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Resumo

Objetivo: Esse trabalho visou a verificar a expressdo do fator neurotrofico
derivado de cérebro (BDNF) em linhagens celulares tumorais de cancer de mama,
colo do atero e ovario, bem como avaliar o efeito da via BDNF e de seu receptor
nesses tipos de tumores.

Métodos: A expressdo de BDNF nas linhagens celulares foi realizada através da
técnica de RT-PCR. BDNF humano recombinante e o inibidor de Trk, K252a,
foram utilizados nos ensaios de proliferacdo celular pelo método de MTT.
Resultados: As trés linhagens celulares expressam RNAm para BDNF. O
tratamento com BDNF aumentou a proliferacdo celular das células de cancer de
ovario e o inibidor de Trk diminuiu a viabilidade celular dos trés tipos de tumores
femininos.

Conclusdes: A via de sinalizacdo BDNF/TrkB desempenha um importante papel
na sobrevivéncia celular desses tumores e pode servir como um alvo terapéutico

no objetivo de inibir o crescimento tumoral.

Palavras-chave: Cancer de mama; Cancer de colo do Utero; Cancer de ovario;

Neurotrofinas; TrkB; BDNF.
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Introducéao

Entre os tumores que ocorrem em mulheres, destacam-se os canceres de mama,
colo do utero e ovario. O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais
frequente no mundo. Entre as mulheres € o cancer de maior incidéncia, sendo
seguido do cancer de colo do utero. A cada ano, cerca de 22% dos novos casos
de cancer em mulheres sdo de mama. O cancer de ovario € o tumor ginecolégico
mais dificil de ser diagnosticado e o de menor chance de cura. O tratamento
desses tumores consiste, ha maioria das vezes, em resseccao cirurgica e, em
alguns casos, radioterapia e quimioterapia antes e/ou apds a cirurgia [1]. No
entanto, com a heterogeneidade dos tumores, ha a necessidade do entendimento
da biologia desses e de suas caracteristicas a nivel molecular para o
desenvolvimento de melhores tratamentos a fim de aprimorar a erradicacéo
dessas doencas com terapias que diminuam o volume do tumor e que tornem o
tratamento menos agressivo ao paciente [2]. Nesse contexto, esses 0rgaos
femininos sédo ricos em fatores de crescimento e horménios que controlam o ciclo
menstrual e a gestacdo na mulher. A superexpressao desses fatores de
crescimento e a expressdo aberrante ou ativagcdo de seus receptores podem
favorecer a progressao do cancer.

Os receptores tirosina quinases (RTKs, receptor tyrosine kinase) sao proteinas da
superficie celular que constituem os maiores alvos para o tratamento do cancer.
Quando ativados por fatores de crescimento, estimulam vias de sinalizacdo
intracelular que controlam a sobrevivéncia e a proliferacao celular [3]. TrkA, TrkB e

TrkC sdo receptores quinase relacionados a tropomiosina (Trk, tropomyosin-

3
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related receptor kinase) que fazem parte da familia de RTKs [4] e s&o ativados por
membros da superfamilia de neurotrofinas. Seus ligantes sdo o fator de
crescimento neural (NGF, nerve growth factor), o fator neurotrofico derivado de
cérebro (BDNF, brain-derived neurotrophic factor) e a neurotrofina-3 (NT-3),
respectivamente.

O BDNF atua fisiologicamente como fator de crescimento no desenvolvimento do
sistema nervoso ao ativar seu receptor TrkB [5,6]. Evidéncias recentes indicam
que a sinalizacdo de Trk pode exercer um importante papel na progressao
tumoral. Varios estudos também ja mostram uma expressao alterada de Trks em
diferentes tipos de tumor, e possiveis correlacées entre a expressao do receptor e
0 prognostico da doenca estédo sendo verificadas. Ja € relatado que pacientes com
neuroblastoma onde os tumores tém niveis aumentados de TrkA e TrkC tém um
melhor prognéstico, e em contrapartida, os que tém niveis aumentados de TrkB e
seu ligante priméario, BDNF, tém um pior prognostico [7-9]. Evidéncias que a via
de sinalizacdo BDNF/TrkB pode estar envolvida no crescimento celular, metastase
e resisténcia a terapia tém sido recentemente relacionadas a diversos outros tipos
de céancer, incluindo tumores de tecidos nao-neuronais [9,10]. Altos niveis de
expressdo de TrkB em tecidos tumorais ja sdo associados com um pior
prognaéstico em pacientes com cancer de ovario [11].

Nesse estudo, nos verificamos se RNAmM de BDNF pode ser detectado em
linhagens celulares tumorais de cancer de mama, colo do Utero e ovario. Também
avaliamos o efeito do ligante primario do receptor TrkB, BDNF, bem como o
inibidor de Trk, K252a, nestas células. BDNF aumentou a proliferacao celular das

células de cancer de ovario e o inibidor de Trk diminuiu a proliferacdo celular dos

4
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trés tipos de tumores femininos. Isso indica que a via de sinalizacdo BDNF/TrkB
pode ter um importante papel na proliferacdo celular desses tumores e isso pode

ter eminentes implicacdes no tratamento-alvo dessas doencas.
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Materiais e Métodos

Cultura celular e Tratamentos

As linhagens celulares MCF-7 (cancer de mama), HelLa (cancer de colo do utero)
e OVCAR-3 (cancer de ovario) foram obtidas do American Type Culture Collection
(Rockville, Maryland, USA). As trés linhagens foram plaqueadas em placas de 96
pocos (TPP) numa densidade de 4 X 103, 7 X 103 e 7 X 10° células por poco,
respectivamente, sendo que seis pocos foram utilizados para cada dose,
crescidas, em crescimento exponencial, e mantidas em meio Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM; Gibco BRL, Carlsbad, USA; MCF-7 e HelLa) e RPMI
1640 (Gibco BRL, Carlsbad, USA; OVCAR-3), contendo 10% (v/v) de soro fetal
bovino (FBS; Sorali, Campo Grande, Brasil), 0,125% (v/v) de gentamicina, 0,05%
(v/v) de ampicilina e 0,1% (v/v) de fungizone.

Apoés 24 horas, com o poco semi-confluente de células, as culturas foram tratadas
com BDNF humano recombinante (1, 10 ou 100 ng/mL; Sigma-Aldrich, St Louis,
USA) ou com K252a (10, 100 ou 1000 nM Sigma-Aldrich, St Louis, USA).

As doses dos tratamentos foram escolhidas com base em estudos prévios [12].

As células foram mantidas em temperatura de 37°C, com umidade relativa minima

de 95% e em atmosfera de 5% de CO, no ar.

Viabilidade celular —= MTT
A viabilidade celular foi avaliada através do reagente 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT; Sigma-Aldrich) 48 horas apdés o

tratamento. 11ul de uma solucdo 5mg/mL de MTT foi adicionada em cada poco,

6
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seguida de uma incubacdo de 4 horas a 37°C. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente até estarem completamente secas. 50ul de dimetil sulfoxido
(DMSO) foi adicionado a cada poco e a absorbancia foi lida a 492 nm em um leitor

de placas.

Andlise da expressdo de RNAm de BDNF por RT-PCR

O RNA total das células humanas MCF-7, HeLa e OVCAR-3 foi extraido usando o
reagente TRIzol (Invitrogen, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante, e o
transcrito reverso com SuperScript™ Il First-Strand Synthesis SuperMix®
(Invitrogen, USA).

O primer de BDNF humano foi desenhado de acordo com a sequéncia do Gene
Bank correspondente: 5-GCGTGAATGGGCCCAAGGCAGG-3' (forward) e 5'-
TGTGACCGTCCCGCCCGACATG-3' (reverse). Os experimentos de PCR foram
feitos com 1.5 mM de MgCl,, 0.1 uM de cada primer, 0.2 mM de dNTPs, 0.5 M de
betaina (para primer de BDNF), 1U Taq Platinum® (Invitrogen, USA) e 2 ul cDNA
da amostra.

A expressao de B-actina foi avaliada como controle interno usando os primers 5'-
AAACTGGAACGGTGAAGGTG-3' (forward) e 5-AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT-
3' (reverse). A reacdo de PCR foi feita em um volume total de 20uL usando uma
concentracéo de 0.04mM de dNTPs, 0.2U Taq polimerase em tampéao apropriado,
0.3mM de MgCl,, e 10pmol de cada primer.

A amplificagédo consistiu de 1 minuto de desnaturacao inicial a 95°C, seguido de

35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento dos primers a 59°C por 30
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S e extensao a 72°C por 45 s, e seguido de extenséo final a 72°C por 10 minutos.
Os produtos de BDNF (362 pb) e de B-actina (190 pb) foram aplicados em um gel
de agarose 2% na técnica de eletroforese, corados com brometo de etidio e

visualizados com iluminacéo ultravioleta.

Anédlise Estatistica

Os dados estao representados por valores de porcentagem de viabilidade celular
+/- erro padréo (EP). A diferenca entre os valores foi avaliada por analise de
variancia de uma via seguida do teste Tukey post hoc. Os asteriscos nos gréaficos
representam diferencas significativas entre o grupo teste e o grupo controle. Nas
comparacdes, foram considerados resultados estatisticamente significativos

qguando p < 0,05.
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Resultados

Expressdo de RNAmM para BDNF em células de cancer de mama, ovario e
colo do utero

Foi verificada a expressdo de RNAm para BDNF nas linhagens celulares
tumorais MCF-7 (mama), HelLa (colo do utero) e OVCAR-3 (ovario) analisadas
pela técnica de RT-PCR. As trés linhagens celulares apresentaram expressao

para BDNF. (Figura 1).

Efeito de BDNF nas células de cancer de mama, ovario e colo do utero

A viabilidade celular das trés linhagens celulares foi verificada apos o tratamento
por 48 horas com o ligante do receptor TrkB, BDNF, nas doses de 1, 10 e 100
ng/mL, pelo método de MTT.

A proliferacdo celular foi significativamente promovida pelo tratamento com
BDNF nas células de cancer de ovario. O tratamento néo teve efeito significativo

nas células de mama e de colo do utero (Figura 2).

Efeito de K252a nas células de cancer de mama, ovéario e colo do utero

A viabilidade celular das trés linhagens celulares foi verificada apos o tratamento
por 48 horas com o inibidor de Trk, K252a, nas doses de 10, 100 e 1000 nM, pelo
método de MTT.

O tratamento com K252a inibiu significantemente o crescimento celular dos trés

tipos de tumores analisados na maior dose testada (Figura 3).
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Discussao

O fator neurotréfico derivado de cérebro (BDNF) desempenha um importante
papel na regulacdo da sobrevivéncia, estrutura e funcéo de neurdnios do sistema
nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP). Além disso, ha
evidéncias que TrkB e BDNF estdo frequentemente superexpressos em tumores
humanos, incluindo tumor de Wilm’s, neuroblastomas e ovario, relacionados a um
comportamento agressivo e um pior prognostico do tumor [8, 13-15]. Nesse
trabalho verificamos a expressdo de BDNF nas linhagens celulares tumorais de
cancer de mama (MCF-7), colo do utero (HeLa) e ovéario (OVCAR-3), confirmando
sua presenca nos trés tipos de tumor. Mais recentemente, tem sido mostrado o
papel do BDNF em promover a proliferacao de células tumorais, a sobrevivéncia e
metastase, e também em aumentar a resisténcia a quimioterapia, emergindo como
um novo alvo em diferentes tipos de cancer [9, 10]. Devido a expressdo de BDNF
nessas ceélulas tumorais é importante investigar qual o papel desse fator de
crescimento neurotréfico, e se ha a ativacdo de alguma via de sinalizacdo
relacionada com a progressao e sobrevivéncia do tumor.

Ja é relatado que em algumas linhagens de cancer de ovario (OVCA420 e
OVCA429), o silenciamento do receptor TrkB ocasiona um aumento na taxa de
apoptose celular e a inibicAo da migracdo celular, e a ativacdo do receptor
aumenta as capacidades de migracdo e invasdo das células tumorais [11].
Também ja foi demonstrado pelo nosso grupo que, com a inibicdo de Trk, ha uma

diminuicdo da proliferagcdo de células de céncer colorretal, mostrando a

possibilidade de que a ativacdo de TrkB por BDNF, seu ligante primario, possa

10
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agir como sinal de pro-sobrevivéncia e proliferacédo [12]. NO6s avaliamos o efeito do
fator neurotréfico derivado de cérebro, BDNF, em linhagens celulares de trés
tumores femininos, mama, colo do utero e ovario. O BDNF aumentou a
proliferacdo das células tumorais de ovario, sugerindo uma possivel influéncia
desse fator de crescimento na progressédo desse tumor, visto que ja foi relatado
que a ativacdo de TrkB com o tratamento de BDNF promove a migracdo de
células tumorais e a habilidade de sobrevivéncia nesse tumor [16].

Para avaliar o efeito da inibicdo do receptor de BDNF, o TrkB, tratamos as células
dos trés tipos de cancer com o antagonista de Trk, K252a. Verificamos uma
inibicdo do crescimento das trés linhagens celulares, demonstrando um efeito anti-
proliferativo, sugerindo que a inibicdo da proliferacédo celular in vitro pode ocorrer
pela inibicdo de TrkB nesses tumores. Esses dados mostram a importancia de
receptores tirosina quinase e de neurotrofinas no controle da sobrevivéncia e
proliferacdo do cancer, e indicam a via BDNF/TrkB como potencial alvo
terapéutico nesses tumores femininos.

Esse trabalho mostrou a expressdo de BDNF em células tumorais de mama, colo
do utero e ovario. O efeito da via de sinalizacdo BDNF/TrkB foi demonstrado
nessas linhagens, com o tratamento do ligante BDNF e do antagonista de Trk,
K252a. Resultados importantes de diminuigdo na viabilidade celular foram obtidos
com o tratamento de K252a nessas células, mostrando a importancia dessa via na
proliferacdo celular desses tumores. Maiores informacbes dos papéis de
neurotrofinas e RTKs nos mecanismos de sobrevivéncia do cancer sao
necessarias para investigar possiveis alvos terapéuticos para esses tipos de

tumores femininos.
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Legendas das figuras

Fig. 1. Expressdo de RNAm para BDNF por RT-PCR.

As linhagens celulares de céancer de colo do Uutero, mama e ovario,
respectivamente, expressam RNAm para BDNF. O RNA foi extraido das células
e a técnica de RT-PCR foi realizada conforme descrito nos Materiais e Métodos.
Um transcrito de tamanho de 362pb representa um fragmento de BDNF que foi

identificado nas trés linhagens celulares.

Fig. 2. Efeito de BDNF em células de cancer de colo do utero (HeLa), mama
(MCF-7) e ovario (OVCAR-3).

O BDNF néao afetou a viabilidade celular de HelLa (a) e de MCF-7 (b) e aumentou
a proliferacdo das células OVCAR-3 (c). O tratamento com diferentes doses de
BDNF foi realizado conforme descrito nos Materiais e Métodos. A proliferacdo
celular foi verificada pelo método MTT 48h depois do tratamento. Os dados séo
mostrados em porcentagem de viabilidade celular de 3 experimentos diferentes,

cada um repetido seis vezes. * p < 0,05 comparado as células do controle.

Fig. 3. Efeito de K252a em células de cancer de colo do utero (HeLa), mama
(MCF-7) e ovario (OVCAR-3).

O inibidor de Trk reduziu a proliferacdo das células HelLa (a), MCF-7 (b) e
OVCAR-3 (c). O tratamento com diferentes doses do inibidor de Trk K252a foi
realizado conforme descrito nos Materiais e Métodos. A proliferacdo celular foi

verificada pelo método MTT 48h depois do tratamento. Os dados sdo mostrados

15



360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

em porcentagem de viabilidade celular de 3 experimentos diferentes, cada um

repetido seis vezes. ** p < 0,01 comparado as celulas do controle.

16



384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

Figuras

Hela B 62F"

-

-362pb

MCF7 -190pb
-362pb

OVCAR - i900k

B-actina BDNF

Fig. 1.

17



403

404

405

406

407

408

409

410

411

Porcentagem de viabilidade celular

120

100

80

60

40

20

Porcentagem de viabilidade celular

120

100

80

60

40

20

111

BDNF 10ng/mL BDNF 100ng/mL

BDNF 1ng/mL

1]

BDNF 10ng/mL BDNF 100ng/mL

BDNF 1ng/mL




412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

Porcentagem de viabilidade celular

160

140

120

100

80

60

40

20

OVCAR-3

1

BDNF 1ng/mL

BDNF 10ng/mL

BDNF 100ng/mL

Fig. 2.

19



428

429

430

431

432

433

434

435

436

120
5
5 100
Q
o
[}
g 80
E
(]
S 60
[}
el
£
s
S
g 20
o
(-9

0

CDMSO K252a10nM  K252a100nM  K252a 1000nM

120
. MCF-7
o
5 100
]
[}
§ 80
E
(]
S 60
()]
]
ge»o 40
s
S
S 20
[«]
o

0

CDMSO K252a 10nM  K252a100nM  K252a 1000nM

20



437

438

439

Porcentagem de viabilidade celular

120

100

80

60

40

20

CDMSO

OVCAR-3

K252a 10nM

K252a 100nM

* %k

K252a 1000nM

Fig. 3.

21



GYNECOLOGIC
ONCOLOGY

CHECK LIST FOR AUTHORS
Required Submission Criteria

Order of Submission

The order of your new submission should be as follows:

1) Cover Letter

2) Conflict of Interest Forms

3) Manuscript File (should include title page, abstract, full manuscript body text, conflict of interest statement,
references, and table and figure legends)

4) All Regular Tables (in order of citation within the manuscript text)

5) All Regular Figures (in order of citation within the manuscript text)

6) All Supplementary Materials

7) Research Highlights

General

L] The limitation on the number of authors has been observed. If not, detailed information on each
author’s contribution to the manuscript is outlined in the cover letter. Original Research Reports have a limit
of 10 authors, while Reviews and Case Reports have a limit of 5, Rapid Communications and Letters to the
Editor have a limit of 3. If you have more than the limited number of authors, you must provide justification
in your cover letter. The justification should include a detailed list of each author’s contribution to the article.
If the handling editor feels that the number of authors is excessive, you may be asked to remove authors from
the submission. Please note that if you add authors (beyond the limitation) at the revision stage, justification
must be provided as well as a signed conflict of interest form for each new author. After your article is
accepted, you may not add authors to the manuscript without prior approval from the editorial office. To
determine authorship of manuscripts submitted to Gynecologic Oncology, please use the following criteria
provided by the "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” (available from
Secretariat Office, American College of Physicians, Independence Mall West, Sixth Street at Race,
Philadelphia, PA 19106-1572).

[J Suggest at least two potential reviewers who are experts in the field and provide reviewer’s full
name and current functioning email addresses for each.

[J Provide a cover letter that outlines the significance of the findings, the contribution of the
individual authors, and any other information pertinent to the review and publication of the manuscript. If
your paper has more than the allowed number of authors for the article type, your cover letter should also
provide detailed information regarding each author’s contribution to the article. All financial support should
also be stated in the cover letter.

[ Conflict of Interest Forms for all authors are signed and included with the submission. Please

note that manuscript will not be seen by editors or reviewers until all conflict of interest forms are included
with the submission. Forms may be downloaded here:
http://www.elsevier.com/framework_products/promis_misc/Gynecologic%200ncology%20Conflict%200f%
20Interest%20Policy%20Form.pdf

[0 A Conflict of Interest statement is included in the main manuscript file and appears before the
reference listing



1 Pages are numbered consecutively

] Lines are numbered consecutively All line numbers should be provided on the left margin of the

page, and each and every line should be numbered. Please number all pages continuously and do not restart
the line numbering on each page. You may add line numbers in Microsoft Word by clicking on “File”, select
“Page setup”, select the “Layout” tab, click on the “Line Numbering” button, check the “Add Line
Numbering” box, and select “Continuous”

I Lines are double-spaced

1 Word count / table & figure limitations are observed both on the abstract and on the manuscript
text.

MANUSCRIPT LENGTH AT A GLANCE

Avrticle Type Abstract Length Manuscript Length Tables and/or Supplemental
(words) (words) Figures* Material
Original Research 250 3000 6 No Limit
Rapid 250 2000 6 No Limit
Communication
Review 300 4500 6 No Limit
Editorial N/A 1600 N/A No Limit
Clinical N/A 1600 N/A No Limit
Commentary
Letter to the Editor  N/A N/A N/A No Limit
Case Report NA 800 (4 refs max) 1 No Limit

*A combination of figures and/or tables is permissible.
L1 The manuscript is written in clear and proper English.

[0 Research Highlights should be between 2-3 bullet points and should be no more than 85
characters including spaces for each bullet point provided in a separate file.

1 All files are presented in the proper order. Files should be ordered according to the number
which appears next to the file description on the “Attach Files” screen.

Title page

[ Every submission must include a title page as the first page of the manuscript file (please note:

not the system generated built PDF, but rather the Microsoft Word document or RTF file that you upload to
your submission). Please note that the corresponding author listed on your title page must match the
corresponding author entered in our systems; should this information conflict, we reserve the right to contact
either or both authors for correspondence.

O Includes full title of manuscript.

O Includes all author names in the style and order to be published.
I All current author affiliations are provided.

] The corresponding author is denoted.

L1 The current postal address, telephone number, fax number, and functioning email address is
provided for the corresponding author.

[ 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
O Word count limitations are observed.

O] For case reports and letters to the editor, an abstract is not necessary.

[0 For original research reports, reviews, and rapid communications, a structured abstract is
required. The abstract must be divided into the following sections: Objective, Methods, Results, and
Conclusions.

References
[ References are cited in text by number in order of appearance.

1 All references provided in the reference listing have been cited within the text of the manuscript.

O References should be cited in the text by Arabic numerals in square brackets, [1], [2], etc., in
order of appearance and follow the Vancouver Style
(http://www.library.uwa.edu.au/education_training_and_support/guides/citing_your_sources_-
_vancouver_style). Only articles that have been published or are in press should be included in the references.
Unpublished results or personal communications should be cited as such in the text. [1] Ostor AG, Duncan A,
Quinn M, Rome R. Adenocarcinoma in situ of the uterine cervix: an experience with 100 cases. Gynecol
Oncol 2000;79:207-10. [2] Hay R. Atlas of human tumor cell lines. San Diego: Academic Press; 1994. [3]
DiSaia PJ, Creasman WT. The adnexal mass and early ovarian cancer. In: DiSaia PJ, Creasman WT, editors.
Clinical gynecologic oncology. 5th ed. St. Louis: Moshy-Year Book;1997. p. 253-61. [4] Breast Cancer
Information Core (BIC) databases (http://www.nhgri.nih.gov/Intramural_research/Lab_transfer/Bic/).

Tables and Figures

[0 Table and figure limitations are observed. Any excess tables or figures are supplied as
supplementary materials.

L1 Please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions for additional instructions

1 All figures are provided in EPS, TIFF, JPEG, or PDF file format and all tables are provided in
DOC or RTF file format.

LI All figures pass system quality check on the “QC Check” screen and are provided in high-
resolution.

1 All tables and figures are labeled and files are named according to the order of appearance in
the manuscript.

] Each table or figure has an accompanying legend. Labels on legends should match labels on

figures or tables. All table and figure legends should be provided in a list in the order of appearance of citation
within the manuscript text. This list should appear at the end of your manuscript file (not in a separate file)
after your reference listing. Please ensure that the label on each legend matches the label on the corresponding
figure. Legends for supplementary figures should be labeled “S17, “S2”, etc.

[J Neither tables nor figures are embedded in the manuscript text. Figures should be provided in a
separate file, while tables may be presented either in a separate file or at the end of your manuscript file.

1 All figures and tables are readable and appear in full in the system built PDF. Nothing should
be cut off from the edge of the page or be otherwise unreadable.

L] If, together with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure,
at no additional charge, that these figures will 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.

Supplementary Materials

1 All supplementary materials must be provided in separate files. Supplementary materials are

intended for online publication only and will not be published in print. Like regular figures and tables,
supplementary materials are subject to a quality check to ensure that they are publishable. Supplementary
figures and tables should be labeled “S17, “S2”, etc.

Research Highlights

1 For all article types except Letters to the Editor and Editorials research highlights are
required. The research highlights are 2-3 bullet points (less than 85 character including spaces for each
bullet point) which is not identical to the article title or the full abstract.



