009082
0,009911
0,01227
0,006233
0,00808
0,010456
0,014655
0,008657
0,008441
0,008771
0,009472
0,008713
0,009418
0,009804
0,01004
0,013797
0,006765
0,010241
0,007968
0,008836
0,008771
0,012077
0,010213
0,012009
0,010522
0,006865
0,011965
0,009497
0,00944
0,010694

a2
0,013867
0,010865
0,011785
0,008477
0,009592
0,009038
0,013797
0,007821
0,010186
0,010253
0,009841
0,010757
0,011729
0,010461
0,008186
0,01017
0,003494
0,007402
0,009755
0,009688
0,012333
0,008423
0,011363
0,011641
0,011881
0,007065
0,012164
0,011035
0,010235
0,010612

425
0,006006
0,006315
0,008974
0,00428
0,003543
0,005223
0,009695
0,003814
0,00626
0,004629
0,005694
0,005648
0,007487
0,00507
0,005186
0,008186
0,00087
0,003393
0,00491
0,005163
0,005559
0,005718
0,005664
0,007188
0,006784
0,005961
0,00854
0,006155
0,006511
0,007502

43
0,009475
0,007315
0,009231
0,004892
0,003682
0,005527
0,008269
0,004822
0,007308
0,0026
0,00683
0,007304
0,002922
0,005319
0,004284
0,007653
-0,00189
0,003553
0,004164
0,004406
0,005217
0,006135
0,005342
0,007553
0,009429
0,00831
0,009572
0,006911
0,007491
0,008701

435
0,00102
0,006439
0,00805
0,004373
0,003294
0,004743
0,008488
0,004093
0,007992
0,002589
0,005587
0,005858
0,006515
0,00405
0,003711
0,009388
0,002395
0,002987
0,003178
0,004931
0,004251
0,005897
0,005021
0,007403
0,012012
0,010193
0,009089
0,00559
0,01105
0,008453

44
0,001787
0,005983
0,009699
0,003954
0,002297
0,003804
0,008836
0,003876
0,009632
0,002227
0,00579
0,005213
0,007153
0,003533
0,00228
0,009191
0,000104
0,000821
0,002469
0,00362
0,00584
0,005509
0,004095
0,006525
0,009139
0,013833
0,009715
0,005196
0,006462
0,008288

445
0,003317
0,007515
0,013164
0,004999
0,003135
0,005508
0,012135
0,006388
0,014915
0,004716
0,008884
0,005955
0,010445
0,006464
0,002502
0,009263
0,000945
0,004748
0,005833
0,007005
0,007966
0,007108
0,005163
0,007111
0,010372
0,019785
0,013437
0,008578
0,009686
0,011484

a5
0,002828
0,009002
0,015285
0,005216
0,002097
0,00364
0,014579
0,008267
0,020516
0,001763
0,005583
0,006465
0,013555
0,003376
0,001923
0,010124
-0,00131
0,000633
0,00547
0,003456
0,004069
0,006207
0,004738
0,006636
0,009622
0,029652
0,011768
0,005651
0,008336
0,009952

6,05
0,005602
0,003933
0,010028
0,001389
0,00458
0,001943
0,012674
0,005688
0,007395
0,001928
-1, 7605
-9,7E-05
0,011786
0,001694
0,00641
0,001907
0,008626
-2,1E-05
0,000766
9,37E-05
0,002187
0,005408
0,001442
0,002691
0,029636
0,014747
0,004052
0,004429
0,014668
0,002194

6,1
0,003549
0,002271
0,002464
0,000794
0,002602
0,001511
0,010298
0,003438
0,005816
0,00179
3,67E-05
4,26E-05
0,005789
0,001334
0,004513
0,000175
0,005201
-7,5E-05
0,000861
0,000103
0,001272
0,003956
0,000922
0,001058
0,010356
0,012602
0,002463
0,003509
0,011088
0,001363

6,15
0,002193
0,00056
5,07E-05
0,000347
0,001821
0,001023
0,008245
0,002594
0,002572
0,001919
0,000675
0,000258
0,001305
0,000856
0,003382
-0,00048
0,003279
0,000154
0,001228
0,000361
0,000597
0,002311
0,000594
0,000564
0,0028
0,010365
0,001288
0,002632
0,007708
0,000508

62
0,001689
0,00015
-0,00026
0,000129
0,001431
0,000827
0,007142
0,002235
0,00078
0,002055
0,000467
0,000433
0,000752
0,000664
0,00282
-0,00073
0,002409
0,000302
0,001379
0,000398
0,000254
0,000542
0,00039
0,000299
0,001419
0,008116
0,000743
0,00224
0,004381
8 55605

6,25
0,001632
-1,3E-05
-0,00045
-6,5E-05
0,001214
0,00064
0,006096
0,001949
0,000528
0,002065
0,000623
0,001187
0,000504
0,000526
0,002372
-0,00088
0,002055
0,000114
0,00147
0,000639
6,93E-05
-3E-05
0,00025
0,000117
0,00011
0,006478
0,000465
0,001891
0,001279
-0,00011

6,3
0,001762
-5, 7605
-0,00027
-7,6E-05
0,001173
0,000599
0,005348
0,00196
0,000336
0,002593
0,000968
0,001547
0,000369
0,000503
0,00231
-0,00102
0,001765
0,000462
0,002096
0,001083
3E-06
-5,4E-05
0,000319
7,29E-05
0,000461
0,002943
0,000322
0,001684
0,000386
-0,00024

6,35
0,001288
-1,56-05
-0,00038
-0,00011
0,000992
0,000535
0,004667
0,001674
0,000206
0,00255
0,001101
0,001159
0,000201
0,000442
0,00195
-0,00093
0,001655
0,000218
0,001571
0,000929
-4,3E-05
-5,2E-05
0,000235
-5,56-06
0,000757
0,001503
0,000166
0,001569
0,000278
-0,00028

127

6,4
0,000953
-1,1E-05
-0,00024
-7E-05
0,000994
0,000639
0,004004
0,001495
0,000166
0,002997
0,001789
0,001889
0,000216
0,000443
0,001857
-0,00104
0,001945
0,000919
0,002479
0,001764
5,06E-06
-9,7E-05
0,000218
3,62E-06
0,000658
0,001257
0,000107
0,001593
0,00022
-0,00032



6,45
0,001068
2,01E-05
-0,00043
-7E-05

0,000823
0,000615
0,003104
0,001393
0,000115
0,002709
0,001209
0,001338
0,000346
0,000445
0,001622
-0,00089
0,001739
0,000372
0,001834
0,001204
5,41E-05
7,4E-05

0,00017

431E-06
0,000655
0,001119
7,38E-05
0,001486
0,000156
0,00038

6,5
0,001008
5,22E-05
-0,00041
8,44E-06
0,000818
0,000692
0,000819
0,001293
7,08E-05
0,002977
0,001145
0,001311
0,000433
0,000541
0,001555
-0,0007
0,001443
0,000441
0,002005
0,002074
0,000195
-1,56-07
0,000211
2,54E-05
0,000675
0,000666
5,23E-05
0,001342
0,000208
-0,00019

6,55
0,00102
4,5E-05
-0,00029
2,5E-05
0,000823
0,000638
-0,00083
0,001248
6,72E-05
0,00379
0,001133
0,001782
0,0004
0,000457
0,001446
-0,00077
0,001332
0,001024
0,00214
0,001791
0,000174
7,2E-05
0,000344
4,776-05
-0,00086
0,000956
-9,2E-06
0,001324
8,A5E-05
-0,00032

6,6
0,000931
8,82E-05
-0,0002
7.63E-05
0,000761
0,000586
-0,00103
0,001177
4,46E-05
0,00273
0,000793
0,001089
0,000448
0,000409
0,001362
-0,00065
0,001177
0,001083
0,002143
0,000981
0,000234
7,95E-05
0,000367
0,000121
-3,2E-05
0,000848
7,66E-05
0,001333
2,38E-06
-0,00034

6,65
0,001189
0,000396
6,94E-05
0,000348
0,001005
0,000887
-0,00067
0,001343
0,000144
0,001889
0,001151
0,001277
0,000686
0,00093

0,001601
-0,00041
0,001288
0,000286
0,003139
0,001645
0,001419
0,000271
0,000743
0,000322
-0,00064
0,000961
0,00015

0,001673
0,000277
0,00025

67
0,001284
0,000683
0,000122
0,000468
0,001368
0,001013
-0,00052
0,001563
0,000324
0,005711
0,003423
0,004884
0,000655
0,000858
0,001525
-0,00025
0,001878
0,003025
0,004827
0,003145
0,000884
0,000243
0,000542
0,000422
-0,00011
0,001302
0,000424
0,001829
0,000711
6,31E-06

6,75
0,001548
0,000731
0,000336
0,000458
0,001076
0,00076
-0,00024
0,001568
0,000752
0,007547
0,003724
0,00714
0,000396
0,000674
0,001225
-0,00033
0,001436
0,008749
0,009184
0,006649
0,00091
0,000369
0,000569
0,000577
-0,00082
0,000925
0,000351
0,001707
0,000469
-0,00023

6,8
0,003692
0,001591
0,000805
0,001454
0,002636
0,001254
0,000901
0,002375
0,001515
0,00762
0,003677
0,007227
0,001039
0,001681
0,001586
0,000158
0,002194
0,003588
0,0119
0,007023
0,002743
0,000847
0,00189
0,001825
0,001218
0,0012
0,000679
0,002705
0,001507
0,000308

6,85
0,003098
0,001113
0,000838
0,001864
0,002616
0,001559
0,000391
0,001869
0,000855
0,006389
0,004209
0,006692
0,001061
0,001887
0,001623
0,000337
0,001872
0,002717
0,005838
0,004063
0,0019

0,001001
0,001872
0,002286
0,000497
0,001056
0,000661
0,002704
0,000989
0,000219

6,9
0,003509
0,001717
0,001668
0,002099
0,00265
0,002763
0,000638
0,002639
0,00162
0,019099
0,006468
0,010875
0,00189
0,002329
0,002573
0,001087
0,002297
0,005888
0,01219
0,009448
0,002243
0,001333
0,002401
0,002273
0,000625
0,002549
0,0015
0,00335
0,001634
0,001149

6,95
0,002884
0,001149
0,001353
0,001664
0,001862
0,002503
0,000702
0,001971
0,000964
0,01363
0,004468
0,008708
0,001673
0,001848
0,002154
0,000897
0,001986
0,00404
0,009972
0,006917
0,001801
0,001276
0,001908
0,001744
0,000454
0,001896
0,001236
0,003938
0,001395
0,000867

;
0,004014
0,001306
0,001615
0,001852
0,001961
0,002107
0,000388
0,001724
0,001037
0,010053
0,001648
0,001913
0,001322
0,001511
0,001769
0,000825
0,001575
0,001017
0,003011
0,001638
0,00183
0,001233
0,004461
0,001481
0,000866
0,001165
0,001091
0,005313
0,001204
0,000674

7,05
0,002376
0,001475
0,001141
0,001784
0,002338
0,001427
0,000513
0,001793
0,001389
0,008221
0,00667

0,004373
0,001197
0,001526
0,00167

0,00074

0,00153

0,002613
0,00456

0,010186
0,001698
0,001298
0,001814
0,001366
0,00116

0,000784
0,000874
0,002823
0,001151
0,000915

7.1
0,001685
0,001021
0,000966
0,00112

0,00189

0,001242
0,000256
0,001602
0,00069

0,008605
0,008968
0,004269
0,001043
0,000963
0,001246
0,000512
0,001121
0,005188
0,007658
0,02735

0,001408
0,001879
0,001838
0,001261
0,00078

0,000594
0,001186
0,002173
0,000589
0,000267

7,15
0,002071
0,001562
0,001311
0,001555
0,002156
0,001468
0,000756
0,001336
0,000359
0,004175
0,005872
0,003174
0,001279
0,001163
0,001834
0,001108
0,001972
0,002551
0,005057
0,013814
0,001337
0,001318
0,001659
0,001966
0,001136
0,000675
0,000595
0,006841
0,000623
0,000764

72
0,004094
0,002997
0,003477
0,003262
0,003566
0,003277
0,001879
0,003966
0,003175
0,002921
0,003
0,002461
0,002444
0,004122
0,002919
0,001441
0,002599
0,002085
0,00277
0,004733
0,005162
0,002376
0,005858
0,003383
0,000651
0,002687
0,003289
0,00855
0,003314
0,002063

7,25
0,006477
0,005992
0,003974
0,004471
0,006125
0,002989
0,003795
0,004421
0,005859
0,002007
0,000948
0,000862
0,00512
0,003674
0,00488
0,002586
0,006078
7,59E-05
0,001401
0,000756
0,003751
0,002552
0,004303
0,004174
0,007672
0,005422
0,003898
0,006689
0,008939
0,004364

73
0,007589
0,006756
0,00417

0,004588
0,006779
0,005502
0,004659
0,006274
0,006433
0,001261
0,000837
0,000584
0,003088
0,006228
0,007388
0,003413
0,005327
-8,9E-05

0,001068
0,000941
0,005531
0,002451
0,004688
0,005356
0,005419
0,001988
0,00387

0,007139
0,009269
0,003647

7,35
0,008324
0,004925
0,003944
0,005679
0,007581
0,004078
0,005215
0,006612
0,004126
0,008115
0,013498
0,00689
0,005029
0,005477
0,003262
0,002291
0,004882
0,006761
0,009482
0,032225
0,007399
0,003463
0,007388
0,005815
0,003733
0,00291
0,00335
0,011474
0,006482
0,003363

128

7,4
0,017538
0,009259
0,007108
0,009101
0,012128
0,005413
0,010751
0,010042
0,011264
0,012452
0,001337
0,000837
0,006327
0,010503
0,005041

0,00454
0,007905
0,001528
0,001935
0,005876
0,012563
0,006235
0,012271
0,010029
0,007735
0,004077
0,005384
0,016843
0,008169
0,004874



745
0,0134
0,006913
0,00514
0,00647
0,010217
0,002916
0,008509
0,010675
0,007857
0,00377
0,000842
0,001542
0,004068
0,0061
0,004473
0,00436
0,005769
0,00088
0,001406
0,0008
0,009536
0,014728
0,009276
0,013235
0,005607
0,002912
0,003792
0,000483
0,005585
0,00283

75
0,004867
0,00213

0,001395
0,002435
0,003835
0,001481
0,007756
0,004258
0,002387

0,005

0,002269
0,003886
0,001926
0,002519
0,002429
0,001485
0,002472
0,001784
0,00449

0,003098
0,004205
0,004234
0,003218
0,004874
0,001653
0,001048
0,001085
0,005592
0,002538
0,001888

7,55
0,008301
0,003345
0,004744
0,005189
0,007947
0,00311

0,005385
0,004321
0,003598
0,002194
0,00161

0,001299
0,002659
0,003481
0,010202
0,00227

0,004424
0,000379
0,002183
0,001043
0,01113

0,004409
0,004146
0,003472
0,002176
0,001113
0,004107
0,00354

0,004224
0,005599

76
0,011445
0,006463
0,013319
0,008757
0,013994
0,004687
0,003095
0,008717
0,007447
0,002522
0,002481
0,001355
0,00475

0,004666
0,016382
0,004271
0,006382
0,001248
0,001653
0,001548
0,009572
0,00768

0,003705
0,003797
0,004461
0,001004
0,007177
0,004901
0,008133
0,012768

7,65
0,006958
0,003611
0,006446
0,005149
0,008389
0,003053
0,000443
0,008115
0,003429

0,00165
0,000634
0,000761
0,002395
0,003334
0,012035
0,004807
0,004147
0,000702
0,000833
0,000562
0,007908
0,017427
0,002914
0,009938
0,002471
0,000291
0,004245

0,00299

0,00412
0,006599

7.7
0,003743
0,002648
0,00291
0,002138
0,003439
0,002636
0,001089
0,003833
0,002631
0,001795
0,000457
0,001107
0,002222
0,002615
0,00469
0,002003
0,003528
-0,00018
0,001139
0,001495
0,003756
0,00255
0,002516
0,002885
0,001195
0,001065
0,002087
0,002494
0,00252
0,002849

7,75
0,00176
0,00073

0,000623

0,000517

0,000904

0,001378

0,000437

0,001325

0,000851

0,000812

0,000696

0,001076

0,000675

0,001017

0,001472

0,000386

0,001212
-0,00026

0,001564

0,000276

0,001096

0,000724

0,001997
0,00087
-0,00015

0,000408

0,000555

0,001457

0,000907

0,000823

7.8
0,002166
0,000858
0,000833
0,001047
0,001051
0,001216
0,000174
0,0014

0,00043

0,000641
0,000946
0,002584
0,000671
0,00099

0,001057
0,000489
0,000922
0,005517
0,000662
0,000154
0,001019
0,000682
0,00242

0,000943
-0,00059
0,000368
0,00065

0,002685
0,000522
0,000584

7,85
0,015999
0,007406
0,014436
0,011861
0,020671
0,005101
0,001172
0,009084
0,007532
0,001141
0,000598
0,000652
0,006851
0,005966
0,023164
0,004852
0,008828
0,000546
0,000777
0,000238
0,021434
0,002574
0,006865
0,002033
0,004091
0,00055

0,01412

0,005258
0,009336
0,016174

7,9
0,001682
0,001636
0,003224
0,001933
0,002067
0,001298
0,007668
0,002757
0,002966
0,000708
0,000353
0,000336
0,002595
0,000975
0,002398
0,001104
0,001667
-5,8E-05
0,005283
0,001962
0,002089
0,001057
0,001187
0,002858
-6,7E-05
0,000883
0,002603
0,00147
0,001954
0,002042

7,95
0,000786
0,000957
0,000773
0,000423
0,001058
0,000736
0,000963
0,001477
0,000752
0,00072
0,000579
0,000327
0,001223
0,000704
0,000996
0,00044
0,000927
0,000676
0,000909
0,000471
0,001148
0,000737
0,001312
0,000741
-0,00047
0,00071
0,001658
0,00114
0,000472
0,000459

8
0,001529
0,003631
0,002327
0,000753
0,001728
0,001815
0,002465
0,003586
0,003665
0,003207
0,001568
0,001239
0,001238
0,001629
0,002051
0,001075
0,002519
0,00049
0,00213
0,002334
0,002034
0,001162
0,001579
0,001757
0,000846
0,0019
0,002357
0,002072
0,002234
0,001982

8,05
0,006642
0,002077
0,000926
0,002582
0,004856
0,00203

0,003154
0,002073
0,001253
0,00099

0,003489
0,001902
0,002569
0,003346
0,002746
0,002035
0,00329

0,000866
0,002387
0,006087

0,0058

0,002112
0,004827
0,003793
0,002699
0,000736
0,00112

0,003732
0,002697
0,001718

8,1
0,002207
0,001143
0,000877
0,00215
0,002641
0,002433
0,000982
0,001789
0,001437
0,000499
0,000509
0,00023
0,002439
0,003399
0,001804
0,001349
0,001583
-0,0004
0,000448
0,000687
0,003083
0,001853
0,001829
0,001714
0,000633
0,001159
0,001774
0,00268
0,001604
0,001469

8,15
0,001137
0,000721
0,00068

0,000563
0,001078
0,001474
0,000408
0,00185

0,001038
0,000125
6,43E-05
-4,56-05

0,001056
0,001517
0,001287
0,000665
0,001094
-0,00062
0,000206
4,6E-05

0,001085
0,001459
0,002559
0,001229
-0,00024
6,12E-05
0,000503
0,001182
0,001221
0,000447

8,2
0,000723
0,000833
0,001277
0,000424
0,000997
0,001544
0,000544
0,001124
0,000202
0,000163
3,695-05
3,196-05
0,00048
0,001656
0,001178
0,000467
0,00307
-0,00063
0,000157
-0,00015
0,000703
0,001018
0,000622
0,001553
-0,00056
4,195-05
0,000446
0,000795
0,000532
0,000635

8,25
0,0015
0,002482
0,000413
0,000476
0,000991
0,00144
0,001091
0,001114
0,000585
0,000143
1,6E-05
22,3605
0,000933
0,00121
0,002161
0,001381
0,00202
-0,00068
9,44E-05
-0,0002
0,000738
0,001216
0,000608
0,001058
0,001219
0,000304
0,000826
0,001157
0,000625
0,001534

83
0,000725
0,000638
0,000114
0,001153
0,001509
0,000794
0,000249
0,000957
0,000703
0,000757
0,000726
-5,3E-05
0,002164
0,000878
0,00079
0,000507
0,000734
-0,0006
9,41E-05
3,64E-05
0,00043
0,001353
0,001151
0,001005
-0,00021
0,003315
0,00049
0,00141
0,001312
0,000303

8,35
0,000629
0,000857
0,000462
0,000426
0,000906
0,001241
0,000434
0,002292
0,000658
0,001522
0,001765
9,09E-05
0,000773
0,000987
0,001165
0,000592
0,000832
0,0015
0,0013
0,001511
0,001386
0,001714
0,000741
0,002706
-0,00034
0,000593
0,000634
0,001021
0,001317
0,000256

129

84
0,000688
0,001206
0,000147
0,000275
0,000495
0,002022
0,000716
0,000682
5,7E-05
0,000642
0,000363
5,94E-06
0,000558
0,002005
0,00287
0,000741
0,00227
2,76E-05
0,00044
0,000251
0,000388
0,000879
0,001101
0,001454
1,42E-05
3,98E-06
0,000145
0,001195
0,000252
0,000631



845
0,001105
0,001486
0,000175
0,000808
0,001603
0,000653
0,000124
0,000447
1,67E-05
0,000145
7,3E-05

3,51E-05
0,00167

0,000496
0,002146
0,000892
0,000577
-0,00065
0,000108
-0,00019
0,000313
0,001019
0,000591
0,00095

-0,00017
0,000112
-1,7E-05
0,000997
0,000141
6,92E-05

8,5
0,00114
0,000979
0,001067
0,001134
0,000981
0,001209
0,000416
0,002867
0,001093
0,000254
-2,6E-05
1E-04
0,001373
0,001065
0,002084
0,000848
0,000945
-0,00061
7,53E-05
-0,0002
0,001436
0,011828
0,000558
0,001177
-0,00025
0,000424
0,000795
0,001252
0,002718
0,000611

8,55
0,001143
0,002003
0,002802
0,000775
0,001194
0,002891
0,000269
0,002738
0,001886
0,000109
-2,7E-05

-2,7E05

0,00079

0,00433

0,001641
0,000509
0,000908
-0,00062
3,03E-05
-0,00019
0,00314

0,000652
0,000751
0,000619
0,000119
-5,3E-05
0,001418
0,001476
0,001602
0,001732

8,6
0,004212
0,000465
0,000564
0,003315
0,005263
0,002349
5,29E-05
0,001387
0,000594
4,15E-05
-5,5E-05
-6,8E-05
0,001304
0,002419
0,006133
0,001198
0,002122
-0,00068
1,34E-06
-0,00025
0,005322
0,000836
0,001165
0,000705
0,000633
-0,00027
2,2E-05
0,001425
0,00287
0,003225

8,65
0,000664
5,42E-05
-3,7E-05
0,000308
0,000959
0,000549
-0,00013
0,000322
-0,00032
0,0009
0,000898
-3,1E-05
0,000267
0,000434
0,001159
6,78E-05
0,000379
0,000719
0,000785
0,000813
0,000329
0,000432
0,000126
0,000261
-0,00061
-0,00025
-0,00022
0,000276
0,000111
2,36E-05

8,7
0,000185
8,31E-05
-0,00012
-4E-05
0,000213
0,000307
-0,00013
0,000242
-0,00033
5,8E-05
-8,7E-05
-7E-05
8,1E-05
0,000173
0,000449
-1,9E-05
0,000164
-0,00058
1,95E-05
-0,00027
-1,4E-05
0,000292
4,99E-05
0,000178
-0,00062
-0,00048
-0,00025
0,000255
3,15E-05
-0,00016

8,75
-4E-05
1,62E-05
-0,00016
-9,3E-05
0,000136
0,000147
-7,7E-05
0,000169
-0,00039
-1,3E-05
-6,4E-05
-5,3E-05
-3,3E-05
9,58E-05
0,000246
-7,4E-05
0,000108
-0,00064
-2,5E-05
-0,00031
-4E-05
0,000232
-2,3E-05
0,000116
-0,00096
-0,00047
-0,00019
0,000169
-6,3E-05
-0,00011

8,8
9,07E-05
7,44E-05
1,79E-05
-4,8E-05
0,000172
0,000282
2,24E-06
0,000152
-0,00014
-9,4E-05
-4,6E-05
-1,1E-05
0,00012
0,000395
0,000227
1,36E-05
3,4E-05
-0,00059
5,17E-05
-0,0002
0,001873
0,000421
0,000377
0,000113
-0,00083
-0,00039
-0,00012
0,000715
-1,9E-05
-5E-05

8,85
0,00102
0,00039

0,000722

0,000221
0,00067

0,000769

0,000206

0,000621

0,000672
2,03E-05

-9E-05

-0,00012

0,000957

0,001387

0,000514

0,000552

0,000293
-0,00061
1,53E-05
-0,00026

0,001523
0,00054
0,00049

0,000275
-0,00067
-0,00027

0,001137

0,001185

0,001163

0,001042

8,9
0,000338
0,00018
3,22E-05
7,39E-06
0,000405
0,000506
3,31E-05
0,000346
4,51E-06
4,07E-05
-9,2E-05
-7,1E-05
0,00057
0,000682
0,000257
0,000381
0,000213
-0,00057
8,42E-05
-0,00017
0,000274
0,000308
0,000126
0,000199
-0,0006
-0,00032
0,000188
0,00058
0,000625
0,000295

8,95
5,17E-05
8,61E-05
4,4E-05
-4,2E-05
0,000157
0,000128
-0,0001
0,000111
-0,00029
-7,5E-05
-3,2E-05
2,07E-06
-0,00023
5,72E-05
0,000142
-7,2E-05
6,96E-05
-0,00059
-1,3E-05
-0,00021
-0,00019
0,00015
-3,8E-05
5,67E-05
-0,00093
-0,00048
-0,00019
0,000305
2,82E-05
-0,00023

9
7,.92E-05
0,000123
-0,00013
-4E-05
0,000154
0,000131
1,82E-05
0,000166
-0,0003
-4,4E-05
-6,5E-05
-6,9E-05
-0,00022
6,67E-05
0,000129
-5,7E-05
0,000194
-0,0006
-1,1E-05
-0,00026
-0,00013
0,000159
2,38E-05
4,13E-05
-0,00075
-0,00038
-0,0002
0,00019
8,7E-05
-9,8E-05
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APENDICE IV

Planilha com os dados espectrais de RMN de
'H a partir de amostras de azeite extra virgem,
usando o pre-processamento Normalizacao
pela soma, utilizadas no presente trabalho



Amostra
c1
c2
c3
c4
Cc5
o6
c7
8
co

Cclo
c11
cl12
Cc13
cl4
c15
Cle
Cc17
cls
c19
c20
c21
c22
€23
c24
o1
o2
03
04
05
06
o7
08
09
010
011
012
013
014
015
0Ole

Classe

3

[eNeNoNsNoNoNolNolNoNoNoNoNoNoNololal ol ol ol ol N el o I o ol ol e I o Mo N o I o B o W o W e W e B o W o Wi

0,04
1,76E-05
2,86E-05
0,000204
2,16E-05
1,65E-05
1,87E-05
2,17E-05
1,49E-05
2,26E-05
0,000166
1,55E-05
2,39E-05
1,88E-05
1,94E-05
2,16E-05
1,43E-05
9,38E-05
7,81E-05
0,000115
0,00021

0,000352
7,84E-05
0,000135
2,03E-05
2,28E-05
1,79E-05
2,37E-05
2,85E-05
1,31E-05
0,000185
1,76E-05
2,14E-05
1,86E-05

1,3E-05

2,726-05
1,46E-05
3,39E-05
1,53E-05
2,11E-05
2,07E-05

0,08
2,31E-05
3,41E-05
0,00022
3,39E-05
2,47E-05
2,55E-05
3,21E-05
2,19E-05
2,18E-05
0,000226
2,54E-05
3,49E-05
2,47E-05
2,6E-05
2,61E-05
1,82E-05
3,16E-05
2,61E-05
2,97E-05
2,46E-05
3,16E-05
3,11E-05
3,95E-05
2,55E-05
2,96E-05
2,26E-05
2,96E-05
3,77E-05
1,15E-05
0,000203
2,66E-05
2,54E-05
2,4E-05
2,6E-05
2,82E-05
2,56E-05
4,14E-05
1,74E-05
2,49E-05
2,42E-05

0,12
5,44E-05
5,95E-05
0,000238
4,49E-05
3,49E-05
4,8E-05
5,47E-05
5,06E-05
5,92E-05
0,000215
3,93E-05
5,07E-05
4,7E-05
4,84E-05
5,52E-05
5,64E-05
6,41E-05
5,62E-05
5,99E-05
4,96E-05
4,99E-05
6,71E-05
7,21E-05
4,71E-05
4,74E-05
4,69E-05
517E-05
5,31E-05
3,47E-05
0,000235
4,46E-05
5,63E-05
5,21E-05
3,85E-05
5,37E-05
4,62E-05
6,2E-05
5,1E-05
5,57E-05
5,61E-05

0,16
4,46E-05
5,85E-05
0,00025
4,71E-05
3,87E-05
4,64E-05
527605
4,72E-05
4,51E-05
0,000215
437605
5,74E-05
4,8E-05
4,7E-05
5,32E-05
3,830-05
6,12E-05
5,41E-05
6,28E-05
5 57E-05
6,12E-05
5,75E-05
7,72E-05
4,45E-05
5,33E-05
3,65E-05
5,18E-05
5,53E-05
4,22E-05
0,000252
4,71E-05
511E-05
4,69E-05
4E-05
5E-05

4,57E-05
6,63E-05
4,28E-05
4,88E-05
3,79E-05

0,2
4,25E-05
5,37E-05
0,000261
3,9E-05
3,94E-05
3,68E-05
4,05E-05
3,850-05
2,74E-05
0,000212
4,54E-05
4,12E-05
3,44E-05
3,25E-05
3,86E-05
2,85E-05
4,02E-05
2,74E-05
3,89E-05
3,07E-05
4,26E-05
3,74E-05
5,72E-05
3,45E-05
4,24E-05
3,6E-05
3,13E-05
5,81E-05
2,86E-05
0,000257
3,99E-05
3,54E-05
3,02E-05
3,39E-05
3,57E-05
4,38E-05
5,89E-05
2,18E-05
2,39E-05
3,45E-05

0,24
9,28E-05
9,4E-05
0,000286
7,23E-05
4,99E-05
8,1E-05
9,53E-05
8,76E-05
0,000102
0,000278
5,32E-05
3,73E-05
8,66E-05
8,44E-05
9,29E-05
0,000101
0,000117
0,000108
0,000107
8,79E-05
9,46E-05
0,000118
0,00012
8,44E-05
7,79E-05
7,47E-05
6,75E-05
7,76E-05
6,57E-05
0,000305
7,14E-05
0,0001
9,28E-05
5,2E-05
8,98E-05
7,76E-05
9,25E-05
8,85E-05
3,93E-05
0,000102

0,28
4,47E-05
6,72E-05
0,000275
4,37E-05
3,05E-05
4,38E-05
5,58E-05
4,69E-05
5,34E-05
0,000244
3,51E-05
5,55E-05
4,67E-05
4,98E-05
5,32E-05
4,34E-05
6,14E-05
6,39E-05
6,6E-05
5,53E-05
6,57E-05
6,02E-05
7,88E-05
4,57E-05
5,43E-05
3,85E-05
AE-05
5,34E-05
AE-05
0,000303
5,12E-05
5,68E-05
5,38E-05
4,14E-05
5,18E-05
4,74E-05
7,63E-05
4,12E-05
4,54E-05
4,72E-05

0,32
-1,1E-05
1,8E-05

0,000264
8,3E-06
3,47E-07
1,2E-05
-4,3E-06
-8,7E-06

-1E-05

0,000197
4,4E-06
1,84E-06
-1,1E-05
9,6E-06
-3,5E-06
2,1E-05
-7,2E-06
-5,6E-06
6,75E-07
-8,26-06
8,85E-06
-6,6E-06
1,39E-05

-1E-05
3,11E-06
9E-06
5,98E-07
1,75E-05

-7,1E-06

0,000285
7,08E-06
1,1E-05
1,1E-05
6,55E-06
8,306
7,5E-07
3,42E-05
-2,5E-05
1,7E-05
1,6E-05

0,36
3,3E-06
3,16E-05
0,000282
1,9E-06
1,14E-06
2,2E-06
6,01E-06
3,97E-07
-4,5E-06
0,000221
5,14E-06
1E-05
1,01E-06
3,58E-07
1,22E-05
-1E-05
1,4E-05
4,32E-06
9,38E-06
1,2E-06
1,55E-05
8,5E-06
3,2E-05
1,2E-06
7,87E-06
5,43E-06
1,37E-05
1,75E-05
6,41E-06
0,000319
1,87E-05
1,6E-06
-4,4E-06
2,43E-05
2,95E-06
8,03E-06
4,38E-05
1,3E-05
2,5E-06
-5,5E-06

0,4
1,11E-05
4,82E-05
0,000304
1,17E-05
1,1E-05
1,06E-05
2,25E-05
2,12E-05
1,07E-05
0,00025
1,42E-05
2,36E-05
1,17E-05
1,2E-05
1,62E-05
9,52E-06
3,28E-05
2,31E-05
2,57E-05
2,18E-05
3,31E-05
2,73E-05
4,37E-05
1,5E-05
2,23E-05
1,94E-05
2,21E-05
3,44E-05
1,74E-05
0,000369
2,98E-05
1,09E-05
9,72E-06
3,04E-05
2,14E-05
2,43E-05
6,89E-05
7,84E-06
1,36E-05
7,67E-06

0,44
3,43E-05
7,18E-05
0,00034
3,09E-05
3,35E-05
2,72E-05
4,3E-05
4,29E-05
3,17E-05
0,000286
3,75E-05
4,83E-05
2,58E-05
2,9E-05
3,66E-05
3,38E-05
5,34E-05
4,45E-05
4,88E-05
4,45E-05
5,18E-05
4,8E-05
6,35E-05
3,12E-05
4,44E-05
4,01E-05
3,67E-05
5,68E-05
3,09E-05
0,000424
5,45E-05
3,38E-05
3,08E-05
5,35E-05
4,64E-05
4,51E-05
0,000102
3,09E-05
3,69E-05
3,08E-05

0,48
5,88E-05
0,000102
0,000381
5,98E-05
6,11E-05
5,24E-05
6,97E-05
7,45E-05
4,89E-05
0,000327
6,82E-05
7,38E-05
5,2E-05
5,63E-05
6,23E-05
5,75E-05
6,75E-05
6,92E-05
6,74E-05
7,16E-05
7,47E-05
6,55E-05
9,59E-05
5,87E-05
7,38E-05
6,79E-05
5,51E-05
8,77E-05
6,87E-05
0,000463
8,14E-05
5,91E-05
5,98E-05
7,9E-05
5,85E-05
7,89E-05
0,000127
4,85E-05
5,53E-05
5,97E-05

0,52
0,000135
0,00016
0,000435
0,000123
9,15E-05
0,000123
0,000149
0,000148
0,000143
0,000422
9,72E-05
0,000144
0,00013
0,00013
0,000143
0,00015
0,00016
0,00016
0,000151
0,00014
0,000146
0,000156
0,000174
0,00013
0,000131
0,000125
0,000114
0,000131
0,000125
0,000534
0,000131
0,000138
0,000137
0,000115
0,000128
0,000139
0,000169
0,000133
0,000135
0,000153

0,56
0,000145
0,000169
0,00046
0,000137
8,6E-05
0,000134
0,00017
0,000154
0,000172
0,000451
9,15E-05
0,000168
0,000151
0,000148
0,000171
0,000171
0,000198
0,000186
0,000172
0,000159
0,000166
0,000179
0,000208
0,000137
0,000145
0,000125
0,00015
0,000123
0,000155
0,000576
0,00014
0,000165
0,000156
0,000124
0,00014
0,000139
0,00017
0,00017
0,000173
0,000167

0,6
-3,5E-05
2,32E-05
0,000399
-4,2E-06
1,39E-05
-2,8E-05
3,7E-06
2E-05
-4,2E-05
0,000283
1,7E-05
9,65E-06
-2,5E-05
-1,9E-05
1,2E-05
-5E-05
-1,8E-05
-2,3E-05
2E-05
2,04E-06
1,23E-05
-3,6E-05
2,64E-05
3E-05
1,6E-05
-1,8E-05
-1E-05
2,21E-05
-3,5E-06
0,000484
1,01E-05
-2,8E-05
-3,2E-05
2,63E-05
-1,4E-05
6,23E-06
4,85E-05
-5E-05
-4,8E-05
-4,4E-05

0,64
-8,9E-05
3,2E-05
0,000395
7,6E-05
9,1E-06
9,2E-05
-6,5E-05
-6,8E-05
0,0001
0,000247
-6,6E-06
-5,8E-05
9,2E-05
-8,8E-05
-8,3E-05
10,0001
-7,9E-05
7,4E-05
8,2E-05
-5,3E-05
-4,5E-05
-8,7E-05
-4,3E-05
-9E-05
-4,7E-05
-6,2E-05
-8,3E-05
-8,6E-06
-7E-05
0,0004638
-5,4E-05
1E-04
0,0001
-3,7E-05
-6,6E-05
-3,8E-05
-1E-05
-0,00011
-0,00011
0,0001

0,68
4,13E-05
9,01E-05
0,000521
3,7E-05
0,000113
2,65E-05
7,54E-05
7,25E-05
3,8E-05
0,000414
0,000108
5,98E-05
2,99E-05
2,82E-05
4,53E-05
4,93E-05
6,8E-05
8,35E-05
5,22E-05
5,78E-05
5,29E-05
5,53E-05
9,7E-05
2,79E-05
3,97E-05
8,38E-05
1,96E-05
0,000115
4,4E-05
0,000608
4,16E-05
3,56E-05
3,25E-05
5,36E-05
6,02E-05
8,73E-05
8,79E-05
2,83E-05
3,17E-05
2,82E-05
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0,72
0,000275
0,000317
0,000761
0,000272
0,000321
0,000254
0,000324
0,000333
0,000301
0,000697
0,000303
0,000294
0,000266
0,000261
0,000286
0,000317
0,000331
0,000341
0,000299
0,000294
0,000292
0,000312
0,000341
0,000269
0,000245
0,00031

0,000282
0,000322
0,000279
0,000883
0,000244
0,000289
0,000268
0,000235
0,000306
0,000306
0,000279

0,0003

0,000301
0,000303



0,76
0,00019
0,000287
0,000798
0,000284
0,000608
0,000191
0,000261
0,000241
0,000211
0,000655
0,000555
0,000271
0,000211
0,000272
0,000237
0,000237
0,000274
0,000274
0,000261
0,000324
0,000337
0,000245
0,000339
0,000221
0,000318
0,000275
0,000303
0,00046
0,000285
0,000964
0,000289
0,000232
0,000209
0,000345
0,000241
0,000287
0,000356
0,000224
0,000237
0,000232

0,8
0,000245
0,000259
0,000898
0,000176
0,001171
0,000179
0,000259
0,000265
0,000285
0,000749
0,001014
0,000229
0,000175
0,000199
0,000213
0,000266
0,00026

0,000252
0,000205
0,00025

0,00024

0,000217
0,000305
0,000189
0,000218
0,000243
0,00025

0,001103
0,00021

0,001105
0,000178
0,00016

0,000162
0,000254
0,000294
0,000272
0,000212
0,000248
0,00021

0,000234

0,84
0,001746
0,001334
0,002241
0,001239
0,008848
0,0015
0,001464
0,001697
0,001863
0,00225
0,007762
0,001333
0,001255
0,001325
0,001337
0,001247
0,001182
0,001106
0,000988
0,000996
0,000893
0,001048
0,001136
0,001242
0,001549
0,001494
0,00152
0,008136
0,001377
0,002427
0,001188
0,000941
0,000927
0,001377
0,001586
0,001562
0,001121
0,001239
0,001032
0,001099

0,88
0,049965
0,048995
0,042745
0,047072
0,036102
0,048884
0,050656
0,050257
0,053376
0,052409
0,036088
0,048798
0,050214
0,04885
0,050183
0,053826
0,051866
0,0524
0,050207
0,046973
0,045739
0,052247
0,04787
0,049906
0,039123
0,048993
0,047821
0,040456
0,048252
0,043025
0,045154
0,0505
0,050346
0,041936
0,046718
0,047286
0,046276
0,053124
0,051815
0,052811

0,92
0,024041
0,029422
0,02521

0,030548
0,026073
0,026617
0,027516
0,026942
0,023441
0,025031
0,028471
0,028967
0,027747
0,02875

0,027851
0,02489

0,026992
0,027184
0,028491
0,032401
0,033212
0,026937
0,030951
0,02864

0,036937
0,029782
0,029976
0,023651
0,030139
0,027223
0,03308

0,028205
0,028343
0,035628
0,030382
0,028654
0,032601
0,025565
0,027171
0,026136

0,96
0,002205
0,001251
0,004029
0,001447
0,006528
0,00195
0,001283
0,001612
0,001315
0,00181
0,006266
0,001399
0,001226
0,001316
0,001303
0,000764
0,000788
0,000728
0,000756
0,000823
0,000823
0,000864
0,00109
0,001249
0,002023
0,001457
0,001418
0,005426
0,001293
0,004154
0,001466
0,000955
0,000981
0,001621
0,001598
0,002082
0,001311
0,00078
0,00077
0,000756

1
0,001157
0,000724
0,002679
0,000735
0,002319
0,000924
0,0007
0,000813
0,000736
0,001241
0,002286
0,000703
0,000638
0,000659
0,000723
0,000684
0,000639
0,000603
0,000602
0,000575
0,000625
0,000617
0,001162
0,000587
0,000981
0,000718
0,000693
0,00222
0,000625
0,002774
0,000768
0,00075
0,000744
0,000921
0,000955
0,001089
0,000683
0,000558
0,000557
0,000658

1,04
0,000924
0,000642
0,002304
0,000538
0,001079
0,000742
0,000619
0,000685
0,000649
0,001224
0,001037
0,000636
0,000574
0,000539
0,00065

0,000568
0,000645
0,000596
0,000544
0,000557
0,000544
0,000578
0,000696
0,000539
0,000761
0,000679
0,000568
0,001071
0,000591
0,002442
0,000611
0,000578
0,000569
0,000707
0,000885
0,000829
0,000624
0,000555
0,000549
0,000543

1,08
0,00076

0,000582
0,002137
0,000497
0,00104

0,000606
0,000573
0,00065

0,000573
0,001219
0,000971
0,000552
0,000474
0,000477
0,00052

0,000531
0,000547
0,000561
0,000501
0,000553
0,000546
0,000542
0,000607
0,000486
0,000658
0,000593
0,000537
0,000926
0,000516
0,002316
0,000528
0,000478
0,000468
0,000585
0,000706
0,00073

0,00057

0,000508
0,000478
0,000498

112
0,001547
0,001464
0,002899
0,001488
0,002204
0,001398
0,001479
0,001594
0,001488
0,002225
0,002026
0,001395
0,001328
0,001359
0,001376
0,001486
0,001486
0,001477
0,001394
0,001419
0,001429
0,001436
0,001464
0,001331
0,001406
0,001496
0,001372
0,001864
0,001351
0,003142
0,001316
0,001426
0,001302
0,001308
0,001425
0,001552
0,001375
0,001429
0,001405
0,001438

1,16
0,001756
0,001836
0,003323
0,001823
0,004253
0,001672
0,001843
0,001785
0,001827
0,002692
0,003727
0,00179
0,00164
0,001874
0,001723
0,001807
0,001829
0,001807
0,001749
0,001862
0,001843
0,001725
0,001891
0,001653
0,001808
0,00179
0,001843
0,003464
0,001815
0,003794
0,001697
0,001732
0,001613
0,00185
0,001653
0,001906
0,001755
0,0018
0,001763
0,001737

12
0,002756
0,002137
0,004382
0,001858
0,012195
0,002258
0,002332
0,002429
0,002819
0,003628
0,009784
0,002095
0,001902
0,002131
0,00205

0,002097
0,001968
0,001873
0,001789
0,001902
0,001829
0,001753
0,001971
0,00193

0,002168
0,002249
0,002302
0,011997
0,002112
0,004875
0,001845
0,001609
0,001602
0,002173
0,002431
0,002547
0,001686
0,002093
0,001817
0,001948

1,24
0,020431
0,014339
0,020898
0,013307
0,045444
0,016067
0,015562
0,017851
0,020721
0,019575
0,040129
0,013939
0,014321
0,014381
0,014605
0,017711
0,015347
0,01477

0,013445
0,01233

0,011862
0,014821
0,012942
0,014198
0,014391
0,015871
0,015048
0,042627
0,013743
0,019301
0,01233

0,012929
0,013104
0,012929
0,016478
0,015847
0,011364
0,017179
0,014284
0,016387

1,28
0,254385
0,259631
0,224418
0,255017
0,217172
0,25493
0,262542
0,260068
0,263559
0,261252
0,214534
0,257394
0,260853
0,25799
0,258843
0,269442
0,267544
0,265709
0,265454
0,257107
0,262954
0,266446
0,2506
0,260078
0,242124
0,263459
0,244955
0,224946
0,246547
0,217551
0,251194
0,25559
0,255078
0,237087
0,255839
0,25718
0,257039
0,259548
0,257462
0,27187

1,32
0,218312
0,233652
0,201245
0,236087
0,197295
0,228184
0,232925
0,228161
0,226295
0,228084
0,200814

0,23593
0,235063
0,234944
0,234811
0,231153
0,234472
0,235354
0,235574
0,239465
0,238803
0,232993
0,235363
0,234135
0,233145

0,22766
0,239192
0,198916
0,243086
0,215023
0,236804
0,234632
0,234471
0,235936
0,232692
0,226228
0,238873
0,236967
0,239976
0,230415

1,36
0,055851
0,059217
0,061283
0,062535
0,072762
0,059016
0,057454
0,056986
0,052472
0,05341

0,074454
0,060683
0,058211
0,060188
0,058566
0,05107

0,055835
0,055817
0,05753

0,062019
0,061132
0,055982
0,060945
0,058761
0,068297
0,058408
0,062791
0,067291
0,063293
0,066253
0,06471

0,057353
0,057604
0,067535
0,061218
0,060601
0,06406

0,053708
0,056625
0,052388

14
0,010287
0,006506

0,01682
0,007133
0,020591
0,008813
0,006218
0,007647
0,006503
0,006273
0,020727
0,006654
0,006312
0,006607
0,006561

0,0051
0,005545
0,005513
0,005624
0,006336
0,005714

0,00619
0,007147
0,006676
0,010138
0,007734
0,007319
0,018566
0,006634

0,01672
0,008019
0,006526
0,006601
0,009239
0,007887
0,009215
0,006862
0,005451
0,005653
0,005339

1,44
0,005414
0,00236
0,010037
0,002571
0,007446
0,004178
0,002492
0,003214
0,003104
0,002808
0,007398
0,002627
0,002619
0,002471
0,002666
0,002337
0,002351
0,002158
0,002236
0,002175
0,002129
0,002546
0,002238
0,002556
0,00388
0,002711
0,00275
0,007422
0,002282
0,00938
0,002686
0,0025
0,00262
0,002815
0,00359
0,003902
0,002264
0,002485
0,002415
0,002359

1,48
0,003888
0,001796
0,007501
0,001875
0,003434
0,003034
0,00183

0,002198
0,002222
0,002007
0,003362
0,001963
0,001931
0,001954
0,001981
0,001732
0,001751
0,001628
0,001714
0,001712
0,001666
0,001869
0,001731
0,001915
0,002828
0,001942
0,00207

0,003819
0,001754
0,006793
0,002016
0,001865
0,001977
0,002176
0,002535
0,002823
0,001726
0,001856
0,001829
0,001754
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1,52
0,002634
0,001034
0,005705
0,001113
0,002314
0,001988
0,001038
0,001328
0,001332
0,001177
0,002179
0,001111
0,00109
0,001159
0,001129
0,000897
0,000899
0,000808
0,000882
0,000915
0,000855
0,000974
0,000951
0,001089
0,001783
0,00114
0,001223
0,002666
0,00097
0,00495
0,001192
0,001051
0,001103
0,001354
0,001483
0,00183
0,000937
0,000981
0,000953
0,000924



1,56
0,003535
0,001686
0,005871
0,001707
0,005768
0,002683
0,001804
0,002236
0,002443
0,002183
0,005117
0,001716
0,001784
0,001754
0,00178

0,001724
0,001564
0,001476
0,001415
0,00139

0,00131

0,001605
0,001459
0,001749
0,002267
0,001906
0,0019338
0,005832
0,001625
0,005045
0,001728
0,001585
0,001641
0,001883
0,002097
0,002458
0,00141

0,001761
0,001531
0,001641

16
0,026303
0,023016
0,024442
0,022104
0,019528
0,024514
0,024146
0,024694
0,026737
0,025925
0,019008
0,023055
0,024054
0,023171
0,0238

0,02704

0,02434

0,024411
0,024172
0,021894
0,022288
0,024444
0,022855
0,023347
0,020757
0,02359

0,022209
0,021358
0,021977
0,023189
0,02124

0,024909
0,0249538
0,021432
0,022252
0,023519
0,021234
0,025341
0,024048
0,026101

1,64
0,029575
0,033273
0,029371

0,03457
0,026588

0,03192
0,032149
0,031735
0,029283
0,030056
0,027603
0,033782
0,032841
0,033242
0,032337
0,030648
0,031785
0,031863

0,03284
0,034273
0,034771
0,031551
0,033081
0,033483
0,034748
0,032102
0,033066
0,026273
0,033761
0,030116
0,034643
0,032297
0,033211
0,035335
0,032336
0,032135

0,03518
0,031148
0,032481
0,031406

1,68
0,005724
0,004959
0,007694
0,006751
0,007086
0,005975
0,004526
0,005525
0,003862
0,003963
0,006812
0,006733
0,004993
0,005332
0,004553
0,003603
0,003522
0,003288
0,003989
0,004436
0,00488
0,003466
0,00373
0,005321
0,006888
0,004035
0,004651
0,006276
0,004809
0,0072
0,005225
0,004663
0,00555
0,005774
0,00462
0,005301
0,005147
0,003488
0,003713
0,003742

1,72
0,003118
0,001347
0,004197
0,001427
0,002275
0,001619
0,001386
0,0014
0,000868
0,000794
0,002116
0,001492
0,001422
0,001399
0,001057
0,000415
0,000347
0,000355
0,000501
0,000729
0,000835
0,000413
0,000363
0,001128
0,001933
0,000639
0,000982
0,002132
0,000932
0,003384
0,000999
0,001965
0,001304
0,001146
0,0009
0,001784
0,000878
0,000448
0,000447
0,000453

1,76
0,002774
0,000988
0,003647
0,000647
0,001153
0,001045
0,000991
0,000767
0,00095

0,000683
0,00109

0,000652
0,000639
0,000701
0,000855
0,000335
0,000364
0,000412
0,000521
0,000446
0,000508
0,000404
0,000359
0,000585
0,001037
0,000627
0,000747
0,001217
0,000581
0,002675
0,000595
0,001139
0,000581
0,000635
0,000763
0,001518
0,000472
0,000342
0,000327
0,000366

18
0,001867
0,000793
0,003329
0,000559
0,000899
0,00091
0,000715
0,000636
0,001057
0,00066
0,000889
0,000539
0,000603
0,0006
0,000746
0,000335
0,000469
0,000515
0,000615
0,000479
0,000511
0,000488
0,000488
0,000516
0,000938
0,000702
0,000717
0,001009
0,000571
0,002362
0,000609
0,000696
0,00053
0,000658
0,000797
0,001258
0,000515
0,000356
0,000348
0,00036

1,84
0,001235
0,000634
0,003092
0,000561
0,000857
0,00086
0,000622
0,000662
0,001095
0,000694
0,000859
0,000529
0,000571
0,000574
0,000668
0,00042
0,000544
0,000554
0,000618
0,000455
0,000468
0,000547
0,000565
0,000521
0,000873
0,000726
0,000636
0,000979
0,000527
0,002191
0,00056
0,000629
0,000544
0,000627
0,000788
0,001027
0,00048
0,000448
0,000425
0,000422

1,88
0,000937
0,00072
0,002977
0,000696
0,00109
0,000879
0,000672
0,000712
0,000992
0,000754
0,00107
0,00063
0,000649
0,0007
0,000706
0,000496
0,000652
0,000618
0,000677
0,000595
0,000588
0,000649
0,000727
0,000607
0,000943
0,000814
0,000744
0,001121
0,00064
0,002177
0,000683
0,000698
0,000623
0,000738
0,000841
0,000952
0,000602
0,000535
0,000537
0,000503

1,92
0,000678
0,000511
0,00276
0,000449
0,001698
0,000696
0,000522
0,00055
0,000759
0,000644
0,00151
0,000436
0,000492
0,000504
0,00051
0,00033
0,00047
0,0004
0,000445
0,000412
0,000405
0,000445
0,000571
0,00042
0,000714
0,000646
0,00063
0,001604
0,000484
0,002043
0,000516
0,000467
0,0004338
0,000635
0,000736
0,000732
0,000428
0,000362
0,000321
0,000324

1,96
0,002394
0,001702
0,003968
0,001653
0,007767
0,002225
0,001895
0,002106
0,002551
0,002381
0,00641

0,00174

0,001774
0,001777
0,001827
0,001699
0,001573
0,001426
0,001437
0,001254
0,001264
0,00144

0,001507
0,001637
0,001936
0,001801
0,002014
0,007647
0,001776
0,003412
0,001506
0,001505
0,0014838
0,001676
0,002152
0,002015
0,001378
0,001683
0,00144

0,001546

2
0,038344
0,03427
0,033163
0,032874
0,027878
0,036967
0,036962
0,036923
0,041765
0,040337
0,025871
0,035098
0,037075
0,035076
0,036908
0,041103
0,038104
0,037745
0,036083
0,032406
0,032499
0,037497
0,032612
0,035408
0,028367
0,032688
0,035154
0,031498
0,03523
0,034322
0,030247
0,036829
0,036488
0,028306
0,034606
0,033231
0,030366
0,041608
0,039278
0,038927

2,04
0,045529
0,052799
0,04388
0,05542
0,041545
0,050126
0,051624
0,049544
0,047256
0,048645
0,04268
0,05432
0,052642
0,053654
0,052473
0,049248
0,051548
0,051366
0,053178
0,055799
0,056633
0,050324
0,052654
0,052097
0,056003
0,049225
0,055299
0,040986
0,056766
0,048146
0,055129
0,052025
0,052217
0,055904
0,053082
0,049769
0,057071
0,051259
0,053373
0,049698

2,08
0,007762
0,007578
0,009744
0,006955
0,012507
0,007137
0,006581
0,007567
0,006383
0,006489
0,014133
0,00647

0,006274
0,006887
0,006798
0,006752
0,00609

0,006872
0,006689
0,007296
0,006107
0,007087
0,010525
0,007239
0,009235
0,009647
0,007296
0,010954
0,006873
0,009402
0,008749
0,008296
0,008383
0,011764
0,006411
0,008751
0,007431
0,006102
0,006207
0,006881

2,12
0,001697
0,000799
0,003484
0,00097

0,003543
0,001358
0,000845
0,001077
0,001052
0,000881
0,003635
0,000891
0,000871
0,000909
0,000907
0,000781
0,000726
0,000599
0,000755
0,000609
0,000714
0,000771
0,000892
0,000779
0,001418
0,000964
0,000929
0,003196
0,000698
0,00311

0,000916
0,000946
0,000945
0,001242
0,001115
0,001358
0,000763
0,000711
0,000688
0,000773

2,16
0,001296
0,00072
0,002682
0,000788
0,001581
0,001073
0,000757
0,000915
0,000939
0,000774
0,001601
0,00074
0,000776
0,000742
0,000792
0,000739
0,000752
0,00063
0,000699
0,000636
0,00064
0,000789
0,000731
0,000749
0,000945
0,000798
0,000806
0,0016
0,000656
0,002343
0,000744
0,000802
0,000804
0,000782
0,00101
0,000979
0,000624
0,000771
0,00075
0,000728

22
0,000857
0,000523
0,002098
0,000542
0,001092
0,000742
0,000504
0,000561
0,000606
0,000483
0,001058
0,000528
0,000523
0,000595
0,000546
0,000439
0,000483
0,000424
0,000472
0,000467
0,000452
0,000511
0,000525
0,000522
0,000706
0,000571
0,000613
0,001107
0,000496
0,00179

0,000567
0,00054

0,00054

0,000652
0,000691
0,000701
0,000466
0,000492
0,000487
0,000457

2,24
0,000822
0,000422
0,001869
0,000429
0,002431
0,000676
0,000461
0,00056

0,000645
0,000468
0,002125
0,000424
0,000432
0,000476
0,000465
0,000343
0,00036

0,000289
0,000311
0,000299
0,000267
0,000351
0,000375
0,000434
0,000567
0,00051

0,000523
0,002319
0,000406
0,001571
0,000433
0,00039

0,000392
0,000538
0,000637
0,000621
0,000314
0,000378
0,000331
0,000333

2,28
0,005643
0,001874
0,00525
0,001637
0,006686
0,003166
0,002395
0,003479
0,006804
0,004393
0,005975
0,001765
0,002293
0,001924
0,002504
0,004418
0,004373
0,004145
0,002815
0,001835
0,001657
0,004619
0,002702
0,00219
0,002011
0,00283
0,002271
0,00689
0,001758
0,004825
0,001538
0,0024
0,002711
0,001688
0,002968
0,00254
0,001128
0,004034
0,002591
0,003139

134

2,32
0,041087
0,042447
0,036297
0,041545
0,032095
0,042248
0,043571
0,043028
0,042497
0,04317

0,032994
0,042161
0,043609
0,042471
0,043292
0,044985
0,044001
0,04467

0,044213
0,043586
0,043146
0,044214
0,044044
0,043448
0,040286
0,043511
0,042026
0,034283
0,042275
0,037053
0,041899
0,044295
0,044051
0,041327
0,041735
0,04162

0,042126
0,044644
0,044401
0,045051



2,36
0,008596
0,012599
0,010991
0,013436
0,013029
0,01066
0,010947
0,010135
0,007224
0,0082
0,013662
0,012648
0,010959
0,01251
0,011016
0,007937
0,009037
0,008946
0,010443
0,012178
0,01248
0,008789
0,011006
0,011496
0,013772
0,011043
0,012439
0,011231
0,012988
0,011096
0,01366
0,010391
0,010327
0,013836
0,011928
0,012076
0,013833
0,008655
0,010398
0,009338

2,4
0,001223
0,000443
0,002355
0,000581
0,002558
0,00091

0,000402
0,000599
0,000558
0,00028

0,002572
0,00046

0,000437
0,000491
0,000484
0,000235
0,000273
0,000193
0,000254
0,000246
0,000273
0,000345
0,000275
0,000442
0,000897
0,000522
0,000559
0,002289
0,000422
0,001969
0,000624
0,000351
0,000346
0,000663
0,000741
0,000867
0,000443
0,00031

0,000308
0,000284

2,44
0,000818
0,000121
0,001362
0,000186
0,001129
0,000454
0,000145
0,000263
0,000305
3,98E-05
0,001107
0,000135
0,000173
0,000162
0,000192
0,000155
0,000154
0,000105
0,000126
8,89E-05
7,8E-05
0,000204
0,000112
0,000171
0,000338
0,00018
0,00019
0,001067
5,42E-05
0,001002
0,000176
0,000194
0,000197
0,000175
0,000337
0,000348
5,11E-05
0,00019
0,000174
0,000172

2,48
0,000822
0,000289
0,001122
0,000309
0,000469
0,000527
0,000302
0,000356
0,000416
0,000173
0,000472
0,000296
0,000335
0,000324
0,000341
0,000323
0,000312
0,000276
0,000303
0,000271
0,000259
0,00035

0,000287
0,000333
0,000429
0,00032

0,000345
0,000568
0,000241
0,000781
0,000329
0,000331
0,000352
0,00034

0,000448
0,000447
0,000231
0,000363
0,000354
0,000357

2,52
0,000445
0,000106
0,000784
0,000151
0,000204
0,000296
0,000109
0,000146
0,000195
3E-05
0,00022
0,000108
0,000138
0,000157
0,000146
0,000108
0,000106
6,7E-05
0,000103
8,8E-05
7,83E-05
0,000139
0,000101
0,000139
0,000238
0,000121
0,000159
0,000277
7,1E-05
0,000452
0,00015
0,000144
0,000145
0,000165
0,000215
0,000234
6,82E-05
0,000145
0,000148
0,000146

2,56
0,00029
4,87E-05
0,00063
8,6E-05
0,000124
0,000219
5,76E-05
9,13E-05
0,000142
-7,5E-05
0,000139
4,6E-05
8,17E-05
8,81E-05
8,29E-05
4,48E-05
5,37E-05
1,54E-05
5,01E-05
2,81E-05
1,35E-05
8,49E-05
4,49E-05
8,03E-05
0,000154
6,85E-05
9,42E-05
0,000187
1,83E-05
0,000293
7,72E-05
9,34E-05
9,09E-05
8,6E-05
0,000134
0,00015
3,54E-06
7,71E-05
7,21E-05
7,06E-05

26
0,000241
5,67E-05
0,000563
9,23E-05
0,000108
0,000203
6,56E-05
9,74E-05
0,000147
-6,1E-05
0,000127
5,49E-05
8,76E-05
8,89E-05
8,75E-05
5,58E-05
6,21E-05
2,93E-05
5,92E-05
3,68E-05
2,01E-05
9,38E-05
6,02E-05
9,25E-05
0,000146
7,75E-05
9,92E-05
0,000163
2,26E-05
0,000223
8,37E-05
0,000106
0,000102
8,75E-05
0,000117
0,00013
1,24E-05
8,1E-05
7,49E-05
7,2E-05

2,64
0,000209
5,68E-05
0,000506
8,43E-05
0,000117
0,000184
5,74E-05
8,34E-05
0,000128
-6,7E-05
0,000145
4,7E-05
8,226-05
8,41E-05
7,6E-05
4,94E-05
4,73E-05
1,74E-05
493E-05
3,26E-05
2,3E-05
7.67E-05
6,126-05
8,64E-05
0,000129
7,25E-05
9,75E-05
0,000151
1,81E-05
0,000172
8,69(-05
0,000105
9,25E-05
9,5E-05
0,000115
0,000118
2E-05
6,74E-05
6,84E-05
6E-05

2,68
0,000201
5,16E-05
0,00044
7,63E-05
0,000148
0,00017
5,37E-05
7,43E-05
0,000127
6,6E-05
0,000179
4,04E-05
7,79E-05
7,99E-05
7,22E-05
4,27E-05
4,02E-05
1,27E-05
4,7E-05
2,18E-05
2,22E-05
6,39E-05
5,15E-05
7,85E-05
0,000107
5,91E-05
9,25E-05
0,00016
7,81E-06
0,000133
7,56E-05
9,13E-05
8,51E-05
7,7E-05
0,000107
9,65E-05
1,77E-05
6,06E-05
6,13E-05
4,98E-05

2,72
0,000281
0,000101
0,000413
0,00011
0,000557
0,000205
9,88E-05
0,000133
0,000176
7E-06
0,000731
7,57E-05
0,000114
0,000116
0,000113
8,57E-05
6,94E-05
5,51E-05
7,65E-05
5,7E-05
3,68E-05
0,000102
0,000187
0,000127
0,000146
0,000144
0,000137
0,000476
4,93E-05
0,000131
0,000123
0,00014
0,000134
0,000149
0,000134
0,000145
4,9E-05
9,86E-05
9,02E-05
9,16E-05

2,76
0,00174
0,001297
0,001507
0,000841
0,001426
0,001077
0,001045
0,001528
0,001525
0,001222
0,002084
0,000754
0,000928
0,000969
0,001115
0,001744
0,001313
0,001749
0,001224
0,001246
0,000722
0,001863
0,002611
0,00136
0,001137
0,002288
0,001111
0,001427
0,000939
0,001079
0,001372
0,001819
0,001845
0,001926
0,000835
0,001469
0,000925
0,0015
0,00128
0,001616

2,8
0,002289
0,003075
0,0023
0,002221
0,00284
0,002084
0,002293
0,002768
0,001957
0,002077
0,004451
0,001957
0,002042
0,002365
0,002372
0,002671
0,002249
0,002903
0,002547
0,002985
0,001934
0,002874
0,00525
0,002897
0,002914
0,004321
0,002586
0,002466
0,00241
0,001865
0,003545
0,003561
0,003569
0,005008
0,001806
0,003227
0,002633
0,002335
0,002445
0,002821

2,84
0,000494
0,000498
0,000662
0,000553
0,000783
0,000518
0,000459
0,000441
0,000419
0,000287
0,001047
0,000457
0,000462
0,000515
0,000463
0,000433
0,000381
0,000357
0,000458
0,000406
0,000474
0,000392
0,000796
0,000424
0,000623
0,000467
0,000516
0,000692
0,000415
0,000375
0,000595
0,000534
0,000563
0,000758
0,000502
0,000647
0,000502

0,00034
0,000356
0,000454

2,88
0,000119
3,83E-05
0,000272
7,35E-05
0,000228
0,000121
4,39E-05
5,77E-05
0,000101
-6E-05
0,000287
3,74E-05
6,58E-05
6,57E-05
5,76E-05
3,42E-05
3,38E-05
1,48E-05
3,35E-05
1,32E-05
1,28E-05
5,57E-05
4,12E-05
5,64E-05
9,03E-05
4,7E-05
7,02E-05
0,000216
1,35E-05
2,12E-05
6,6E-05
7,85E-05
7,57E-05
6,83E-05
7,83E-05
7,7E-05
7,59E-06
5,45E-05
5,31E-05
4,92E-05

2,92
9,57E-05
3,54E-05
0,000223
5,55E-05
0,000112
9,96E-05
3,83E-05
4,78E-05
9,63E-05
-6,5E-05
0,000143
2,58E-05
5,99E-05
5,58E-05
5,42E-05
3,06E-05
2,94E-05
1,84E-05
3,53E-05
1,39E-05
3,04E-06
5,39E-05
5,95E-05
5,56E-05
5,82E-05
4,98E-05
6,16E-05
0,00012
1,06E-05
-1,8E-05
5,43E-05
7,68E-05
7,32E-05
5,42E-05
6,83(-05
4,88E-05
7,3E-07
4,75E-05
4,39E-05
3,95E-05

2,9
7,68E-05
3,24£-05
0,000186
5,63E-05
7,01E-05
9,32(-05
3,42E-05
4,06E-05
8,69[-05
7,3E-05
9,17E-05
2,01E-05
5,25E-05
5,41E-05
4,5E-05
3,26E-05
2,27E-05
1,06E-05
3,06E-05
1,06E-05
6,71E-06
4,41E-05
3,83E-05
5,19E-05
5,48E-05
3,69E-05
6,04£-05
8,32E-05
1,29E-05
-4,7E-05
5,28E-05
6,72E-05
6,36E-05
5,76E-05
6,64[-05
4,28E-05
6,63E-06
4,77E-05
4,81E-05
3,91E-05

3
6,85E-05
2,69E-05
0,000145
5,47E-05
5,46E-05
8,79E-05
3,08E-05
3,68E-05
8,07E-05
7,7E-05
6,74E-05
2,12E-05
5,04E-05
5,18E-05
4,12E-05
2,18E-05
1,59E-05
4,74E-06
2,41E-05
7,91E-06
6,52E-06
3,48E-05
1,21E-05
4,85E-05
4,04E-05
2,7E-05
5,34E-05
6,75E-05
9,22E-06
6,8E-05
4,21E-05
6,05E-05
5,71E-05
3,52E-05
5,95E-05
2,87E-05
6,46E-07
3,62E-05
3,65E-05
2,77E-05

3,04
6,34E-05
2,65E-05
0,000108
5,13E-05
4,91E-05
8,18E-05
3,09E-05
3,41E-05
7,38E-05
7.6E-05
5,86E-05
2,27E-05
4,99E-05
511E-05
432605
2,06E-05
1,78E-05
8,53E-06
2,66E-05
1,29E-05
7,34E-06
3,56E-05
9,44E-06
5,3E-05
3,48E-05
2,57E-05
4,92E-05
5,75E-05
3,1E-06
-9E-05
3,97E-05
5,84E-05
5,58E-05
3,35E-05
5,13E-05
1,95E-05
3,55E-06
3,64E-05
3,7E-05
2,9E-05

3,08
3,16E-05
-4,6E-07
6,39E-05
2,14E-05
3,42E-05
4,77E05
2,71E-07
8,17E-07
3,82E-05
-0,0001
4,29E-05
1,1E-05
1,73E-05
1,86E-05
1,23E-05
1,3E-05
1,6E-05
-2,8E-05
5,2E-06
2,1E-05
2,6E-05
1,09E-06
2,3E-05
2,05E-05
7,08E-06
-4E-06
2,02E-05
3,79E-05
2E-05
0,00012
1,3E-05
2,2E-05
2,3E-05
1,3E-05
1,82E-05
7.9E-06
2,3E-05
1,79E-06
2,99E-06
-2E-06
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312
4,98E-05
9,9E-06

3,86E-05
3,16E-05
3,3E-05

5,44E-05
1,75E-05
1,32E-05
6,08E-05
7,9E-05
4,17E-05
1,96E-06
3,48E-05
3,36E-05
2,95E-05
1,17E-05
1,23E-05
-4,9E-06
1,52E-05
-2,5E-06
8,2E-06
2,94E-05
-5,3E-06
3,75E-05
6,98E-06
7,52E-06
3,21E-05
4,04E-05
3,6E-06
-0,00014
2,21E-05
4,04E-05
3,92E-05
1,31E-05
3,3E-05

4,28E-07
1,7E-05
2,69E-05
2,31E-05
1,76E-05



3,16
4,72E-05
1,39E-05
4,44E-06
3,39E-05
3,2E-05
5,05E-05
1,5E-05
8,82E-06
4,86E-05
7,8E-05
4,22E-05
7,01E-06
3,37E-05
3,39E-05
2,71E-05
3,67E-06
4,95E-06
-1E-05
1,16E-05
2,5E-07
,8E-06
1,98E-05
2,7E-06
3,17E-05
7,26E-06
8,73E-06
3,22E-05
3,87E-05
4.1E-06
0,00017
2,43E-05
3,78E-05
3,79E-05
1,81E-05
2,99E-05
8,06E-07
1,2E-05
1,82E-05
1,93E-05
1,03E-05

32
4,31E-05
9,01E-06
1,3E-05
2,87E-05
3,46E-05
4,77E-05
1E-05
4,8E-06
4,85E-05
7,5E-05
4,08E-05
3,2E-06
2,79E-05
2,93E-05
2,53E-05
3,1E-07
1,54E-06
-8,6E-06
6,99E-06
2,7E-06
+,8E-06
1,43E-05
+,8E-06
2,93E-05
3,82E-06
6,28E-06
2,59E-05
3,64E-05
-1E-05
0,00018
2,08E-05
3,39E-05
3,21E-05
1,47E-05
2,67E-05
2,1E-06
1,3E-05
1,55E-05
1,77E-05
8,05E-06

3,24
5,17E-05
1,74E-05
1,7E-05
3,43E-05
3,97E-05
5,21E-05
1,67E-05
1,08E-05
5,62E-05
+,9E-05
4,5E-05
5,58E-06
3,18E-05
3,58E-05
3,12E-05
4,85E-06
9,71E-06
1,3E-06
1,29E-05
4,07E-06
3E-06
1,93E-05
1,88E-07
3,48E-05
9,9E-06
9,78E-06
3,23E-05
4,06E-05
9,3E-06
0,00018
2,4E-05
4,02E-05
3,64E-05
2,13E-05
3,37E-05
1,27E-06
-8,4E-06
2,16E-05
2,33E-05
1,36E-05

3,28
4,71E-05
2,09E-05
1,5E-05
4E-05
4,41E-05
5,15E-05
1,95E-05
1,34E-05
5,83E-05
,6E-05
5,03E-05
9,77E-06
3,54E-05
3,52E-05
3,05E-05
8,9E-06
1,65E-05
1,2E-06
1,45E-05
6,88E-06
1,2E-06
2,21E-05
7,86E-06
3,31E-05
1,71E-05
1,6E-05
3,89E-05
4,17E-05
7E-07
0,00017
2,99E-05
4,32E-05
3,89E-05
3,16E-05
3,73E-05
7,05E-06
1,5E-06
2,3E-05
2,8E-05
1,69E-05

3,32
4,08E-05
1,75E-05
1,3E-05
3,68E-05
3,92E-05
4,81E-05
1,64E-05
1,41E-05
5,2E-05
,3E-05
4,99E-05
1,18E-05
3,47E-05
3,36E-05
2,96E-05
8,5E-06
1,24E-05
-4,6E-06
1,02E-05
6,67E-06
1,02E-06
2,12E-05
5,1E-06
3,16E-05
1,59E-05
1,5E-05
3,88E-05
3,76E-05
5,85E-06
0,00017
3,23E-05
4,05E-05
3,58E-05
2,57E-05
3,32E-05
6,25E-06
1,7E-06
2,04E-05
2,58E-05
1,73E-05

3,36
3,29E-05
1,7E-05
-1,5€-05
3,58E-05
3,88E-05
4,4E-05
1,55E-05
1,26E-05
4,54E-05
5,3E-05
4,57E-05
7,14E-06
2,89E-05
3,1E-05
2,64E-05
3,23E-06
7,95E-06
-4,2E-06
1,24E-05
1,05E-05
5,72E-06
2,14E-05
5,82E-06
2,98E-05
1,4E-05
1,23E-05
3,33E-05
3,53E-05
2,71E-06
-0,00017
2,86E-05
3,53E-05
3,226-05
2,22E-05
2,89E-05
5, 7E-06
1,32E-06
1,83E-05
2,2E-05
1,25E-05

3.4
4,09E-05
2,52E-05
-7,4E-06
4,23E-05
4,2E-05

5,21E-05
2,42E-05
1,73E-05
5,48E-05
-4,7E-05
4,76E-05
1,21E-05
3,86E-05
3,69E-05
3,14E-05
1,37E-05
2,37E-05
9,53E-06
2,64E-05
2,07E-05
2,04E-05
3,27E-05
2,12E-05
3,49E-05
2,22E-05
1,87E-05
4,08E-05
3,6E-05

3,67E-06
-0,00016
3,98E-05
427605
4,05E-05
3,13E-05
3,38E-05
1,17E-05
1,05E-05
2,89E-05
3,13E-05
1,99E-05

3,44
4,59E-05
3,18E-05
-1,4E-05
5,22E-05
4,5E-05
5,75E-05
3,25E-05
2,43E-05
5,35E-05
3,7E-05
5,08E-05
2,4E-05
4,87E-05
4,47E-05
3,8E-05
2,93E-05
3,6E-05
2,62E-05
4,27E-05
4,7E-05
3,97E-05
4,6E-05
4,3E-05
4,53E-05
3,03E-05
2,96E-05
4,93E-05
3,81E-05
7,61E-06
-0,00017
4,64E-05
5,08E-05
4,91E-05
4,58E-05
4,28E-05
2,02E-05
2,33E-05
3,86E-05
4,23E-05
3E-05

3,48
4,3E-05
3,12E-05
2,3E-05
4,96E-05
4,05E-05
5,58E-05
2,8E-05
2,13E-05
4,69E-05
-3,5E-05
4,54E-05
2,3E-05
4,63E-05
4,7E-05
3,48E-05
3,31E-05
3,75E-05
2,82E-05
4,53E-05
6,33E-05
5,29E-05
4,72E-05
5,3E-05
4,51E-05
3,04E-05
3,22E-05
4,76E-05
3,49E-05
1,08E-05
0,00017
4,81E-05
4,65E-05
4,81E-05
5,18E-05
3,88E-05
2,2E-05
2,53E-05
4,15E-05
4,65E-05
3,3E-05

3,52
6,26E-05
5,3E-05
-1E-05
7,15E-05
4,83E-05
7,61E-05
5,06E-05
4,28E-05
6,68E-05
-1E-05
5,74E-05
4,35E-05
6,5E-05
b,74E-05
5,7E-05
5,47E-05
5,56E-05
4,85E-05
6,61E-05
9,18E-05
7,84E-05
6,42E-05
7,87E-05
6,87E-05
5,47E-05
5,37E-05
6,66E-05
4,68E-05
4,13E-05
0,00015
7,14E-05
6,75E-05
6,74E-05
7,62E-05
5,97E-05
4,37E-05
4,99E-05
6,18E-05
7,330-05
5,8E-05

3,56
5,36E-05
4,88E-05
1,2E-05
6,72E-05
4,92E-05
6,75E-05
4,25E-05
3,67E-05
6,22E-05
1,4E-05
567605
3,9E-05
5,81E-05
6,05E-05
4,99E-05
3,5E-05
3,93E-05
3,03E-05
4,91E-05
6,88E-05
6,43E-05
4,74E05
5,66E-05
6,18E-05
4,73E-05
4,84E-05
6,5E-05
4,55E-05
4,05E-05
0,00015
6,6E-05
5,82E-05
5,68E-05
7,18E-05
5,6E-05
3,8E-05
4,85E-05
4,73E-05
5,72E-05
4,46E-05

36
3,95E-05
3,2E-05
2,1E-05
4,86E-05
4,46E-05
5,28E-05
2,82E-05
2,21E-05
5,13E-05
2,5E-05
4,91E-05
2,58E-05
4,2E-05
4,38E-05
3,45E-05
1,41E-05
2,3E-05
8,57E-06
2,47E-05
3,72E-05
3,13E-05
2,88E-05
3,16E-05
4,35E-05
2,84E-05
2,82E-05
5,09E-05
3,86E-05
2,15E-05
0,00016
4,56E-05
4,54E-05
4E-05
4,71E-05
4,2E-05
2,06E-05
2,7E-05
2,4E-05
2,99E-05
2,12E-05

3,64
4,01E-05
3,46E-05
2,2E-05
4,82E-05
4,58E-05
5,24E-05
2,97E-05
2,65E-05
5,28E-05
1,9E-05
5,31E-05
2,51E-05
4,27E-05
4,26E-05
3,62E-05
1,75E-05
2,01E-05
6,46E-06
2,17E-05
2,8E-05
2,18E-05
3,03E-05
2,63E-05
4,43E-05
2,82E-05
2,91E-05
4,67E-05
4,11E-05
1,61E-05
0,00015
4,31E-05
4,68E-05
4,03E-05
4,2E-05
4,26E-05
1,89E-05
2,37E-05
2,23E-05
2,69E-05
1,57E-05

3,68
4,23E-05
3,41E-05
1,8E-05
4,55E-05
6,7E-05

4,99E-05
2,69E-05
2,47E-05
517E-05
1,6E-05
7,07E-05
1,94E-05
3,85E-05
3,86E-05
3,62E-05
1,1E-05

1,6E-05

3,23E-06
1,86E-05
1,59E-05
1,29E-05
2,24E-05
2,19E-05
3,88E-05
2,94E-05
2,79E-05
4,26E-05
5,86E-05
1,66E-05
-0,00014
4,35E-05
4,14E-05
3,71E-05
3,44E-05
4,12E-05
1,97E-05
2,05E-05
2,18E-05
2,37E05
1,43E-05

3,72
0,000116
9,93E-05
4,68E-05
0,000115
0,000104
0,000162
0,000106
0,000113
0,00016

9,41E-05
0,000117
0,000122
0,000148
0,000137
0,000115
0,000125
0,000138
0,000103
8,930-05
0,000123
9,86E-05
0,000125
0,000117
0,000149
9,26E-05
0,000118
0,000106
0,000112
0,000101
-4,7E-05

9,84E-05
0,000121
0,00014

7,09E-05
0,000123
8,77E-05
6,63E-05
0,000164
0,000155
0,000124

3,76
0,000108
0,000134
6,87E-05
0,000186
0,000127
0,000194
0,000119
0,000127
0,000125
9,84E-05
0,000154

0,00018
0,000184
0,000184
0,000132
0,000121
0,000142
9,95E-05
0,000102
0,000211
0,000205

0,00012
0,000144
0,000184
0,000208
0,000143
0,000135
0,000119
0,000162
9,806
0,000174
0,000129

0,00017
0,000141
0,000153

0,00012
0,000139
0,000168
0,000188
0,000134

3,8
3,87E-05
2,79E-05
+,4E-06
3,98E-05
5,87E-05
4,92E-05
2,34E-05
1,78E-05
3,93E-05
7,1E-06
6,53E-05
2,1E-05
3,54E-05
3,84E-05
3,06E-05
4,63E-06
4,09E-06
5,1E-06
8,51E-06
9,36E-06
7,8E-06
1,19E-05
4,47E-06
3,24E-05
2,68E-05
1,94E-05
4,02E-05
5,06E-05
1,3E-05
0,00012
3,49E-05
3,56E-05
3,96E-05
2,69E-05
3,2E-05
1,65E-05
1,44E-05
1,34E-05
1,64E-05
1,1E-05

3,84
3,86E-05
2,92E-05
1,3E-06
4,09E-05
4,68E-05
4,62E-05
2,53E-05
1,67E-05
4,35E-05
1,7E-06
533005
1,97E-05
3,36E-05
3,56E-05
3,16E-05
4,75E-06
7,15E-06
-4,5E-06
1,41E-05
7,53E-06
5,26E-06
1,51E-05
7,88E-06
3,12E-05
2,41E-05
2,22E-05
4,09E-05
4,34E-05
1,75E-05
0,00011
3,52E-05
3,78E-05
4,24E05
2,58E-05
3,3E-05

1,56E-05
1,93E-05
1,31E-05
1,69E-05
1,13E-05

3,88
4,22E-05
2,96E-05
7,39E-06
3,92E-05
4,85E-05
4,51E-05
2,74E-05
2,08E-05
4,58E-05
6,21E-06
5,6E-05
2,37E-05
3,63E-05
3,5E-05
3,19E-05
1,43E-06
4,49E-06
2,7E-06
1,15E-05
7,13E-06
6,17E-06
1,09E-05
3,46E-06
3,31E-05
2,29E-05
2E-05
3,61E-05
4,26E-05
2,52E-05
-0,0001
3,6E-05
3,81E-05
3,8E-05
2,74E-05
3,48E-05
1,32E-05
1,94E-05
9,25E-06
1,21E-05
6,54E-06
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3,92
7,95E-05
4,06E-05
2,21E-05
4,59E-05
6,78E-05
5,33E-05

4E-05
3,71E-05
5,95E-05
2,2E-05
6,78E-05
3,22E-05
4,77E-05
4,61E-05
4,15E-05
1,15E-05
1,78E-05
1,46E-05
2,14E-05
1,84E-05
1,64E-05
2,53E-05
1,58E-05
4,76E-05
3,17E-05
2,95E-05
512E-05
5,76E-05
3,49E-05
-8,2E-05
4,33E-05
4,82E-05
4,5E-05
3,52E-05
4,78E-05
2,65E-05
2,73E-05
2,29E-05
2,36E-05
1,55E-05



3,96
0,000106
9,94E-05
7,44E-05
0,000101
0,000119
0,000106
9,78E-05
9,4E-05
0,000117
8,67E-05
0,000121
8,47E-05
0,000102
0,0001
0,000102
7,22E-05
7,31E-05
7,06E-05
7,82E-05
7,28E-05
6,99E-05
7,97E-05
7,54E-05
0,000104
8,13E-05
9,16E-05
0,000109
0,000106
8,49E-05
2,3E-05
9,72E-05
0,000107
0,000102
8,91E-05
0,000105
8,22E-05
8,14E-05
7,91E-05
8,06E-05
7,33E-05

4
8,62E-05
8,7E-05
8,51E-05
0,000103
0,00017
9,28E-05
8,52E-05
7,97E-05
0,000104
8,04E-05
0,00017
7,54E-05
8,85E-05
9,15E-05
8,71E-05
4,92E-05
6,02E-05
5,44E-05
6,49E-05
6,45E-05
6,26E-05
6,55E-05
6,42E-05
8,98E-05
8,28E-05
8,45E-05
0,000102
0,000131
7,64E-05
-4,6E-06
9,47E-05
9,97E-05
8,69E-05
8,93E-05
9,29E-05
7,26E-05
8,37E-05
5,8E-05
6,05E-05
5,34E-05

4,04
0,000113
0,00012
0,00018
0,000131
0,000419
0,000151
0,000206
9,66E-05
0,000172
0,000162
0,000397
0,000104
0,000212
0,000154
0,000139
3,08E-05
0,000105
0,000109
0,000126
0,000163
0,000158
0,000112
0,000123
0,000114
0,000143
0,000186
0,000209
0,000331
0,000205
9,93E-05
0,00021
0,00015
0,000145
0,000219
0,000173
0,000154
0,000203
4,1E-05
4,01E-05
3,95E-05

4,08
0,000318
0,000277
0,000327
0,00023
0,001097
0,000244
0,000275
0,000261
0,000299
0,000283
0,000955
0,000196
0,000232
0,000226
0,000269
0,000158
0,000191
0,000194
0,000192
0,000165
0,000191
0,000229
0,000213
0,000219
0,000229
0,000306
0,0003
0,000987
0,000271
0,00023
0,000271
0,000211
0,000173
0,000281
0,000331
0,000286
0,000235
0,000172
0,000151
0,000216

4,12
0,003891
0,003804
0,00333

0,003525
0,004306
0,003703
0,003879
0,003903
0,004071
0,004016
0,004209
0,003642
0,003731
0,003713
0,00383

0,00397

0,003814
0,003907
0,003718
0,003343
0,003158
0,003894
0,003639
0,003782
0,002661
0,003835
0,003667
0,004361
0,003679
0,003178
0,003376
0,003824
0,003753
0,003104
0,003484
0,003703
0,00337

0,00392

0,003791
0,003962

4,16
0,012915
0,011615
0,01071
0,010761
0,008954
0,012182
0,012501
0,012635
0,013447
0,01319
0,008924
0,011135
0,012403
0,011345
0,012454
0,013876
0,013081
0,013282
0,012614
0,011737
0,011871
0,013458
0,012542
0,012122
0,011123
0,012629
0,011564
0,009928
0,011238
0,010814
0,011087
0,012887
0,012561
0,010981
0,012066
0,01175
0,010668
0,013525
0,012879
0,013717

42
0,00183
0,004073
0,003052
0,004897
0,004538
0,002744
0,002924
0,002563
0,001464
0,001684
0,00497
0,004192
0,002919
0,00407
0,00303
0,00137
0,002472
0,002392
0,003178
0,004179
0,004373
0,002272
0,003376
0,003269
0,005001
0,003074
0,00408
0,003242
0,004439
0,00316
0,005011
0,002603
0,002763
0,005259
0,003733
0,003631
0,0054
0,001766
0,00256
0,001898

424
0,000581
0,000345
0,000839
0,000386
0,002434
0,000531
0,000352
0,00045

0,000439
0,000419
0,002256
0,000377
0,00036

0,000334
0,000355
0,000229
0,000237
0,000193
0,000196
0,000236
0,000227
0,000224
0,000234
0,000363
0,000518
0,000381
0,000421
0,002163
0,000368
0,000755
0,000378
0,000242
0,000254
0,000392
0,000471
0,000495
0,000301
0,000278
0,000255
0,000237

4,28
0,0094
0,008353
0,00779
0,007235
0,007023
0,008913
0,008904
0,009223
0,009613
0,00971
0,006745
0,00784
0,008792
0,008016
0,008653
0,009915
0,008737
0,009031
0,00846
0,007788
0,007586
0,008957
0,008311
0,008831
0,006581
0,008819
0,007828
0,00805
0,007735
0,0075
0,007178
0,009096
0,008902
0,006767
0,007806
0,00845
0,006647
0,009585
0,0088
0,009588

4,32
0,00825
0,010024
0,008262
0,0111
0,008407
0,009173
0,009547
0,009074
0,008686
0,008527
0,009006
0,010568
0,009737
0,010466
0,009713
0,008851
0,009945
0,009824
0,010308
0,011097
0,011132
0,009697
0,010414
0,009745
0,0114538
0,009622
0,010498
0,007844
0,010765
0,008854
0,011299
0,009537
0,009825
0,011595
0,010263
0,009542
0,011969
0,009146
0,00996
0,009063

4,36
0,000724
0,000363
0,001091
0,000465
0,001537
0,000659
0,000394
0,000477
0,000466
0,000373
0,001501
0,000452
0,000427
0,000452
0,000418
0,000294
0,000345
0,000294
0,000322
0,000353
0,000367
0,000377
0,000337
0,000422
0,000688
0,000429
0,000462
0,00137
0,000399
0,001023
0,000474
0,000341
0,000352
0,000493
0,000557
0,000606
0,000364
0,000356
0,00036
0,00031

4,4
0,000269
6,04E-05
0,000513
9,4E-05
0,000565
0,000194
6,18E-05
0,000107
0,000116
5,73E-05
0,000566
7,27E-05
3,13E-05
9,05E-05
7,91E-05
5,41E-05
6,01E-05
4,36E-05
6,03E-05
4,41E-05
4,32E-05
8,14E-05
4,51E-05
7,81E-05
0,000168
7,89E-05
0,000101
0,000507
5,1E-05
0,000385
9,02E-05
8,22E-05
7,64E-05
0,000103
0,000127
0,000151
5,12E-05
7,37E-05
7,28E-05
5,89E-05

4,44
0,000177
2,82E-05
0,000349
4,67E-05
0,000209
0,000122
3,14E-05
5,72E-05
7,35E-05
2,08E-05
0,00021
3,25E-05
4,45E-05
3,86E-05
4,08E-05
2,85E-05
3,28E-05
2,07E-05
3,56E-05
2,25E-05
2,22E-05
4,57E-05
2,33E-05
4,21E-05
8,97E-05
3,38E-05
5,4E-05
0,000225
1,46E-05
0,000211
4,32E-05
4,43E-05
4,92E-05
4,89E-05
8,26E-05
8,01E-05
1,51E-05
4,19E-05
4,07E-05
3,12E-05

4,48
0,000193
7,28E-05
0,000311
3,13E-05
0,000116
0,00015
7,67E-05
9,16E-05
0,000114
6,59E-05
0,000114
7,81E-05
8,8E-05
8,84E-05
8,8E-05
7,8E-05
7,68E-05
6,72E-05
7,95E-05
6,67E-05
6,77E-05
8,72E-05
6,87E-05
8,99E-05
0,000113
7,87E-05
9,23E-05
0,000141
5,95E-05
0,000175
8,79E-05
9,09E-05
9,5E-05
9,09E-05
0,00011
0,000111
6,226-05
8,69E-05
8,17E-05
7,92E-05

4,52
0,000151
5,39E-05
0,000237
6,89E-05
6,86E-05
0,000114
5,52E-05
6,4E-05
8E-05
3,69E-05
7,54E-05
5,53E-05
6,57E-05
6,94E-05
6,69E-05
4,82E-05
5,16E-05
4,09E-05
5,59E-05
4,73E-05
4,62E-05
5,79E-05
4,54E-05
6,6E-05
8,67E-05
5,29E-05
6,93E-05
9,05E-05
3,77E-05
0,000108
6,66E-05
7,07E-05
7,02E-05
6,74E-05
8,08E-05
7,76E-05
4,46E-05
5,66E-05
5,94E-05
5,51E-05

4,56
0,000123
1,8E-05
0,000183
2,99E-05
3,45E-05
6,86E-05
1,71E-05
2,84E-05
4,47E-05
4,52E-06
4,18E-05
1,31E-05
2,81E-05
2,72E-05
2,59E-05
4,87E-06
6,17E-06
9,6E-07
9,81E-06
4,74E-06
3,82E-06
1,21E-05
5,19E-06
2,75E-05
4,15E-05
1,58E-05
2,97E-05
5,55E-05
-1,1E-06
5,55E-05
2,7E-05
2,96E-05
3,12E-05
2,64E-05
3,38E-05
3,84E-05
7,47E-06
1,52E-05
1,44E-05
1,33E-05

a6
0,000147
3,89E-05
0,000169
4,31E-05
4,29E-05
8,14E-05
3,99E-05
5,42E-05
7,04E-05
2,41E-05
5,05E-05
3,16E-05
4,42E-05
4,46E-05
4,42E-05
3,07E-05
3,3E-05
4,03E-05
3,1E-05
3,71E-05
1,88E-05
5,44E-05
2,48E-05
5,61E-05
4,98E-05
3,51E-05
4,35E-05
5,97E-05
2,27E-05
4,55E-05
4,33E-05
5,28E-05
5,1E-05
4,22E-05
4,72E-05
4,73E-05
3,25E-05
4,13E-05
4,19E-05
3,45E-05

4,64
9,34E-05
1,12E-05
0,000136
1,95E-05
2,63E-05
5,23E-05
1,4E-05
1,62E-05
3,66E-05
3,08E-06
2,89E-05
1,22E-05
2,01E-05
2,24E-05
2,06E-05
1,42E-06
2,42E-06
3,6E-06
5,22E-06
,6E-07
2,2E-06
5,67E-06
6,4E-07
1,82E-05
3,03E-05
8,66E-06
2,24E-05
3,536-05
9,31E-06
1,81E-05
1,87E-05
2,56E-05
2,5E-05
1,66E-05
2,54E-05
2,4E-05
1,87E-06
5,63E-06
6,69E-06
1,31E-06

4,68
7,35E-05
1,15E-05
0,000127
2E-05
2,26E-05
4,59E-05
1,1E-05
9,8E-06
3,38E-05
7,51E-06
2,47E-05
7,74E-06
2,21E-05
2,11E-05
2,69E-05
1,3E-06
1,21E-05
4,4E-06
3,34E-06
5,4E-06
-5,5E-06
3,76E-06
8,16E-06
1,05E-05
2,68E-05
1,11E-05
1,7E-05
2,65E-05
7,99E-06
1,16E-05
1,6E-05
2,56E-05
2,18E-05
2,54E-05
2,6E-05
1,77E-05
1,4E-06
3,51E-06
3,21E-06
9,43E-07

137

4,72
7,84E-05
1,44E-05
0,000127
2,06E-05
1,95E-05
4,22E-05
1,12E-05
1,32E-05
3,03E-05
1,25E-05
2,52E-05
1,19E-05
2,47E-05
1,95E-05
2,86E-05
5,1E-06
1,09E-05
5,5E-06
1,85E-06
5,8E-06
5,5E-06
5,24E-07
8,53E-06
1,28E-05
2,7E-05
1,42E-05
1,9E-05
2,41E-05
4,83E-06
1,05E-05
1,97E-05
2,74E-05
2,29E-05
2,61E-05
2,95E-05
1,85E-05
2,81E-06
3,55E-06
9,02E-06
1,96E-06



4,76
6,65E-05
1,01E-05
0,000116
1,36E-05
1,37E-05
3,46E-05
9,75E-06
1,34E-05
2,41E-05
8,42E-06
2,04E-05
8,52E-06
1,24E-05
1,48E-05
1,43E-05
7,8E-06
2,7E-06
5,8E-06
1E-06
5,8E-06
,4E-06
1,38E-06
-4,8E-06
1,21E-05
1,96E-05
5,54E-06
1,95E-05
2,34E-05
3E-06
1,52E-06
1,19E-05
1,73E-05
1,7E-05
1,45E-05
2,3E-05
1,09E-05
1E-06
9,8E-07
2,61E-06
2,1E-06

438
4,37E-05
1,48E-05
0,000113
1,78E-05
2,02E-05
3,68E-05
1,49E-05
1,93E-05
2,55E-05
1,59E-05
2,31E-05
9,42E-06
1,88E-05
1,87E-05
1,99E-05
3,2E-06
-1,9E-06
5,3E-06
2,72E-06
3E-06
-4,4E-07
1,15E-06
-4E-07
1,64E-05
2,13E-05
9,61E-06
2,73E-05
2,49E-05
5,98E-06
7,67E-06
1,86E-05
2,11E-05
2,09E-05
1,72E-05
2,58E-05
1,71E-05
6,15E-06
1,55E-06
3,33E-06
8,79E-07

4,84
3,54E-05
2,18E-05
0,000115
2,79E-05
2,57E-05
4,19E-05
2,09E-05
2,61E-05
3,67E-05
2,76E-05
2,94E-05
1,65E-05
2,7E-05
2,58E-05
2,58E-05
4,12E-06
4,81E-06
1,35E-06
6,19E-06
3,61E-06
3,48E-06
7,35E-06
6,32E-06
2,59E-05
2,69E-05
1,82E-05
3,12E-05
3,04E-05
1,73E-05
1,32E-05
2,59E-05
2,8E-05
2,91E-05
2,37E-05
2,98E-05
1,88E-05
1,42E-05
7,88E-06
1,03E-05
6,87E-06

4,38
3,53E-05
2,73E-05
0,000113
2,92E-05
2,73E-05
4,35E-05
2,52E-05
2,65E-05
4,34E-05
3,58E-05
3,39E-05
2,5E-05
3E-05
2,89E-05
2,8E-05
1,65E-06
5,8E-06
7,55E-07
1,02E-05
6,89E-06
3,66E-06
6,98E-06
8,65E-06
2,98E-05
3,05E-05
2,08E-05
3,12E-05
3,4E-05
1,82E-05
1,86E-05
2,62E-05
3,19E-05
3,18E-05
3,06E-05
3,11E-05
2,05E-05
2,07E-05
7,17E-06
6,2 7E-06
4,63E-06

4,92
4,2E-05
3,47E-05
0,000118
3,71E-05
3,49E-05
4,96E-05
3,69E-05
3,39E-05
5,45E-05
5,08E-05
4,23E-05
3,5E-05
3,94E-05
4,24E-05
4,11E-05
8,17E-06
1,49E-05
9,93E-06
1,91E-05
1,2E-05
1,58E-05
1,29E-05
1,88E-05
3,93E-05
4,06E-05
3E-05
3,9E-05
4,08E-05
2,55E-05
2,75E-05
3,83E-05
4,51E-05
4,4E-05
4,54E-05
3,37E-05
2,69E-05
3,27E-05
1,39E-05
1,26E-05
8,33E-06

1,96
3,74E-05
3,63E-05
0,000116
4,15E-05
4,32E-05
4,88E-05
3,93E-05
3,37E-05
4,88E-05
5,29E-05
4,64E-05
3,03E-05
4,04E-05
4,08E-05
4,19E-05
9,32E-06
1,41E-05
1,02E-05
1,73E-05
1,48E-05
2,18E-05
1,3E-05
1,79E-05
3,87E-05
4,13E-05
3,09E-05
4,26E-05
4,3E-05
2,8E-05
3,32E-05
3,78E-05
4,52E-05
4,15E-05
4,89E-05
3,49E-05
2,98E-05
3,43E-05
7,46E-06
1,01E-05
8,46E-06

5
2,8E-05
2,88E-05
0,000111
3,44£-05
4,63E-05
3,77E-05
3,08E-05
2,5E-05
3,98E-05
5,32E-05
4,64£-05
2,68E-05
3,4E-05
3,37E-05
3,23E-05
-2,4E-06
-1,7E-06
3E-06
5,09E-06
4,78E-06
9,82E-06
3,9E-06
7,97E-06
2,93E-05
3,17E-05
2,4E-05
3,71E-05
4,15£-05
2,07E-05
3,64E-05
3,57E-05
3,6E-05
3,38E-05
4,21£-05
3,13E-05
2,07E-05
3,23E-05
2E-06
-4,6E-06
-4,7E-06

5,04
3,89E-05
3,85E-05
0,000113
4,27E-05
7,52E-05
4,71E-05
4,37E-05
3,59E-05
5,07E-05
6,94E-05
6,92E-05
3,88E-05
3,97E-05
4,05E-05
4,16E-05
5,34E-06
9,56E-06
8,07E-06
1,48E-05
1,19E-05
1,36E-05
7,22E-06
1,62E-05
3,68E-05
3,75E-05
3,5E-05
4,67E-05
6,84E-05
2,88E-05
5,21E-05
3,8E-05
4,32E-05
4,25E-05
4,45E-05
4,43£-05
2,9E-05
3,49E-05
7,77E06
7,6E-06
9,23E-06

5,08
0,000179
0,000168
0,000235
0,000173
0,000192
0,000205
0,000183
0,000178
0,000218
0,000251
0,000177
0,000194

0,0002
0,000193
0,000183
0,000184
0,000154
0,000133
0,000144
0,000154
0,000165
0,000131

0,00014
0,000181
0,000167
0,000164
0,000154

0,00019
0,000161
0,000193
0,000147
0,000189
0,000205
0,000161
0,000177
0,00016
0,000152
0,000165
0,000156
0,000174

512
0,000486
0,000446
0,000497
0,000515
0,000403
0,0005
0,000524
0,000452
0,00056
0,000613
0,000328
0,000547
0,000526
0,000525
0,000506
0,000574
0,000414
0,000352
0,000523
0,000357
0,000536
0,000344
0,00036
0,000366
0,000523
0,00038
0,000403
0,000381
0,000397
0,000415
0,000346
0,000593
0,000598
0,000553
0,000393
0,000456
0,000469
0,000368
0,000361
0,000535

516
0,000472
0,000459
0,000524
0,000511
0,000492
0,000482
0,000514
0,000451
0,000522
0,000587
0,000414
0,000535
0,000505
0,000512
0,000497
0,000517
0,000399
0,000361
0,000505
0,000364
0,000509
0,000347
0,000373
0,000379
0,00052

0,000395
0,000441
0,000435
0,000428
0,000451
0,000379
0,000564
0,00056

0,000571
0,000407
0,000464
0,000489
0,000365
0,000361
0,000483

52
0,000227
0,000236
0,000354

0,00026
0,000772
0,000229
0,000234

0,00024
0,000233
0,000299
0,000686
0,000235
0,000215
0,000244
0,000222
0,000147
0,000143
0,000138
0,000158
0,000164
0,000181
0,000128
0,000172
0,000204
0,000256
0,000226
0,000251
0,000665
0,000237
0,000337
0,000223
0,000228
0,000208
0,000279
0,000216
0,000239
0,000229
0,000144
0,000146
0,000144

524
0,001409
0,000951
0,001379
0,000868
0,001949
0,001078
0,001013
0,001171
0,001545
0,001361
0,001781
0,000905
0,000961
0,000943
0,000998
0,0011

0,001154
0,001154
0,000975
0,000873
0,000825
0,001174
0,000985
0,000978
0,000874
0,001054
0,000992
0,001874
0,000919
0,001323
0,000851
0,000991
0,001039
0,000904
0,001031
0,001022
0,000793
0,001101
0,00089

0,000962

5,28
0,007429
0,008037
0,006692
0,007987
0,007985
0,007746
0,008073
0,007905
0,007806
0,007958
0,007919
0,008027
0,008032
0,008051
0,007984
0,008006
0,007866
0,007961
0,007991
0,008079
0,008003
0,007811
0,008027
0,008055
0,007792
0,008004
0,008044
0,008204
0,008102
0,006972
0,008043
0,008054
0,008061
0,00805

0,007816
0,007798
0,008148
0,007961
0,008031
0,007992

5,32
0,008775
0,006358
0,007024
0,005337
0,009258
0,007204

0,00721
0,007955
0,009787
0,008738

0,00924
0,005836
0,006989
0,006131

0,00721
0,009098
0,007992
0,008226
0,006907
0,005892
0,005301
0,008431
0,007697
0,006911
0,005654
0,007787
0,006637
0,009562
0,005984
0,007417
0,005576
0,007837
0,007702
0,005944
0,006709
0,006756
0,004789
0,008855
0,007751
0,008311

5,36
0,033982
0,038759
0,031034

0,03896
0,029249
0,036284
0,037576
0,036752
0,035478
0,036353
0,031146
0,038723
0,037867
0,038556
0,038064
0,037389
0,037522

0,03819
0,038173
0,039549
0,038644
0,037407
0,039611
0,038419
0,037537
0,037025
0,039614
0,029692
0,040626
0,033456
0,039319
0,038704
0,038899
0,039933
0,037093
0,036483
0,039755
0,038495
0,039342
0,037244

5,4
0,004708
0,004825
0,005536
0,00456
0,007375
0,004672
0,00431
0,004823
0,003711
0,004114
0,00825
0,004283
0,004168
0,004456
0,00443
0,004191
0,003954
0,004362
0,004287
0,004829
0,004264
0,004407
0,006529
0,004762
0,005726
0,005714
0,004804
0,006676
0,004614
0,005605
0,005494
0,005008
0,005018
0,00668
0,004321
0,005457
0,004669
0,004208
0,00434
0,004413

5,44
0,000792
0,000342
0,001469
0,000374
0,001932
0,000598
0,000291
0,000481
0,000357
0,000316
0,002137
0,000318
0,000297
0,000339
0,000338
0,000316
0,000289
0,000297
0,0003

0,000344
0,000268
0,000375
0,000634
0,000362
0,000716
0,000506
0,000403
0,001655
0,000303
0,001366
0,000507
0,000362
0,000379
0,000734
0,000429
0,000671
0,000331
0,000331
0,000323
0,00033

5,48
0,000369
3,64E-05
0,000806
6,99E-05
0,000623
0,000232
4,38E-05
0,000134
0,000125
6,2 7605
0,000687
5,79E-05
6,25E-05
4,75E-05
6,76E-05
8,55E-05
8,45E-05
6,47E-05
7,82E-05
6,07E-05
5,38E-05
0,000113
0,000114
5,8E-05

0,000192
7,4E-05

8,37E-05
0,000611
1,65E-05
0,000693
6,72E-05
6,69E-05
6,91E-05
8,08E-05
0,000162
0,000193
1,29E-05
0,000107
9,96E-05
8,42E-05
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5,52
0,000354
0,000109
0,000647
9,81E-05
0,000279
0,000253
0,00012

0,000153
0,000187
0,000129
0,000297
0,000118
0,000134
0,00013

0,000136
0,00016

0,000156
0,000146
0,000149
0,00013

0,000119
0,000177
0,000173
0,00013

0,000193
0,000137
0,000154
0,000324
9,82E-05
0,00053

0,000123
0,000134
0,000145
0,000144
0,000191
0,000213
8,41E-05
0,000176
0,000162
0,000157



5,56
0,000295
0,00013
0,000529
0,000139
0,00016
0,000229
0,000127
0,00015
0,00016
0,000114
0,000182
0,000131
0,00014
0,00015
0,000143
0,000146
0,00015
0,000146
0,000155
0,000155
0,000144
0,000168
0,000175
0,000141
0,000203
0,000147
0,000167
0,000209
0,000129
0,000409
0,000152
0,00015
0,000152
0,000177
0,00017
0,0002
0,000124
0,000164
0,000163
0,000152

56
0,000162
1,92E-05
0,000356
2,3E-05
4,77E-05
0,000102
1,15E-05
3,65E-05
4,36E-05
GE-07
6,52E-05
1,95E-05
2,2E-05
3,05E-05
2,35E-05
2,21E-05
2,56E-05
2,16E-05
3,27E-05
2,65E-05
1,85E-05
4,05E-05
3,99E-05
2,11E-05
6,89E-05
3,19E-05
4,16E-05
8,64E-05
1,08E-05
0,000227
2,94E-05
3,01E-05
2,84E-05
4E-05
4,62E-05
7,41E-05
2,83E-06
3,62E-05
3,7E-05
2,96E-05

5,64
0,000134
-4,5E-06
0,000279
5,53E-06
1,37E-05
7,44E-05
4,28E-07
1,86E-05
3,3E-05
1,5E-05
2,02E-05
-GE-07
9,15E-06
7,12E-06
9,12E-06
1,45E-05
1,46E-05
9,46E-06
1,68E-05
8,47E-06
6,67E-06
2,3E-05
1,68E-05
1,49E-06
3,82E-05
2,8E-06
1,76E-05
5,03E-05
1,1E-05
0,000155
3,01E-06
9,06E-06
1,15E-05
9,85E-06
2,06E-05
4,13E-05
1,5E-05
1,92E-05
1,96E-05
1,26E-05

5,68
0,000119
-1,1E-05
0,000231
-4,2E-06
7,28E-06
5,54E-05
-7,1E-06
812606
1,09E-05
2,4E-05
1,33E-05
-1,4E-05
-1,4E-06
-9,5E-07
-3,6E-06
3E-06
-2,4E-06
-9,2E-06
4,06E-07
-4E-07
-9,9E-07
2,63E-06
8 41E-07
-9,1E-06
2,69E-05
-9,4E-06
3,78E-06
3,43E-05
2,1E-05
0,000111
9,95E-07
1,1E-06
-1,3E-06
2,25E-06
1,53E-05
2,72E-05
-1,6E-05
1,04E-06
1,99E-06
41E-06

5,72
0,000136
-7,9E-06
0,0002
7,33E-07
1,92E-06
5,45E-05
-6,5E-07
1E-05
2,03E-05
-1,5E-05
5,85E-06
-3,3E-06
4,38E-06
4,75E-06
5,85E-06
7,51E-06
8,75E-06
4,82E-06
1,04E-05
2,46E-06
6,06E-07
1,49E-05
4,66E-06
-1,1E-07
2,31E-05
-4,9E-06
5,8E-06
2,38E-05
-1,6E-05
8,98E-05
-2,6E-07
7,15E-06
7,08E-06
-2,9E-06
1,9E-05
2,48E-05
-1,6E-05
1,37E-05
1,26E-05
8,1E-06

5,76
0,000137
1,3E-05
0,000171
-7,6E-06
7.6E-06
3,97E-05
-1,1E-05
2,44E-07
9,88E-06
2E-05
-6,3E-07
-4,4E-06
-1,4E-06
1,02E-07
1,1E-06
-5,7E-06
3,4E-06
-6E-06
42[-07
6,6E-06
-8,7E-06
1,73E-06
43E-06
-6,5E-06
1,45E-05
1,1E-05
4,64E-06
1,16E-05
1,8E-05
6,95E-05
-7,1E-06
1E-06
-3,4E-06
-6,4E-06
8,97C-06
1,49E-05
2,1E-05
1,55E-06
9,4E-07
2,79E-07

58
0,000152
2E-05
0,000146
-1,6E-05
-1,5E-05
2,09E-05
2E-05
-1,3E-05
2,79E-06
2,8E-05
-E-05
2E-05
-1,4E-05
-1,1E-05
-1,3E-05
-1,3E-05
1,1E-05
-1,3E-05
8,1E-06
-1,8E-05
-1,7E-05
-5,1E-06
-1,8E-05
-1,5E-05
6,82E-06
2E-05
-5,9E-06
7,26E-07
3,1E-05
4,48E-05
-1,7E-05
1,2E-05
-1,5E-05
-1,7E-05
-1,5E-06
5,59E-06
-2,9E-05
-8,8E-06
7,2E-06
-8,5E-06

5,84
6,95E-05
1,6E-05
0,000139
-1,1E-05
1,5E-05
1,92E-05
-1,5E-05
1,2E-05
6,13E-06
2,2E-05
1,1E-05
1,8E-05
-1E-05
9,4E-06
-8,9E-06
-5,8E-06
-6,7E-06
-7,4E-06
2,5E-06
1,1E-05
1,3E-05
-8,8E-07
1,2E-05
9,1E-06
6,94E-06
-1,9E-05
-9E-06
3,4E-07
3,1E-05
3,07E-05
-1,8E-05
7,3E-06
-7,8E-06
-2E-05
1,4E-06
3,89E-06
-2,8E-05
3E-06
2E-06
-4,1E-06

5,88
2,27E-05
-1,8E-05
0,000137
1,2E-05
8,4E-06
1,41E-05
-1,5E-05
-7,5E-06
6,62E-06
21E-05
8,4E-06
1,3E-05
-1,1E-05
1,1E-05
8,7E-06
9,6E-06
7E-06
1,1E-05
,26-06
1,2E-05
1,2E-05
3,1E-06
1,2E-05
-9E-06
9,29E-06
1,7E-05
-7,3E-06
5,8E-07
2,9E-05
2,59E-05
1,4E-05
-8,6E-06
8,9E-06
-1,5E-05
887008
1,06E-06
2,26-05
-4, 4E-06
-4,9E-06
9,1E-06

592
2,65E-06
1,1E-05
0,00013
9,5E-06
9,7E-06
1,49E-05
-1E-05
4,2E-06
1,13E-05
2E-05
-4,3E-06
1,1E-05
-4,9E-06
+,9E-06
5,6E-06
9,8E-06
-5,5E-06
7,3E-06
3,3E-06
9,6E-06
-AE-05
-8,2E-07
-8,2E-06
5,8E-06
8,75E-06
1,2E-05
+©,3E-06
4,776-07
1,8E-05
2,24E-05
9,5E-06
-4,9E-06
5,2E-06
1,1E-05
1,02E-06
2,1E-06
1,9E-05
2,7E-06
2,4E-06
9,2E-06

5,96
2,49E-06
-8,4E-06
0,000127
-4,5E-06
-4,9E-06
1,58E-05
5,1E-06
2,87E-06
1,11E-05
1,5E-05
5,29E-07
1,2E-05
3E-06
2,8E-06
5,6E-07
-4,3E-06
2[-06
3,7E-06
6,01E-07
,4E-06
5,1E-06
1,67E-06
9,9E-07
2,4E-06
5,68E-06
7E-06
3,53E-06
3,45E-06
1,2E-05
2,14E-05
2,9E-06
-4E-08
1,3E-06
5,8E-06
8,11E-06
3E-06
1,4E-05
7,57E-07
2,20-07
3,6E-06

6
6,46E-06
6,07E-06
0,000127
1,82E-06
4,35E-06
2,05E-05
1,08E-06
9,01E-06
1,07E-05
5,2E-06
1,17E-05
5,1E-06
2,49E-06
7,96E-06
4,47E-06
2,67E-06
1,81E-06
8,11E-07
6,06E-06
1,1E-09
1,4E-06
6,84E-06
5,28E-06
1,88E-06
3,46E-06
8,2[-06
1,7E-05
8,76-06
7,2E-06
2,11E-05
4,16E-06
9,73E-06
5,5E-06
2,78E-06
8,73E-06
3,61E-06
+,5E-06
7,01E-06
5,22E-06
3,85E-06

6,04
8,38E-06
9,66E-06
0,0001
4,32E-06
4,44E-06
2,58E-05
5,53E-06
9,39E-06
1,29E-05
1,9E-06
1,26E-05
6,15E-06
8,55E-06
1,33E-05
3,9E-06
5,46E-06
2,41E-06
2,49E-06
7,94E-06
1,08E-06
1,71E-06
7,61E-06
4,25E-06
4,52E-06
6,32E-06
8,12E-06
1,83E-05
8,59E-06
9,6E-06
1,54E-05
7,03E-06
1,27E-05
7,54E-06
8,38E-06
9,34E-06
1,45E-06
2,8E-06
1,01E-05
9,14E-06
7,02E-06

6,08
1,4E-06
-3,4E-06
6,59E-05
2E-07
-4,9E-06
1,47E-05
2,97E-07
2,59E-07
8,96E-06
1,2E-05
1,16E-06
-4,5E-06
3,66E-06
3,1E-06
2,94E-06
-3,8E-06
9,97E-07
-3,1E-06
3,61E-06
-2,5E-06
-2, 7E-06
2,99E-06
-1,8E-07
-3,3E-06
1,3E-06
-6,5E-06
2,11E-06
-2,5E-07
-1,9E-05
-6,5E-06
-3,4E-06
1,62E-06
2,28E-06
-5,8E-06
3,45E-06
1,3E-05
1,2E-05
1,05E-07
1,66E-06
2,89E-06

6,12
-1,8E-05
-1,9E-05
437E-05
-1,7E-05
-1,6E-05
1,1E-05
-1,9E-05
-1,9E-05
-1,2E-05
3E-05
-1,1E-05
-2,3E-05
-1,7E-05
-1,8E-05
-1,8E-05
2,1E-05
2,1E-05
-2,2E-05
1,7E-05
-2,1E-05
2,1E-05
-1,7E-05
1,7E-05
-2,1E-05
-1,9E-05
2,2E-05
-1,6E-05
-1,1E-05
3E-05
-2,8E-05
-1,6E-05
-1,7E-05
-1,7E-05
-1,9E-05
-1,4E-05
2,7E-05
-2,6E-05
-1,9E-05
-1,9E-05
-2E-05

6,16
7,7E-06
-1,2E-05
3,41E-05
-1E-05
1,1E-05
3,5E-06
-8E-06
-1E-05
2,01E-06
1,9E-05
-9, 7E-06
1,3E-05
-7,4E-06
-8,4E-06
-6,9E-06
-5,1E-06
3,3E-06
-6,2E-06
31E-06
-1E-05
1,1E-05
-2E-06
8,1E-06
-1,2E-05
1,7E-05
-1,5E-05
-4,4E-06
8,6E-06
1,3E-05
2,7E-05
-1,3E-05
-5,4E-06
-7,1E-06
1,8E-05
-2,9E-06
2,1E-05
-1,8E-05
2,8E-06
3,1E-06
9,2E-06

6,2
5, 7E-06
7,4E-06
2,75E-05
-1,1E-05
+,5E-06
4,2E-06
-7E-06
9E-06
2,72E-06
1,7E-05
-BE-06
-1,1E-05
-5,6E-06
7,3E-06
5,8E-06
+,8E-06
-6,7E-06
7,1E-06
5,3E-06
-7,9E-06
-8,4E-06
5,6E-06
7,7E-06
9,8E-06
1,6E-05
-AE-05
-3,9E-06
,2E-06
-E-05
-2,9E-05
-BE-06
-5,5E-06
5,8E-06
9,9E-06
3E-06
1,7E-05
1,4E-05
5,2E-06
-4,76-06
1,1E-05

6,24
1,5E-06
+,5E-06
2,38E-05
3,4E-06
5,4E-06
2[-06
+,8E-06
-2,9E-06
6,24E-06
1,5E-05
9E-07
1,3E-05
3,4E-06
-5E-06
-AL-06
7,3E-06
2,3E-06
-4,4E-06
4,1E-06
+,5E-06
5,3E-06
-2,8E-06
3,6E-06
-4,4E-06
1,4E-05
8,4E-06
-7E-06
4,4E-06
1,4E-05
3,1E-05
+,2E-06
3,76-06
4,3E-06
8,2E-06
6,14E-07
1,6E-05
1,3E-05
3,5E-06
2,1E-06
4,7E-06

6,28
2,30-08
5,1E-06
2,04E-05
3,7E-06
5,2E-06
1,1E-06
5,4E-06
2,6E-06
4,01E-06
1,6E-05
9,9E-07
9,2E-06
3,3E-06
3,5E-06
2,26-06
7E-06
2,9E-06
3E-06
2,4E-06
-4, 4E-06
7.3E-06
1,1E-06
-1E-06
2,2E-06
1,3E-05
,9E-06
3,2E-06
2,8E-06
1,3E-05
3,26-05
-6E-06
5,3E-06
-4,8E-06
9,1E-06
8,08E-07
1,4E-05
1,3E-05
1,7E-06
1,9E-06
1,7E-06
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6,32
2,6E-06
-5,4E-06
1,48E-05
5,4E-06
7,3E-06
2,55E-08
5,4E-06
-3,8E-06
-9,8E-07
2E-05
2E-06
5,5E-06
5,2E-06
2E-06
3,4E-06
5,5E-06
5,1E-06
5,3E-06
5,8E-06
-4,7E-06
71E-06
-4E-06
1,3E-06
-1,4E-06
1,3E-05
+,2E-06
+%,1E-06
3,1E-06
9,1E-06
-3,5E-05
-5E-06
-4,5E-06
-3,6E-06
5,3E-06
-2,5E-06
1,3E-05
1,3E-05
-4,1E-06
-4,9E-06
2,9E-06



6,36
3,7E-06
3,8E-06
9,02E-06
-4,3E-06
8,3E-06
5,4E-08
-4E-06
5,3E-06
2,74E-06
1,8E-05
22,5606
+5,6E-06
2,3E-06
8,4E-07
9,9£-07
1,2E-06
3,26-06
3,7E-06
22,3606
4,2E06
5,1E-06
3,4E07
1,2E-06
3,73E08
1,3E-05
5,5E-06
-5E-06
5,306
+5,8E-06
3,5E-05
3,9E-06
1,306
-4,1E-07
7,7E-06
2,8E-06
1,305
8,4E-06
2,7E-06
-1,6E-06
2,306

6,4
1,3E-05
1,1E-05
2,44E-06
-8,9E-06
8,1E-06
8,1E-06
1,2E-05
-1,6E-05
1,1E-05
2,6E-05
7,4E-06
-1,8E-05
9,4E-06
9E-06
9,3E-06
1,5E-05
1,1E-05
1,4E-05
-9,8E-06
1E-05
-1,2E-05
1,2E-05
7,7E-06
9,9F-06
-1,8E-05
1,305
1,1E-05
8,3E-06
-1,5E-05
-4,9E-05
1,1E-05
1,1E-05
1,1E-05
-1,4E-05
-1E-05
2E-05
-1,3E-05
1,3E-05
1,1E-05
1,305

6,44
41,1E-05
1,4E-05
-4,8E-06
-1,5E-05
41,1E-05
1E-05
1,3E-05
-1,8E-05
-9,8E-06
2,3E-05
41,1E-05
1,7E-05
41,2E-05
1,2E-05
1,3E-05
1,4E-05
41,2E-05
1,1E-05
-1,4E-05
1,5E-05
1,3E-05
1,1E-05
-1,4E-05
1,5E-05
2,1E-05
1,7E-05
-1,4E-05
9,6E-06
-1,5E-05
5,3E-05
1,2E-05
1,3E-05
-8,6E-06
-1,9E-05
1,1E-05
2,3E-05
-1,6E-05
41,2E-05
1,1E-05
1,6E-05

6,48
-4, 7E-06
5,4E-06
-1,6E-05
5, 7E-06
9,3E-06
9,9E-07
3,76-06
-1E-05
2,4E-07
1,3E-05
5,5E-06
-4,6E-06
-5E-06
2,7E-06
2,2E-06
4,3E-06
-3,5E-06
3E06
2,7E-06
4E06
4,1E-06
2,2E-06
3,1E-06
5,4E-06
-1,4E-05
5,3E-06
3E-06
4,1F-06
4, 7E-06
+,6E-05
-8,1E-06
3,5E-06
3,7E-06
-5,5E-06
2E-06
1,5E-05
9E-06
3,1E-06
1,7E-06
5,3E-06

6,52
-3,8E-06
5,9E-06
-2,7E-05
7,4E-06
7,7E-06
5,3E-06
7,4E-06
9,3E-06
1,98E-07
1,5E-05
-3,8E-06
1,3E-05
%,7E-06
GE06
-5E-06
5,7E-06
7,6E-06
5,4E-06
3,9E-06
7,4E-06
7,7E-06
6,2E-06
-8E-06
1,1E-05
1,4E-05
8,9E-06
-A4E-06
6,6E-06
7,3E-06
7E-O5
5,9E-06
6,2E-06
5,8E-06
FE06
-6E-06
1,3E-05
9,9E-06
5,4E-06
5,7E-06
5,3E-06

6,56
1,64E-06
9 16E-07
-2,1E-05
2,2E-06
2E-06
1,35E-06
3,26-06
2,9E-06
6,23E-06
5,3E-06
2,71E-06
-5,9E-06
1,8E-06
4,42E06
-1,5E-06
-2,9E-06
-1,2E-06
3,68E07
1,54E-06
2,5E-06
-5,26-06
5,02E-06
-2,8E-06
3,3E-06
1,1E-05
1,87E-06
4,16E-06
2,5E-06
%,1E-06
+,5E-05
3,4E-06
4,36E-06
2,53E07
-5,6E-06
2,5E-06
9E06
+%,26-06
1,13E-06
1,42E-06
2,69E-07

6,6
2,74E-07
5,08E-06
-1,8E-05
-2,5E-06
1,3E-06
3,92E-06
8,7E-07
8,7E-07
4,67E-06
-3,9E-06
4,86E-06
1,22E-06
1,28E-06
5,31E-06
-1,4E-06
2,7E-06
3,72E-07
9,32E-07
2,39E-06
1,2E-06
-2,3E-06
6E-06
-1,7E-06
-6,4E-07
-8E-06
4,61E-06
9,76E-06
-6,8E-07
-8,4E-06
-6E-05
1,77E-06
7.15E-06
3,67E-07
-2E-06
9,35E-07
3,1E-06
2,4E-07
6,11E-07
1,65E-06
9,17E-07

6,64
-5,6E-06
6,89E-08
2,4E-05
-1,4E-06
-5,3E-06
1,71E-06
2,7E-06
3,3E-06
1,57E-06
9,1E-06
1,37E-07
-8,5E-07
1,5E-06
2,43E-06
-4,6E-06
1,7E-06
-1E-06
3E-06
4,06E-07
5,2E-07
1,93E-06
2,9E-07
3,4E-06
4,206
-2,4E-06
2,5E-06
7,05E-06
3,4E-06
-1E-05
-5,9E-05
2,1E-06
8,24E-07
-4,9E-07
3,2E-06
2,2E-07
7,8E-06
4,18E-07
-3E-06
2,5E-06
3,9E-06

6,68
8,2E-06
4,5E-06
2,1E-05
-4, 8E-06
8,7E-06
2,3E-06
5,9E-06
9,4E-06
3,4E-06
1,1E-05
-4,4E-06
1,1E-05
-3,2E-06
5,5E-06
5,3E-06
3,6E-06
-4,6E-06
6,306
5,4E-06
4,1E-06
5,1E-06
4,5E-06
9,3E-06
2, 7E-06
9,3E-06
7,4E-06
-3E-06
5,2E-06
8,2E-06
6,2E-05
5,7E-06
4,7E-06
-4,5E-06
-7,9E-06
-4,9E-06
1,3E-05
5,3E-06
5,9E-06
-4, 8E-06
9,5E-06

6,72
8,1E-06
5,4E-06
-1,9E-05
5,9E-06
+,9E-06
5,1E-06
%,6E-06
9,1E-06
-8E-06
9,8E-06
5,4E-06
7,2E-06
-3,9E-06
5,2E-06
5,8E-06
5,9E-06
7,3E-06
6,9E-06
GE-06
4,9E-06
-4,2E-06
65,7606
9,3E-06
3,7E-06
1,2E-05
7,3E-06
-4E-06
7,7E-06
7,1E-06
5,9E-05
5,3E-06
5,4E-06
4,1E-06
9,4E-06
-4,4E-06
41,5605
5,4E-06
7,5E-06
-5,8E-06
9,9E-06

6,76
2,3E-08
9,68E-07
-1,4E-05
2,3E-06
-1,4E-06
2,62E-06
-4,4E-07
-4,2E-06
3,13E-07
4,6E-06
-4,4E-07
2,04E-06
1,13E-06
1,38E-06
-9,5E-07
1,3E-06
2,1E-07
306
3,86E-06
2,2E-06
2,92E-06
3,07E-06
7,76-07
3,4E-07
4,1E-08
1,1E-06
1,13E-05
2,9E-06
7,7E-06
-5E-05
3,26E-06
5,33E-06
5,04E-06
7,8E-07
-1,4E-06
5E-06
3,48E-06
1,47E-06
7,4E-08
3,73E-07

6,8
3,08E-06
6,11E-06
1,1E-05
7,5E-06
9,53E-07
5,1E-06
3,55E-06
1,49E-07
4,63E-06
1,3E-06
-3,8E-07
574E-06
5,51E-06
7,31E06
-4,6E-07
2,42E06
3,76-06
2,4E-06
3,54E-06
1,73E06
8,29E-06
4,49E-06
5,18E-06
1,52E-08
6,64E-06
2,52E06
1,72E-05
2,1E-06
-1E-05
-1,8E-05
1,04E-05
8 15606
9,7E-06
2,8E-06
1,56E-06
5,6E-07
1,09E-05
1,58E-06
6,27E-07
6,33E-06
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