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I. INTRODUCCION

La fasciolosis es un padecimiento de importancia mundial que da lugar a pérdidas
econdmicas por la baja de produccion animal en ganaderia. Es causado por trematodos del
género Fasciola, siendo las especies mas importantes F. hepatica y F. gigantica. Una
estrategia para combatir esta enfermedad es el uso de antihelminticos del tipo
benzimidazol, siendo el triclabendazol una de las primeras opciones recomendadas por la
OMS. Sin embargo, una de las limitantes de este farmaco es su baja solubilidad acuosa,
por lo que es necesario desarrollar nuevas estrategias para el tratamiento de esta
enfermedad.

Siendo asi, en el Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica se sintetizé un
profarmaco hidrosoluble (fosfato di sédico) de triclabendazol para su uso por via
intramuscular, el cual ha demostrado presentar una eficacia del 100% empleando una dosis
menor (6 mg/Kg) que el tratamiento convencional (suspension oral, 12 mg/Kg) al
administrarlo en borregos. A partir de esto, surge la necesidad de evaluar la

biodisponibilidad relativa entre ambas formulaciones.

En el presente trabajo se describen los resultados obtenidos del desarrollo de un método
analitico por HPLC-UV en fase reversa para la cuantificaciéon de triclabendazol y sus
metabolitos principales en plasma ovino, el cual serd utilizado en el estudio de
biodisponibilidad relativa del fosfato de triclabendazol inyectable respecto a la suspension

oral que se utiliza actualmente.
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ANTECEDENTES

II. ANTECEDENTES
Triclabendazol

Il.i.i. Generalidades

El Triclabendazol (TCBZ; figura 1) [6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-(metilsulfanil)-1H-
bencimidazol] es un farmaco antihelmintico bencimidazdlico utilizado para el tratamiento
de la fasciolosis, generalmente en ganado de consumo. Se diferencia de otros
benzimidazoles con accidén antihelmintica por tener 3 cloros en su estructura y un grupo
metil-tio en la posicion 2-benzimidazol, donde moléculas como Albendazol (ABZ) o

Mebendazol (MBZ) tienen un grupo carbamato (Fairweather y Boray, 1999).

Figura 1. Estructura quimica del TCBZ.

En veterinaria, es el farmaco de eleccion para el tratamiento de este tipo de parasitosis
en ganado de consumo, siendo administrado en una suspension oral al 10% (Fasinex®,
Novartis) a una dosis de 10-12 mg/kg dependiendo de la especie. A su vez, existen
formulaciones en combinacién de TCBZ-10% con Ivermectina (IVM)-0.6%, las cuales
presentan mayor eficacia, ya que se presenta un efecto sinérgico por la combinacion
(Lifschitz y cols. 2009).

A inicios de 2019 la FDA aprob6 el uso de triclabendazol en humanos para el tratamiento
de fasciolosis en pacientes mayores a 6 afios a una dosis de 20 mg/kg/dia repartido en
dos tomas de 10 mg/kg cada 12 h (Egaten®, tabletas de 250 mg, Novartis).

ILi.ii. Propiedades fisicoquimicas de interés

Férmula y Peso Molecular: C14HeCIsN20S; 359.65 g/mol.

pKa: 10.30 y 4.39, calculados en ChemAXxon.

Solubilidad: 0.00024 mg/mL en agua a 25 °C (Flores-Ramos y cols., 2017). Soluble

en tetrahidrofurano, ciclohexanona, acetona, i-propanol, n-octanol y metanol;
ligeramente soluble en diclorometano, cloroformo, tolueno, xileno y acetato de etilo;
insoluble en agua y hexano (Dieter, 2012). 70 mg/mL en DMSO (ChemSpider, s.f.).

Log P: 3.48, experimental (DrugBank, 2019).



%\
5 'Ciencias ANTECEDENTES
Quimicas

ILi.iii. Farmacocinética

Después de administrar TCBZ via oral en suspension al 10% a bovinos, se observa que
el rumen tiene un papel de reservorio temporal, lo que hace que la liberaciéon hacia
intestinos sea controlada y por tanto la absorcion. Las concentraciones plasmaticas
méaximas encontradas para las especies sulfoxido y sulfona de TCBZ son de alrededor de
12.98 ug/mL y 12.07 ug/mL, alcanzadas a las 29.0 h y 52.0 h respectivamente.

El TCBZ presenta un extenso metabolismo de primer paso, siendo rapidamente oxidado
a los metabolitos sulféxido y sulfona (figuras 2 y 3). La tabla 1 presenta algunas
propiedades fisicoquimicas de interés de estas moléculas (Hennessy y cols. 1987; Royal
Society of Chemistry, s.f.). Mestorino y colaboradores (2008) proponen que la formacién
del TCBZ-SO corresponde a un proceso de orden cero (dada la lenta liberacién a partir

del rumen y un intermitente flujo pilérico), mientras que su eliminacion es de primer orden.

Figura 3. Estructura quimica del TCBZ-SO. Figura 2. Estructura quimica del TCBZ-SO,.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de interés de los metabolitos de TCBZ.
Propiedad TCBZ-SO TCBZ-S02

Log P 477 2.95

Solubilidad acuosa | 0.3638 mg/L (25 °C) 10.34 mg/L (25 °C)

6.18

pKa 1.35/9.25

Kinab y Bogan (1988) encontraron que no hay diferencia en los parametros
farmacocinéticos de TCBZ-SO y TCBZ-SO si los animales presentan infecciébn o no.
Ademas, Gokbulut y cols. (2010) encontraron que en ayuno la absorcion del farmaco es
mayor, al obtener valores para Cmax y ABC significativamente mayores en los animales sin
comida que en los que recibieron alimento. Esto podria deberse a que el alimento retarde
el vaciamiento géstrico, retrasando la absorcion del farmaco. En ambos estudios se

administraron a los animales con la suspension oral 10% TCBZ a 12 mg/kg.
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ILi.iv. Farmacodinamia

Se ha reportado que el TCBZ y sus metabolitos TCBZ-SO y TCBZ-SO; presentan
actividad contra F. hepatica in vitro (Halferty y cols. 2009). TCBZ presenta actividad contra
el parasito en estadios adultos y jovenes, incluso huevecillos, siendo un comportamiento
inusual, ya que a su vez presenta selectividad a Fasciola spp. y no presenta actividad
contra otros nematodos y cestodos (Fairweather y Boray, 1999).

Su mecanismo de accion, al igual que otros bencimidazoles, se basa en la disrupcion de
tubulina (unién selectiva en B-tubulina), por lo que afecta todos los procesos celulares que
impliguen la intervencion de microtubulos. EI mecanismo mas estudiado es el del TCBZ-
SO, encontrando que actla sobre los procesos secretorios dependientes de microtibulos
en las fasciolas (Fairweather y Boray, 1999). En el tegumento de estas, TCBZ-SO mostré
bloqueo en el transporte de cuerpos secretores desde células corpusculares a la
superficie del tegumento, causando grave dafio superficial y hasta la desintegracion de
este. También se sabe que TCBZ-SO inhibe la division mitética de células

espermatogénicas del parasito (Fairweather, 2005).
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[1l. JUSTIFICACION

La fasciolosis es una infeccion parasitaria a nivel mundial causada por trematodos del
género Fasciola, siendo el mas importante F. hepatica. Es un padecimiento zoon6tico que
afecta principalmente a vacas, ovejas y bufalos, aunque también existen casos en cabras,
caballos, cerdos y otras especies herbivoras, asi como el humano (Dalton, 1999). Esta
infeccion es de importancia econémica y de salud publica, ya que es causa de fuertes
pérdidas, tanto en produccion como en ganancia, en el ambito ganadero, y es por ello que
se ha realizado una cantidad significativa de investigacion para atacar el padecimiento
(Mehmood y cols., 2017; Moazeni y Ahmadi, 2016).

En América Latina hay fuerte prevalencia de la fasciolosis tanto en humanos como en
rumiantes. Del afio 2000 a 2015 se tienen registrados 10 estudios de los cuales se sabe
gue hay una prevalencia del 8.87-100% en ovejas, 24.5-100% en cabras, 3.0-66.7% en
becerros y 11.4-24.4% en bufalos (Mehmood y cols., 2017), siendo México, Brasil,
Argentina, Pert y Colombia los paises més afectados.

Actualmente se han buscado alternativas para el tratamiento de la fasciolosis, entre las
cuales incluyen modificaciones estructurales a la molécula del TCBZ (Flores-Ramos y
cols., 2014) o la sintesis de derivados hidrosolubles del mismo mediante una técnica de
profarmaco (Flores-Ramos y cols., 2017; Ibarra-Velarde y cols., 2018). En un estudio
piloto en borregos se encontré que el profarmaco de tipo fosfato di sédico de
triclabendazol, administrado via intramuscular, fue eficaz a una dosis de 6 mg/Kg al

encontrar reduccion total de los huevos larvarios, asi como del nimero total de fasciolas.

Como parte del avance en la investigacion del profarmaco hidrosoluble del TCBZ, es
necesario estudiar su desempefio in vivo, no so6lo midiendo eficacia sino también
evaluando las diferencias en la absorcién entre éste y el tratamiento utilizado

comunmente en la practica veterinaria (suspension oral 10% TCBZ).

Dado esto, surge la necesidad de contar con un método analitico confiable para la
cuantificacion de TCBZ y sus metabolitos principales (TCBZ-SO y TCBZ-SO) en plasma
ovino en concentraciones de 0.5 a 20 ug/mL, por lo que se decidi6 desarrollar un método
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) en fase reversa con deteccion
al UV, buscando la columna que brindara la adecuada separacion de los metabolitos del
TCBZ (sulfoxido y sulfona), al igual que la composicion de la fase mavil que permitiera la

elucion de los analitos en un tiempo razonable.
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IV. HIPOTEISIS

El método analitico desarrollado permitira, a diferencia de otros métodos reportados,
cuantificar de manera simultanea al triclabendazol y a sus principales metabolitos, mediante

cromatografia de liquidos en fase reversa con deteccion UV, en muestras de plasma ovino.

V. OBJETIVOS

V.i.Objetivo general
Desarrollar un método analitico para la cuantificacion de triclabendazol y sus principales
metabolitos en plasma ovino en un intervalo de concentracion de 0.5 a 20 pg/mL para

cada analito.

V.ii. Objetivos particulares

= Seleccionar las condiciones cromatograficas para la separacion y cuantificacion de
los analitos.

= [Establecer las condiciones para la extraccién del triclabendazol y sus principales
metabolitos de muestras de plasma ovino.

= Llevar a cabo pruebas de pre validacion de la metodologia para asegurar la
confiabilidad de las condiciones generadas mediante la evaluacion de la selectividad
del método, la linealidad, la precision y la exactitud de los datos.



N

."Ciencias

Quimicas

DESARROLLO EXPERIMENTAL

VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL

VL.i. Preparacion de soluciones

= Soluciones de Estandar Interno (EI).

Se prepararon soluciones de ABZ y MBZ a una concentracion de 50.0 ug/mL
disolviendo 10.0 mg de cada uno con 0.5 mL de DMSO (ABZ) o 4cido férmico (MBZ),

llevando a 10.0 mL con metanol. De esta solucién se tom6 una alicuota de 0.5 mL

y se diluy6é a 10.0 mL con metanol.

Para CBZ se prepar6 una solucion de concentracion 25.0 ug/mL disolviendo 5.0 mg

de estandar en 10.0 mL de metanol, tomando una alicuota de esta de 0.5 mL y

diluyéndola a 10.0 mL con metanol.

= Soluciones de TCBZ, TCBZ-SO y TCBZ-SO:s.

Se prepar6é una solucibn en metanol conteniendo los tres analitos a una

concentracion de 2000 pg/mL cada uno, pesando 20.0 mg de cada uno,

disolviéndolos con 2.0 mL de DMSO y llevando a 10.0 mL con metanol.

A partir de esta se prepar6 un stock en plasma ovino a una concentracion de 100

ug/mL tomando una alicuota de 0.5 mL y llevandola a 10.0 mL con plasma, del cual,

se prepararon los puntos de la curva de calibracién, segun se describe en el

0.llmL

l 2.0 ug/mL

esquema 1.
STOCK
PLASMA
1.0 mL 08mL_ 075mL 04mL 0.2ml
I U.0 ||||_|
l 20.0 l 16.0 l 15.0 l 12.0 l l
8.0 ug/mL | N 4.0 ug/mL
ug/mL ug/mL ug/mL ng/mL Hg/m Hg/m
| 5m
1.0 pg/mL 0.5 ug/mL

Esquema 1. Preparacion de las muestras.
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Inicialmente, la metodologia se desarrolld para la cuantificacion de los metabolitos de
TCBZ y posteriormente se decidi6é incluir al farmaco de modo tal que se pudieran
cuantificar los tres analitos en una misma corrida analitica y bajo las condiciones de
extraccion previamente establecidas. La razén de incluir al farmaco fue que en la
formulacién a evaluar es una formulacién inyectable del profarmaco de TCBZ, y dado
que se desconoce el proceso metabdlico al administrarlo por via intramuscular, es

probable que se pueda cuantificar TCBZ inalterado en plasma.

En los estudios de farmacocinética previamente publicados (Hennessy y cols., 1987,
Mestorino y cols., 2008), los valores de Cmax para TCBZ-SO y TCBZ-SO; tras una
administracion de 12mg/kg via oral fueron de alrededor de 13 ug/mL para ambos, los
cuales se alcanzan alrededor de las 30 y 40 h respectivamente. Asi, el intervalo de

trabajo se acot6 de 0.5 a 20.0 ug/mL, representando del 4 al 154% del valor de Cmax.

VL.ii.i. Condiciones cromatograficas.

= Seleccién de longitud de onda.
Se prepararon soluciones individuales de cada analito a una concentracién de 10
ug/mL en cada una de las fases moviles evaluadas (tabla 2) y se hizo un barrido al
UV (190-400 nm) de cada analito para determinar la longitud onda de maxima
absorcion.

= Columna cromatografica.
Para la separacion de los analitos se probaron dos columnas cromatograficas: La
primera columna fue una ZORBAX Eclipse XDB-Cis (Agilent Technologies) 150 x
4.6 mm (d.i), 5 pm tamafio de particula, 80 A tamafio de poro, 10% carbono, doble
endcapping y area superficial de 180 m?/g.
La segunda columna utilizada fue una Spherisorb ODS1 (Waters) 250 x 4.6 mm (d.i),
5 um tamafio de particula, 80 A tamafio de poro, 6.2% carbono, sin endcapping y
area superficial de 220 m?/g.

= Seleccion de la fase movil (FM).
Se evaluaron diferentes mezclas de disolventes variando la composicion y
proporcion de estos hasta obtener aquella con la cual los analitos se pudieran
cuantificar con una adecuada resolucién y buena forma de pico, sin que se

presentasen interferencias por sefiales propias de blancos de plasma.
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La tabla 2 muestra la composicion y proporcion de cada disolvente de las diferentes

FM evaluadas y la columna en la que fueron probadas.

Tabla 2. FM evaluadas para separacién de analitos.

Composicién | Proporcion " Columna
MeOH:AcONHg4 75:25 Zorbax
MeOH:AcONHa4 70:30 Zorbax
ACN:AcONH4 65:35 Zorbax
ACN:ACONH4 50:50 Zorbax
Spherisorb

ACN:MeOH:AcONH4 | 40:10:50 | Spherisorb
ACN:MeOH:AcONH4 | 50:10:40 | Spherisorb
ACN:AcONH24 80:20 Spherisorb

= Velocidad de flujo.
Para garantizar una buena separacién, pero a la vez un tiempo de corrida corto, se

evaluaron flujos de 0.8, 1.0, 1.2 y 1.5 mL/min.

= Estandar interno (El).
Se realizaron pruebas con albendazol (ABZ), mebendazol (MBZ) y carbamazepina
(CBZ) como estandar interno tanto en solucion como al evaluar las condiciones de

extraccion.

VLii.ii. Condiciones de extraccion.
Se decidi6 utilizar una extraccion en fase sélida empleando cartuchos SepPak Vac
3cc (Waters) 500 mg. La metodologia de extraccion de los analitos se desarrollo
evaluando el % de recobro absoluto (Snyder y cols., 2010) y la variacion de las
respuestas de las muestras blanco (sin ningin componente afiadido), cero (cargado
con El), limite inferior de cuantificacion (0.5 ug/mL de cada analito + El) y limite

superior de cuantificacion (20.0 ug/mL de cada analito + El) de la curva de calibracion.

En la tabla 3 se resumen las condiciones evaluadas empleando el método de
extraccion sélido-liquido. En todos los casos los cartuchos se acondicionaron con 5.0
mL de MeOHupic y después 5.0 mL H:Ownpic antes de cargar las muestras. Los
lavados de las muestras en el cartucho se hicieron con 4x2.5 mL de AcONH, 0.025
M, la elucién fue con 3.0 mL de disolvente y una vez evaporado éste, los residuos se

reconstituyeron en 200 pL del disolvente indicado, inyectando 50 uL al cromatégrafo.
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Condicioén

Tabla 3. Condiciones probadas para la extraccion en fase sélida.

Precipitacion
de proteinas

Dilucién de
sobrenadante

Condiciones evaluadas

Lavado de
muestra en
el cartucho

Elucién de

muestra del

cartucho

Reconstitucion

ACN:MeOH:AcONH34

il Si No H20 MeOH (50:10:40)

2 Si H20 H20 MeOH ACN:'(\&"sgﬁ'gjﬁg)ONH“

3 Si H20 H20 ACN ACN:gEﬂ';;ﬁ‘g)ONH“

4 si No H20 ACN ACN:ggﬁ';;jg)ONH“

5 Si H20 H20 ACN MeOHrpLc 100%

6 No No Aplica H20 ACN MeOHrpLc 100%

N T e e P B -

8 Si ACONHa H20 Mi‘ggﬁ% AC'(\‘QQ:CZ%;\'H“

9 Si ACONHa ACONH4 Miocgﬁ% AC'(\IQQ:%C());\I e
(85:15)

10 Si ACONHa ACONH4 Micégj% ACN:ggg’;;ﬁgf’ NH4

VLiii.

Confiabilidad del método

Selectividad.

Con el fin de demostrar que no existe interferencia de compuestos enddgenos de la
matriz bioldgica en la cuantificacién de los analitos, se procesaron las muestras de
plasma de 4 animales, mas dos muestras de la mezcla de estas, asi como otras
muestras de suero hemolizado y plasma hemolizado, empleando la metodologia 9
de la tabla 3. No se probd la muestra lipémica debido a que los animales

permaneceran en ayuno las primeras horas del estudio y posteriormente la dieta

sera controlada, por lo que no se espera gque se presente dicho fenémeno.

10
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Si el cociente de la respuesta observada en los blancos de plasma cercana a los tg
de los analitos respecto a la respuesta del LIC no es mayor que el 20%, ni mayor
qgue el 5% de la respuesta obtenida para el El, entonces el método es selectivo.

Reutilizacién de cartuchos.

Con las condiciones de extraccion “9” de la tabla 3 se determind cuantas veces era
posible reutilizar un cartucho. Para ello se prepararon las muestras de una curva de
calibracion y se extrajeron empleando un cartucho por muestra. Posteriormente
estos cartuchos fueron utilizados en 5 ocasiones extrayendo muestras conteniendo
una concentracion de 15 pg/mL, por lo cual el cartucho se utiliz 6 veces. Al terminar
cada extraccion, los cartuchos se lavaron con 2x3.0 mL de MeOH:H2O (50:50) y se

dejaron secar a vacio por 1 min.

La respuesta obtenida de cada analito en cada extraccion, se interpol6 en la curva
de calibracién y para cada muestra se determiné el % desviacién respecto a la
concentracion nominal. Se aceptaron las réplicas cuyos % desviacién fueron

menores al 15%.

Curva de calibracion

Para la evaluacién de este parametro se prepararon en un mismo dia y por triplicado,
curvas de calibracién a las concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 12.0, 16.0 y
20.0 ug/mL de cada uno de los tres analitos. Se calculé el cociente “area de
analito/area de EI” (como respuesta) y se evaluaron diferentes modelos
matematicos para describir de manera lineal la relaciébn concentracién-respuesta
(lineal, 1/x, 1/x? y log-log). EI mejor modelo se seleccioné tomando los siguientes
criterios: una menor suma de cuadrados, un mayor ajuste a la probabilidad normal,
una menor dispersion de residuales, un coeficiente de correlacién de mayor a 0.99
y el % desviacion de la concentracion recuperada en cada nivel de concentracion es

menor o igual al 15% (20% para LIC) respecto a la concentracién nominal.

Precision.

Para este parametro se evalué repetibilidad y reproducibilidad (Precision Intermedia)
de los datos. Para la repetibilidad se calculd el CV% del promedio de la
concentracion recuperada de cada nivel de 3 curvas de calibracion de un mismo dia.

Para reproducibilidad, se calcul6 el CV% de cada nivel de concentracion de 6 curvas

11
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de calibracién preparadas en diferentes dias. Para ambas pruebas, el valor de CV%
del promedio de la concentracion recuperada debié ser menor o igual al 15% para

demostrar cumplimiento.

= Exactitud.
Con los datos de precision, de cada muestra se determiné el % desviacion mediante

la siguiente ecuacion.

% desviacié Concentracion nominal — Concentracion recuperada 100
o desviacion = — - *
Concentracion nominal

Para que el método se considere exacto, el valor del promedio del % desviacion de

cada nivel de concentracion debe ser menor o igual a 15%.

VLiv. Aplicacion del Método para la Cuantificacion de los analitos en Plasma
Humano.

Una vez desarrollado el método, se evalud la viabilidad de cambiar de matriz
biolégica, empleando para ello, plasma humano. Se prepararon 3 curvas de
calibracion en el mismo rango de concentraciones previamente utilizado (0.5 — 20
ug/mL) para los 3 analitos y se determiné la pendiente, el intercepto y el coeficiente
de correlacion de una recta de ajuste lineal, asi como el % desviacion de cada nivel

de concentracién. Los valores se compararon con los obtenidos en plasma ovino.

12
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VILi.Condiciones cromatograficas.

= Seleccién de longitud de onda.
En la figura 4 se muestran los espectros correspondientes a cada analito a una
concentracion de 10 pg/mL en ACN:MeOH:AcONH, (50:10:40). Dado que hay un
pico de absorcibn maxima para los tres analitos entre 298 y 303 nm, se eligié 300

nm como longitud de onda de trabajo.

3
spectro de absorcion UV
2.5

=@ TCBZ
@il TCBZ-SO

1.5 et TCBZ-502

Absorbancia

0.5

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

05 Longitud de onda
Figura 4. Espectros de absorcion UV de los analitos.

= Columna cromatografica.
Las figuras 5 y 6 muestran cromatogramas obtenidos al inyectar 50 uL de una
solucién con los analitos a 50 ug/mL, empleando las dos columnas, utilizando como
FM ACN:AcONH, (50:50) a 1.5 mL/min. Se puede observar que la columna
Spherisorb ODS1 fue la que presentd una mejor separacion de los analitos
(Resolucion de 1.293 y 2.859 con la columna Zorbax; Resolucién de 12.180 y 6.669
con la columna Spherisorb). Ello se debe a que su longitud y area superficial (25

cm, 220 m?/g) son mayores que la Zorbax Eclipse XDB (15 cm, 180 m?/g).

I Cemnwogam
DS et MEZCLA € Wiliams MAESTRIA CROMATOGRAMAS 270414:2 208

TCBZ-SO»
TCBZ-SO»

ABZ

TCBZ-SO

DwA T 1w Cal

Figura 6. Separacién con columna Zorbax. Figura 5. Separacion con columna Spherisorb.
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= Composicion de fase maovil (FM).
Los resultados mostraron que las fases mdviles que no contenian MeOH
presentaban baja resolucién de los picos y cuando el contenido de fase orgénica
era muy alto los tiempos de retencion se encontraban a menos de 5 min, lo que
podria dar lugar a que los componentes del plasma interfirieran en el analisis.
La FM con la que se obtuvo mejor separacion fue la compuesta por
ACN:MeOH:AcONH, en proporcion 50:10:40.

= Velocidad de flujo.
Se selecciond la velocidad de flujo de 1.5 mL/min ya que el andlisis es relativamente
corto y los analitos se encuentran bien resueltos (R= 2.267 TCBZ-S0O,/CBZ, 8.330
CBZ/TCBZ0O-S0O vy 9.253 TCBZ-SO/TCBZ).

= Estandar interno (EI).

Al evaluar las condiciones de extraccion fue necesario cambiar el estandar interno.
Se comenzé a trabajar con ABZ (tr 4.100 min), sin embarg6 se observd que se
presentaba un pico interferente el final del pico de TCBZ-SO: (tr 2.520 min) el cual
pudiera ser sulféxido de ABZ (tr 2.560 min), ya que en las muestras blanco
adicionadas de ABZ presentaron dicho pico. Al probar MBZ (tr 2.760 min) se
encontrd que su tg era semejante al de TCBZ-SO., interfiriendo con la cuantificacion.
Al emplear CBZ (tr 3.530 min) se encontr6 que tanto en solucién como en las
muestras de plasma (figura 7) el perfil cromatografico era adecuado, por lo que se
decidi6 utilizarla como EI.

Figura 7. Cromatograma de una muestra blanco de
plasma adicionada con CBZ.
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La tabla 4 resume las condiciones analiticas finales seleccionadas para llevar a cabo la

cuantificacion de los diferentes analitos en las muestras de plasma.

Tabla 4. Condiciones analiticas para el andlisis de muestras con TCBZ.

Parametro Condicién
Columna cromatografica Spherisorb ODS1 250 x 4.6 mm, 5 pm
Pre columna Ninguna
Fase Movil ACN:MeOH:AcONHa (0.025 M pH 7.00) (50:10:40)
Velocidad de flujo (mL/min) 15
Volumen de inyeccion (uL) 50
Longitud de onda (hm) 300
Tiempo final de corrida (min) 12.0
Temperatura de analisis Ambiente
VILii. Condiciones de extraccion.

Al hacer la revision de la literatura, se encontré que la mayoria de los métodos
empleados para cuantificar los metabolitos de TCBZ emplean extraccién en fase
sélida. (Bull y Shume, 1987; Gokbulut y cols., 2010; Hennessy y cols., 1987; Lifschitz
y cols., 2009; Mestorino y cols., 2008; Negro y cols., 1992). Este tipo de extraccién
es ampliamente utilizada ya que al permitir la retencion selectiva de los analitos de
interés, se disminuyen las interferencias de la matriz (Snyder y cols., 2010). Asi mismo

los resutlados son mas reproducibles.

En la tabla 5 se muestran los resultados de recobro obtenidos bajo las diferentes
condiciones de extraccién evaluadas segun se indica en la tabla 3.

De los resultados obtenidos se pudo observar que el pH tiene fuerte impacto en el
recobro de los analitos, al utilizar agua desionizada como diluente, hay alta
variabilidad en la cantidad recuperada de cada uno; mientras que al utilizar la solucion
amortiguadora de acetato se obtiene una mayor reproducibilidad en el recobro. Ello
podria estar relacionado a que en pH menor a 7, los analitos estarian mas ionizados.
lo que impactara en la retencion de los mismos en la fase estacionaria del cartucho.
La condicion seleccionada fue la 9, ya que fue aquella en la que se obtuvo el mejor

recobro de los analitos (mayor a 88%) y la menor variabilidad.
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Tabla 5. Recobro y determinacién del método para SPE.

Recobro*
Condicion . Observaciones
TCBZ-SO ‘ TCBZ El**

1 59.8 (1.5) 35.7 (1.8) ; 56.5 q
49.6 (5.0) 50.7 (4.7) 2.8) Se observan recobros bajos.

2 58.4 (6.1) 41.7 (5.0) 58.7 No se observo mejora aparente en los resultados en
49.7 (6.2) 53.3 (5.4) (7.6) cuanto a recobro respecto al método 1.

3 63'593(2'9) 553 (L.1) . 70.0 Se aumento el recobro, sin embargo la variabilidad

(12.8) 63.8 (14.9) (22.3) entre réplicas fue mayor.

4 (23'1) 61.2 (29.3) 70.4 El % recuperado aumento pero la variabilidad para LIC
70.0 (4.0) 771(43) (3.0) de ambos analitos es muy alta.

5 Al reconstituir con MeOH se observaron picos deformes asi como otros picos.

6 Los resultados fueron similares a los obtenidos con la condicién 5.

. 76.4 (3.6) 73.7 (5.5) 924 Lo_s blancos presentaron respuesta en los tr de los

- 2.9) analitos, lo cual dio lugar a un recobro > 100% para el

80.5 (3.5) | 169.5 (4.5) : LSC de TCBZ-SO:s.

8 76.3(7.1) | 745 (12.1) i 87.1 Los resultados observados fueron similares a los
84.8 (1.0) | 180.4 (0.6) (0.8) obtenidos con la condiciéon 7.

o 81.6 (7.4) 85.9 (6.2) 87.0(1.7) | 89.2 Buenos recobros, baja dispersion de los datos. Se
93.2 (9.5) 88.7 (3.9) 93328 | (15 considera el método argﬁgls]?rics) para el andlisis de las

o 54.4 (2.8) 7650.1) | 770@.7) | 805

1 L
565(83) | 766 (1L1) | 696@7) | @6) Recobro menor que en la condicion 9.

*. De cada caso, el renglén superior corresponde a una concentracion de 0.5 ug/mL y el inferior a la de 20.0 pg/mL y se
reportan como “X (DE)” del porcentaje (%) recuperado respecto a la respuesta obtenida por soluciones de los analitos;
** Pruebas 9y 10 refieren al valor de CBZ, el resto al de ABZ.

Con base en lo anterior, las condiciones seleccionadas para la extraccion de las

muestras fueron las siguientes:

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7
8)
9)

Preparacion de la muestra

1000 pL plasma cargado + 200 uL CBZ 25 pg/mL - vortex 15 s.
Afadir 1000 pL Acetona > vértex 15 s.

Centrifugar 5 min a 3500 rpm.

Recuperar sobrenadante y diluirlo con 5.0 mL de ACONH4

Procedimiento de extraccion
Acondicionar cartuchos (SepPak Vac 3cc) con 5.0 mL MeOHupc seguido de 5.0
mL H20wpLc.
Cargar muestra.
Lavar cartucho con 4x2.5 mL de AcCONHa.
Secar cartuchos al vacio por 10 min.
Eluir muestras con 3 mL de MeOH ppic 2 % AcOH.

10) Evaporar disolvente a 45 °C en atmosfera de N2 por 30 min.

11) Reconstituir muestras secas en 200 pL de ACN:AcONH, (85:15).

12) Inyectar 50 pL al cromatografo, empleando las condiciones de andlisis indicadas
en la tabla 4.
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En las figuras 8 y 9 se muestran los cromatogramas correspondientes a una muestra
LIC y una muestra del limite superior de la curva de calibracion, procesadas con las
condiciones finales establecidas. Los tiempos de retencion (tr) de los analitos fueron
2.52 min (TCBZ-S0O3); 3.45 min (CBZ); 5.88 min (TCBZ-SO) y 9.59 min (TCBZ). En
las figuras se puede observar que los componentes del plasma no interfieren con la
cuantificacién de ningun analito, principalmente con TCBZ-SO; al ser este el de menor
tr. En el estudio, el tiempo de corrida es de 12 minutos, permitiendo una separacion
adecuada de los 3 analitos y el estandar interno. Otros métodos reportados requieren

de un tiempo de corrida 20 minutos.
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Figura 9. Cromatograma de muestra LIC. Figura 8. Cromatograma de muestra LSC.
VILiii. Confiabilidad del método

= Selectividad.
Las figuras 10 y 11 muestran los cromatogramas obtenidos del analisis de una
muestra blanco de pool de plasma ovino y una muestra de plasma adicionada con
los analitos en el LIC respectivamente, en el cual se observa que el método es
selectivo. Se encontré que las sefiales observadas al inicio del cromatograma de la
muestra blanco son altas, lo cual podria estar relacionado con la respuesta de los
disolventes empleados para la extraccion, por lo que seria conveniente que se

utilizaran disolventes de muy alta pureza.
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Figura 10. Cromatograma de una muestra Figura 11. Cromatograma de una muestra
blanco. LIC.

En la tabla 7 se presentan los % interferencia encontrados en cada muestra. Se
puede observar que las respuestas analiticas de los blancos de plasma individuales
0 mezclados no fueron mayores a 20% respecto a las respuestas de la muestras
LIC. Para la muestra de plasma hemolizado se observo una desviacién mayor al
20% para TCBZ-SO., por lo cual se tendria que tener precaucion en la toma de

muestras, para evitar la hemadlisis.

Tabla 6. Porcentaje de interferencia de respuesta de muestras blanco.

Muestra TCBZ-SO: ‘ CBZ TCBZ-SO TCBZ
Animal 1 12.00 0.21 4.07 1.98
Animal 2 13.79 0.17 2.31 0.97
Animal 3 12.02 0.18 1.97 0.38
Animal 4 10.41 0.18 1.17 0.62
Plasma Hemolizado 29.70 0.13 2.90 1.02
Suero hemolizado 16.50 0.11 3.17 0.17
Pool suero 11.23 0.19 1.17 0.00
Pool suero 16.34 0.19 9.47 1.86
Promedio 17.81 0.58 9.18 9.78

DE 9.66 1.21 17.88 26.73

Reutilizacion de cartuchos.

Después de utilizar los cartuchos 6 veces consecutivas para el procesamiento de
las muestras, se encontré que éstos podian ser utilizados hasta tres veces, antes
de observar desviaciones de exactitud mayores al 15% (tabla 6). Unicamente se
realizo la prueba a la concentracion de 15 pg/mL, suponiendo que en caso de
saturarse o retenerse los analitos, esto ocurriria con mayor probabilidad a altas

concentraciones.
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Tabla 7. Reutilizacién de cartuchos.

m 0.97478 | 0.95995 0.97728

b -0.93303| -1.03233 -1.02672
r 0.99302 | 0.99927 0.99798
Concentraciéon Réplica* desviacio
8.0 135 13.1
2 2.9 14.0 19.0
3.1 13.5 3.2
6.0 13.7 -0.3
15 pg/mL 3 -0.3 9.1 6.5
0.1 10.1 10.5
184.5 221.0 201.0
4 196.7 224.8 209.7
187.0 213.6 195.1

*. Previo a ese uso se proces6 la CC. Solo se muestra hasta el 4 uso porque los datos a partir de este son similares.
** En rojo se sefialan los valores fuera del valor de aceptacion.

Curva de calibracion.

La Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013 establece que para la curva de
calibracion en fluidos bioldgicos se debe definir el modelo matemético que describa
adecuadamente la relacion concentracion y respuesta, la cual debe ser continua y
reproducible en el intervalo de trabajo seleccionado, por lo que los datos se ajustaron
a los siguientes modelos: lineal, 1/x, 1/x?y log-log.

La tabla 8 muestra la suma de cuadrados de los residuales de cada modelo evaluado.
Se observa que el menor valor para TCBZ y para TCBZ-SO, se obtiene con el modelo
1/x? y para TCBZ-SO con el modelo log-log. En las figuras 12 y 13 se presentan los
gréficos de residuales de 3 curvas de calibracién de TCBZ-SO; para los modelos 1/x?
y log-log, respectivamente, empleando el programa STATGRAPHICS Centurion
XVI.I. Se puede observar que a pesar de que la suma de cuadrados es menor para
el modelo 1/x?, el ajuste de probabilidad normal (figuras 12-a, 13-a) es mayor con el
modelo log-log, y también se obtuvo menor dispersion de los residuales para el

mismo modelo (figuras 12-b, 13-c).

La tabla 9 presenta los parametros de regresion de cada modelo, donde se puede
ver que para TCBZ, los modelos de ponderacién no cumplen con el valor del

coeficiente de correlacion, y que los valores mas altos para este mismo parametro
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se encuentran con el modelo logaritmico para los tres analitos. Tomando en cuenta
lo anterior, el modelo elegido para el andlisis de los datos fue el logaritmico. La figura
14 muestra el grafico de una curva de calibracion de cada analito, ajustada al modelo
logaritmico, en la cual se observa que existe un buen ajuste lineal para los tres

analitos al utilizar el modelo log-log.

En la tabla 10 se presentan los valores de pendiente, ordenada y coeficiente de
correlacion de las 3 curvas de calibracion, linearizadas con el modelo log-log, asi
como los valores de concentracion recuperada por nivel y sus % desviacion. Se
observa que los coeficientes de correlacion para todas las curvas fueron mayores a
0.99 y que los % desviacion de cada nivel de concentracion y para cada analito son

menores a 15%, por lo que se cumplen los criterios de aceptacion establecidos.

Tabla 8. Suma de cuadrados de los residuales para cada modelo.
Analito

Modelo

TCBZ TCBZ-SO TCBZ-SO2
Lineal 0.06566 0.07225 0.12408
1/x 0.00945 0.01015 0.01322
1/x2 0.00271 0.00351 0.00278
log-log 0.00583 0.00239 0.00971

Porcentaje

Gréficos de Residuales para 1/x?

a) Gréfico de Probabilidad normal b) Dispersion de Residuales
99
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Figura 13. Gréaficos de Residuales para el modelo 1/x2.

Porcentaje

Gréficos de Residuales para log-log

a) Gréfico de Probabilidad normal b) Dispersion de Residuales
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Figura 12. Gréficos de Residuales para el modelo logaritmico.
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Tabla 9. Parametros de linealidad para una curva de calibracion con los diferentes modelos de ajuste.

'Ciencias RESULTADOS Y DISCUSION
Quimicas

Analito ( Modelo { \Y/ [ o] { r ‘
Lineal 0.22906 0.06478 0.99836
1/x 0.20284 0.03571 0.91100
TCBZ
1/x2 0.19578 0.04959 0.88511

log-log 0.95049 | -0.57197 | 0.99863
Lineal 0.19499 0.02534 0.99752

1/x 0.19344 | 0.03759 | 0.99719

TCBZ-S0 1/x? 0.19979 | 0.02511 | 0.99123
log-log | 0.94366 | -0.64931 | 0.99942

Lineal 0.19183 | 0.05637 | 0.99561

1/x 0.19568 | 0.02580 | 0.99639

TCBZ-S0, 1/x2 0.20359 | 0.01026 | 0.99316

loglog | 0.95979 | -0.65871 | 0.99784

Tabla 10. Linealidad del método.

Regresion Concentracion Recuperada (pug/mL) % desviacion Conc.

Analito m (IC) b r Curva 1 Curva 2 Curva3 Curval Curva2 Curva3 NOm.
0.98182 * 0.5147 0.5016 * 244 | 019 | 05

(0.945- 1.0274 0.9687 0.9401 2.23 -3.61 | -6.46 1.0

1.019) 2.0869 1.9306 2.3041 3.83 -3.95 | 14.63 2.0

cBZ ‘2-09326733 'g-ggggé g-ggggg 3.9117 4.2865 3.7164 269 | 663 | -755 | 40
0.979) |-0.57197 | 0.09863 | 13287 - - 1D ’ . )

ey 11.6518 | 12.2294 12.7506 338 | 140 | 573 | 120

(0.893- 15.6421 | 16.3466 15.4022 272 | 166 | 421 | 16.0

1.010) 227163 | 19.2812 200596 | 13.02 | -407 | 020 | 200

0.95911 * 0.5066 0.5188 * 182 | 429 05

(0.894- * 0.9840 0.9816 * -1.10 -1.34 1.0

1.024) 2.1016 2.0073 * 5.61 0.87 * 2.0

0.93222 | -0.66941 | 0.99880 I3 7697 3.8341 3.8052 528 | 367 | 439 | 40
TCBZ-50 (ggjg)' S | O oo 7 6291 * 78210 | 416 | * | -1.75 | 80
0.94366 11.9476 | 12.1908 11.3651 006 | 210 | -481 | 120

(0.907- 15.9425 | 15.6476 15.8692 014 | -1.71 | 032 | 160

0.981) 20.7148 | 20.2654 21.7003 409 | 1.84 | 905 | 200

0.96481 * 0.5071 0.4663 * 091 | 721 | 05

(0.897- 1.0384 0.9801 1.0401 3.33 -2.48 3.49 1.0

1.033) 1.9829 2.1015 2.2946 -1.35 4.55 14.16 2.0

0.92235 | -0.64778 | 0.99814 ™3 °g/1 3.8838 3.5625 199 | -339 | -11.38 | 4.0
HesEon (8'359;' '8'2533‘1‘ 8'33322 7.7353 * 86229 | -3.79 * 725 | 80
0.5597)9 e : 12.0831 | 11.9770 12.5667 019 | -069 | 420 | 120

(0.897- * 15.9436 14.5466 * 085 | 954 | 16.0

1.023) 20.8715 | 20.5340 20.4651 384 | 216 | 1.82 | 200

*. Se present6 una falla cromatogréafica que impidio la cuantificacion de la muestra.
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Log. (A/El)

0.8

0.6

0.4

-1 Log. Concentracién

Modelo log-log

S02
Nej

TCBZ

-------- Lineal (S02)
-------- Lineal (SO)

Lineal (TCBZ)

1.5

Figura 14. Gréfico de la CC con el modelo log-log

Precision y Exactitud del Método.

En la tabla 11 se muestran los promedios, desviacion estandar y CV% obtenidos

para las concentraciones recuperadas de la tabla 10, con lo cual se determina que

el método es repetible ya que los CV% son menores a 15%. En la tabla 12 se

muestran

los promedios, desviacion estandar y CV% obtenidos para las

concentraciones recuperadas por nivel, de un total de 6 curvas de calibracion,

observandose que se cumple la reproducibilidad al ser los CV% menores de 15%.

La tabla 13 contiene los valores promedio de porcentaje de desviacion de las

concentraciones recuperadas de un total de 6 curvas de calibracion, mostrando que

son menores a 15%, lo que indica que el método es exacto.

Tabla 11. Repetibilidad del método.
Promedio de concentracién

Nivel de Desviacion Estandar
concentracion recupe;?SZ(ug/mTL():Bz TCBZ TCBZ

(ng/mL) TCBZ | 50 so, '¢BZ2 | ‘so SO» SO»
0.5 0.50433 | 0.51270 | 0.49051 | 0.00390 | 0.00867 | 0.03428 | 0.8 1.7 7.0
1.0 0.98621 | 0.98284 | 1.01208 | 0.04945 | 0.00170 | 0.03807 5.0 0.2 3.8
2.0 2.12948 | 2.05444 | 2.10402 | 0.16241 | 0.06668 | 0.18260 7.6 3.2 8.7
4.0 3.84677 | 3.80300 | 3.92022 | 0.11637 | 0.03223 | 0.36211 3.0 0.8 9.2
8.0 7.73532 | 7.72505 | 7.97577 | 0.00000 | 0.13568 | 0.91517 | 0.0 1.8 11.5
12.0 12.27021111.83452(12.14929| 0.41936 | 0.42430 | 0.46267 34 3.6 3.8
16.0 15.67294 | 15.81979 | 15.51177 | 0.38282 | 0.15356 | 0.90709 2.4 1.0 5.8
20.0 20.48834 1 20.89351 | 20.82087 | 0.40785 | 0.73397 | 1.74501 2.0 35 8.4
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Tabla 12. Reproducibilidad del método.
Promedio de concentracién

Desviacion Estandar CV%

Nivel de
concentracion feCUpe;?SZ(MQ/mTLéBZ TCBZ TCBZ TCBZ TCBZ
(ng/mL) TCBZ SO SO, TCBZ SO SO» TCBZ SO SO»
0.5 0.48916 | 0.52838 | 0.49432 | 0.01778 | 0.03597 | 0.02656 3.6 6.8 5.4
1.0 1.01330 | 0.97658 | 1.00486 | 0.08854 | 0.07718 | 0.03427 8.7 7.9 3.4
2.0 2.17501 | 1.98928 | 2.13898 | 0.16086 | 0.09465 | 0.16468 7.4 4.8 7.7
4.0 3.92758 | 3.84347 | 4.00916 | 0.12767 | 0.06335 | 0.44292 3.3 1.6 11.0
8.0 7.69521 | 7.53273 | 7.77487 | 0.61222 | 0.88292 | 0.60047 8.0 11.7 7.7
12.0 12.34599 (12.31869 | 12.14934 | 0.48938 | 0.83455 | 0.90452 4.0 6.8 7.4
16.0 15.78658 | 16.23408 | 15.79539 | 1.00523 | 0.59278 | 0.92749 6.4 3.7 5.9
20.0 20.43477120.42922120.72936| 0.43142 | 1.33402 | 1.80200 2.1 6.5 8.7

Tabla 13. Exactitud del método.
Nivel de % desviacion promedio

concentracion = TCBZ | TCBZ-SO TCBZ-SO:2

0.5 3.1 6.0 4.6
1.0 7.4 4.8 3.0
2.0 8.7 3.3 6.6
4.0 2.9 3.4 8.6
8.0 5.6 8.6 7.0
12.0 3.4 5.0 5.9
16.0 4.8 2.6 4.6
20.0 2.1 5.8 7.1

Los resultados obtenidos muestran que, con la metodologia desarrollada, se pueden
cuantificar los 3 analitos en una misma corrida analitica con recobros aceptables y
de manera reproducible. Ademas, al reducir el tiempo de analisis a 12 minutos, se

reduce el tiempo de andlisis, asi como el uso de disolventes.

VIliv. Aplicacion del método en Plasma Humano.
Como se mencioné previamente, en 2019 la FDA al triclabendazol para su uso en

humanos en el tratamiento de fasciolosis, por lo que se decidi6 evaluar la
confiabilidad del método en esta matriz bioldgica.

La figura 15 muestra un cromatograma correspondiente a una muestra de plasma
humano adicionado con los analitos a la concentracion del LIC, donde se pueden
identificar a cada uno en los mismos tiempos de retencion que en plasma a ovino.
El intervalo de concentraciones fue el mismo que en plasma ovino debido a que la
Cmax reportada para TCBZ-SO en humanos tras la administracion oral de 10 mg/kg

de TCBZ con una dieta caldrica es de alrededor de 14.5 ug/mL (DrugBank, 2019).
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Al hacer la comparacion de los valores de pendiente e intercepto de las curvas de
calibracion en ambos fluidos (tabla 14) se encontré que los resultados son similares.
En la figura 16 se presenta el gréfico de regresion linearizado por el modelo log-log;
esto indica que el método es adecuado para la cuantificacion de los 3 analitos en

ambas matrices.

" TcBZ-SO

N
o
O
_

Figura 15. Cromatograma de una muestra de LIC
en plasma humano.

Tabla 14. Comparacion de regresion lineal entre plasma ovino y humano.

Intervalos de

REGRESION )
confianza (m)
Analito = Matriz B Inferior Superior
TCBZ OVINO 0.95763 -0.60305 0.99982 0.9368 0.9785
HUMANO | 0.95192 -0.65008 0.99979 0.9297 0.9741
TCBZ-SO OVINO 0.93222 -0.62833 0.99988 0.9156 0.9488
HUMANO 0.92014 -0.69766 0.99892 0.8710 0.9693
TCBZ-SO, OVINO 0.92235 -0.62004 0.99960 0.8925 0.9522
HUMANO | 0.93899 -0.68902 0.99955 0.9065 0.9715
1
Modelo log-log
0.5 “"“...-.U
0
0.5 0 0:6°8 1 15
05 | o o 5o
N e 50
ef..‘l TCBZ
-------- Lineal (SO2)
........ Lineal (SO)
-1.5 Lineal (TCBZ)

Figura 16. Gréafico de CC en plasma humano.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método cromatogréfico para la cuantificacion de TCBZ y sus

principales metabolitos en plasma ovino, encontrandose que

o La columna mas adecuada para llevar a cabo la separaciéon es la Spherisorb
ODS1 (Waters®) dada su mayor longitud y &rea superficial que la columna
Zorbax Eclipse XDB-Cjs.

o Lafase mévil que permitio la mejor separacion y cuantificacion de las muestras
fue ACN:MeOH:AcONH, (0.025 M, pH 7.00) en proporciones 50:10:40.

o La velocidad de flujo que brind6 el mejor andlisis fue de 1.5 mL/min, con un
volumen de inyeccion de 50 pl.

El método de precipitacion de proteinas seguido de la extraccion solido-liquido en

cartuchos SepPak Vac 3cc Cis (Waters®) demostro ser eficiente para la purificacion

de las muestras bioldgicas para recuperar los analitos.

Los cartuchos SepPak Vac 3cc Cis (Waters®) se pueden utilizar hasta 3 veces

seguidas.

El método analitico desarrollado es confiable, ya que demostro ser selectivo, lineal,

repetible y reproducible para los tres analitos en el intervalo de concentraciones de

0.5 —20.0 pg/mL.

Es posible utilizar el método para la cuantificacion de TCBZ y sus metabolitos en

plasma humano.

IX. PERSPECTIVAS

= Evaluar la estabilidad de los analitos en muestras plasmaticas tanto a largo plazo
como en ciclos de congelacién-descongelacion.

= Aplicar la metodologia3 desarrollada en el estudio de Biodisponibilidad Relativa.
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