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El transportador de membrana ABCG2 es una proteína transportadora perteneciente a la 

subfamilia G de los transportadores ABC (ATP-Binding Cassette). Se expresa en la membrana 

apical de células pertenecientes a órganos de interés farmacocinético como el hígado, riñón e 

intestino, así como en las principales barreras protectoras: hematoencefálica, hematotesticular y 

fetoplacentaria (Vlaming et al., 2009; Stacy et al., 2013), actuando como una bomba que expulsa 

compuestos fuera de la célula (Khunweeraphong et al., 2019). Una de las características 

fundamentales de ABCG2 reside en su capacidad para interaccionar con una amplia variedad de 

sustancias de distinta naturaleza, como compuestos endógenos, naturales, fármacos y compuestos 

tóxicos (Mo y Zhang, 2012; Mao y Unadkat, 2015; Safar et al., 2019; Zattoni et al., 2022), los cuales 

pueden interaccionar como sustratos, inhibidores o ambos. Debido a su distribución y capacidad de 

interacción con diferentes compuestos, este transportador juega un papel fundamental en la 

protección del organismo frente a compuestos tóxicos. Asimismo, participa en los procesos de 

absorción, distribución y eliminación de fármacos, limitando su absorción intestinal y favoreciendo 

su eliminación y, por lo tanto, afectando a su disponibilidad, eficacia y toxicidad (Vlaming et al., 

2009; Basseville et al., 2016). Además, ABCG2 está involucrado en el desarrollo de resistencias a 

fármacos antitumorales, lo cual agrava el pronóstico del cáncer al limitar la acumulación intracelular 

de estos fármacos en las células tumorales (Chen et al., 2016).  

En contraposición a su función protectora, la expresión de ABCG2 se induce en la glándula 

mamaria durante la lactación, participando en la secreción activa de sus sustratos, muchos de ellos 

tóxicos, a leche. Se ha demostrado su implicación en el paso a leche de compuestos naturales o 

endógenos (van Herwaarden et al., 2007; Miguel et al., 2014; García-Mateos et al., 2017; Garcia-

Lino et al., 2021b), así como de algunos fármacos de uso veterinario (Real et al., 2011a; Otero 
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et al., 2013, 2016a). Sin embargo, hasta el momento no se ha evaluado en profundidad la 

interacción entre ABCG2 y ciertos fármacos comúnmente empleados en medicina veterinaria, 

como los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) o los antiparasitarios. Esta interacción adquiere 

relevancia debido al posible peligro derivado de la exposición a residuos farmacológicos en la 

leche, tanto para los lactantes como para los consumidores de productos lácteos (Prado Flores 

et al., 2002; Daeseleire et al., 2017; Rana et al., 2019). Además, el efecto de la coadministración de 

inhibidores que pueden afectar a la presencia de dichos residuos en la leche es un área de estudio 

muy relevante. Investigaciones previas han demostrado la reducción en los niveles de diversos 

fármacos en la leche en ganado ovino (Real et al., 2011a; Otero et al., 2018; Gunes et al., 2023).  

Por lo tanto, la finalidad de los estudios llevados a cabo en esta Tesis Doctoral fue conocer 

la interacción del transportador ABCG2 con algunos fármacos comúnmente usados en medicina 

veterinaria, tales como los AINEs ácido tolfenámico y meloxicam, así como los antiparasitarios 

albendazol (ABZ), clorsulón y closantel. Así, se estudió el efecto de ABCG2 sobre los niveles 

plasmáticos y la distribución tisular de estos fármacos, y se evaluó la participación del 

transportador en su secreción activa a la leche. Finalmente, se examinó el efecto de la 

coadministración de otros fármacos que inhiben ABCG2 sobre los residuos en leche de los 

fármacos objeto de estudio.  

Dichos estudios se recogen en diversos artículos que figuran en la presenta memoria. Por 

un lado, los artículos I, II y III exponen los resultados obtenidos para los AINEs estudiados: ácido 

tolfenámico y meloxicam. En el artículo I se demostró que el ácido tolfenámico es sustrato in vitro 

del transportador murino Abcg2 mediante ensayos de transporte transepitelial. Asimismo, en el 

artículo II, el meloxicam fue descrito como sustrato in vitro tanto de la variante murina como 
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humana de ABCG2. Considerando estos resultados, se llevaron a cabo ensayos en modelos de 

ratones Abcg2-/- para evaluar la implicación del transportador en la biodisponibilidad plasmática, 

distribución tisular y secreción a leche de ambos AINEs. En el artículo I, se observó que los 

niveles en plasma, en hígado y en testículos de ácido tolfenámico en ratones Abcg2-/- fue superior 

en comparación con los ratones wild-type. Sin embargo, la secreción a leche del ácido tolfenámico 

no se vio afectada por el transportador. En el caso del meloxicam (artículo II), los estudios 

mostraron que el transportador está involucrado en la farmacocinética oral y la acumulación en 

cerebro del fármaco, así como se mostró que el transportador participa en la secreción del 

meloxicam a la leche, siendo sus concentraciones en la leche y el ratio leche/plasma superiores en 

los animales wild-type. 

En el artículo III se investigó el efecto de la ivermectina, un antiparasitario perteneciente al 

grupo de las lactonas macrocíclicas y descrito como inhibidor de ABCG2 (Merino et al., 2009), en la 

secreción de meloxicam a la leche en ovejas. Primeramente, se pudo observar que la presencia de 

ivermectina redujo el transporte in vitro de meloxicam mediado por la variante ovina de ABCG2. 

Asimismo, los estudios farmacocinéticos realizados en ovejas de raza Assaf mostraron, tras la 

coadministración de meloxicam junto con ivermectina, una reducción en los niveles de meloxicam 

en la leche. Estos hallazgos sugieren la posibilidad de modular la secreción de este fármaco a 

leche mediante la inhibición de la proteína ABCG2. 

En cuanto a los antiparasitarios, el artículo IV mostró que los metabolitos del ABZ, 

albendazol sulfona (ABZSO2) y albendazol 2-aminosulfona (ABZSO2-NH2), son sustratos in vitro del 

transportador murino Abcg2 y humano ABCG2. Además, la participación del transportador en la 

secreción a leche de los metabolitos del ABZ fue demostrada mediante ensayos realizados en 
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ratones lactantes Abcg2-/-. Los ratones wild-type mostraron concentraciones más altas de dichos 

metabolitos en la leche, así como un ratio leche/plasma superior en comparación con los ratones 

Abcg2-/-. Considerando esta situación y el riesgo que representa la exposición a estos compuestos 

para los lactantes y consumidores, en el artículo V se examinó el posible impacto de la 

coadministración de las lactonas macrocíclicas, ivermectina, doramectina y abamectina, sobre los 

niveles de los metabolitos del ABZ en la leche de ovejas. Los resultados mostraron que los niveles 

en leche de albendazol sulfóxido (ABZSO) fueron superiores tras la coadministración de las 

lactonas macrocíclicas, lo que podría incrementar el riesgo de exposición para los consumidores. 

Varios estudios han propuesto la existencia de un efecto combinado entre los transportadores y las 

enzimas metabólicas para explicar estas interacciones (Merino et al., 2003; Alvarez et al., 2008; 

Lanusse et al., 2018; Garcia-Lino et al., 2019).  

En el caso del clorsulón, los ensayos in vitro de transporte transepitelial del artículo VI 

mostraron que el clorsulón es sustrato de la variante murina y humana del transportador. 

Asimismo, se pudo comprobar la implicación de Abcg2 en la secreción de clorsulón a leche. Los 

ratones wild-type presentaron concentraciones de clorsulón en la leche y un ratio leche/plasma 

superior en comparación a los ratones Abcg2-/-. Además, se observó que la ivermectina inhibe 

tanto el transporte in vitro como la secreción a leche del clorsulón en ratones.  

Considerando estos hallazgos, en el artículo VII, se corroboró que el clorsulón también es 

sustrato in vitro de la variante ovina de ABCG2, y que dicho transporte es inhibido por las lactonas 

macrocíclicas ivermectina y abamectina. Asimismo, los estudios farmacocinéticos realizados en 

ovejas mostraron una reducción en los niveles de clorsulón en leche tras la coadministración de 
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ivermectina y abamectina, evidenciando la interacción farmacológica mediada por la actividad del 

transportador al coadministrar inhibidores.  

Finalmente, en el artículo VIII se evaluó la interacción del closantel con Abcg2 utilizando 

ratones knockouts para el transportador. Los resultados mostraron que Abcg2 juega un papel 

relevante en la disponibilidad plasmática del closantel, ya que los ratones Abcg2-/- presentan 

niveles más altos del fármaco en plasma en comparación con los ratones wild-type. Además, el 

transportador participa en la secreción activa de closantel a la leche, lo que se refleja en un ratio 

leche/plasma superior en ratones wild-type en relación con los ratones Abcg2-/-. También se llevó a 

cabo un estudio en ganado ovino para evaluar la posible interacción del closantel con inhibidores 

de ABCG2. Los resultados mostraron que la administración conjunta de closantel junto con 

ivermectina y eprinomectina no tuvo un efecto significativo en los niveles plasmáticos o en la leche 

del closantel, así como tampoco en los parámetros farmacocinéticos. Por lo tanto, para nuestras 

condiciones experimentales, no se pudo demostrar ninguna interacción farmacológica entre las 

lactonas macrocíclicas y el closantel.  

Los resultados obtenidos en esta memoria de Tesis Doctoral evidencian la participación de 

ABCG2 en la biodisponibilidad y la secreción a leche de fármacos de uso veterinario, como los 

antiinflamatorios y los antiparasitarios. Además, estos estudios ponen de manifiesto la implicación 

de ABCG2 en la presencia de residuos en la leche en ganado ovino, así como las posibles 

interacciones farmacológicas causadas por la coadministración de fármacos. Estos estudios 

permitirán diseñar estrategias terapéuticas adecuadas para optimizar la seguridad y calidad de la 

leche y los productos lácteos.   
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El presente trabajo de Tesis Doctoral recoge el estudio in vitro e in vivo de la interacción 

entre el transportador de membrana ABCG2 y los AINEs ácido tolfenámico y meloxicam, así como 

con los antiparasitarios clorsulón, closantel y los metabolitos del ABZ.  

El transportador de membrana ABCG2 es una proteína perteneciente a la familia de los 

transportadores ABC caracterizada por exportar compuestos de distinta naturaleza fuera de la 

célula (Mao y Unadkat, 2015).  ABCG2 se expresa en la membrana apical de células de diversos 

tejidos como enterocitos, hepatocitos y las células proximales de los túbulos renales. Debido a su 

localización, el transportador afecta a la biodisponibilidad de sus sustratos ya que limita su 

absorción intestinal y favorece su eliminación (Vlaming et al., 2009). Además, se induce su 

expresión en la glándula mamaria durante el periodo de lactación, participando en la secreción 

activa de compuestos a leche (Jonker et al., 2005; Garcia-Lino et al., 2019). Por consiguiente, el 

transportador ABCG2 ha cobrado un gran protagonismo en el campo de la farmacología y la 

toxicología tanto humana como veterinaria, debido a su implicación en los procesos fisiológicos, 

farmacológicos y de secreción activa de compuestos a la leche (Riches et al., 2015). Conocer 

aquellos fármacos que sean sustratos del transportador ABCG2 tiene una gran relevancia en 

medicina veterinaria y humana, ya que pueden verse afectados los correspondientes niveles 

plasmáticos y tisulares, así como las concentraciones en leche. En consecuencia, la actividad del 

transportador podría alterar la eficacia y toxicidad de estos compuestos, lo que afectaría 

indudablemente a la seguridad alimentaria.  

En la industria ganadera, la salud y el bienestar de los animales son componentes 

fundamentales de la producción agroalimentaria. El uso de fármacos para el tratamiento o 

prevención de diversas patologías es una práctica frecuente para garantizar el bienestar animal. 
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Sin embargo, la aparición de residuos farmacológicos en productos de origen animal como la leche 

supone un importante problema tanto de salud pública como de gestión económica. El riesgo 

causado por dichos residuos en leche es inherente a la exposición, tanto de las crías lactantes 

como de los consumidores de productos lácteos, a compuestos potencialmente dañinos. 

Concretamente, se ha descrito que pueden causar reacciones de hipersensibilidad, desarrollo de 

resistencias o alteraciones de la microbiota intestinal (Prado Flores et al., 2002; Chen et al., 2019; 

Rana et al., 2019; Penati et al., 2021). Por otra parte, la presencia de residuos conlleva también un 

importante coste económico debido a la obligatoriedad del ganadero de cumplir los tiempos de 

espera pertinentes para cada fármaco, desechando la leche producida por los animales tratados. 

Asimismo, la aparición de residuos en leche puede afectar a la elaboración de sus productos 

derivados. De hecho, se ha observado que, tras el procesamiento de la leche para obtener 

productos lácteos como queso y yogur, los residuos de fármacos, como los antiparasitarios, se 

concentraron, siendo más elevados que los niveles detectados en la leche utilizada para su 

fabricación (Power et al., 2013b; Iezzi et al., 2014; Imperiale y Lanusse, 2021).  

Por lo tanto, la participación de ABCG2 en la eliminación de fármacos a la leche adquiere 

un importante protagonismo en el ámbito veterinario debido a la contribución del transportador en 

dicho proceso y a la posible modificación de los periodos de retiro (Schrickx y Fink-Gremmels, 

2008; Mealey, 2012; Virkel et al., 2019). Además, la coadministración de fármacos puede influir en 

la actividad del transportador y afectar a la farmacocinética y a la secreción a leche de los 

sustratos. A este respecto, estudios previos han demostrado que la secreción a leche de algunos 

antimicrobianos se puede reducir con la coadministración de inhibidores de ABCG2 en ganado 

ovino (Pérez et al., 2009b; Real et al., 2011a; Otero et al., 2018). Teniendo en cuenta esta premisa, 
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en esta Tesis Doctoral se ha evaluado la interacción de algunos fármacos, utilizados comúnmente 

en el ámbito veterinario y algunos también en medicina humana, con el transportador ABCG2. 

Dichos fármacos pertenecen a dos grandes grupos de medicamentos como son los AINEs y los 

antiparasitarios.  

Los AINEs se utilizan como analgésicos y antipiréticos, así como para el tratamiento de 

afecciones inflamatorias, trastornos musculoesqueléticos y afecciones quirúrgicas posoperatorias 

(Virginia, 2015; Bindu et al., 2020). La Unión Europea ha establecido límites máximos de residuos 

(LMRs) para estas sustancias con el fin de proteger la salud de los consumidores (The European 

Commission, 2010). Estudios realizados previamente mostraron la interacción de algunos AINEs 

con ABCG2, como el diclofenaco, el flunixin y su metabolito y el ácido salicílico (Lagas et al., 2009; 

Wassermann et al., 2013; García-Mateos et al., 2019). Sin embargo, el papel que desempeña el 

transportador de membrana ABCG2 sobre los niveles plasmáticos, la distribución tisular y el paso a 

leche de otros antiinflamatorios como el ácido tolfenámico y el meloxicam no había sido descrito 

previamente.  

Con respecto a los antiparasitarios, las infecciones causadas por helmintos son 

responsables de graves problemas en el sector ganadero debido a un impacto negativo en la 

producción y en el bienestar animal, causando pérdidas económicas significativas. Cabe destacar 

que no solo los animales sino también los humanos pueden verse afectados por estas infecciones 

(Keiser y Utzinger, 2009; Charlier et al., 2018; Gazzinelli-Guimaraes y Nutman, 2018). La 

fascioliasis es una de las principales infecciones parasitarias estudiadas en ganadería debido a su 

posible transmisión a los seres humanos (Siles-Lucas et al., 2021). El tratamiento de estas 

infecciones se basa en el uso preferente de antiparasitarios (Vercruysse et al., 2018).  
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A pesar del indudable beneficio de estos tratamientos en la salud y bienestar animal, el uso 

frecuente de antiparasitarios en ganado de producción lechera se asocia tanto al desarrollo de 

resistencias como a la posible aparición de residuos en leche tanto de los antiparasitarios como de 

sus metabolitos (Statham, 2015; Rana et al., 2019; Fissiha y Kinde, 2021); existiendo, de forma 

análoga a los antiinflamatorios, una reglamentación que recoge sus LMRs (The European 

Commission, 2010). El uso incorrecto de antihelmínticos ya sea por dosis superiores a las 

recomendadas, incluyendo lo que se conoce como uso “extra-label”, es decir, fuera de los 

requerimientos aprobados, o el incumplimiento de los tiempos de retiro son las causas principales 

de la aparición de dichos residuos (Beyene, 2015; Bustamante‐Rangel et al., 2022). Asimismo, se 

ha observado la aparición de resistencias a estos fármacos, lo que ha impulsado el estudio de 

nuevas estrategias para frenar su desarrollo, siendo el uso de las combinaciones de 

antiparasitarios una de las mejores (Lanusse et al., 2018; Fissiha y Kinde, 2021), aunque en 

muchos casos es necesario el estudio del impacto en los niveles de residuos de dichas 

combinaciones. 

La interacción entre ABCG2 y algunos antiparasitarios ha sido estudiada previamente. Así, 

el oxfendazol, la moxidectina y el monepantel se comportan como sustratos del transportador 

(Merino et al., 2005c; Pérez et al., 2009a; Mahnke et al., 2016). De igual modo, estudios previos 

han mostrado que el ABZ no es sustrato del transportador, pero sí lo es uno de sus metabolitos, el 

ABZSO (Merino et al., 2005c). Por otra parte, los metabolitos del triclabendazol, la selamectina, la 

ivermectina, la eprinomectina y la doramectina fueron descritos como inhibidores del transportador 

(Merino et al., 2009; Barrera et al., 2012; González-Lobato et al., 2014; Garcia-Lino et al., 2021a). 
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No obstante, la relación que existe entre el transportador ABCG2 y el resto de metabolitos del ABZ, 

el clorsulón y el closantel no había sido aún descrita.  

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en esta Tesis Doctoral se planteó el estudio 

de la participación de ABCG2 en el transporte in vitro, las concentraciones plasmáticas, la 

distribución tisular y la secreción a leche de fármacos pertenecientes a dos familias diferentes. Por 

un lado, los AINEs como el ácido tolfenámico y el meloxicam y, por otro lado, varios antiparasitarios 

de diferentes familias como los metabolitos del ABZ, el clorsulón y el closantel. Para la realización 

de estos estudios, se ha llevado a cabo una metodología de trabajo común. En primer lugar, se han 

realizado estudios in vitro utilizando cultivos celulares de la línea celular MDCK-II y sus subclones 

transducidos con el transportador. El objetivo de dichos estudios in vitro fue conocer si ABCG2 

participa en el transporte activo de estos fármacos. En segundo lugar, se llevaron a cabo estudios 

in vivo empleando ratones Abcg2-/- machos y hembras en lactación con la finalidad de conocer el 

efecto in vivo del transportador en la biodisponibilidad y la secreción a leche de estos fármacos. 

Finalmente, en aquellos fármacos en los que se observó una secreción activa a leche mediada por 

ABCG2 se estudió el efecto de la coadministración de inhibidores. En dichos ensayos se utilizaron 

las lactonas macrocíclicas como inhibidores del transportador en ratones y/o en ganado ovino. 
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3.1. TRANSPORTADORES DE MEMBRANA ABC   

Los transportadores ABC constituyen una de las familias de proteínas más representadas 

en todos los organismos desde arqueas hasta humanos. Estas proteínas participan en el transporte 

de una amplia variedad de sustratos a través de las membranas celulares como iones, vitaminas, 

aminoácidos, péptidos, proteínas, polisacáridos, lípidos, fármacos y toxinas. Estos transportadores 

utilizan la energía derivada de la hidrólisis del ATP para transportar sus sustratos a través de la 

membrana y se dividen en dos tipos importadores y exportadores (Al-Shawi, 2011; Wilkens, 2015). 

Mientras que en los organismos procariotas se encuentran tanto los trasportadores de captación 

como los de exportación, en los organismos eucariotas los transportadores ABC presentes tienen 

una función exportadora (Saurin et al., 1999; Wilkens, 2015). Asimismo, dichos transportadores de 

exportación en eucariotas están localizados principalmente en la membrana plasmática celular, 

aunque también puede formar parte de las membranas de orgánulos internos (Beretta et al., 2017).  

Hasta el momento, se han descrito 58 miembros de la familia ABC, incluidos 49 

transportadores ABC en humanos y 9 genes adicionales encontrados en otras especies animales. 

De esos 58 genes, aproximadamente el 68% está presente en todos los genomas de vertebrados 

(Ferreira et al., 2014). Las proteínas ABC se agrupan en 7 subfamilias (ABCA-ABCG) en base a su 

similitud, organización de los dominios proteicos y conservación de secuencias (Velamakanni et al., 

2007). Sin embargo, no todas las subfamilias funcionan como exportadores de compuestos; por 

ejemplo, las subfamilias ABCE y ABCF no son transportadores, sino que están relacionadas con la 

regulación de la síntesis de proteínas (Thomas et al., 2020). En relación con la estructura, la unidad 

mínima funcional de los transportadores ABC está constituida por dos dominios de unión a 
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nucleótido (nucleotide binding domain, NBD) localizados en el citoplasma y dos dominios 

transmembrana (transmembrane domain, TMD) (Al-Shawi, 2011).  

Los dominios NBDs son los responsables de la unión e hidrólisis del ATP y contienen 

varias secuencias conservadas: los motivos Walker A y Walker B y una secuencia consenso corta 

“LSGGQ” denominada ABC signature o lazo C (Figura 1). 

 

 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura  1.  Estructura de los transportadores ABC. Representación esquemática de A y B) full- 
transporters tipo ABCB1 y ABCC1, respectivamente, y C) un half-transporter como ABCG2. En todos ellos se 
muestran los dominios TMD (en rojo) y los dominios NBD (encuadrados en gris) con las secuencias conservadas 
que los caracterizan (adaptada de Al-Shawi, 2011).  
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El motivo Walker A presenta un residuo de lisina el cual está involucrado en la unión del β- 

y γ-fosfato del ATP. El motivo Walker B posee dos residuos conservados, aspartato y glutamato, 

implicados en la coordinación y unión del Mg2+ y el agua en el proceso catalítico para la hidrólisis 

del ATP. Finalmente, el sitio catalítico de la proteína lo forma el motivo ABC signature, el cual es 

exclusivo de los transportadores ABC.  

Los NBDs presentan otros motivos los cuales también participan en el proceso de unión e 

hidrólisis del ATP como por ejemplo el lazo A, el lazo D y el lazo Q (Al-Shawi, 2011; ter Beek et al., 

2014). Cada NBD se puede dividir en dos subdominios, un dominio catalítico central o core el cual 

contiene los motivos conservados necesarios para la unión e hidrólisis de ATP, el motivo Walker A  

y Walker B; y un α-subdominio con la secuencia consenso (Al-Shawi, 2011; Beis, 2015). Además, 

los transportadores funcionales resultan de la dimerización del NBD el cual forma dos sitios de 

unión a ATP. Dichos sitios de unión se encuentran constituidos por la unión del Walker A de uno de 

los NBDs con la secuencia consenso del NBD contrario. Los NBDs pueden adoptar diferentes 

orientaciones entre sí, conformación cerrada (outward facing) o conformación abierta (inward 

facing). La unión de ATP promueve la formación de la conformación cerrada y desencadena la 

dimerización de los NBD debido a que cada molécula de ATP interactúa con motivos de ambos 

NBDs como se menciona anteriormente, quedando atrapado entre ambos dominios a modo 

sándwich. Esta dimerización se relaciona con cambios conformacionales en el resto de la proteína 

provocando la translocación del sustrato al medio extracelular (ter Beek et al., 2014; Wilkens, 2015; 

Wright et al., 2018). Tras la hidrólisis de ATP a ADP y Pi, el sustrato es liberado al espacio 

extracelular, separando y promoviendo la conformación abierta de los NBDs (Chen et al., 2016).  
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Por otro lado, los TMDs se componen generalmente de seis hélices α transmembrana, 

siendo los responsables de la unión al sustrato y translocación de este. Las hélices α de los dos 

TMD están empaquetadas de tal manera que forman un poro transmembrana que es accesible 

desde el citoplasma (inward facing) o el exterior de la célula (outward facing) (Wilkens, 2015).  

En el caso de los ABC exportadores, las hélices α se extienden desde la membrana hacia 

el citoplasma formado los bucles intracelulares (ICL). Además, se forman hélices α cortas 

denominadas hélice de acoplamiento 1 (entre las hélices transmembrana 2 y 3) y hélice de 

acoplamiento 2 (entre las hélices transmembrana 4 y 5). Sin embargo, el número de hélices α varía 

en el caso de los ABC importadores en procariotas donde fluctúan de cinco a diez por cada TMD 

(Al-Shawi, 2011). Los TMDs se relacionan con la especificidad del sustrato por el transportador ya 

que, mientras la secuencia de los dominios NBDs está muy conservada, la de los TMDs presenta 

mayor variabilidad entre los transportadores (Velamakanni et al., 2007; Lewinson et al., 2020).   

En función de la disposición y codificación de ambos dominios dichos transportadores se 

pueden clasificar como full-transporters y half-transporters. Los full-transporters, como la 

glicoproteína P (P-gp o ABCB1), están formados por dos unidades, cada una de ellas con un NBD 

y un TMD, las cuales son codificadas por el mismo polipéptido (Figura 1A). Otro ejemplo de full-

transporter es el transportador ABCC1 (ATP-binding Cassette C1) formado por un TMD extra 

(TMD0) en el extremo amino (Figura 1B). Por otro lado, los half-transporters están constituidos 

únicamente por un NBD y un TMD, requiriendo de homodimerización o heterodimerización para ser 

funcionales, como ABCG2 (Figura 1C) (Mo y Zhang, 2012; Wilkens, 2015).  

En base a los datos estructurales y bioquímicos, se han propuesto varios modelos de 

mecanismos de transporte de las proteínas ABC, como el de sitio alternativo (Beis, 2015), el de 



3. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

20 

 

interruptor y el de contacto constante (Higgins y Linton, 2004; Siarheyeva et al., 2010; George y 

Jones, 2012). Todos ellos comparten pasos elementales, como la dimerización de NBDs 

dependiente de ATP y el cambio de TMD entre conformaciones orientadas hacia afuera (outward 

facing) y hacia adentro (inward-facing) (Wilkens, 2015).  

Como consecuencia del amplio rango de compuestos con los que interaccionan, los 

transportadores ABC se han asociado con procesos fisiológicos y farmacológicos debido a su 

distribución en órganos relevantes para la disposición tanto de compuestos endógenos como de 

diversos xenobióticos. En concreto, dichos transportadores están implicados en la farmacocinética 

de sus sustratos ya que participan en procesos de absorción, distribución y eliminación de los 

mismos, y por consiguiente en su biodisponibilidad. De igual modo, los transportadores juegan un 

importante papel en la protección del organismo frente a la exposición a compuestos tóxicos 

(Müller y Fromm, 2011; Liu, 2019). Además, los transportadores ABC se han relacionado con el 

desarrollo de resistencia a fármacos antitumorales, proceso que se ha descrito en P-gp 

(ABCB1/MDR1), ABCC1/ MRP1 (Multidrug Resistance Protein) y ABCG2/BCRP (Breast Cancer 

Resistance Protein), entre otros. Dichos transportadores se sobreexpresan en las células tumorales 

reduciendo la concentración intracelular de los antitumorales y en consecuencia disminuyendo el 

éxito del tratamiento y favoreciendo el desarrollo de resistencias (Gillet et al., 2007; Chen et al., 

2016).  

Finalmente, las mutaciones en los genes que codifican para los transportadores ABC 

humanos se han relacionado con diversos enfermedades o trastornos, como por ejemplo la 

deficiencia de lipoproteínas de alta densidad o enfermedad de Tangier (ABCA1), la colestasis 
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intrahepática (ABCB11), el síndrome de Dubin-Johnson (ABCC2), la fibrosis quística (ABCC7) y la 

sitosterolemia (ABCG5 y/o ABCG8) (Velamakanni et al., 2007; Dean et al., 2022). 

En especial, ABCG2 es uno de los transportadores más estudiados debido a su implicación 

en la multirresistencia a fármacos antitumorales (Robey et al., 2007), así como en procesos 

fisiológicos, farmacológicos y toxicológicos (Riches et al., 2015). Debido a su patrón de distribución, 

ABCG2 restringe la exposición sistémica y la distribución tisular de sus sustratos ya que participa 

en la excreción activa de compuestos en el hígado, intestino y riñón; limita la absorción intestinal de 

compuestos ingeridos por vía oral; y limita la entrada de compuestos tóxicos en las principales 

barreras protectoras como la hematoencefálica, hematoplacentaria y hematotesticular (Vlaming 

et al., 2009). Finalmente, ABCG2 es el único transportador ABC implicado en el paso de 

compuestos a leche debido a la inducción de su expresión en glándula mamaria durante el periodo 

de lactación (Garcia-Lino et al., 2019).  

3.1.1. ABCG2/BCRP 

ABCG2 es una proteína transportadora perteneciente a la subfamilia G de los 

transportadores ABC, conocida también como proteína asociada a la resistencia a la mitoxantrona 

(MXR) o transportador ABC de la placenta (ABCP) (Liu, 2019).  

Los genes que codifican para el transportador humano y murino se denominan ABCG2 y 

Abcg2, respectivamente. El gen ABCG2 humano se localiza en el cromosoma 4 (4q22.1) y consta 

de 16 exones y 15 intrones. Dicho gen ABCG2 humano codifica una proteína de 655 aminoácidos y 

72 kDa, mientras que el gen Abgc2 murino codifica una proteína de 657 aminoácidos con un 81% 

de similitud con el gen humano (Bailey-Dell et al., 2001; Velamakanni et al., 2007; Liu, 2019).  
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El gen ABCG2 fue descrito por primera vez en 1998 y se relacionó con el desarrollo de 

resistencia a fármacos en una línea celular de cáncer de mama humano resistente a doxorrubicina 

(MCF-7 AdrVp); de ahí que la denominaran proteína resistente al cáncer de mama o BCRP (Doyle 

et al., 1998). Al mismo tiempo, se clonó un transportador similar con elevada expresión en la 

placenta, de modo que lo nombraron transportador ABCP (Allikmets et al., 1998). En 1999 este 

transportador fue clonado de la línea celular de cáncer de colon humano S1-M1-80, que poseía 

una elevada resistencia a la MXR, designándolo como factor de resistencia a la MXR (Miyake 

et al., 1999). Finalmente, el Comité de Nomenclatura del Genoma Humano fijó la denominación 

oficial del transportador como ABCG2 (Litman et al., 2001; Robey et al., 2007) debido a la similitud 

estructural y homología de la secuencia con la subfamilia ABCG.   

Además de ABCG2, la subfamilia G de transportadores está conformada por otros cinco 

miembros: ABCG5 y ABCG8 los cuales están involucrados en el transporte de esteroles, Abcg3 el 

cual solo se encuentra en ratones (Dean et al., 2022) y por último, ABCG4 y ABCG1 que llevan a 

cabo un papel importante en el transporte de colesterol (Wang et al., 2004).  

A. Estructura y mecanismo de transporte 

El transportador ABCG2 presenta una conformación de half-transporter y por lo tanto 

requiere de homodimerización para ser funcional (Eckenstaler y Benndorf, 2020). Como miembro 

de la subfamilia G, ABCG2 tiene una configuración de proteína única ya que el NBD se localiza en 

el extremo N-terminal y el TMD en el extremo C-terminal (Figura 2), a diferencia de otros 

transportadores ABC como los pertenecientes a las subfamilias ABCB y ABCC, cuya configuración 

de dominio es opuesto, es decir, el TMD precede al NBD (Ferreira et al., 2014) (Figura 1). 
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Figura  2. Esquema de la estructura de ABCG2. Este transportador consta de un NBD y un TMD 
formado por 6 α-hélices transmembrana (TM 1-6). Dentro del TMD, se destacan en azul y marrón los residuos 
involucrados en la unión del sustrato. En el esquema se destacan el bucle extracelular largo 3 (ECL3) y los 
motivos de secuencias relevantes en el NBD (Eckenstaler y Benndorf, 2020). 

Inicialmente, se utilizaron modelos de homología con otros transportadores ABC, 

concretamente ABCG5-ABCG8, para investigar la estructura 3D de ABCG2 (László et al., 2016). 

Estos estudios se basaron en datos estructurales obtenidos por difracción de rayos X del 

heterodímero ABCG5/G8 pudiendo proporcionar información precisa sobre los NBDs. No obstante, 

fueron los estudios mediante criomicroscopía electrónica los que comenzaron a proporcionar una 

visión de alta resolución del transportador ABCG2 humano (Taylor et al., 2017; Jackson et al., 

2018). 

La primera estructura 3D de alta resolución de ABCG2 fue obtenida por Taylor et al. (2017), 

cuyo estudio utilizó el anticuerpo monoclonal 5D3 Fab específico de ABCG2. La unión de dicho 
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anticuerpo a la superficie extracelular del dímero ABCG2 forma el complejo 5D3-ABCG2, el cual 

reduce la actividad ATPasa, impidiendo la conformación espacial hacia el exterior y por lo tanto el 

transporte de los sustratos. El mismo grupo de investigación publicó otro estudio mejorando la 

resolución obtenida previamente, pero utilizando el MZ29 descrito como derivado del Ko143, 

inhibidor selectivo de ABCG2 (Jackson et al., 2018). Ambos estudios sugirieron que ABCG2 

necesita una conformación muy estricta de sus dominios para llevar a cabo su función.  

Por consiguiente, en relación con la estructura de ABCG2 se ha observado que el centro 

catalítico dentro del NBD está formado por los motivos de secuencia Walker A, lazo Q, Walker B y 

lazo H de un monómero, y la secuencia ABC signature o lazo C y lazo D del otro monómero 

(Eckenstaler y Benndorf, 2020) (Figura 2). El dominio NBD se une al TMD mediante una región 

denominada linker constituida por una α-hélice en forma de V denominada también hélice codo, 

hélice conexión o TM1a (Figura 3). Tanto los TMDs como los ICL son más cortos que en otras 

familias de transportadores ABC, lo que permite que los NBDs y la membrana estén más próximos, 

facilitando el transporte (Taylor et al., 2017; Nagy et al., 2021).  

Las hélices transmembrana (TM) que constituyen los TMDs están unidas por ICLs y ECLs. 

Los ICLs juegan un papel importante en el acoplamiento de los cambios conformacionales entre los 

NBDs y TMDs (Nagy et al., 2021). Cabe destacar el ICL1, que conecta TM2 y TM3 y rodea la 

cavidad de unión de los sustratos, contribuyendo al plegamiento, funcionalidad, reconocimiento del 

sustrato y consumo de ATP durante el ciclo catalítico (Khunweeraphong et al., 2017). Asimismo, 

los ECLs se caracterizan por ser relativamente cortos, excepto el ECL3. Dicho bucle se localiza 

entre las hélices TM5 y TM6 y está formado por residuos de cisteína que conforman puentes 

disulfuro intramoleculares (C592-C608) e intermoleculares (C603-C603’), los cuales son necesarios 
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para la actividad y la estabilidad de la proteína; así como el sitio de N-glicosilación funcional en 

N596 que provoca desestabilización de la proteína (Taylor et al., 2017; Eckenstaler y Benndorf, 

2020) (Figura 3). 

 

 

  

 

 

 

Figura  3. Estructura de ABCG2. A) Representación esquemática de la topología estructural de 
ABCG2. Se indican los residuos cruciales para la formación de enlaces disulfuro intramoleculares e 
intermoleculares (C592, C608 y C603) y la glicosilación (N596). B) Representación de la estructura terciaria del 
transportador ABCG2 dimerizado. Las hélices se representan en los mismos colores que en A (Kapoor et al., 
2018). 

El estudio realizado por Taylor et al. (2017) permitió también observar las diferencias entre 

ABCG2 y los transportadores ABCG5/G8 previamente utilizados en el modelo de homologías. La 

diferencia fundamental se observó en los TM 2 y 5a de ambos monómeros, los cuales forman una 

cavidad en el interior que no está presente en los transportadores ABCG5/G8. Asimismo, la 

estructura del ECL3 es distinta entre dichos transportadores.  

El conocimiento de la estructura es clave para conocer el mecanismo de transporte de las 

diferentes moléculas. Los diversos estudios estructurales realizados han permitido profundizar en 

el mecanismo de transporte de ABCG2. De modo que inicialmente, se han descritos dos estados 
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conformacionales del transportador fundamentales en su mecanismo de transporte: inward-facing y 

outward-facing (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  4. Estructura de ABCG2 unido a sustrato (inward-facing) y unido a ATP (outward-facing) 
según Manolaridis et al. (2018). ABCG2 se representa como un dímero (púrpura, verde). En la configuración 
inward-facing, la unión de una molécula de sustrato como por ejemplo de estrona-3-sulfato (E3S) tiene lugar en la 
cavidad 1 dentro del TMD. En este estado, los NBD están enfrentados entre sí. En la configuración outward-

facing, la unión de dos moléculas de ATP induce la dimerización de los NBD obligándolos a rotar. Dicha rotación 
se transmite a los TMD mediante el enlace entre NBD y TM1 que empuja todas las hélices-α de TM y, por lo 
tanto, no deja espacio para la unión del sustrato. En el espacio extracelular, ECL3 también rota y abre la cavidad 
2, permitiendo la liberación del sustrato. Adaptada de Eckenstaler y Benndorf (2020).  

Por un lado, en la conformación inward-facing se forma la cavidad 1 revestida por los 

dominios TM2 y TM5a de ambos monómeros, accesible desde el citoplasma y de carácter 

hidrofóbico. En este estado, los NBD están enfrentados entre sí (Figura 4). Existen unos residuos 

de leucina (L554 y L555) que separan esta cavidad 1 de otra más pequeña e hidrofílica, la cavidad 

2. Esta cavidad 2 está ubicada debajo del ECL3 y es inaccesible para el sustrato en la 
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configuración inward-facing. La cavidad 2 conforma el sitio de expulsión de los sustratos ABCG2 y 

promueve la liberación del sustrato hacia el lado extracelular (Taylor et al., 2017; Eckenstaler y 

Benndorf, 2020). 

El mecanismo de transporte propuesto consiste en la entrada del sustrato desde el 

citoplasma a la cavidad 1 (Figura 5A), quedando atrapado en la cavidad 1 en configuración inward-

facing (Figura 5B). La unión de dos moléculas de ATP a los NBDs permite tanto su dimerización 

como su rotación (Figura 5C). Debido a la unión entre el NBD y el TMD a través de la hélice de 

conexión o TM1a, la rotación del NBD se transmite al resto de TM y al ECL3, permitiendo el cierre 

de la cavidad 1 y la apertura de la cavidad 2, así como provocando el cambio de conformación del 

transportador a configuración outward-facing (Figura 5D). Dicho cambio provoca el cierra del lado 

intracelular del trasportador y que el sustrato puede moverse desde la cavidad 1 a la cavidad 2 

donde es liberado hacia el espacio extracelular (Figura 5E). Finalmente, la hidrólisis de ATP se 

produce tras la liberación del sustrato y proporciona la energía para restaurar la conformación 

inward-facing del transportador (Figura 5F) (Taylor et al., 2017; Manolaridis et al., 2018; 

Eckenstaler y Benndorf, 2020).  

Con el fin de analizar en profundidad los cambios conformacionales durante el proceso de 

transporte, Manolaridis et al. (2018) planteó un estudio donde se expresó la mutación E211Q de 

ABCG2, la cual reduce la actividad catalítica y por tanto la hidrólisis de ATP. En dicho estudio se 

observó que la unión del sustrato está coordinada principalmente por las cadenas laterales de los 

residuos N436 y F439. Asimismo, la unión del sustrato impulsó la hidrólisis de ATP en el caso del 

ABCG2 no mutado; ratificando así que la unión del sustrato se produce antes de la unión del ATP. 

En relación con esta unión del sustrato y a la hidrólisis de ATP, el modelo de Kapoor et al. (2018) 
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propuso también que el sustrato se puede unir a tres sitios distintos durante el proceso de 

transporte: el sitio de acceso (entre los TM2, 3 y 6), el sitio de unión (correspondiente a la cavidad 

1) y el sitio de extrusión (correspondiente a la cavidad 2). La interacción del sustrato con el 

transportador ocurre inicialmente en el sitio de acceso donde se localiza el residuo R482, el cual 

podría estar involucrado en la definición de la selectividad de sustrato de ABCG2 (Eckenstaler y 

Benndorf, 2020).  

 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura  5. Esquema del mecanismo de transporte de ABCG2. A) En la conformación inward-facing, 
los NBDs se encuentran enfrentados entre sí y los TMDs forman una gran cavidad accesible (cavidad 1 abierta) 
y una pequeña cavidad inaccesibles (cavidad 2 cerrada), separadas por los residuos de leucina. B) Los sustratos 
entran desde el citoplasma y se unen a los residuos hidrofóbicos de la cavidad 1. C) La unión de ATP induce una 
dimerización de ambos NBDs dando lugar a un cambio conformacional de inward-facing a outward-facing. D) El 
cierre de los NBDs obliga al sustrato a moverse hacia la cavidad 2, que ahora está abierta debido a la flexión del 
ECL3. E) Los aminoácidos menos hidrofóbicos en la cavidad 2 ayudan a liberar los sustratos al espacio 
extracelular. F) La hidrólisis de ATP restaura el estado inward-facing del transportador. Adaptada de Eckenstaler 
y Benndorf (2020).  
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Finalmente, los modelos propuestos por Khunweeraphong et al. (2017, 2019) detallaron 

algunos aspectos más del proceso de transporte. ABCG2 funcionaría como una bomba en la cual 

la translocación de los sustratos de la cavidad central a la superior es provocada por un 

movimiento de compresión. Se observó que los residuos que se localizan en el NBD, el ICL1 y la 

hélice codo o de conexión (TM1a) son residuos clave para la estructura dinámica de ABCG2, como 

el residuo E451 del ICL1. Asimismo, se sugiere que el ICL1 funciona como un resorte que permite 

que el sustrato se introduzca en la cavidad central. En este modelo, la translocación del sustrato 

estaría controlada por dos barreras; por un lado, por una válvula formada por los residuos de 

leucina (L554 y L555) que separa la cavidad central de la cavidad superior. Dicha válvula crea un 

sello hidrofóbico en la parte superior de la cavidad central que evita el flujo entre ambas cavidades 

en la conformación inward-facing. Por el contrario, el cambio de conformación a outward-facing 

debilita el sello hidrofóbico de la válvula y permite que la presión peristáltica empuje los sustratos 

hacia la cavidad superior. Dicha presión es provocada por la compresión de la cavidad central, lo 

que requiere del reconocimiento del sustrato, la unión de ATP y la dimerización de NBD (Figura 6). 

Por otro lado, la segunda barrera es una arquitectura similar a un techo formado principalmente por 

el ELC3 la cual se localiza en el lado extracelular de la cavidad superior. La apertura de dicho 

techo, promovida por la presión peristáltica, permite la salida del sustrato hacia el exterior y 

depende también de la interacción entre ICL1 con la hélice codo (Figura 6). 

Los estudios estructurales han permitido observar que el transportador es capaz de 

interactuar mayoritariamente con moléculas de naturaleza plana, policíclica y anfipática (Wright 

et al., 2018), aunque no todos los sustratos del transportador reúnen estas características. De igual 
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modo, estos estudios han permitido mostrar diferencias entre la unión de sustratos e inhibidores 

con el transportador (Jackson et al., 2018; Kowal et al., 2021; Yu et al., 2021).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura  6. Modelo del ciclo de transporte ABCG2 propuesto por Khunweeraphong (2019). La 
válvula de leucina (triángulo rojo) y el techo formado por el ECL3 (violeta) desempeñan un papel fundamental en 
la translocación del sustrato (rojo) desde la cavidad central (gota de agua azul claro) a la cavidad superior (óvalo 
azul claro). Se representan la hélice codo (rosa), las partes distales de TM2 y TM3 (amarillo) y el ICL1 (naranja) 
las cuales son esenciales para la interacción entre NBD (verde) y el TMD (gris), ya que transmiten el cambio 
conformacional, representado por flechas negras. Las flechas rojas indican las direcciones de las 
translocaciones de sustrato o de ATP. Adaptada de Khunweeraphong et al. (2019).  

En el caso del modelo propuesto por Kapoor et al. (2018), se sugiere que los sustratos del 

transportador entran en la cavidad 1 a través del sitio de acceso, un paso esencial ya que produce 

la fuerza necesaria para la apertura del tapón de leucina y el paso a la cavidad 2. Sin embargo, los 

inhibidores se unirían directamente a la cavidad 1 no logrando la fuerza necesaria para 

transportarse, inhibiendo la hidrólisis de ATP, así como el transporte de sustratos. Este sitio de 

acceso tendría un carácter más hidrofóbico, de manera que aquellas moléculas más hidrofílicas 
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podrían interaccionar con el transportador por medio de otras superficies de acceso de sustrato, en 

localizaciones diferentes de los TMDs. Por consiguiente, la posible existencia de un sitio de unión a 

múltiples compuestos en la cavidad 1 se propone como hipótesis para la gran variedad de 

moléculas que interaccionan con el transportador (Jackson et al., 2018).  

Por ello, aunque los avances en términos de estructura y mecanismo han sido relevantes 

en los últimos años, los estudios en presencia de sustratos o inhibidores del transportador en las 

diferentes etapas del proceso de transporte siguen siendo una línea de investigación relevante, ya 

que permitiría refinar los modelos y conocer en profundidad el mecanismo de interacción de las 

moléculas con el transportador.  

B. Sustratos e inhibidores 

Una de las principales características de ABCG2 es su capacidad para interaccionar con un 

amplio espectro de compuestos de distinta naturaleza como por ejemplo diversos tipos de 

fármacos como antitumorales, antibióticos y antivirales, compuestos naturales o presentes en la 

dieta, compuestos endógenos y productos tóxicos, entre otros (Tabla 1). 

Las propiedades fisicoquímicas de los compuestos, como la hidrofobicidad, polaridad y carga 

eléctrica, son esenciales para determinar la interacción con ABGC2. De ese modo, se ha 

observado que los compuestos capaces de activar al transportador y actuar como sustratos suelen 

ser compuestos hidrofílicos, con alta carga iónica, polares y bajo coeficiente de reparto lípido/agua 

(Egido et al., 2015). Los compuestos conjugados procedentes de la fase II del metabolismo como 

conjugados de sulfato y glucurónico comparten estas características, siendo transportados por 

ABCG2 (Mo y Zhang, 2012). 
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Tabla 1. Algunos sustratos e inhibidores de ABCG2. 

(Polgar et al., 2008; Merino et al., 2009; Robey et al., 2009; Barrera et al., 2012; Mo y Zhang, 2012; 
González-Lobato et al., 2014; Mao y Unadkat, 2015; Mahnke et al., 2016; Safar et al., 2019; García-Mateos 
et al., 2019; Garcia-Lino et al., 2021a; Zattoni et al., 2022).  

 

SUSTRATOS 

Agentes antineoplásicos Topotecan, doxorrubicina, mitoxantrona 

Antimicrobianos 
Ciprofloxacino, danofloxacino, nitrofurantoína, marbofloxacino, 
orbifloxacino, sarafloxacino, difloxacino, enrofloxacino, norfloxacino, 
ofloxacino, eritromicina 

Antiparasitarios Albendazol sulfóxido, moxidectina, oxfendazol, monepantel sulfona 

Antivirales Abacavir, lamivudina, zidovudina 
Compuestos naturales  
o presentes en la dieta Fitoestrógenos, riboflavina, ácido fólico, vitamina K3, glutatión 

Compuestos endógenos Ácido úrico, 17-β estradiol, estrona 3-sulfato 

Contaminantes o toxinas Aflatoxina B1, PhIP, ocratoxina A 

Inhibidores de la tirosin-quinasa Imatinib, gefitinib 
Otros fármacos Diclofenaco, flunixin, sulfasalazina, metotrexato 

 
INHIBIDORES 

Antifúngicos Ketoconazol, itraconazol 

Antiparasitarios Ivermectina, doramectina, selamectina, triclabendazol, eprinomectina 

Antivirales Ritonavir, saquinavir, nelfinavir 

Compuestos de la dieta Curcumina, genisteína, quercetina, apigenina 

Inhibidores de la tirosin-quinasa Erlotinib, nilotinib, lapatinib, imatinib 

Inhibidores específicos Fumitremorgina C, Ko143, Ko134 
Inmunosupresores Ciclosporina A 

Otros fármacos Tamoxifeno, pantoprazole, omeprazole 
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Además de la hidrofobicidad, la unión del sustrato con el transportador ABCG2 aumenta 

con el número de aceptores de enlaces de hidrógeno (HBA) presentes en los compuestos, como 

por ejemplo, con grupos éter, grupos carbonilo, grupos hidroxilo, aminas terciarias, sulfuros o 

sulfóxidos (Xu et al., 2015). Cabe destacar que muchos de los sustratos descritos para ABCG2 

también pueden serlo de otros transportadores ABC como P-gp como el metotrexato, el topotecan 

o la doxorrubicina, reforzando así el papel fundamental de estos transportadores en la protección 

frente a compuestos tóxicos y en la disponibilidad de sus sustratos (van Herwaarden y Schinkel, 

2006; Ni et al., 2010). Por último, mediante los estudios de ultraestructura de alta resolución se ha 

podido observar que los sustratos como el topotecan o la MXR se unen a la cavidad central o 1, 

concretamente, debajo del tapón o residuos de leucina, entre TM hélices 1b, 2 y 5 (Figura 7A y B) 

(Kowal et al., 2021). 

Por otro lado, los compuestos inhibidores de ABCG2 se han caracterizado por ser 

moléculas con carácter lipofílico o hidrófobo, de carga iónica baja o neutra y elevado coeficiente de 

reparto lípido/agua (Egido et al., 2015).  

El primer inhibidor específico descrito de ABCG2 fue la fumitremorgina C (FTC) que es una 

micotoxina aislada de Aspergillus fumigatus. Sin embargo, su desarrollo clínico no fue posible 

debido a su neurotoxicidad. No obstante, se comenzaron a desarrollar y sintetizar análogos de 

dicho compuesto como el Ko143, ampliamente utilizado como inhibidor de ABCG2 y con menos 

toxicidad (Rabindran et al., 2000; Allen et al., 2002). El Ko143 también ha sido descrito como 

inhibidor de P-gp, pero en concentraciones más altas (Weidner et al., 2015). De igual modo, 

algunos de los inhibidores descritos para P-gp también son inhibidores de ABCG2 como el 

elacridar o el tariquidar (Polgar et al., 2008). 
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Figura  7. Interacción de compuestos sustratos e inhibidores con ABCG2. A) Corte vertical de una 
representación de superficie de ABCG2 con el sustrato topotecan unido (azul). B) Cavidad 1 vista desde el 
citoplasma, con los NBD de ABCG2 eliminados. Se han indicado las hélices TM 1b, 2 y 5a. C) Corte vertical de 
una representación de superficie de ABCG2 con el inhibidor derivado del Ko143 (MZ29) unido (verde). D) 
Cavidad vista desde el citoplasma con los NBD eliminados. Adaptada de Kowal et al. (2021)  y Jackson et al. 
(2018).  

Se han descrito dos clases de inhibidores: los inhibidores dinámicos, los cuales pueden 

inhibir la actividad de ABCG2, así como inducir su degradación y los inhibidores estáticos, como la 

FTC, que solo inhiben la función de ABCG2 (Mo y Zhang, 2012). Asimismo, los inhibidores pueden 

presentar dos mecanismos de acción; por un lado, un mecanismo de inhibición selectivo o general, 

bloqueando la actividad ATPasa del transportador, como la FTC o el Ko143 y, por otro lado, un 

mecanismo de inhibición competitivo o dependiente de sustratos, debido a la existencia de 
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sustratos de ABCG2 que también son inhibidores. En este último caso, el inhibidor puede 

interactuar con ABCG2, o bien en los sitios de unión de una clase de sustratos pero no en otros, y, 

por lo tanto, solo inhibe la salida de unos sustratos en concreto; o bien en los sitios alostéricos para 

inducir cambios conformacionales en el sitio de unión, y por consiguiente, afecta al transporte de 

ciertos sustratos (Mao y Unadkat, 2015; Basseville et al., 2016). Un ejemplo de este caso es el 

lignano enterolactona el cual fue descrito como un sustrato del transportador ABCG2 (Miguel et al., 

2014), aunque también puede actuar como inhibidor competitivo de otros sustratos de ABCG2, 

como el antimicrobiano danofloxacino (Otero et al., 2018). Estos mecanismos respaldan la 

hipótesis de que los sustratos interaccionan en múltiples sitios de unión con ABCG2.  

Finalmente, los estudios estructurales de alta resolución de las proteínas también han 

facilitado el conocimiento acerca del modo de inhibición, mediante la utilización de inhibidores de 

ABGC2. El estudio de Jackson et al. (2018) ha permitido conocer el sitio de interacción de 

compuestos derivados del Ko143 (MZ29) o el tariquidar (MB136) con el transportador ABCG2 

(Figura 7C y D). Ambos compuestos se unen a la cavidad central o 1 en la configuración inward-

facing, bloqueando el sitio de unión del sustrato, evitando los cambios conformacionales 

necesarios para la hidrólisis de ATP y, por lo tanto, inhibiendo la translocación del sustrato. Dicho 

estudio sugiere que tanto los residuos F431 como L555 son parte de una región de unión de 

inhibidores. A la vista de estos hallazgos, se sugiere que los sitios de unión de sustratos e 

inhibidores de ABCG2 se suelen superponer, sin embargo, los inhibidores tienden a ocupar un 

mayor espacio en dicha cavidad en comparación con los sustratos (Kowal et al., 2021). 
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C. Distribución y funciones  

ABCG2 se expresa en la membrana apical de células de diversos tejidos y órganos, 

actuando como una bomba que expulsa compuestos, tanto exógenos como endógenos, fuera de la 

célula (Figura 8). Debido a su patrón de distribución, así como a su capacidad de interaccionar con 

un amplio rango de compuestos de diversa naturaleza, ABCG2 desempeña funciones fisiológicas 

esenciales en el organismo. Por un lado, mantiene la homeostasis de moléculas endógenas, así 

como actúa de barrera protectora frente a compuestos tóxicos. Por otro lado, ABCG2 está 

implicado en los procesos de absorción, distribución y eliminación de fármacos, por lo que, afecta a 

la biodisponibilidad y la eficacia terapéutica de los mismos (Vlaming et al., 2009; Basseville et al., 

2016; Kukal et al., 2021).  

En primer lugar, ABCG2 se localiza en tejidos u órganos relevantes a nivel farmacológico 

como son el tracto gastrointestinal, el hígado y el riñón. Concretamente, ABCG2 se expresa en la 

membrana apical de los enterocitos, principalmente en el duodeno, limitando la absorción oral de 

sus sustratos y promoviendo su eliminación vía intestinal. Se ha observado que la ausencia de 

ABCG2 en modelos de ratones knockout causa una mejora en biodisponibilidad de sus sustratos 

como el topotecan (Jonker et al., 2002), la sulfasalazina (Zaher et al., 2006) o la nitrofurantoína 

(Merino et al., 2005b).  
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Figura  8. Localización del transportador ABCG2 en el organismo. El transportador se representa 
con el recuadro naranja y las flechas negras representan la dirección hacia la que son transportados los 
diferentes sustratos.  
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Asimismo, se localiza en la membrana apical de los canalículos biliares en los hepatocitos y 

de las células renales que forman parte de los túbulos proximales del riñón, lo que sugiere que el 

transportador participa en los procesos de eliminación tanto de compuestos endógenos como 

fármacos o compuestos tóxicos (Basseville et al., 2016). Diversos estudios han demostrado esta 

participación de ABCG2 en los procesos de excreción biliar de ciertos fármacos como la 

nitrofurantoína (Merino et al., 2005b) y algunas fluoroquinolonas (Ando et al., 2007), observando 

que dicha eliminación disminuye en los ratones Abcg2-/- en comparación con ratones wild-type. De 

igual modo, la eliminación por vía renal de compuestos como el benzotiazol conjugado con sulfato 

(E3040) y metabolitos de la edaravona es inferior en los ratones Abcg2-/- (Mizuno et al., 2004, 

2007). 

El transportador ABCG2 también está involucrado en el proceso de distribución de los 

fármacos. Por ello y como se ha mencionado anteriormente, se localiza en las principales barreras 

protectoras como son: la hematoplacentaria, la hematotesticular y la hematoencefálica. En el caso 

de la placenta, ABCG2 se expresa en la membrana apical de los sincitiotrofoblastos, los cuales 

forman la barrera principal entre la madre y el feto permitiendo el paso de nutrientes y protegiendo 

al feto de compuestos tóxicos que estén en la circulación materna. Así pues, se ha sugerido que 

ABCG2 puede estar involucrado en la regulación de la síntesis de estrógenos en la placenta al 

modular las concentraciones fetales de moléculas precursoras como el sulfato de 

dehidroepiandrosterona (DHEAS) y metabolitos como la E3S, ambos descritos como sustratos del 

transportador (Grube et al., 2007; Mao, 2008).  Asimismo, se ha observado que ABCG2 participa 

en el transporte de ácidos biliares en la placenta (Blazquez et al., 2012). Estudios en ratones 

knockout para Abcg2 mostraron que compuestos como el topotecan, la nitrofurantoína, la 
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genisteína y la gliburida presentaron un ratio plasma fetal/plasma materno superior en comparación 

con los wild-type (Vlaming et al., 2009). Asimismo, se ha observado que la expresión de ABCG2 es 

diferente durante el proceso gestacional, alcanzando su expresión máxima a mitad de gestación y 

posteriormente disminuyendo ligeramente (Fetsch et al., 2006; Mao, 2008). 

En relación con la barrera hematotesticular, ABCG2 se localiza en la membrana apical de 

las células mioides que rodean los túbulos seminíferos, en las células de Sertoli y Leydig, así como 

en las células endoteliales de los capilares sanguíneos. Dichas localizaciones muestran de nuevo 

el papel protector de ABCG2 ya que transporta compuestos potencialmente tóxicos fuera de los 

túbulos seminíferos, reduciendo la exposición a dichos compuestos y protegiendo a las células 

germinales (Fetsch et al., 2006). Un ejemplo son los fármacos dantroleno y prazosina, cuyos 

niveles fueron superiores en los testículos en ratones Abcg2-/- en comparación con los ratones wild-

type (Enokizono et al., 2008).  

ABCG2 también se expresa en las células endoteliales luminales de los capilares 

cerebrales formando parte de la barrera hematoencefálica, limitando el paso de sustancias tóxicas 

al sistema nervioso central (Basseville et al., 2016). Así, la efectividad de algunos tratamientos 

dirigidos al sistema nervioso central puede verse afectada como consecuencia de la presencia de 

ABCG2. Igualmente, ABCG2 participa en el transporte de sustratos endógenos como el péptido β-

amiloide, cuya acumulación es característica en la enfermedad de Alzheimer (Do et al., 2012). En 

este sentido, ABCG2 también está involucrado en el transporte de otras moléculas endógenas 

como son las porfirinas, las cuales se acumulan en los ratones Abcg2-/- causando fotosensibilidad 

(Jonker et al., 2002) o el ácido úrico, cuya alteración del transporte está asociada al trastorno de la 

gota (Woodward et al., 2009). Asimismo, se ha descrito la presencia de ABCG2 en la membrana 
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plasmática de los glóbulos rojos, desempeñando un papel importante en la prevención de la 

acumulación de protoporfirina IX (Zhou et al., 2005). 

Además, la presencia de ABCG2 se ha descrito en una amplia variedad de células madre 

incluidas las de origen hematopoyético, sugiriendo un papel protector contra compuestos 

citotóxicos. Su expresión se ve reducida a medida que se produce la diferenciación celular (Liu, 

2019). Debido a dicha expresión en las células madre, estas son capaces de transportar colorantes 

fluorescentes como la rodamina 123 o el Hoechst 33342, permitiendo identificar y aislar una 

pequeña fracción de células de la médula ósea denominadas side population (SP) la cual está 

compuesta principalmente por células madre hematopoyéticas, de manera que se ha observado 

una reducción en el número de células SP en los ratones Abcg2-/- (Zhou et al., 2002; van 

Herwaarden y Schinkel, 2006). 

En menor medida se ha descrito la expresión de ABCG2 en otros órganos o tejidos como el 

pulmón (neumocitos alveolares), la próstata, las glándulas sebáceas, el epitelio de transición de la 

vejiga, el útero (células endocervicales), el páncreas (islotes pancreáticos y células acinares), el 

corazón y la retina (capilares retinianos), entre otros (Fetsch et al., 2006; Higashikuni et al., 2010; 

Mealey, 2013; Basseville et al., 2016). 

El transportador también está involucrado en el desarrollo de resistencias a fármacos 

antitumorales y por lo tanto es responsable de un peor pronóstico en el cáncer. Dicha resistencia 

se asocia al aumento en la expresión del transportador ABCG2 en las células tumorales que limita 

la acumulación intracelular de los agentes antitumorales descritos como sustratos del mismo, 

causando el fracaso del tratamiento (Chen et al., 2016; Wang et al., 2021). Dicha expresión de 

ABCG2 puede verse incrementada en células cancerosas tras el tratamiento con antitumorales ya 
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sean estos sustratos o no de ABCG2 (Sarkadi et al., 2020). Si bien es difícil conocer con precisión 

los mecanismos por los cuales estos agentes citotóxicos inducen la expresión de ABCG2, se 

sugiere que tanto el estrés celular como la liberación de especies reactivas de oxígeno pueden 

asociarse a dicha inducción (Kovacsics et al., 2020). Asimismo, su expresión en células tumorales 

puede aumentar debido a respuestas hormonales (Sarkadi et al., 2020). Así pues, se ha observado 

que los estrógenos inducen la expresión de ABCG2 en cáncer de mama (Chang et al., 2017). La 

expresión de ABCG2 en leucemias humanas y tumores sólidos ha sido demostrada en diversos 

estudios (Austin Doyle y Ross, 2003; Benderra et al., 2004; Liu, 2019). Recientemente, también se 

ha relacionado los ARN no codificantes (ncRNA) con la resistencia a los antitumorales mediada por 

transportadores ABC ya que están involucrados en la regulación de la expresión de los mismos 

(Wang et al., 2021). Con respecto a ABCG2, se ha observado que ciertos tipos de ncRNA están 

vinculados al desarrollo de resistencias a antitumorales en algunos tipos de cáncer, como el cáncer 

de mama, de hígado o la leucemia, debido a que aumentan la expresión de ABCG2 (Kaehler et al., 

2017; Xie et al., 2018; Wang et al., 2021).  

Como consecuencia del papel de ABCG2 en el desarrollo de resistencias, una de las 

estrategias postuladas para combatir este fenómeno es la utilización de inhibidores del 

transportador que impidan la salida de los fármacos antitumorales y por lo tanto, que potencien su 

efecto y mejoren el tratamiento de los cánceres (Zattoni et al., 2022). Un ejemplo es el elacridar, un 

inhibidor del transportador, el cual mejora la disponibilidad de fármacos citotóxicos como el 

topotecan en modelos preclínicos (Breedveld et al., 2006). Resultados similares se obtuvieron para 

el venetoclax, un inhibidor potente y selectivo de Bcl-2 (proteína de linfoma de células B), aprobado 

para el tratamiento de pacientes con leucemia linfocítica crónico, y el cual aumenta la acumulación 
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intracelular de MXR (Catalano et al., 2022). Finalmente, y en vista de la participación de los ncRNA 

en la resistencia a antitumorales, estos se han convertido en un foco de interés como estrategia 

terapéutica contra la quimioresistencia que busca obtener células cancerosas más susceptibles a 

los tratamientos. Un caso que ejemplifica esto es el estudio de Wang et al. (2014) donde se mostró 

como la isoliquiritigenina, un flavonoide natural aislado de la raíz de regaliz, inhibe la expresión de 

un ncRNA especifico (microRNA-25), causando la disminución de la expresión de ABCG2 y, por 

tanto, aumentando la acumulación del antitumoral epirrubicina en células tumorales de cáncer de 

mama.  

Actualmente, se han descrito aproximadamente 80 single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) para el gen que codifica el transportador ABCG2 en la especie humana. Uno de los más 

estudiados por su relevancia clínica es el Q141K, un SNP caracterizado por la sustitución de una 

glutamina por una lisina en la posición 141 (Hira y Terada, 2018). Dicho SNP provoca una 

alteración en el plegamiento de la proteína, causando tanto una disminución en los niveles de 

expresión del transportador como una reducción en su actividad (Taylor et al., 2017; Heyes et al., 

2018). Así pues, se le conoce como un polimorfismo de pérdida de función. En relación con su 

incidencia étnica, la población asiática presenta la más elevada, entorno al 30%, mientras que la 

incidencia en la población caucásica y afroamericana es de un 5 a un 10% (Mao y Unadkat, 2015; 

Heyes et al., 2018). Con respecto a su relevancia clínica, el SNP se asocia con un incremento en 

las concentraciones plasmáticas de diversos sustratos de ABCG2 debido a una disminución en su 

aclaramiento (Heyes et al., 2018). Así pues, la presencia del polimorfismo se relaciona con altos 

niveles de ácido úrico en sangre (hiperuricemia), lo que aumenta el riesgo de padecer gota 

(Cleophas et al., 2017; Sarkadi et al., 2020). Asimismo, se ha observado que en mujeres lactantes 
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hipertensas que portan el polimorfismo, las concentraciones de nifedipina en leche son más 

elevadas que en las mujeres no portadoras (Malfará et al., 2019). Además de su efecto sobre la 

farmacocinética, el polimorfismo también puede modular la eficacia de los fármacos antitumorales, 

asociándose con un bajo nivel de resistencias. Así pues, se ha observado que la presencia del 

polimorfismo Q141K mejora la supervivencia en pacientes con tumores gastrointestinal debido a 

una mayor retención intracelular del imatinib (Koo et al., 2015), así como en pacientes con cáncer 

de mama los cuales responden mejor a los fármacos antitumorales (Ghafouri et al., 2016). No 

obstante, la presencia del polimorfismo puede contribuir al aumento de la toxicidad de los 

antitumorales. El estudio de Low et al. (2016) mostró que la presencia de dicho polimorfismo se 

asocia al aumento de trombocitopenia inducida por sunitinib en pacientes con carcinoma avanzado 

de células renales.  

Otro de los polimorfismos más comunes de ABCG2 es el V12M, caracterizado por la 

sustitución de una valina por una metionina y cuya frecuencia también es mayor en la población 

asiática. Este SNP afecta a la inserción del transportador en la membrana plasmática causando, de 

nuevo, una reducción en su expresión (Heyes et al., 2018).  

D. Expresión en glándula mamaria 

El transportador ABCG2 se expresa en la membrana apical del epitelio alveolar de la 

glándula mamaria durante el periodo de lactación (Figura 9). Esta inducción de la expresión de 

ABCG2 en lactación se ha descrito tanto en ratones y humanos como en diferentes especies de 

producción lechera: vacuno, ovino y caprino (Jonker et al., 2005; Pulido et al., 2006; Wu et al., 

2008). En concreto, se han reportado diferencias significativas en la expresión de ABCG2 entre 
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especies rumiantes en lactación y no lactantes, observando un aumento en la expresión casi 10 

veces superior en vacas y ovejas y 20 veces superior en cabras (Lindner et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  9. Expresión de ABCG2 en la glándula mamaria. Diferencias en la expresión de ABCG2 en 
glándula mamaria en hembras no lactantes y lactantes de diferentes especies como el ratón, la vaca y la especie 
humana, observadas mediante técnicas inmunohistoquímicas (ampliación x100) (Jonker et al., 2005).  

Cabe destacar que no se observó inducción de la expresión de otros transportadores ABC 

como por ejemplo P-gp, ABCC2 o ABCC4 durante el periodo de lactación en ratones y ratas, 

sugiriendo que ABCG2 es el único transportador de la familia ABC involucrado en la secreción 
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activa de compuestos a la leche (van Herwaarden y Schinkel, 2006; Wang et al., 2008; Garcia-Lino 

et al., 2019). 

Como consecuencia de su expresión en glándula mamaria, los sustratos de ABCG2 que se 

encuentren en la circulación materna pueden ser transferidos a la leche, exponiendo a los lactantes 

y los consumidores de productos lácteos a diversos xenobióticos. Por un lado, el transportador está 

involucrado en el transporte de vitaminas a leche como la vitamina B2 o riboflavina y vitamina H o 

biotina (van Herwaarden et al., 2007), de modo que la concentración de estas vitaminas en la leche 

de los ratones wild-type es mayor que en los ratones knockout para Abcg2. A pesar de la 

disminución de los niveles de algunas vitaminas en leche en ratones Abcg2-/-, no se observaron 

anomalías o deficiencias en las crías alimentadas con esa leche, lo que sugiere la posibilidad de 

otros mecanismos de secreción de nutrientes a la leche. En el caso de la riboflavina, el mecanismo 

compensatorio se relaciona con la obtención de riboflavina en las crías a través de uno de sus 

precursores, el flavín adenín dinucleótido (FAD). Asimismo, en este estudio también se demostró in 

vitro la interacción entre la riboflavina y el ABCG2 humano, por lo que este transportador podría 

tener un papel en la transferencia de riboflavina de la madre al recién nacido en humanos (van 

Herwaarden et al., 2007). Además, ABCG2 también participa en la secreción activa de compuestos 

naturales presentes en la dieta como la enterolactona y el enterodiol, productos derivados del 

metabolismo microbiano de los lignanos los cuales presentan actividad estrogénica y antioxidante 

(Miguel et al., 2014; García-Mateos et al., 2017).   

Por otra parte, no se puede obviar que la secreción de compuestos a la leche mediada por 

ABCG2 puede resultar en una contaminación indeseable de la misma. La presencia de residuos 

farmacológicos en leche se asocia a posibles efectos perjudiciales tanto para los lactantes, como 
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para los consumidores de productos lácteos en el caso de la ganadería. Estudios previos han 

demostrado la participación de la proteína ABCG2 en el paso a leche de diversos fármacos como 

el topotecan, la cimetidina (Jonker et al., 2005), la nitrofurantoína (Merino et al., 2005b), el 

ciprofloxacino (Merino et al., 2006), la moxidectina (Pérez et al., 2009a), el danofloxacino (Real 

et al., 2011a) y el flunixin (García-Mateos et al., 2019). Asimismo, ABCG2 está involucrado en el 

paso a leche de compuestos carcinógenos como las aminas heterocíclicas PhIP, IQ y Trp-P-1 y la 

aflatoxina B1 (Jonker et al., 2005; van Herwaarden et al., 2006). La presencia de estos residuos en 

la leche constituye un problema de salud pública para los consumidores debido a la posibilidad de 

desarrollar resistencias, carcinogenicidad, hipersensibilidad o alteraciones en la microbiota 

intestinal (Rana et al., 2019). 

Aun cuando todos estos estudios demuestran la participación del transportador en la 

secreción activa de diversos compuestos a leche, la explicación de su inducción en glándula 

mamaria durante el periodo de lactación sigue siendo una paradoja para la cual se plantean y se 

debaten diversas hipótesis. Por un lado, se sugiere que ABCG2 se induciría tanto para favorecer el 

paso de nutrientes a la leche como para transportar pequeñas cantidades de alérgenos y 

sustancias tóxicas a fin de sensibilizar e inmunizar a las crías y reducir el desarrollo de alergias en 

su vida adulta (Vlaming et al., 2009). Por otro lado, y en relación con la aparición de fármacos o sus 

metabolitos en leche, cabría pensar que se trata de un efecto colateral a su administración y 

asociado al amplio rango de compuestos que pueden ser transportados por la proteína.  

En relación con los polimorfismos y su efecto sobre el paso de compuestos a leche, cabe 

destacar que se ha descrito un SNP no sinónimo de ABCG2 en ganado bovino, el Y581S, que se 

caracteriza por la sustitución de tirosina por serina en posición 581 y se detectó por primera vez en 
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poblaciones de vacas lecheras Holstein (Cohen-Zinder et al., 2005). En concreto, las razas que 

presentan una mayor frecuencia de este polimorfismo son la Holstein Israelí (20%) y la Holstein 

americana (5%) (Ron et al., 2006). La presencia del polimorfismo en los animales provoca una 

disminución en la producción de leche, pero un incremento en el contenido en grasa y proteína 

presentes en la misma (Cohen-Zinder et al., 2005). Asimismo, diversos estudios han evaluado las 

implicaciones del polimorfismo en el transporte de algunos compuestos, demostrando que la 

variante bovina polimórfica presenta una mayor capacidad de transportar sustratos en comparación 

con la variante wild-type, y por lo tanto, este polimorfismo es de ganancia de función (Merino et al., 

2009; Real et al., 2011b). En concreto, estos resultados se han observado en algunos antibióticos 

como la nitrofurantoína, el danofloxacino, el enrofloxacino, el difloxacino o el marbofloxacino, en 

compuestos endógenos como la riboflavina y la quinurenina o en antinflamatorios como el flunixin 

(Real et al., 2011b; González-Lobato et al., 2014; Otero et al., 2016b; García-Mateos et al., 2019; 

Garcia-Lino et al., 2021b).  

Por todo ello, la administración de medicamentos veterinarios está estrictamente regulada 

por autoridades institucionales como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) o la 

Agencia Americana de Alimentos y Fármacos (FDA). Con el fin de evitar el riesgo de exposición a 

los residuos de fármacos en productos de origen animal destinados a consumo como la leche, se 

establecen los límites máximos de residuos (LMRs), los cuales se recogen en el Reglamento (UE) 

Nº 37/2010 (The European Commission, 2010). Dicho reglamento también recoge la lista de 

sustancias prohibidas para su uso en animales de producción. Además de los LMRs, se establece 

el periodo de espera o de retiro el cual se define como el intervalo de tiempo desde la última 

administración de un fármaco hasta el momento en que se pueden obtener alimentos, derivados de 
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dichos animales tratados, seguros para el consumo; es decir, cuando los niveles del producto 

administrado no excedan los LMRs (Daeseleire et al., 2017). Aunque, los periodos de retiro son 

establecidos por las autoridades reguladoras, su cumplimiento es responsabilidad de los 

veterinarios y ganaderos.  

E. Modelos animales para el estudio de ABCG2 

Tal y como se ha expuesto brevemente en el apartado anterior, el papel del transportador 

en la protección de las principales barreras del organismo, así como en la absorción y eliminación 

de compuestos exógenos y endógenos ha podido ser caracterizado gracias a la utilización de 

modelos animales de ratones y ratas knockout para dicho transportador. Cuando se generaron los 

ratones Abcg2-/-, mostraron una sorprendente falta de fenotipo característico. De hecho, son 

ratones fértiles, con esperanza de vida y peso corporal similar a los ratones wild-type. No obstante, 

estos ratones presentaban cierta fotosensibilidad (Jonker et al., 2002). Asimismo, el estudio de 

Dankers et al. (2012) corroboró la presencia y localización de Abcg2 en los principales órganos 

utilizando ratones wild-type y Abcg2-/- (Figura 10).  

Este modelo se basa en que los ratones o ratas que carecen de la expresión del 

transportador (Abcg2-/-) presentan una menor capacidad para eliminar los fármacos que son 

sustratos. Asimismo, estos animales generalmente muestran una mayor captación por vía oral de 

fármacos que son también sustratos. Por todo ello, la falta de expresión del transportador se va a 

traducir en alteraciones en la farmacocinética plasmática, ocasionado un aumento en la 

biodisponibilidad y la exposición a los sustratos en los animales knockout (Sissung et al., 2014). La 

ausencia del transportador también puede ocasionar la acumulación en tejidos de compuestos que 

son normalmente expulsados por el transportador. Por ello, en los animales Abcg2-/- se puede 
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observar una acumulación de aquellos compuestos descritos como sustratos en comparación con 

los animales wild-type (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  10. Detección inmunohistoquímica de la expresión de Abcg2 en ratones Abcg2-/- y wild-
type en riñón, cerebro, hígado y testículos (Dankers et al., 2012). 
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Figura  11. Representación esquemática de los diferentes modelos de animales para estudiar la 
interacción con ABCG2. Se indican las posibles alteraciones en los niveles plasmáticos o en leche cuando un 
compuesto es sustrato de ABCG2. 

No obstante, diversos factores pueden influir en los resultados obtenidos como pueden ser 

la cepa, el sexo, las condiciones de alojamiento, la dieta o los mecanismos compensatorios, por lo 

que la extrapolación a otras especies debe considerarse con cautela (Giacomini et al., 2010). En 
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relación con los mecanismos compensatorios, que consisten en la alteración de la expresión de 

otros transportadores o enzimas involucradas en los procesos ADME para compensar la ausencia 

de ABCG2, los modelos knockout para Abcg2 no mostraron cambios relevantes, por lo que son 

perfectamente asumibles los estudios farmacocinéticos en este modelo para evaluar la 

participación del transportador (Zamek-Gliszczynski et al., 2013). Sin embargo, en relación con el 

sexo, se han observado diferencias en la expresión de Abcg2 la cual es mayor en el hígado de los 

ratones macho. Estas diferencias también se han observado en humanos, donde la expresión de 

ABCG2 en hígado es mayor en hombres en comparación con mujeres (Merino et al., 2005a).  

Los estudios con ratones knockouts para Abcg2 han permitido demostrar la participación 

del transportador en la biodisponibilidad oral de fármacos como el topotecan, la sulfasalazina y el 

larotrectinib, los cuales presentaron un área bajo la curva de concentración plasmática (AUC) 6, 

111 y 1,7 veces superior, respectivamente, en los ratones Abcg2-/- en comparación con los ratones 

wild-type (Jonker et al., 2002; Zaher et al., 2006; Wang et al., 2020). Resultados similares se 

observaron en la biodisponibilidad de la nitrofurantoína, el ciprofloxacino (Merino et al., 2005b; 

Merino et al., 2006), el imatinib (Oostendorp et al., 2009) y el afatinib (van Hoppe et al., 2017), 

mostrando el papel relevante de Abcg2 en la biodisponibilidad plasmática de dichos fármacos. 

Además, el aumento en la biodisponibilidad de compuestos naturales como el resveratrol, 

concretamente, su metabolito sulfato y los lignanos como la enterolactona y el enterodiol se ha 

observado también en ratones Abcg2-/- en comparación con los ratones wild-type (Alfaras et al., 

2010; García-Mateos et al., 2017, 2018). Asimismo, la participación del transportador en la 

biodisponibilidad oral de fármacos, como la sulfasalazina, también ha sido observada en modelos 
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de ratas knockouts para Abcg2, donde el valor de AUC plasmático fue 21 veces superior en las 

ratas Abcg2-/- en comparación con las wild-type (Zamek-Gliszczynski et al., 2012). 

No solamente la disponibilidad plasmática se ve afectada en los roedores Abcg2-/-, sino 

también en algunos casos la excreción biliar. Por ejemplo, en los ratones Abcg2-/- se observó una 

reducción en la eliminación de los metabolitos sulfato y glucurónico del acetaminofeno o la 

nitrofurantoína (Merino et al., 2005b; Zamek-Gliszczynski et al., 2006). De igual forma, la excreción 

biliar de sulfasalazina y nitrofurantoína también se vio reducida en ratas Abcg2-/- (Huang et al., 

2012). Asimismo, la participación de Abcg2 en la excreción intestinal directa se observó en ratones 

para la riboflavina. En este caso, los niveles de la riboflavina en el contenido intestinal fueron 

inferiores en los ratones Abcg2-/- en comparación con los ratones wild-type, como consecuencia de 

la ausencia de la proteína exportadora (van Herwaarden et al., 2007). 

La función de ABCG2 en las principales barreras protectoras como la hematoencefálica, 

hematotesticular o la hematoplacentaria han sido determinada también gracias a la utilización de 

modelos de roedores knockouts para Abcg2 (Figura 11). Así, por ejemplo, en los ratones Abcg2-/- 

se han observado concentraciones 2,5, 4,4 y 4,3 veces superiores de imatinib, regorafenib y 

sorafenib en cerebro en comparación con los ratones wild-type (Breedveld et al., 2005; Lagas et al., 

2010b; Kort et al., 2015), mostrando como Abcg2 limita la penetración cerebral de dichos fármacos. 

Además, el estudio llevado a cabo por Enokizono et al. (2008) mostró la acumulación en 

cerebro de ratones Abcg2-/- de compuestos carcinógenos como PhIP y MeIQx, así como de los 

fármacos dantroleno y prazosina. De igual manera, los fitoestrógenos, daidzeína, genisteína y 

cumestrol presentaron concentraciones significativamente superiores en el cerebro de ratones 

Abcg2-/- en comparación con los ratones wild-type (Enokizono et al., 2007). Estas diferencias 
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también fueron observadas en ratones tras la administración de riboflavina, alcanzando niveles 

superiores no solo en cerebro en los ratones Abcg2-/-, sino también en hígado y riñón (van 

Herwaarden et al., 2007). En relación con el modelo de ratas Abcg2-/-, también se ha observado 

una mayor exposición a dantroleno en cerebro de las ratas knockout en comparación con las ratas 

wild-type (Huang et al., 2015). 

De igual modo, diversos estudios mostraron la participación del transportador ABCG2 en la 

barrera hematotesticular, en los cuales el ratio testículo/plasma fue superior en los ratones Abcg2-/- 

de los compuestos PhIP, MeIQx, dantroleno, prazosina, daidzeína, genisteína, cumestrol, erlotinib, 

flavopiridol y MXR en comparación con los ratones wild-type, revelando el papel de Abcg2 en la 

reducción de la exposición de los testículos a compuestos xenobióticos (Enokizono et al., 2007, 

2008; Kodaira et al., 2010).  

En relación con la barrera hematoplacentaria, estudios en ratones knockout para Abcg2 

mostraron que compuestos como el topotecan (Jonker et al., 2002), la nitrofurantoína (Zhang et al., 

2007), la genisteína (Enokizono et al., 2007) y la gliburida (Zhou et al., 2008) presentaron un ratio 

plasma fetal/plasma materno superior en comparación con los wild-type; y por lo tanto, el 

transportador estaría limitando la transferencia estos compuestos de la circulación materna al feto 

y/o eliminando el compuesto ya presente en el feto de regreso a la circulación materna. Resultados 

similares se obtuvieron para los ácidos biliares en ratones Abcg2-/-, donde sus niveles fueron 

superiores en el plasma fetal en contraste con los ratones wild-type (Blazquez et al., 2012). 

Aunque aparentemente la eficacia del tratamiento pueda verse aumentada en estos 

ratones knockouts como consecuencia de una mayor exposición al fármaco, este efecto se ve 

contrarrestado por las posibles toxicidades asociadas al aumento de las concentraciones 
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plasmáticas y tisulares de los fármacos (Sissung et al., 2014). Un ejemplo son los fitoestrógenos, 

ampliamente descritos como sustratos, cuya exposición puede influir en las funciones 

reproductivas reduciendo el contaje de espermatozoides (Vlaming et al., 2009). Asimismo, se ha 

asociado la degeneración de la retina y la ceguera con la exposición a fluoroquinolonas (Mealey, 

2013), la toxicidad cardíaca con la acumulación del donepezilo (Takeuchi et al., 2015), así como la 

neurotoxicidad con el acúmulo en ratones knockout de mesaconitina e hipaconitina, principales 

alcaloides de la planta Aconitum carmichaelii (Li et al., 2020).  

Además, los modelos de ratones Abcg2-/- han sido utilizados para investigar la participación 

del transportador en la secreción activa de sustratos a la leche. Generalmente, la distribución de 

los sustratos a la leche se expresa como el ratio leche/plasma (van Herwaarden y Schinkel, 2006; 

Imperiale y Lanusse, 2021). En este caso, los ratones Abcg2-/- muestran unos niveles en leche, así 

como un ratio leche/plasma inferiores en comparación con los ratones wild-type (Tabla 2 y Figura 

11). Gracias a este modelo, diversos estudios demostraron que ABCG2 está implicado en el 

transporte a la leche de fármacos como el topotecan, la cimetidina (Jonker et al., 2005), la 

nitrofurantoína (Merino et al., 2005b), el ciprofloxacino (Merino et al., 2006), el danofloxacino (Real 

et al., 2011a) o el flunixin (García-Mateos et al., 2019). Además, la participación del transportador 

en la secreción activa a leche también se ha demostrado en compuestos cancerígenos como PhIP, 

IQ, Trp-P-1 y aflatoxina B1 (Jonker et al., 2005; van Herwaarden et al., 2006), así como en 

compuestos endógenos y presentes en la dieta como la riboflavina (van Herwaarden et al., 2007), 

la enterolactona (Miguel et al., 2014), los metabolitos del triptófano, ácido quinurénico, quinurenina, 

ácido antranílico y ácido xanturénico (Garcia-Lino et al., 2021b) o metabolitos de la melatonina 

como la 2‐hidroximelatonina (Álvarez‐Fernández et al., 2023) (Tabla 2). 
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Tabla 2. Secreción activa de compuestos a leche de ratón mediada por Abcg2, expresada como ratio 
leche/plasma (L/P). 

 

Como se menciona anteriormente, la diferencia entre las distintas especies debe tenerse 

en cuenta a la hora de la extrapolación de los datos. Así pues y debido al importante papel que 

juega el transportador en la aparición de residuos farmacológicos en leche, algunos estudios 

utilizan animales vinculados a la producción láctea como vacas y ovejas, los cuales permiten 

caracterizar tanto la interacción del transportador ABCG2 como, en el caso de las vacas Holstein, 

el polimorfismo genético Y581S. Teniendo en cuenta que la actividad de ABCG2 puede variar 

Compuesto 
L/P 

Wild-
type 

L/P 
Abcg2-/- 

Ratio L/P 
Wild-type: 

Abcg2-/- 
Compuesto 

L/P 
Wild-
type 

L/P 
Abcg2-/- 

Ratio L/P 
Wild-type: 

Abcg2-/- 

Topotecan 6,7 0,7 10,1 Aflatoxina B1 0,7 0,2 3,8 

Cimetidina 13,7 2,3 6,0 Riboflavina 10,9 0,5 22 

Nitrofurantoína 45,7 0,6 76,2 Enterolactona 6,4 0,4 16 

Ciprofloxacino 3,1 1,6 1,9 Ac. quinurénico 6,9 1,5 4,6 

Danofloxacino 5,5 3,1 1,7 Quinurenina 0,02 0,01 2 

Flunixin 0,4 0,1 3 Ac. antranílico 0,2 0,1 2 

PhIP 12,8 0,5 28,1 Ac. xanturénico  0,9 0,2 4,4 

IQ 0,9 0,3 3,4 2‐hidroxi- 
melatonina 

3,7 1,7 2,1 

Trp-P-1 1,1 0,4 2,6  
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ampliamente debido al uso intencional o coincidente de fármacos o compuestos de la dieta que 

inhiben ABCG2, así como a polimorfismos genéticos (Barrera et al., 2013; Otero et al., 2016a; 

Otero et al., 2018), estos modelos son utilizados para evaluar las consecuencias de la diferente 

actividad del transportador, principalmente a nivel de disponibilidad plasmática y residuos en leche.  

En primer lugar, los modelos en ganado ovino están enfocados al estudio de la modulación 

de la secreción a leche de sustratos del transportador mediante la utilización de inhibidores del 

mismo (Figura 11). Este tema será tratado con más detalle en el siguiente apartado. Algunos de 

los compuestos exógenos que se ha demostrado que son transportados activamente por ABCG2 a 

la leche ovina incluyen los agentes antimicrobianos nitrofurantoína (Pérez et al., 2009b) y 

enrofloxacino (Pulido et al., 2006). Estos estudios suelen ir precedidos de modelos in vitro en los 

cuales se usan células que sobreexpresan la variante ovina del transportador (González-Lobato 

et al., 2014). 

En relación con el ganado bovino, la investigación se ha centrado en evaluar la 

participación del polimorfismo de ABCG2 Y581S en la secreción a leche de diversos compuestos. 

Varios estudios han observado que la presencia del polimorfismo causa una mayor secreción a 

leche de los sustratos del transportador como el enrofloxacino, el ciprofloxacino (Otero et al., 

2016a), el danofloxacino (Otero et al., 2013, 2015), el ácido úrico, la enterolactona (Otero et al., 

2016b), el flunixin (García-Mateos et al., 2019) y la quinurenina (Garcia-Lino et al., 2021b) (Figura 

11). Todos estos resultados apoyan la necesidad de considerar factores genéticos como este tipo 

de polimorfismo al diseñar terapias veterinarias apropiadas ya que pueden alterar la presencia de 

residuos en leche.   
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F. Interacciones farmacocinéticas mediadas por ABCG2 

Como se ha mencionado previamente, ABCG2 desempeña un papel relevante en la 

disponibilidad de los fármacos ya que participa en los procesos de absorción, distribución y 

excreción de los mismos, así como en la secreción activa de sus sustratos a la leche (Mealey, 

2012; Garcia-Lino et al., 2019). En consecuencia, ABCG2 es considerado, por la FDA y la Agencia 

Europea de Medicamentos (EMA), uno de los transportadores a tener en cuenta en las 

interacciones farmacológicas o drug-drug interaction (DDI) debido a sus implicaciones terapéuticas 

(Hillgren et al., 2013). Las interacciones farmacológicas se definen como el efecto de la 

administración conjunta de múltiples fármacos que puede resultar en niveles alterados de los 

mismos en comparación con la administración de los fármacos solos. En relación con los 

transportadores, estos fenómenos de DDI ocurren cuando el transporte de un compuesto descrito 

como sustrato se ve modificado por la acción de otros compuestos que pueden inhibir o inducir la 

acción del mismo (Giacomini et al., 2010).  

En concreto, las interacciones farmacológicas relacionadas con transportadores como 

ABCG2 pueden ocurrir principalmente por dos mecanismos: una competencia entre fármacos por 

el sitio de unión del transportador, lo que puede dificultar o inhibir el transporte de uno de los 

fármacos que interactúan; o un cambio en la expresión del transportador que puede afectar al 

transporte de cualquier otro fármaco descrito como sustrato (Marquez y Van Bambeke, 2011). 

Asimismo, y con respecto a los cambios en la expresión de ABCG2, se ha observado que un 

aumento en su expresión en las células tumorales se asocia al desarrollo de resistencia a fármacos 

antitumorales (Sarkadi et al., 2020), así como su expresión en los parásitos puede ser responsable 

del desarrollo de resistencias a los fármacos antihelmínticos (Kumkate et al., 2008).  
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En el caso de la limitación de la absorción intestinal de fármacos, la inhibición 

farmacológica de ABCG2 se relaciona con la mejora de la biodisponibilidad oral del fármaco 

sustrato. Asimismo, si la inhibición tiene lugar a nivel de los principales órganos de eliminación 

como el riñón o el hígado, se va a producir una alteración de la excreción de sus sustratos, 

retardando su eliminación e incrementando sus niveles plasmáticos (Müller y Fromm, 2011). Por 

todo ello, la inhibición de ABCG2 generalmente da como resultado un valor de AUC plasmática 

superior del sustrato en comparación con el tratamiento solo. Aunque la inhibición del transportador 

es una herramienta farmacológica útil para aumentar la exposición sistémica y por tanto, la eficacia 

del tratamiento, también puede causar efectos adversos o tóxicos en el organismo en función del 

compuesto que quede acumulado, como por ejemplo fármacos citotóxicos, tóxicos ambientales o 

compuestos endógenos (Glavinas et al., 2004). Por el contrario, la inducción del transportador se 

traduce en una disminución significativa en el AUC del fármaco descrito como sustrato como 

consecuencia de la limitación de su absorción y del aumento de su eliminación. Cabe destacar que 

no solamente se producen los fenómenos de interacción tras la coadministración de fármacos, sino 

también las interacciones fármaco-nutriente son procesos bastante frecuentes debido al amplio 

rango de sustratos del transportador ABCG2 (Müller y Fromm, 2011). 

Dichas modificaciones en la exposición plasmática han sido observadas mediante estudios 

in vivo. La coadministración oral del elacridar, inhibidor de ABCG2, junto con topotecan a ratones 

wild-type causó un aumento significativo en el AUC plasmático del topotecan (Jonker et al., 2000). 

Estos resultados fueron corroborados en humanos donde se observó un aumento de la 

disponibilidad oral de topotecan en combinación con elacridar, viéndose reflejado tanto en el valor 

de AUC como en la concentración máxima alcanzada (Cmax) (Kruijtzer et al., 2002). Resultados 
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similares se obtuvieron tras la administración conjunta de sulfasalazina junto con el inhibidor de 

ABCG2 gefitinib, obteniendo un valor de AUC de la sulfasalazina 13 veces superior en los ratones 

wild-type con inhibidor en comparación con aquellos sin inhibidor (Zaher et al., 2006). Dicho 

aumento en la concentración plasmática de sulfasalazina en ratones wild-type también se observó 

tras la coadministración junto con el triclabendazol sulfóxido, metabolito del triclabendazol o el 

febuxostat (Barrera et al., 2012; Miyata et al., 2016). Además, la coadministración del inhibidor 

pantoprazol junto con metotrexato resultó en un aumento en las concentraciones plasmáticas del 

antitumoral metotrexato en los ratones wild-type (Breedveld et al., 2004), así como la 

coadministración de pantoprazol o elacridar redujo significativamente la eliminación del imatinib en 

ratones wild-type, aumentado la disponibilidad plasmática del mismo (Breedveld et al., 2005). 

Efectos similares también se han observado en ratas, donde tras la coadministración de 

sulfasalazina junto con un derivado del inhibidor de ABCG2 Ko143, se observó una mayor 

disponibilidad plasmática de la sulfasalazina en comparación con las ratas wild-type que solo 

habían sido administradas con sulfasalazina (Liao et al., 2018). 

La alteración de la disponibilidad plasmática como consecuencia de la coadministración de 

inhibidores de ABCG2 también se ha observado en ganado ovino. Así pues, tras la administración 

conjunta de ABZ junto con ivermectina, se ha observado un aumento en el valor de AUC del 

ABZSO en comparación con el tratamiento solo de ABZ (Merino et al., 2003; Alvarez et al., 2008). 

De igual forma, la disponibilidad plasmática de los metabolitos del triclabendazol aumentó tras la 

coadministración de triclabendazol e ivermectina en comparación con el tratamiento solo de 

triclabendazol (Lifschitz et al., 2009). Asimismo, se ha observado que la coadministración de 

eprinomectina, la cual se describe como un inhibidor de ABCG2, alteró la farmacocinética del 
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danofloxacino, aumentando su biodisponibilidad plasmática (Garcia-Lino et al., 2021a). Resultados 

similares se obtuvieron tras la administración conjunta de oxiclozanida y oxfendazol en ovejas, 

donde tanto el valor de AUC como la Cmax de oxiclozanida fueron superiores después de la 

coadministración en comparación con el tratamiento solo de oxiclozanida (Ozdemir Kutahya et al., 

2023).  

La distribución tisular de los fármacos también puede verse alterada por las interacciones 

farmacológicas con los transportadores. Así pues, la coadministración de inhibidores como el 

pantoprazol o el elacridar en ratones wild-type aumentó la concentración en cerebro del imatinib y 

la zonisamida (Breedveld et al., 2005; Gonçalves et al., 2021). Asimismo, la acumulación en el 

cerebro del sorafenib fue superior cuando los ratones wild-type se trataron con sorafenib en 

combinación con elacridar, alcanzando niveles similares a los ratones knockouts (Lagas et al., 

2010b). Estos resultados sugirieron que la administración de inhibidores del transportador podría 

mejorar la administración de fármacos relacionados con el tratamiento de los tumores cerebrales. 

En algunas ocasiones esta interacción se produce en ciertos tejidos (DDI local) sin ningún cambio 

aparente en la concentración plasmática (DDI sistémica); por ejemplo, tras la coadministración del 

inhibidor cilostazol junto con el sustrato donepezilo no se observaron diferencias en plasma entre 

ratas con o sin inhibidor. Sin embargo, la coadministración de cilostazol aumentó significativamente 

las concentraciones de donepezilo en corazón y cerebro (Takeuchi et al., 2015).  

La interacción con ABCG2 no solo afecta a la biodisponibilidad sino también a la secreción 

de sus sustratos a la leche como consecuencia de la inducción de su expresión en glándula 

mamaria durante el periodo de lactación. Este paso de sustratos a leche es de gran relevancia en 

la industria ganadera ya que el uso de fármacos es habitual para garantizar el bienestar animal. La 
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alteración de la actividad del transportador de membrana ABCG2 mediante la coadministración de 

inhibidores del mismo y su efecto sobre la presencia de los residuos farmacológicos en leche es 

una línea de investigación de gran interés (Garcia-Lino et al., 2019), la cual ha sido estudiada tanto 

en modelos de ratones como en ganado ovino. El interés de estos estudios en los ratones 

normalmente se circunscribe a la extrapolación a las especies de rumiantes, con el objetivo de 

modular su actividad utilizando inhibidores del transportador en ganado ovino.  

En primer lugar, los ensayos realizados empleando ratones Abcg2-/- y wild-type mostraron 

que la secreción de topotecan a la leche en ratones wild-type se redujo tras la coadministración del 

inhibidor elacridar (Jonker et al., 2005). De igual modo, se observó una disminución de la secreción 

a leche, reflejándose tanto en los niveles en leche como en el ratio leche/plasma, de la 

nitrofurantoína en los ratones wild-type después de la coadministración de genisteína y daidzeína, 

isoflavonas procedentes de la soja descritas como inhibidores de ABCG2 (Merino et al., 2010), así 

como tras la coadministración con triclabendazol sulfóxido (Barrera et al., 2012). En todos estos 

estudios no se observan diferencias entre los tratamientos con o sin inhibidores en los ratones 

Abcg2-/-, lo que indica que la inhibición del transportador es específica.  

Investigaciones previas demostraron que la administración directa a ovejas en lactación de 

compuestos derivados de soja o a través de una dieta enriquecida suponía una reducción en la 

secreción a leche de diversos fármacos sustratos de ABCG2, como enrofloxacino, nitrofurantoína, 

danofloxacino o monepantel sulfona (Pulido et al., 2006; Pérez et al., 2009b; Pérez et al., 2013; 

Gunes et al., 2023). De igual modo, una dieta enriquecida en lignanos disminuyó la secreción a 

leche del antimicrobiano danofloxacino en ovejas (Otero et al., 2018). Otros compuestos descritos 

como inhibidores de ABCG2, como los metabolitos de triclabendazol, provocaron una reducción 
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similar de los niveles en la leche del antiparasitario moxidectina, sustrato conocido de ABCG2 

(Barrera et al., 2013). Finalmente, cabe destacar el uso de los antiparasitarios pertenecientes al 

grupo de las lactonas macrocíclicas como inhibidores de ABCG2 en las interacciones 

farmacológicas. La secreción a leche de danofloxacino, sustrato de ABCG2, se vio reducida tras la 

coadministración con ivermectina en ganado ovino (Real et al., 2011a).  

Por todo ello, continuar investigando la interacción del transportador ABCG2 con otro tipo 

de fármacos como los AINEs o los antiparasitarios, ampliamente utilizados tanto en medicina 

veterinaria como humana y, por consiguiente, la participación de ABCG2 en su secreción a leche 

cobra un interés relevante. Dichas investigaciones nos permiten conocer más en profundidad los 

mecanismos implicados en la aparición de residuos farmacológicos en leche, proporcionándonos la 

posibilidad de modular, controlar y predecir dichos residuos en relación con las posibles 

interacciones farmacológicas, a fin de mejorar y garantizar la seguridad alimentaria. 

3.2. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS  

Desde que se aisló el ácido acetilsalicílico de la corteza de sauce alrededor de 1830, 

seguido de la síntesis de la aspirina por los laboratorios Bayer, en 1897, diversos nuevos 

compuestos han sido desarrollados e introducidos en la práctica clínica con actividad 

antiinflamatoria, convirtiendo a los AINEs en uno de los fármacos más relevantes de la industria 

farmacéutica. Estos fármacos abarcan un grupo diverso de compuestos en su mayoría ácidos 

orgánicos que se caracterizan por sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas 

(Kowalski y Makowska, 2015; Bindu et al., 2020). En los últimos años, se ha incrementado también 

la investigación para su uso en el tratamiento y la prevención del cáncer (Wong, 2019).  
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Los AINEs actúan inhibiendo las enzimas ciclooxigenasas (COXs) las cuales están 

involucradas en la síntesis de prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TXs). Estos compuestos se 

sintetizan a partir del ácido araquidónico formado por hidrólisis de los fosfolípidos de la membrana 

plasmática mediante la fosfolipasa A2, la cual es activada por diversos estímulos (inflamatorios, 

físicos, químicos y mitógenos). El ácido araquidónico se transforma en PGs por acción de las 

COXs en dos pasos. Primero una actividad dioxigenasa actúa sobre el ácido araquidónico para 

producir el endoperóxido de prostaglandina G2 (PGG2) y posteriormente, se reduce a endoperóxido 

de prostaglandina H2 (PGH2) por la actividad peroxidasa. Ambos compuestos constituyen 

intermediarios inestables, de manera que son convertidos por enzimas sintasa específicas de tejido 

en las principales PGs entre las que se encuentran la PGD2, PGE2, PGI2 y PGF2α, así como el 

TXA2 (Figura 12). En dicho proceso intervienen principalmente dos isoformas de la COX, COX-1 y 

COX-2, las cuales comparten más del 60% de su secuencia y catalizan la misma reacción (Tomić 

et al., 2017). Sin embargo, difieren en los tejidos donde se expresan y sus funciones.  

Por un lado, la COX-1 es la forma constitutiva de la enzima expresada en la mayoría de los 

tejidos, incluida la mucosa gastrointestinal, las plaquetas, el endotelio y los riñones. Esta isoforma 

participa en la síntesis de PGs como la PGE2, la cual tiene un papel relevante en la protección de la 

mucosa estomacal a través de la secreción de moco gástrico y bicarbonato. Por todo ello, su 

inhibición se relaciona con uno de los efectos adversos más frecuentes de los AINES como es la 

toxicidad a nivel gastrointestinal. En las plaquetas, COX-1 participa la producción de TXA2 que 

estimula la agregación plaquetaria y la vasoconstricción, mientras que, en el endotelio, COX-1 

conduce a la producción de PGI2 que inhibe la agregación plaquetaria y ejerce una acción 
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vasodilatadora. Asimismo, las PGE2 y PGI2 participan en el mantenimiento de la homeostasis renal, 

y junto con la PGF2α se relacionan con la menstruación y la iniciación del parto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  12. Ruta de síntesis de las prostaglandinas. Se indica el sitio de acción de los AINEs sobre 
las enzimas ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2), así como algunas de las funciones de cada prostaglandina (PG) 
(Budsberg, 2015; Tomić et al., 2017; Wong, 2019).  
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Por otro lado, la COX-2 es la forma inducida de la enzima en presencia de inflamación. 

Esta isoenzima participa en la síntesis de PGE2 y PGI2, las cuales están implicadas en el dolor, la 

inflamación y la fiebre. La inhibición de COX-2 es la responsable de las propiedades analgésicas, 

antiinflamatorias y antipiréticas de los AINEs, es decir, de su efecto terapéutico (Simmons et al., 

2004; Tomić et al., 2017; Monteiro y Steagall, 2019; Bindu et al., 2020). Finalmente, diversos 

estudios han descrito una tercera isoforma de esta enzima a la que han denominado COX-3 la cual 

parece ser una variante de la COX-1 y se relaciona con la biosíntesis de prostanoides (Schwab 

et al., 2003; Budsberg, 2015).  

Con respecto a la clasificación de los AINEs, tradicionalmente se clasifican en función de 

su estructura química. La estructura general de un AINE consta de un resto ácido (ácido 

carboxílico, enoles) unido a un grupo funcional aromático plano. Por ello, se diferencian distintos 

grupos en función de dicha estructura, como los derivados del ácido salicílico (aspirina y 

sulfasalazina), del ácido acético (indometacina y diclofenaco), del ácido propiónico (ibuprofeno, 

ketoprofeno y naproxeno), del ácido antranílico o fenamatos (ácido tolfenámico y ácido 

mefenámico), del ácido nicotínico (flunixin) y del ácido enólico u oxicams (meloxicam) (Daeseleire 

et al., 2017; Tomić et al., 2017; Bindu et al., 2020).  Otra manera de clasificarlos es en base a su 

selectividad para inhibir las isoenzimas COX, así pues, la determinación in vitro de la IC50 junto con 

el ratio inhibitorio (COX-1 IC50/ COX-2 IC50) permiten clasificarlos de la siguiente manera. Un ratio 

de 1 indica que el fármaco inhibe de igual manera la COX-1 y la COX-2. Un ratio mayor a 1 indica 

que el fármaco es preferentemente selectivo hacia la COX-2, mientras que una relación menor a 1 

indica que el fármaco es más selectivo hacia la COX-1 (Wong, 2019). Teniendo en cuenta esto, los 

AINEs se pueden dividir en tres categorías: inhibidores no selectivos de COX-1 y COX-2, 
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inhibidores completos de COX-1 y COX-2, aunque con preferencia específica por COX-2 e 

inhibidores selectivos de la COX-2. Los inhibidores no selectivos de COX pueden inhibir tanto 

COX-1 como COX-2. En este grupo se incluyen casi todos los AINES clásicos como aspirina, 

indometacina, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno y ácido tolfenámico, entre otros. De manera más 

específica, algunos de ellos se diferencian en otra categoría ya que han mostrado tener mayor 

selectividad para inhibir a la COX-2, como el diclofenaco y el meloxicam. Por último, los inhibidores 

selectivos de la COX-2 presentan una acción específica sobre dicha isoenzima, sin afectar a la 

acción de la COX-1. Coloquialmente, se los conoce como coxibs, como el celecoxib, y se asocian 

con una reducción en el toxicidad intestinal, aunque con ciertos efectos adversos en el sistema 

cardiovascular (Tomić et al., 2017; Bindu et al., 2020). 

Asimismo, la COX, en el caso de inhibidores no selectivos, también se puede utilizar para 

su clasificación de manera que se diferencian fármacos con una interacción libremente reversible 

(ibuprofeno), lentamente reversible (indometacina y diclofenaco) e irreversible (aspirina) (Tacconelli 

et al., 2017). Finalmente, los AINEs se pueden clasificar también en función de su vida media 

plasmática (T1/2) en dos grupos: compuestos con una T1/2 corta (< 6 h) entre los que se incluyen el 

diclofenaco y el ibuprofeno, y por otro lado, compuestos con una T1/2 más larga (> 10 h) como el 

naproxeno y el celecoxib (Bindu et al., 2020).  

A pesar de su diversidad a nivel estructural, los AINEs comparten ciertas propiedades 

farmacocinéticas. Los AINEs son principalmente ácidos débiles lo que permite que tengan una 

buena biodisponibilidad oral en animales monogástricos, mientras que en los rumiantes se ha 

observado una biodisponibilidad oral menor. Asimismo, dichos fármacos presentan una buena 

disponibilidad tras su administración subcutánea o intramuscular. Con respecto a su distribución, 
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se caracterizan por presentar un volumen de distribución bajo debido a su elevada afinidad por las 

proteínas plasmáticas. La mayoría de los AINEs se metabolizan en hígado mediante reacciones de 

fase I y fase II formando metabolitos generalmente inactivos.  No obstante, algunos fármacos se 

transforman en metabolitos activos como la aspirina que se convierte en ácido salicílico. 

Finalmente, su principal ruta de eliminación es la vía renal, aunque pueden existir otras como la 

biliar (Stock y Coetzee, 2015; Lees, 2018).  Aun con su efecto beneficioso, la inhibición de la 

síntesis de PG mediada por los AINEs se relaciona con diversas reacciones adversas como por 

ejemplo alteraciones gastrointestinales (úlceras y hemorragias), hepatotoxicidad, alteraciones a 

nivel renal, alteraciones hematológicas o alteraciones cardiovasculares (Budsberg, 2015).  

Los AINEs son fármacos ampliamente usados en medicina humana, pero también en el 

ámbito veterinario para tratar la inflamación, el dolor y la fiebre. Además, en veterinaria, los AINEs 

son utilizados en combinación con antibióticos para tratar las enfermedades respiratorias (Gallo 

et al., 2010; Stock y Coetzee, 2015). Entre los AINES autorizados para el uso en animales 

productores de alimentos se encuentran el ácido tolfenámico y el meloxicam, para los cuales se 

establecen sus LMRs a fin de garantizar su seguridad alimentaria (Tabla 3). 

Aunque los principales compuestos detectados como residuos farmacológicos en la leche 

son del grupo de los antibióticos, también se ha reportado la presencia de residuos de AINEs 

(Daeseleire et al., 2017; Ergen y Yalçın, 2019; Yalçin et al., 2020). Las posibles causas de la 

aparición de estos residuos son diversas entre ellas el incumplimiento de las instrucciones 

recomendadas en la etiqueta y de los tiempos de retiro, las interacciones químicas entre fármacos 

(Beyene, 2015) o las interacciones con transportadores (Zhang et al., 2010). 
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Tabla 3. Estructura química y límites máximos de residuos (LMR) de los AINEs ácido tolfenámico 
(ganado bovino) y del meloxicam (ganado bovino y caprino) (The European Commission, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

En relación con este último, la interacción de algunos AINEs y ABCG2 ha sido descrita 

previamente. Un ejemplo es el diclofenaco, el cual fue descrito como sustrato in vitro del 

transportador murino y humano de ABCG2 (Lagas et al., 2009). Además, estudios con ratones 

knockout mostraron que Abcg2 y Abcc2 afectan a los niveles plasmáticos y a la excreción biliar del 

principal metabolito glucurónico del diclofenaco (Lagas et al., 2010a). De igual modo, el flunixin y 

su metabolito fueron descritos como sustratos in vitro de la variante murina y bovina del 

transportador; así como también fue descrita la participación del transportador Abcg2 en su 

secreción a leche mediante modelos de ratones hembra lactantes Abcg2-/- (García-Mateos et al., 

2019). Por otra parte, también se ha descrito al ácido salicílico como inhibidor in vitro del 

transportador ABCG2 (Wassermann et al., 2013).   
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3.2.1. Ácido tolfenámico 

El ácido tolfenámico es un AINE que pertenece al grupo de los derivados del ácido 

antranílico, comúnmente conocidos como fenamatos, así como a los inhibidores no selectivos de 

COX. Es un fármaco utilizado en humanos y animales para el tratamiento de inflamaciones agudas, 

migrañas, artritis reumatoide y dolores postquirúrgicos debido a sus propiedades antiinflamatorias, 

analgésicas y antipiréticas (Patel et al., 2011; Ahmed et al., 2018). Debido a estas propiedades, se 

suele administrar en combinación con antimicrobianos para tratar enfermedades respiratorias y 

mastitis en ganado (European Medicines Agency, 1999; Sidhu et al., 2006, 2011).  

Las últimas investigaciones se han enfocado en el estudio de la acción antitumoral del 

ácido tolfenámico en diversos tipos de cáncer como el de mama (Kim et al., 2013), de colon (Ha 

et al., 2016) o de páncreas (Sankpal et al., 2017). Dicha acción tumoral se asocia principalmente a 

la degradación del factor de trascripción de la proteína específica (Sp1) en presencia del ácido 

tolfenámico (Feldman et al., 2018). Las células tumorales sobreexpresan proteínas Sp las cuales 

regulan la expresión del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), es decir, Sp1 regula 

genes que están implicados en la proliferación celular, metástasis y en la apoptosis, asociándose a 

un mal pronóstico del cáncer. De modo que, el ácido tolfenámico disminuye la expresión de dichas 

proteínas, disminuyendo así el crecimiento tumoral y la metástasis (Abdelrahim et al., 2006; 

Sankpal et al., 2017). Estudios recientes han sintetizado el complejo formado por cobre y ácido 

tolfenámico (Cu-TA) para combatir el crecimiento de células tumorales, ya que combina las 

propiedades antitumorales del fármaco y el papel del cobre en funciones como el crecimiento y el 

metabolismo celular. Dicho complejo muestra una actividad antitumoral superior a la del ácido 

tolfenámico solo (Hurtado et al., 2019). De igual modo, el ácido tolfenámico se considera una diana 
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terapéutica en la enfermedad de Alzheimer como consecuencia de la degradación de Sp1, la cual 

es también responsable de regular los niveles de la proteína precursora de β-amiloide y sus 

intermediarios, involucrados en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer (Subaiea et al., 

2013; Adwan et al., 2015).  

La farmacocinética del ácido tolfenámico se ha estudiado tanto en humanos como en 

ganado bovino, ovino, caprino, perros, caballos y ratas (Jaussaud et al., 1992; McKellar et al., 

1994; Pedersen, 1994; Sidhu et al., 2005, 2006; Patel et al., 2011; Corum et al., 2018; Turk et al., 

2021). Como AINE, el ácido tolfenámico se caracteriza por una rápida absorción tras su 

administración por vía oral, una elevada unión a proteínas, rápida distribución y aclaramiento. Las 

vías de administración varían entre especies; así pues, existen formulaciones inyectables para uso 

en bovinos y formulaciones orales para caballos, siendo la vía oral, la vía exclusiva de 

administración en humanos. En ganado bovino, el ácido tolfenámico puede administrase por vía i.v. 

o i.m. a una dosis de 2 mg/kg durante dos días, o mediante una inyección única de 4 mg/kg 

(European Medicines Agency, 1999). Tras la administración oral de ácido tolfenámico en humanos, 

la Cmax (1,9 µg/ml) se alcanza entre los 60 y 90 min, la T1/2 es de entre 2-3 h y el aclaramiento 

plasmático es de alrededor de 2,5 ml/min/kg (Pedersen, 1994; Ahmed et al., 2018). En el caso del 

ganado bovino, la T1/2  es ligeramente más larga, 8-10 h (Sidhu et al., 2005). Esta farmacocinética 

puede verse alterada por la coadministración de antimicrobianos. Así pues, Patel et al. (2011) 

estudió el efecto de la coadministración del ácido tolfenámico junto con moxifloxacino en ratas, 

observando que el moxifloxacino modifica parámetros del AINE como la Cmax y el volumen de 

distribución, pero no la T1/2 o el AUC, tanto en ratas macho como hembra. Resultados similares 

también se obtienen al coadministrar el ácido tolfenámico junto con marbofloxacino en terneros y 
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cabras, aunque las diferencias no fueron en todos los casos significativas (Sidhu et al., 2005, 2006, 

2011).  

El ácido tolfenámico se metaboliza en hígado dando lugar a diversos metabolitos (Figura 

13) y solo un 10% es eliminado sin ser metabolizado. Los principales metabolitos se forman 

mediante hidroxilaciones del anillo de benceno en el caso del metabolito 1 (ácido N-[(2-metil-3-

cloro-4-hidroxifenil)-amino]benzoico) y del grupo metilo en el metabolito 2 (ácido N-[(2-hidroximetil-

3-clorofenil) amino]benzoico).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura  13. Esquema del metabolismo del ácido tolfenámico (Adaptado de Pedersen (1994)). 
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No obstante, estos metabolitos presentan una actividad menor que el compuesto parental 

en términos de actividad antiinflamatoria y analgésica (European Medicines Agency, 1999). A partir 

del metabolito 2 por oxidación en el grupo aldehído, se forma el metabolito 3, el cual mediante la 

adición del ácido carboxílico genera el metabolito 4. Asimismo, se forman metabolitos conjugados 

con ácido glucurónico. Alrededor del 90% del ácido tolfenámico se excreta por la orina después de 

su administración oral, mientras que el fármaco restante es eliminado por bilis y heces (Pedersen, 

1994; Ahmed et al., 2018).  

Como AINE, los principales efectos secundarios del ácido tolfenámico son los problemas a 

nivel gastrointestinal (náuseas, diarrea, sangrado ocasional y ulceración). Asimismo, induce 

hepatotoxicidad y está contraindicado en pacientes con insuficiencia hepática o renal. No obstante, 

se ha observado que el ácido tolfenámico es mejor tolerado y muestra menos efectos secundarios 

en comparación con otros AINEs (Ahmed et al., 2018; Turk et al., 2021). 

En relación con los residuos farmacológicos, el propio ácido tolfenámico es utilizado como 

residuo marcador. Basándose en los LMRs establecidos para el ácido tolfenámico en ganado 

bovino (Tabla 3), el periodo de retiro aprobado para la carne tras una inyección s.c. de 2 mg/kg es 

de 7 días, mientras que para la leche se ha establecido un periodo de retiro de 24 horas tras una 

administración i.v. de 4 mg/kg (Smith et al., 2008). A pesar de ello, varios estudios han detectado la 

presencia de residuos de AINEs en madres lactantes, siendo el ácido tolfenámico el más 

abundante (Ergen y Yalçın, 2019; Yalçin et al., 2020). 
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3.2.2. Meloxicam  

El meloxicam es un AINE perteneciente al grupo de los oxicams, derivados del ácido 

enólico. Asimismo, se clasifica dentro de los inhibidores no selectivos de COX, con preferencia por 

COX-2 (Bindu et al., 2020; Khalil y Aldosari, 2020). Además, el meloxicam tiene un segundo 

mecanismo de acción ya que está involucrado en la vía del óxido nítrico-GMP cíclico la cual juega 

un papel importante en el efecto analgésico. De esta forma, se sugiere que el meloxicam activa 

dicha vía permitiendo la apertura de los canales de potasio, lo que generaría un efecto 

antinociceptivo periférico (Ortiz et al., 2005).   

Debido a sus propiedades antiinflamatorias, antipiréticas y analgésicas, el empleo de este 

AINE se encuentra muy extendido tanto en medicina humana como en veterinaria. Por un lado, en 

medicina humana es usado para el tratamiento de la artritis reumatoide, la osteoartritis, la ciática, el 

lumbago y los dolores postoperatorios (Borghi et al., 2013; Nagy et al., 2017; Bekker et al., 2018). 

Además, se ha observado un papel protector del meloxicam en los procesos de neuroinflamación 

(Haile et al., 2016), reduciendo tanto dicha neuroinflamación como el estrés oxidativo en la médula 

espinal y en el cerebro (Kartha et al., 2018; Dik et al., 2019). Por ello, el meloxicam podría ser una 

prometedora diana terapéutica en enfermedades degenerativas asociadas con el estrés oxidativo 

como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington 

(Manoharan et al., 2016). De hecho, se ha observado una mejora en los síntomas de la 

enfermedad de Alzheimer en ratones tratados con meloxicam (Ianiski et al., 2016).  

Por otro lado, en ganado vacuno el meloxicam se usa frecuentemente en combinación con 

antibióticos para el tratamiento de procesos respiratorios y diarreas (Daeseleire et al., 2017; Khalil y 

Aldosari, 2020), así como en patologías relacionadas con la lactación, como la mastitis, en las 
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cuales se ha observado que la combinación presenta ventajas económicas para el ganadero 

(Fitzpatrick et al., 2013; van Soest et al., 2018). El meloxicam es usado también en cerdos para 

trastornos del aparato locomotor o dolores postoperatorios, así como en caballos para los dolores 

por cólicos y trastornos musculoesqueléticos. Además, el meloxicam es ampliamente utilizado en 

animales domésticos como perros y gatos para reducir la inflamación y los dolores postoperatorios 

y musculares (Budsberg, 2015; European Medicines Agency, 2018).  

El meloxicam está disponible como suspensión oral o solución inyectable. La formulación y 

dosis utilizada depende de la especie y la patología a tratar (European Medicines Agency, 2018). 

Así pues, la dosis oral recomendada en humanos es de entre 7,5 -15 mg/kg mientras que, en el 

ganado bovino, el meloxicam se administra como una dosis única i.v. o s.c de 0,5 mg/kg (Smith 

et al., 2008; Khalil y Aldosari, 2020).  

En relación con su farmacocinética, el meloxicam se caracteriza por presentar una 

biodisponibilidad del 90% tras su administración oral. Los parámetros farmacocinéticos del 

meloxicam han sido descritos como lineales o independientes de la dosis en el rango entre 7,5 a 30 

mg, mostrando bioequivalencia para varias formulaciones diferentes. En el caso de la absorción, 

esta se puede ver modificada por la ingesta de alimentos, observándose en humanos que en 

ayunas la Cmax se alcanzó a las 10 h, mientras que tras la ingesta de alimento la Cmax se alcanzó 

entre las 5-6 h (Bekker et al., 2018; Christensen et al., 2018; Khalil y Aldosari, 2020). Debido a ese 

pico plasmático retrasado, las preparaciones orales de meloxicam son poco utilizadas para el 

tratamiento del dolor agudo como el postoperatorio, para lo cual se han desarrollado otras 

formulaciones como las intravenosas (Singla et al., 2018). Como fármaco perteneciente a los 

AINEs se caracteriza por presentar una elevada unión a proteínas plasmáticas, restringiendo el 
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volumen de distribución. De igual modo, el meloxicam se metaboliza en hígado dando lugar a 

cuatro metabolitos biológicamente inactivos. Entre ellos, los dos más importantes son el metabolito 

formado por hidroxilación del grupo 5-metilo del anillo tiazol, el 5-hidroximetilo meloxicam, y 

posteriormente por oxidación, el 5-carboxi meloxicam (Figura 14). El citocromo P-450 2C9 

(CYP2C9) juega un papel importante en esta vía metabólica, así como el CYP3A4, aunque en 

menor medida (Miyamoto et al., 2017; Khalil y Aldosari, 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Principales metabolitos del meloxicam, 5-hidroximetilo meloxicam y 5-carboxi 
meloxicam (Miyamoto et al., 2017).  
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El estudio de Miyamoto et al. (2017) mostró la farmacocinética del meloxicam y sus 

metabolitos en plasma de rata tras su administración oral (2 mg/kg), observando que el meloxicam 

fue detectado en todos los puntos muestreados pero sus metabolitos presentaron concentraciones 

significativamente inferiores, siendo en ocasiones inferiores al límite de cuantificación (LOQ). Estos 

metabolitos son eliminados a través de la orina y las heces, encontrándose menos de un 1% del 

compuesto parental. La T1/2 de meloxicam es constante, aproximadamente 20 h, lo que indica un 

metabolismo lineal dentro del rango de dosis terapéutica (Bekker et al., 2018; Khalil y Aldosari, 

2020).  

Como se ha mencionado anteriormente, la toxicidad a nivel gastrointestinal es uno de los 

efectos secundarios más comunes en los AINEs. No obstante, se ha observado que la tolerabilidad 

gastrointestinal en humanos del meloxicam es superior en comparación con otros AINEs (Zeidler 

et al., 2002), posiblemente por su preferencia en la inhibición por la COX-2. A nivel renal, no se 

observaron efectos adversos significativos tras la coadministración de meloxicam, así como 

tampoco  diferencias en la farmacocinética entre pacientes sanos y pacientes con insuficiencia 

renal, para los cuales suelen estar desaconsejados la mayoría de los AINEs. Asimismo, tampoco 

se observaron efectos adversos importantes a nivel cardiovascular o hepático del meloxicam en 

comparación con otros AINEs (Lapeyre-Mestre et al., 2013; Bekker et al., 2018).  

Teniendo en cuenta que el meloxicam es un fármaco regulado para su uso veterinario en 

animales productores de alimentos, se han establecido LMRs de este compuesto en carne y leche, 

usando el compuesto parental como residuo marcador (Tabla 3). Asimismo, se han establecido los 

tiempos de espera o retiro para la carne y la leche en 15 y 5 días respectivamente, en ganado 

bovino (The European Commission, 2010; European Medicines Agency, 2018). Finalmente, un 
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estudio reciente sugiere la importancia de la etapa de la lactación en la que se encuentren los 

animales para establecer el período de espera en leche, ya que se observaron diferencias en la 

biodisponibilidad del meloxicam entre ganado tras el parto y aquel que se encontraba en medio del 

periodo de lactación. En concreto, se observó una mayor exposición a meloxicam, reflejada en un 

mayor valor de AUC y una disminución del aclaramiento, en las vacas tras el parto (Warner et al., 

2020). 

3.3. ANTIPARASITARIOS 

Las infecciones provocadas por parásitos como la fascioliasis representan un grave 

problema no solo en la ganadería, produciendo pérdidas económicas asociadas a la disminución 

de la producción lechera y del bienestar animal, sino también en la salud humana. La fascioliasis 

es una trematodiasis causada por dos especies, Fasciola hepatica y Fasciola gigantica. Aunque es 

una enfermedad que afecta principalmente a los animales herbívoros, estos parásitos pueden ser 

transmitidos por los alimentos y el agua a los humanos (Figura 15). En los últimos años se ha 

observado que la fascioliasis puede verse afectada por el cambio climático ya que dichos parásitos 

son susceptibles a las condiciones ambientales; de hecho, se ha reportado que la frecuencia de 

casos en humanos está aumentando (Mas-Coma et al., 2018; Siles-Lucas et al., 2021).  

Cabe destacar que la prevalencia de la fascioliasis humana no siempre se correlaciona con 

la prevalencia en animales. En general, en áreas endémicas, la alta prevalencia humana se 

relaciona con zonas con medidas de saneamiento e higiene deficientes (Mas-Coma et al., 2019; 

Siles-Lucas et al., 2021).  
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Figura  15. Esquema del ciclo de vida de Fasciola sp. Los huevos del parásito se eliminan en las 
heces de los animales infectados (1). Dichos huevos se depositan en el agua (2) donde eclosionan y liberan el 
miracidio (3), el cual se pone en contacto con el hospedador intermediario (caracol) (4). En el interior del caracol, 
el miracidio se divide produciendo cercarias que son liberadas al agua (5), donde se enquistan generalmente 
adheridas a las plantas acuáticas, formando las metacercarias (6). Dichas metacercarias (etapa infectiva) son 
ingeridas por el hospedador final, los animales herbívoros (7), liberando las formas juveniles del parásito en el 
intestino delgado, las cuales migran hasta los conductos biliares del huésped (8). La transmisión a los humanos 
se basa en el consumo de plantas acuáticas y agua contaminadas (9) (Adaptado de Siles-Lucas et al. (2021)).  

Se pueden distinguir cuatro periodos clínicos en la fascioliasis: el periodo de incubación 

comprendido desde la ingestión de las metacercarias hasta la aparición de los primeros síntomas, 

el período invasivo o agudo cuando los parásitos migran hasta los conductos biliares, el periodo de 

latencia en el cual los parásitos se convierten en adultos y finalmente, el periodo crónico u 
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obstructivo tras meses o años de infección. Los principales síntomas aparecen en el periodo 

invasivo y entre ellos se incluyen fiebre, dolor abdominal, trastornos gastrointestinales, náuseas y 

diarrea. Asimismo, durante el periodo crónico, los parásitos pueden causar inflamación en los 

conductos y en la vesícula biliar, resultando en colangitis y colecistitis. En las infecciones más 

graves, dichos procesos inflamatorios junto con el tamaño de los parásitos adultos pueden 

provocar la obstrucción de las vías biliares (Mas-Coma et al., 2019).  

El tratamiento de estas infecciones se basa en el uso de diversos fármacos antihelmínticos 

como ABZ, clorsulón y closantel, entre otros (Keiser y Utzinger, 2009; Vercruysse et al., 2018; 

Siles-Lucas et al., 2021). Sin embargo, el uso exhaustivo de estos fármacos se ha asociado con el 

desarrollo de resistencias (Lanusse et al., 2018). La resistencia puede surgir debido a dos 

mecanismos diferentes, dependiendo de si afecta a la farmacodinámica o a la farmacocinética. En 

el primer caso, se producen cambios en los lugares donde los antihelmínticos ejercen su acción, lo 

que conduce a una disminución en su eficacia. Por otro lado, los mecanismos que afectan a la 

farmacocinética están asociados a la reducción de las concentraciones del fármaco en los 

parásitos, ya sea por una reducción en su captación o un aumento en su eliminación (Stuchlíková 

et al., 2018). En este último caso, la expresión de transportadores ABC en los parásitos juega un 

papel relevante en el desarrollo de resistencias (Leprohon et al., 2011; Raza et al., 2016; Kellerová 

et al., 2020). Así pues, diversos estudios han observado la sobreexpresión de P-gp en nematodos 

resistentes inducida por la exposición a diversos antihelmínticos (Raza et al., 2016; Maté et al., 

2018; Kellerová et al., 2019, 2020). En relación con ABCG2, no existe tanta información sobre su 

expresión en parásitos aunque si se ha detectado en el trematodo Fasciola hepatica (Kumkate 

et al., 2008).  
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Una de las principales estrategias para combatir dicha resistencia es el uso de 

combinaciones de fármacos antihelmínticos (Lanusse et al., 2018; Fissiha y Kinde, 2021; Canton 

et al., 2023). Así pues, estudios previos han descrito que la administración conjunta de fármacos 

contra nematodos y trematodos, como la ivermectina y el clorsulón, mejora la eficacia, amplía el 

espectro de actividad antihelmíntica y limita la aparición de resistencias (Dupuy et al., 2010). De 

igual forma, otras combinaciones de antiparasitarios han sido testadas contra las geohelmintiasis 

como el ABZ junto con ivermectina y la tribendimidina con ivermectina (Moser et al., 2019). Estas 

combinaciones de fármacos no solo mejoran la eficacia antihelmíntica, sino que también ayudan a 

ralentizar el desarrollo de resistencias. Por un lado, los parásitos muestran una menor resistencia 

cuando se enfrentan a una formulación que contiene múltiples compuestos activos con diferentes 

mecanismos de acción, en comparación con los tratamientos que emplean únicamente un 

antiparasitario (Lanusse et al., 2018). Además, las combinaciones retrasan el desarrollo de una 

población de parásitos resistentes al reducir el número de genotipos resistentes que sobreviven al 

tratamiento, ya que múltiples alelos que confieran resistencia a todas las clases de antihelmínticos 

que componen la combinación deben estar presentes en el parásito para sobrevivir (Bartram et al., 

2012). 

No obstante, el uso de combinaciones de fármacos tampoco está exento de riesgos y 

puede conducir a interacciones farmacológicas que deben evaluarse cuidadosamente, como la 

interferencia con transportadores ABC (Lanusse et al., 2018; Virkel et al., 2019). Asimismo, la 

farmacoterapia con antiparasitarios en ganado de producción lechera constituye un problema de 

salud pública debido a la presencia de residuos de dichos fármacos en la leche y sus productos 
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derivados (Statham, 2015). Por lo tanto, el estudio de los factores que puedan afectar la aparición 

de residuos en leche y, en consecuencia, en los productos lácteos es de gran relevancia.  

Debido a lo expuesto anteriormente, se ha considerado que el transportador de membrana 

ABCG2 puede ser uno de estos factores ya que juega un papel importante en la secreción activa 

de compuestos a la leche (Garcia-Lino et al., 2019); afectando a su calidad y seguridad. Asimismo 

y como se ha mencionado previamente, la inhibición de ABCG2 a través de interacciones 

farmacológicas afecta no solo a la secreción a leche de sus sustratos, sino también, a su 

biodisponibilidad plasmática (Real et al., 2011a; Barrera et al., 2013; Garcia-Lino et al., 2021a). 

La interacción entre ABCG2 y algunos antiparasitarios ha sido estudiada previamente como 

por ejemplo con el oxfendazol y la moxidectina, los cuales fueron descritos como sustratos in vitro 

de la variante murina del transportador (Merino et al., 2005c; Pérez et al., 2009a). Asimismo, el 

metabolito principal del monepantel, monepantel sulfona, ha sido descrito como sustrato de la 

variante bovina del transportador (Mahnke et al., 2016). En relación con el ABZ y su interacción con 

ABCG2, estudios previos han observado que el compuesto parental no es sustrato in vitro de la 

variante murina del transportador, pero sí lo es uno de sus metabolitos, el ABZSO (Merino et al., 

2005c).  

Por el contrario, los metabolitos del triclabendazol y algunas lactonas macrocíclicas fueron 

descritos como inhibidores del transportador (Merino et al., 2009; Barrera et al., 2012; González-

Lobato et al., 2014; Garcia-Lino et al., 2021a). Con respecto a estas últimas, cabe destacar que 

son compuestos producidos por la fermentación de Streptomyces y son ampliamente utilizados en 

medicina veterinaria debido a su actividad contra nematodos y artrópodos a dosis bajas (El-Saber 

Batiha et al., 2020; Junco et al., 2021). En concreto, la ivermectina, la selamectina, la doramectina 
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y la eprinomectina fueron descritas como inhibidores del transportador ABCG2 mediante la 

utilización de estudios in vitro de acumulación del sustrato fluorescente MXR (Merino et al., 2009; 

González-Lobato et al., 2014; Garcia-Lino et al., 2021a). En el caso de la ivermectina y la 

eprinomectina, su efecto inhibidor fue corroborado utilizando ensayos de transporte in vitro con 

sustratos conocidos de ABCG2 como el danofloxacino (Real et al., 2011a; Garcia-Lino et al., 

2021a) y el ABZSO (Muenster et al., 2008). No obstante, la relación que existe entre el resto de los 

metabolitos del ABZ, el clorsulón y el closantel con ABCG2 no ha sido descrita.  

3.3.1. Albendazol  

El ABZ es un antiparasitario perteneciente a la familia de los benzimidazoles, hidrocarburos 

aromáticos heterocíclicos, utilizado ampliamente en medicina veterinaria y humana contra 

infecciones gastrointestinales causadas por nematodos, trematodos y cestodos (European 

Medicines Agency, 2004; Siles-Lucas et al., 2018). El ABZ fue aprobado por primera vez como 

antihelmíntico para uso en humanos en 1982 contra helmintiasis transmitidas por el suelo o 

geohelmintiasis debido a su seguridad y eficacia. Estas parasitosis son las más comunes en el 

mundo, afectando al 24% de la población, principalmente en países del continente africano, 

sudamericano y asiático en mujeres y niños (Schulz et al., 2019; World Health Organization, 2022). 

En concreto, el ABZ es usado de forma preventiva en mujeres en edad reproductiva, incluidas 

mujeres embarazadas y lactantes, debido al alto riesgo de ser infectadas con dichas 

geohelmintiasis, las cuales causan malabsorción de nutrientes, pérdida de apetito, pérdida crónica 

de sangre y anemia (Mofid et al., 2021). El ABZ es también el fármaco de elección para tratar la 

filariasis linfática (Abdel-Tawab et al., 2009). De igual modo, es uno de los fármacos antihelmínticos 

más utilizados en rumiantes debido a su baja toxicidad y bajo coste (Jaeger y Carvalho-Costa, 
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2017; Diez et al., 2022). Así pues, el ABZ es utilizado contra la equinococosis o hidatidosis, 

enfermedad causada por parásitos del género Echinococcus. Esta parasitosis afecta tanto a 

humanos como ganado vacuno y ovino tras la ingestión de los huevos del parásito, los cuales se 

encuentran en las heces de los hospedadores definitivos, los cánidos (Siles-Lucas et al., 2018). El 

tratamiento con ABZ es también la principal herramienta para el control del trematodos adultos de 

Fasciola hepatica, que afectan tanto a ganado como a humanos (Alvarez et al., 2020).  

Sin embargo, como hemos indicado anteriormente, el uso frecuente e indiscriminado de los 

antihelmínticos en el ganado ha causado la aparición de parásitos resistentes a ellos y por 

consiguiente, la eficacia del tratamiento se ve reducida; por ejemplo, se ha observado resistencia al 

ABZ en ovejas infectadas por nematodos (Borgsteede et al., 2007; Veríssimo et al., 2012), así 

como por Fasciola hepatica (Álvarez-Sánchez et al., 2006; Sanabria et al., 2013; Martínez-

Valladares et al., 2014; Novobilský et al., 2016). 

Como benzimidazol, el mecanismo de acción del ABZ consiste en su unión a la β-tubulina 

del parásito, interfiriendo en la formación de los microtúbulos y por lo tanto, inhibiendo todos los 

procesos celulares mediados por dichos microtúbulos como la división celular (Siles-Lucas et al., 

2018). Debido a este modo de acción, se ha observado que el ABZ presenta actividad antitumoral 

ya que inhibe la proliferación celular e induciendo la apoptosis en diversos tipos de cáncer. Su 

actividad antitumoral también se relaciona con su efecto inhibidor sobre el VEGF y la angiogénesis 

tumoral (Pourgholami et al., 2006, 2010). Estudios recientes continúan investigando dicho potencial 

del ABZ como antitumoral (Movahedi et al., 2017; Chen et al., 2020; Liu et al., 2020). 

Con respecto a su farmacocinética, el ABZ se caracteriza por ser relativamente insoluble en 

agua lo cual limita su absorción intestinal y compromete su eficacia terapéutica (Hong, 2018). 
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Diversas estrategias han sido desarrolladas para mejorar la biodisponibilidad del fármaco como por 

ejemplo, la administración del ABZ junto con comidas ricas en grasas la cual aumentó su 

disponibilidad plasmática en comparación con la administración en ayunas (Siles-Lucas et al., 

2018). En este sentido, se ha observado que la solubilidad y disponibilidad del ABZ mejora con 

emulsiones de aceite de soja (Shuhua et al., 2002), incorporación a liposomas (Dvorožňáková 

et al., 2004) o nanocápsulas de lípidos (Pensel et al., 2015). Dicho problema de solubilidad limita 

las vías de administración del ABZ a oral o intrarruminal en ganado y oral en humanos (Moreno 

et al., 2005; Siles-Lucas et al., 2018). En ganado bovino y ovino, se administra a dosis entre 5 a 10 

mg/kg mientras que en humanos se recomienda una dosis de 400 mg/persona (Dayan, 2003). 

Tras su administración oral y absorción intestinal, el ABZ se metaboliza mayoritariamente 

en hígado a través de reacciones de oxidación dando lugar al ABZSO y ABZSO2, y posteriormente, 

por acción de deacetilasas se forma el ABZSO2-NH2 (Figura 16) (European Medicines Agency, 

2004; Siles-Lucas et al., 2018). Asimismo, se ha observado que el ABZ también puede 

metabolizarse a nivel intestinal (Merino et al., 2003). Estas oxidaciones sucesivas de ABZ 

conducen a metabolitos más polares (Alvarez et al., 1999). El metabolismo hepático e intestinal del 

ABZ se produce principalmente por dos sistemas enzimáticos, la flavin-monooxigenasa (FMO) y el 

CYP450. En concreto, ambos mecanismos están involucrados en la conversión de ABZ a ABZSO, 

mientras que solo el CYP450 está involucrado en la formación de ABZSO2 (Merino et al., 2003) 

(Figura 16). Además, el ABZSO puede ser reducido a ABZ por la microflora del tracto 

gastrointestinal, funcionando como un reservorio de ABZ el cual presenta una mayor afinidad por la 

β-tubulina del parásito y, por lo tanto, una mayor eficacia (Alvarez et al., 1999; Diez et al., 2022). 

Cabe destacar que un aumento en la actividad o expresión de las enzimas metabólicas se ha 
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relacionado con la aparición de resistencias a los benzimidazoles como el ABZ (Lanusse et al., 

2018; Stuchlíková et al., 2018). Los metabolitos del ABZ son detectados en plasma mientras que el 

compuesto parental es generalmente indetectable (Siles-Lucas et al., 2018). Finalmente, la vía 

renal y biliar se consideran las rutas de eliminación del ABZ debido a la presencia del ABZSO y 

ABZSO2 en la orina y bilis (Alvarez et al., 1999; Dayan, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Metabolismo del albendazol. Se muestran las estructuras del albendazol (ABZ) y sus 
metabolitos: albendazol sulfóxido (ABZSO), albendazol sulfona (ABZSO2) y albendazol 2-aminosulfona 
(ABZSO2-NH2). FMO, flavin-monooxigenasa; CYP, citocromo P-450 (basada en Rawden et al., 2000).  
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Con respecto a la actividad antihelmíntica, se ha observado que tanto el ABZ como el  

ABZSO son compuestos activos, mientras que el ABZSO2-NH2 ha sido considerado biológicamente 

inactivo (Batzias y Delis, 2004). En el caso del ABZSO2 hay estudios contradictorios ya que 

inicialmente se sugirió que carecía de actividad antihelmíntica; sin embargo, estudios posteriores 

demuestran que esta actividad existe (Ingold et al., 1999; Rawden et al., 2000; Stettler et al., 2001; 

Adas et al., 2009). Se ha observado que el tratamiento con ABZ detiene el crecimiento del parásito 

pero no lo elimina, de manera que no es efectivo en todos los casos y la recurrencia es alta (Siles-

Lucas et al., 2018). Por ello, la actividad antihelmíntica del ABZ ha sido mejorada mediante la 

combinación con otros fármacos, las cuales modifican los perfiles farmacocinéticos causando un 

efecto sinérgico y mejorando su eficacia terapéutica. Así pues, la coadministración de ABZ junto 

con ivermectina incrementa la disponibilidad plasmática del ABZ en corderos (Alvarez et al., 2008). 

La eficacia de dicha combinación ha sido evaluada en diversos estudios clínicos (Knopp et al., 

2010; Matamoros et al., 2021; Krolewiecki et al., 2022). De igual modo, la combinación de ABZ y 

nitazoxanida fue más eficaz que el tratamiento solo de ABZ en ratones infectados con 

Echinococcus multilocularis debido a un aumento en la disponibilidad de ABZSO en plasma 

(Stettler et al., 2004). No obstante, estas alteraciones en la disponibilidad pueden asociarse a 

posibles toxicidades (Viviani et al., 2019).  

El ABZ se considera un fármaco relativamente seguro ya que la frecuencia de efectos 

secundarios indeseables osciló entre el 3% y el 5%. No obstante, en estudios con ratas, se han 

observado malformaciones externas y esqueléticas en fetos tras la administración de ABZSO en 

dosis elevadas a las madres gestantes (Capece et al., 2003; Teruel et al., 2009). En humanos, 

algunas de las reacciones adversas descritas fueron ictericia, cefalea, alteración de las 
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transaminasas séricas, vértigo, caída del cabello y prurito (Siles-Lucas et al., 2018). Generalmente, 

la aparición de efectos adversos se relaciona con la administración de ABZ a dosis más altas de 

las recomendadas durante períodos prolongados (Hong, 2018).  

En último lugar, el ABZ es un fármaco regulado para su uso en animales destinados a la 

producción de alimentos, por lo tanto, las autoridades han determinado sus LMRs. Los residuos 

marcadores de benzimidazoles se definen como la suma del fármaco original y sus metabolitos 

principales o más persistentes. Por consiguiente, el residuo marcador para el ABZ es la suma de 

ABZSO, ABZSO2 y ABZSO2-NH2 (The European Commission, 2010; Bustamante‐Rangel et al., 

2022) (Tabla 4).  

 Tabla 4. Límites máximos de residuos (LMRs) establecidos para el ABZ por el Reglamento (EU) 
Nº37/2010 para los alimentos de origen animal. 

Sustancia 
farmacológicamente 

activa 
Residuo marcador Especie LMR Tejido diana 

Albendazol 

Suma de 
albendazol 
sulfóxido, 

albendazol sulfona 
y albendazol 2-
amino sulfona, 

expresada como 
albendazol 

Todos los 
rumiantes 

100 µg/Kg 

100 µg/Kg 

1000 µg/Kg 

500 µg/Kg 

100 µg/Kg 

Músculo 

Grasa 

Hígado 

Riñón 

Leche 

 

En base a estos LMRs, se ha establecido el periodo de retiro en leche de 3 días en ganado 

bovino (Moreno et al., 2005). Tras la administración de ABZ, los tres metabolitos han sido 

detectados en leche en ganado bovino, ovino y caprino (Liguoro et al., 1996; Fletouris et al., 1998; 

Moreno et al., 2005; Romero et al., 2017). Estos residuos fueron también detectados en muestras 
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de leche que procedían de explotaciones ganaderas las cuales suministran leche a productores de 

derivados lácteos. Aunque los niveles no excedieron los LMR o la ingesta diaria admisible (IDA), se 

destaca la importancia de vigilar los niveles de dichos residuos tras los procesos de elaboración de 

derivados lácteos como el queso (Tsiboukis et al., 2010, 2013). En el caso de mujeres lactantes, se 

ha detectado mayoritariamente el ABZSO 36 horas después de la administración de ABZ. No 

obstante, los niveles alcanzados en la leche materna no se consideran dañinos para el lactante 

(Abdel-Tawab et al., 2009). 

3.3.2. Clorsulón  

El clorsulón es un antiparasitario perteneciente a la familia de las bencenosulfonamidas y 

es usado en ganado ovino y bovino contra trematodos adultos (Faciola hepatica y Fasciola 

gigantica), aunque también posee una eficacia moderada contra estadios inmaduros (Álvarez-

Sánchez et al., 2006; European Medicines Agency, 2008). Además, el clorsulón ha sido utilizado 

con éxito en corderos infectados con Fasciola hepatica resistentes al antiparasitario triclabendazol 

(Coles y Stafford, 2001). Un estudio reciente ha propuesto también su uso en el tratamiento contra 

la esquistosomiasis (Ferraroni et al., 2022), enfermedad parasitaria causada por trematodos del 

género Schistosoma y que afecta principalmente a las poblaciones humanas más pobres del 

mundo (Biendl et al., 2022). La actividad antihelmíntica del clorsulón también ha sido evaluada in 

vitro contra parásitos del género Echinococcus responsables de enfermedades zoonóticas como la 

echinococcosis en humanos, aunque los resultados de los estudios son contradictorios (Richter 

et al., 2013; Xin et al., 2019). 

El clorsulón se comercializa en combinación con la lactona macrocíclica ivermectina dando 

lugar a una formulación antihelmíntica de amplio espectro gracias a la asociación de un fármaco 
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contra nematodos (ivermectina) y un fármaco contra trematodos (clorsulón) (Meaney et al., 2003; 

European Medicines Agency, 2008). Diversos estudios han evaluado la eficacia de dicha 

combinación contra infecciones causadas por nematodos gastrointestinales en ovejas (Heredia 

et al., 2016) y por Fasciola hepatica en ovejas, vacas y ratas (Sibille et al., 2000; Álvarez-Sánchez 

et al., 2006; Geurden et al., 2012; Zárate-Rendón et al., 2023); así como para el tratamiento 

simultáneo contra nematodos y trematodos (Ibarra-Velarde et al., 2001).  De igual modo, se ha 

observado una notable eficacia de la combinación de clorsulón junto con ivermectina y nitroxinil en 

ganado bovino para el tratamiento contra Fasciola hepatica (Hutchinson et al., 2009). En relación 

con el tratamiento exclusivo con clorsulón, solamente se ha identificado su resistencia en un 

rebaño de ovejas infectadas con Fasciola hepatica en España (Martínez-Valladares et al., 2014).  

Con respecto a su modo de acción, el clorsulón inhibe las enzimas implicadas en la vía 

glucolítica descrita como la principal fuente de energía de los trematodos. En concreto, es un 

inhibidor competitivo y selectivo de la 3-fosfoglicerato quinasa y de la fosfogliceromutasa de los 

parásitos, reduciendo los niveles de ATP (European Medicines Agency, 2008; Timson, 2016; Xin 

et al., 2019). Asimismo, el clorsulón entra al parásito a través de dos rutas, por un lado, se une a la 

anhidrasa carbónica de los eritrocitos entrando por vía oral a través de ellos y, por otro lado, a 

través de la superficie tegumental del parásito. En ambos casos, se ha observado que el clorsulón 

induce cambios morfológicos en el intestino y en la superficie tegumentaria de Fasciola hepatica en 

ratas (Meaney et al., 2003, 2004, 2005).  

En relación con su posología y farmacocinética, el clorsulón es comercializado en 

suspensión para su administración oral (oveja y vacas) o en inyectable para su administración s.c. 

(vacas), siendo las dosis recomendadas 7 y 2 mg/kg, respectivamente (European Medicines 
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35 µg/Kg 

100 µg/Kg 

200 µg/Kg 

16 µg/Kg 

Músculo 

Hígado 

Riñón 

        Leche 

Agency, 2008; Imperiale y Lanusse, 2021). El clorsulón es rápidamente absorbido y se elimina 

tanto por vía renal como en heces sin ser metabolizado (European Medicines Agency, 2008; 

Richter et al., 2013). La farmacocinética de clorsulón ha sido descrita en ovejas y cabras tras su 

administración oral (Sundlof y Whitlock, 1992), así como en ganado bovino tras su administración 

s.c. (European Medicines Agency, 2008).  

Con respecto a sus residuos en productos de origen animal, el fármaco inalterado es 

utilizado como residuo marcador para establecer los LMRs (Tabla 5). En concreto, se ha 

establecido un LMR en leche de ganado bovino de 16 μg/Kg y un tiempo de espera en 

combinación con la ivermectina de 66 días (Escribano et al., 2012; European Medicines Agency, 

2014b).  

Tabla 5. Límites máximos de residuos (LMRs) y estructura química del antihelmíntico clorsulón 
(European Medicines Agency, 2014b).  

 

En ganado bovino, se detectaron residuos de clorsulón en la leche tras la administración 

s.c. de clorsulón junto con ivermectina, donde la Cmax del clorsulón (0,853 µg/ml) se alcanzó a las 7 

Estructura química Residuo 
marcador Especie LMR Tejido diana 

 

Clorsulón Bovino 

 
 

 



3. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

91 

 

horas tras la administración y su T1/2 fue de 31 horas (European Medicines Agency, 2014a; 

Imperiale y Lanusse, 2021). En último lugar y en relación con la estabilidad de los residuos de 

fármacos antihelmínticos en los alimentos, se ha observado que el clorsulón es estable tras ciertos 

procesos de cocción (Cooper et al., 2011).  

3.3.3. Closantel  

El closantel es un fármaco antihelmíntico derivado de la salicilanilida (Figura 17), utilizado 

en ganado bovino y ovino contra estadios inmaduros y adultos de trematodos (Fasciola hepatica), 

así como de algunos nematodos y ectoparásitos. El closantel se puede utilizar como tratamiento 

solo o en combinación con otros antihelmínticos como la ivermectina para ampliar su espectro de 

actividad (Cromie et al., 2006; European Medicines Agency, 2012; Power et al., 2013b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura  17. Estructura química de las salicilanilidas y del antiparasitario closantel.  

 Además, la eficacia de tratamiento con closantel ha sido demostrada en rebaños de ovejas 

y en ganado bovino infectados con Fasciola hepatica y resistentes al antiparasitario triclabendazol 
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(Coles et al., 2000; Gordon et al., 2012; Hanna et al., 2015). Por lo tanto, se ha convertido en un 

fármaco de segunda línea contra trematodos resistentes. Además, el closantel es utilizado de 

manera extra-label en otras especies como en cabras o en caballos (Iezzi et al., 2014; Gokbulut y 

McKellar, 2018). Hasta el momento, solo se ha reportado el fracaso del tratamiento con closantel 

contra Haemonchus contortus en ovejas (Rolfe et al., 1990) y contra Fasciola hepatica en bovinos 

(Novobilský y Höglund, 2015). Finalmente, en los últimos años se ha investigado la posible acción 

antitumoral del closantel ya que presenta actividad antiangiogénica en modelo de peces cebra, 

reduciendo el crecimiento de distintos tipos de cáncer (Zhu et al., 2016). Asimismo, el closantel es 

descrito como inhibidor de la enzima Taspase1 en humanos cuya sobreexpresión está relacionada 

con la progresión del cáncer y la metástasis (Luciano et al., 2021).  

En relación con su mecanismo de acción, el closantel interfiere en la ruta de obtención de 

energía del parásito actuando como desacoplador de la fosforilación oxidativa y, por lo tanto, 

reduciendo la síntesis de ATP. Además, el closantel actúa sobre los mecanismos responsables del 

mantenimiento de la homeostasis del pH e induce parálisis espástica en los parásitos (Ceballos 

et al., 2017).  

El closantel se administra por vía s.c. en un rango de dosis de 2,5 a 5 mg/kg, así como por 

vía oral a una dosis de 10 mg/kg. Además, en ganado bovino puede ser administrado por vía tópica 

a una dosis de 20 mg/kg (European Medicines Agency, 2012). La farmacocinética del closantel se 

caracteriza por una prolongada persistencia tanto en plasma como en leche. Al igual que otras 

salicilanilidas, el closantel se une ampliamente a las proteínas plasmáticas (> 99%) lo que alarga 

sus niveles en plasma y limita la distribución tisular. En concreto, se han observado ratios 

plasma/tejido del closantel de aproximadamente 6:1 para pulmón y riñón y de 9:1 para corazón e 
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hígado (Cromie et al., 2006). La unión a proteínas plasmáticas también juega un papel importante 

en la acumulación del fármaco en el parásito ya que la principal ruta de entrada del closantel es la 

vía oral a través de la ingesta de sangre, de hecho, se ha observado que el patrón de acumulación 

del closantel en Fasciola hepatica coincide con su disponibilidad plasmática (Ceballos et al., 2017; 

Lifschitz et al., 2017). De modo que la persistencia de closantel en plasma durante periodos 

prolongados asegura la exposición de los parásitos hematófagos al fármaco. Finalmente, el 

closantel presenta bajo metabolismo en hígado por lo que se excreta como compuesto parental 

principalmente en heces aunque también se puede detectar en orina (Imperiale y Lanusse, 2021).   

La farmacocinética plasmática del closantel ha sido estudiada en ganado ovino, bovino y 

caprino (Michiels et al., 1987; Hennessy et al., 1993; Swan et al., 1999; Iezzi et al., 2014; Ceballos 

et al., 2017; Saleh et al., 2022), donde se ha observado que la T1/2  del closantel es de entre 14-21 

días en ovejas y vacas y aproximadamente 9 días en cabras, corroborando así su larga 

persistencia en plasma. De igual modo, diversos estudios en ganado bovino y caprino han 

estudiado los niveles en leche del closantel, mostrando un valor de T1/2  entre 10 y 17 días en vacas 

y alrededor de 10 días en las cabras (European Medicines Agency, 2012; Power et al., 2013b; Iezzi 

et al., 2014). Dicha persistencia prolongada de residuos en la leche también se ha observado para 

otros antiparasitarios del mismo grupo como la rafoxanida (Power et al., 2013a) o de otros grupos 

como el nitroxinil (Whelan et al., 2011).  En último lugar, cabe destacar que las concentraciones de 

closantel alcanzadas en plasma son casi 50 veces superiores que las alcanzadas en leche 

(European Medicines Agency, 2012; Iezzi et al., 2014). Este efecto podría estar relacionado tanto 

con su alta unión a proteínas como con las propiedades fisicoquímicas del compuesto, influyendo 
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en el proceso de distribución desde la sangre hasta la glándula mamaria (Imperiale y Lanusse, 

2021).  

En la actualidad, no todos los antihelmínticos derivados de la salicilanilida están registrados 

para su uso en animales de producción lechera. En el caso del closantel, el compuesto parental se 

utiliza como residuo marcador en ganado bovino y ovino para establecer los LMR. En concreto, se 

ha establecido un LMR de 45 µg/kg en leche en especies bovinas y ovinas (European Medicines 

Agency, 2014c; Daeseleire et al., 2017; Imperiale y Lanusse, 2021) (Tabla 6) y los periodos de 

retiro en leche entre 39-43 en cabras y aproximadamente de 52 días en ganado bovino (Power 

et al., 2013b; Iezzi et al., 2014).  

Tabla 6. Límites máximos de residuos (LMRs) en ganado bovino y ovino del antihelmíntico closantel 
(European Medicines Agency, 2014c). 

 

Finalmente y con respecto a la toxicidad del closantel, varios estudios mostraron los 

efectos adversos del closantel en el sistema nervioso central, el nervio óptico y la retina en ovejas y 

Residuo 
marcador Especie LMRs Tejido diana 

Closantel 

Ganado bovino 

1000 µg/Kg 
3000 µg/Kg 
1000 µg/Kg 
3000 µg/Kg 

45 µg/Kg 

Músculo 
Grasa 
Hígado 
Riñón 
Leche  

 

Ganado ovino 

            1500 µg/Kg 
2000 µg/Kg 
1500 µg/Kg 
5000 µg/Kg         

45 µg/Kg 

Músculo 
Grasa 
Hígado 
Riñón 
Leche 
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cabras después de una sobredosis accidental (van der Lugt y Venter, 2007; Oliveira et al., 2022). 

Asimismo, estos efectos adversos se han observado en humanos tras una exposición accidental al 

closantel donde la agudeza visual se vio afectada como consecuencia de una alteración en las 

capas externas de la retina (Tabatabaei et al., 2016; Khalili y Zareei, 2021; Leary et al., 2023). 
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Estos antecedentes han puesto de manifiesto la importancia del transportador de 

membrana ABCG2 en la aparición de residuos de fármacos en leche y, por consiguiente, en su 

influencia en la calidad y seguridad de la leche. Por ello, la presente memoria tiene como objetivo 

general estudiar la interacción entre el transportador de membrana ABCG2 y dos grupos de 

fármacos ampliamente utilizados como son los AINEs ácido tolfenámico y meloxicam, y los 

antiparasitarios tales como los metabolitos del ABZ, el clorsulón y el closantel. Este objetivo 

general se desarrollará en los siguientes objetivos específicos:  

 Estudiar la interacción in vitro del ácido tolfenámico con el transportador ABCG2 utilizando 

células que sobreexpresan el transportador; así como su implicación en su disponibilidad 

plasmática, secreción a leche y distribución tisular utilizando ratones wild-type y Abcg2-/-.  

 Determinar tanto in vitro como in vivo si el AINE meloxicam es sustrato de ABCG2 

utilizando células que sobreexpresan distintas variantes de transportador y ratones wild-

type y knockout para Abcg2.  

 Estudiar el efecto de un inhibidor de ABCG2, como la lactona macrocíclica ivermectina, 

sobre el transporte in vitro, los niveles plasmáticos y la secreción a leche del AINE 

meloxicam en ovejas.  

 Caracterizar la interacción in vitro de los principales metabolitos del ABZ, ABZSO2 y 

ABZSO2-NH2 con ABCG2 utilizando células que sobreexpresan el transportador, así como 

estudiar el efecto in vivo de Abcg2 en su secreción activa a leche utilizando ratones Abcg2-

/-.  
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 Determinar el efecto de la coadministración de ABZ con lactonas macrocíclicas como 

ivermectina, doramectina y abamectina sobre los niveles plasmáticos y la secreción a leche 

de los principales metabolitos del ABZ en ganado ovino. 

 Caracterizar la interacción in vitro del antiparasitario clorsulón con el transportador de 

membrana ABCG2, así como determinar la implicación de este transportador en su 

secreción a leche y evaluar el efecto de las lactonas macrocíclicas como inhibidores del 

transportador sobre estos procesos tanto en ovejas como en ratones.  

 Examinar la implicación de ABCG2 en la disponibilidad plasmática y la secreción a leche 

del antiparasitario closantel utilizando ratones wild-type y Abcg2-/- y estudiar las posibles 

interacciones farmacológicas en estos procesos de las lactonas macrocíclicas en ganado 

ovino. 
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5.1. PARTE I: ANTIINFLAMATORIOS  

Artículo I 

Role of the ABCG2 transporter in plasma levels and tissue 

accumulation of the anti-inflammatory tolfenamic acid in mice.  

Blanco-Paniagua E, García-Lino AM, García-Mateos D, Álvarez AI, and Merino G. 

Chemico-Biological Interactions (2021) 345:109537 doi: 10.1016/j.cbi.2021.109537 
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 Role of the ABCG2 transporter in plasma levels and tissue accumulation of the anti-
inflammatory tolfenamic acid in mice. 

Esther Blanco-Paniagua a, Alba M. García-Lino a, Dafne García-Mateos a, Ana I. Álvarez a and 
Gracia Merino a*.  

DOI: 10.1016/j.cbi.2021.109537 

a Department of Biomedical Sciences-Physiology, Veterinary Faculty, Instituto de Desarrollo 
Ganadero y Sanidad Animal (INDEGSAL), Universidad de León, 24071, Campus de Vegazana, 
León, Spain   

*Corresponding author: Dr. Gracia Merino. Department of Biomedical Sciences-Physiology, 
Veterinary Faculty, University of Leon 24071, Campus de Vegazana, Leon, Spain. Phone: +34-
987291263; Fax +34-987291267; E-mail: gmerp@unileon.es 

ABSTRACT 

The Breast Cancer Resistance Protein (BCRP/ABCG2) is an ATP-binding cassette efflux 
transporter that is expressed in the apical membrane of cells from relevant tissues involved in drug 
pharmacokinetics such as liver, intestine, kidney, testis, brain and mammary gland, among others. 
Tolfenamic acid is an anti-inflammatory drug used as an analgesic and antipyretic in humans and 
animals. Recently, tolfenamic acid has been repurposed as an antitumoral drug and for use in 
chronic human diseases such as Alzheimer. The aim of this work was to study whether tolfenamic 
acid is an in vitro Abcg2 substrate, and to investigate the potential role of Abcg2 in plasma 
exposure, secretion into milk and tissue accumulation of this drug. Using in vitro transepithelial 
assays with cells transduced with Abcg2, we showed that tolfenamic acid is an in vitro substrate of 
Abcg2. The in vivo effect of this transporter was tested using wild-type and Abcg2−/− mice, showing 
that after oral and intravenous administration of tolfenamic acid, its area under the plasma 
concentration-time curve in Abcg2−/− mice was between 1.7 and 1.8-fold higher compared to wild-
type mice. Abcg2−/− mice also showed higher liver and testis accumulation of tolfenamic acid after 
intravenous administration. In this study, we demonstrate that tolfenamic acid is transported in vitro 
by Abcg2 and that its plasma levels as well as its tissue distribution are affected by Abcg2, with 
potential pharmacological and toxicological consequences.  



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Artículo II 

Abcg2 transporter affects plasma, milk and tissue levels of 

meloxicam. 

García-Lino AM, Blanco-Paniagua E, Astorga-Simón EN, Álvarez-Fernández L, García-
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 Abcg2 transporter affects plasma, milk and tissue levels of meloxicam. 

Alba M. García-Lino a, Esther Blanco-Paniagua a, Elsa N. Astorga-Simón a, Laura Álvarez-
Fernández a, Dafne García-Mateos a, Indira Álvarez-Fernández a, Ana I. Álvarez a, Gracia Merino a* 

DOI: 10.1016/j.bcp.2020.113924 

a Department of Biomedical Sciences-Physiology, Veterinary Faculty, Instituto de Desarrollo 
Ganadero y Sanidad Animal (INDEGSAL), Universidad de León, Campus de Vegazana, León, 
Spain 

Corresponding author: Dr. Gracia Merino. Department of Biomedical Sciences-Physiology, 
Veterinary Faculty, University of Leon 24071, Campus de Vegazana, Leon, Spain. Phone: +34-
987291263; Fax +34-987291267; E-mail: gmerp@unileon.es 

ABSTRACT 

ATP-binding cassette (ABCG2) is an efflux transporter that extrudes xenotoxins from cells in liver, 
intestine, mammary gland, brain and other organs, affecting the pharmacokinetics, brain 
accumulation and secretion into milk of several compounds, including antitumoral, antimicrobial and 
anti-inflammatory drugs. The aim of this study was to investigate whether the widely used anti-
inflammatory drug meloxicam is an Abcg2 sustrate, and how this transporter affects its systemic 
distribution. Using polarized ABCG2-transduced cell lines, we found that meloxicam is efficiently 
transported by murine Abcg2 and human ABCG2. After oral administration of meloxicam, the area 
under the plasma concentration–time curve in Abcg2−/− mice was 2-fold higher than in wild-type 
mice (146.06 ± 10.57 µg·h/ml versus 73.80 ± 10.00 µg·h/ml). Differences in meloxicam distribution 
were reported for several tissues after oral and intravenous administration, with a 20-fold higher 
concentration in the brain of Abcg2−/− after oral administration. Meloxicam secretion into milk was 
also affected by the transporter, with a 2-fold higher milk-to-plasma ratio in wild-type compared with 
Abcg2−/− lactating female mice after oral and intravenous administration. We conclude that Abcg2 is 
an important determinant of the plasma and brain distribution of meloxicam and is clearly involved 
in its secretion into milk. 



 

 

 

 

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Artículo III 

Ivermectin inhibits ovine ABCG2-mediated in vitro 

transport of meloxicam and reduces its secretion into milk in 

sheep. 

Blanco-Paniagua E, García-Lino AM, Álvarez-Fernández L, Álvarez AI, and Merino G. 
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 Ivermectin inhibits ovine ABCG2-mediated in vitro transport of meloxicam and 
reduces its secretion into milk in sheep. 

Esther Blanco-Paniagua a, b,1, Alba M. García-Lino a,b,1 , Laura Álvarez-Fernández a,b,  Ana I. Álvarez 
a,b, Gracia Merino a,b,* 

DOI: 10.1016/j.rvsc.2022.10.019 

a Departamento de Ciencias Biomédicas-Fisiología, Facultad de Veterinaria, Universidad de León, 
Campus de Vegazana s/n, 24071 León, Spain 

 b Instituto de Desarrollo Ganadero y Sanidad Animal (INDEGSAL), Universidad de León, Campus 
de Vegazana, 24071 León Spain.  

1 Both authors contributed equally to this work. 

Corresponding author: Dr. Gracia Merino Phone: +34-987291263; E-mail: gmerp@unileon.es 

ABSTRACT 

The ATP-binding cassette transporter G2 (ABCG2) is an efflux protein involved in the bioavailability 
and secretion into milk of several compounds including anti-inflammatory drugs. The aim of this 
work was to determine the effect in sheep of an ABCG2 inhibitor, such as the macrocyclic lactone 
ivermectin, on the secretion into milk of meloxicam, a non-steroidal anti-inflammatory drug widely 
used in veterinary medicine, and recently reported as an ABCG2 substrate. In vitro meloxicam 
transport assays in ovine ABCG2-transduced cells have shown that ivermectin is an efficient 
inhibitor of in vitro transport of meloxicam mediated by ovine ABCG2, with a 75% inhibition in the 
transport ratio (24.85 ± 4.62 in controls vs 6.31 ± 1.37 in presence of ivermectin). In addition, the 
role of ovine ABCG2 in secretion into milk of meloxicam was corroborated using Assaf lactating 
sheep coadministered with ivermectin. Animals were administered subcutaneously with meloxicam 
(0.5 mg/kg) with or without ivermectin (0.2 mg/kg). No difference in plasma pharmacokinetic 
parameters was found between treatments. In the case of milk, a significant reduction in the area 
under concentration-time curve (AUC) (3.92 ± 0.66 vs 2.26 ± 1.52 μg⋅h/mL) and the AUC milk-to-

plasma ratio (0.17 ± 0.03 vs 0.09 ± 0.06) was reported for ivermectin-treated animals compared to 
controls. 

https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2022.10.019


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2. PARTE II: ANTIPARASITARIOS  

5.2.1. ALBENDAZOL  

Artículo IV  

Secretion into milk of the main metabolites of the 

anthelmintic albendazole is mediated by the ABCG2/BCRP 

transporter. 

Blanco-Paniagua E, Álvarez-Fernández L, García-Lino AM, Álvarez AI, and Merino G. 

Antimicrobial Agents and Chemotherapy (2022) 66: e00062-22 doi: 10.1128/aac.00062-22 
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 Secretion into milk of the main metabolites of the anthelmintic albendazole is 
mediated by the ABCG2/BCRP transporter. 

Esther Blanco-Paniagua a, b , Laura Álvarez-Fernández a,b, Alba M. García-Lino a,b Ana I. Álvarez a,b, 
Gracia Merino a,b,# 

DOI: 10.1128/aac.00062-22 

a Departamento de Ciencias Biomédicas-Fisiología, Facultad de Veterinaria, Universidad de León.  

 b Instituto de Desarrollo Ganadero y Sanidad Animal (INDEGSAL), Universidad de León 

# Address correspondence to Dr. Gracia Merino. Phone: +34-987291263; Fax +34-987291267; E-
mail: gmerp@unileon.es 

ABSTRACT 

Albendazole (ABZ) is an anthelmintic with a broad-spectrum activity, widely used in human and 
veterinary medicine. ABZ is metabolized in all mammalian species to albendazole sulfoxide 
(ABZSO), albendazole sulfone (ABZSO2) and albendazole 2-aminosulphone (ABZSO2-NH2). 
ABZSO and ABZSO2 are the main metabolites detected in plasma and all three are detected in 
milk. The ATP-binding cassette transporter G2 (ABCG2) is an efflux transporter that is involved in 
the active secretion of several compounds into milk. Previous studies have reported that ABZSO 
was in vitro transported by ABCG2. The aim of this work is to correlate the in vitro interaction 
between ABCG2 and the other ABZ metabolites with their secretion into milk by this transporter. 
Using in vitro transepithelial assays with cells transduced with murine Abcg2 and human ABCG2, 
we show that ABZSO2 and ABZSO2-NH2 are in vitro substrates of both. In vivo assays carried out 
with wild-type and Abcg2-/- lactating female mice demonstrated that secretion into milk of these ABZ 
metabolite was mediated by Abcg2. Milk concentrations and milk-to-plasma ratio were higher in 
wild-type compared to Abcg2-/- mice for all the metabolites tested. We conclude that ABZ 
metabolites are undoubtedly in vitro substrates of ABCG2 and actively secreted into milk by 
ABCG2.



 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Artículo V 

Effect of coadministration of macrocyclic lactones on the 

milk residues of the metabolites of the anthelmintic albendazole 

in sheep.  

Manuscript in preparation 
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 Effect of coadministration of macrocyclic lactones on the milk residues of the     
metabolites of the anthelmintic albendazole in sheep. 

Manuscript in preparation 

ABSTRACT 

Albendazole (ABZ) is an anthelmintic drug commonly used in the veterinary field which is 
metabolized to albendazole sulphoxide (ABZSO) and albendazole sulphone (ABZSO2), the main 
marker residues in milk. Macrocyclic lactones are also important antiparasitic drugs reported to 
interact with other drugs, including anthelmintics. The purpose of this study was to determine the 
effect of the coadministration of macrocyclic lactones on the secretion into milk of the main 
metabolites of ABZ, ABZSO and ABZSO2, in sheep. Assaf lactating sheep were administered orally 
albendazole at 7.5 mg/kg with or without a subcutaneous administration of ivermectin, doramectin 
or abamectin at 0.2 mg/kg. Higher concentrations of ABZSO in milk were detected after ivermectin, 
doramectin and abamectin were coadministrated. However, no relevant differences were observed 
in ABZSO2 concentrations in milk after coadministration of macrocyclic lactones. These results 
revealed that the coadministration of macrocyclic lactones affects milk levels of the main metabolite 
of ABZ and consequently its milk residues. 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.2. CLORSULÓN 

Artículo VI 

Role of the Abcg2 transporter in the secretion into milk of 

the anthelmintic clorsulon: interaction with ivermectin. 

Blanco-Paniagua E, Álvarez-Fernández L, Rodríguez- Alonso A, Millán-García A, Álvarez 

AI, and Merino G. Antimicrobial Agents and Chemotherapy (2023) 67(5): e00095-23 doi: 

10.1128/aac.00095-23  
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 Role of the Abcg2 transporter in secretion into milk of the anthelmintic clorsulon: 
interaction with ivermectin. 
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ABSTRACT 

Clorsulon is a benzenesulfonamide drug that is effective in treating helminthic zoonoses 
such as fascioliasis. When used in combination with the macrocyclic lactone ivermectin, it provides 
high broad-spectrum antiparasitic efficacy. The safety and efficacy of clorsulon should be studied by 
considering several factors such as drug-drug interactions mediated by ATP-binding cassette (ABC) 
transporters due to their potential effects on the pharmacokinetics and drug secretion into milk. The 
aim of this work was to determine the role of ABC transporter G2 (ABCG2) in clorsulon secretion 
into milk and the effect of ivermectin, a known ABCG2 inhibitor, on this process. Using in vitro 
transepithelial assays with cells transduced with murine Abcg2 and human ABCG2, we report that 
clorsulon was transported in vitro by both transporter variants and that ivermectin inhibited its 
transport mediated by murine Abcg2 and human ABCG2. Wild-type and Abcg2-/- lactating female 
mice were used to carry out in vivo assays. The milk concentration and the milk-to-plasma ratio 
were higher in wild-type mice than in Abcg2-/- mice after clorsulon administration, showing that 
clorsulon is actively secreted into milk by Abcg2. The interaction of ivermectin in this process was 
shown after the coadministration of clorsulon and ivermectin to wild-type and Abcg2-/- lactating 
female mice. Treatment with ivermectin had no effect on the plasma concentrations of clorsulon, but 
the milk concentrations and milk-to-plasma ratios of clorsulon decreased in comparison to those 
with treatment without ivermectin, only in wild-type animals. Consequently, the coadministration of 
clorsulon and ivermectin reduces clorsulon secretion into milk due to drug-drug interactions 
mediated by ABCG2. 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Artículo VII 

Coadministration of ivermectin and abamectin affects milk 

pharmacokinetics of the antiparasitic clorsulon in Assaf sheep.  

Manuscript in preparation 
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 Coadministration of ivermectin and abamectin affects milk pharmacokinetics of the 
antiparasitic clorsulon in Assaf sheep. 

Manuscript in preparation 

ABSTRACT 

In veterinary field, drug exposure during milk production in dairy cattle is considered a major health 
problem which concerns dairy consumers. The ABC transporter G2 (ABCG2) is one of the major 
factors involved in the active secretion of many compounds into milk due to its induced expression 
in the mammary gland during lactation. The main objective of this study was to determine the 
involvement of ABCG2 on the secretion into milk of the antiparasitic clorsulon in sheep as well as 
the possible effect of the macrocyclic lactones ivermectin and abamectin on this process. Cells 
transduced with ovine variant of ABCG2 were used to carry out in vitro transepithelial transport 
assays in which we showed that clorsulon is a substrate of the ovine transporter. In addition, 
ivermectin and abamectin inhibit clorsulon transport mediated by ovine ABCG2. In vivo interactions 
were studied in Assaf sheep after coadministration of clorsulon (in DMSO, 2 mg/kg, s.c.) with 
ivermectin (Ivomec®, 0.2 mg/kg, s.c) or abamectin (in DMSO, 0.2 mg/kg, s.c.). After ivermectin and 
abamectin treatment, no relevant differences in plasma bioavailability of clorsulon were reported 
between experimental groups since there were no differences in the area under the plasma 
concentration-curve (AUC) between clorsulon alone treatment and coadministration with 
macrocyclic lactones. Related to milk, the AUC for clorsulon was decreased after coadministration 
with ivermectin (15.15 ± 3.17 µg·h/mL) and abamectin (15.30 ± 3.25 µg·h/mL) compared to control 
group (20.73 ± 4.97 µg·h/mL). Moreover, milk parameters such as half-life (T1/2) and mean 
residence time (MRT) were lower after coadministration of macrocyclic lactones. Subsequently, this 
study showed that coadministration of clorsulon with ivermectin and abamectin affects the transfer 
into milk of clorsulon. 

 

 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.3. CLOSANTEL  

Artículo VIII 

Role of ABCG2 efflux transporter in the pharmacokinetics 

and secretion into milk of the anthelmintic closantel: in vivo 

studies in mice and sheep.  

Manuscript in preparation 
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 Role of ABCG2 efflux transporter in the pharmacokinetics and secretion into milk of 
the anthelmintic closantel: in vivo studies in mice and sheep.  

Manuscript in preparation 

ABSTRACT 

Closantel is a broad-spectrum salicylanilide class of anthelmintic agent mainly used for the control 
of fascioliasis in sheep and cattle, characterized by its long plasma and milk persistence. The ATP-
binding cassette transporter G2 (ABCG2) is an efflux transporter localized in the apical membrane 
of epithelia in relevant tissues such as liver or mammary gland. Accordingly, it is involved in drug 
availability and active secretion of several compounds into milk. Modulation studies using ABCG2 
inhibitors were reported to affect plasma pharmacokinetics and secretion into milk of ABCG2 
substrates. Given the ABCG2 relevance in drug disposition and appearance of milk residues, the 
objective of this work was to determine whether ABCG2 is involved in closantel plasma availability 
as well as in its secretion into milk. Furthermore, potential drug-drug interactions in these processes 
were studied through the coadministration of ABCG2 inhibitors such as ivermectin and 
eprinomectin. Assays with Abcg2-/- male mice showed that plasma concentrations of closantel were 
higher in Abcg2-/- mice, with an area under curve (AUC) 1.6-fold higher compared to wild-type mice. 
Moreover, milk concentrations and milk-to-plasma ratio of closantel were significantly higher in 
female wild-type compared with Abcg2-/- mice. The potential in vivo interaction of closantel with 
macrocyclic lactones as ABCG2 inhibitors, were studied in sheep after coadministration of closantel 
(10 mg/kg o.) with ivermectin (0.2 mg/kg s.c) or eprinomectin (1 mg/kg s.c). Both coadministrations 
in sheep had no significant effect on plasma and milk concentrations of closantel and either in its 
pharmacokinetics parameters. These outcomes reveal that Abcg2 plays an important role in 
closantel plasma disposition, as well as, in its active secretion into milk in mice. However, no effect 
in plasma and milk levels of closantel was observed after coadministration of ABGC2 inhibitors in 
sheep. 
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6.1. ANTIINFLAMATORIOS  

Hemos centrado una parte de esta Tesis Doctoral en investigar el papel del transportador 

de membrana ABCG2 en el transporte de AINEs utilizados en medicina veterinaria y humana como 

son el ácido tolfenámico y el meloxicam. Dicha interacción ha sido considerada como relevante 

debido al potencial riesgo de exposición de los lactantes y consumidores a los residuos 

farmacológicos en leche como consecuencia de la posible interacción con ABCG2. Estos estudios 

han permitido conocer la interacción de dichos fármacos con el transportador ABCG2 mediante 

ensayos in vitro de transporte transepitelial, así como la implicación in vivo de ABCG2 en la 

secreción a leche, la biodisponilidad plasmática y la distribución tisular de estos fármacos utilizando 

modelos animales de ratones knockout para Abcg2. En el caso del meloxicam, hemos evaluado 

también el efecto de la lactona macrocíclica ivermectina, descrita como inhibidor del transportador, 

sobre estos procesos en ovejas.  

Comenzando por los ensayos in vitro con estos dos antiinflamatorios, ácido tolfenámico y 

meloxicam, en el artículo I se ha caracterizado la interacción in vitro entre el ácido tolfenámico y el 

transportador ABCG2 mediante experimentos de transporte transepitelial (Artículo I, Figura 1). Los 

resultados mostraron un transporte preferencial basal-apical en las células que sobreexpresaban la 

variante murina del transportador comparado con las células parentales. En el artículo II, se 

mostraron resultados similares para el meloxicam en las células que sobreexpresan tanto el 

transportador murino Abcg2 como el humano ABCG2 (Artículo II, Figura 1); sin embargo, el ácido 

tolfenámico no se transporta mediante Abcg2 de manera tan eficiente como el meloxicam. El ratio 

de transporte obtenido para el ácido tolfenámico (2.38 ± 0.30) es similar al estimado para el AINE 

diclofenaco a partir de estudios previos (Lagas et al., 2009), pero inferior al del flunixin (García-
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Mateos et al., 2019), que sí es similar al obtenido en nuestro estudio para el meloxicam (32.46 ± 

9.02). Tanto el ácido tolfenámico como el meloxicam fueron descritos como sustratos de ABCG2. 

Estas diferencias en el transporte in vitro mediado por ABCG2 podrían deberse a diferencias en 

algunas propiedades fisicoquímicas importantes para la interacción con el transportador (El-Kattan 

y Varm, 2012; Egido et al., 2015). Así pues, los sustratos de ABCG2 suelen tener un peso 

molecular de alrededor de 400 g/mol. El ácido tolfenámico tiene el peso molecular más bajo, 261,7 

g/mol, en comparación con el meloxicam (351,4 g/mol) o el flunixin (296,2 g/mol). Además, la unión 

con el transportador ABCG2 aumenta con el número de HBA presentes en los compuestos (Xu 

et al., 2015). En este caso, el ácido tolfenámico presenta 3 HBA mientras que el meloxicam tiene 7 

(PubChem).  

A la vista de estos resultados, la interacción entre el transportador y dichos AINEs se 

estudió usando los modelos in vivo con animales knockout para Abcg2, los cuales permiten 

conocer su posible implicación en la farmacocinética y la secreción a leche de los compuestos 

(Vlaming et al., 2009). En el artículo I, nuestros estudios en ratones macho mostraron que los 

niveles plasmáticos de ácido tolfenámico tras su administración oral (Artículo I, Figura 2) e 

intravenosa (Artículo I, Figura 3) son significativamente superiores en los ratones Abcg2-/- en 

comparación con los ratones wild-type, reflejando una mayor exposición al fármaco en los ratones 

Abcg2-/-. En el caso del meloxicam (artículo II), solo tras la administración oral del fármaco, los 

ratones wild-type presentaron concentraciones plasmáticas inferiores a los ratones Abcg2-/- 

(Artículo II, Figura 2B). Estos resultados indicaron que Abcg2 estaría implicado en la 

biodisponibilidad oral del ácido tolfenámico y el meloxicam reduciendo su absorción y aumentando 

su excreción intestinal.  
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Asimismo, los niveles de los dos AINEs fueron estudiados en diversos órganos con 

relevancia farmacocinética como el hígado, intestino y riñón, así como otros órganos como los 

testículos y el cerebro, donde la expresión de ABCG2 presenta un papel fundamental en su 

protección. Los resultados mostraron altos niveles de ácido tolfenámico en el hígado de los ratones 

Abcg2-/- en relación con los ratones wild-type (Artículo I, Tabla 1). Sin embargo, no se observaron 

diferencias en el intestino y riñón entre ambos grupos de ratones, lo que podría indicar que el 

efecto observado en plasma es debido a la presencia de Abcg2 en hígado. En el caso del 

meloxicam, aunque sí se observó una acumulación superior de meloxicam en el hígado en los 

ratones Abcg2-/- tras su administración oral (Artículo II, Tabla 2), estas diferencias pueden atribuirse 

a los elevados niveles plasmáticos obtenidos tras dicha administración en dichos ratones (Artículo 

II, Figura 2B). De hecho, la eliminación hepática pareció no verse afectada por el transportador ya 

que no se observaron diferencias entre los ratones wild-type y Abcg2-/- después de la 

administración intravenosa del meloxicam (Artículo II, Tabla 1). Independientemente de si las 

diferencias observadas fueron causadas por efectos locales o sistémicos de Abcg2, una 

acumulación de meloxicam en el hígado puede ser relevante en la evaluación de la hepatotoxicidad 

del meloxicam.  

Las diferencias en los niveles tisulares son relevantes ya que pueden causar problemas de 

toxicidad. En el caso del ácido tolfenámico, diversos estudios han descrito la citotoxicidad hepática 

(Li et al., 2009; Tatematsu et al., 2016). Aunque el mecanismo implicado en el daño hepático de los 

AINEs no está suficientemente concretado, la acumulación de los fármacos se ha propuesto como 

posible causa de dicho daño (Nadanaciva et al., 2013). Además, las concentraciones de ácido 

tolfenámico y meloxicam también fueron elevadas en los testículos de los ratones Abcg2-/- en 
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comparación con los wild-type (Artículo I, Tabla 1 y Artículo II, Tabla 1 y 2). De igual modo, 

diversos estudios describen un daño en la función testicular como consecuencia de la exposición in 

vitro a algunos analgésicos como el paracetamol, la aspirina, la indometacina o el ibuprofeno 

(Albert et al., 2013; Mazaud-Guittot et al., 2013; ben Maamar et al., 2017). 

 Finalmente, los resultados obtenidos en el cerebro fueron de gran relevancia clínica ya que 

se observó la acumulación de meloxicam en los ratones Abcg2-/- en comparación con los ratones 

wild-type tanto tras administración oral como intravenosa (Artículo II, Tabla 1 y 2). Estos resultados 

revelaron el importante papel de Abcg2 en el paso del meloxicam a través de la barrera 

hematoencefálica y en su acumulación en el cerebro. En el caso del meloxicam, diversos estudios 

han descrito su papel protector en los procesos de neuroinflamación (Han y Ren, 2014; Haile et al., 

2016) y estrés oxidativo en la médula espinal y el cerebro (Kartha et al., 2018; Er et al., 2020). Por 

ello, el meloxicam podría ser un tratamiento prometedor para enfermedades degenerativas del 

cerebro asociadas a estrés oxidativo como son el Alzheimer, el Parkinson y la enfermedad de 

Huntington (Manoharan et al., 2016).   

La biodisponibilidad de un fármaco está relacionada tanto con el éxito terapéutico como con 

los efectos tóxicos, de manera que cualquier factor que pueda alterar la exposición sistémica y/o 

local es objeto relevante de estudio y este es el caso del transportador de membrana ABCG2. 

Nuestros resultados mostraron el importante papel protector de ABCG2 en el hígado, en la barrera 

hematotesticular y en la barrera hematoencefálica evitando la acumulación de niveles elevados de 

AINEs en dichos órganos.  

A diferencia de los resultados obtenidos en ratones macho, los ensayos de secreción a 

leche en hembras de ratón Abcg2-/- mostraron que el transportador no está involucrado en el paso a 
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leche del ácido tolfenámico ya que no se observaron diferencias en las concentraciones en la leche 

de dicho compuesto entre ambos tipos de ratones, así como tampoco, en el ratio leche/plasma. No 

obstante, en el caso del meloxicam, nuestros estudios mostraron la participación de Abcg2 en su 

secreción a leche tras su administración intravenosa y oral, ya que tanto las concentraciones en 

leche como el ratio leche/plasma fueron significativamente superiores en los ratones wild-type en 

comparación con los ratones Abcg2-/- (Artículo II, Figura 3). 

Las diferencias en la transferencia de los fármacos a la leche mediante difusión están 

relacionadas entre otros factores con la lipofilicidad de los mismos. En este sentido, las moléculas 

con propiedades lipofílicas tienen una mayor tendencia a atravesar membranas, como el epitelio 

mamario, lo que favorece su paso a la leche (Ito et al., 2015; Imperiale y Lanusse, 2021). Así pues, 

tanto el ácido tolfenámico como el meloxicam son ácidos débiles, de manera que, en el plasma 

predomina su forma ionizada y poco liposoluble, por lo que no atraviesa fácilmente las membranas 

celulares. Sin embargo, en nuestro caso, el paso a leche no depende solo de la difusión, sino 

también de la afinidad del fármaco por el transportador, sugiriendo que el efecto que observamos 

en la secreción de meloxicam a leche mediado por Abcg2, podría estar asociado con una mayor 

afinidad por el transportador, como se refleja en su ratio de transporte in vitro superior al del ácido 

tolfenámico. 

Por ende, el transporte de meloxicam en la glándula mamaria mediado por ABCG2 puede 

tener implicaciones clínicas y toxicológicas. Cualquier mecanismo que pueda afectar la aparición 

de residuos de fármacos en la leche es de vital importancia en el ámbito veterinario. Entre esos 

mecanismos se encuentran incluidas las interacciones entre fármacos que conducen a la inhibición 

de ABCG2, lo que resulta en una reducción de la secreción de sus sustratos a la leche (Real et al., 
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2011a; Barrera et al., 2013). Por ello, en el artículo III se estudió el efecto de un conocido inhibidor 

de ABCG2 como la lactona macrocíclica ivermectina (Merino et al., 2009) sobre la secreción de 

meloxicam a leche en ovejas de rafa Assaf.  

Los niveles de meloxicam en leche fueron inferiores tras la coadministración de meloxicam 

junto con ivermectina (Artículo III, Figura 1B). Asimismo, los valores del AUC para la leche y la 

relación AUC leche/plasma se redujeron significativamente en los animales a los que se les 

administró ivermectina de forma conjunta con meloxicam en comparación con el tratamiento solo 

de meloxicam (Artículo III, Tabla 2). Aunque se ha descrito que la ivermectina interactúa con otros 

transportadores ABC, como P-gp (Lespine et al., 2007), el efecto de la ivermectina sobre la 

secreción de meloxicam en la leche de oveja se puede atribuir a la interacción mediada por 

ABCG2, ya que ningún otro transportador ABC tiene inducida su expresión en glándula mamaria en 

lactación (van Herwaarden y Schinkel, 2006). En vista de estos resultados, esta secreción de 

meloxicam a la leche podría ser modulada también por otros compuestos que interactúan como 

inhibidores del transportador ABCG2, como otros fármacos (Barrera et al., 2013) o moléculas 

presentes en la dieta como los flavonoides (Pulido et al., 2006; Pérez et al., 2013; Otero et al., 

2018); afectando de igual modo a la cantidad de residuos en leche. 

Los estudios llevados a cabo en los artículos I, II y III contribuyeron a la descripción del 

transportador de membrana ABCG2 como factor relevante que influye en la transferencia de AINEs 

como el meloxicam a la leche de rumiantes, afectando la calidad y la seguridad de la misma. 

Además, se ha demostrado la capacidad de regular la presencia de sus residuos en la leche a 

través de la coadministración de inhibidores del transportador ABCG2. Finalmente, la implicación 

del transportador en la biodisponibilidad plasmática y distribución tisular de AINEs como el ácido 
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tolfenámico y el meloxicam también ha sido comprobada, pudiendo influir en la efectividad y la 

toxicidad de los tratamientos, no solamente en medicina veterinaria, sino también en medicina 

humana.   

6.2. ANTIPARASITARIOS 

El estudio de las interacciones de los antiparasitarios con ABCG2 es clave ya que la 

farmacocinética y la secreción a leche de dichos fármacos podrían verse afectadas ante cualquier 

cambio en la actividad del transportador, repercutiendo en la efectividad del tratamiento y la 

presencia de residuos en los productos procedentes de animales tratados. En consecuencia, 

hemos centrado esta parte de esta Tesis Doctoral en investigar el papel del transportador de 

membrana ABCG2 en el transporte de los metabolitos del ABZ, el clorsulón y el closantel, 

ampliamente utilizados contra la fascioliasis en medicina veterinaria. Cabe señalar que en medicina 

humana el ABZ también es utilizado. Se han llevado a cabo ensayos in vitro de transporte 

transepitelial para conocer la interacción de los metabolitos principales del ABZ, así como del 

clorsulón con el transportador ABCG2. De igual modo, la implicación in vivo de Abcg2 en la 

secreción activa a leche y en los niveles plasmáticos se ha investigado utilizando modelos 

animales de ratones knockout para Abcg2. Finalmente, el efecto de las posibles interacciones 

farmacológicas tras la coadministración de antiparasitarios se ha evaluado mediante ensayos en 

ovejas de raza Assaf utilizando las lactonas macrocíclicas por su potente efecto inhibidor sobre 

ABCG2.  

Comenzando por los ensayos in vitro, en los artículos IV y VI se ha caracterizado la 

interacción in vitro de los metabolitos del ABZ, ABZSO2 y ABZSO2-NH2, y el clorsulón con las 

variantes murina y humana de ABCG2. Los resultados mostraron un transporte preferencial basal-
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apical para los tres compuestos en las dos variantes (Artículo IV, Figura 1 y 2 y Artículo VI, Figura 

1). Sin embargo, el transporte observado en la variante murina fue más eficiente que en la humana 

(Artículo IV, Tabla 1 y Artículo VI, Tabla 1). Esta diferencia entre el transportador murino y el 

humano se ha observado con anterioridad con otros sustratos (Merino et al., 2006; Li et al., 2021; 

Song et al., 2022; Álvarez‐Fernández et al., 2023), postulándose una diferencia en la 

afinidad/selectividad del transportador para los sustratos como posible razón (Mizuno et al., 2004).  

En vista de estos resultados y de la importancia de ABCG2 en la secreción activa de sus 

sustratos a la leche, la implicación de Abcg2 en el paso de los metabolitos del ABZ y del clorsulón 

a leche fue evaluada mediante modelos animales de ratones lactantes Abcg2-/-. Además, también 

se testó en este modelo el antiparasitario closantel, que por razones técnicas no pudo ser testado 

in vitro. 

En los artículos IV, VI y VIII, nuestros resultados mostraron que tras la administración de 

los metabolitos del ABZ, ABZSO, ABZSO2 y ABZSO2-NH2, el clorsulón y el closantel, 

respectivamente, los niveles en leche y los ratios leche/plasma de estos compuestos fueron más 

elevados en los ratones wild-type en comparación con los ratones Abcg2-/- (Artículo IV, Figura 3; 

Artículo VI, Figura 2; Artículo VIII, Figura 2).  

En relación con los niveles plasmáticos obtenidos para los metabolitos del ABZ y del 

clorsulón en los ensayos con ratones hembra, en el artículo IV y el artículo VI, no se observaron 

diferencias entre los ratones wild-type y Abcg2-/-. A pesar de la evidente implicación del 

transportador en la secreción a leche, la ausencia de efecto a nivel plasmático entre ratones 

hembra wild-type y Abcg2-/- ha sido observado previamente para otros sustratos de ABCG2 como el 

danofloxacino (Real et al., 2011a), el ciprofloxacino (Merino et al., 2006), el flunixin y su metabolito 
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(García-Mateos et al., 2019), la moxidectina (Pérez et al., 2009a) y el meloxicam (Artículo II, Figura 

3). La potencial participación de otros transportadores que enmascaren el efecto de Abcg2 no 

puede ser excluida. Sin embargo, este efecto es poco probable ya que estudios previos realizados 

en células que sobreexpresan P-gp, uno de los transportadores ABC más relevantes a nivel de 

disposición plasmática, mostraron la ausencia de interacción del clorsulón y el ABZ con dicho 

transportador (Merino et al., 2002; Dupuy et al., 2010). 

En el caso del closantel y sus niveles plasmáticos en ratones hembra lactantes, sí se 

mostraron diferencias entre ratones wild-type y Abcg2-/- a las 24 y 96 h, siendo superiores en 

ratones knockout (Artículo VIII, Figura 2A). Cabe destacar que los niveles plasmáticos alcanzados 

en los ensayos con hembras fueron similares a los ensayos con ratones macho. Concretamente, 

tras la administración oral de closantel a 10 mg/kg en ratones macho, se observó que el closantel 

se elimina lentamente y persiste en plasma durante largo tiempo, detectándose hasta 10 semanas 

después de la administración. Además, las concentraciones plasmáticas de closantel fueron 

significativamente superiores en los ratones Abcg2-/- en comparación con los ratones wild-type, a 

partir de las 72 horas hasta las 10 semanas, donde incluso, seguían siendo 6 veces superiores 

(Artículo VIII, Figura 1). 

 Nuestros resultados mostraron que Abcg2 afecta a la farmacocinética del closantel 

limitando probablemente su absorción tras la administración oral y potenciando su eliminación. 

Estos efectos se observaron para otros fármacos como el topotecan (Jonker et al., 2002), la 

nitrofurantoína (Merino et al., 2005b), el ácido tolfenámico (Artículo I) y el meloxicam (Artículo II). El 

artículo VIII puso de manifiesto que Abcg2 juega un papel relevante en la disposición del closantel. 

En consecuencia, cualquier factor que modifique la actividad del transportador podría provocar la 
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acumulación de closantel o prolongar o limitar su permanencia en plasma, pudiendo afectar a la 

efectividad del tratamiento o a la aparición de efectos adversos. De hecho, varios estudios han 

mostrado los efectos adversos del closantel en el sistema nervioso central, el nervio óptico y los 

tejidos de la retina en ovejas y cabras después de una sobredosis accidental (Gill et al., 1999; van 

der Lugt y Venter, 2007).  

Como se ha expuesto anteriormente, el uso de fármacos antihelmínticos en ganado de 

producción lechera representa un problema de salud pública como consecuencia de la posible 

aparición de residuos de dichos fármacos en la leche (Virkel et al., 2019). Los resultados obtenidos 

en los artículos IV, VI y VIII permitieron demostrar la participación de Abcg2 en la secreción activa 

de los metabolitos del ABZ, el clorsulón y el closantel a la leche en ratones. Por ello, la siguiente 

parte de la Tesis Doctoral se centró en el estudio de la implicación de ABCG2 en la presencia de 

residuos en leche en ganado ovino, así como las posibles interacciones farmacológicas causadas 

tras la coadministración de estos fármacos con lactonas macrocíclicas, antiparasitarios inhibidores 

de ABCG2.  

En los artículos V, VII y VIII se evaluó el efecto de la coadministración de lactonas 

macrocíclicas sobre los residuos en leche de los metabolitos del ABZ, el clorsulón y el closantel en 

ovejas. En el caso de los metabolitos del ABZ y del closantel coadministrados con lactonas 

macrocíclicas, no se observaron diferencias relevantes en las concentraciones plasmáticas de los 

dos metabolitos detectados, ABZSO y ABZSO2, ni del closantel entre los grupos experimentales 

(Artículo V, Figura 1; Artículo VIII, Figura 3); así como tampoco en sus parámetros 

farmacocinéticos (Artículo V, Tabla 1; Artículo VIII, Tabla 1). Nuestros resultados están en 

correlación con los obtenidos previamente en ganado bovino tras la coadministración de closantel 
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con ivermectina. En dicho estudio no se observaron diferencias en los niveles plasmáticos entre el 

tratamiento combinado con ivermectina y el tratamiento de closantel solo (Cromie et al., 2006), lo 

que corrobora que la combinación con ivermectina no afecta la disponibilidad plasmática de 

closantel.  

En el caso del clorsulón, los resultados mostraron que las concentraciones de este 

antiparasitario en plasma fueron inferiores a las 6 h y 8 h después de la coadministración con 

ivermectina y a las 4 h después del tratamiento con abamectina (Artículo VII, Figura 2A). De igual 

modo, se observaron diferencias en la concentración máxima (Cmax) después de la 

coadministración con ivermectina, así como en la vida media de eliminación (T1/2) y el tiempo medio 

de permanencia (MRT) después de la coadministración con abamectina, siendo valores inferiores 

en comparación con el tratamiento de clorsulón solo. A pesar de ello, no se observaron diferencias 

significativas entre los valores de AUC en el tratamiento con clorsulón solo con respecto a la 

coadministración de lactonas macrocíclicas (Artículo VII, Tabla 2).  

La ausencia de diferencias en la disponibilidad plasmática de clorsulón y los metabolitos del 

ABZ en ovejas tras la coadministración de lactonas macrocíclicas estuvo de acuerdo con los 

resultados obtenidos en los ratones y que se han mostrado en los artículos VI y IV. 

Centrándonos en los residuos en leche y el efecto de las lactonas macrocíclicas sobre los 

mismos, en el caso de la secreción a leche de ABZSO, esta se vio alterada después de la 

coadministración de ABZ con ivermectina, doramectina y abamectina, aumentando los niveles de 

ABZSO en la leche (Artículo V, Figura 2A). Concretamente tras la coadministración junto con 

ivermectina, se observaron diferencias en las concentraciones en leche a las 8, 10, 12 y 14 h en 

comparación con el tratamiento con ABZ solo. Además, tras la coadministración con doramectina 
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se observaron diferencias a la 1, 12 y 14 h y, tras la coadministración con abamectina, se 

encontraron diferencias desde las 2 h hasta las 14 h. De igual modo, los valores AUC de leche y 

AUC leche/plasma fueron superiores después de la coadministración con las lactonas 

macrocíclicas en comparación con el tratamiento con ABZ solo (Artículo V, Tabla 2). Sin embargo, 

no se observaron diferencias relevantes en los niveles en leche de ABZSO2 tras la 

coadministración de lactonas macrocíclicas (Artículo V, Figura 2B); ni tampoco en los parámetros 

farmacocinéticos entre los grupos experimentales (Artículo V Tabla 2). Aunque las lactonas 

macrocíclicas han sido descritas como inhibidores de ABCG2 (Merino et al., 2009; González-

Lobato et al., 2014) y se ha observado previamente una reducción en el paso a leche de los 

sustratos del transportador tras su coadministración (Real et al., 2011a; Artículo III), nuestros 

resultados mostraron un efecto contrario ya que los niveles de ABZSO en la leche aumentaron tras 

la coadministración de ivermectina, doramectina y abamectina.  

En consecuencia, otro tipo de interacciones farmacológicas podrían estar teniendo lugar. 

En el caso de la administración de ABZ con ivermectina se ha postulado la existencia de un efecto 

conjunto de los transportadores y las enzimas metabólicas para explicar dicha interacción a nivel 

sistémico (Merino et al., 2003; Alvarez et al., 2008; Lanusse et al., 2018). Considerando que la 

inhibición del transportador se vería reflejada en un aumento en la exposición sistémica de 

sustratos del transportador, un estudio previo mostró que los niveles plasmáticos de ABZSO fueron 

más elevados tras la coadministración de ABZ (3,8 mg/kg i.r.) junto con ivermectina (0,2 mg/kg s.c.) 

en corderos (Alvarez et al., 2008). De igual manera, en ovejas el valor de AUC en plasma para el 

ABZSO fue superior tras la coadministración oral de ABZ (7,5 mg/kg) junto con ivermectina (0,5 

mg/kg) (Merino et al., 2003). Sin embargo, los resultados de nuestro estudio difieren ya que no se 
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observaron diferencias en los niveles plasmáticos de ABZSO tras la administración conjunta de 

ABZ (7,5 mg/kg oral) con ivermectina (0,2 mg/kg s.c.) en ovejas (Artículo V, Figura 1 y Tabla 1). Es 

importante tener en cuenta que la interacción entre fármacos puede ser compleja y puede variar 

dependiendo de las dosis, la formulación utilizada y las características individuales de los animales. 

Por tanto, las diferencias encontradas entre los estudios podrían ser debidas a las variaciones 

entre especies, tal como se ha evidenciado previamente en el caso de los niveles plasmáticos de 

ABZSO y ABZSO2 entre corderos, cabras y ovejas (Myers et al., 2020). Además, las diferentes 

dosis y vías de administración utilizadas en los estudios también puede ser un factor contribuyente 

(Formentini et al., 2005; Aksit et al., 2015). Por consiguiente, en nuestro estudio es poco probable 

que exista una interacción o inhibición del transportador debido a la falta de efecto observado a 

nivel plasmático (Artículo V, Figura 1). 

Por otra parte, podría haber inducción del transportador la cual causaría una reducción en 

la exposición sistémica de los sustratos del transportador y un aumento en su eliminación. Estudios 

previos muestran que la expresión de ABCG2 puede verse inducida por la ivermectina en 

hepatocitos de pollo (Xu et al., 2022), así como que los niveles plasmáticos de ivermectina 

aumentaron tras la coadministración de ABZ e ivermectina en corderos (Alvarez et al., 2008). 

Aunque existe la posibilidad de una inducción del transportador, en nuestro estudio, como se 

expuso anteriormente, no se han encontrado diferencias en las concentraciones plasmáticas del 

ABZSO entre los grupos experimentales. Esto sugiere que la inducción del transportador es poco 

probable en esta situación. No obstante, en el caso de otro transportador ABC como la P-gp, se ha 

observado que la inducción puede tener lugar de manera local en un tejido determinado (Jette 

et al., 1996).  
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En último lugar, las rutas metabólicas también podrían verse afectadas tras la 

coadministración de fármacos. El ABZ se metaboliza en el hígado de oveja por acción del 

citocromo P-450; concretamente, las subfamilias 3A y 1A son las responsables de la formación de 

ABZSO y ABZSO2 (Rawden et al., 2000; Alvarez et al., 2008). Estudios previos han mostrado que 

los inhibidores del citocromo P-450 aumentan la disponibilidad plasmática en ovejas de otros 

fármacos antihelmínticos como los metabolitos de triclabendazol (Virkel et al., 2009) o los 

metabolitos de fenbendazol (Benchaoui y Mckellar, 1996). No obstante, se ha descrito que la 

ivermectina, la abamectina y la moxidectina no tienen un efecto inhibidor relevante sobre el 

citocromo P-450 (Abass et al., 2009; Yilmaz et al., 2019; Rendic, 2021). Por otro lado, algunos 

estudios mostraron que la ivermectina puede inducir la expresión del citocromo P-450 en ratas 

(Skálová et al., 2000), así como que la abamectina induce la expresión del citocromo 2E1 hepático 

también en ratas (Radi et al., 2020). En base a nuestro estudio, la posibilidad de cambios en la ruta 

metabólica del ABZ es poco probable debido a la ausencia de diferencias en los niveles 

plasmáticos mencionada anteriormente. No obstante, es importante destacar que, si bien el 

metabolismo de fármacos ocurre principalmente en el hígado, no se puede ignorar la posibilidad de 

que la glándula mamaria también tenga la capacidad de metabolizar ciertos fármacos. De hecho, 

se ha observado la presencia de ciertos citocromos en la glándula mamaria (Garcia-Lino et al., 

2019) que contribuyen a la bioactivación y la eliminación de compuestos. Aunque no se dispone de 

información específica sobre los antiparasitarios, sí se cuenta con datos sobre otro tipo de 

compuestos como carcinógenos. En este sentido, se ha observado que la expresión de citocromos 

en la glándula mamaria se ha relacionado con el desarrollo y progresión del cáncer de mama 

(Williams y Phillips, 2000; Lin et al., 2012). De manera similar, la aflatoxina B1 puede ser 

transformada en aflatoxina M1 por hidroxilación en la glándula mamaria. Esta aflatoxina M1, que es 
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más común y tóxica, es liberada a la leche, lo que representa un riesgo potencial para los lactantes 

(Benkerroum y Ismail, 2022). 

En el caso del paso de clorsulón a leche y el efecto de las lactonas macrocíclicas sobre el 

mismo en ovejas, los resultados mostraron una reducción en los residuos de clorsulón en leche 

tras la coadministración de ivermectina y abamectina, viéndose reflejado en la disminución de los 

valores de AUC en comparación con el tratamiento de clorsulón solo (Artículo VII, Tabla 3). 

Asimismo, los valores de T1/2 y MRT en leche también fueron inferiores después de la 

coadministración de las lactonas macrocíclicas, mostrando en general, una reducción en la 

presencia y persistencia del clorsulón en leche. No obstante, los valores AUC leche/plasma entre 

los grupos experimentales no mostraron diferencias, probablemente debido a la variabilidad de los 

resultados y a la ligera reducción (aunque no significativa) de los niveles plasmáticos señalada 

anteriormente. En cualquier caso, la administración conjunta de clorsulón junto con ivermectina o 

abamectina provocó una reducción en la presencia de clorsulón en la leche en ganado ovino, 

confirmando el papel inhibidor sobre ABCG2 de las lactonas macrocíclicas y en concordancia con 

los resultados obtenidos con los ratones knockout al coadministrar clorsulón e ivermectina, en los 

que tanto las concentraciones de clorsulón en leche como el ratio leche/plasma en ratones wild-

type fueron inferiores en los animales coadministrados con ivermectina (Artículo VI, Figura 2). 

En el caso de la coadministración de closantel con las lactonas macrocíclicas en ovejas, los 

resultados en el artículo VIII mostraron que no hubo diferencias relevantes en los niveles de 

closantel en leche entre los grupos experimentales (Artículo VIII, Figura 3), así como tampoco en 

sus parámetros farmacocinéticos (Artículo VIII, Tabla 2). Además, las concentraciones de closantel 

en leche fueron inferiores a las alcanzadas en plasma, reflejando que la distribución de la sangre 
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hacia la leche fue limitada. Este hecho fue observado previamente en vacas y cabras tras la 

administración de closantel donde la relación de reparto entre el plasma y la leche fue del orden de 

50:1, así como la relación AUC leche/plasma fue de 0,015 (European Medicines Agency, 2012; 

Iezzi et al., 2014), lo cual está en concordancia con nuestros datos. 

Por ello, nuestros datos no pudieron probar la interacción farmacológica entre las lactonas 

macrocíclicas y el closantel. Algunas de los factores que pudieron influir fueron la alta variabilidad 

interindividual y la diferencia entre las farmacocinéticas. En relación con esto último, el perfil 

farmacocinético en plasma y en leche de ovejas para la eprinomectina y la ivermectina difieren 

ligeramente de la farmacocinética del closantel. En el caso de la eprinomectina, las 

concentraciones en plasma y leche se detectan hasta los 15-17 días (Imperiale et al., 2006; Hamel 

et al., 2017), mientras que la ivermectina se detecta hasta los 25 y 30 días (Imperiale et al., 2004). 

En el caso del closantel, vemos que el fármaco permanece en el organismo más allá de estos 

tiempos, lo que puede dificultar la interacción con las lactonas macrocíclicas.  

A la vista de los resultados obtenidos en los artículos V, VII y VIII, las posibles 

interacciones farmacológicas mediadas por ABCG2 deber evaluarse en cada caso concreto ya que 

existen múltiples factores que pueden afectar al resultado obtenido. Por ello, el estudio de estos 

factores que influyen en la farmacocinética y en la secreción a leche de los fármacos de uso 

veterinario, como ABCG2, debe realizarse de manera exhaustiva e individualizada para permitir 

conocer y modular la aparición de residuos, garantizando así la seguridad y la calidad de la leche y 

los productos lácteos.  
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De los resultados obtenidos en los estudios presentados podemos obtener las siguientes 

conclusiones:  

CONCLUSIÓN PRIMERA: la expresión de Abcg2 afecta a los niveles plasmáticos y la 

acumulación tisular de ácido tolfenámico. Los ratones Abcg2-/- mostraron niveles más altos de 

ácido tolfenámico en el plasma, los testículos y el hígado en comparación con los ratones wild-type. 

Estos hallazgos sugieren que Abcg2 desempeña un papel crucial en la disponibilidad y distribución 

de este fármaco en el organismo, lo que tiene implicaciones tanto a nivel terapéutico como 

toxicológico. 

CONCLUSIÓN SEGUNDA: el meloxicam es sustrato del transportador ABCG2, el cual 

desempeña un papel fundamental en la acumulación del fármaco en el cerebro. Además, se ha 

demostrado que Abcg2 participa en la secreción activa de meloxicam a leche, lo cual es relevante 

para su consideración como residuo lácteo. 

CONCLUSIÓN TERCERA: la secreción de meloxicam en la leche de las ovejas mediada 

por el transportador tiene consecuencias relevantes para su uso en medicina veterinaria. Los 

estudios de transporte transepitelial mostraron que el transporte de meloxicam mediante la variante 

ovina de ABCG2 se redujo un 75% en presencia de ivermectina, confirmándose esta inhibición en 

estudios farmacocinéticos realizados en ovejas. Estos resultados permiten establecer que la 

modulación de la secreción a leche de este fármaco es posible a través de la inhibición de ABCG2.  

CONCLUSIÓN CUARTA: los ensayos de transporte transepitelial revelaron que los 

metabolitos del albendazol son sustratos in vitro del transportador murino Abcg2 y humano ABCG2. 

Además, los ensayos realizados en hembras lactantes Abcg2-/- demostraron la participación del 
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transportador en la secreción de estos metabolitos a la leche, lo que puede tener consecuencias 

negativas para la salud de los consumidores y representar un riesgo para la seguridad alimentaria. 

CONCLUSIÓN QUINTA: la coadministración de las lactonas macrocíclicas con albendazol 

afecta a los residuos en leche de sus metabolitos en ovejas, específicamente aumentando los 

niveles de ABZSO. Aunque se requieren más investigaciones para comprender las implicaciones 

de esta interacción, es importante considerar esta posible interacción al administrar conjuntamente 

estos fármacos al ganado ovino. 

CONCLUSIÓN SEXTA: ABCG2 interviene en el transporte del antiparasitario clorsulón y 

en su secreción activa a la leche, como se ha demostrado en los estudios de transporte 

transepitelial y en ratones Abcg2-/-. Dado que la combinación del clorsulón junto con la ivermectina 

amplía el espectro de actividad antihelmíntica y limita la aparición de resistencias, se ha 

comprobado que la ivermectina inhibe el transporte de clorsulón mediado por ABCG2. Esta 

interacción puede tener relevancia farmacológica tanto en términos de seguridad como de eficacia 

del clorsulón.  

CONCLUSIÓN SÉPTIMA: los ensayos in vitro de transporte transepitelial con la variante 

ovina de ABCG2 confirman que el clorsulón es sustrato de ABCG2 y que su transporte es inhibido 

por ivermectina y abamectina. Los resultados farmacocinéticos en ovejas revelaron que su 

coadministración junto con ivermectina o abamectina reduce los residuos en leche del clorsulón, lo 

que muestra la posibilidad de modular la secreción de este fármaco a través de la inhibición del 

transportador.  

CONCLUSIÓN OCTAVA: el transportador ABCG2 afecta a la disponibilidad plasmática y la 

secreción a leche del antihelmíntico closantel, pudiendo influir en su eficacia, toxicidad y residuos 
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lácteos. Dado que el closantel presenta una persistencia prolongada tanto en plasma como en 

leche, la inhibición de ABCG2 puede alterar la aparición de residuos, afectando a la seguridad y la 

calidad de la leche. Sin embargo, la administración conjunta de inhibidores de ABCG2, como la 

ivermectina y la eprinomectina en ovejas, no tuvo un efecto significativo en los niveles plasmáticos 

ni en la secreción del fármaco a la leche. 
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From the results obtained in the presented studies, we can draw the following conclusions: 

FIRST CONCLUSION: Abcg2 affects the plasma levels and tissue accumulation of 

tolfenamic acid. Abcg2-/- mice showed higher levels of tolfenamic acid in plasma, testis and liver 

compared to wild-type mice. These findings suggest that Abcg2 plays a crucial role in the 

availability and distribution of this drug, which has therapeutically and toxicologically implications. 

SECOND CONCLUSION: meloxicam is a substrate of the ABCG2 transporter, which plays 

a fundamental role in its accumulation in the brain. Additionally, it has been demonstrated that 

Abcg2 is involved in the active secretion of meloxicam into milk, which is relevant for its 

consideration as a milk residue. 

THIRD CONCLUSION: the secretion of meloxicam in sheep milk mediated by the 

transporter has relevant consequences for its use in veterinary medicine. Transepithelial transport 

studies showed that the transport of meloxicam mediated by the ovine variant of ABCG2 was 

reduced by 75% in the presence of ivermectin, confirming this inhibition in pharmacokinetic studies 

conducted on sheep. These results indicate that the modulation of the milk secretion of this drug is 

possible through the inhibition of ABCG2.  

FOURTH CONCLUSION: transepithelial transport assays revealed that the metabolites of 

albendazole are in vitro substrates of the murine Abcg2 and human ABCG2 transporters. 

Furthermore, assays conducted on lactating Abcg2-/- females demonstrated the involvement of the 

transporter in the secretion of these metabolites into milk, which may have negative consequences 

for the health of consumers, posing a risk for food safety.  
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FIFTH CONCLUSION: the coadministration of macrocyclic lactones with albendazole 

affects the residues of their metabolites in sheep milk, particularly increasing the levels of ABZSO. 

Although further research is needed to understand the implications of this interaction, it is important 

to consider this potential interaction when concurrently administering these drugs to sheep. 

SIXTH CONCLUSION: ABCG2 is involved in the transport of the antiparasitic drug 

clorsulon and its active secretion into milk, as demonstrated in transepithelial transport studies and 

in Abcg2-/- mice. Since the combination of clorsulon with ivermectin broadens the spectrum of 

anthelmintic activity and limits the emergence of resistance, it has been observed that ivermectin 

inhibits the transport of clorsulon mediated by ABCG2. This interaction may have pharmacological 

relevance in terms of clorsulon's safety and efficacy. 

SEVENTH CONCLUSION: in vitro transepithelial transport assays using the ovine variant of 

ABCG2 confirm that clorsulon is a substrate of ABCG2 and that its transport is inhibited by 

ivermectin and abamectin. Pharmacokinetic results in sheep revealed that coadministration of 

clorsulon with ivermectin or abamectin reduces the residues of clorsulon in milk, suggesting the 

possibility of modulating the secretion of this drug by transporter inhibition. 

EIGHTH CONCLUSION: ABCG2 transporter affects the plasma availability and milk 

secretion of the anthelmintic drug closantel, which can influence its efficacy, toxicity and milk 

residues. Since closantel exhibits prolonged persistence in plasma and milk, inhibition of ABCG2 

can alter the presence of residues, affecting the safety and quality of milk. However, the 

coadministration of ABCG2 inhibitors such as ivermectin and eprinomectin in sheep did not show a 

significant effect on the plasma levels or milk secretion of the drug. 
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Evaluation of the interaction of anti-inflammatory and antiparasitic 

drugs with the ABCG2 transporter: effects on milk safety 

9.1. Introduction  

The use of drugs, such as nonsteroidal anti-inflammatory (NSAID) or antiparasitic drugs, for 

the treatment or prevention of diverse pathologies is a common practice in the livestock industry to 

ensure the health and welfare of animals. Nevertheless, their use entails the potential presence of 

pharmacological residues in animal-derived products, including milk, which poses a risk to public 

health. This risk is associated with the exposure of infants and consumers of dairy products to 

compounds that may be harmful (Prado Flores et al., 2002; Daeseleire et al., 2017; Rana et al., 

2019). 

In this context, the study of drug-transporter interactions, such as ABCG2, becomes highly 

relevant. ABCG2 plays a crucial role in the absorption, distribution and elimination of drugs, which 

could potentially affect the effectiveness and toxicity of the treatment (Vlaming et al., 2009; Stacy 

et al., 2013). Moreover, it is involved in the active secretion of various drugs into milk, including 

antimicrobials (Real et al., 2011a; Otero et al., 2013; Otero et al., 2016a), contributing to the 

presence of drug residues in milk. Considering the need to optimise veterinary treatments and 

minimise the presence of residues in animal-derived food products, thereby ensuring safe and high-

quality milk, the study of the ABCG2 effect on the pharmacokinetics and secretion of drugs into milk 

is essential. Therefore, the studies performed in this Doctoral Thesis were focused on investigating 

the interaction of ABCG2 and its role in the bioavailability and secretion into milk of the NSAIDs 
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tolfenamic acid and meloxicam, as well as the antiparasitic drugs clorsulon and closantel and the 

metabolites of albendazole (ABZ). 

9.2. ABCG2 membrane transporter 

The ABCG2 membrane transporter is a protein belonging to the G subfamily of ATP-Binding 

Cassette (ABC) transporters. These proteins use the energy derived from ATP hydrolysis to 

transport their substrates through the membrane (Wilkens, 2015). The human ABCG2 gene is 

located on chromosome 4 (4q22) and encodes a 655 amino acid and 72 kDa protein (Bailey-Dell 

et al., 2001; Velamakanni et al., 2007; Liu, 2019). Structurally, the ABCG2 transporter shows a half-

transporter conformation with a nucleotide binding domain (NBD) at the N-terminal and a 

transmembrane domain (TMD) at the C-terminal (Figure 2), and therefore requires 

homodimerization to be functional (Eckenstaler and Benndorf, 2020). One of the main 

characteristics of ABCG2 is its ability to interact with a wide variety of compounds, including 

endogenous compounds, natural substances, drugs and toxic compounds (Mo and Zhang, 2012; 

Mao and Unadkat, 2015; Safar et al., 2019; Zattoni et al., 2022), and these, in turn, can interact as 

substrates, inhibitors or both (Table 1).  

Moreover, ABCG2 exhibits a broad distribution throughout the organism (Figure 8). It is 

expressed in the apical membrane of pharmacologically relevant tissues (Zancanella et al., 2013) 

such as the canalicular membrane of hepatocytes, the luminal membrane of enterocytes and the 

kidney proximal tubule epithelia; as well as in major protective barriers including blood-brain barrier, 

blood-testis barrier and placental barrier (Vlaming et al., 2009; Stacy et al., 2013). It behaves like a 

pump that extrudes compounds out of the cell (Khunweeraphong et al., 2019). Due to its distribution 

and its aforementioned ability to interact with different compounds, ABCG2 plays a crucial role in 
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protecting the organism against toxic substances. Consequently, ABCG2 is involved in the 

absorption, distribution and elimination of drugs, diminishing intestinal absorption and facilitating 

elimination, which could affect their availability, effectiveness and toxicity (Vlaming et al., 2009; 

Basseville et al., 2016). Moreover, ABCG2 is involved in the development of resistance to antitumor 

drugs by limiting its accumulation in tumour cells (Chen et al., 2016).   

Furthermore, the expression of ABCG2 is induced in the mammary gland during lactation, 

participating in the active secretion of its substrates into milk (Figure 9). In fact, it is the only ABC 

transporter which performs that function (Garcia-Lino et al., 2019). In particular, it is involved in the 

transfer of natural or endogenous compounds into milk (van Herwaarden et al., 2007; Miguel et al., 

2014; García-Mateos et al., 2017; Garcia-Lino et al., 2021b; Álvarez‐Fernández et al., 2023), as 

well as the transfer of some veterinary drugs (Real et al., 2011a; Otero et al., 2013; Otero et al., 

2016a) (Table 2). In this context, the possible effect of ABCG2 on the milk secretion of drugs widely 

used in veterinary medicine is highlighted, due to the potential risk associated with consumer 

exposure to pharmacological residues in milk and dairy products (Rana et al., 2019). Therefore, the 

effect of the coadministration of inhibitors that can affect the presence of these pharmacological 

residues in milk is a highly riveting research line. In fact, previous studies have reported the 

reduction of the concentration of several ABCG2 substrates in ovine milk through modulation of 

ABCG2 using transporter inhibitors (Real et al., 2011a; Barrera et al., 2013; Otero et al., 2018; 

Gunes et al., 2023).  

Considering the aforementioned, this Doctoral Thesis aimed to fathom the involvement of 

ABCG2 in the in vitro transport, plasma levels, tissue distribution and milk secretion of drugs 

commonly used in veterinary and/or human medicine: NSAIDs, such as tolfenamic acid and 
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meloxicam, and antiparasitic, including ABZ metabolites, clorsulon and closantel. For these studies, 

a common methodology was employed. Firstly, in vitro experiments were carried out using MDCK-II 

cell line and its subclones transduced with the transporter. The objective of these in vitro assays 

was to investigate the involvement of ABCG2 in the active transport of these drugs. Secondly, in 

vivo studies were conducted using male and lactating female Abcg2-/- mice to assess the effect of 

the transporter on the biodistribution and milk secretion of these drugs. Lastly, coadministration 

assays with inhibitors were conducted for the drugs that showed active milk secretion mediated by 

ABCG2. These experiments involved the use of macrocyclic lactones as ABCG2 inhibitors in mice 

and/or sheep. 

9.3. Anti-inflammatory drugs 

NSAIDs are commonly used in human and veterinary medicine for postoperative pains, 

migraine, inflammatory processes and musculoskeletal disorders due to its anti-inflammatory, 

analgesic and antipyretic properties (Virginia, 2015; Bindu et al., 2020). Their mechanism of action 

is based on cyclooxygenase (COX) inhibition, which is implied in the synthesis of prostaglandins 

(Figure 12). In this process, two main isoforms of COX are involved, COX-1 and COX-2. One way 

to classify NSAIDs is based on their selectivity to inhibit COX isoenzymes, dividing them into three 

categories: non-selective COX inhibitors that can act on both isoenzymes, non-selective COX 

inhibitors with greater selectivity to inhibit COX-2, and selective COX-2 inhibitors that specifically 

inhibit COX-2 without affecting the action of COX-1 (Tomić et al., 2017; Bindu et al., 2020).  

Related with their pharmacokinetic, NSAIDs exhibit good availability after oral, 

subcutaneous or intramuscular administration. In terms of distribution, they are characterised by 

showing a low volume of distribution due to their high affinity for plasma proteins. Most NSAIDs are 



9. SUMMARY 

158 

 

metabolised in the liver, resulting in the formation of metabolites which are generally inactive and 

mainly eliminated by renal route (Stock and Coetzee, 2015; Lees, 2018). However, their use is 

associated with significant side effects, particularly gastrointestinal toxicity (Budsberg, 2015).  

Furthermore, in veterinary medicine, NSAIDs are used in combination with antibiotics to 

treat respiratory diseases (Gallo et al., 2010; Stock and Coetzee, 2015). In the case of NSAIDs 

used in food-producing animals, strict regulations are in place to govern their usage and the 

presence of food residues. Maximum residue levels (MRLs) have been established for these drugs 

to ensure the safety of food products and protect consumer health (The European Commission, 

2010) (Table 3). Various factors can contribute to the presence of these residues in milk, including 

non-compliance with recommended label instructions and withdrawal periods, chemical interactions 

between drugs and interactions with transporters (Zhang et al., 2010; Beyene, 2015). In relation to 

the latter, interactions between NSAIDs and ABCG2 have been previously reported, with some 

NSAIDs, such as diclofenac and flunixin, described as substrates of ABCG2 (Lagas et al., 2009; 

García-Mateos et al., 2019), while others, like salicylic acid, have been identified as inhibitors of 

ABCG2 (Wassermann et al., 2013). The current literature had not yet provided a description of the 

interaction between ABCG2 and widely used NSAIDs such as tolfenamic acid and meloxicam. 

On the one hand, tolfenamic acid is an NSAID that belongs to the group of derivatives of 

anthranilic acid, commonly known as fenamates, as well as to non-selective COX inhibitors (Ahmed 

et al., 2018). Recent studies have reported its antitumour action in various types of cancer (Kim 

et al., 2013; Ha et al., 2016; Sankpal et al., 2017). Additionally, its pharmacokinetics has been 

studied in humans and also in various animal species, including cattle, sheep, goats, dogs, horses, 

and rats (Jaussaud et al., 1992; McKellar et al., 1994; Pedersen, 1994; Sidhu et al., 2005, 2006; 
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Patel et al., 2011; Corum et al., 2018; Turk et al., 2021). In terms of pharmacokinetics, tolfenamic 

acid is metabolised in the liver, leading to the formation of different metabolites that are mainly 

eliminated through the renal pathway (Ahmed et al., 2018) (Figure 13). Nevertheless, these 

metabolites exhibit lower activity than the parent compound in regard to their anti-inflammatory and 

analgesic properties (European Medicines Agency, 1999). Finally, regarding pharmacological 

residues, the parent compound is used as a marker residue, establishing the MRL of 50 µg/Kg for 

milk in cattle with a withdrawal period of 24 hours (Smith et al., 2008) (Table 3).  

On the other hand, meloxicam is an NSAID belonging to the oxicam group, which is derived 

from enolic acid. It is also classified as a non-selective COX inhibitor, with a preference for COX-2 

(Bindu et al., 2020; Khalil and Aldosari, 2020). Meloxicam plays a significant protective role in 

neuroinflammation processes by reducing neuroinflammation and oxidative stress in the spinal cord 

and brain (Haile et al., 2016; Kartha et al., 2018; Dik et al., 2019). Therefore, meloxicam could be a 

promising therapeutic target in degenerative diseases associated with oxidative stress, such as 

Alzheimer's disease, Parkinson's disease and Huntington's disease (Manoharan et al., 2016). In 

relation to the veterinary field, meloxicam is used in cattle to treat respiratory conditions and 

diarrhoea, in pigs for locomotor disorders and postoperative pain, in horses for colic and 

musculoskeletal disorders, and in domestic animals such as dogs and cats to reduce inflammation, 

postoperative and musculoskeletal pain (Budsberg, 2015; Daeseleire et al., 2017; European 

Medicines Agency, 2018; Khalil and Aldosari, 2020). In terms of pharmacokinetics, meloxicam is 

characterised by its high bioavailability and is metabolised in the liver, leading to the formation of 

biologically inactive metabolites that are excreted through urine and faeces (Miyamoto et al., 2017; 

Khalil and Aldosari, 2020) (Figure 14). Meloxicam shows better gastrointestinal tolerability 
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compared to other NSAIDs in human studies, possibly due to its selectivity in inhibiting COX-2 

(Zeidler et al., 2002). Lastly, meloxicam is a regulated drug for veterinary use in food-producing 

animals, including lactating dairy cattle. The MRL of 15 µg/Kg has been established for meloxicam 

in milk, using parent compound as a marker residue (Table 3). Likewise, a withdrawal period of 5 

days is recommended for milk from bovine livestock (The European Commission, 2010; European 

Medicines Agency, 2018).  

9.4. Antiparasitic drugs 

Helminthic infections such as fascioliasis, which affects a wide range of domestic and wild 

animals, are caused by foodborne trematodes (Figure 15). These infections produce significant 

economic losses in the livestock sector due to reductions in milk and meat yields. Furthermore, it is 

worth highlighting that these infections can have an impact not only on animals but also on humans. 

The treatment of fascioliasis is based on chemotherapy using various anthelmintic agents such as 

ABZ, clorsulon and closantel (Keiser and Utzinger, 2009; Vercruysse et al., 2018; Siles-Lucas et al., 

2021). Nevertheless, the use of antiparasitic drugs in dairy cattle may represent a public health 

problem owing to the potential presence of residues of these drugs in milk and its derived products 

(Statham, 2015; Imperiale and Lanusse, 2021). Moreover, their wide use has been associated with 

the development of resistance, and one strategy to delay it consists of using combinations of 

anthelmintic drugs with different mechanisms of action (Lanusse et al., 2018; Fissiha and Kinde, 

2021). However, the use of drug combinations might lead to unpredictable drug-drug interactions 

that should be considered. In particular, transporter-based interactions may affect pharmacokinetics 

parameters and secretion into milk of drugs (Zhang et al., 2010; Garcia-Lino et al., 2019; Neodo 

et al., 2019).  
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Within this context, the interaction between ABCG2 and certain antiparasitic drugs has been 

previously studied. For instance, oxfendazole, moxidectin and monepantel were described as 

substrates of the transporter (Merino et al., 2005c; Pérez et al., 2009a; Mahnke et al., 2016). 

Similarly, previous studies have shown that albendazole sulphoxide (ABZSO) is a substrate of the 

transporter, unlike its parental compound, ABZ (Merino et al., 2005c). Moreover, metabolites of 

triclabendazole, selamectin, ivermectin, eprinomectin and doramectin have been described as 

inhibitors of the transporter (Merino et al., 2009; Barrera et al., 2012; González-Lobato et al., 2014; 

Garcia-Lino et al., 2021a). However, the relationship between ABCG2 transporter and other 

metabolites of ABZ, clorsulon and closantel had not been described yet. 

Initially, ABZ is an anthelmintic drug belonging to the benzimidazole family generally used in 

veterinary and human medicine against gastrointestinal infections caused by nematodes, 

trematodes, and cestodes (European Medicines Agency, 2004; Siles-Lucas et al., 2018). As a 

benzimidazole compound, its mechanism of action involves its binding to the β-tubulin of the 

parasite, interfering with the formation of microtubules and thus inhibiting cellular processes such as 

cell division (Siles-Lucas et al., 2018). After its oral administration, ABZ is absorbed from the 

intestinal lumen and metabolised in gut and liver to ABZSO, albendazole sulphone (ABZSO2) and 

albendazole 2-aminosulphone (ABZSO2-NH2) (Merino et al., 2003; Batzias and Delis, 2004). Two 

different enzymatic systems are involved in ABZ metabolism: flavin-containing monooxygenase and 

cytochrome P-450 (Rawden et al., 2000; Karlik et al., 2019) (Figure 16). ABZSO and ABZSO2 are 

the main metabolites commonly found in plasma, while all three metabolites are detected in milk 

(Liguoro et al., 1996; Fletouris et al., 1998; Moreno et al., 2005; Romero et al., 2017; Siles-Lucas 

et al., 2018). With regard to anthelmintic activity, ABZ and ABZSO have been reported to be active 
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whereas, in the case of ABZSO2, there are contradictory studies (Ingold et al., 1999; Stettler et al., 

2001; Adas et al., 2009). Lastly, ABZ is a regulated drug approved for use in animals intended for 

food production. Therefore, the MRL of 100 µg/Kg has been established in milk that is determined 

using the sum of main metabolites as marker residues (The European Commission, 2010) (Table 

4). Based on this MRL, a withdrawal period of 3 days has been established for bovine milk (Moreno 

et al., 2005).  

The next antiparasitic drug under study was clorsulon. It is a benzenesulphonamide 

antiparasitic used for treatment against adult liver fluke (European Medicines Agency, 2008). 

Furthermore, it has recently been proposed as an alternative for the treatment of schistosomiasis 

(Ferraroni et al., 2022). Clorsulon is commercially available in combination with the macrocyclic 

lactone ivermectin as a broad-spectrum anthelmintic agent that is effective in sheep and cattle 

(Ibarra-Velarde et al., 2001; Loyacano et al., 2001; Heredia et al., 2016). The mechanism of action 

of clorsulon consists of blocking the energy-producing pathway in the fluke. Specifically, it inhibits 

two enzymes involved in glycolysis of parasite: 3-phosphate-glyceratekinase and phospho-

glyceromutase. In relation to its pharmacokinetics, clorsulon is well absorbed and eliminated via the 

urinary tract without being metabolised (European Medicines Agency, 2008; Richter et al., 2013). 

Regarding the presence of clorsulon residues in milk, the parent drug is used as a marker residue 

to establish the MRL of 16 µg/Kg in milk (Table 5). Moreover, a withdrawal period in combination 

with ivermectin of 66 days has been established for bovine milk (Escribano et al., 2012; European 

Medicines Agency, 2014b).  

Finally, our research was focused on studying the antiparasitic closantel. It is a 

salicylanilide-derived drug used in cattle and sheep against adult stage of Fasciola hepatica, some 
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nematodes and ectoparasites. To extend the spectrum of anthelmintic activity, closantel can be 

used as an alone treatment or in combination with other anthelmintics such as ivermectin (Power 

et al., 2013b). It acts via energy pathway by uncoupling oxidative phosphorylation in the 

mitochondria of liver fluke. Additionally, it interferes with the mechanism responsible for maintaining 

pH homeostasis and induces spastic paralysis in the fluke. Moreover, the main route of entry of 

closantel within the parasites is by oral ingestion (European Medicines Agency, 2012; Ceballos 

et al., 2017). Regarding its pharmacokinetics, closantel is rapidly absorbed, poorly metabolised and 

excreted unchanged through faeces. It is characterised by its high affinity for plasma proteins, which 

can explain its prolonged persistence in the plasma and its elimination (Lifschitz et al., 2017; 

Imperiale and Lanusse, 2021). For example, the elimination half-life of closantel in sheep plasma 

was reported to be between 12-23 days (Hennessy et al., 1993; Swan et al., 1999). Likewise, 

closantel exhibits long persistence in milk since its half-life ranges from 10 to 17 days in cows and 

the withdrawal period in goat milk is between 39 and 43 days. Apart from its high persistence in 

milk, closantel concentrations in dairy products such as cheese and ricotta are higher than those 

measured in milk, which should be considered in closantel treatments (Power et al., 2013b; Iezzi 

et al., 2014). However, milk concentrations of closantel are lower compared to those obtained in 

plasma, revealing a limited distribution of closantel from blood to milk (European Medicines Agency, 

2012; Iezzi et al., 2014). Finally, closantel is used as the residue marker in bovine and sheep milk 

and its MRL was established at 45 μg/Kg (European Medicines Agency, 2014c) (Table 6).  
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9.5. Interaction between anti-inflammatory drugs and ABCG2 

Considering the widespread use of NSAIDs in both veterinary and human medicine, as well 

as the potential impact of the ABCG2 protein transporter on their plasma availability, tissue 

distribution and secretion into milk, we decided to focus a section of this Thesis on the interaction 

between ABCG2 and two different NSAIDs: tolfenamic acid and meloxicam.  

Firstly, in vitro transepithelial transport assays conducted in Article I and Article II 

demonstrated that tolfenamic acid and meloxicam are substrates of ABCG2. This was evident since 

basal to apical transport of both drugs in ABCG2-transduced cells was higher than apical to basal 

transport (Article I, Figure 1; Article II, Figure 1). To confirm that this effect is specifically caused by 

ABCG2, the specific inhibitor Ko143 was used (Allen et al., 2002), resulting in a similar efflux ratio to 

that of the parental cell line (Article I, Figure 1; Article II, Figure 1). The observed variations in 

ABCG2 transport efficiency among NSAIDs may be attributed to differences in physicochemical 

properties of the drugs, including factors such as the lipid-water partition coefficient, hydrophobicity, 

polarity, solubility, molecular weight or the number of hydrogen bond acceptors (El-Kattan and 

Varm, 2012; Egido et al., 2015; Xu et al., 2015).  

Based on these results, the interaction between the transporter and these NSAIDs was also 

studied using in vivo models with Abcg2 knockout mice. This approach aimed to assess the role of 

the transporter in the plasma availability, tissue distribution and milk secretion of these drugs. In 

Article I, plasma levels of tolfenamic acid were higher in Abcg2−/− compared to wild-type mice after 

its oral and intravenous administration, which are two of the most common routes of administration 

of the drug (Article I, Figures 2 and 3). Moreover, levels of tolfenamic acid in liver and testis of 

Abcg2-/- mice were higher compared to wild-type mice (Article I, Table 1). Our results demonstrated 
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the crucial protective role of Abcg2 in the liver and the blood-testis barrier, preventing them from the 

accumulation of tolfenamic acid, which can cause toxicity problems (Li et al., 2009; Tatematsu 

et al., 2016). In contrast, assays of secretion into milk indicated that Abcg2 did not affect the milk 

secretion of tolfenamic acid, as there were not any differences in the concentrations of tolfenamic 

acid in milk between both types of mice, and either in the milk/plasma ratio.  

Referring to meloxicam, results from Article II indicated the involvement of the transporter 

in its oral pharmacokinetics, since meloxicam levels were higher in Abcg2-/- mice compared to wild-

type mice (Article I, Figure 2). These results showed that Abcg2 is involved in oral bioavailability of 

meloxicam by reducing its absorption and probably increasing its intestinal excretion. Similarly, 

outcomes in the brain carried substantial clinical significance as accumulation of meloxicam was 

observed in Abcg2-/- mice compared to wild-type mice (Article II, Table 1 and 2). These results 

revealed the significant role of Abcg2 in the transport of meloxicam through the blood-brain barrier 

and its accumulation in the brain. Several previous studies have described the protective role of 

meloxicam in neuroinflammation processes and oxidative stress in the spinal cord and brain (Han 

and Ren, 2014; Haile et al., 2016; Kartha et al., 2018; Er et al., 2020). Consequently, the inhibition 

of ABCG2 and the increase in meloxicam levels in the brain offer a promising treatment and 

prevention approach for neurodegenerative diseases. 

In contrast to tolfenamic acid, Article II demonstrated that Abcg2 participates in the milk 

secretion of meloxicam. Concentrations of meloxicam in milk and milk/plasma ratio were 

significantly higher in wild-type mice in comparison to Abcg2-/- counterparts (Article II, Figure 3). 

Transport of meloxicam in the mammary gland mediated by ABCG2 may have clinical and 
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toxicological implications, as it is associated with its presence as a residue in milk. This raises 

significant concerns regarding its use as an anti-inflammatory agent in veterinary medicine.  

Therefore, Article III studied the effect of ivermectin, an antiparasitic drug belonging to the 

group of macrocyclic lactones and described as an inhibitor of ABCG2 (Merino et al., 2009), on the 

secretion of meloxicam into sheep milk. Firstly, it was observed that ivermectin is an efficient 

inhibitor of in vitro transport of meloxicam mediated by ovine ABCG2-transduced cells, resulting in a 

significant reduction in the transport ratio (24.85 ± 4.62 in controls vs 6.31 ± 1.37 in presence of 

ivermectin) (Article III, Table 1). Additionally, pharmacokinetic studies carried out in sheep 

demonstrated that coadministration of meloxicam with ivermectin led to a decrease in meloxicam 

residues in milk. In fact, a significant reduction in both, the AUC in milk (3.92 ± 0.66 vs 2.26 ± 1.52 

μg⋅h/mL) and the AUC milk/plasma ratio (0.17 ± 0.03 vs 0.09 ± 0.06) was reported for ivermectin-

treated animals compared to controls (Article III, Figure 1 and Table 2). These findings demonstrate 

the impact of drug-drug interactions on the secretion of meloxicam into milk, specifically through the 

use of inhibitors of the transporter. This research contributes to the understanding of the factors that 

affect the transfer of anti-inflammatory drugs into milk in ruminants.  

9.6. Interaction between antiparasitic drugs and ABCG2 

Understanding the interactions between antiparasitic drugs and ABCG2 is crucial because 

of their potential impact on the pharmacokinetics and milk secretion of these drugs. This, in turn, 

can influence the effectiveness of the treatment and the presence of residues in products derived 

from treated animals.  
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Firstly, the Article IV showed that the metabolites of ABZ, ABZSO2 and ABZSO2-NH2, are in 

vitro substrates of the murine the human variants of the transporter. For ABZSO2, a preferential 

basal to apical transport was reported in both variants with an efflux ratio significantly higher in 

murine Abcg2 (5.47 ± 0.32) and human ABCG2 (1.35 ± 0.16) transduced cells compared to 

parental cells (0.97 ± 0.08) (Article IV, Figure 1 and Table 1). In the same way, for ABZSO2-NH2, 

apical directional transport in murine (4.48 ± 0.53) and human (3.58 ± 0.79) variants was higher 

than in parental cells (1.02 ± 0.12) (Article IV, Figure 2 and Table 1). Previous studies have also 

shown a variation in transport efficiency between murine and human in other tested drugs, which 

suggests a potential difference in substrate affinity or selectivity (Mizuno et al., 2004; Merino et al., 

2006; Li et al., 2021; Song et al., 2022; Álvarez‐Fernández et al., 2023). Considering these results 

and the role of ABCG2 in the active secretion of its substrates into milk, its involvement in the 

secretion of ABZ metabolites into milk was evaluated using lactating female Abcg2-/- mice. Our 

results showed that after the administration of ABZSO, ABZSO2 and ABZSO2-NH2, milk 

concentrations and milk/plasma ratios were higher in wild-type compared to Abcg2-/- mice (Article 

IV, Figure 3). Regarding plasma levels, no significant differences between wild-type and Abcg2-/- 

mice were reported. Comparable results have been observed for other ABCG2 substrates such as 

danofloxacin (Real et al., 2011a) and ciprofloxacin (Merino et al., 2006).  

Murine Abcg2 plays a significant role in secretion of ABZ metabolites into milk, which may 

contribute to the undesired presence of drug residues in milk after ABZ administration in livestock. 

This situation poses a risk as it exposes consumers to these compounds. Therefore, in Article V, 

the potential impact of coadministration of macrocyclic lactones, ivermectin, doramectin and 

abamectin, on the residues of ABZ metabolites in sheep milk was examined. The transfer into milk 
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of ABZSO was altered after coadministration of ABZ with ivermectin, doramectin and abamectin, 

increasing ABZSO levels in milk. However, no relevant differences in ABZSO2 milk levels were 

showed after coadministration of ABZ with macrocyclic lactones (Article V, Figure 2 and Table 2). 

Moreover, and related to plasma levels, no relevant differences of ABZSO and ABZSO2 were 

observed between experimental groups (Article V, Figure 1 and Table 1). Although previous studies 

have described that macrocyclic lactones inhibit the activity of ABCG2 (Merino et al., 2009; 

González-Lobato et al., 2014), and a reduction in the secretion of its substrates into milk has been 

observed after their coadministration (Real et al., 2011a), our results revealed an opposite outcome. 

Consequently, other types of drug-drug interactions could be occurring. The existence of a 

synergistic effect of efflux transporters and metabolic enzymes was formerly proposed to explain 

these interactions (Merino et al., 2003; Alvarez et al., 2008; Lanusse et al., 2018; Garcia-Lino et al., 

2019).  

Taking into account that the inhibition of the transporter would result in a higher systemic 

exposure of transporter substrates, previous studies have reported higher plasma levels of ABZSO 

after the administration of ABZ in combination with ivermectin in lambs and sheep compared to 

treatment with ABZ alone (Merino et al., 2003; Alvarez et al., 2008). Nevertheless, in our study, 

transporter inhibition is unlikely due to the lack of effect at plasma level, which may be attributed to 

variations in dosages and administration routes. Furthermore, transporter induction is a possibility, 

leading to reduced systemic exposure and increased elimination of substrates. Nonetheless, our 

study revealed no differences in plasma concentrations of ABZSO between experimental groups, 

suggesting that transporter induction is unlikely in this situation. Lastly, metabolic pathways may 

also be affected following the coadministration of drugs. A previous study has shown that 
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cytochrome P-450 inhibitors increase the plasma availability of triclabendazole metabolites in sheep 

(Virkel et al., 2009). However, it has been reported that ivermectin and abamectin do not have a 

significant inhibitory effect on cytochrome P-450 (Abass et al., 2009; Yilmaz et al., 2019; Rendic, 

2021). In contrast, other studies have shown that the expression of cytochromes can be induced by 

ivermectin or abamectin (Skálová et al., 2000; Radi et al., 2020). Despite these observations, the 

possibility of changes in ABZ metabolic pathway was also unlikely since no relevant differences 

were reported in plasma concentrations between experimental groups. Nonetheless, metabolism in 

the mammary gland cannot be ruled out since xenobiotic metabolising enzymes expressed in 

mammary gland such as cytochromes were reported, although in less proportion than in liver (Lin 

et al., 2012; Garcia-Lino et al., 2019). According to Article V, further research is required to fully 

understand this interaction. However, it is crucial to emphasise that coadministration of these drugs 

leads to a significant increase in one of the main ABZ metabolites in milk, which could enlarge the 

risk of exposure for consumers. 

Our investigations continued with the study of the interaction between ABCG2 and the 

antiparasitic clorsulon in Article VI. Transepithelial transport assays showed a preferential basal to 

apical transport in murine Abcg2 and human ABCG2 in contrast with parental cells (Article VI, 

Figure 1). In fact, relative efflux transport ratio for clorsulon in murine Abcg2 (2.20 ± 0.13) and 

human ABCG2 (1.63 ± 0.17)-transduced cells was significantly higher than in the parental cells 

(1.05 ± 0.08) (Article VI, Table 1). In the presence of Abcg2 specific inhibitor Ko143, efflux transport 

ratios in murine and human variants of the transporter were reverted (Article VI, Table 1). These 

outcomes show that clorsulon is an in vitro substrate for murine Abcg2 and human ABGC2. This is 
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the first time that an antiparasitic drug belonging to the benzenesulphonamide groups was identified 

as an ABCG2 substrate. 

In addition, the involvement of Abcg2 in the secretion of clorsulon into milk was 

demonstrated using lactating Abcg2-/-. Milk concentrations of clorsulon were higher in wild-type mice 

than in Abcg2-/- mice (2.56 ± 0.75 µg/mL versus 1.61 ± 0.65 µg/mL, respectively). In the same way, 

the milk/plasma ratio of clorsulon was significantly higher in wild-type than in Abcg2-/- mice (1.01 ± 

0.61 µg/mL versus 0.51 ± 0.36 µg/mL, respectively). Contrarily, plasma concentrations of clorsulon 

showed no differences between wild-type and Abcg2-/- mice in the treatment neither with clorsulon 

alone nor with the combination of clorsulon and ivermectin (Article VI, Figure 2). These results 

demonstrated that Abcg2 plays a significant role in the active secretion of clorsulon into milk, which 

could potentially affect the presence of residues in dairy products, posing a hazard to public health. 

In this context, clorsulon and ivermectin constitute a commercially marketed combination for 

veterinary therapy (Ibarra-Velarde et al., 2001; Meaney et al., 2003). Therefore, the effect of 

ivermectin on both in vitro transport and milk secretion of clorsulon was also evaluated in Article VI. 

Firstly, it was observed that ivermectin inhibits the in vitro transport of clorsulon that was evidenced 

by a significant decrease in the efflux transport ratios in murine Abcg2 and human ABCG2-

transduced cells when ivermectin was present (Article VI, Figure 1 and Table 1). Likewise, for in 

vivo assays, concentrations of clorsulon in milk and the milk/plasma ratio in wild-type mice were 

reduced when clorsulon was coadministered with ivermectin compared to those treated with 

clorsulon alone (Article VI, Figure 2). Moreover, the effect of ivermectin on clorsulon secretion into 

milk can be attributed to Abcg2, for two main reasons: Abcg2 is the main ABC transporter with 

induced expression in the mammary gland during lactation (Jonker et al., 2005; van Herwaarden 
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and Schinkel, 2006), and no differences in milk concentrations or milk/plasma ratios were detected 

between wild-type and Abcg2-/- mice following ivermectin treatment, suggesting that the effect of 

ivermectin is Abcg2-specific. Similar results were previously reported using in vivo assays with 

mice, where ABCG2 inhibitors were shown to decrease the milk secretion of the antibiotic 

nitrofurantoin (Merino et al., 2010; Barrera et al., 2012).  

Considering these findings and the relevance of Abcg2 in the potential presence of residues 

in livestock milk, in Article VII, the interaction with the ovine variant of ABCG2 as well as its 

possible role in the secretion of clorsulon into milk in sheep were evaluated. Additionally, the effect 

of two macrocyclic lactones, ivermectin and abamectin, on ABCG2-mediated transport and milk 

secretion of clorsulon in sheep was tested. The results confirmed that clorsulon is also an in vitro 

substrate of the ovine variant of ABCG2 due to the fact that relative efflux ratio was higher in ovine 

ABCG2 cells in comparison to parental cells (2.70 ± 0.87 vs 1.07 ± 0.08, respectively). 

Furthermore, the presence of ivermectin and abamectin inhibits the transport of clorsulon mediated 

by ovine ABCG2, which was evidenced by lower efflux ratios compared to treatment with clorsulon 

alone (Article VII, Figure 1 and Table 1). 

Based on the significant inhibition observed in the in vitro assays, the coadministration of 

clorsulon with ivermectin and abamectin in sheep was conducted to assess in vivo the extent of 

drug-drug interaction mediated by ABCG2. Regarding plasma levels, no significant differences were 

observed in the AUC values between treatment with clorsulon alone and coadministration with 

macrocyclic lactones (Article VII, Table 2) which is in accordance with the previously observed lack 

of difference in clorsulon plasma levels in mice after coadministration with ivermectin (Article VI, 

Figure 2). Although our results evidently showed that clorsulon is a substrate of Abcg2 and this 
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transporter can have an influence on the plasma disposition of its substrates (Vlaming et al., 2009), 

it is important to consider that other factors, including the potential involvement of other transporters 

in vivo, may conceal the effect of Abcg2 on the systemic disposition of clorsulon. 

Focusing on milk residues, the results showed a reduction in clorsulon residues in milk after 

coadministration of ivermectin and abamectin. The milk AUC value for clorsulon was significantly 

lower after coadministration with ivermectin (15.15 ± 3.17 μg·h/mL) and abamectin (15.30 ± 3.25 

μg·h/mL) compared to clorsulon alone treatment (20.73 ± 4.97 μg·h/mL). However, there were no 

significant differences in the milk/plasma AUC ratios between experimental groups (Article VII, 

Table 3). This might be attributed to the potential impact of the coadministration of macrocyclic 

lactones on the systemic exposure of clorsulon as a slight reduction in plasma AUC was observed, 

although it was not statistically significant (Article VII, Table 2), probably due to the high 

interindividual variability. As a result, the decrease in milk levels of clorsulon may be attributed to 

the potential reduction in plasma levels. In any case, Article VII showed that coadministration of 

clorsulon with ivermectin or abamectin led to a decrease in the presence and persistence of 

clorsulon in sheep milk. 

Finally, our assays, described in Article VIII, focused on investigating the interaction 

between ABCG2 and the anthelmintic closantel. Due to technical limitations, this evaluation was 

conducted directly using Abcg2-/- mouse model as in vitro assays were not feasible. Firstly, after oral 

administration of closantel in male mice, plasma closantel concentrations were significantly higher 

in Abcg2-/- mice compared to wild-type mice, from 72 hours to 10 weeks, where they were still 6-fold 

higher (Article VIII, Figure 1). Besides, Abcg2-/- total exposure to closantel was higher as evidenced 

by the AUC value which was 1.6-fold higher than in the wild-type mice. Consequently, Abcg2 affects 
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the pharmacokinetics of closantel by limiting its absorption after oral administration and enhancing 

its elimination. In addition, any factor that modifies the activity of the transporter could cause the 

accumulation of closantel or further enlarge its permanence in plasma, which may affect the 

effectiveness of the treatment or the appearance of side effects. In fact, several studies show the 

adverse effects of closantel on the central nervous system, optic nerve and retinal tissues in sheep 

and goats after unintentional overdose (Gill et al., 1999; van der Lugt and Venter, 2007).  

Then, our data showed that Abcg2 has a relevant role in the secretion of closantel in milk, 

as it is evidenced by the higher milk/plasma ratio in wild-type mice compared to Abcg2-/- animals, at 

all-time points tested (Article VIII, Figure 2). Additionally, the important role of Abcg2 in the closantel 

plasma availability was restated since there were also differences in closantel plasma level between 

wild-type and Abcg2-/- mice at 24 and 96h, being higher in knockout mice (Article VIII, Figure 2). 

In view of the pharmacokinetics, closantel is characterised not only by its prolonged 

presence in plasma, which ensures its efficacy against parasites, but also by its long persistence in 

milk, which affects residues in dairy products (Power et al., 2013b; Iezzi et al., 2014; Ceballos et al., 

2017; Lifschitz et al., 2017). Along with previous demonstration that Abcg2 is involved in active 

secretion of closantel into milk in mice, in Article VIII, the effect of coadministration ABCG2 

inhibitors was evaluated. To check the potential in vivo drug-drug interactions, assay in sheep was 

carried out, coadministrating closantel with ivermectin or eprinomectin as ABCG2 inhibitors. 

However, results showed no significant effect neither on the plasma or milk levels of closantel, nor 

on the pharmacokinetic parameters between experimental groups (Article VIII, Figure 3, Table 1 

and 2). It is worth mentioning that concentrations of closantel in milk were lower than those 

achieved in plasma, reflecting that the distribution of closantel from blood into milk was limited. This 
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fact was previously observed in cows and goats after closantel administration where the partition 

ratio between plasma and milk was of the order of 50:1, as well as the milk/plasma AUC ratio was 

0.015 (European Medicines Agency, 2012; Iezzi et al., 2014), which is in agreement with our data 

(Article VIII, Table 2). Therefore, our experimental conditions could not prove a drug-drug 

interaction between the macrocyclic lactones and closantel in sheep, probably as a consequence of 

the high inter-individual variability and the difference between the pharmacokinetic profile of both 

drugs (Imperiale et al., 2004, 2006; Hamel et al., 2017).  

The results obtained in this Doctoral Thesis demonstrate the involvement of ABCG2 in the 

bioavailability and secretion into the milk of drugs commonly used in veterinary medicine, such as 

anti-inflammatory and antiparasitic drugs. Furthermore, these studies reveal the influence of 

ABCG2 in the presence of residues in sheep milk and the potential drug interactions resulting from 

coadministration of drugs. These studies will enable the design of suitable therapeutic strategies to 

optimise the safety and quality of milk and dairy products. 
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