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RESUMO

A Helicobacter pylori € a principal causa de gastrites, Ulceras gastroduodenais e
cancer géstrico. O esquema terapéutico de primeira escolha para a erradicagéo
desse patogeno leva muitas vezes a elevado numero de reacdes adversas, baixa
adesdo do paciente e consequentemente falha na terapéutica. A vetorizagéo
magnética € uma técnica bastante difundida na literatura que visa minimizar esses
problemas, através da associacdo de farmacos a nucleos magnéticos direcionando
para o local de acdo por intermédio de campo magnético externo. O presente
trabalho relata o estudo da sintese e caracterizacdo de particulas poliméricas
magnéticas contendo o0s mais frequentes antimicrobianos (amoxicilina e
claritromicina) usados no tratamento de infecgcbes por Helicobacter pylori,
objetivando a producdo de um sistema para vetorizacdo magnética por via oral.
Granulometria baseada no diametro de Feret, microscopia eletronica de varredura e
transmissao, difratometria de raio-x, isotermas de adsor¢ao/dessorcdo de nitrogénio
e magnetometria de amostra vibrante revelaram que as particulas de magnetita,
produzidas pelo método da coprecipitagdo, consistem em grande numero de
agregados de cristalitos de tamanhos nanométricos (da ordem de 6 nm) os quais
formam particulas micrométricas superparamagnéticas de alta susceptibilidade
magnética, tendo formato irregular com didmetro médio de 6,8 + 0,2 ym. Os nucleos
magnéticos foram revestidos por polimero (Eudragit® S100) em conjunto com
amoxicilina e claritromicina (forma polimoérfica 1) sendo obtido microparticulas
ndcleo-camada de formato irregular, pela técnica de secagem por asperséo (spray
dryer), com um diametro médio de 14,2 + 0,2 um. A quantidade de magnetita
presente no sistema pode ser adaptada pelo controle da suspenséo inicial usada na
alimentacdo do spray dryer. No presente trabalho o conteddo magnético final foi
estimado em 2,9 % (p/p). Com base nos resultados obtidos, o sistema magnético
produzido pode se tornar bastante promissor na erradicagdo de infec¢des por

Helicobacter pylori.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, Vetorizagdo magnética de farmacos,
Antimicrobianos, Secagem por aspersdo, Eudragit® S100, Particulas

superparamagnéticas.



ABSTRACT

Helicobacter pylori is the main cause of gastritis, gastroduodenal ulcer disease and
gastric cancer. The most recommended treatment for eradication of this bacteria
often leads to side effects and patient poor compliance, which induce treatment
failure. Magnetic drug targeting is a very efficient method that overcomes these
drawbacks through association of the drug with a magnetic compound. Such
approach may allow such systems to be placed slowed down to a specific target area
by an external magnetic field. This work reports a study of the synthesis and
characterization of polymeric magnetic particles loaded with the currently used
antimicrobial agents for the treatment of Helicobacter pylori infections, aiming the
production of magnetic drug delivery system by oral route. Optical microscopy,
scanning electron microscopy, transmission electron microscopy, x-ray powder
diffraction, nitrogen adsorption/desorption isotherms and vibrating sample
magnetometry revealed that the magnetite particles, produced by the co-precipitation
method, consisted of a large number of aggregated nanometer-size crystallites
(about 6 nm), creating superparamagnetic micrometer with high magnetic
susceptibility particles with an average diameter of 6.8 + 0.2 um. Also, the polymeric
magnetic particles produced by spray drying had a core-shell structure based on
magnetite microparticles, amoxicillin and clarithromycin and coated with Eudragit®
S100. The system presented an average diameter of 14.2 £ 0.2 um. The amount of
magnetite present in the system may be tailored by suitably controlling the
suspension used to feed the spray dryer. In the present work it was 2.9% (w/w). The
magnetic system produced may prove to be very promising for eradication of

Helicobacter pylori infections.

Keywords: Helicobacter pylori, Magnetic drug targeting, Antimicrobial agents, Spray

drying, Eudragit® S100, Superparamagnetic particles.
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1 INTRODUCAO

No comeco do século XX, doengas infecciosas foram a principal causa de
morte em todo mundo (COHEN, 2000). A diminuicdo da morbidade e mortalidade
causadas por essas doencas foi atribuida principalmente a introducdo de
antibiéticos. No entanto, atualmente, a resisténcia dos microorganismos aos
agentes antimicrobianos existentes atingiu um nivel critico, tornando invalido
grande parte dos antimicrobianos que sdo corriqueiramente usados na clinica
(GOLD; MOELLERING, 1996; WALSH, 2000).

Neste cenério surge a necessidade de criar novas alternativas de debelar
infeccdes causadas por patdgenos resistentes como a sintese de novos farmacos
e a modificagdo quimica de principios ativos. Infelizmente, ndo existe garantia de
gue novos antimicrobianos possam desempenhar acéo de forma eficiente frente
ao patogeno, devido ao desenvolvimento de resisténcia pelos microorganismos
(SIEGEL, 2008). Dessa forma, a sintese e modifica¢cdo quimica de farmacos é um
investimento de retorno ndo garantido, sendo um dos principais motivos do
ndmero de novos agentes terapéutico desta classe aprovados pelo FDA (Food
and Drug Administration) ter diminuido com o tempo (TAUBES, 2008).

Uma promissora e interessante alternativa para a problemética é a
utilizacdo de nanoantimicrobianos para o tratamento de muitas doencas. Os
nanoantimicrobianos s&o subdivididos em: nanomateriais antimicrobianos
(nanoparticulas de prata; 6xido de zinco; diéxido de titanio; ouro; aluminio; cobre;
quitosana; fulerenos; nanotubo de carbono; particulas com Oxido nitrico;
nanoemulsdes) que possuem atividade antimicrobiana inata e os sitemas de
liberagdo de antimicrobianos (lipossoma; nanoparticula lipidica sélida;
nanoparticula polimérica e dendrimero). Os nanoantimicrobianos, assim como a
sintese de novos farmacos e a modificacdo quimica de principio ativo, sdo
fortemente influenciados pela resisténcia bacteriana. Todavia, por possibilitar
reducdo das doses/frequéncia de administracdo, diminuicdo das reacdes
adversas, aumento da solubilidade de antimicrobianos pouco sollveis na agua,
liberagdo controlada de farmacos permitem uma terapia mais racional de
farmacos (HUH; KWON, 2011).
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Um aspecto bastante importante a ser levado em consideragdo no
desenvolvimento de sistemas gastroretensivos para a erradicacdo de patdégeno
que pode habitar a regido estomacal, como a Helicobacter pylori, € o tamanho das
particulas. Sabe-se que particulas nanométricas possuem grande capacidade de
difusdo (acumulando-se nos espagos intercelulares das células epiteliais da
mucosa) e elevada interacdo com o sistema imune (captacdo por macréfagos)
quando comparado com microparticulas. Dessa forma, particulas micrométricas
sdo mais eficientes para a retengéo gastrica (COLLNOT; ALI; LEHR, 2012).

Particulas magnéticas apresentam uma diversidade de aplicacéo:
biosseparacdo magnética (BRUCE et al., 2004); marcacao celular e diagnéstico
(AZZAZY; MANSOUR, 2009); agentes de contraste para imagens de ressonancia
magnética (TSAIl et al., 2010); hipertermia magnética (PURUSHOTHAM,;
RAMANUJAN, 2010); vetorizacdo de farmacos (SILVA et al., 2010). No que se
refere & vetorizacdo de farmacos as particulas magnéticas foram relatadas na
literatura uma Unica vez, associadas a Unico antimicrobiano (amoxicilina)
destinado a vetorizacdo magnética por via oral, a qual consiste em associar um
nucleo magnético ao farmaco e no direcionamento do sistema ao local de acéo
por intermédio de campo magnético externo, para a erradicagdo de infecgbes
causadas por Helicobacter pylori (SILVA et al., 2009).

O presente trabalho propde o desenvolvimento e a caracterizacao fisico-
quimica de um sistema magnético polimérico microparticulado contendo os
principais antimicrobianos (amoxicilina e claritromicina) usados no tratamento de

infecgbes causadas por H. pylori.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A Helicobacter pylori € uma bactéria gram-negativa, microaerofila,
espiralada, catalase/oxidase positiva cuja mobilidade rapida é proporcionada por
seus flagelos polares (HARVEY, 2008). Foi descrita por Warren e Marshall em
1983 (WARREN; MARSHALL, 1983) e por essa descoberta esses cientistas
receberam o prémio Nobel de medicina em 2005 (MAJUMDAR; BEBB;
ATHERTON, 2011).

A H. pylori € a principal causadora de gastrites, Ulceras gastroduodenais e
cancer gastrico (GISBERT; PAJARES, 2010). De acordo com a organizacao
mundial de satude (OMS) 70% da populagéo dos paises em desenvolvimento e 20
a 30% da populagdo dos paises desenvolvidos estdo infectados por essa
bactéria. Nos Estados Unidos, mais de 50% das pessoas acima de 60 anos
apresentam a infecgcdo causada por H. pylori, sendo responséavel por 60% a 80%
dos casos de Ulceras géstricas e 70% a 90% das Ulceras duodenais (HILDRETH;
LYNM; GLASS, 2008).

No Brasil, diversos estudos mostram indices elevados de prevaléncia,
podendo variar entre 59,5 e 96% desta infec¢do entre individuos sadios e de
grupo de risco (fumantes e alcodlatras). A principal via de transmissdo deste
patégeno € a oral o que pode aumentar a chance de transmissdo e de contagio
(LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES, 2003). Com base nos dados relatados é
possivel afirmar que a infeccdo por H.pylori trata-se de um grave problema de
saude publica.

A infeccdo por esse microorganismo ocorre pela penetragdo atraves da
camada da mucosa gastrica. Este se fixa a vérios fosfolipideos, glicolipideos na
superficie das células epiteliais (figura 1), regido onde o pH é aproximadamente
7,0 (YANG; ESHRAGHI; FASSIHI, 1999). No limen estomacal a H. pylori catalisa
a hidrolise da uréia em aménia através da urease o que permite a elevacao do pH
ao seu redor fornecendo condi¢cdes favoraveis ao seu desenvolvimento.
(OPLUSTIL, 2001).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da inser¢cao da Helicobacter pylori na

mucosa estomacal.
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Fonte: (HILDRETH; LYNM; GLASS, 2008).

A colonizacédo da bactéria no tecido gastrico € quase sempre acompanhada
por processo inflamatério o qual € uma resposta imunoldgica do corpo frente a
bactéria. O processo de fixacdo da bactéria na mucosa gastrica e a reducao do
pH, na tentativa de debelar esse evento, causa inicialmente inflamacéo leve e
superficial no antro gastrico. Com o tempo a inflamacédo vai se estendendo,
resultando na reducao da secrecao e, as vezes, na perda de células parietais,
causando atrofia gastrica. Em consequéncia disso, a inflamacéo pode passar de
gastrite superficial para cancer gastrico (SUERBAUM, 2002).

O processo inflamatério estd associado a cepa de H. pylori que pode
apresentar uma variedade genotipica, cujos produtos desencadeiam processo
inflamatério, por meio de mediadores e citocinas, os quais podem levar a
diferentes graus de resposta inflamatéria no hospedeiro, resultando em quadros
patologicos diversos. Cepas de H. pylori com o gene de patogenicidade Cag
(gene associado a citotoxina) induzem resposta inflamatéria mais grave, através
da ativacdo da transcricdo de genes, aumentando o risco para desenvolvimento
de Ulcera péptica e cancer gastrico. Somado a isso, os radicais livres, gerados em
resposta a mediadores proé-inflamatérios e produtos da parede celular bacteriana,
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reagem com o DNA do hospedeiro podendo induzir alteragdo da expresséo de
proto-oncogenes, bem como gerar produtos genotoxicos capazes de interagir com
alvos moleculares no DNA do paciente ou converter pro-carcinGgenos em
cancerigenos (LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES, 2003).

O esquema terapéutico mais comumente usado para o tratamento de
infeccdes causadas por Helicobacter pylori € a tripla terapia, a qual envolve a
utilizacédo de um inibidor da bomba de protons (como por exemplo omeprazol, 20
mg duas vezes ao dia), e o uso de dois antimicrobianos: amoxicilina (1000 mg
duas vezes ao dia) e claritromicina (500 mg duas vezes ao dia) durante periodo
de 7 a 14 dias (MALFERTHEINER et al., 2007).

A amoxicilina (figura 2) € um B-lactamico semi-sintético de grande
prescricdo e de elevada produgcdo mundial, pertencente a classe das penicilinas,
possuindo espectro moderado contra varios tipos de microorganismos (inclusive
Helicobacter pylori). Usualmente, é o mais utilizado farmaco de sua classe, pois
pode ser administrado pela via oral e tem boa absor¢éo no trato gastrointestinal. A
amoxicilina inibe a sintese da parede celular de bactérias causando lise e morte
bacteriana (BEBU et al., 2011). Sua a¢éo pode ser reduzida em pH acido isso se
deve ao fato da amoxicilina sofrer degradacao, principalmente em pH proximos de
1,0 (SINGH et al., 2010).

Figura 2 - Estrutura quimica da amoxicilina.
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Fonte: (BITTNER et al., 2011).
O outro farmaco utilizado no tratamento de infecgbes causadas por

Helicobacter pylori € a Claritromicina (figura 3) que € um macrolideo semi-

sintético e semelhante a amoxicilina apresenta boa absor¢do oral. Possui amplo
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espectro frente a diversas cepas de bactéria (incluindo para a Helicobacter pylori).
Sua agédo se processa pela ligacdo a subunidade 50S do ribossomo da bactéria o
que leva ao bloqueio da sintese de proteinas, posteriormente levando a morte
bacteriana (MA et al., 2011). Apesar de ser mais estavel em ambiente 4cido que a
eritromicina A (antimicrobiano que a claritromicina deriva), a claritromicina sofre
degradacdo em pH abaixo de 3,0 (MORDI et al., 2000).

A claritromicina apresenta polimorfismo, tendo quatro distintas formas
cristalinas (0,L,11,1V). Sendo a forma Il a mais estavel e utilizada em formulagfes
de medicamentos no mercado farmacéutico (GOMEZ-BURGAZ; TORRADO;
TORRADO, 2009).

Figura 3 - Estrutura quimica da claritromicina.
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Fonte: (CONG et al., 2011).

O polimorfismo (quando uma substancia apresenta diferentes formas
cristalinas) € um importante aspecto a ser estudado durante o desenvolvimento e
formulacdo de medicamentos uma vez que diferentes polimérficos podem
apresentar distintas solubilidades, estabilidades, perfil de dissolugcdo e
biodisponibilidade. Consequentemente, pode afetar drasticamente a resposta
terapéutica esperada (OROLA et al., 2012).

Durante as duas Ultimas décadas, o uso indiscriminado de certos
antimicrobianos (como por exemplo a claritromicina para infeccdes respiratorias)
na populacdo em geral tem levado ao aumento de resisténcia por parte da

Helicobacter pylori. Consequentemente, a efetividade inicial da tripla terapia tem
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progressivamente diminuido. Portanto, novas estratégias para melhorar o
tratamento de primeira escolha se fazem necesséarias (GISBERT; PAJARES,
2010; GISBERT; CALVET, 2011).

Dessa forma, Apesar da H. pylori apresentar certa sensibilidade aos
antimicrobianos da triplice terapia, a erradicacdo dessa bactéria requer altas
doses dos mesmos para atingir nivel de concentragdo na mucosa gastrica capaz
de erradicar a bactéria (devido a fatores como: esvaziamento gastrico e a
distribuicdo sistémica). Além disso, reagBes adversas, alta frequéncia de
administragéo, baixa adeséo do paciente a terapéutica e a resisténcia bacteriana
contribuem para falha do tratamento, principalmente quando se trata de
monoterapia (RAJINIKANTH; MISHRA, 2008).

Uma forma de se reduzir a concentracdo do farmaco na circulagéo
sisttmica e aumentar na mucosa gastrica com consequente erradicacdo da
Helicobacter pylori é através do incremento do tempo de permanéncia dos
antimicrobianos no estdmago. Permitindo assim, maior tempo de contato dos
farmacos com a mucosa gastrica possibilitando aumento da permeacdo dos
antimicrobianos no tecido e acéao na infeccédo (RAJINIKANTH; MISHRA, 2009).

Com esse propdsito sistemas gastroretensivos (como os de alta densidade,
flutuavel, expansivel, hidrogel superporoso, mucoadesivo) tém sido estudados e
desenvolvidos, dentre eles o sistema magnético (BARDONNET et al., 2006).

Além dos sistemas gastroretensivos a combinag¢do de farmacos em uma
mesma formulagdo como proposto em varios estudos relatados na literatura para
diferentes doengas vem sendo apontada como uma promissora alternativa
(REJINOLD et al., 2014).

No caso particular dos antimicrobianos essa associagédo tem mostrado ser
de grande valia, uma vez que permite atingir concentragdes adequadas de
farmacos na regido infectada pelo microorganismo, reduzindo o risco de
resisténcia bacteriana e permitindo um tratamento mais efetivo (GUILLAUME et
al., 2012).

Na presente dissertacdo é apresentado pela primeira vez, ao nosso
conhecimento, um sistema com o0s principais antimicrobianos utilizados na
erradicacgao de infecgOes por Helicobacter pylori com a associa¢éo da vetorizagao

magnética de farmacos.
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A vetorizacdo magnética de farmacos consiste em associar um farmaco a
uma particula magnética, sendo o direcionamento do mesmo ao local de agéo
feito por intermédio de campo magnético externo (HAFELI, 2004).

Essa técnica tem sido amplamente estudada, principalmente no que se
refere ao tratamento de cancer (GAUTIER et al., 2012), inclusive ja foi realizado
estudos em seres humanos (estudo de fase | com epidoxorrubicina) no tratamento
de tumores sdlidos avangados com resultados bastante promissores (LUBBE et
al., 1996).

Contudo, h& poucos relatos da vetorizagdo magnética oral de farmacos
para a regido estomacal. Em um desses, os autores demostram a possibilidade
de reter microesferas magnéticas contendo ranitidina na regido estomacal de
ratos Wistar utilizando campo magnético externo de 0,8 T (SARAVANAN et al.,
2009).

O grupo liderado pelo Prof. Dr. Carrico é um dos pioneiros a propor um
sistema magnético polimérico com Unico antimicrobiano (amoxicilina) destinado a
erradicacéo de infec¢des causadas por Helicobacter pylori (SILVA et al., 2009). O
sistema proposto devera ser posicionado na regido do trato gastrointestinal
acometida pela infeccdo, através do uso de campo magnético externo gerado por
imds (figura 4), aumentando o tempo de permanéncia do farmaco no local de
interesse (SILVA et al., 2009).

Figura 4 — Representacao da vetorizagdo magnética de farmacos para regido

infectada por H. pylori.
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Eso6fago

Esfincter pilérico

Fonte: Autoria do grupo de biomagnetismo da UFRN.

No corpo humano, apds exercerem sua funcéo de vetor, os 6xidos de ferro
(ntcleos magnéticos) utilizados na producédo do sistema sao internalizados em
células fagocitarias. Uma vez dentro dos macréfagos, as particulas séo
agrupadas nos lisossomos onde ocorrera a degradacao dos 6xidos em ferro e
oxigénio. Esse processo é influenciado pela variedade de enzimas hidroliticas e
baixo pH. Em seguida, o ferro é incorporado no organismo (hemoglobina, figado e
baco). Como a homeostase desse elemento é regida pela absorcéo, excrecao e
deposicdo, é esperado que depois da administracdo de particulas que contém
ferro, a captacdo do mesmo no intestino seja temporariamente diminuida e a
excrecdo aumentada. Por esses motivos, tais Oxidos jA sdo comercialmente
disponiveis como contrastes para ressonancia magnética o que comprova a
seguranca dos mesmos (WEISSLEDER et al.,, 1995; BRIGGER; DUBERNET;
COUVREUR, 2002).

Os vetores magnéticos possuem mobilidade na presenca de campo
magnético, sendo os mais difundidos na pratica médica a maghemita (y-Fe20s3) e
magnetita (FesO4) por apresentarem propriedades magnéticas apropriadas e
compatibiliade biolégica (PETCHAROEN; SIRIVAT, 2012).

A magnetita apresenta, de um modo geral, propriedades magnéticas
melhores que a maghemita como magnetizacdo de saturacéo e susceptibilidade

magnética maiores. Dessa forma, mesmo com a aplicacdo de baixos valores de
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campo magnético externo as particulas de Fe;O, tendem a responder mais
avidamente ao campo do que as de y-Fe,O3 (WEI et al., 2011).

A Fes04 possui estrutura do tipo espinélio inverso, AB,O4 (A corresponde a
simetria de coordenacédo de Fe*tetraédrico e B & simetria de coordenacéo Fe* e
Fe*? octaédrico), em que os fons O formam um arranjo clbico denso de face
centrada, gerando dois tipos de sitios de coordenacdo, o primeiro, tetraédrico (T)
formado por quatro ions oxigénio, e o segundo, octaédrico, formado por seis ions
oxigénio (figura 5). Nos sitios T posicionam-se os fons de Fe* e nos sitios
octaédricos posicionam-se iguais nimeros de fons Fe™ e Fe*? Esta disposicéo
resulta em 24 atomos de Fe (16 fons Fe™ e 8 ions Fe*?), com férmula minima de
{(8Fe™){[(8Fe*?)(8Fe*®)],032}, arranjados em uma célula unitaria composta por 8
FesO4 (YU et al,, 2012).

Figura 5 — Célula unitaria de magnetita.

Legenda: Célula unitaria de magnetita com 8 FesO,; bolas vermelhas representam oxigénio; bolas
azuis o Fe; bolas amarelas com bolas azuis dentro representa Fe no sitio octaédrico; bola azul
dentro de bola azul Fe no sitio tetraédrico. Fonte: (YU et al., 2012).

Com relacdo as propriedades magnéticas os materiais podem ser
classificados de acordo com a resposta que apresentam diante da aplicagdo de
um campo magnético externo em: diamagnético; paramagnético; ferromagnético;

antiferromagnético; ferrimagnético e superparamagnético (FERREIRA, 2009).
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O diamagnetismo é uma forma muito fraca de magnetismo, sendo
observada somente na presenca de um campo magnético externo ndo uniforme.
Os atomos de materiais diamagnéticos apresentam subniveis eletrénicos
completos nos quais os momentos estdo emparelhados e se cancelam, portanto
ndo possuem magnetizacdo. Quando materiais diamagnéticos sdo submetidos a
um campo, os momentos de dipolo magnético dos &tomos alinham-se no sentido
contrario ao do campo aplicado o que faz com que valores de susceptibilidade
magnética (medida da efetividade com que um campo magnético externo induz o
dipolo magnético no material) sejam negativos e pequenos (FERREIRA, 2009).

Os materiais paramagnéticos sdo constituidos de &tomos que possuem
momentos magnéticos intrinsecos que ndo interagem entre si. Os momentos
magnéticos encontram-se orientados aleatoriamente ndo havendo uma
magnetizacdo macroscopica liquida ou global, porém a aplicagdo de um campo
magnético externo provoca o alinhamento dos dipolos na direcdo do campo.
Como consequéncia o campo de indugdo € somado ao campo aplicado fazendo
com que esses materiais apresentem valores de susceptibilidade magnética
positivos, pequenos e dependentes da temperatura (FERREIRA, 2009).

Compostos ferromagnéticos apresentam momentos atdmicos magnéticos
alinhados. Na presenca de campo externo os dipolos magnéticos alinham na
direcdo do campo aplicado, exibindo altos valores positivos de susceptibilidade
magnética. A magnetizacdo em materiais ferromagnéticos varia com a
temperatura entre um valor mdximo a T = OK até o valor zero na temperatura
denominada temperatura de Curie (T;) ferromagnética. Acima desta temperatura
os materiais ferromagnéticos tornam-se paramagnéticos (FIGUEIREDO, 2009).

O antiferromagnetismo ocorre quando o0s materiais tém momentos
magnéticos alinhados em dire¢Bes opostas, levando a uma magnetizagdo nula.
Quando expostos a um campo magnético externo os momentos alinham-se na
direcdo do campo apresentando valores reduzidos e positivos de susceptibilidade
magnética. Porém acima da temperatura de Néel o alinhamento antiparalelo
desaparece e o0 material passa a exibir um comportamento paramagnético
(FIGUEIREDO, 20009).

Por sua vez, o ferrimagnetismo é exibido por materiais que tem momentos

magnéticos alinhados antiparalelamente e com diferentes magnitudes.
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Apresentam altos valores positivos de susceptibilidade magnética na presenca de
um campo magneético externo (FIGUEIREDO, 2009).

Particulas com volume reduzido (com um Unico dominio magnético) estéo
magnetizadas uniformemente com todos os spins alinhados na mesma direg&o.
Nesse caso a magnetizacdo s6 pode ser modificada pela rotagdo simultanea de
todos os spins da particula. No caso em que as particulas sdo tdo pequenas que
a energia térmica é comparavel a energia necessaria para mudar a orientacao
dos spins, o momento magnético da particula como um todo passa a sofrer 0s
efeitos da agitagdo térmica. Este fenbmeno €& conhecido como
superparamagnetismo. Neste estado a curva de magnetizagdo em fungédo do
campo externo ndo apresenta histerese, logo a magnetizagéo residual (M, _ valor
da magnetizac@o quando o campo aplicado é nulo) e o campo coervico (H. — valor
do campo magnético externo necessario para inverter a magnetizacdo em uma
amostra de anisotropia uniaxial a qual é a tendéncia direcional de magnetizacéo
de um material) s&o nulos (HANNICKEL, 2011).

Varios métodos tém sido empregados na produgcdo de particulas
magnéticas: decomposic¢édo térmica de complexo organometalico como precursor
(WANG et al., 2010); sintese hidrotérmica (WU et al., 2005); microemulséo (LIU et
al., 2004); sintese eletroquimica (FRANGER; BERTHET; BERTHON, 2004);
utilizagdo de moinho de bolas (CARVALHO et al., 2013). Todavia, o0 método de
coprecipitacdo € um dos mais utilizados e relatados na literatura, consistindo de
uma mistura estequiométrica em mol de Fe™:Fe' na proporcdo de 2:1,
respectivamente, a qual é adicionada sobre vigorosa agitacdo em solucdo alcalina
(SILVA et al., 2012).

Apesar da grande aplicabilidade das particulas de magnetita (SILVA et al.,
2010), a Fe304 se dissolve em meios com baixos valores de pH, o que torna
necesséria a prote¢do da mesma, a fim de possibilitar sua utilizacdo por via oral,
principalmente quando se deseja aumentar a permanéncia de principios ativos no
ambiente estomacal (SCHINDLER, 1991).

Com o intuito de conferir protecdo a magnetita e a antimicrobianos
susceptiveis a degradacdo em baixos valores de pH, pode-se usar os polimeros
acrilatos (conhecidos como Eudragit®) como forma de revestimento. O Eudragit®

S100 é um polianion insolavel em 4gua e em pH fortemente acido, produzido a



25

partir da polimerizacdo do acido metacrilico e do metilmetacrilato (figura 6). Sendo
utilizado para sistemas pH-dependentes, possuindo degradagdo em pH maior ou
igual a 7,0 estando apto para o recobrimento de particulas magnéticas (YOO,
GIRI; LEE, 2011).

Figura 6 — Estrutura quimica do Eudragit® S100.
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Fonte: Adaptado de (YOO; GIRI; LEE, 2011).

Para o revestimento das particulas magnéticas e dos farmacos, pode-se
utilizar diferentes métodos, dentre eles: coacervacdo, evaporacdo do solvente,
reticulagéo interfacial, secagem por asperséo, entre outras tecnologias (DESAI,
PARK, 2005).

O método de microencapsulagéo através de secagem por aspersao (spray
drying, figura 7) é uma excelente técnica que permite obter eficientes resultados
de encapsulacédo e ainda pode ser utilizado em escala industrial. Esta técnica
consiste basicamente em quatro etapas: a atomizagcdo da disperséo inicial,
contato das goticulas com ar quente, evaporacdo do solvente com formacdo das
microparticulas e a separacdo do material encapsulado. Dependendo das
propor¢cdes dos componentes iniciais e dos parametros de aspersdo pode ser
obtida particula de menor (10-50 pm) ou de maior tamanho (2-3 mm)
(GHARSALLAOUI et al., 2007).

Figura 7 — Esquema do processo de secagem por aspersao (spray-drying).
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10

Legenda: (1) Filtro de ar; (2) Compressor; (3) Aquecimento; (4) Bomba peristéltica; (5) Controle de
temperatura; (6) Termopar de entrada; (7) Atomizador; (8) camara de secagem, (a) ar comprimido,
(b) alimentador; (9) ciclone; (10) Coletor. Fonte: (RATTES, 2007).

3 OBJETIVOS
3.10bjetivos gerais

Este projeto visa o estudo e desenvolvimento de microparticulas
magnéticas revestidas por Eudragit® S100, através da técnica de secagem por
asperséo, contendo antimicrobianos (amoxicilina e claritromicina), objetivando um
sistema de vetorizagdo magnética por via oral para o tratamento de infeccdes

causadas por Helicobacter pylori.

3.20bjetivos especificos

* Sintese de particulas magnéticas (PM);

« Revestimento das PM com polimero gastroresistente (Eudragit® S100), contendo
antimicrobianos;

 Caracterizagdo das particulas por: granulometria (microscopia Optica baseada

no diametro de Feret a 0°), microscopia eletrénica de varredura e transmissao,
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difratometria de raio-x, isotermas de adsorcdo/dessorcdo de nitrogénio e

magnetometria de amostra vibrante.

4 JUSTIFICATIVA

Os sistemas gastroretensivos sdo promissores candidatos na erradicagéo
de infecgdes causadas por Helicobacter pylori. Contudo, sdo fortemente
influenciados pela administracdo de alimentos, bem como pela: motilidade
gastrica, quantidade de liquido presente no contetdo estomacal e a singularidade
biologica (BARDONNET et al., 2006). Dessa forma, o sistema magnético por ser
modulado por um campo magnético externo estd menos sujeito a esses fatores
interferentes que afetam diretamente o resultado terapéutico. Sendo assim, trata-
se de um sistema bastante viavel para prolongar a permanéncia de farmacos na

regido estomacal com chances de debelar infecgdes com maior eficiéncia.

5 MATERIAL E METODOS

5.1Materiais

Cloreto férrico hexahidratado (Acros Organics, EUA; P.A.), sulfato ferroso
heptahidratado (Acros Organics, EUA; 99%), hidroxido de sédio (Vetec quimica,
Brasil; 99%), acido cloridrico (Vetec quimica, Brasil; 37%), amoxicilina trihidratada
(Galena, Brasil; 98,8%), claritromicina (Galena, Brasil; 97,3%), Eudragit® S100
(Rohm Gmbh & Co. KG, Alemanha; acido metacrilico — metil metacrilato 1:2,
respectivamente, 100%), metanol (Vetec quimica, Brasil, 99,8%), tampéo fosfato

pH 7,4, e agua destilada.

5.2Sintese das particulas magnéticas

As solucdes de 0,1mol/L de cloreto férrico hexahidratado (FeClz.6H20) e
0,05 mol/L de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO..7H.O) foram preparadas
como fontes de ferro dissolvendo os respectivos sais de ferro em 0,4 mol/L de
HCl. De acordo com o procedimento tradicional da sintese de particulas
magnéticas (PM) por coprecipitacdo (MASSART, 1981; KIM et al., 2001;
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KONERACKA et al., 2002), 30 mL da mistura de FeCl;.6H,O com FeSQO,.7H,0 foi
adicionada em 900 mL de hidréxido de sddio (NaOH) 1 mol/L sob sonicagéo
(Unique USC 1800, 40 kHz, Brasil) e vigorosa agitacdo mecanica de 960 rpm (IKA
RW-20, Alemanha) por 30 minutos em temperatura ambiente (figura 8). Na reacao
quimica a cor da suspensdo recém obtida torna-se preta (inicialmente solugéo
alaranjada devido a mistura dos sais de ferro), indicando assim que ocorreu a

seguinte reacdo quimica de obtencao da magnetita:

Fe?" + 2 Fe® + 8OH™ — Fe304 + 4 H,O

Figura 8 — Esquema da metodologia experimental para a producao de particulas

de magnetita.

Adicho de sais | Co-precipitaciio Sintese da
de ferro em . magnetita
NaOH 1M N

Fonte: Autoria do grupo de biomagnetismo da UFRN.

A suspenséo obtida foi ajustada para pH 7,0, o sobrenadante proveniente
da reacdo foi descartado por decantacdo e agua destilada adicionada para retirar
ions em excesso do precipitado. Este procedimento foi repetido quatro vezes. Por
fim, as particulas sintetizadas foram secas em estufa pré-aquecida a 105°C
(Odontobréas EL 1.3, Brasil).

5.3 Producdo das particulas magnéticas poliméricas contendo
antimicrobianos

As particulas magnéticas poliméricas (PMP) com amoxicilina e
claritromicina foram produzidas pela técnica de secagem por aspersao (figura 9),
sendo a metodologia adaptada de Silva e colaboradores (SILVA et al., 2009;
SILVA-FREITAS et al., 2011).
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Figura 9 — Esquema da metodologia experimental para a producao de

microparticulas magnéticas revestidas com polimero contendo antimicrobianos.

Solubilizacio do
polimero ¢ finmacos

| Adicdo de magnetita | Secagem por
atomizacio

Fonte: Autoria do grupo de biomagnetismo da UFRN.

Para a obteng&o da microparticula polimerizada uma solugéo foi preparada
dispersando o Eudragit® S100 em tamp&do fosfato pH 7,4 (40 umol/L) e
solubilizando a amoxicilina em &gua (6,9 mmol/L) e claritromicina em metanol (8,9
mmol/L). As solugBes contendo os farmacos foram adicionadas na disperséo
polimérica sobre agitagdo mecénica de 960 rpm (IKA RW-20, Alemanha), em
seguida a este foi adicionada a suspenséo de PM (86 mmol/L).

Posteriormente, 200 mL da suspenséo contendo 100 mg de magnetita, 200
mg de amoxicilina, 200 mg de claritromicina e 500 mg de Eudragit® S100
alimentaram o Mini Spray dryer Bichi B191, Alemanha, sobre fluxo de
alimentagéo de 1,2 mL/min usando bico aspersor de 0,7 mm de diametro, com
temperatura do ar de entrada de 120°C e temperatura ar de saida variando de 80-
85°C, com fluxo de ar de atomizac&o de 400 NI/h e eficiéncia do exaustor de 85%.
O material microencapsulado foi coletado e armazenado em temperatura

ambiente.

5.4 Caracterizagdo do sistema magnético

5.4.1 Granulometria

A distribuicdo granulométrica das PM e PMP foram determinadas através
de microscopia optica (Leitz/Leica Biomed, Alemanha). Para isso, a amostra foi
colocada sob lamina e submetida posteriormente a contagem de 500 particulas

em triplicata para cada formulagdo. As andlises foram realizadas em microscopio
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com escala graduada de acordo com o didmetro de Feret a 0°, o qual considera
como didmetro da particula a distancia entre tangentes paralelas a area projetada
pela mesma (MAZZOLI; FAVONI, 2012).

O didmetro médio foi determinado baseado na conversdo dos valores
observados no microscopio para escala micrométrica. Além disso, determinou-se
o primeiro (D1), quinto (D5) e nono decil (D9), pela andlise do grafico da
frequéncia acumulada. Bem como, foi determinado o indice de polidispersividade
(IP) através da seguinte equacao (HU et al., 2002):

_ (D9-D1)
D5 1)

IP

5.4.2 Microscopia eletrénica de varredura e transmissao

As PM e PMP foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura
(MEV, XL 30 Phillips, Holanda) para a observacdo da morfologia das particulas.
Além disso, foi avaliada a presenca de aglomerados nanométricos principalmente
na magnetita através de microscopia eletrénica de transmissdo (MET, FEI de
200kV, modelo Tecnai 20). Bem como, por intermédio da analise das
fotomicrografias do MET e utilizando o programa Image J (versdo 1.46) foi
possivel a elaboragdo de um histograma o qual foi elaborado mediante a

contagem do tamanho de 200 cristalitos de magnetita.
5.4.3 Difragéo de raio-X

As propriedades estruturais das PM e PMP, bem como, a avaliacdo da
cristalinidade dos componentes da formulagdo foram determinadas por
difratometria de raio-x (XRD-6000 Shimadzu, Jap&o). Uma quantidade de amostra
representativa foi analisada utilizando-se &ngulos de 10° < 26 < 80° usando
radiagdo Cu Ka (com comprimento de onda de 1,54056 A).

A equacéo de Debye-Scherrer (FERNANDES et al., 2013) foi utilizada para
determinar o tamanho do cristalito da PM:

o 09A
~ PBcCosS

(2)
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Em que D é o tamanho do cristalito; A é o comprimento de onda do raio-x; 3
€ o alargamento da linha de difragdo determinada a meia altura da maxima

intensidade do pico e © é o angulo de incidéncia do feixe.

5.4.4 Isotermas de adsorgdo/dessorcéo de nitrogénio

As isotermas de adsorgao/dessorgéo de nitrogénio a 77 K para PM e PMP
foram obtidas através da utilizacdo de equipamento Micromeritics (ASAP 2420).
Através desse metodo foi possivel determinar a area de superficie do BET por
intermédio das seguintes equacgdes (RODELLA, 2001):

P 1 P(C—-1)
V(PO—P) VmC  VmCPO

3
VmS N
M 4)

Em que V é o volume de gas adsorvido a pressédo P, Py é a presséo de

Sw=

saturacdo do gas adsorvente, C é a constante do BET, Vy, € 0 volume de gas
adsorvido em funcédo da pressédo relativa, Sy, € a area superficial do material
estudado, S é a area ocupada por molécula do gas adsorvente, N € o numero de
Avogadro e M o volume molecular do gas.

Além disso, a distribuicdo do tamanho de poros da PM e PMP foi
determinada pelo método matematico BJH (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES,
2001):

In(P/P;) = —(2yM,cosO/RTr,,) 5)

(6)
fm=rc—t (7)

Em que y é a tensdo superficial do liquido, M, é o volume molar do

t = [13,90/(0,034 — log (P,/P))]"?

adsorbato, © é o angulo de contato entre o sélido e a fase condensada, R
constante dos gases; T € a temperatura; rn, € 0 raio de curvatura médio do
menisco do liquido; t é a espessura do filme e r¢é o raio do poro.

5.4.5 Magnetometria de amostra vibrante
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As medidas por magnetometria de amostra vibrante (MAV) foram
realizadas para todos os materiais presentes na formulagéo. A magnetizacao foi
medida em fungdo do campo aplicado (variando de 0 T — 1,2 T — 0 T) em
temperatura ambiente (com calibragcdo prévia com niquel) no magnetémetro do
departamento de fisica tedrica e experimental da UFRN. Essas medidas
forneceram informagcdes quanto as propriedades magnéticas dos materiais, ao
longo da curva de magnetizacdo em fungcdo do campo magnético aplicado.
Podendo assim, identificar a magnetizacdo de saturagdo, susceptibilidade
magnética, bem como o tamanho dos cristalitos os quais sdo responsaveis pela

resposta mangética.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1Granulometria

A distribuicdo do tamanho de particula da PM e PMP apresentou
comportamento bimodal (figura 10). A analise do grafico de PM permite observar
uma faixa de distribuicdo de 3 ym a 12 ym, na qual as modas estédo centradas
em: 5,6 ym e 8,4 uym. Por sua vez, para PMP ha uma faixa de distribuicdo que
varia de 11 ym a 18 ym, em que as modas estédo centradas em 13,5 ym e 16,7
um. Os resultados apresentados mostram que ambas as distribuicbes de
particulas sédo similares, no que se refere a moda. Além disso, para a magnetita o

histograma apresentou calda a direita diferentemente do encontrado para PMP.

Figura 10 — Distribuicdo granulométrica de PM (A) e PMP (B).
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O tamanho médio de PM € 6,8 + 0,2 um enquanto que o de PMP é de 14,2
1+ 0,2 uym (Tabela 01). Esse aumento de 2,1 vezes das microparticulas poliméricas
magnéticas € sugestivo da presenca de polimero e farmacos (indicio que o
processo de revestimento foi eficiente) e que o reduzido desvio padréo indica
repetibilidade do método de analise empregado. Além disso, o indice de
polidispersividade das microparticulas revestidas foi reduzido por um fator de 1,8
(quando comparado com a magnetita), revelando populagédo de tamanho de
particula mais homogénea.

Tabela 1 — Granulometria de PM e PMP.

PM (um) PMP (um)
Diametro 6,8+0,2 14,2 + 0,2
Médio
D1 45%+0,1 11,7+0,3
D5 6,8+0,4 139+0,4
D9 9,3+0,2 16,8+ 0,1
IP 0,7 0,4

Legenda: Primeiro decil (D1); quinto decil (D5); nono decil (D9); indice de polidispersividade
(IP).

Esses resultados corroboram com os encontrados em estudos anteriores
publicados por Silva e calaboradores (SILVA et al., 2009; SILVA-FREITAS et al.,
2011), em que o sistema proposto (microparticulas de magnetita com
revestimento polimérico contendo amoxicilina) aumentou cerca de 1,5 vezes em
comparacdo com as particulas de magnetita. Bem como, ocorreu reducdo do
indice de polidispersividade das particulas revestidas contendo o farmaco em
comparagao com a particula magnética por um fato de 1,3 vezes.

Adicionalmente, a distribuicdo do tamanho de particula da PM e PMP
sugere uma estrutura com nucleo de magnetita e uma camada externa contendo
0 polimero e os antimicrobianos (estrutura do tipo nucleo-camada, também
denominada de core-shell). A diferenca dos pontos de maximo das distribuigcdes
bimodais entre PM e PMP apresentam uma diferenca de diametro de 8 pym

(aproximadamente), indicando a formagdo de uma camada de espessura de
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aproximadamente 4 uym de raio ao redor do nucleo magnético contendo

antimicrobianos e polimero.

6.2 Microscopia eletronica de varredura e transmisséo

As analises de microscopia eletrdnica de varredura demonstraram que as
particulas de magnetita (figura 11) e as microparticulas revestidas contendo

farmacos (figura 12) possuem formato irregular.

Figura 11 — MEV de PM.
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Adicionalmente, o resultado da MEV corroborou com o encontrado na
granulometria, o aumento do tamanho médio da PMP em compara¢gdo com PM.
Esse resultado demonstra a provavel eficiéncia no processo de revestimento da
magnetita e farmacos pelo polimero, sendo semelhante aos obtidos por Silva e

colaboradores que observaram que apds o0 processo de revestimento houve uma



36

alteracao da morfologia das microparticulas poliméricas quando comparadas com
as particulas magnéticas (SILVA et al., 2009; SILVA-FREITAS et al., 2011).

As analises de PM e PMP por microscopia eletrénica de transmissao
permitem sugerir que as particulas micrométricas de magnetita sdo na verdade
agregados de cristalitos nanométricos provavelmente formados devido ao fato da
ndo utilizagdo, no presente trabalho, de tensoativos ou agentes estabilizantes
durante o processo de sintese deste 6xido de ferro (figura 13). O cristalito é a
unidade da particula magnética com qualidade cristalografica, séo essas
entidades responsaveis pela resposta magnética e pelos resultados encontrados
na difratometria de raio-X caracteristicos da magnetita. Cada microparticula

estavel contém bilhdes de cristalitos.

Figura 13 — MET de PM.

Legenda: (A) aumento de 15000x, (B) aumento de 71000x.
Na figura 14, é possivel observar a distribuicdo do tamanho de cristalitos da
magnetita a qual possui uma faixa de 3 nm a 15 nm, em que a moda é de

aproximadamento 7 nm.

Figura 14 — Distribuicdo do tamanho dos cristalitos de PM.
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Na figura 15, é possivel verificar a presenca de cristalitos de magnetita na

PMP. Esse fato sugere a presenca do nucleo magnético no sistema polimérico

contendo farmacos.

Figura 15 - MET de PMP.

Legenda: (A) aumento de 29000x, (B) aumento de 71000x. Setas vermelhas indicam os cristalitos

de magnetita.

Frequentemente € observado na literatura que as particulas de magnetita
produzidas pelo método da coprecipitagdo sdo nanométricas (AHMADI et al.,
2013; RODRIGUEZ et al., 2013), contudo o presente trabalho demonstra que tais

particulas podem sofrer processo de agregacédo tornando-se aglomerados de
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microparticulas, bastante viadveis e de enorme interesse para aplicacbes

biomédicas.

6.3 Difracao de raio-X

A andlise por difracédo de raio-x foi utilizada para investigar as propriedades
estruturais das particulas de magnetita e microparticulas revestidas contendo
antimicrobianos, bem como os componentes da formulacédo em separado.

Na figura 16 pode-se visualizar o padréo de picos caracteristicos da
magnetita sintetizada pelo método da co-precipitacdo tendo como angulos:
30,10°; 35,42°; 43,05°; 53,39°; 56,94° e 62,51° e indices, respectivamente, (220);
(311); (400); (422); (511) e (440), os quais podem ser indexados como uma fase
cubica (ZHANG et al.,, 2008), de acordo com o0 encontrado na literatura (carta
cristalografica JCPDS n°.19-0629).

Figura 16 - Difratometria de raio-x de PM.
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Empregando-se a equacgéo de Debye-Scherrer (FERNANDES et al., 2013)
para o pico de 35,42° da PM encontrou-se tamanho de cristalito da ordem de 6
nm. Confirmando assim, os resultados encontrados nas microscopias eletrénicas,

que as particulas micrométricas de magnetita sdo na verdade agregados de
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cristalitos nanométricos, existindo grande possibilidade da etapa de neutralizacdo
(inerente ao processo de sintese por co-precipitagdo) permitir a aglomeracdo dos
cristalitos resultando em agregados micrométricos, como j& relatado por Silva e
colaboradores (SILVA, AMANDA K. ANDRIOLA et al., 2007; SILVA et al., 2008).

A DRX das particulas revestidas, figura 17, demonstrou padrdo de
cristalinidade devido & magnetita e aos farmacos (o polimero apresentou
comportamento amorfo). Bem como, os padrdes de picos presentes na
claritromicina abaixo de 15° indicam que o presente antimicrobiano consiste na
forma polimorfica Il (mais comumente usado no mercado farmacéutico) (GOMEZ-
BURGAZ; TORRADO; TORRADO, 2009).

Figura 17 - Difratometria de raio-x de PMP e seus componentes.
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6.4 Isotermas de adsorgao/dessorcédo de nitrogénio

A figura 18 ilustra as isotermas de adsorgéo/dessorgéo de nitrogénio para PM
(figura 18 A) a qual apresenta comportamento de isoterma do tipo IV de acordo
com a classificagdo da IUPAC (SING et al., 1985), com uma area de superficie de

146,42 m’lg. Essa alta area de superficie permite alta taxa de adsorcdo de
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farmacos (como os antimicrobianos utilizados no presente trabalho) as particulas
de magnetita (BHASKARA RAO et al., 2014).

Por sua vez, as isotermas de adsorcado/dessor¢cédo de nitrogénio para PMP
(figura 18B) possuem comportamento de isoterma do tipo Ill, de acordo com a
classificacdo da IUPAC (SING et al., 1985), sendo caracteristico de material que
apresenta fraca interacdo adsorvente/adsorbato, tendo area de superficie de
63,33 m?/g. Como as particulas de magnetita sdo cerca de duas vezes menor que
as particulas magnéticas poliméricas contendo antimicrobianos € de se esperar
que a area de superficie da PM seja duas vezes maior do que a PMP, como foi
confirmado. Desta forma o método utilizado foi importante para confirmar os

resultados ja apresentados quanto ao tamanho das particulas PM e PMP.

Figura 18 - Isotermas de adsorcéo e dessorgao de nitrogénio para PM (A) e PMP
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A figura 19 revela a distribuicdo do tamanho de poros de PM e PMP,
respectivamente. Ambos materiais apresentaram comportamento mesoporoso
(poros entre 2 nm a 50 nm) (SING et al., 1985). A PM teve distribuicdo de
tamanho de poros variando de 3 nm a 40 nm, tendo modas centradas em 10 e 20
nm. Entretanto a PMP teve distribuicdo de tamanho de poros variando de 2 nm a
40 nm, com maximo em 5 nm. Essa redu¢édo do tamanho do poro ao se comparar
PMP com PM pode ser atribuida a presenca de antimicrobianos nos poros do

sistema magnético polimerizado, o qual possibilitou reducéo desse valor.

Figura 19 - Distribuicdo do tamanho de poros de PM (A) e PMP (B).
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6.5 Magnetometria de amostra vibrante

A MAV é uma técnica baseada na mudanca de fluxo em uma bobina
qguando uma amostra vibra perto da mesma, permitindo determinar propriedades
magnéticas como magnetizagdo remanescente (MR) e a coercividade (Hc) (MA et
al., 2004; SILVA et al., 2010). MR é o valor da magnetizagdo quando o campo
aplicado € nulo. O campo coercivo, Hc, é o valor do campo magnético externo
necessario para inverter a magnetizacdo em uma amostra de anisotropia uniaxial
(tendéncia direcional de uma propriedade fisica de um material) (CULLITY, 1972).

Baixos valores de coercividade e magnetizagcdo remanescente sao
favoréaveis para a vetorizagdo magnética de farmacos. De maneira ideal ambos os
valores deveriam ser zero, indicando uma distribuicdo do tamanho de particula
em um regime superparamagnético. Evitando assim, a agregacao das particulas
ao ser retirado o campo magnético externo (KUZNETSOV et al., 1999).

Para aplicagBes na area biomédica se faz necesséario o uso de particulas
superparamagnéticas. Esse fenbmeno acontece quando particulas de dominio
Gnico tem dimensdo abaixo do tamanho critico (25 nm para a magnetita —
(BYRNE et al.,, 2011)). Dentro da escala de tamanho superparamagnética as
flutuacdbes de energia térmica s8o capazes de superar a anisotropia e
espontaneamente reverter a magnetizagdo da particula de uma direcdo
preferencial para outra (SILVA, A. K. A. et al., 2007).

O estado superparamagnético (Hc=0 e MR=0) permite altas
susceptibilidades magnéticas e elevadas magnetizagbes de saturacao
possibilitando que as particulas sejam efetivamente controladas por um campo
magnético externo relativamente fraco (SILVA, A. K. A. et al., 2007).

Como esperado, a resposta magnética do polimero e dos farmacos
revelaram magnetizacao praticamente nula (figura 20 A, B, C), diferentemente da
PM (figura 20 D) e da PMP (figura 20 E) as quais apresentaram comportamento
superparamagnético. A magnetizacdo de saturacdo das particulas revestidas
contendo antimicrobianos (0,9 emu/g) diminuiu ao ser comparado com as
particulas de magnetita (31 emu/g). Como a unidade de medida magnética é
relacionada com a massa (no presente trabalho, o 6xido de ferro), essa redugéo é

esperada uma vez que o nucleo magnético foi revestido com polimero contendo
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farmacos como relatado por Ramanujan e colaboradores (RAMANUJAN; YEOW,
2005).

Além disso, foi possivel estimar conteddo de magnetita de 2,9 % (p/p)
presente na PMP, através da magnetizacao de saturacdo. Este resultado esta de
acordo com trabalho anteriormente publicado por Silva e colaboradores (SILVA-
FREITAS et al., 2011), em que no sistema polimérico magnético aspergido por
spray dryer possuindo Unico antimicrobiano o conteldo magnético final
apresentou valor semelhante.

Um fato intrigante € como particulas micrométricas de magnetita podem ser
superparamagnéticas. Uma possivel explicacdo é que as vizinhancas dos
cristalitos nanométricos que compde as microparticulas tém defeitos na rede que
impOe restricdo na propagacdo da ordem magnética, levando a cristalitos
superparamagnéticos ndo correlacionados magneticamente. Isto tem sido
relatado em filmes finos de magnetita (MARGULIES et al., 1997).

Portanto, o nlcleo magnético na PMP consiste em agregados de cristalitos
nanomeétricos (da ordem de 6 nm) formando microparticulas superparamagnéticas

(protegidas contra o meio de dissolugdo géastrico) contendo antimicrobianos.

Figura 20 - Medidas de magnetometria de amostra vibrante das PMP e seus

componentes.
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Na figura 21 é possivel observar a susceptibilidade magnética de particulas de
magnetita cujo valor maximo € de 341 emu/gT.

Figura 21 - Susceptibilidade magnética experimental de PM.
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Com o objetivo de se avaliar a provavel explicacdo desse valor de
susceptibilidade, bem como, realizar simulagdes tedricas a fim de comparacao
com os resultados experimentais obtidos na curva de magnetizacdo de particulas
de magnetita foi desenvolvido um modelo teérico (detalhado no artigo submetido
gue consta no apéndice).

Os resultados obtidos (figura 22 e 23) séo bastante interessantes. Na figura 22
€ mostrada a magnetizacdo da magnetita. Os circulos fechados e vazios
representam resultado experimental, a linha azul e vermelha a simulacdo da
interagdo dipolar (azul com interagdo e vermelho sem interagdo) das
nanoparticulas de magnetita. Na figura inserida é mostrada a susceptibilidade

magnética de particulas de magnetita.

Figura 22 - Magnetizagéo, susceptibilidade magnética experimental e simulada

com e sem interacgéo dipolar para PM.
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Legenda: A figura mostra a magnetizacao da magnetita. Os circulos fechados e vazios
representam resultado experimental, a linha azul e vermelha a simulagéo da interacéo dipolar
(azul com interacéo e vermelho sem interacdo) das nanoparticulas de magnetita. Na figura

inserida é mostrada a susceptibilidade magnética de particulas de magnetita.

E perceptivel que as linhas azul e vermelha reproduzem bem os resultados
experimentais encontrados na magnetizacdo, sendo que a azul apresenta
melhores resultados tanto para a magnetizagdo quanto para a susceptibilidade
magnética. Dessa forma, a interag&o dipolar entre as nanoparticulas de magnetita
é responsavel por um aumento de 3,6 vezes na susceptibilidade inicial da PM ao
se comparar com as mesmas particulas sem o efeito da interac&o dipolar.

A interagéo dipolar indica que os cristalitos interagem mutuamente causando,
neste caso, um efeito relevante para aplicacdo em campos magnéticos de baixa
intensidade.

Esse resultado € de grande importancia para a vetorizagdo magnética de
farmacos, uma vez que, a forca magnética (a qual controla a eficiéncia da
vetorizag&o) € proporcional a susceptibilidade inicial (PANKHURST et al., 2003).
Dessa forma, quanto maior for a susceptibilidade inicial maior sera a forca
magnética.

Uma forma de interpretar esses resultados é pensar que grandes valores

de susceptibilidade inicial estdo relacionados com nanoparticulas com grande
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didmetro. Na figura 23 é apresentado que isso ndo é o caso do presente
resultado.

Nessa figura é possivel visualizar a magnetizagdo da magnetita. Os
circulos fechados e vazios representam resultado experimental, a linha azul e
preta a simulagdo sem interacdo dipolar das nanoparticulas de magnetita com
tamanho de 8 nm (linha preta) e 6 nm (linha azul). Além disso, na figura inserida é

mostrada a susceptibilidade magnética de particulas de magnetita.

Figura 23 - Magnetizagéo, susceptibilidade magnética experimental e simulada

sem interacao dipolar para PM e particulas de 6 nm e 8 nm.
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Legenda: A figura mostra a magnetizacdo da magnetita. Os circulos fechados e vazios
representam resultado experimental, a linha azul e preta a simulacdo sem interacdo dipolar das
nanoparticulas de magnetita com tamanho de 8 nm (linha preta) e 6 nm (linha azul). Na figura

inserida é mostrada a susceptibilidade magnética de particulas de magnetita.

As particulas com tamanho de 8 nm reproduzem bem os valores de
susceptibilidade magnética experimental, contudo ndo reproduzem bem os
valores experimentais de magnetizacdo em baixos valores de campo magnético.

Por sua vez, as particulas que tiveram tamanho de 6 nm reproduzem bem
os valores experimentais para a curva de magnetizacdo, entretanto nédo faz o

mesmo para o0s valores de susceptibilidade encontrados experimentalmente.
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Dessa forma, a susceptibilidade encontrada para as particulas de
magnetita, cujo valor médximo € de 341 emu/gT, € atribuida a interacdo dipolar
entre as nanoparticulas deste 6xido de ferro a qual permite em comparagdo com
as mesmas particulas sem interacdo dipolar e do mesmo tamanho um aumento
de 3,6 vezes.

Outra constatagdo importante feita através das andlises se simulacao foi a
possibilidade de se estimar o tamanho do cristalito de magnetita, sendo
encontrado uma distribuigéo do tipo log-normal, com mediana de 5 nm e 49% das
particulas com diametro entre 5 - 6 nm, corroborando assim com o0s resultados

encontrados para a MET e DRX.
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7 CONCLUSOES

Como conclusdes tem-se que a metodologia desenvolvida para a produgéo
de particulas magnéticas revestidas com Eudragit® S100 contendo amoxicilina e
claritromicina foi eficiente. Isso demonstra um grande potencial para aplicagdo em
sistemas de vetorizac@o de fArmacos para o trato gastrointestinal.

Acrescido a isso, tem-se que a metodologia de desenvolvimento €
relativamente simples, empregando a ja bem estabelecida na literatura técnica de
coprecipitacdo de magnetita, e as vantagens da técnica de secagem por aspersao
a qual pode ser utilizada na inddstria para a preparacdo de microparticulas.

As técnicas empregadas para a caracterizacdo das PM e PMP
(granulometria, microscopia eletrbnica de varredura e transmisséo, difragcdo de
raio-x, isotermas de adsorgdo/dessorgdo de nitrogénio e magnetometria de
amostra vibrante) revelaram que h& um acréscimo no tamanho do sistema
magnético polimérico microparticulado contendo antimicrobianos ao ser
comparado com as particulas magnéticas de magnetita.

Para a microparticula de magnetita tem-se que € composta de
nanoparticulas com tamanho da ordem de 6 nm, as mesmas sofrem processo de
aglomeracdo resultando em particulas com tamanho que varia de 3 ym a 12 ym,
tendo distribuicdo de tamanho bimodal centrado em 5,6 ym e 8,4 ym. Essas
particulas, possuem alta area de superficie 146,42 m?/g, a qual é requerida para
adsorcdo de farmacos e tamanho de poro de cerca de 10 nm.

Por sua vez, as particulas magnéticas polimerizadas contendo
antimicrobianos apresentaram formato irregular, com dimenséo de 11 ym a 18 ym
e uma distribuicdo de tamanho bimodal com dois principais picos centrados em
13,5 um e 16,7 ym, com tamanho de poro variando de 2 nm a 40 nm. Além disso,
h& um indicativo de que tais particulas tem uma estrutura do tipo ndcleo-camada,
sendo o nucleo magnético feito de microparticulas de magnetita, revestido com
uma camada de 4 ym contendo antimicrobianos e Eudragit® S100.

A técnica de magnetometria de amostra vibrante permitiu determinar o
comportamento superparamagnético da PM e PMP. Possibilitando estimar o
conteddo de magnetita presente nas microparticulas revestidas. Além disso, por

intermédio de simulag@es tedricas foi possivel determinar que hd um incremento
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no valor da susceptibilidade magnética da magnetita devido as interacfes
dipolares entre essas particulas, em comparagdo com as particulas néo
interagentes.

Dessa forma, o sistema magnético polimerizado contendo os principais
antimicrobianos para a erradicagdo de infec¢des por Helicobacter pylori possui
adequada morfologia e distribuicdo do tamanho de particulas para vetorizacéo
magnética por via oral. Sendo promissor candidato a sistema no tratamento de

infecgbes causadas por Helicobacter pylori.
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Abstract

We report the synthesis and characterization of Eudragit® S100 coated high susceptibility polymeric particles loaded with amox-
icillin, clarithromicin and magnetite. Optical microscopy. scanning electron microscopy. transmission electron microscopy. x-ray
powder diffraction, nitrogen adsorption/desorption isotherms and vibrating sample magnetometry. revealed that the magnetite par-
ticles consists of a large number of aggregated nanometer-size crystallites, forming superparamagnetic particles with an average
diameter of 6.8 um and large susceptibility. Also. the polymeric particles have a core-shell structure with an average diameter of
14.2 pm, consisting of magnetite microparticles core, and a shell of amoxicillin and clarithromycin coated with E-udr:]git® S100.
The dipolar interaction between crystallites leads to a factor of three enhancement of the initial susceptibility. favoring the targeting
of the conjugated antibiotics for eradication of Helicobacter pylori infections.

Keywords:
Helicobacter pylori: Magnetic drug targeting: Antimicrobial agents; Spray drying: Superparamagnetic
PACS: 75.50.Tt

1. Introduction achieved a satisfactory level of therapeutic efficacy. Due to gas-
tric emptying and systemic distribution, it requires high doses
of oral formulations of antibiotics in order to achieve an ade-
quate drug concentration level in the gastric mucous. Moreover.

side effects, poor patient compliance and bacterial resistance

Helicobacter pylori was described by Warren and Marshall
in 1983 [1] for which they were awarded the Nobel prize in
2005. This bacterium 1s a gram-negative microaerophilic non-

invasive spiral bacillus that has the ability to live deep within
the gastric mucus layer where pH is around 7.0 [2, 3], causing
gastritis, peptic ulcers and gastric adenocarcinoma [4]. Fur-
thermore, it has a powerful urease enzyme that catalyzes the
hydrolysis of the urea to ammonia. enabling the bacteria to sur-
vive in the acid medium [5]. Although it induces a strong host
local and systemic immune response, this bacterium has also
developed mechanisms to evade host immunity [6].

A large research effort has been dedicated to finding a suit-
able treatment for the eradication of H. pyleri infections. How-
ever, the treatment of H. pylori gastric infections has not yet

! Corresponding author: ascarrico@ gmail.com
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have contributed to treatment failure [7].

Gastro-retentive dosage forms have been designed to en-
hance the eradication rate of H. pylori. by extending the res-
idence time of the antibiotics in the stomach. The longer
residence time may allow more of the antibiotic to penetrate
through the gastric mucus layer to act on H. pylori. improving
the therapeutic efficacy [8. 9].

So far the most recommended treatment, in all international
guidelines. is the triple therapy. It is based on a formulation
with the combination of two antibiotics and a proton pump in-
hibitor (PPI), for at least 7 days [10]. Amoxicillin and clar-
ithromycin are two antibiotics widely used as antibacterials to
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Figure 1: XRD pattern of the magnetite nanoparticles at room lemperature.

treat Helicobacter pylori infections.

However. during the last two decades, widespread use of cer-
tain antibiotics (e.g. clarithromycin for respiratory infections)
in the general population has led to an increase in primary H.
pylori resistance. As a result, the initial effectiveness of stan-
dard triple therapy has progressively declined in the last few
years. Therefore. new strategies in order to improve first-line
treatment are still urgently needed [11, 12].

One way to overcome this drawback is the combination of
drugs in the same formulation as proposed in several studies
reported in the literature for different diseases [13].

In the particular case of antibiotics this association has
proved to be of great importance. since it allows achieving suit-
able levels of drug concentration in the infected region, reduc-
ing the risk of bacterial resistance and enabling highly effective
treatment [14].

We presently report a dual antibiotics formulation with ad-
vantages further enhanced by association with magnetic drug
targeting.

Magnetic drug delivery by particulate carriers is a very effi-
cient way of delivering a drug to a target tissue, such as a spe-
cific site of the gastrointestinal (GI) tract. The speed of travel
through the stomach can be slowed down at specific positions
by an external magnet, thereby changing the timing and/or ex-
tent of drug absorption in the stomach or intestines [15. 16].

Magnetite (Fe;04) and maghemite (y—Fe,0;) are well es-
tablished in medical applications because of their appropriate
magnetic properties and biological compatibility [17].

Magnetite particles may dissolve in acid media [ 18] and pro-
tection against gastric dissolution 1s an essential prior step to
enable their use for local drug delivery in the stomach.

Eudragil® S100 1s a widely used polymer with pH depen-
dent solubility to protect microparticles against low pH [19]. It
dissolves only in pH > 7.0, and has been used as a pH-sensitive
polymer in various applications including enteric coating mate-
rials and drug delivery vehicles [20].

The successful development of a formulation for the treat-
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Figure 2: TEM picture of the magnetite nanoparticles.

ment of H.pylori infections in the gastro-intestinal tract. re-
quires the use of micrometer-sized particles.

It is known that, as compared to microparticles. nanoparti-
cles have higher diffusion capacity, favoring their accumulation
in the intercellular spaces of mucosal epithelial cells. and higher
interaction with the immune system. favoring larger uptake by
macrophages [21]. Thus, microparticles are more effective for
gastric retention. leading to more promising drug delivery sys-
tems.

We presently report the synthesis and characterization of a
magnetic dual antibiotic formulation. Itis designed for local de-
livery of antibiotics for the treatment of H. pylori infections in
the gastro-intestinal tract. The system consists of microparticles
composed of magnetite. amoxicillin and clarithromycin. coated
by Eudragit® 5100 (MACE particles). It combines the neces-
sary protection of the drugs and the magnetic particles against
the low pH of the gastric fluid, and the advantages of dual an-
tibiotics formulations further enhanced by magnetic targeting
with high susceptibility superparamagnetic particles.

2. Materials and Methods

The Ferric chloride hexahydrate (FeCli.6H,0, 99% of pu-
rity) and ferrous sulphate heptahydrate (Fe(50,4).7H,0. 99% of
purity) were purchased from Acros Organics, EUA: hydrochlo-
ric acid (37% aqueous solution) and sodium hydroxide (99%
purity) were purchased from Vetec Chemical. Brazil: amoxi-
cillin trihydrate (98.8%) and Clarithromyecin (97.3%) were pur-
chased from Galena, Brazil: Eudragit® S100 was purchased
from Rohm Gmbh & Co, Germany: methanol (Vetec Chemi-
cal. Brazil, 99.8%). phosphate buffer pH 7.4 and deionized wa-



ter were of pharmaceutical grade and used as received without
further purification.

The structural properties of the magnetite and MACE parti-
cles were characterized by X-ray powder diffraction (XRPD),
using a Shimadzu (XRD-6000) X-ray diflractometer. Repre-
sentative powder samples were analyzed in the range 10° <
26 < 80°, using the Cu Ke line as the radiation source with a
wavelength of 1= 1.54060 A, using a scanning speed of 2°/min
and step size of 0.02°.

Nitrogen adsorption/desorption (NSD) isotherms at a tem-
perature of 77 K were recorded on a Micromeritics Instrument
(ASAP- 2420). The specilic surface area (Sggr) of the powder
samples was obtained from the standard Brunauer - Emmett -
Teller (BET) model [22]. and the pore size distribution was cal-
culated using the Barrett - Joyner - Halenda (BJH) method [23].

The analysis of the size of the magnetite and MACE particles
were made using an optical microscope (Leitz/Leica Biomed
microscope ) calibrated with a stage micrometer scale [24]. The
morphology analysis of the samples was conducted by scan-
ning electron microscope (SEM. XL 30 ESEM. Philips) and
transmission electron microscopy (TEM. Tecnai20. FEI).

Magnetization measurements were performed using a home-
made vibrating sample magnetometer (VSM), previously cal-
ibrated with nickel. Representative powder samples were ob-
tained after drying the samples. Magnetization versus applied
field was measured at room temperature for all samples.

We have used the standard procedure of iron coprecipitation
to produce FesO4 nanoparticles [25]. stock solutions of 0.1M
ferric chloride hexahydrate and 0.05M ferrous sulphate hep-
tahydrate were prepared with 0.4M HCI solution. Then, 30 ml
of the mixture of FeCl;.6H,0 and FeS0,;.7H,0 were added to
a 900 ml of NaOH IM solution at 300K and under mechanic
stirring at 960 rpm for 30 minutes.

At the end of this process the pH was adjusted for 7.0. the su-
pernatant was discarded. and the precipitated was washed with
deionized water four times. Then, the fine powder was dryed in
the oven at 105°C.

The MACE particles were prepared using the spray-drying
method [26]. We have used a Mini Spray dryer (Biichi B191.
Germany) with a 0.7mm diameter nozzle. The Spray dryer was
fed under a flux of 1.2 mL/min. and the drying of the particles
was in two steps: one at the top at the temperature of 120°C and
the other at the bottom of the chamber 80-85°C.

The dispersion to feed the spray drier was prepared by
fisrt dispersing Eudr:-lgit® S100 in a phosphate buffer pH 7.4
(0.00004 M). Amoxicillin was dispersed in water at a concen-
tration of 0.0069 M and clarithromycin in methanol (0.0089
M). The dispersions were mixed under mechanic stirring at 960
rpm, before the addition of 0.086 M of magnetite nanoparticles.

3. Characterization

The x-ray diffraction (XRD) patterns were analyzed using
the Rietveld method. The pattern in Figurel shows reflection
planes corresponding to magnetite. The average lattice param-
eter obtained from the Rietveld refinement was of 0.839 nm.

59

. B
ia) —

. ws
& €
a1 wi
3 H
2. wF

H
xd
] L
<3 woroeowomom
Dizmeter (um)

Valume (emig)

idlogiD) (emig Al

7 o o T

90 07 02 03 B4 Be 6B 67 BA 09 10 H 10a mn B ws | rm w00 e

Relative Pressure (P/Pp) Diameter (4)

Figure 3: (a) Hystogram of the magnetite aggregates obtained from optical
microscopy. (b) MEV image of the magnetite aggregates. (c) NSD hysotherm
loop and (d) The size distribution of the pores formed in the aggregates obtained
from the NSD hysotherm.

This value is in close agreement with the reported value for stoi-
chiometric magnetite |27]. The magnetite particle size obtained
from Debye-Scherrer formula was of 5.8nm.

Figure 2 shows a typical transmission electron microscopy
(TEM) picture of the magnetite microparticles. The image cor-
responds to a small area of a microparticle with dimensions of
the order of 120nm. showing magnetite nanoparticles with di-
mensions in the 3nm to 15nm size range.

The magnetite particle size distributions were determined af-
ter sonication the samples for 10 min to avoid agglomeration of
the particles. The samples were placed on glass slides and size
measurements were made on sets of 1500 particles. We have
used four samples of each formulation, and size measurements
were performed according to the Ferrets diameter principle, us-
ing an optical microscope calibrated with a stage micrometer
scale [24].

The size hystogram shown in Figure 3(a) indicates that the
magnetite particles have dimensions in the 3pm to 12um range,
with a bimodal size distribution centered at 5.6 um and 8.4 gm,
with an average particle size of 6.8um. The MEV image in
Figure 3(b) shows microparticles of magnetite with sizes up to
12 pm.

Nitrogen sorption-desorption (NSD) isotherms were mea-
sured at 77K to determine the specific surface area. and to
evaluate the porous structure of the magnetie particles. Fig-
ure 3(c) shows the NSD hysotherm loop. The magnetite parti-
cles NSD measurements showed a mesoporous system with a
porous structure with a wide distribution of diameters (Figure
3(d)), from 3nm to 40nm. and two main features: a maximum
at 10 nm and a shoulder at 20 nm.

The NSD hysotherm measured at 77 K can be classified as
type IV, and from this curve we have calculated the specific
surface (Sger) parameter which is equal to 146.42 m:/g. Notice
that high SBET values are important in applications requiring
high level sorption of macromolecules, as in the case of drug
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Figure 4: (A) Hystogram related to the size distribution of the formulation.
(B) SEM image of the formulation. (C) NSD hyteresis curve. (D} Porous size
distribution obtained from the NSD measurements.

loading in pharmaceutical applications [29].

4. Drug loading in the Eu(h'agit® coated magnetite beads

The MACE particles were prepared as follows: a given vol-
ume of 0.0069 M aqueous solution of amoxicillin and 0.0089 M
methanolic solution of clarithromycin were added to a 0.00004
M aqueous dispersion of Eudr;-:gi[® S100, to this dispersion
was added a given mass of magnetite nanoparticles. A Mini
Spray dryer Behi B191 was fed with 200 ml of the above dis-
persion to a rate of 1.2 ml/min. The beads were formed at a rate
of 400 NI/h and with an efficiency of 85 w9%.

From Figure 4(a) and Figure 4(b), we notice that the MACE
particles have irregular shapes, dimensions in the 11 um to
18um range. and a bimodal size distribution with two main
peaks centered at 13.5 ym and 16.7 gm, with an average size
of 14.2um.

The range of dimensions and also the values of the main
peaks are roughly 8 pm larger than ones found in Figure 3
for the magnetite particles, and represents a layer of 4 ym of
the polymer and bactericides formulation surrounding the mag-
netite particles.

This result seems to indicate that the MACE particles have
similar drug loading. and a core-shell structure. with a mag-
netic core surrounded by a 4um layer containing the antibiotics
and Eudrﬂgi;® S100. This structure gives to the formulation
enhanced protection against low pH gastric fluids.

The porous size distribution of MACE particles. as seen from
Figure 4(d). covers the 2nm to 40nm range. with a maximun at
5 nm. This scale of porous size distribution is appropriate for
releasing the drugs from the bead compartment to the target
tissue.

The XRD patterns for individual elements present in the for-
mulation are shown in Figure 5(a) - Figure 5(c).

A common feature for the bactericides is that they are crys-
talline with very intense peaks for 2@ < 30 degrees. Eudragit
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Figure 5: XRD pattern of the individual constituents and the MACE particles.

S100 lacks cristalinity, exhibiting wide peaks at 15 and 30 de-
grees. When these substances are mixed to form the MACE
particles, very intense peaks appeared at angles not related to
the individual components.

Figure 5(d) shows the XRD pattern for the drug loaded mag-
netic beads (MACE particles). Because magnetite had very
low intensity diffraction peaks, it was difficult to observe in
the formulation pattern. Almost all the diffraction peaks in
the formulation are related to a new crystalline phase. Similar
difratograms have previously been found in samples containing

Eudrugil® $100, amoxicillin and magnetite, and prepared by
spray drying [31].
Eudragit® S100 is an anionic copolymer based on

methacrylic acid and methyl methacrylate 1:2. In general poly-
mers are amorphous solids, that 1s. they are microscopicaly dis-
ordered without translation symmetry.

Polymers can crystallize from a solution upon evaporation of
a solvent. In dilute solutions, the molecular chains have no con-
nection with each other and exist as a separate entity. The poly-
mer concentration may increase via solvent evaporation, this
will increase van der Waals forces between chains and will fa-
vor crystallization if the solvent is slowly evaporated.

It is known that polymer crystallites will form if the sample is
slowly cooled from the melt and above the glass transition. Tg.
The Tg value for pure Eudragit® S100 1s around 150°C, but
it can be lowered if the polymer is mixed or crosslinked with
foreign molecules.

To better discuss the pattern observed in our formulation,
we have performed additional XRD studies in samples contain-
ing only amoxicillin and magnetite, clarithromycin and mag-
netite, and the both antibiotics and magnetite. In none of these
cases the patterns found were similar to the formulations pat-
tern. Furthermore. the sample containing only amoxicillin and
magnetite showed a characteristic pattern for pure magnetite.
Therefore. the crystalline structure observed in the formulation
seems to be related to crystallization of the Eudmgit® S100
polymer in the spray drier process.

In Figure 6 we show the hysteresis loops of the magnetite
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Figure 6: Hysteresis loops of the magnetite particles. In the inset (a) we show
the static susceptibility of the magnetite particles and (b) the magnetization of
the MACE particles.

and MACE particles. The loops in Figure 6 show rather small
values of coercivity. Also. for any value of the magnetic field,
the magnetization of the MACE particles is 2.9% of the cor-
responding value of for the magnetite particles. This indi-
cates that the magnetite mass content of the MACE particles
is around 2.9%. and that the manipulation in the evaporation
process in the spray drier to make the MACE particles, did not
affect the magnetic structure of the magnetite microparticles.

The MACE particles were prepared by feeding the spray
drier with a suspension containing 100mg of magnetite,
200mg of amoxicillin, 200mg of clarithromyein and 500mg of
Eudrﬂgit® $100. This corresponds to a 10% mass content of
magnetite.

Therefore the spray drying leads to a reduction in the mag-
netite content from 10% in the original emulsion down to 2.9%
in the the MACE particles. This reduction is commonly found
in formulations prepared by spray drier. The differences in the
physical properties of the components of the suspension control
the impact of the operating parameters of the spray drier on the
final yield [31, 32]

Two features are worth noticing. The magnetite as well as
MACE particles are superparamagnetic. Furthermore, both sys-
tems exhibit large values of the initial susceptibility. This is
rather useful for magnetic drug targeting, since the magnetic
force, which controls the drug targeting efliciency. is propor-
tional to the initial magnetic susceptibility [33].

The width of the peaks in the XRD data of the magnetite
particles (shown in Figure 1) revealed that the coherence length
in the crystal lattice was of the order of 5.8 nm.

On the other hand. the MEV pictures (a typical image is
shown in Figure 3B) shows particles with dimensions ranging
from 3pm up to 12pm. Thus, the magnetite micro-particles con-
sist in the agglomeration of large number of nanometer sized
crystallites. This is a common feature of iron oxide particle
systems produced by coprecipitation. In our process no surfac-
tant was used and no peptization was carried out. Therefore.
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Figure 7: Hysteresis loop of the magnetite particles. In the inset we show the
static magnetic susceptibility. The experimental results are shown in the open
symbol curves, and the blue (red) color continuum line curves are for the theo-
retical model with (without) the dipolar interaction between the nanoparticles.

there is a good chance of neutralization of the nanometer-sized
crystallites. allowing their agglomeration [34].

The agglomeration of magnetite nanoparticles into stable mi-
crometer sized particles leads to promising properties, regard-
ing the efficiency of magnetic targeting.

As discussed in detail below, the magnetite nanoparticles
have a small size dispersion with dimensions in the 4nm to 6nm
range. Thus, they are smaller than the critical size (25nm) re-
quired to prevent thermal relaxation effects at room temperature
[35]. This would lead to small values of the initial susceptibil-
ity. However, the magnetite nanoparticles are packed at moder-
ately large density inside the microparticles. As a result, each
nanoparticle is within the reach of the dipolar field of the others,
leading to a larger susceptibility.

From the NSD data, the distance between crystallites ranges
from 3nm up to 30nm. Therefore. the average distance between
crystallites 1s of the order of the crystallite diameters. Under
these densities, each crystallite is within the reach of the mag-
netic field produced by the surrounding particles.

Each magnetite microparticle contains billions of nanome-
ter sized crystallites bound together in a stable micro-particle.
Thus. the local field at each superparamagnetic crystallite is
bound to be larger than the applied field. This may produce
a relevant increase in the initial susceptibility. In our samples
the dipolar effect leads to nearly a factor of four enhancement
of the initial susceptibility.

Before entering the discussion of the theoretical model, it is
instructive to describe certain features of the dipolar interaction
between the superparamagnetic crystallites.

In the presence of a magnetic field H. an isolated superparam-
agnetic particle has a thermal average magnetic moment, along
the field direction, which may be estimated [35] as:

= oL (poHkpT} (1

where g is the saturation moment, and £ is the Langevin func-
tion. L(x) = coth(x) — 1/x.



Magnetite has a magnetic moment of 16.4 g per unit cell of
0.295 nm? volume [35]. A 6nm diameter spherical magnetite
particle has a saturation moment of around 6380 pg. Thus, at
room temperature, a magnetic field of 10mT strength is enough
to break the thermal relaxation balance. producing a thermal
average net magnetic moment of around 10% of the satura-
tion value. This amounts to stabilizing 638 g per 6nm diam-
eter particle. At a distance of 6nm from particle’s center the
dipolar field 1s of the order of 30mT. Thus at small external
field strengths, the dipolar field produced by the 6nm magnetite
nanoparticle at its neighborhood is of the order of magnitude of
the external field.

In order to have a full description of the dipolar interaction
between the nanoparticles one needs to know the position and
the size of all particles. The shape of the micro-particles is
also relevant, since elongated micro-particles favor a larger net
dipolar effect. However, essential features may be explored in
simpler ways.

We use a self-consistent method. The thermal average value
of the magnetization is represented by an average over a distri-
bution of superparmagnetic spherical crystallites. each of which
is considered to be subjected to the thermal average dipolar field
of the others.

For a given value of the external field. the magnetization is
given by:

M(H) = My f[{,u(D')?—lfff/kgT]_)"(D)dD (2)

where L is the Langevin function, M is the saturation magneti-
zation, u(D) = M5 D? /6 is the saturation magnetic moment of
a nanoparticle of diameter D. and f is a log-normal distribution
function.

M(H) and the effective field H,pr are determined self-
consistently. H,s¢ includes the external field and an effective
dipolar field, Hepp = H + Hy. We assumed that the effective
dipolar field H, is proportional to the thermal average dipolar
field produced by the crystallite at a distance of one diameter,
Hy = 200 < u(D) > [D>. < p(D) > is the thermal average
magnetic moment of the crystallites with diameter D.

M(H), ¢ and the distribution function were adjusted self-
consistently to fit the experimental data. We have found a nar-
row log-normal distribution function

(3)

fld) =

202

\— In(D/Dgy)?

1
exp
2z D

with a small standard deviation o = 0.08 and a Dy = 5.0nm
median diameter, with 49% of the particles with diameter in the
5nm — 6nm range. in agrement with the X-ray results.

In Figure 7 we show the magnetization curve and suscepti-
bility of the magnetite micro-particles. Notice from Figure 7
that the theoretical model (blue line curves) reproduces quite
well the experimental results. Notice also that the magnetiza-
tion does not saturate for an external field of 1.1 T strength.
This is a signature of small size superparamagnetic nanoparti-
cle systems.
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Figure 8: Hysleresis loops of the non-interacting nanoparticles. In the inset we
show the static magnetic susceptibility. The experimental results are shown in
the open symbol curves, and the black (blue) color continuum line curves are
for the theoretical model with median diameter of 8nm (6nm).

We have also included, for comparison purposes, the mag-
netization curve for a system of non-interacting nanoparticles
with the same size dispersion (red line curves).

It is clear that both models reproduce the large field limit of
the magnetization curve, except for a small asymmetry found
in the VSM data. However, in the low field range there are
noticeable differences.

The dipolar interaction between the nanoparticles leads to the
large value of the initial susceptibility found in the experimental
data of the magnetite micro-particles. The initial susceptibility
of the non-interacting nanoparticles system is smaller by a fac-
tor of 3.6.

One may think that the large value of the initial susceptibility
corresponds o a nanoparticle system with larger diameter val-
ues. In Figure 8 we show that this is not the case. We have used
the same size distribution function, as in Eq(3), except for the
value of the median diameter. and calculated the magnetization
and susceptibility of non-interacting nanoparticle systems with
median diameters from 6nm up to Snm.

In Figure 8 we show the results for the 6nm and 8nm median
diameter nanoparticles systems. Notice that the 6nm diameter
curve reproduce the large field limit but fails to reproduce the
low field susceptibility. The magnetization of the 8nm diame-
ter nanoparticle system reproduces well the low field limit sus-
ceptibility, but saturates too early, at an external field strength
around 500mT.

5. Conclusions

In summary. we have reported the synthesis and characteri-
zation of a dual antibiotics formulation with advantages further
enhanced by association with magnetic drug targeting.

The formulation is designed for the treatment of H.pylori in-
fections in the gastro-intestinal tract. and consists of Eudragit
S100 coated core-shell polymeric particles, loaded with amox-
icillin and clarithromycin and with a magnetic core composed
of high susce ptibility magnetite microparticles.



The method of fabrication is a two-step process laking advan-
tage of the well-known technique of coprecipitation of iron salts
to prepare iron oxides, and the advantages of the spray-drying
technique, a single-step process widely used in the industry to
prepare microcapsules.

The magnetite particles are composed of magnetite nanopar-
ticles with diameters in the 4nm to 6nm range, and have dimen-
sions in the 3pm to [2um range. with a bimodal size distribu-
tion centered at 5.6pm and 8.4um. The particles have a high
specific surface area of 146.42 m%/g. as required for drug load-
ing in pharmaceutical applications, and pore sizes of about 10
nm.

We have shown that the magnetite particles have a low field
static susceptibility of 341 emu/gT, and that this large value of
susceptibility of the MACE particles magnetic core originates
in the dipolar interaction between the magnetite nanoparticles,
within the magnetite microparticles.

The MACE particles have irregular shapes, dimensions in the
Il gm to 18um range, and a bimodal size distribution with two
main peaks centered at 13.5 ym and 16.7 ym. with a porous size
ranging from 2nm to 40nm.

We suggest that the MACE particles have a core-shell struc-
ture, with a magnetic core, made of magnetite microparti-
cles, surrounded by a 4um layer containing the antibiotics and
Eudragit® S100.

This structure gives to the formulation enhanced protection
against low pH gastric fluids, as well as promising chances of
efficient drug release.

To our best knowledge. the present work is the first attempt to
prepare a magnetic system for local delivery of the amoxicillin
and clarithromicyn antibiotics for the treatment of H. pylori in-
fections.
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The publication fee for this journal is $2200, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing
policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
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files are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
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PREPARATION

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 your files to a single PDF file, which
is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file
to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at
the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct.

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements
needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text
in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. 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). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-check’
functions of your word processor.
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You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls
(http://www.ctan.org/tex-archive/macros/latex/contrib/elsarticle) to prepare your manuscript and
BibTeX (http://www.bibtex.org) to generate your bibliography.

For detailed submission instructions, templates and other information on LaTeX, see
http://www.elsevier.com/latex.

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

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

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.

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.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

» 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 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 phone 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.
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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.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

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.

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.).

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of
a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in
italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations
that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. 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.

Electronic artwork

General points

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

» Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

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

* Use a logical naming convention for your artwork files.

» Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

* For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
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 finalized, 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 (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics’.
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TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

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

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WP@G); the resolution is too low.
» Supply files that are too low in resolution.

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Non-electronic artwork

Provide all illustrations as high-quality printouts, suitable for reproduction (which may include
reduction) without retouching. Number illustrations consecutively in the order in which they are
referred to in the text. They should accompany the manuscript, but should not be included within the
text. Clearly mark all illustrations on the back (or - in case of line drawings - on the lower front side)
with the figure number and the author's name and, in cases of ambiguity, the correct orientation.
Mark the appropriate position of a figure in the article.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), 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 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. 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.

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.

Citation in text

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.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

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.
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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 formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

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.

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] 3. van der Geer, J.A.]J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun.
163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Ir., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
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, 2009, pp. 281-304.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the
List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php.

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 links to 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.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
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to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

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.

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-mail address

* Full postal address

* Telephone

All necessary files have been uploaded, and contain:

s Keywords

* All figure captions

» All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

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

* 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 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. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059
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