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NOTA

Este trabalho esta apresentado na forma de artigo, em consonancia com as normas
exigidas pelo periodico “Clinical Biochemistry”, apresentadas em anexo. O texto foi
redigido em Lingua Portuguesa, de acordo com a Decisdo 01 de 2010 da Comisséo de
Graduacdo do Curso de Ciéncias Bioldgicas que regulamenta a atividade de Trabalho de

Conclusdo em Ciéncias Bioldgicas.
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RESUMO

Objetivos: Comparar a atividade da alfa-galactosidase A em amostras de plasma,
leucdcitos e sangue impregnado em papel filtro de controles e pacientes com Doenca de
Fabry e miniaturizar as técnicas de medida da atividade enzimatica em plasma e leucocitos.
Metodologia: O sangue foi coletado, impregnado em papel filtro e teve plasma e leucocitos
separados. A atividade enzimatica foi determinada por ensaios fluorimétricos em amostras
de controles e pacientes com Doenca de Fabry nos diferentes tipos de material.

Resultados: A correlacdo entre técnicas padrdo e miniaturizada foi significativa. Novos
valores de referéncia e de corte foram estabelecidos, de acordo com a diferenga na
atividade da alfa-galactosidase A entre géneros para sangue impregnado em papel filtro e
plasma. Encontrou-se boa correlacdo entre os diferentes tipos de material.

Conclusdes: O estabelecimento de valores especificos para homens e mulheres aumentara
a confiabilidade das técnicas comumente utilizadas para triagem e diagndstico de Doenca
de Fabry.

Palavras-chave: Doenca de Fabry, alfa-galactosidase A, atividade enzimatica, doencas

lisossémicas de depdsito.
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Introducéo

A doenca de Fabry, tema principal deste trabalho, faz parte de um grupo de doencas
metabdlicas hereditarias conhecido como Erros Inatos do Metabolismo (EIM). Esta doenca
é, ainda, enquadrada em uma classe de EIM denominada Doencgas Lisossémicas de
Deposito (DLD).

As DLD formam um grupo com mais de 40 doencas genéticas causadas pelo
acimulo de moléculas complexas que, normalmente, deveriam ser degradadas nos
lisossomos. Esse acumulo é causado, na maioria das vezes, pela deficiéncia de enzimas
denominadas hidrolases lisossémicas, mas também pode ser ocasionado por outro fator que
impeca ou diminua a atividade dessas enzimas, como deficiéncias de proteinas ativadoras,
proteinas de transporte ou outra enzima necessaria para 0 correto processamento do
substrato acumulado [1,2]. O acumulo dos substratos (especificos para cada uma das
enzimas deficientes) nos lisossomos de diversos tecidos € responsavel pelo aparecimento
dos sintomas, que séo diferentes para cada doencga. De forma geral, os sintomas das DLD
compreendem um amplo espectro de anormalidades esqueléticas, comprometimento do
sistema nervoso e disfuncGes organicas [3].

Cada uma dessas doencas € considerada relativamente rara quando analisada
individualmente. Porém, todas as DLD juntas afetam um em cada 5.000 a 8.000 recém-
nascidos [4].

Nas Ultimas décadas vem sendo desenvolvidos tratamentos especificos para cada
doenga, como terapia génica, terapia com chaperonas, transplante de medula dssea,
inibidores de sintese de substrato e terapia de reposi¢do enzimatica que, entretanto, ndo se
encontram disponiveis para todas as DLD [2]. Ao mesmo tempo em que percebemos o
aumento do numero de tratamentos alternativos para as DLD, também cresce a
preocupacao com o diagnostico, para que esse seja adequado, de facil acesso e realizado de
maneira mais precoce possivel, visando o inicio do tratamento cada vez mais cedo. O
diagnostico para as DLD é, na maioria das vezes, realizado através de ensaios bioquimicos
de medida da atividade enzimatica especifica em plasma, leucdcitos ou fibroblastos. Para

garantir a qualidade dessa amostra, 0 material coletado deve ser processado o mais rapido



possivel, o transporte deve ser feito sob refrigeracdo e, apds o processamento, as amostras
devem ser armazenadas a -40°C [5].

A triagem em populagdes de alto risco por meio de ensaios realizados em sangue
impregnado em papel filtro (SPF) também vem ganhando cada vez mais espaco [6,7,8]. Os
ensaios enziméaticos com amostras de SPF ndo sdo utilizados como diagnostico final, pois
os resultados sdo expressos em atividade enzimatica total, ndo levando em conta a
concentracdo da amostra, como ¢é feito usualmente com leucécitos ou fibroblastos.

A Doenga de Fabry (DF, OMIM 301500) é uma doenga metabdlica com heranca
ligada ao cromossomo X recessiva, ao contrario da maioria das DLD, que possuem heranca
autossdmica recessiva. A mutacdo relacionada a essa doenca ocorre no gene localizado na
posicdo g22.1 do cromossomo X [9]. E causada pela deficiéncia na enzima a-galactosidase
A (GLA, EC 3.2.1.22), gerando acimulo progressivo de glicoesfingolipideos neutros com
por¢édo terminal a-galactosil, predominantemente globotriosilceramida (Gb3 ou GL-3). O
acumulo de Gb3 ocorre principalmente nas células endoteliais, no rim, coracéo e células
nervosas, gerando uma série de sintomas como acroparestesia, angioqueratomas, problemas
de vis&o e desenvolvimento de fibrose tecidual irreversivel nos rins e coragéo.

Considera-se que alguns homens adultos desenvolvam o fenotipo “classico” da
doenga, embora exista grande variacdo nesse grupo de pacientes. As mulheres portadoras
do gene, heterozigotas, exibem um amplo espectro de fenotipos, desde graves sintomas
relacionados ao fenotipo “classico”, até um quadro praticamente assintomatico.

Dados epidemioldgicos sugerem que a DF afete desde um em cada 476.000 a um
em 117.000 individuos na populagdo em geral [10]. Entretanto, devido & raridade da doenga
e ao seu desconhecimento, acredita-se que esses dados podem estar subestimados. Além
disso, iniciativas de triagem neonatal masculina encontraram prevaléncias mais altas, como
1 em 3100 recém nascidos na Italia [11] e, surpreendentemente, 1 em 1500 recém nascidos
do sexo masculino em Taiwan, sendo que cerca de 86% eram portadores de uma mutagédo
relacionada a um fenétipo de desenvolvimento tardio de problemas cardiacos [12,13].

O tratamento para DF une o uso de tratamentos médicos convencionais com
tratamentos especificos para a doenga. O convencional ajuda a atenuar os problemas
causados pela doenca trazendo beneficios em curto prazo para o paciente. A Terapia de

Reposicdo Enzimatica para DF encontra-se disponivel desde 2001. Em muitos paises sdo
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encontradas duas opgdes comerciais de enzima recombinante: agalsidase alfa (Replagal®;
Shire, Cambridge, EUA), produzida através de cultura de fibroblastos humanos e
administrada a cada duas semanas, e agalsidase beta (Fabrazyme®; Genzyme Corp,
Cambridge, EUA), produzida pela expressdo do gene humano para a a-galactosidase A em
células de ovario de hamster chinés e também administrada a cada duas semanas [14,15].

O diagnostico da DF, assim como de todas as DLD, deve ser realizado o quanto
antes, com o objetivo de iniciar o tratamento, particularmente porgue, neste caso, a Terapia
de Reposicdo Enzimatica ja se encontra disponivel.

Apos a indicacdo medica, o diagndstico geralmente € realizado atraves de ensaios
enzimaticos para determinar a atividade da o-galactosidase A. Em individuos do sexo
masculino, o diagndstico enzimatico € definitivo quando realizado em plasma ou leucocitos.
Porém, em individuos do sexo feminino (heterozigotos) os resultados podem ser normais,
apesar de apresentarem DF [16]. Por este motivo, o diagndstico feminino é conclusivo
apenas através de analise genética para mutacdes no gene da a-galactosidase A (gene GLA).
Neste gene, existem mais de 585 mutacdes descritas [17].

Assim como em outras DLD, a triagem de populacdes de alto risco pode ser feita
com a utilizacdo de SPF, mas os resultados dos ensaios enzimaticos realizados com esse
material ndo podem ser considerados definitivos para o diagndstico, tornando necessaria a
confirmacdo em plasma ou leucdcitos em homens e molecular em mulheres. Entretanto, a
utilizacdo de SPF tem diversas vantagens em relacdo ao uso de outros materiais biologicos,
entre elas: facilidade para transporte, pois pode ser enviado via correio em envelope
convencional sem necessidade de ser refrigerado [18]; facil armazenagem das amostras,
com atividade da enzima GLA preservada por 180 dias a temperaturas de até 37 °C [19];
menor volume de reacdo, reduzindo os custos em relacdo aos ensaios convencionais [8];
maior seguranca na manipulacdo das amostras, diminuindo as chances de contaminacédo
[18].

Tendo em vista a dificuldade presente na determinacdo do diagnostico bioquimico
da DF — devido a diversidade de fenotipos encontrados e também a diferenca existente
entre individuos masculinos (hemizigotos) e femininos (heterozigotos), ocasionada pelo
padrdo de heranga apresentado pela doenga — torna-se necessario comparar os resultados

obtidos através da andlise de diferentes materiais bioldgicos. O objetivo deste estudo foi
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comparar as técnicas utilizadas para medir a atividade da enzima a-galactosidase A em
sangue impregnado em papel filtro, plasma e leucécitos de individuos normais e individuos
com DF e verificar a existéncia ou ndo de correlacdo entre estes resultados. Além disso, as
técnicas de medida da atividade enzimatica em leucécitos e plasma foram miniaturizadas
com o objetivo de reduzir o volume da reacdo, permitindo o uso de placas de 96 pocos e a
diminuicdo do volume de amostra bioldgica necessaria, tendo novos valores de referéncia e

pontos de corte estabelecidos para cada material.

Materiais e Métodos

Antes de iniciar a coleta de amostras e ensaios bioquimicos, este trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
em conformidade com a Declaracdo de Helsinki da Associacdo Médica Mundial para 0s
principios éticos envolvendo pesquisa clinica com seres humanos. Os participantes
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Todo o trabalho foi executado no
Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo - Doencas Lisossémicas de Deposito (LEIM-
DLD) do Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob orientagdo da Prof® Dr2 Janice Carneiro
Coelho.

Amostras

As amostras de sangue utilizadas como controles saudaveis foram coletadas de
doadores do Banco de Sangue do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, pela equipe
responsavel pelas coletas do local. Devido ao padrédo de heranca ser ligado ao cromossomo
X, foi determinado que os doadores seriam de ambos 0s sexos, respeitando a proporcao de
1:1. Ao todo foram coletadas 20 amostras, que foram devidamente identificadas com
nameros, preservando a identidade dos doadores, que ndo tomaram conhecimento dos
resultados e ndo tiveram sua identidade revelada em nenhuma etapa de execucdo do projeto.

Na coleta foram retirados 9 mL de sangue do doador voluntario, que foram

imediatamente colocadas em tubos de heparina sédica Vacutainer, Becton and Dickinson
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(S&o Paulo, SP, Brazil, www.bd.com/brasil). Para obtencdo das amostras em papel filtro,
foram pingadas duas gotas do sangue heparinizado, ap6s homogeneizagdo, uma sobre a
outra, em cada circulo do cartdo de papel filtro Whatman 903®. Apds a secagem do SPF
em temperatura ambiente overnight, o mesmo foi acondicionado sob refrigeracéo de 4°C
até ser processado, sendo 15 dias o tempo maximo até o processamento, e, apds, foi
armazenado a -20°C. O restante do sangue foi processado para a separacdo de leucdcitos e
plasma.

As amostras de pacientes portadores da doenca foram aquelas previamente
diagnosticadas em plasma e/ou leucocitos e armazenadas com identificagdo por nimeros,
juntamente com SPF, no LEIM-DLD, da mesma forma que as amostras de controles
normais. Foram utilizadas 8 amostras de pacientes com DF, sendo 5 de individuos do sexo
masculino e 3 do sexo feminino. Os responsaveis pela coleta de sangue dos pacientes fazem
parte da equipe médica do mesmo, sendo posteriormente enviadas para o LEIM-DLD por
uma transportadora especializada em envio de amostras biol6gicas.

A separacao do plasma foi realizada através de centrifugacdo a 2000rpm (centrifuga
FANEM Baby® | Centrifuge — Mod. 206) a temperatura ambiente por 10 minutos. O
restante do sangue foi utilizado para separacdo de leucdcitos, baseada na técnica descrita
por Skoog e Beck [20]. Ao sangue foi adicionada igual volume de uma solugdo contendo
acido citrico-dextrose (ACD), dextran 6% e glicose 5% , misturando por inversao cerca de
10 vezes. Depois de transcorrida 1 hora e 30 minutos, quando os eritrécitos sedimentaram,
o0 sobrenadante foi transferido para um tubo c6nico de plastico de 15 mL e foi submetido a
centrifugacdo (centrifuga HITACHI High-Speed Refrigerated Centrifuge - Himac CR
22Gl1) a 2000rpm por 10 minutos a 4°C. O precipitado obtido (pellet) foi ressuspendido em
solucdo de NaCl 0,9%, e depois foi adicionado agua destilada gelada e NaCl 3,6%. Foi
realizada nova centrifugacdo a 3000rpm por 5 minutos a 4°C. No final desse processo, foi
obtido um pellet de leucécitos que, posteriormente, foi diluido em agua destilada, sonicado
(Sonicator Ultrasonic Processor XL — Heat Systems) e teve seu contelido de proteinas totais
medido pela técnica colorimétrica de Lowry e colaboradores [21] miniaturizada, realizada
em placas transparentes de fundo plano de 96 pocos (Techno Plastic Products AG-TPP,
Suica). Tanto as amostras de plasma, quanto de leucécitos foram armazenadas a -20°C até

0 seu processamento e, apds, foram acondicionadas a -80°C.
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Ensaios Enzimdticos para o-galactosidase A

A atividade da enzima GLA foi determinada atraves de ensaios fluorimétricos nos
diferentes tipos de amostras. Em todos os ensaios utilizou-se um substrato produzido
artificialmente  com radical 4-metilumbeliferil  (fluorescente), denominado 4-
Metilumbeliferil-a-D-galactosideo e, para SPF e plasma, também utilizou-se N-acetil-D-
galactosamina (inibidor da a-galactosidase B), ambos fornecidos pela Sigma (St. Louis,
MO, USA, www.sigma.com). A incubagéo foi realizada em incubadora (CT712 — Cientec)
com agitacdo e as leituras de fluorescéncia realizadas em fluorometro com leitor de placa
(SpectraMax Gemini XPS — Molecular Devices — M5) em 365nm de excitacdo e 450nm de
emissdo. Para todos os ensaios, as amostras foram analisadas em duplicata.

As técnicas utilizadas nesse trabalho foram baseadas naquelas propostas por
Civallero e colaboradores [8] e Chamoles [6] para SPF e por Desnick e colaboradores [22]
para plasma e leucdcitos. Os ensaios para SPF foram realizados com volume reduzido, de
acordo com trabalho realizado anteriormente por nosso grupo [19]. As técnicas de medida
da atividade enzimatica em leucdcitos e plasma tiveram seu volume de reagdo reduzido em
4 vezes, mantendo a propor¢ao entre os reagentes, permitindo o uso de placas de 96 pogos
(Techno Plastic Products AG-TPP, Suiga) e reduzido volume de amostra bioldgica, assim
como no caso do SPF. Os ensaios para miniaturizacdo foram realizados com controles
saudaveis e as técnicas padrdo e miniaturizada feitas simultaneamente.

Nos ensaios em SPF foram feitos 3 picotes (picotador Harris Uni-Core 1.2 mm
punch - St. Louis, MO, USA, www.sigma.com) de 1,2mm do papel filtro impregnado com
0 sangue do individuo, sendo um deles utilizado como branco da amostra. A cada picote foi
adicionado 10uL de N-acetil-D-galactosamina 0,25M, 25uL de substrato 5mM diluido em
tampdo citrato fosfato 0,15M (pH 4,4) e 150uL de etilenodiamina 0,1M (pH 11,4). A
etilenodiamina foi adicionada antes da adicdo dos reagentes nos brancos e ao final do
tempo de incubagéo nas amostras. A incubacéo foi de 20 horas a 37°C.

Para os ensaios em plasma foi preparada uma solucdo de substrato 5mM diluido em
tampdo acetato de sodio 0,5M (pH 4,8) na qual foi diluida a N-acetil-D-galactosamina
0,25M. Em cada pogo foi adicionado 25uL da solu¢do contendo substrato e inibidor e o

mesmo volume de amostra. Apos incubacdo de 2 horas a 30°C, acrescentou-se 200uL de
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Tampé&o Glicina 1M (pH 10,4) em todos os pogos e 25uL de amostra nos brancos que até
entdo continham apenas a solugéo de ensaio.

Em leucocitos foi utilizado um branco em duplicata por ensaio, no qual foi
adicionado o mesmo volume de &gua no lugar da amostra. Em cada pogo acrescentou-se
5uL de amostra e 30pL de substrato 5mM, diluido em tampéo citrato fosfato 0,5mM (pH
4,8). Apos incubacdo a 37°C por 2 horas, foi adicionado 200uL de tampédo glicina-NaOH
0,5M (pH 10,3) para interromper a reacdo através de desnaturacao protéica.

Os resultados em leucocitos correspondem a atividade enzimatica especifica, pois
levam em consideracdo a quantidade de proteinas totais da amostra, sendo expressos em
nanomol de substrato hidrolisado por hora por mg de proteinas (nmol/h/mg prot), enquanto
os resultados em plasma e SPF representam a atividade enzimatica total e sdo expressos em

nanomol de substrato hidrolisado por hora por mililitro de amostra (nmol/h/mL).

Andlise Estatistica

Para comparar os resultados entre as técnicas padrdo e miniaturizada em plasma e
leucdcitos foi realizado teste para correlacdo de Pearson. O mesmo teste foi usado para
comparar as técnicas utilizadas para medir a atividade da enzima a-galactosidase A nos
diferentes materiais. A diferenca entre individuos saudaveis e pacientes com Fabry, bem
como a diferenca entre géneros, foi analisada utilizando teste t de Student para amostras
ndo pareadas. Curvas ROC (Receiver operating characteristic) foram usadas para
estabelecer valores de corte especificos para controles normais e pacientes. Os dados foram
expressos em média + desvio padrdo e os resultados foram considerados estatisticamente
significantes quando p<0,05. Todas as andlises foram desenvolvidas usando o programa
GraphPad Prism 5.

Resultados e Discussao

Correlacgao entre as técnicas padrao e miniaturizadas

Em um trabalho anterior de nosso grupo [19] comparamos a atividade da GLA em

amostras de sangue impregnado em papel filtro utilizando a técnica padréo, em tubo de
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ensaio, com aquela miniaturizada, ou seja, em placa de 96 pocos. O resultado desta
comparacdo foi uma correlacdo positiva que nos permitiu utilizar a técnica miniaturizada
para a medida da atividade da GLA. No trabalho atual, comparamos estas duas técnicas em
dois outros materiais: plasma e leucocitos.

Quando utilizamos plasma, a atividade da enzima GLA foi de 8,71 = 3,78
nmol/h/mL, enquanto a miniaturizada teve média de 6,32 £ 1,68 nmol/h/mL. Os resultados
da correlacédo de Pearson indicaram correlacdo significativa, com r = 0,81 e p<0,001.

Para leucdcitos, a atividade da GLA pela técnica padrdo teve média 10,82 + 4,39
nmol/h/mg prot e pela técnica miniaturizada teve média 23,86 + 11,53 nmol/h/mg prot. Os
resultados demonstraram existir correlacdo significativa também para leucocitos, com
r=0,95 e p<0,0001.

Quando as médias das técnicas padrdo e miniaturizada foram comparadas por teste t
de Student, encontrou-se diferenca significativa para leucécitos (p<0,0001), mas néo
ocorreu 0 mesmo para plasma (p>0,05). Este resultado reafirma a importancia de
estabelecer valores de referéncia para a técnica miniaturizada diferentes daqueles usados
para as técnicas padréo e esté de acordo com o0s objetivos de nosso trabalho.

Com os resultados obtidos, ao compararmos as técnicas padrdo e miniaturizada,
podemos afirmar que a técnica miniaturizada pode, também, ser usada para fins de
diagnostico tanto em amostras de plasma quanto de leucdcitos, desde que novos valores de
referéncia sejam estabelecidos. Assim, durante todo o restante do trabalho foram utilizadas
as técnicas miniaturizadas, permitindo, dessa forma, o uso de placas fluorimétricas de 96
pocos, diminuindo: o tempo necessario para realizar a leitura da fluorescéncia, o volume de

reagentes e de amostra e, consequentemente, 0s custos dos ensaios enzimaticos.

Comparacdo entre a atividade da GLA em controles saudaveis e pacientes com DF

Os resultados da medida da atividade da GLA em controles saudaveis foram
comparados com os resultados de pacientes com DF. Para SPF a atividade média para os
controles saudaveis foi 6,02 + 2,84 nmol/h/mL e para os pacientes com DF foi 1,25 + 0,80
nmol/h/mL (figura 1A). A atividade média em plasma de controles saudaveis foi 6,78 +
1,71 nmol/n/mL e para pacientes foi 1,30 = 1,79 nmol/h/mL (figura 1B), enquanto para
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leucdcitos as atividades médias foram, respectivamente, 29,13 + 11,12 nmol/h/mg prot e
5,13 £ 3,39 nmol/h/mg prot (figura 1C).

Observamos que nossos dados encontram-se dentro da faixa de atividade da GLA
citada por diversos autores. Chamoles e colaboradores [6] citam que a faixa de normalidade
em SPF encontra-se entre 1,37 e 7,66 umol/L/h, enquanto Civallero e colaboradores [8]
encontraram um intervalo de 2,94 a 14,36 nmol/mL/h, e Castilhos e colaboradores [19]
obtiveram média de 6,11 + 1,12 nmol/h/mL para controles saudaveis. Desnick e
colaboradores [23], citam 6 a 20 nmol/h/mL de atividade da GLA para plasma e
aproximadamente 18 a 65 nmol/h/mg prot para leucdcitos de controles saudaveis. Outros
autores citam valores acima de 2 nmol/h/mL para plasma e entre 8 e 16 nmol/h/mg prot
para leucécitos de individuos normais [24], e valores que variam de 3 a 8,1 nmol/h/mL para
plasma e de 42,1 a 112,9 nmol/h/mg prot para leucécitos [25]. Em praticamente todos os
casos foram encontrados valores muito préximos da nossa realidade.

Para todos os materiais utilizados verificou-se diferenca significativa entre o grupo
controle e de pacientes com DF quanto a atividade da GLA, ficando evidente a diminuicao
da atividade enzimatica nas amostras de pacientes, com valores p<0,0001 para SPF,
p<0,0001 em plasma e p<0,001 para amostras de leucdcitos. Além disso, ndo houve
sobreposicdes entre resultados de pacientes e controles saudaveis para nenhum dos

materiais, 0 que demonstra a confiabilidade das técnicas utilizadas neste trabalho (figura 1).

Comparacdo entre a atividade da GLA em controles saudaveis do sexo feminino e

masculino

Devido ao tipo de heranca apresentada pela DF (recessiva ligada ao cromossomo X),
considerou-se a possibilidade de existir diferenca entre homens e mulheres para 0s
resultados da atividade da GLA. Para responder a esta questdo, consideramos 0s dois
grupos separadamente e comparamos 0s seus resultados. Em SPF a atividade média da
GLA em mulheres saudaveis foi 7,67 £ 3,33, enquanto em homens saudaveis foi 4,50 +
1,01 nmol/h/mL, sendo a diferenca estatisticamente significativa (p<0,01) (figura 2). Da
mesma forma, para a atividade em amostras de plasma foi encontrada diferenca

significativa (p<0,03), com média 5,98 + 1,17 para mulheres saudaveis e 7,57 + 1,84



17

nmol/h/mL para homens saudaveis (figura 3). Em leucocitos a diferenca ndo foi
significativa (p>0,1), sendo a atividade média 26,27 + 10,36 para mulheres e 34,25 + 10,57
nmol/h/mg prot para homens (figura 4). Praticamente, ndo ha trabalhos na literatura
comparando a atividade enzimética entre homens e mulheres, nos mais diversos materiais.
Entretanto em trabalho realizado por Hwu e colaboradores [12], relacionado a triagem
neonatal, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos de individuos do sexo
feminino e masculino quanto a atividade da GLA em SPF. Entretanto, neste estudo foram
analisadas apenas amostras de recém nascidos.

Nossos resultados sdo de grande importéncia para o aperfeicoamento das técnicas
utilizadas para o diagnostico de DF, pois comprovam a necessidade de estabelecimento de
valores de referéncia especificos para os pacientes do sexo feminino. Mesmo que para
mulheres o diagndstico deva ser confirmado através de analise molecular do gene que
codifica a enzima GLA [10, 26], a andlise enzimatica é de grande importancia, pois, a
anélise molecular é uma técnica trabalhosa, uma vez que ndo existem mutagdes comuns e 0
sequenciamento do gene inteiro é necessario, tornando o custo da analise molecular elevado
e 0 tempo de realizacdo longo [27]. O resultado da medida da atividade da GLA em
mulheres, em conjunto com outros aspectos, como historia familiar bem conhecida e
apresentacdo de sintomas caracteristicos de DF, podem ser decisivos para o diagndstico.
Em nosso estudo, por exemplo, todas as mulheres diagnosticadas tinham indicacdo de
triagem familiar, por existirem casos de DF em suas familias e/ou apresentarem sintomas

da doenca.

Estabelecimento de novos valores de referéncia e pontos de corte

No trabalho de Castilhos e colaboradores [19], para a medida da atividade da
enzima GLA em SPF, ndo foram estabelecidos novos valores de referéncia e pontos de
corte, uma vez que nao havia material de pacientes disponivel. No presente trabalho, assim
como para plasma e leucocitos, também foram estabelecidos novos valores de referéncia e
de corte para SPF.

Os valores de normalidade em cada material foram estabelecidos de acordo com os

valores maximos e minimos encontrados para a medida da atividade da GLA em controles
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saudaveis. Na tabela 1 encontram-se os resultados individuais da atividade da enzima GLA
para os controles saudaveis e pacientes com DF. Ressaltamos que, por haver diferenca entre
a atividade da GLA em homens e mulheres em SPF e plasma, foram estabelecidos valores
de referéncia especificos para cada género. Os valores de referéncia estabelecidos para SPF
em mulheres foram de 3,87 a 16,03 nmol/h/mL, enquanto para homens foram de 3,30 a
6,59 nmol/h/mL. Para amostras de plasma, para individuos do sexo feminino encontramos
valores de 4,79 a 8,17 nmol/h/mL e para individuos do sexo masculino os valores ficaram
entre 5,32 e 10,09 nmol/h/mL. Para leucdcitos instituiu-se valor de referéncia unico para
homens e mulheres, uma vez que ndo houve diferenca significativa entre estes dois grupos.
Os valores de referéncia para leucocitos ficaram entre 11,54 e 49,71 nmol/h/mg de
proteinas.

Para os pacientes com DF, os valores ficaram entre 1,31 e 2,06 nmol/h/mL para
mulheres e entre 0,11 e 2,46 nmol/h/mL para homens em amostras de SPF. Em plasma os
resultados para pacientes variaram de 2,01 a 4,43 nmol/h/mL para mulheres e de néo
detectavel (ND) a 0,26 nmol/h/mL para homens. Em leucdécitos os resultados ndo foram
divididos por género e os valores ficaram entre 2,16 e 8,83 nmol/h/mg prot (tabela 1).

Da mesma forma que os valores de referéncia, valores de corte foram estabelecidos
para cada material e de acordo com o sexo dos individuos para SPF e plasma. Os valores
escolhidos foram aqueles para os quais obtivemos 100% de especificidade e, a0 mesmo
tempo, 100% de sensibilidade. Este resultado s6 foi possivel devido ao fato de ndo haver
sobreposicdo de valores entre a medida da atividade da GLA em controles saudaveis e
pacientes com DF. Para fins de diagnostico de DF, resultados acima do valor de corte
foram considerados normais e os abaixo desse valor continuaram em investigacao.

O valor de corte estabelecido para individuos saudaveis do sexo feminino em SPF
foi 2,97 nmol/h/mL (p<0,01) (figura 5A), enquanto para homens foi 2,88 nmol/h/mL
(p<0,002) (Figura 5B). Em plasma os valores de corte para mulheres e homens foram,
respectivamente, 4,61 (p<0,01) (figura 6A) e 2,79 nmol/n/mL (p<0,002) (Figura 6B). Para
leucdcitos foi estabelecido valor de corte inico em 10,18 nmol/h/mg prot (p<0,005) (Figura
7), devido a similaridade dos resultados apresentada entre os dois géneros para este tipo de

material.
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Em reviséo sobre realizagdo de triagens em populacdes de alto risco, Linthorst e
colaboradores [27] observaram que na grande maioria dos trabalhos nos quais foram
incluidos homens e mulheres o valor de corte utilizado para ambos os sexos foi 0 mesmo.
De acordo com 0s nossos resultados, essa escolha pode ser fonte de resultados falsos
negativos e positivos, principalmente nos casos de atividades préximas ao valor de corte,

tanto para homens como para mulheres.

Correlacdo entre as técnicas realizadas em SPF, plasma e leucécitos

O préximo passo de nosso trabalho foi verificar a correlacdo entre os materiais
utilizados. A comparacdo foi feita levando em consideracdo o numero total de individuos
cuja atividade da GLA foi medida em SPF (n=28), plasma (n=28) e leucécitos (n=23) e,
posteriormente, cada grupo foi dividido de acordo com o género, totalizando 6 grupos,
devido as diferengas encontrada entre homens e mulheres.

Para o numero total de individuos a correlacdo entre SPF e plasma foi significativa,
com r=0,52 e p<0,005. Da mesma forma, quando comparamos os resultados em plasma
com os obtidos em leucécitos, a correlagdo foi significativa com r=0,72 e p<0,0001.
Entretanto, ndo foi encontrada correlagéo significativa entre os resultados em leucocitos e
SPF (p>0,05).

Para os trés grupos de individuos do sexo masculino (SPF X plasma X leucdcitos),
foi encontrada correlagédo significativa em todas as comparacdes, com r=0,75 e p<0,001
para comparacao entre SPF e plasma, r=0,64 e p<0,02 entre SPF e leucdcitos, e r=0,83 e
p<0,0008 entre leucocitos e plasma. Para os trés grupos de individuos do sexo feminino, a
correlacdo foi significativa para as comparacdes entre SPF e plasma (r=0,72 e p<0,006) e
entre SPF e leucocitos (r=0,68 e p<0,02). Entre leucdcitos e plasma a correlacdo nédo foi
significativa (p>0,05).

Nos dois casos em que a correlacdo ndo foi significativa, entre SPF e leucdcitos para
o total de individuos e entre plasma e leucécitos para mulheres, o resultado em leucocitos
estava sendo comparado com outros materiais. Um dos motivos pelos quais ndo ha
correlacdo entre os leucdcitos e 0s outros materiais, nesse caso, poderia ser o simples fato

de que, em leucécitos a quantidade de proteinas da amostra é levada em consideracéo,
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sendo os resultados expressos em nmol/h/mg de proteina, representando a atividade
enzimatica especifica; enquanto nos outros materiais (SPF e plasma) a concentracdo da
amostra ndo é levada em consideracdo, sendo os resultados expressos em nmol/h/mL de
amostra, o que representa uma atividade enzimaética total.

Além disso, em nosso trabalho, o resultado da atividade enzimatica em leucdcitos
pode estar sofrendo influéncia da atividade da o-galactosidase B, uma vez que para oS
ensaios realizados com este material ndo foi adicionado N-acetil-D-galactosamina, inibidor
desta isoenzima. Embora outro estudo tenha encontrado baixa influéncia da a-galactosidase
B no resultado da atividade enzimatica em leucdcitos, correspondendo a, aproximadamente,
3% da atividade ao comparar ensaios realizados com e sem inibidor [25], ha trabalhos que
utilizam N-acetil-D-galactosamina nos ensaios em leucdcitos para fins de diagnostico [23].

A medida da atividade da GLA é certamente o método mais utilizado para triagem
em populacgdes de alto risco para DF, principalmente em ensaios realizados em SPF e
plasma [27]. Entretanto, alguns autores apontam que existe certa dificuldade para
identificacdo de mulheres portadoras de DF [16] devido a resultados falsos positivos e
negativos gerados por ensaios enzimaticos para GLA nos principais métodos de triagem.
Mesmo em homens, ja foram descritos casos onde houve problemas no diagndstico [24].
Muitos desses autores sugerem que a triagem seja realizada apenas em individuos do sexo
masculino, evitando esfor¢os desnecessarios, levando em conta a grande dificuldade em
encontrar casos femininos de DF nesse tipo de estudo [12, 27].

Nossos resultados demonstram que o estabelecimento de valores de corte e
referéncia especificos para mulheres pode ser uma alternativa viavel para diminuicdo dos
problemas descritos para triagem e diagndstico de mulheres com DF. Mesmo que valores
de corte mais altos aumentem as chances de ocorréncia de falsos positivos [27], 0s sujeitos
incluidos teriam sua investigacdo continuada, podendo o resultado ser confirmado ou nao

através de outras técnicas.

Conclusoes

Nossos resultados permitem concluir que a técnica miniaturizada pode ser utilizada

para fins de triagem e diagndstico de DF, desde que valores de referéncia e de corte sejam
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estabelecidos. A atividade da GLA em pacientes com DF e controles saudaveis pode ser
claramente diferenciada, sem ocorréncia de sobreposi¢cdes de valores entre 0os dois grupos.
A diferenca entre a atividade da GLA para individuos do sexo masculino e feminino em
SPF e plasma deve ser levada em consideragéo ao estabelecer valores de corte e referéncia
para estes materiais, que devem ser especificos para cada sexo. Existe correlacdo entre a
atividade da GLA obtidos para a maioria dos diferentes tipos de materiais, gerando boa
concordancia entre as diferentes técnicas. Em vista da dificuldade ainda presente no
diagnostico de DF, principalmente para o sexo feminino, nossos resultados podem
contribuir para aumentar a confiabilidade das técnicas mais comumente utilizadas para

triagem e diagndstico desta doenca.
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LEGENDAS DE FIGURAS

Figural

(A) Atividade da GLA em SPF de controles saudaveis e pacientes com DF. Diferenca entre
0s grupos estatisticamente significativa (p<0,0001). Resultados expressos em média +
desvio padrdo. Valores de referéncia: Mulheres: 3,87 — 16,03 nmol/h/mL e Homens: 3,30 —
6,59 nmol/h/mL.

(B) Atividade da GLA em plasma de controles saudaveis e pacientes com DF. Diferenca
entre 0s grupos estatisticamente significativa (p<0,0001). Resultados expressos em média +
desvio padrdo. Valores de referéncia: Mulheres: 4,79 — 8,17 nmol/h/mL e Homens: 5,32 —
10,09 nmol/h/mL.

(C) Atividade da GLA em leucdcitos de controles saudaveis e pacientes com DF. Diferenca
entre 0s grupos estatisticamente significativa (p=0,001). Resultados expressos em média +
desvio padréo. Valor de referéncia: 11,54 — 49,71 nmol/h/mg prot.

Figura 2

Atividade da GLA em SPF de controles saudaveis do sexo masculino e feminino. Diferenca
entre 0s grupos estatisticamente significativa (p=0,01). Resultados expressos em média +
desvio padrdo. Valores de referéncia: Mulheres: 3,87 — 16,03 nmol/h/mL e Homens: 3,30 —
6,59 nmol/h/mL.

Figura 3

Atividade da GLA em plasma de controles saudaveis do sexo masculino e feminino.
Diferenca entre os grupos estatisticamente significativa (p=0,03). Resultados expressos em
média + desvio padrdo. Valores de referéncia: Mulheres: 4,79 — 8,17 nmol/h/mL e Homens:
5,32 — 10,09 nmol/h/mL.

Figura 4
Atividade da GLA em leucdcitos de controles saudaveis do sexo masculino e feminino.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,11). Resultados expressos em média

+ desvio padréo. Valor de referéncia: 11,54 — 49,71 nmol/h/mg prot.
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Figura 5

(A) Atividade da GLA em SPF de mulheres saudaveis e pacientes portadoras de DF. Valor
de corte para mulheres em SPF: 2,97 nmol/h/mL (p=0,01), representado pela linha
pontilhada. Resultados expressos em média + desvio padrdo. Valor de referéncia para
mulheres: 3,87 — 16,03 nmol/h/mL.

(B) Atividade da GLA em SPF de homens saudaveis e pacientes portadores de DF. Valor
de corte para homens em SPF: 2,88 nmol/h/mL (p=0,002), representado pela linha
pontilhada. Resultados expressos em média + desvio padrdo. Valor de referéncia para
homens: 3,30 — 6,59 nmol/h/mL.

Figura 6

(A) Atividade da GLA em plasma de mulheres saudaveis e pacientes portadoras de DF.
Valor de corte para mulheres em plasma: 4,61 (p=0,01), representado pela linha pontilhada.
Resultados expressos em média + desvio padrdo. Valor de referéncia para mulheres: 4,79 —
8,17 nmol/h/mL.

(B) Atividade da GLA em plasma de homens saudaveis e pacientes portadores de DF.
Valor de corte para homens em plasma: 2,79 nmol/h/mL (p=0,002), representado pela linha
pontilhada. Resultados expressos em média = desvio padrdo. Valor de referéncia para
homens: 5,32 — 10,09 nmol/h/mL.

Figura7

Atividade da GLA em leucdcitos de controles saudaveis do sexo masculino e feminino, e
de pacientes portadores de DF de ambos os sexos. Valor de corte Unico: 10,18 nmol/h/mg
prot (p=0,005), representado pela linha pontilhada. Resultados expressos em média *

desvio padrdo. Valor de referéncia: 11,54 — 49,71 nmol/h/mg prot.
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Tabela 1. Atividade da enzima alfa-galactosidase A em amostras de SPF, plasma e leucdcitos de controles
saudaveis e pacientes com Doenca de Fabry. Valores de referéncia — SPF: Mulheres: 3,87 — 16,03 nmol/h/mL
e Homens: 3,30 — 6,59 nmol/h/mL; Plasma: Mulheres: 4,79 — 8,17 nmol/h/mL e Homens: 5,32 — 10,09
nmol/h/mL; Leucdécitos: 11,54 — 49,71 nmol/h/mg prot. (ND = N&o detectavel)

Controle Sexo SPF Plasma Leucdcitos

2 F 7,94 6,19 21,82

4 F 8,16 4,79 28,25

6 F 16,03 7,96 37,49

8 F 6,14 5,38 17,08

10 F 6,16 8,17 29,89

12 M 5,30 6,14 25,56

14 M 6,59 6,06 40,38

16 M 4,91 9,73 44,37

18 M 3,30 9,33 43,02
20 M 497 9,46 33,99
Paciente Sexo SPF Plasma Leucocitos

P2 F 131 3,48

P4 M 0,11 0,21 2,16

P6 M 0,92 ND

P8 M 0,58 0,26 4,39
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Journal Clinical Biochemistry
Clinical Biochemistry publishes articles relating to the applications of molecular biology,
biochemistry, chemistry and immunology to clinical investigation and to the diagnosis,
therapy, and monitoring of human disease. Manuscripts are categorized as Analytical or
Clinical Investigations and may be offered as Full Papers or as Short Communications.
Critical Reviews are welcome, but contributors are encouraged to contact the Editor-in-

Chief to avoid conflict with other forthcoming Reviews.

Types of paper

Full-length research articles, Short communications, Case Reports, Critical Reviews.

Contact details for submission
Papers should be submitted using the Clinical Biochemistry online submission system,

http://ees.elsevier.com/clb.

Page charges
This journal has no page charges.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in Publishing
For information on Ethics in Publishing and Ethical guidelines for journal publication see

http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

Policy and ethics

The work described in your article must have been carried out in accordance with The Code
of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments
involving humans http://www.wma.net/e/policy/b3.htm; Uniform Requirements for
manuscripts submitted to Biomedical journals http://www.icmje.org, published by the
International Committee of Medical Journal Editors.

This must be stated at an appropriate point in the article
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Please note: Clinical Biochemistry does not accept submission of papers based on
animal studies.
STARD initiative Clinical Biochemistry supports the STARD initiative on reporting of

diagnostic accuracy.http://www.stard-statement.org

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including
any financial, personal or other relationships with other people or organizations within
three years of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be

perceived to influence, their work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission declaration

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis), that
it is not under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by
all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was
carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere including electronically
in the same form, in English or in any other language, without the written consent of the

copyright-holder.

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of
data, (2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3)

final approval of the version to be submitted.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the
authorship of accepted manuscripts: Before the accepted manuscript is published in an
online issue: Requests to add or remove an author, or to rearrange the author names, must

be sent to the Journal Manager from the corresponding author of the accepted manuscript
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and must include: (a) the reason the name should be added or removed, or the author names
rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree
with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not
sent by the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the
corresponding author, who must follow the procedure as described above. Note that: (1)
Journal Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2) publication
of the accepted manuscript in an online issue is suspended until authorship has been agreed.
After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete,
or rearrange author names in an article published in an online issue will follow the same

policies as noted above and result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a ‘Journal Publishing
Agreement' (for more information on this and copyright see
http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will ensure the widest
possible dissemination of information. An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreement' form
or a link to the online version of this agreement. Subscribers may reproduce tables of
contents or prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their
institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the
institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted
works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners
and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in

these cases: please consult http://www.elsevier.com/permissions.

Retained author rights
As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are

referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.
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Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if
any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of
the report; and in the decision to submit the paper for publication. If the funding source(s)
had no such involvement then this should be stated. Please see

http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles
appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving
requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more about existing
agreements and policies please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Elsevier journals comply with current NIH public access policy.

Language and language services

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who require information about language editing and copyediting
services pre- and post-submission please visit http://webshop.elsevier.com/languageediting

or our customer support site at http://support.elsevier.com for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through
the creation and uploading of your files. The system automatically converts source files to a
single PDF file of the article, which is used in the peer-review process. Please note that
even though manuscript source files are converted to PDF files at submission for the review
process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision,

takes place by e-mail removing the need for a paper trail.
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Referees

A minimum of six suitable potential reviewers (please provide their name, email addresses,
and institutional affiliation). When compiling this list of potential reviewers please consider
the following important criteria: they must be knowledgeable about the manuscript subject
area; must not be from your own institution; at least two of the suggested reviewers should
be from another country than the authors’; and they should not have recent (less than four
years) joint publications with any of the authors. However, the final choice of reviewers is

at the editors' discretion.

Types of submission and criteria

« Original Research Communications (designated as one of two categories: Analytical or

Clinical Investigation) may be offered as Full Papers or as Short Communications. The

latter format is recommended for presenting technical evaluations and short clinical notes,
comprising up to 1,500 words of text, 10 references, and two illustrative items (Tables
and/or Figures).

» Case Reports will be accepted only where they provide novel insight into disease
mechanisms or diagnostic applications.

* Critical Reviews will be welcome but prospective authors are strongly advised to seek

authorization from the Editor-in-Chief to avoid conflict with scheduled reviews invited by
the Editorial Board. They should address new topics or trends in clinical biochemistry or
related fields.

» Consensus recommendations or guidelines on the use of laboratory test for clinical

practice will be considered if they are compiled by a recognized organization or expert
panel (e.g. IFCC, IUPAC, AACC, etc). Please contact the Editor-in-Chief for consideration.

The responsibility for such material remains with the originating body.
PREPARATION
Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The

text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
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Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular,
do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do
use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a
table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid
is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a
way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier:http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables
and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. See
also the section on Electronic illustrations. To avoid unnecessary errors you are strongly

advised to use the "spell-check™ and "grammar-check" functions of your wordprocessor.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ..), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to "the
text". Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own

separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed

literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced, with details of supplier and
catalogue number when appropriate. Methods already published should be indicated by a

reference: only relevant modifications should be described.

Patients
If human subjects were used in the experiment please make a statement to the effect that
this study has been cleared by your Institution Ethics Review Board for human studies and

that patients have signed an informed consent. These are required by standards.
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Experimental
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations

and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which

may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Glossary
Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.;ina
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where

the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
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superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name, and, if
available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers
(with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the
complete postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding
author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a "Present address™ (or "Permanent address")
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic

numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of
the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References
should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or
uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their
first mention in the abstract itself.

Page 2 of the typescript should be reserved for the abstract which should be presented in a
structured format and should not exceed 150 words for Full Papers, or 75 words for Short
Communications. The following headings should be included followed by a colon: a)

Obijectives: b) Design and Methods: c¢) Results: d) Conclusions.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 10 keywords for full papers, or 5
keywords for Short Communications, using American spelling and avoiding general and
plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Please use terms from

the most current issue of medical subject headings of Index Medicus. The key words should
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cover precisely the contents of the submitted paper and should give readers sufficient
information as to the relevance of the paper to his/her particular field. Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These

keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined
at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations

throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,

providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article,
using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and
this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in
the text and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not
include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

*Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

*Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.
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*Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.

*Number the illustrations according to their sequence in the text.

*Use a logical naming convention for your artwork files.

*Provide captions to illustrations separately.

*Produce images near to the desired size of the printed version.

*Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please “save
as" or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements
for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required.

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply "as is".

Please do not:

» Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG), the
resolution is too low;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office
files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit

usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will
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appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in
print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of
your accepted article. Please indicate your preference for color in print or on the Web only.
For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures
to "gray scale" (for the printed version should you not opt for color in print) please submit
in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all

symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

The Editor-in-Chief, on accepting a manuscript, may recommend that additional tables
containing important backup data, too extensive to be published in the article, may be
published as supplementary material (see below) or deposited with the National Auxiliary
Publications Service or made available by the author(s). In that event, an appropriate
statement will be added to the text. Submit such tables for consideration with the

manuscript.

References
Citation in text
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Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results
and personal communications are not recommended in the reference list, but may be
mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should
follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either "Unpublished results” or "Personal communication”. Citation
of a reference as "in press” implies that the item has been accepted for publication and a

copy of the title page of the relevant article must be submitted.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g.,
after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the

reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any

citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages
EndNote  (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article and
the list of references and citations to these will be formatted according to the journal style

which is described below.

Reference style
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual

authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.
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Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which
they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J.
Sci. Commun. 163 (2000) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, third ed., Macmillan, New York,
1979.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S.
Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York,
1999, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;
List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;

CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html.

Abbreviations and units

Standard abbreviations as listed in the Council of Biology Editors Style Manual may be
used without definition. Use non-standard abbreviations sparingly, preceding their first use
in the text with the corresponding full designation. Use units in conformity with the

standard International System (SI) of units.

Video data
Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with

their article are strongly encouraged to include these within the body of the article. This can
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be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content
and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills’
with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your
video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and
the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of
your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and
descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork

instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
Supplementary material captions
Each supplementary material file should have a short caption which will be placed at the

bottom of the article, where it can assist the reader and also be used by search engines.

Submission checklist
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The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to

the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

» Keywords

* All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

* References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web
(free of charge) and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in
black-and-white in print

* If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also
supplied for printing purposes

For any further information please wvisit our customer support site at

http://support.elsevier.com.
AFTER ACCEPTANCE
Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents.

The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a
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document by the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never
changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in
press' because they have not yet received their full bibliographic information. The correct
format for citing a DOI is shown as follows (example taken from a document in the journal
Physics Letters B):

doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they are

guaranteed never to change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if
we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be
provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now
provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to
download Adobe Reader wversion 7 (or higher) available free from
http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files will accompany the
proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe site:
http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list
your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the
corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a printout of
your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this proof
only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables
and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible to
get your article published quickly and accurately — please let us have all your corrections
within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that

Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is received.
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Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which
is sent once the article is accepted for publication. The PDF file is a watermarked version of
the published article and includes a cover sheet with the journal cover image and a

disclaimer outlining the terms and conditions of use.
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visit this journal's homepage. Contact details for questions arising after acceptance of an
article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher. You can track
accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check our Author
FAQs (http://lwww.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support via

http://support.elsevier.com.



