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RESUMO: Colheita e estudo dos nodulos cardionectores:

um contributo para o esclarecimento de mortes de causa desconhecida

Introducdo: Num Servico de Patologia Forense a diminuicdo de mortes de causa
indeterminada, que ndo devido a existéncia de putrefaccdo, constitui sempre um
objectivo a alcancar, quer a nivel internacional quer nacional. A maioria destes casos
deve-se a situagdes de morte natural em que ndo foi possivel, apesar da realizacdo de
exames complementares, determinar concretamente qual a patologia orgéanica que
desencadeou a morte.

Atendendo a que a morte natural de causa cardiaca € aquela que mais frequentemente se
encontra em patologia forense, particular atencdo deve ser dedicada a este 6rgao,
nomeadamente no que respeita ao sistema de conducdo. De facto, embora uma arritmia
ndo se documente num exame post mortem, o estudo do sistema de conducdo pode
revelar alteracfes que sugiram e/ou permitam o diagndstico do evento fatal.

Objectivos: O objectivo deste estudo consiste em contribuir para ao esclarecimento de
causa de mortes desconhecidas através da analise do sistema cardionector em autépsias
da Delegacdo do Centro do INML, IP.

Material e Métodos: Para tal, nos ultimos anos tem-se procedido a um estudo
prospectivo relativamente ao sistema de condugdo cardiaco em casos com suspeita de
morte natural, pertencentes a individuos com idade superior a 18 anos, em que ndo foi
possivel, no decorrer da autopsia forense, determinar a causa efectiva da morte. Foram
colhidas cem amostras de nddulos sinusal e atrioventricular, que se prepararam segundo
a técnica de rotina, complementada com a coloragdo especial ”Tricromio de Masson”
(de facil execucdo e ndo onerosa).

Resultados: Verificou-se a presenca de alteragdes do sistema cardionector em mais de

um terco dos casos de morte por patologia cardiaca, as quais ou permitiram esclarecer a
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causa de morte ou, embora néo tendo contribuido directamente para a morte, devem ser
valorizadas.

Conclusoes: Este trabalho mostra que o estudo do sistema cardionector permite, com
exigéncias minimas - quer economicas quer de trabalho - em casos selecionados,
realizado por profissionais experientes, propor um diagnostico da causa de morte,
reduzindo assim, o nimero de mortes de causa desconhecida.

Palavras-Chave: nédulos cardionectores; diagnéstico; morte desconhecida

Evaluation of the cardiac conduction system: a contribution to the elucidation of
unknown cause of death
Introduction: In a national or international Forensic Pathology Department, the
decrease of unknown cause of death not owing to putrefaction, is always a goal to
achieve. The majority of these cases are due to a natural cause of death, whose organic
pathology that triggered death was not possible to determine, despite accurate studies.
Given the fact that cardiac pathology is the most frequent cause of natural death
in forensic pathology, special attention should be devoted to the heart, in particular to
the conduction system. In fact, although an arrhythmia is not documented in a post
mortem examination, the study of cardiac conduction system may reveal abnormalities
that can suggest and/or allow the diagnosis of the fatal event.
Objective: The aim of this study is to contribute to the clarification of unknown cause
of death through the examination of the cardiac conduction system in autopsies
performed at the Central Branch of the National Institute of Legal Medicine.
Material and Methods: To achieve this purpose, in the past recent years, a prospective

study of the cardiac conduction system in cases of suspected natural death from
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individuals aged over 18 years old, in which it was not possible, during the post mortem
exam, to determine a precise cause of death, has been carried out.

One hundred samples of atriosinusal and atrioventricular nodes were
collected, prepared according to the routine technique, complemented with the special
staining "Masson Trichrome" (technically of easy procedure and not expensive).

In more than one third of the death cases due to cardiac pathology,
morphologic alterations of the cardiac conduction system were observed and either
allowed the clarify the fatal event or — although not directly related to the death — must
be reported and contextualized.

Conclusions: The study of the cardiac conduction system allows, with minimal
economic and laborious requirements, in selected cases, performed by trained and
experienced professionals, to reach the cause of death, thus reducing, the number of

“deaths of unknown cause”.

Passwords: cardiac conduction system; diagnosis; unknown cause of death
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1. Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, em 2008, 49,7% da mortalidade
na Europa foi devida a patologia cardiovascular. Tal situacdo é também observada na
pratica forense. De facto, o Instituto Nacional de Medicina Legal realiza um nimero
significativo de autdpsias por mortes de causas naturais, nomeadamente devidas a
patologia cardiovascular.

No entanto, apesar de investigacdo exaustiva, nem sempre é possivel
diagnosticar a situacdo patolgica que condicionou a morte. E neste contexto que
recomendacdes propostas pela Association for the European Cardiovascular Pathology
se revestem de particular importancia na investigacdo post mortem, especialmente em
casos de morte — sUbita ou ndo - suspeita de causa cardiaca (Basso C et al, 2008).
Segundo este protocolo, um dos constituintes cardiacos cuja analise em casos
seleccionados se afigura mandatdria, é o sistema cardionector, uma vez que este é o
responsavel pela iniciacdo e coordenacdo dos batimentos cardiacos.

No ano de 1852 foi demonstrado por Stannius que o tecido muscular
cardiaco especializado era o responsavel pela iniciacdo e difusdo dos impulsos
eléctricos cardiacos (Sanchez-Quintana D, 2003). Estudos subsequentes permitiram
tanto a sua descricdo anatdmica e histolégica, como a caracterizacdo daquelas fibras
musculares cardiacas especiais. Em 1906, Tawara confirmou a existéncia de um ramo
muscular, ja descrito por His em 1893. Keith e Flack corroboraram a existéncia do
sistema de Tawara. Um ano depois descreveram a estrutura do nédulo atrio-sinusal
(Waller, 1993, Sanchez-Quintana, 2003).

Embora, sob o ponto de vista clinico, seja mais facil a constatacdo de
perturbacgdes do ritmo cardiaco, ja no exame post mortem tal € praticamente impossivel

de demonstrar objectivamente. O estudo do sistema cardionector - mormente dos
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nodulos atrio-sinusal, atrioventricular, do feixe de His e respectivos ramos - ¢é
obrigatdrio em casos de morte subita, inexplicada, ndo violenta, sem lesdes aparentes ou
naquelas em que existe uma informacdo clinica prévia de perturbacbes do ritmo
cardiaco. Quaisquer alteracbes documentadas no Sistema de Conducgédo Cardiaco podem
ser relevantes e até permitir o diagndstico da causa da morte.

Este trabalho foi idealizado com o intuito de objectivar a contribui¢éo real
do estudo do Sistema de Conducdo Cardiaco na determinagdo da causa de morte numa
populacdo adulta (1), bem como na reducdo do niumero de mortes de causa

indeterminada (2).
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2. Material e Métodos

Entre os anos de 2007 e 2012 (Janeiro), cem amostras do Sistema de
Conducao Cardiaco (23 do género feminino, 77 do masculino) procedentes de autopsias
do Servico de Patologia Forense da Delegacdo do Centro do Instituto Nacional de
Medicina Legal, IP, foram colhidas pela autora, de acordo com as técnicas descritas por
Ludwig, 2002, Gulino, 2003, Sheaff e Hopster, 2005. Estas amostras pertenciam a
cadaveres sem indicios de putrefaccdo, referentes a individuos com mais de 18 anos,
vitimas de morte inesperada, ndo violenta e de causa desconhecida. Nestes casos, a
verificacdo da morte ocorreu a entrada de um Servico de Saude ou foi constatada na
residéncia, rua ou local de trabalho. Em todos os casos, os resultados toxicoldgicos
foram considerados irrelevantes.

Todos os orgdos foram avaliados macroscopicamente, tendo sido colhidas
amostras - tanto as convencionais como de areas patologicas — para exame
microscopico.

Em dois tercos dos casos, o Sistema de Conducdo Cardiaco foi recolhido
sem fixagdo anterior do coracdo. No outro terco, o coracdo foi previamente fixado em
formol a 10%. Apds a fixacdo, os segmentos atriosinusal e atrioventricular foram
colhidos. Cada um dos segmentos foi seccionado segundo o0 maior eixo em 6-10 blocos,
cada um dos quais com 2-3 milimetros de espessura. Cada bloco foi posteriormente
seccionado, de forma seriada, tendo cada corte 3y de espessura. As laminas foram
coradas com Hematoxilina/Eosina (HE) e tricromio de Masson (TM). Em casos
seleccionados, a coloracao de elastic van Gieson (EvG) foi também utilizada.

Todas as laminas foram revistas pela mesma Anatomo-Patologista. Os

resultados dessa revisdo sdo 0s aqui apresentados.
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Agquando da anélise de cada componente do Sistema de Conducao Cardiaca
(SCC), os autores: 1) Procuraram a “presenc¢a” ou “auséncia” de altera¢des da cito-
arquitectura normal. 2) Se presentes, caracterizaram-nas e/ou graduaram-nas. 3) A
quantificacdo foi semi-quantitativa (ligeira = 0-25% da area do componente do SCC em
observacao, moderada = 25-50%, marcada = 50-100%)

Para obtencdo e exportacdo de dados foi utilizado o ficheiro Tanato,
elaborado desde 2003 pela autora, pertencente ao programa FileMaker Pro 6, 2002L; e
utilizado no @mbito do Servico de Patologia Forense da Delegagéo do Centro do INML,
IP desde 2003. Recorreu-se ao programa Microsoft Office Excel, 2007 para anéalise

estatistica e representagdo dos dados.
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3. Resultados

Os cem casos estudados pertenceram a uma amostra populacional adulta,
com idades entre os 20 e os 87 anos, sendo a idade média igual a 51.9 anos, a moda
igual a 53 anos e a mediana igual a 49 anos (Fig. 1).

Fig. 1. Distribuicdo por género/grupo etario da amostra total do sistema

cardionector estudada, referente a casos de morte de causa desconhecida

(n=100)

66-80

=80 anos

B Génerofeminino ™ Género masculino Géneros feminino e masculino

O maior nimero de casos ocorreu em individuos do género masculino (Fig.
2).
Fig. 2: Distribuicdo por género da amostra total do sistema cardionector estudada,

referente a casos de morte de causa desconhecida

(n=100)

B Género masculine

B Género feminino
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Constatou-se que a patologia cardiovascular era a causa mais frequente de
morte (Fig. 3).
Fig. 3: Distribuicdo por causa de morte da amostra total do sistema cardionector

estudada, referente a casos de morte de causa desconhecida.

(n=100)

- Indeterminada

Cardiaca

Nao cardiaca

Tanto as mortes de causa cardiaca como ndo cardiaca (n=87) revelaram
alteracbes do Sistema de Conducdo Cardiaco, quer isoladamente quer em associagdo e
presentes na periferia ou no proprio sistema cardionector. Estas alteraces incluiram
fibrose, lipomatose, calcificacOes, alteracOes vasculares, outras (hipertrofia, dilatacao,
atrofia das fibras musculares cardiacas e presenca de células inflamatorias). Apenas
10,34% destas alteracdes foram observadas em casos de morte ndo cardiaca contra
48,28 da cardiaca (Fig 4). Nas mortes indeterminadas apenas 2 casos apresentavam

alteraces inespecificas.
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Fig. 4: Distribuicdo das alteracbes do sistema cardionector face a patologia

cardiaca e ndo cardiaca verificada, referente a coorte da amostra estudada

(n=87)
8,289
Alteracies do sist.
26.44% cardionector
3 0
Auséncia de alteracoes
14.94% dosist. cardionector
3 (1)
\34%
I T 1
Patologia Patologianio
cardiaca cardiaca

Quando se consideraram apenas as mortes de causa cardiaca, as alteracdes
do Sistema de Conducdo Cardiaco estavam presentes em 42 casos, representando
64,62% (52,31% no género masculino) (Fig. 5, 6).

Fig. 5: Distribuicdo das alteracGes do sistema cardionector face a patologia
cardiaca, referente a coorte da amostra estudada
(n=65)
23
(35,38%)

42
(64,62%)

Alteracoes do sist cardionector

Ausencia de alteracoes do sist. cardionector
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Fig. 6: Distribuicdo das alteracbes do sistema cardionector face a patologia

cardiaca e ao género, referente a coorte da amostra estudada

(n=65)
52,31%
B Género masculino
(1]
26,15% H Género feminino
12,31%
Alteracoes do sist. Auséncia de
cardionector alteracoes do sist.
cardionector

O género masculino foi predominante (n=49), com idades compreendidas
entre os 20 e 0s 87 anos, enquanto a idade no género feminino se encontrava entre os 24
e 0s 85 anos (Fig. 7).
Fig. 7: Distribuicao por grupo etario de coorte da amostra do sistema cardionector

estudada, referente a casos de morte por patologia cardiaca

66-80

=80 anos

B Género feminino M Género masculino Géneros feminino e masculino

Subdividiu-se a patologia cardiaca encontrada, em isquémica e nao

isquémica. Em cada subgrupo também o género masculino foi preponderante (Fig. 8)
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Fig. 8: Distribuicdo por genero das mortes cardiacas isquémicas e ndo isquémicas,

de coorte da amostra estudada

(n=65)
53,85%

B Género masculino

B Género feminino

24,62%

12,31%

Cardiopatia Cardiopatia nao
isquémica isquémica
Nas mortes de causa cardiaca, as alteracfes do Sistema de Conducdo
Cardiaco contabilizaram um total de 64, quando contadas per se e ndo em associacdo
(26 fibrose, 20 lipomatose, 5 calcificacBes, 4 alteracbes vasculares e 9 outras
alteracdes). A distribuicdo por género, tipo de patologia cardiaca e alteracdes do SCC

sdo representadas nas Fig(s) 9 e 10.
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Fig. 9: Distribuicédo total do tipo de alteracdes do sistema cardionector face a

patologia cardiaca isquémica e ndo isquémica, referente a coorte da amostra

estudada
25
(n=64)
15
10 s Cardiopatia
isquémica
z / Cardiopatianio
) AN isquémica
\ =
0 T T T T 1
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Fig. 10: Distribuicéo do tipo de alteracdes do sistema cardionector face ao género,

referente a coorte da amostra estudada
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Nos 42 casos de alteracbes do sistema cardionector, para além das alteragdes

isoladas, verificou-se, mais frequentemente, a associacdo de fibrose com lipomatose

10
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(14,29%), fibrose com outros tipos de alteracbes (14,29%) e lipomatose com outros
tipos de alteragdes (7,1%).

A fibrose, isolada ou associada, manifestou-se a partir dos 50 anos em 76,9%,
sendo mais acentuada no geénero masculino (21 casos). Nas restantes alteracdes do
sistema cardionector ndo foi possivel estabelecer um padréao face as idades.

Em relacéo as alteragcbes denominadas como “Outras”, os autores enfatizam a
presenca de atrofia do nodulo atrio-sinusal, pertencente a individuo do género
masculino, com idade de 87 anos.

Em 9 dos 42 casos, as alteracbes do SCC foram reconhecidas como sendo
capazes de influenciar o desfecho fatal. De referir que todos os cinco casos de
calcificacdo do Sistema de Conducéo Cardiaco (4 do género masculino e 1 do feminino)
com excepgdo de um, se encontravam na serie destes nove casos, pertencendo a
individuos com idades entre 0s 50 e 0s 60 anos e um com idade superior a 80 anos.

Fig. 11: Individuo do género masculino, com 49 anos, com causa de morte cardiaca
ndo isquémica. A imagem histoldgica apresenta calcificagdes que comprimem o

feixe de His

A: H/E x40 S ] || s:mvxa0

7
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Fig. 12: Individuo do género masculino, com 50 anos, com causa de morte cardiaca
ndo isquémica. A imagem histolégica apresenta calcificacbes compressivas e

fibrose ligeira no feixe de His e ramo

Fig. 13: Individuo do género masculino, com 85 anos, com causa de morte cardiaca
ndo isquémica e antecedentes de diabetes mellitus 2 e hipertensdo arterial. As
imagens histoldgicas apresentam em A e B calcificagcbes compressivas do feixe de

His e em C fibrose ligeira (0-25%) também do feixe de His

B: H/E x40

12



Discussao

C:TM x40

Fig. 14: Individuo do género masculino, com 45 anos e causa de morte cardiaca
nao isquémica. A imagem histolégica apresenta lipomatose marcada (50-100%) no

ndédulo atrioventricular

13
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Fig. 15: Individuo do género feminino, com 74 anos e causa de morte cardiaca

isquémica. A imagem histolégica apresenta lipomatose marcada do nodulo

atrioventricular (50-100%b)

Fig. 16: Individuo do género masculino, com 67 anos e causa de morte cardiaca
isquémica. A imagem histol6gica apresenta lipomatose marcada no feixe de His

(50-100%)

A: H/E x40 B: TM x40
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Fig. 17: Individuo do género feminino, com 64 anos e causa de morte cardiaca

isquémica. A imagem histologica apresenta fibrose moderada (25-50%) no nodulo

atrioventricular

Fig. 18: Individuo do género masculino, com 85 anos, antecedentes de insuficiéncia
renal cronica em hemodiélise e implantacdo de pacemaker, com causa de morte
cardiaca isquémica. As imagens histoldgicas apresentam fibrose moderada (25-
50%) e atrofia celular no nédulo atrio-sinusal (A e B) e fibrose moderada (25-50%b)

no nédulo atrioventricular (C)

15
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Fig. 19: Individuo do género masculino, com 45 anos e causa de morte cardiaca
isquémica. A imagem histolégica apresenta alteracdes vasculares (hiperplasia

fibrointimal) no nédulo atrioventricular

W

RS B
A:TM X100 S 28
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4. Discussao

Embora estejam descritos diferentes tipos de procedimentos para a colheita
dos nodulos cardionectores, neste estudo foi usado o indicado por Ludwig (2002),
Gulino (2003), Sheaff e Hopster (2005). Michaud et al (2002) haviam apresentado um
método de colheita, considerado por estes autores como de mais facil execucdo.
Todavia, comparando os dois métodos, verificou-se que, enquanto um utilizava a
metade direita do coracdo, o segundo recorria a metade esquerda, mais propriamente a
area das valvas sigmadides. Ap6s experimentacdo, nao foi por nds reconhecida qualquer
mais-valia neste método, podendo até eventuais alteracGes valvulares determinar
colheitas menos precisas, motivo pelo que as amostras do presente estudo foram obtidas
segundo a metodologia inicialmente referida.

A semelhanca do referido por Ludwig (2002) e Sheaff e Hopster (2005), a
colheita dos nddulos em coracbes previamente fixados em formol a 10% apresentou-se
como vantajosa, j& que melhora acentuadamente, quer a qualidade do corte dos
segmentos, quer a consequente acuidade da avaliacdo microscopica pela Anatomo-
Patologista.

Ja anteriormente, trabalhos de Okada e Kawai (1983), Suarez-Mier et al
(1995), Yixuan et al (2001), Cohle et al (2002), Michaud et al (2002) e Nishida et al
(2002) haviam revelado alteracOes do sistema cardionector. No entanto, neles foram
incluidos casos de morte ndo natural e/ou grupos etarios muito jovens, pelo que nédo foi
possivel extrapolar a contribuicdo real deste sistema na morte de causa natural cardiaca
no adulto. Por outro lado, a correlagdo entre a presenca/quantificacdo das alteracdes e o
evento fatal ndo se apresenta sistematicamente evidenciada.

O presente estudo mostra: 1) a existéncia de alteragdes no Sistema de

Conducao Cardiaco do adulto numa percentagem elevada de casos; 2) apesar das
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diferencas tanto entre género como nos grupos etarios, apenas uma percentagem muito
reduzida de casos (9 em 100) foi considerada responsavel ou contribuindo na realidade
para a morte.

Quanto as alteracbes documentadas no Sistema de Conducdo Cardiaco,
sabemos que:

A fibrose pode surgir com o envelhecimento/ mecanismos degenerativos,
bem como por lesdes isquémicas/hipdxicas. (Cotran et al, 1994)

A lipomatose pode ser a consequéncia de distdrbios metabdlicos, lesdes
isquémicas/hipdxicas, envelhecimento/alteracGes degenerativas. (Cotran et al, 1994,
Bharati S e Lev M, 2003)

As calcificagcbes — tanto distroficas como metastaticas — podem ocorrer
devido a lesdo tecidular local ou por alteracbes do metabolismo/patologia renal. (Cotran
et al, 1994).

A fibrose, a lipomatose e as calcificagdes sdo um obstaculo a iniciacdo e
conducédo do impulso elétrico; comprimem e/ou causam atrofia ou destruicdo das fibras
especializadas musculares, sendo pois um potencial substracto para perturbacoes
ritmicas (arritmias, bloqueios,...).

As alteragfes vasculares podem incluir a hiperplasia fibrointimal, a
hipertrofia muscular da media, entre outras (Jing e Hu, 1997, Smith e Davis, 1997,
Nishida et al. 2000). Estas alteracbes podem surgir em contextos variados,
nomeadamente hipertensdo, aterosclerose, envelhecimento, malformacdes arteriais. Os
mecanismos isquémicos/hipoxicos podem levar directamente a arritmias ou
indirectamente induzir as alteracdes do SCC previamente mencionadas.

O decorrer dos anos, associado a genetica e ao estilo de vida, favorece o

aparecimento das alteracGes ja mencionadas. No entanto, os resultados obtidos neste
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Discussao

trabalho revelam que a mera presenca das alteragdes do SCC podem ndo ser suficientes
para causar a morte. A sua localizacdo, distribuicdo, quantidade e eventual associacédo
sdo da maxima importancia.

Assim, o estudo do Sistema de Conducédo Cardiaco, em casos selecionados e
realizado por profissionais experientes, pode de facto, indicar a causa de morte e reduzir

0 numero de autopsias com causa de morte indeterminada.
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Conclusoes

5. Conclusoes

1. O estudo do sistema cardionector, nomeadamente dos nddulos atriosinusal e
atrioventricular, pode melhorar a qualidade do diagndstico forense da causa de
morte, em casos de autopsia “branca”.

2. Este estudo deve preferencialmente ser efectuado em casos de morte natural, em
que, macroscopicamente ndo foi encontrada uma causa de morte com expressao
morfolégica, bem como naqueles em que € conhecida a existéncia de
perturbacdes de ritmo.

3. A fixacdo do coracdo devera ser efectuada, de preferéncia, antes da
colheita/exame do sistema de conducdo cardiaco, por permitir melhor
preparacdo e resultados microscopicos de maior acuidade.

4. A experiéncia na colheita e no estudo histologico do Sistema de Conducéo

Cardiaco tem relevancia na qualidade dos resultados obtidos.
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A mestranda anexa o Guia para Autores do Journal of Forensic and Legal Medicine,

revista cientifica para a qual foi enviado o trabalho para publicacéo.
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Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first
6 should be listed followed by 'et al.' For further details you are referred to 'Uniform Requirements
for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

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 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.

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
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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.

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 has been designated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address

e Full postal address

e Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

e All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

e References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
e 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
e 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 visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

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 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, the DOIs are guaranteed
never to change.

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 version 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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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.

When your article is published, you can commemorate your publication with printed author
copies of the journal issue, customized full-color posters, extra offprints, and more. Please visit
http://webshop.elsevier.com to learn more.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please
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://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.
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