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1. RESUMEN

El transportador de membrana ABCG2 es una proteina transportadora perteneciente a la
subfamilia G de los transportadores ABC (ATP-Binding Cassette). Se expresa en la membrana
apical de células pertenecientes a 6rganos de interés farmacocinético como el higado, rifion e
intestino, asi como en las principales barreras protectoras: hematoencefalica, hematotesticular y
fetoplacentaria (Vlaming et al., 2009; Stacy et al., 2013), actuando como una bomba que expulsa
compuestos fuera de la célula (Khunweeraphong etal., 2019). Una de las caracteristicas
fundamentales de ABCG2 reside en su capacidad para interaccionar con una amplia variedad de
sustancias de distinta naturaleza, como compuestos enddgenos, naturales, farmacos y compuestos
toxicos (Mo y Zhang, 2012; Mao y Unadkat, 2015; Safar et al., 2019; Zattoni et al., 2022), los cuales
pueden interaccionar como sustratos, inhibidores 0 ambos. Debido a su distribucion y capacidad de
interaccién con diferentes compuestos, este transportador juega un papel fundamental en la
proteccion del organismo frente a compuestos toxicos. Asimismo, participa en los procesos de
absorcion, distribucion y eliminacion de farmacos, limitando su absorciéon intestinal y favoreciendo
su eliminacion y, por lo tanto, afectando a su disponibilidad, eficacia y toxicidad (Vlaming et al.,
2009; Basseville et al., 2016). Ademas, ABCG2 esta involucrado en el desarrollo de resistencias a
farmacos antitumorales, lo cual agrava el pronostico del cancer al limitar la acumulacion intracelular

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

En contraposicion a su funcién protectora, la expresion de ABCG2 se induce en la glandula
mamaria durante la lactacion, participando en la secrecion activa de sus sustratos, muchos de ellos
toxicos, a leche. Se ha demostrado su implicacion en el paso a leche de compuestos naturales o
enddgenos (van Herwaarden et al., 2007; Miguel et al., 2014; Garcia-Mateos et al., 2017; Garcia-

Lino et al., 2021b), asi como de algunos farmacos de uso veterinario (Real et al., 2011a; Otero
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etal., 2013, 2016a). Sin embargo, hasta el momento no se ha evaluado en profundidad la
interaccion entre ABCG2 vy ciertos farmacos cominmente empleados en medicina veterinaria,
como los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) o los antiparasitarios. Esta interaccion adquiere
relevancia debido al posible peligro derivado de la exposicion a residuos farmacolégicos en la
leche, tanto para los lactantes como para los consumidores de productos lacteos (Prado Flores
et al., 2002; Daeseleire et al., 2017; Rana et al., 2019). Ademas, el efecto de la coadministracion de
inhibidores que pueden afectar a la presencia de dichos residuos en la leche es un area de estudio
muy relevante. Investigaciones previas han demostrado la reduccién en los niveles de diversos

farmacos 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 interaccidn del transportador ABCG2 con algunos farmacos comunmente usados en medicina
veterinaria, tales como los AINEs acido tolfenamico y meloxicam, asi como los antiparasitarios
albendazol (ABZ), clorsulon y closantel. Asi, se estudié el efecto de ABCG2 sobre los niveles
plasmaticos y la distribucion tisular de estos farmacos, y se evalud la participacion del
transportador en su secrecion activa a la leche. Finalmente, se examin6 el efecto de la
coadministracion de otros farmacos que inhiben ABCG2 sobre los residuos en leche de los

farmacos objeto de estudio.

Dichos estudios se recogen en diversos articulos que figuran en la presenta memoria. Por
un lado, los articulos I, Il y Ill exponen los resultados obtenidos para los AINEs estudiados: acido
tolfenamico y meloxicam. En el articulo | se demostro que el acido tolfenamico es sustrato in vitro
del transportador murino Abcg2 mediante ensayos de transporte transepitelial. Asimismo, en el

articulo Il, el meloxicam fue descrito como sustrato in vitro tanto de la variante murina como



1. RESUMEN

humana de ABCG2. Considerando estos resultados, se llevaron a cabo ensayos en modelos de
ratones Abcg2-- para evaluar la implicacion del transportador en la biodisponibilidad plasmatica,
distribucidn tisular y secrecion a leche de ambos AINEs. En el articulo |, se observd que los
niveles en plasma, en higado y en testiculos de &cido tolfenamico en ratones Abcg2-- fue superior
en comparacion con los ratones wild-type. Sin embargo, la secrecion a leche del acido tolfenamico
no se vio afectada por el transportador. En el caso del meloxicam (articulo II), los estudios
mostraron que el transportador esta involucrado en la farmacocinética oral y la acumulacion en
cerebro del farmaco, asi como se mostr6 que el transportador participa en la secrecién del
meloxicam a la leche, siendo sus concentraciones en la leche y el ratio leche/plasma superiores en

los animales wild-type.

En el articulo Ill se investigo el efecto de la ivermectina, un antiparasitario perteneciente al
grupo de las lactonas macrociclicas y descrito como inhibidor de ABCG2 (Merino et al., 2009), en la
secrecion 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
coadministracion de meloxicam junto con ivermectina, una reduccion en los niveles de meloxicam
en la leche. Estos hallazgos sugieren la posibilidad de modular la secrecién de este farmaco a

leche mediante la inhibicion de la proteina ABCG2.

En cuanto a los antiparasitarios, el articulo IV mostr6 que los metabolitos del ABZ,
albendazol sulfona (ABZSO,) y albendazol 2-aminosulfona (ABZSO2-NH>), son sustratos in vitro del
transportador murino Abcg2 y humano ABCG2. Ademas, la participacion del transportador en la

secrecion 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 mas altas de dichos
metabolitos en la leche, asi como un ratio leche/plasma superior en comparacién con los ratones
Abcg2--. Considerando esta situacion y el riesgo que representa la exposicion a estos compuestos
para los lactantes y consumidores, en el articulo V se examind el posible impacto de la
coadministracion de las lactonas macrociclicas, 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 sulféxido (ABZSO) fueron superiores tras la coadministracion de las
lactonas macrociclicas, lo que podria incrementar el riesgo de exposicion para los consumidores.
Varios estudios han propuesto la existencia de un efecto combinado entre los transportadores y las
enzimas metabolicas 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 clorsuldn, los ensayos in vitro de transporte transepitelial del articulo VI
mostraron que el clorsuldon es sustrato de la variante murina y humana del transportador.
Asimismo, se pudo comprobar la implicacién de Abcg2 en la secrecion de clorsuldn a leche. Los
ratones wild-type presentaron concentraciones de clorsulén en la leche y un ratio leche/plasma
superior en comparacién a los ratones Abcg2+. Ademas, se observd que la ivermectina inhibe

tanto el transporte in vitro como la secrecion a leche del clorsulon en ratones.

Considerando estos hallazgos, en el articulo VII, se corrobor6 que el clorsulon también es
sustrato in vitro de la variante ovina de ABCG2, y que dicho transporte es inhibido por las lactonas
macrociclicas ivermectina y abamectina. Asimismo, los estudios farmacocinéticos realizados en

ovejas mostraron una reduccion en los niveles de clorsuldn en leche tras la coadministracién de
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ivermectina y abamectina, evidenciando la interaccion farmacolégica mediada por la actividad del

transportador al coadministrar inhibidores.

Finalmente, en el articulo VIII se evalud la interaccion del closantel con Abcg2 utilizando
ratones knockouts para el transportador. Los resultados mostraron que Abcg2 juega un papel
relevante en la disponibilidad plasmatica del closantel, ya que los ratones Abcg2-- presentan
niveles mas altos del farmaco en plasma en comparacion con los ratones wild-type. Ademas, el
transportador participa en la secrecion activa de closantel a la leche, lo que se refleja en un ratio
leche/plasma superior en ratones wild-type en relacion con los ratones Abcg2--. También se llevd a
cabo un estudio en ganado ovino para evaluar la posible interaccion del closantel con inhibidores
de ABCG2. Los resultados mostraron que la administracion conjunta de closantel junto con
ivermectina y eprinomectina no tuvo un efecto significativo en los niveles plasmaticos o en la leche
del closantel, asi como tampoco en los parametros farmacocinéticos. Por lo tanto, para nuestras
condiciones experimentales, no se pudo demostrar ninguna interaccion farmacologica entre las

lactonas macrociclicas y el closantel.

Los resultados obtenidos en esta memoria de Tesis Doctoral evidencian la participacion de
ABCG2 en la biodisponibilidad y la secrecion a leche de farmacos de uso veterinario, como los
antiinflamatorios y los antiparasitarios. Ademas, estos estudios ponen de manifiesto la implicacién
de ABCG2 en la presencia de residuos en la leche en ganado ovino, asi como las posibles
interacciones farmacoldgicas causadas por la coadministracion de farmacos. Estos estudios
permitiran disefar estrategias terapéuticas adecuadas para optimizar la seguridad y calidad de la

leche y los productos lacteos.
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El presente trabajo de Tesis Doctoral recoge el estudio in vitro e in vivo de la interaccion
entre el transportador de membrana ABCG2 y los AINEs &cido tolfenamico y meloxicam, asi como

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

El transportador de membrana ABCG2 es una proteina 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 tubulos renales. Debido a su
localizacién, el transportador afecta a la biodisponibilidad de sus sustratos ya que limita su
absorcién intestinal y favorece su eliminacion (Vlaming et al., 2009). Ademas, se induce su
expresion en la glandula mamaria durante el periodo de lactacion, participando en la secrecion
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 farmacologia y la
toxicologia tanto humana como veterinaria, debido a su implicacion en los procesos fisiol6gicos,
farmacologicos y de secrecidn activa de compuestos a la leche (Riches et al., 2015). Conocer
aquellos farmacos que sean sustratos del transportador ABCG2 tiene una gran relevancia en
medicina veterinaria y humana, ya que pueden verse afectados los correspondientes niveles
plasmaticos y tisulares, asi como las concentraciones en leche. En consecuencia, la actividad del
transportador podria alterar la eficacia y toxicidad de estos compuestos, lo que afectaria

indudablemente a la seguridad alimentaria.

En la industria ganadera, la salud y el bienestar de los animales son componentes
fundamentales de la produccion agroalimentaria. El uso de farmacos para el tratamiento o

prevencion de diversas patologias es una practica frecuente para garantizar el bienestar animal.



2. INTRODUCCION

Sin embargo, la aparicidn de residuos farmacologicos en productos de origen animal como la leche
supone un importante problema tanto de salud publica como de gestion econémica. El riesgo
causado por dichos residuos en leche es inherente a la exposicion, tanto de las crias lactantes
como de los consumidores de productos lacteos, a compuestos potencialmente dafinos.
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 econémico debido a la obligatoriedad del ganadero de cumplir los tiempos de
espera pertinentes para cada farmaco, desechando la leche producida por los animales tratados.
Asimismo, la apariciéon de residuos en leche puede afectar a la elaboraciéon de sus productos
derivados. De hecho, se ha observado que, tras el procesamiento de la leche para obtener
productos lacteos como queso y yogur, los residuos de farmacos, como los antiparasitarios, se
concentraron, siendo mas elevados que los niveles detectados en la leche utilizada para su

fabricacion (Power et al., 2013b; lezzi et al., 2014; Imperiale y Lanusse, 2021).

Por lo tanto, la participacion de ABCG2 en la eliminacién de farmacos a la leche adquiere
un importante protagonismo en el @&mbito veterinario debido a la contribucion del transportador en
dicho proceso y a la posible modificacion de los periodos de retiro (Schrickx y Fink-Gremmels,
2008; Mealey, 2012; Virkel et al., 2019). Ademas, la coadministracién de farmacos puede influir en
la actividad del transportador y afectar a la farmacocinética y a la secrecion a leche de los
sustratos. A este respecto, estudios previos han demostrado que la secrecion a leche de algunos
antimicrobianos se puede reducir con la coadministracion 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 interaccidn de algunos farmacos, utilizados comiunmente
en el ambito veterinario y algunos también en medicina humana, con el transportador ABCG2.
Dichos farmacos pertenecen a dos grandes grupos de medicamentos como son los AINEs y los

antiparasitarios.

Los AINEs se utilizan como analgésicos y antipiréticos, asi como para el tratamiento de
afecciones inflamatorias, trastornos musculoesqueléticos y afecciones quirirgicas posoperatorias
(Virginia, 2015; Bindu et al., 2020). La Union Europea ha establecido limites maximos 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 interaccion de algunos AINEs
con ABCG2, como el diclofenaco, el flunixin y su metabolito y el acido salicilico (Lagas et al., 2009;
Wassermann et al., 2013; Garcia-Mateos et al., 2019). Sin embargo, el papel que desempefia el
transportador de membrana ABCG2 sobre los niveles plasmaticos, la distribucion tisular y el paso a
leche de otros antiinflamatorios como el &cido tolfendmico y el meloxicam no habia 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
produccion y en el bienestar animal, causando pérdidas econémicas significativas. Cabe destacar
que no solo los animales sino también los humanos pueden verse afectados por estas infecciones
(Keiser y Utzinger, 2009; Charlier etal., 2018; Gazzinell-Guimaraes y Nutman, 2018). La
fascioliasis es una de las principales infecciones parasitarias estudiadas en ganaderia debido a su
posible transmisiéon a los seres humanos (Siles-Lucas etal., 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 produccion lechera se asocia tanto al desarrollo de
resistencias como a la posible aparicion 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
analoga a los antiinflamatorios, una reglamentacion que recoge sus LMRs (The European
Commission, 2010). El uso incorrecto de antihelminticos ya sea por dosis superiores a las
recomendadas, incluyendo o 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 aparicién de dichos residuos (Beyene, 2015; Bustamante-Rangel et al., 2022). Asimismo, se
ha observado la aparicidén de resistencias a estos farmacos, 1o 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 interaccion entre ABCG2 y algunos antiparasitarios ha sido estudiada previamente. Asi,
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 si 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; Gonzélez-Lobato et al., 2014; Garcia-Lino et al., 2021a).
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No obstante, la relacién que existe entre el transportador ABCG2 y el resto de metabolitos del ABZ,

el clorsulon y el closantel no habia sido aln descrita.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en esta Tesis Doctoral se plante6 el estudio
de la participacion de ABCG2 en el transporte in vitro, las concentraciones plasmaticas, la
distribucion tisular y la secrecion a leche de farmacos pertenecientes a dos familias diferentes. Por
un lado, los AINEs como el &cido tolfenamico y el meloxicam y, por otro lado, varios antiparasitarios
de diferentes familias como los metabolitos del ABZ, el clorsulén y el closantel. Para la realizacion
de estos estudios, se ha llevado a cabo una metodologia de trabajo comun. En primer lugar, se han
realizado estudios in vitro utilizando cultivos celulares de la linea celular MDCK-Il 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 farmacos. En segundo lugar, se llevaron a cabo estudios
in vivo empleando ratones Abcg2-- machos y hembras en lactacién con la finalidad de conocer el
efecto in vivo del transportador en la biodisponibilidad y la secrecion a leche de estos farmacos.
Finalmente, en aquellos farmacos en los que se observd una secrecidn activa a leche mediada por
ABCG?2 se estudid el efecto de la coadministracion de inhibidores. En dichos ensayos se utilizaron

las lactonas macrociclicas 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 proteinas mas representadas
en todos los organismos desde arqueas hasta humanos. Estas proteinas participan en el transporte
de una amplia variedad de sustratos a través de las membranas celulares como iones, vitaminas,
aminoacidos, péptidos, proteinas, polisacaridos, lipidos, farmacos y toxinas. Estos transportadores
utilizan la energia derivada de la hidrélisis 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 captacion
como los de exportacion, en los organismos eucariotas los transportadores ABC presentes tienen
una funcion exportadora (Saurin et al., 1999; Wilkens, 2015). Asimismo, dichos transportadores de
exportacién en eucariotas estan localizados principalmente en la membrana plasmatica celular,

aunque también puede formar parte de las membranas de organulos 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% esta presente en todos los genomas de vertebrados
(Ferreira et al., 2014). Las proteinas ABC se agrupan en 7 subfamilias (ABCA-ABCG) en base a su
similitud, organizacién de los dominios proteicos y conservacion 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 estan relacionadas con la
regulacion de la sintesis de proteinas (Thomas et al., 2020). En relacién con la estructura, la unidad

minima funcional de los transportadores ABC esta constituida por dos dominios de unién a
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nucledtido (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 union e hidrolisis 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).

A) Full-transporter: Glicoproteina P (ABCB1)

Figura 1. Estructura de los transportadores ABC. Representacion esquematica 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 esta involucrado en la union del 8-
y y-fosfato del ATP. EI motivo Walker B posee dos residuos conservados, aspartato y glutamato,
implicados en la coordinacion y unidn del Mg2* y el agua en el proceso catalitico para la hidrolisis
del ATP. Finalmente, el sitio catalitico de la proteina 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 unién e
hidrélisis 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 catalitico central o core el cual
contiene los motivos conservados necesarios para la unién e hidrolisis de ATP, el motivo Walker A
y Walker B; y un a-subdominio con la secuencia consenso (Al-Shawi, 2011; Beis, 2015). Ademas,
los transportadores funcionales resultan de la dimerizacion del NBD el cual forma dos sitios de
unién a ATP. Dichos sitios de union se encuentran constituidos por la union del Walker A de uno de
los NBDs con la secuencia consenso del NBD contrario. Los NBDs pueden adoptar diferentes
orientaciones entre si, conformacion cerrada (outward facing) o conformacion abierta (inward
facing). La union de ATP promueve la formacion de la conformacion cerrada y desencadena la
dimerizacion de los NBD debido a que cada molécula de ATP interactia con motivos de ambos
NBDs como se menciona anteriormente, quedando atrapado entre ambos dominios a modo
sandwich. Esta dimerizacion se relaciona con cambios conformacionales en el resto de la proteina
provocando la translocacion del sustrato al medio extracelular (ter Beek et al., 2014; Wilkens, 2015;
Wright et al., 2018). Tras la hidrdlisis de ATP a ADP y Pi, el sustrato es liberado al espacio

extracelular, separando y promoviendo la conformacion abierta de los NBDs (Chen et al., 2016).
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Por otro lado, los TMDs se componen generalmente de seis hélices a transmembrana,
siendo los responsables de la unidn al sustrato y translocacion de este. Las hélices a de los dos
TMD estan 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 a se extienden desde la membrana hacia
el citoplasma formado los bucles intracelulares (ICL). Ademas, se forman hélices a 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 nimero de hélices a varia
en el caso de los ABC importadores en procariotas donde fluctuan 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 esta muy conservada, la de los TMDs presenta

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

En funcién de la disposicion y codificacion de ambos dominios dichos transportadores se
pueden clasificar como full-transporters y half-transporters. Los full-transporters, como la
glicoproteina P (P-gp o ABCB1), estan 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
(TMDO) en el extremo amino (Figura 1B). Por otro lado, los half-transporters estan constituidos
unicamente por un NBD y un TMD, requiriendo de homodimerizacion o heterodimerizacion para ser

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

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

mecanismos de transporte de las proteinas ABC, como el de sitio alternativo (Beis, 2015), el de
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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 dimerizacién 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 fisiolégicos y farmacol6gicos debido a su
distribucion en 6rganos relevantes para la disposicion tanto de compuestos enddgenos como de
diversos xenobidticos. En concreto, dichos transportadores estan implicados en la farmacocinética
de sus sustratos ya que participan en procesos de absorcion, distribucion y eliminacién de los
mismos, y por consiguiente en su biodisponibilidad. De igual modo, los transportadores juegan un
importante papel en la protecciéon del organismo frente a la exposicién a compuestos toxicos
(Miller y Fromm, 2011; Liu, 2019). Ademas, los transportadores ABC se han relacionado con el
desarrollo de resistencia a farmacos 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 concentracion 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 lipoproteinas de alta densidad o enfermedad de Tangier (ABCA1), la colestasis
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intrahepatica (ABCB11), el sindrome de Dubin-Johnson (ABCC2), la fibrosis quistica (ABCC7) y la

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

En especial, ABCG2 es uno de los transportadores mas estudiados debido a su implicacion
en la multirresistencia a farmacos antitumorales (Robey et al.,, 2007), asi como en procesos
fisiologicos, farmacoldgicos y toxicoldgicos (Riches et al., 2015). Debido a su patrén de distribucién,
ABCG2 restringe la exposicidn sistémica y la distribucion tisular de sus sustratos ya que participa
en la excrecion activa de compuestos en el higado, intestino y rifién; limita la absorcion intestinal de
compuestos ingeridos por via oral; y limita la entrada de compuestos toxicos en las principales
barreras protectoras como la hematoencefalica, hematoplacentaria y hematotesticular (Vlaming
etal., 2009). Finalmente, ABCG2 es el unico transportador ABC implicado en el paso de
compuestos a leche debido a la induccion de su expresién en glandula mamaria durante el periodo

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

3.1.1. ABCG2/BCRP

ABCG2 es una proteina transportadora perteneciente a la subfamilia G de los
transportadores ABC, conocida también como proteina 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
Abcg?2, respectivamente. El gen ABCG2 humano se localiza en el cromosoma 4 (4922.1) y consta
de 16 exones y 15 intrones. Dicho gen ABCGZ2 humano codifica una proteina de 655 aminoacidos y
72 kDa, mientras que el gen Abgc2 murino codifica una proteina de 657 aminoacidos 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 relacion6 con el desarrollo de
resistencia a farmacos en una linea celular de cancer de mama humano resistente a doxorrubicina
(MCF-7 AdrVp); de ahi que la denominaran proteina resistente al cancer de mama o BCRP (Doyle
etal., 1998). Al mismo tiempo, se cloné un transportador similar con elevada expresion en la
placenta, de modo que lo nombraron transportador ABCP (Allikmets et al., 1998). En 1999 este
transportador fue clonado de la linea celular de cancer de colon humano S1-M1-80, que poseia
una elevada resistencia a la MXR, designandolo como factor de resistencia a la MXR (Miyake
etal., 1999). Finalmente, el Comité de Nomenclatura del Genoma Humano fij6 la denominacion
oficial del transportador como ABCG2 (Litman et al., 2001; Robey et al., 2007) debido a la similitud

estructural y homologia de la secuencia con la subfamilia ABCG.

Ademas de ABCG2, la subfamilia G de transportadores esta conformada por otros cinco
miembros: ABCG5 y ABCG8 los cuales estan involucrados en el transporte de esteroles, Abcg3 el
cual solo se encuentra en ratones (Dean et al., 2022) y por ultimo, 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 conformacion de half-transporter y por lo tanto
requiere de homodimerizacion para ser funcional (Eckenstaler y Benndorf, 2020). Como miembro
de la subfamilia G, ABCG2 tiene una configuracion de proteina unica 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 configuracién

de dominio es opuesto, es decir, el TMD precede al NBD (Ferreira et al., 2014) (Figura 1).

22



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

ECL3
€592 c608
TMD =
416 429 498 507 556 631 Medio Extracelular
o 1 | | 1 [
@
PS 1554
N436
@ ) @
L405 Exan F546
@ ] O
V401 R482 1543
®
= ™ ™ 1539
Centro catalitico del 478 527 53

mondémero opuesto e,

| S
6 6 51‘ Medio Intracelular
C

Centro catalitico del
. Mmondmero opuesto

(Walker B

165

Hloag 45 ) NBD

Figura 2. Esquema de la estructura de ABCG2. Este transportador consta de un NBD y un TMD
formado por 6 a-hélices transmembrana (TM 1-6). Dentro del TMD, se destacan en azul y marrdn los residuos
involucrados en la unién 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 homologia con otros transportadores ABC,
concretamente ABCG5-ABCG8, para investigar la estructura 3D de ABCG2 (Laszl6 et al., 2016).
Estos estudios se basaron en datos estructurales obtenidos por difraccion de rayos X del
heterodimero ABCG5/G8 pudiendo proporcionar informacién precisa sobre los NBDs. No obstante,
fueron los estudios mediante criomicroscopia electronica los que comenzaron a proporcionar una
vision de alta resolucién del transportador ABCG2 humano (Taylor et al., 2017; Jackson et al.,

2018).

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

cuyo estudio utilizé el anticuerpo monoclonal 5D3 Fab especifico de ABCG2. La unién de dicho
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anticuerpo a la superficie extracelular del dimero ABCG2 forma el complejo 5D3-ABCG2, el cual
reduce la actividad ATPasa, impidiendo la conformacion espacial hacia el exterior y por lo tanto el
transporte de los sustratos. El mismo grupo de investigacion publicd otro estudio mejorando la
resolucidén 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 conformacion muy estricta de sus dominios para llevar a cabo su funcién.

Por consiguiente, en relacion con la estructura de ABCG2 se ha observado que el centro
catalitico dentro del NBD esta formado por los motivos de secuencia Walker A, lazo Q, Walker B 'y
lazo H de un mondmero, y la secuencia ABC signature o lazo C y lazo D del otro mondmero
(Eckenstaler y Benndorf, 2020) (Figura 2). EI dominio NBD se une al TMD mediante una region
denominada linker constituida por una a-hélice en forma de V denominada también hélice codo,
hélice conexién o TM1a (Figura 3). Tanto los TMDs como los ICL son mas cortos que en otras
familias de transportadores ABC, lo que permite que los NBDs y la membrana estén mas préximos,

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

Las hélices transmembrana (TM) que constituyen los TMDs estan 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 union de los sustratos, contribuyendo al plegamiento, funcionalidad, reconocimiento del
sustrato y consumo de ATP durante el ciclo catalitico (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 esta formado por residuos de cisteina 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 proteina; asi como el sitio de N-glicosilacién funcional en
N596 que provoca desestabilizacion de la proteina (Taylor et al., 2017; Eckenstaler y Benndorf,

2020) (Figura 3).

Espacio
extracelular
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intracelular

Coo*
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Figura 3. Estructura de ABCG2. A) Representacion esquematica de la topologia estructural de
ABCG2. Se indican los residuos cruciales para la formacion de enlaces disulfuro intramoleculares e
intermoleculares (C592, C608 y C603) y la glicosilacion (N596). B) Representacion 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) permitié también observar las diferencias entre
ABCG2 y los transportadores ABCG5/G8 previamente utilizados en el modelo de homologias. La
diferencia fundamental se observé en los TM 2 y 5a de ambos monémeros, los cuales forman una
cavidad en el interior que no estd presente en los transportadores ABCGS5/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).

Inward-facing Outward-facing
E,S
ECL3 g —
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ATP
Medio
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Figura 4. Estructura de ABCG2 unido a sustrato (inward-facing) y unido a ATP (outward-facing)
segun Manolaridis et al. (2018). ABCG2 se representa como un dimero (pUrpura, verde). En la configuracion
inward-facing, la unién de una molécula de sustrato como por ejemplo de estrona-3-sulfato (EsS) tiene lugar en la
cavidad 1 dentro del TMD. En este estado, los NBD estan enfrentados entre si. En la configuracién outward-
facing, la unién de dos moléculas de ATP induce la dimerizacién de los NBD obligandolos a rotar. Dicha rotacién
se transmite a los TMD mediante el enlace entre NBD y TM1 que empuja todas las hélices-a de TM y, por lo
tanto, no deja espacio para la unién del sustrato. En el espacio extracelular, ECL3 también rota y abre la cavidad

2, permitiendo la liberacion del sustrato. Adaptada de Eckenstaler y Benndorf (2020).

Por un lado, en la conformacion inward-facing se forma la cavidad 1 revestida por los
dominios TM2 y TM5a de ambos monomeros, accesible desde el citoplasma y de caracter
hidrofébico. En este estado, los NBD estan enfrentados entre si (Figura 4). Existen unos residuos
de leucina (L554 y L555) que separan esta cavidad 1 de otra mas pequefia e hidrofilica, la cavidad

2. Esta cavidad 2 estd ubicada debajo del ECL3 y es inaccesible para el sustrato en la

26



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

configuracion inward-facing. La cavidad 2 conforma el sitio de expulsién de los sustratos ABCG2 y
promueve la liberacion 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 configuracién inward-
facing (Figura 5B). La unién de dos moléculas de ATP a los NBDs permite tanto su dimerizacion
como su rotacién (Figura 5C). Debido a la unién entre el NBD y el TMD a través de la hélice de
conexion o TM1a, la rotacién del NBD se transmite al resto de TM y al ECL3, permitiendo el cierre
de la cavidad 1y la apertura de la cavidad 2, asi como provocando el cambio de conformacién del
transportador a configuracion 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 hidrélisis de ATP se
produce tras la liberacién del sustrato y proporciona la energia para restaurar la conformacion
inward-facing del transportador (Figura 5F) (Taylor etal., 2017; Manolaridis etal., 2018;

Eckenstaler y Benndorf, 2020).

Con el fin de analizar en profundidad los cambios conformacionales durante el proceso de
transporte, Manolaridis et al. (2018) planted un estudio donde se expreso la mutacién E211Q de
ABCG2, la cual reduce la actividad catalitica y por tanto la hidrélisis de ATP. En dicho estudio se
observo que la union del sustrato esta coordinada principalmente por las cadenas laterales de los
residuos N436 y F439. Asimismo, la union del sustrato impulsé la hidrélisis de ATP en el caso del
ABCG2 no mutado; ratificando asi que la unidn del sustrato se produce antes de la unién del ATP.

En relacidn con esta union del sustrato y a la hidrolisis 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 unién (correspondiente a la cavidad
1) y el sitio de extrusion (correspondiente a la cavidad 2). La interaccién del sustrato con el
transportador ocurre inicialmente en el sitio de acceso donde se localiza el residuo R482, el cual
podria estar involucrado en la definicién de la selectividad de sustrato de ABCG2 (Eckenstaler y

Benndorf, 2020).

C) Unién del ATP y cambio
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Figura 5. Esquema del mecanismo de transporte de ABCG2. A) En la conformacién inward-facing,
los NBDs se encuentran enfrentados entre si y los TMDs forman una gran cavidad accesible (cavidad 1 abierta)
y una pequefia cavidad inaccesibles (cavidad 2 cerrada), separadas por los residuos de leucina. B) Los sustratos
entran desde el citoplasma y se unen a los residuos hidrofébicos de la cavidad 1. C) La unién de ATP induce una
dimerizacién 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 esta abierta debido a la flexién del
ECL3. E) Los aminoacidos menos hidrofobicos en la cavidad 2 ayudan a liberar los sustratos al espacio
extracelular. F) La hidrolisis 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 mas del proceso de transporte. ABCG2 funcionaria como una bomba en la cual
la translocacion de los sustratos de la cavidad central a la superior es provocada por un
movimiento de compresion. Se observo que los residuos que se localizan en el NBD, el ICL1 y la
hélice codo o de conexidn (TM1a) son residuos clave para la estructura dinamica 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 translocacién del sustrato
estaria controlada por dos barreras; por un lado, por una valvula formada por los residuos de
leucina (L554 y L555) que separa la cavidad central de la cavidad superior. Dicha valvula crea un
sello hidrofébico en la parte superior de la cavidad central que evita el flujo entre ambas cavidades
en la conformacion inward-facing. Por el contrario, el cambio de conformacion a outward-facing
debilita el sello hidrofébico de la valvula y permite que la presion peristaltica empuje los sustratos
hacia la cavidad superior. Dicha presion es provocada por la compresion de la cavidad central, lo
que requiere del reconocimiento del sustrato, la unién de ATP y la dimerizacion 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 presion peristaltica, permite la salida del sustrato hacia el exterior y

depende también de la interaccion 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, policiclica y anfipatica (Wright

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

con el transportador (Jackson et al., 2018; Kowal et al., 2021; Yu et al., 2021).
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Figura 6. Modelo del ciclo de transporte ABCG2 propuesto por Khunweeraphong (2019). La
valvula de leucina (triangulo rojo) y el techo formado por el ECL3 (violeta) desempefian un papel fundamental en
la translocacién del sustrato (rojo) desde la cavidad central (gota de agua azul claro) a la cavidad superior (6valo
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 interaccion 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 tapon de leucina y el paso a la cavidad 2. Sin embargo, los
inhibidores se unirian directamente a la cavidad 1 no logrando la fuerza necesaria para
transportarse, inhibiendo la hidrélisis de ATP, asi como el transporte de sustratos. Este sitio de

acceso tendria un caracter mas hidrofobico, de manera que aquellas moléculas mas hidrofilicas
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podrian 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 unién a
multiples compuestos en la cavidad 1 se propone como hipdtesis 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 ultimos afios, los estudios en presencia de sustratos o inhibidores del transportador en las
diferentes etapas del proceso de transporte siguen siendo una linea de investigacion relevante, ya
que permitiria refinar los modelos y conocer en profundidad el mecanismo de interaccion de las

moléculas con el transportador.

B. Sustratos e inhibidores

Una de las principales caracteristicas de ABCG2 es su capacidad para interaccionar con un
amplio espectro de compuestos de distinta naturaleza como por ejemplo diversos tipos de
farmacos como antitumorales, antibiéticos y antivirales, compuestos naturales o presentes en la

dieta, compuestos enddgenos y productos tdxicos, entre otros (Tabla 1).

Las propiedades fisicoquimicas de los compuestos, como la hidrofobicidad, polaridad y carga
eléctrica, son esenciales para determinar la interaccion con ABGC2. De ese modo, se ha
observado que los compuestos capaces de activar al transportador y actuar como sustratos suelen
ser compuestos hidrofilicos, con alta carga idnica, polares y bajo coeficiente de reparto lipido/agua
(Egido et al., 2015). Los compuestos conjugados procedentes de la fase Il del metabolismo como
conjugados de sulfato y glucurénico comparten estas caracteristicas, siendo transportados por

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

SUSTRATOS

Agentes antineoplasicos

Topotecan, doxorrubicina, mitoxantrona

o ] Ciprofloxacino, danofloxacino, nitrofurantoina, marbofloxacino,
Antimicrobianos orbifloxacino, sarafloxacino, difloxacino, enrofloxacino, norfloxacino,
ofloxacino, eritromicina
Antiparasitarios Albendazol sulfoxido, moxidectina, oxfendazol, monepantel sulfona
Antivirales Abacavir, lamivudina, zidovudina
Compuestos naturales

o presentes en la dieta

Fitoestrdgenos, riboflavina, &cido félico, vitamina K3, glutation

Compuestos endégenos

Acido Urico, 17-B estradiol, estrona 3-sulfato

Contaminantes o toxinas

Aflatoxina B1, PhIP, ocratoxina A

Inhibidores de la tirosin-quinasa

Imatinib, gefitinib

Otros farmacos

Diclofenaco, flunixin, sulfasalazina, metotrexato

INHIBIDORES
Antifungicos Ketoconazol, itraconazol
Antiparasitarios Ivermectina, doramectina, selamectina, triclabendazol, eprinomectina
Antivirales

Ritonavir, saquinavir, nelfinavir

Compuestos de la dieta

Curcumina, genisteina, quercetina, apigenina

Inhibidores de la tirosin-quinasa

Erlotinib, nilotinib, lapatinib, imatinib

Inhibidores especificos

Fumitremorgina C, Ko143, Ko134

Inmunosupresores

Ciclosporina A

Otros farmacos

Tamoxifeno, pantoprazole, omeprazole

(Polgar et al., 2008; Merino et al., 2009; Robey et al., 2009; Barrera etal., 2012; Mo y Zhang, 2012;
Gonzaélez-Lobato et al., 2014; Mao y Unadkat, 2015; Mahnke et al., 2016; Safar et al., 2019; Garcia-Mateos
et al., 2019; Garcia-Lino et al., 2021a; Zattoni et al., 2022).
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Ademas de la hidrofobicidad, la unidn del sustrato con el transportador ABCG2 aumenta
con el nimero de aceptores de enlaces de hidrogeno (HBA) presentes en los compuestos, como
por ejemplo, con grupos éter, grupos carbonilo, grupos hidroxilo, aminas terciarias, sulfuros o
sulféxidos (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 asi el papel fundamental de estos transportadores en la proteccién
frente a compuestos toxicos y en la disponibilidad de sus sustratos (van Herwaarden y Schinkel,
2006; Ni et al., 2010). Por ultimo, mediante los estudios de ultraestructura de alta resolucion se ha
podido observar que los sustratos como el topotecan o la MXR se unen a la cavidad central o 1,
concretamente, debajo del tapon 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 caracter lipofilico o hidréfobo, de carga iénica baja o neutra y elevado coeficiente de

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

El primer inhibidor especifico descrito de ABCG2 fue la fumitremorgina C (FTC) que es una
micotoxina aislada de Aspergillus fumigatus. Sin embargo, su desarrollo clinico no fue posible
debido a su neurotoxicidad. No obstante, se comenzaron a desarrollar y sintetizar analogos 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 mas 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. Interaccion de compuestos sustratos e inhibidores con ABCG2. A) Corte vertical de una
representacion 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 representacién 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 dinamicos, los cuales pueden
inhibir la actividad de ABCG2, asi como inducir su degradacion y los inhibidores estaticos, como la
FTC, que solo inhiben la funciéon de ABCG2 (Mo y Zhang, 2012). Asimismo, los inhibidores pueden
presentar dos mecanismos de accion; por un lado, un mecanismo de inhibicién selectivo o general,
bloqueando la actividad ATPasa del transportador, como la FTC o el Ko143 y, por otro lado, un

mecanismo de inhibicion competitivo o dependiente de sustratos, debido a la existencia de
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sustratos de ABCG2 que también son inhibidores. En este ultimo caso, el inhibidor puede
interactuar con ABCG2, o bien en los sitios de union 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 unidn, 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 etal., 2018). Estos mecanismos respaldan la

hipétesis de que los sustratos interaccionan en multiples sitios de unién con ABCG2.

Finalmente, los estudios estructurales de alta resoluciéon de las proteinas también han
facilitado el conocimiento acerca del modo de inhibicion, mediante la utilizacion de inhibidores de
ABGC2. El estudio de Jackson et al. (2018) ha permitido conocer el sitio de interaccion 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 0 1 en la configuracion inward-
facing, bloqueando el sitio de union del sustrato, evitando los cambios conformacionales
necesarios para la hidrolisis de ATP vy, por lo tanto, inhibiendo la translocacion del sustrato. Dicho
estudio sugiere que tanto los residuos F431 como L555 son parte de una regién de union de
inhibidores. A la vista de estos hallazgos, se sugiere que los sitios de unidén de sustratos e
inhibidores de ABCG2 se suelen superponer, sin embargo, los inhibidores tienden a ocupar un

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

ABCG2 se expresa en la membrana apical de células de diversos tejidos y drganos,
actuando como una bomba que expulsa compuestos, tanto exégenos como enddgenos, fuera de la
célula (Figura 8). Debido a su patrén de distribucion, asi como a su capacidad de interaccionar con
un amplio rango de compuestos de diversa naturaleza, ABCG2 desempefia funciones fisiolégicas
esenciales en el organismo. Por un lado, mantiene la homeostasis de moléculas endogenas, asi
como actla de barrera protectora frente a compuestos toxicos. Por otro lado, ABCG2 esta
implicado en los procesos de absorcion, distribucion y eliminacion de farmacos, 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 érganos relevantes a nivel farmacolégico
como son el tracto gastrointestinal, el higado y el rifion. Concretamente, ABCG2 se expresa en la
membrana apical de los enterocitos, principalmente en el duodeno, limitando la absorcion oral de
sus sustratos y promoviendo su eliminacién via 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 nitrofurantoina

(Merino et al., 2005b).
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Figura 8. Localizacion del transportador ABCG2 en el organismo. El transportador se representa
con el recuadro naranja y las flechas negras representan la direccion hacia la que son transportados los

diferentes sustratos.
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Asimismo, se localiza en la membrana apical de los canaliculos biliares en los hepatocitos y
de las células renales que forman parte de los tubulos proximales del rifién, lo que sugiere que el
transportador participa en los procesos de eliminacion tanto de compuestos endégenos como
farmacos o compuestos toxicos (Basseville et al., 2016). Diversos estudios han demostrado esta
participacién de ABCG2 en los procesos de excrecidén biliar de ciertos farmacos como la
nitrofurantoina (Merino et al., 2005b) y algunas fluoroquinolonas (Ando et al., 2007), observando
que dicha eliminacién disminuye en los ratones Abcg2-- en comparacidn con ratones wild-type. De
igual modo, la eliminacién por via 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 esta involucrado en el proceso de distribucion de los
farmacos. Por ello y como se ha mencionado anteriormente, se localiza en las principales barreras
protectoras como son: la hematoplacentaria, la hematotesticular y la hematoencefalica. 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 tdxicos que estén en la circulacién materna. Asi pues, se ha sugerido que
ABCG2 puede estar involucrado en la regulacion de la sintesis de estrégenos 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 acidos biliares en la placenta (Blazquez et al., 2012). Estudios en ratones

knockout para Abcg2 mostraron que compuestos como el topotecan, la nitrofurantoina, la
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genisteina y la gliburida presentaron un ratio plasma fetal/plasma materno superior en comparacion
con los wild-type (Vlaming et al., 2009). Asimismo, se ha observado que la expresion de ABCG2 es
diferente durante el proceso gestacional, alcanzando su expresion maxima a mitad de gestacion y

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

En relacién con la barrera hematotesticular, ABCG2 se localiza en la membrana apical de
las células mioides que rodean los tubulos seminiferos, en las células de Sertoli y Leydig, asi como
en las células endoteliales de los capilares sanguineos. Dichas localizaciones muestran de nuevo
el papel protector de ABCG2 ya que transporta compuestos potencialmente tdxicos fuera de los
tubulos seminiferos, reduciendo la exposicion a dichos compuestos y protegiendo a las células
germinales (Fetsch et al., 2006). Un ejemplo son los farmacos dantroleno y prazosina, cuyos
niveles fueron superiores en los testiculos en ratones Abcg2-- en comparacion 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 hematoencefélica, limitando el paso de sustancias toxicas
al sistema nervioso central (Basseville et al., 2016). Asi, 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 endégenos como el péptido -
amiloide, cuya acumulacién es caracteristica en la enfermedad de Alzheimer (Do et al., 2012). En
este sentido, ABCG2 también esta involucrado en el transporte de otras moléculas enddgenas
como son las porfirinas, las cuales se acumulan en los ratones Abcg2-- causando fotosensibilidad
(Jonker et al., 2002) o el acido urico, cuya alteracion del transporte esta 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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plasmética de los globulos rojos, desempefiando un papel importante en la prevencion de la

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

Ademas, 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
citotoxicos. Su expresion se ve reducida a medida que se produce la diferenciacion celular (Liu,
2019). Debido a dicha expresidn en las células madre, estas son capaces de transportar colorantes
fluorescentes como la rodamina 123 o el Hoechst 33342, permitiendo identificar y aislar una
pequefia fraccion de células de la médula 6sea denominadas side population (SP) la cual esta
compuesta principalmente por células madre hematopoyéticas, de manera que se ha observado
una reduccion en el numero de células SP en los ratones Abcg2'- (Zhou etal., 2002; van

Herwaarden y Schinkel, 2006).

En menor medida se ha descrito la expresion de ABCG2 en otros 6rganos o tejidos como el
pulmén (neumocitos alveolares), la prostata, las glandulas sebaceas, el epitelio de transicion de la
vejiga, el utero (células endocervicales), el pancreas (islotes pancreaticos y células acinares), el
corazon y la retina (capilares retinianos), entre otros (Fetsch et al., 2006; Higashikuni et al., 2010;

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

El transportador también estad involucrado en el desarrollo de resistencias a farmacos
antitumorales y por lo tanto es responsable de un peor prondstico en el cancer. Dicha resistencia
se asocia al aumento en la expresion del transportador ABCG2 en las células tumorales que limita
la acumulacién intracelular de los agentes antitumorales descritos como sustratos del mismo,
causando el fracaso del tratamiento (Chen et al., 2016; Wang et al., 2021). Dicha expresion 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 dificil conocer con precision
los mecanismos por los cuales estos agentes citotoxicos inducen la expresion de ABCG2, se
sugiere que tanto el estrés celular como la liberacién de especies reactivas de oxigeno pueden
asociarse a dicha induccién (Kovacsics et al., 2020). Asimismo, su expresion en células tumorales
puede aumentar debido a respuestas hormonales (Sarkadi et al., 2020). Asi pues, se ha observado
que los estrogenos inducen la expresion de ABCG2 en cancer de mama (Chang et al., 2017). La
expresion de ABCG2 en leucemias humanas y tumores solidos 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 estan involucrados en la regulacién de la expresion de los mismos
(Wang et al., 2021). Con respecto a ABCG2, se ha observado que ciertos tipos de ncRNA estan
vinculados al desarrollo de resistencias a antitumorales en algunos tipos de cancer, como el cancer
de mama, de higado o la leucemia, debido a que aumentan la expresion 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 fendémeno es la utilizacidn de inhibidores del
transportador que impidan la salida de los farmacos antitumorales y por lo tanto, que potencien su
efecto y mejoren el tratamiento de los canceres (Zattoni et al., 2022). Un ejemplo es el elacridar, un
inhibidor del transportador, el cual mejora la disponibilidad de farmacos citotdxicos como el
topotecan en modelos preclinicos (Breedveld et al., 2006). Resultados similares se obtuvieron para
el venetoclax, un inhibidor potente y selectivo de Bcl-2 (proteina de linfoma de células B), aprobado

para el tratamiento de pacientes con leucemia linfocitica cronico, y el cual aumenta la acumulacion
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intracelular de MXR (Catalano et al., 2022). Finalmente, y en vista de la participacion 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 mas susceptibles a
los tratamientos. Un caso que ejemplifica esto es el estudio de Wang et al. (2014) donde se mostr6
como la isoliquiritigenina, un flavonoide natural aislado de la raiz de regaliz, inhibe la expresion de
un ncRNA especifico (microRNA-25), causando la disminucién de la expresion de ABCG2 y, por
tanto, aumentando la acumulacion del antitumoral epirrubicina en células tumorales de cancer 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 mas
estudiados por su relevancia clinica es el Q141K, un SNP caracterizado por la sustitucion de una
glutamina por una lisina en la posicion 141 (Hira y Terada, 2018). Dicho SNP provoca una
alteracion en el plegamiento de la proteina, causando tanto una disminucién en los niveles de
expresion del transportador como una reduccién en su actividad (Taylor et al., 2017; Heyes et al.,
2018). Asi pues, se le conoce como un polimorfismo de pérdida de funcién. En relacion con su
incidencia étnica, la poblacidn asiatica presenta la mas elevada, entorno al 30%, mientras que la
incidencia en la poblacién caucasica y afroamericana es de un 5 a un 10% (Mao y Unadkat, 2015;
Heyes et al., 2018). Con respecto a su relevancia clinica, el SNP se asocia con un incremento en
las concentraciones plasmaticas de diversos sustratos de ABCG2 debido a una disminucién en su
aclaramiento (Heyes et al., 2018). Asi pues, la presencia del polimorfismo se relaciona con altos
niveles de acido urico 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 mas
elevadas que en las mujeres no portadoras (Malfara et al., 2019). Ademas de su efecto sobre la
farmacocinética, el polimorfismo también puede modular la eficacia de los farmacos antitumorales,
asociandose con un bajo nivel de resistencias. Asi pues, se ha observado que la presencia del
polimorfismo Q141K mejora la supervivencia en pacientes con tumores gastrointestinal debido a
una mayor retencién intracelular del imatinib (Koo et al., 2015), asi como en pacientes con cancer
de mama los cuales responden mejor a los farmacos 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) mostrd 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 mas comunes de ABCG2 es el V12M, caracterizado por la
sustitucion de una valina por una metionina y cuya frecuencia también es mayor en la poblacién
asiatica. Este SNP afecta a la insercidn del transportador en la membrana plasmatica causando, de

nuevo, una reduccion en su expresion (Heyes et al., 2018).
D. Expresion en glandula mamaria

El transportador ABCG2 se expresa en la membrana apical del epitelio alveolar de la
glandula mamaria durante el periodo de lactacion (Figura 9). Esta induccion de la expresion de
ABCG2 en lactacion se ha descrito tanto en ratones y humanos como en diferentes especies de
produccion 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 expresion de ABCG2 entre
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especies rumiantes en lactacion y no lactantes, observando un aumento en la expresion casi 10

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

No lactante En lactacion

"
|

Figura 9. Expresion de ABCG2 en la glandula mamaria. Diferencias en la expresién de ABCG2 en
glandula mamaria en hembras no lactantes y lactantes de diferentes especies como el ratén, la vaca y la especie

humana, observadas mediante técnicas inmunohistoquimicas (ampliacién x100) (Jonker et al., 2005).
Cabe destacar que no se observo induccion de la expresion de otros transportadores ABC
como por ejemplo P-gp, ABCC2 o ABCC4 durante el periodo de lactacién en ratones y ratas,

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

etal., 2019).

Como consecuencia de su expresion en glandula mamaria, los sustratos de ABCG2 que se
encuentren en la circulacién materna pueden ser transferidos a la leche, exponiendo a los lactantes
y los consumidores de productos lacteos a diversos xenobi6ticos. Por un lado, el transportador esta
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 concentracion de estas vitaminas en la leche
de los ratones wild-type es mayor que en los ratones knockout para Abcg2. A pesar de la
disminucion de los niveles de algunas vitaminas en leche en ratones Abcg2+, no se observaron
anomalias o deficiencias en las crias alimentadas con esa leche, lo que sugiere la posibilidad de
otros mecanismos de secrecion de nutrientes a la leche. En el caso de la riboflavina, el mecanismo
compensatorio se relaciona con la obtencién de riboflavina en las crias a través de uno de sus
precursores, el flavin adenin dinucleétido (FAD). Asimismo, en este estudio también se demostré in
vitro la interaccion entre la riboflavina y el ABCG2 humano, por lo que este transportador podria
tener un papel en la transferencia de riboflavina de la madre al recién nacido en humanos (van
Herwaarden et al., 2007). Ademas, ABCG2 también participa en la secrecion 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; Garcia-Mateos et al., 2017).

Por otra parte, no se puede obviar que la secrecion de compuestos a la leche mediada por
ABCG2 puede resultar en una contaminacion indeseable de la misma. La presencia de residuos

farmacoldgicos en leche se asocia a posibles efectos perjudiciales tanto para los lactantes, como
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para los consumidores de productos lacteos en el caso de la ganaderia. Estudios previos han
demostrado la participacion de la proteina ABCG2 en el paso a leche de diversos farmacos como
el topotecan, la cimetidina (Jonker etal., 2005), la nitrofurantoina (Merino etal., 2005b), el
ciprofloxacino (Merino et al., 2006), la moxidectina (Pérez et al., 2009a), el danofloxacino (Real
etal., 2011a) y el flunixin (Garcia-Mateos et al., 2019). Asimismo, ABCG2 esta involucrado en el
paso a leche de compuestos carcindgenos como las aminas heterociclicas PhiP, IQ y Trp-P-1y 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 publica 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 participacion del transportador en la
secrecidn activa de diversos compuestos a leche, la explicacion de su induccién en glandula
mamaria durante el periodo de lactacién sigue siendo una paradoja para la cual se plantean y se
debaten diversas hipdtesis. Por un lado, se sugiere que ABCG2 se induciria tanto para favorecer el
paso de nutrientes a la leche como para transportar pequefias cantidades de alérgenos y
sustancias toxicas a fin de sensibilizar e inmunizar a las crias y reducir el desarrollo de alergias en
su vida adulta (Vlaming et al., 2009). Por otro lado, y en relacidn con la aparicion de farmacos o sus
metabolitos en leche, cabria pensar que se trata de un efecto colateral a su administracion y

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

En relacion con los polimorfismos y su efecto sobre el paso de compuestos a leche, cabe
destacar que se ha descrito un SNP no sinénimo de ABCG2 en ganado bovino, el Y581S, que se

caracteriza por la sustitucion de tirosina por serina en posicion 581y se detecté 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 Israeli (20%) y la Holstein
americana (5%) (Ron et al., 2006). La presencia del polimorfismo en los animales provoca una
disminucion en la produccion de leche, pero un incremento en el contenido en grasa y proteina
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 polimérfica presenta una mayor capacidad de transportar sustratos en comparacion
con la variante wild-type, y por lo tanto, este polimorfismo es de ganancia de funcién (Merino et al.,
2009; Real et al., 2011b). En concreto, estos resultados se han observado en algunos antibiéticos
como la nitrofurantoina, el danofloxacino, el enrofloxacino, el difloxacino o el marbofloxacino, en
compuestos enddgenos como la riboflavina y la quinurenina o en antinflamatorios como el flunixin
(Real et al., 2011b; Gonzalez-Lobato et al., 2014; Otero et al., 2016b; Garcia-Mateos et al., 2019;

Garcia-Lino et al., 2021b).

Por todo ello, la administracion de medicamentos veterinarios esta estrictamente regulada
por autoridades institucionales como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) o la
Agencia Americana de Alimentos y Farmacos (FDA). Con el fin de evitar el riesgo de exposicién a
los residuos de farmacos en productos de origen animal destinados a consumo como la leche, se
establecen los limites maximos de residuos (LMRs), los cuales se recogen en el Reglamento (UE)
N° 37/2010 (The European Commission, 2010). Dicho reglamento también recoge la lista de
sustancias prohibidas para su uso en animales de produccion. Ademas de los LMRs, se establece
el periodo de espera o de retiro el cual se define como el intervalo de tiempo desde la ultima

administracion de un farmaco 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 proteccion de las principales barreras del organismo, asi como en la absorcion y eliminacién
de compuestos exdgenos y enddgenos ha podido ser caracterizado gracias a la utilizacion de
modelos animales de ratones y ratas knockout para dicho transportador. Cuando se generaron los
ratones Abcg2, mostraron una sorprendente falta de fenotipo caracteristico. 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) corrobord la presencia y localizacion de Abcg2 en los principales 6rganos

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

Este modelo se basa en que los ratones o ratas que carecen de la expresion del
transportador (Abcg2+) presentan una menor capacidad para eliminar los farmacos que son
sustratos. Asimismo, estos animales generalmente muestran una mayor captacion por via oral de
farmacos que son también sustratos. Por todo ello, la falta de expresidn del transportador se va a
traducir en alteraciones en la farmacocinética plasmatica, ocasionado un aumento en la
biodisponibilidad y la exposicion a los sustratos en los animales knockout (Sissung et al., 2014). La
ausencia del transportador también puede ocasionar la acumulacion 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 acumulacion de aquellos compuestos descritos como sustratos en comparacién con

los animales wild-type (Figura 11).

Cerebro

Higado

Testiculos

Figura 10. Deteccion inmunohistoquimica de la expresion de Abcg2 en ratones Abch"' y wild-

type en rifdn, cerebro, higado y testiculos (Dankers et al., 2012).
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Figura 11. Representacion esquematica de los diferentes modelos de animales para estudiar la
interaccion con ABCG2. Se indican las posibles alteraciones en los niveles plasmaticos 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 extrapolacion a otras especies debe considerarse con cautela (Giacomini et al., 2010). En
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relacion con los mecanismos compensatorios, que consisten en la alteracién de la expresion 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
participacién del transportador (Zamek-Gliszczynski et al., 2013). Sin embargo, en relacién con el
sexo, se han observado diferencias en la expresion de Abcg?2 la cual es mayor en el higado de los
ratones macho. Estas diferencias también se han observado en humanos, donde la expresion de

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

Los estudios con ratones knockouts para Abcg2 han permitido demostrar la participacion
del transportador en la biodisponibilidad oral de farmacos como el topotecan, la sulfasalazina y el
larotrectinib, los cuales presentaron un area bajo la curva de concentracién plasmatica (AUC) 6,
111y 1,7 veces superior, respectivamente, en los ratones Abcg2-- en comparacion 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 nitrofurantoina, 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 plasmatica de dichos farmacos.
Ademas, 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 comparacién con los ratones wild-type (Alfaras et al.,
2010; Garcia-Mateos etal., 2017, 2018). Asimismo, la participacion del transportador en la

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

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

No solamente la disponibilidad plasmatica se ve afectada en los roedores Abcg2-, sino
también en algunos casos la excrecion biliar. Por ejemplo, en los ratones Abcg2-- se observé una
reduccion en la eliminacion de los metabolitos sulfato y glucurénico del acetaminofeno o la
nitrofurantoina (Merino et al., 2005b; Zamek-Gliszczynski et al., 2006). De igual forma, la excrecion
biliar de sulfasalazina y nitrofurantoina también se vio reducida en ratas Abcg2-- (Huang et al.,
2012). Asimismo, la participacion de Abcg2 en la excrecion intestinal directa se observo en ratones
para la riboflavina. En este caso, los niveles de la riboflavina en el contenido intestinal fueron
inferiores en los ratones Abcg2-- en comparacion con los ratones wild-type, como consecuencia de

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

La funcién de ABCG2 en las principales barreras protectoras como la hematoencefalica,
hematotesticular o la hematoplacentaria han sido determinada también gracias a la utilizacién de
modelos de roedores knockouts para Abcg2 (Figura 11). Asi, 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 comparacion con los ratones wild-type (Breedveld et al., 2005; Lagas et al.,

2010b; Kort et al., 2015), mostrando como Abcg?2 limita la penetracion cerebral de dichos farmacos.

Ademas, el estudio llevado a cabo por Enokizono et al. (2008) mostrd la acumulacién en
cerebro de ratones Abcg2+ de compuestos carcindgenos como PhIP y MelQx, asi como de los
farmacos dantroleno y prazosina. De igual manera, los fitoestrogenos, daidzeina, genisteina y
cumestrol presentaron concentraciones significativamente superiores en el cerebro de ratones

Abcg2+- en comparacion con los ratones wild-type (Enokizono et al., 2007). Estas diferencias
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también fueron observadas en ratones tras la administracién de riboflavina, alcanzando niveles
superiores no solo en cerebro en los ratones Abcg2*, sino también en higado y rifién (van
Herwaarden et al., 2007). En relacién con el modelo de ratas Abcg2-, también se ha observado
una mayor exposicion a dantroleno en cerebro de las ratas knockout en comparacion con las ratas

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

De igual modo, diversos estudios mostraron la participacion del transportador ABCG2 en la
barrera hematotesticular, en los cuales el ratio testiculo/plasma fue superior en los ratones Abcg2--
de los compuestos PhIP, MelQx, dantroleno, prazosina, daidzeina, genisteina, cumestrol, erlotinib,
flavopiridol y MXR en comparacion con los ratones wild-type, revelando el papel de Abcg2 en la
reduccion de la exposicién de los testiculos a compuestos xenobidticos (Enokizono et al., 2007,

2008; Kodaira et al., 2010).

En relacidon con la barrera hematoplacentaria, estudios en ratones knockout para Abcg2
mostraron que compuestos como el topotecan (Jonker et al., 2002), la nitrofurantoina (Zhang et al.,
2007), la genisteina (Enokizono et al., 2007) y la gliburida (Zhou et al., 2008) presentaron un ratio
plasma fetal/plasma materno superior en comparacién con los wild-type; y por lo tanto, el
transportador estaria limitando la transferencia estos compuestos de la circulacion materna al feto
y/o eliminando el compuesto ya presente en el feto de regreso a la circulacion materna. Resultados
similares se obtuvieron para los &cidos 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 exposicion al farmaco, este efecto se ve

contrarrestado por las posibles toxicidades asociadas al aumento de las concentraciones
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plasmaticas y tisulares de los farmacos (Sissung et al., 2014). Un ejemplo son los fitoestrogenos,
ampliamente descritos como sustratos, cuya exposicion puede influir en las funciones
reproductivas reduciendo el contaje de espermatozoides (Vlaming et al., 2009). Asimismo, se ha
asociado la degeneracion de la retina y la ceguera con la exposicion a fluoroquinolonas (Mealey,
2013), la toxicidad cardiaca con la acumulacién del donepezilo (Takeuchi et al., 2015), asi como la
neurotoxicidad con el acimulo en ratones knockout de mesaconitina e hipaconitina, principales

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

Ademas, los modelos de ratones Abcg2-- han sido utilizados para investigar la participacion
del transportador en la secrecién activa de sustratos a la leche. Generalmente, la distribucion 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, asi
como un ratio leche/plasma inferiores en comparacion con los ratones wild-type (Tabla 2 y Figura
11). Gracias a este modelo, diversos estudios demostraron que ABCG2 estd implicado en el
transporte a la leche de farmacos como el topotecan, la cimetidina (Jonker etal., 2005), la
nitrofurantoina (Merino et al., 2005b), el ciprofloxacino (Merino et al., 2006), el danofloxacino (Real
etal., 2011a) o el flunixin (Garcia-Mateos et al., 2019). Ademas, la participacion del transportador
en la secrecion activa a leche también se ha demostrado en compuestos cancerigenos como PhlP,
IQ, Trp-P-1 y aflatoxina B1 (Jonker et al., 2005; van Herwaarden et al., 2006), asi como en
compuestos enddgenos y presentes en la dieta como la riboflavina (van Herwaarden et al., 2007),
la enterolactona (Miguel et al., 2014), los metabolitos del triptéfano, acido quinurénico, quinurenina,
acido antranilico y acido xanturénico (Garcia-Lino et al., 2021b) o metabolitos de la melatonina

como la 2-hidroximelatonina (Alvarez-Femandez et al., 2023) (Tabla 2).
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Tabla 2. Secrecion activa de compuestos a leche de raton mediada por Abcg2, expresada como ratio

leche/plasma (L/P).
. , L/P LP Ratio L/P . t L/P LP Ratio L/P
ompuesto Wild- . | Wild-type: ompuesto Wild- .. | Wild-type:
type Sz Abcg2+ type Sz 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
Nitrofurantoina | 45,7 0,6 76,2 Enterolactona 6,4 0,4 16
Ciprofloxacino 3,1 1,6 1,9 Ac. quinurénico | 6,9 1,9 4.6
Danofloxacino 55 3,1 1,7 Quinurenina 0,02 0,01 2
Flunixin 0,4 0,1 3 Ac. antranilico | 0,2 0,1 2
PhIP 12,8 0,5 28,1 Ac. xanturénico | 0,9 0,2 44
IQ 0,9 03 34 2-hidroxi- 37 | 17 2,1
melatonina
Trp-P-1 1,1 0,4 2,6

Como se menciona anteriormente, la diferencia entre las distintas especies debe tenerse
en cuenta a la hora de la extrapolacién de los datos. Asi pues y debido al importante papel que
juega el transportador en la aparicion de residuos farmacoldgicos en leche, algunos estudios
utilizan animales vinculados a la produccion lactea como vacas y ovejas, los cuales permiten
caracterizar tanto la interaccion 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
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ampliamente debido al uso intencional o coincidente de farmacos o compuestos de la dieta que
inhiben ABCG2, asi 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 plasmatica y residuos en leche.

En primer lugar, los modelos en ganado ovino estan enfocados al estudio de la modulacién
de la secrecion a leche de sustratos del transportador mediante la utilizacién de inhibidores del
mismo (Figura 11). Este tema serd tratado con més detalle en el siguiente apartado. Algunos de
los compuestos exdgenos que se ha demostrado que son transportados activamente por ABCG2 a
la leche ovina incluyen los agentes antimicrobianos nitrofurantoina (Pérez etal., 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 (Gonzalez-Lobato

et al,, 2014).

En relacion con el ganado bovino, la investigacion se ha centrado en evaluar la
participacion del polimorfismo de ABCG2 Y581S en la secrecion a leche de diversos compuestos.
Varios estudios han observado que la presencia del polimorfismo causa una mayor secrecion a
leche de los sustratos del transportador como el enrofloxacino, el ciprofloxacino (Otero et al.,
2016a), el danofloxacino (Otero et al., 2013, 2015), el &cido urico, la enterolactona (Otero et al.,
2016b), el flunixin (Garcia-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 disefiar 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 desempefia un papel relevante en la
disponibilidad de los farmacos ya que participa en los procesos de absorcidn, distribucion y
excrecién de los mismos, asi como en la secrecién 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 farmacolégicas o drug-drug interaction (DDI) debido a sus implicaciones terapéuticas
(Hillgren etal., 2013). Las interacciones farmacologicas se definen como el efecto de la
administracion conjunta de multiples farmacos que puede resultar en niveles alterados de los
mismos en comparacion con la administracion de los farmacos solos. En relacion con los
transportadores, estos fenémenos de DDI ocurren cuando el transporte de un compuesto descrito
como sustrato se ve modificado por la accion de otros compuestos que pueden inhibir o inducir la

accion del mismo (Giacomini et al., 2010).

En concreto, las interacciones farmacologicas relacionadas con transportadores como
ABCG2 pueden ocurrir principalmente por dos mecanismos: una competencia entre farmacos por
el sitio de unién del transportador, lo que puede dificultar o inhibir el transporte de uno de los
farmacos que interactuan; o un cambio en la expresion del transportador que puede afectar al
transporte de cualquier otro farmaco descrito como sustrato (Marquez y Van Bambeke, 2011).
Asimismo, y con respecto a los cambios en la expresion de ABCG2, se ha observado que un
aumento en su expresion en las células tumorales se asocia al desarrollo de resistencia a farmacos
antitumorales (Sarkadi et al., 2020), asi como su expresion en los parasitos puede ser responsable

del desarrollo de resistencias a los farmacos antihelminticos (Kumkate et al., 2008).
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En el caso de la limitacion de la absorcion intestinal de farmacos, la inhibicion
farmacolégica de ABCG2 se relaciona con la mejora de la biodisponibilidad oral del farmaco
sustrato. Asimismo, si la inhibicion tiene lugar a nivel de los principales 6rganos de eliminaciéon
como el rifion o el higado, se va a producir una alteracion de la excrecion de sus sustratos,
retardando su eliminacién e incrementando sus niveles plasmaticos (Muller y Fromm, 2011). Por
todo ello, la inhibicion de ABCG2 generalmente da como resultado un valor de AUC plasmatica
superior del sustrato en comparacion con el tratamiento solo. Aunque la inhibicién del transportador
es una herramienta farmacoldgica Util para aumentar la exposicion sistémica y por tanto, la eficacia
del tratamiento, también puede causar efectos adversos o tdxicos en el organismo en funcion del
compuesto que quede acumulado, como por ejemplo farmacos citotdxicos, toxicos ambientales o
compuestos enddgenos (Glavinas et al., 2004). Por el contrario, la induccidn del transportador se
traduce en una disminucion significativa en el AUC del farmaco descrito como sustrato como
consecuencia de la limitacion de su absorcion y del aumento de su eliminacion. Cabe destacar que
no solamente se producen los fendmenos de interaccion tras la coadministracion de farmacos, sino
también las interacciones farmaco-nutriente son procesos bastante frecuentes debido al amplio

rango de sustratos del transportador ABCG2 (Muller y Fromm, 2011).

Dichas modificaciones en la exposicion plasmatica han sido observadas mediante estudios
in vivo. La coadministracion oral del elacridar, inhibidor de ABCG2, junto con topotecan a ratones
wild-type causd un aumento significativo en el AUC plasmatico del topotecan (Jonker et al., 2000).
Estos resultados fueron corroborados en humanos donde se observd un aumento de la
disponibilidad oral de topotecan en combinacidn con elacridar, viéndose reflejado tanto en el valor

de AUC como en la concentracion maxima alcanzada (Cmax) (Kruijtzer et al., 2002). Resultados
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similares se obtuvieron tras la administracion conjunta de sulfasalazina junto con el inhibidor de
ABCG?2 gefitinib, obteniendo un valor de AUC de la sulfasalazina 13 veces superior en los ratones
wild-type con inhibidor en comparacion con aquellos sin inhibidor (Zaher et al., 2006). Dicho
aumento en la concentracion plasmatica de sulfasalazina en ratones wild-type también se observé
tras la coadministracidn junto con el triclabendazol sulfoxido, metabolito del triclabendazol o el
febuxostat (Barrera et al., 2012; Miyata et al., 2016). Ademas, la coadministracion del inhibidor
pantoprazol junto con metotrexato resulté en un aumento en las concentraciones plasmaticas del
antitumoral metotrexato en los ratones wild-type (Breedveld etal., 2004), asi como la
coadministracion de pantoprazol o elacridar redujo significativamente la eliminacién del imatinib en
ratones wild-type, aumentado la disponibilidad plasmatica del mismo (Breedveld et al., 2005).
Efectos similares también se han observado en ratas, donde tras la coadministracion de
sulfasalazina junto con un derivado del inhibidor de ABCG2 Ko143, se observd una mayor
disponibilidad plasmatica de la sulfasalazina en comparacion con las ratas wild-type que solo

habian sido administradas con sulfasalazina (Liao et al., 2018).

La alteracion de la disponibilidad plasmatica como consecuencia de la coadministracion de
inhibidores de ABCG2 también se ha observado en ganado ovino. Asi pues, tras la administracion
conjunta de ABZ junto con ivermectina, se ha observado un aumento en el valor de AUC del
ABZSO en comparacién con el tratamiento solo de ABZ (Merino et al., 2003; Alvarez et al., 2008).
De igual forma, la disponibilidad plasmatica de los metabolitos del triclabendazol aumenté tras la
coadministracion de triclabendazol e ivermectina en comparacion con el tratamiento solo de
triclabendazol (Lifschitz et al., 2009). Asimismo, se ha observado que la coadministracion de

eprinomectina, la cual se describe como un inhibidor de ABCG2, alterd la farmacocinética del
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danofloxacino, aumentando su biodisponibilidad plasmatica (Garcia-Lino et al., 2021a). Resultados
similares se obtuvieron tras la administracién conjunta de oxiclozanida y oxfendazol en ovejas,
donde tanto el valor de AUC como la Cnax de oxiclozanida fueron superiores después de la
coadministracion en comparacion con el tratamiento solo de oxiclozanida (Ozdemir Kutahya et al.,

2023).

La distribucion tisular de los farmacos también puede verse alterada por las interacciones
farmacol6gicas con los transportadores. Asi pues, la coadministracion de inhibidores como el
pantoprazol o el elacridar en ratones wild-type aument6 la concentracion en cerebro del imatinib y
la zonisamida (Breedveld et al., 2005; Gongalves et al., 2021). Asimismo, la acumulacién en el
cerebro del sorafenib fue superior cuando los ratones wild-type se trataron con sorafenib en
combinacion con elacridar, alcanzando niveles similares a los ratones knockouts (Lagas et al.,
2010Db). Estos resultados sugirieron que la administracion de inhibidores del transportador podria
mejorar la administracion de farmacos relacionados con el tratamiento de los tumores cerebrales.
En algunas ocasiones esta interaccion se produce en ciertos tejidos (DDI local) sin ningun cambio
aparente en la concentracion plasmatica (DDI sistémica); por ejemplo, tras la coadministracion del
inhibidor cilostazol junto con el sustrato donepezilo no se observaron diferencias en plasma entre
ratas con o sin inhibidor. Sin embargo, la coadministracién de cilostazol aumentd significativamente

las concentraciones de donepezilo en corazén y cerebro (Takeuchi et al., 2015).

La interaccion con ABCG2 no solo afecta a la biodisponibilidad sino también a la secrecién
de sus sustratos a la leche como consecuencia de la induccion de su expresion en glandula
mamaria durante el periodo de lactacion. Este paso de sustratos a leche es de gran relevancia en

la industria ganadera ya que el uso de farmacos es habitual para garantizar el bienestar animal. La
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alteracion de la actividad del transportador de membrana ABCG2 mediante la coadministracion de
inhibidores del mismo y su efecto sobre la presencia de los residuos farmacolégicos en leche es
una linea de investigacion 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 extrapolacion 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 secrecion de topotecan a la leche en ratones wild-type se redujo tras la coadministracién del
inhibidor elacridar (Jonker et al., 2005). De igual modo, se observo una disminucion de la secrecion
a leche, reflejandose tanto en los niveles en leche como en el ratio leche/plasma, de la
nitrofurantoina en los ratones wild-type después de la coadministracién de genisteina y daidzeina,
isoflavonas procedentes de la soja descritas como inhibidores de ABCG2 (Merino et al., 2010), asi
como tras la coadministracion con triclabendazol sulféxido (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 inhibicién del transportador es especifica.

Investigaciones previas demostraron que la administracion directa a ovejas en lactacion de
compuestos derivados de soja 0 a través de una dieta enriquecida suponia una reduccion en la
secrecion a leche de diversos farmacos sustratos de ABCG2, como enrofloxacino, nitrofurantoina,
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 disminuyd la secrecion 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 reducciéon
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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 macrociclicas como inhibidores de ABCG2 en las interacciones
farmacolégicas. La secrecion a leche de danofloxacino, sustrato de ABCG2, se vio reducida tras la

coadministracion con ivermectina en ganado ovino (Real et al., 2011a).

Por todo ello, continuar investigando la interaccion del transportador ABCG2 con otro tipo
de farmacos como los AINEs o los antiparasitarios, ampliamente utilizados tanto en medicina
veterinaria como humana y, por consiguiente, la participacion de ABCG2 en su secrecion a leche
cobra un interés relevante. Dichas investigaciones nos permiten conocer mas en profundidad los
mecanismos implicados en la aparicion de residuos farmacolégicos en leche, proporcionandonos la
posibilidad de modular, controlar y predecir dichos residuos en relacion con las posibles

interacciones farmacoldgicas, a fin de mejorar y garantizar la seguridad alimentaria.

3.2. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

Desde que se aisl6 el acido acetilsalicilico de la corteza de sauce alrededor de 1830,
seguido de la sintesis de la aspirina por los laboratorios Bayer, en 1897, diversos nuevos
compuestos han sido desarrollados e introducidos en la practica clinica con actividad
antiinflamatoria, convirtiendo a los AINEs en uno de los farmacos mas relevantes de la industria
farmacéutica. Estos farmacos abarcan un grupo diverso de compuestos en su mayoria acidos
organicos que se caracterizan por sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas
(Kowalski y Makowska, 2015; Bindu et al., 2020). En los ultimos afios, se ha incrementado también

la investigacion para su uso en el tratamiento y la prevencion del cancer (Wong, 2019).
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Los AINEs actuan inhibiendo las enzimas ciclooxigenasas (COXs) las cuales estan
involucradas en la sintesis de prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TXs). Estos compuestos se
sintetizan a partir del acido araquidonico formado por hidrélisis de los fosfolipidos de la membrana
plasmatica mediante la fosfolipasa A, la cual es activada por diversos estimulos (inflamatorios,
fisicos, quimicos y mitdgenos). El acido araquidonico se transforma en PGs por accion de las
COXs en dos pasos. Primero una actividad dioxigenasa actua sobre el &cido araquidonico para
producir el endoperoxido de prostaglandina G, (PGG.) y posteriormente, se reduce a endoperdxido
de prostaglandina H2 (PGH2) por la actividad peroxidasa. Ambos compuestos constituyen
intermediarios inestables, de manera que son convertidos por enzimas sintasa especificas de tejido
en las principales PGs entre las que se encuentran la PGD,, PGE2, PGl y PGF2q, asi como el
TXA: (Figura 12). En dicho proceso intervienen principalmente dos isoformas de la COX, COX-1y
COX-2, las cuales comparten mas del 60% de su secuencia y catalizan la misma reaccion (Tomi¢

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 mayoria de los
tejidos, incluida la mucosa gastrointestinal, las plaquetas, el endotelio y los rifiones. Esta isoforma
participa en la sintesis de PGs como la PGE, la cual tiene un papel relevante en la proteccion de la
mucosa estomacal a través de la secrecion de moco gastrico y bicarbonato. Por todo ello, su
inhibicion se relaciona con uno de los efectos adversos mas frecuentes de los AINEs como es la
toxicidad a nivel gastrointestinal. En las plaquetas, COX-1 participa la produccién de TXA2 que
estimula la agregacion plaquetaria y la vasoconstriccion, mientras que, en el endotelio, COX-1

conduce a la produccion de PGl que inhibe la agregacion plaquetaria y ejerce una accidn
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vasodilatadora. Asimismo, las PGE; y PGl, participan en el mantenimiento de la homeostasis renal,

y junto con la PGF2q se relacionan con la menstruacion y la iniciacion del parto.

Estimulos quimicos, fisicos
inflamatorios y mitégenos

Fosfolipasa A,

Acido araquidénico
COOH

CHs
Dioxigenasa
A J
Peroxidasa
v
PGH TX sint:
2 sintasa , XA,
PGD,sintasa o
-Vasoconstriccién
-Agregacion
PGF,, sinfasa = Plaquetaria
PGD, .
PGE; sintasa

-Vasodilatacion ‘
-Inhibicion de la PGl, sintasa PGFy
agregacién v triccia
plaquetaria ol -Casocon?ncclon
-Ciclo suefio/vigilia PGE, 2 - , ontraccion
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-Hiperalgesia -Hiperalgesia

Figura 12. Ruta de sintesis de las prostaglandinas. Se indica el sitio de accion de los AINEs sobre

las enzimas ciclooxigenasas (COX-1y COX-2), asi como algunas de las funciones de cada prostaglandina (PG)

(Budsberg, 2015; Tomi¢ 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 inflamacion.
Esta isoenzima participa en la sintesis de PGE2 y PGly, las cuales estan implicadas en el dolor, la
inflamacién y la fiebre. La inhibicion 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; Tomi¢ etal., 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 biosintesis de prostanoides (Schwab

et al., 2003; Budsberg, 2015).

Con respecto a la clasificacidén de los AINEs, tradicionalmente se clasifican en funcion de
su estructura quimica. La estructura general de un AINE consta de un resto &cido (&cido
carboxilico, enoles) unido a un grupo funcional aromético plano. Por ello, se diferencian distintos
grupos en funcién de dicha estructura, como los derivados del acido salicilico (aspirina y
sulfasalazina), del &cido acético (indometacina y diclofenaco), del &cido propiénico (ibuprofeno,
ketoprofeno y naproxeno), del &cido antranilico o fenamatos (acido tolfendmico y &cido
mefenamico), del acido nicotinico (flunixin) y del acido endlico u oxicams (meloxicam) (Daeseleire
etal., 2017; Tomi¢ et al., 2017; Bindu et al., 2020). Otra manera de clasificarlos es en base a su
selectividad para inhibir las isoenzimas COX, asi pues, la determinacién in vitro de la 1Cso junto con
el ratio inhibitorio (COX-1 ICso/ COX-2 ICs0) permiten clasificarlos de la siguiente manera. Un ratio
de 1 indica que el farmaco inhibe de igual manera la COX-1y la COX-2. Un ratio mayor a 1 indica
que el farmaco es preferentemente selectivo hacia la COX-2, mientras que una relacién menor a 1
indica que el farmaco es mas selectivo hacia la COX-1 (Wong, 2019). Teniendo en cuenta esto, los

AINEs se pueden dividir en tres categorias: inhibidores no selectivos de COX-1 y COX-2,
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inhibidores completos de COX-1 y COX-2, aunque con preferencia especifica 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 clasicos como aspirina,
indometacina, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno y acido tolfenamico, entre otros. De manera mas
especifica, algunos de ellos se diferencian en otra categoria ya que han mostrado tener mayor
selectividad para inhibir a la COX-2, como el diclofenaco y el meloxicam. Por ultimo, los inhibidores
selectivos de la COX-2 presentan una accion especifica sobre dicha isoenzima, sin afectar a la
accion de la COX-1. Cologuialmente, se los conoce como coxibs, como el celecoxib, y se asocian
con una reduccion en el toxicidad intestinal, aunque con ciertos efectos adversos en el sistema

cardiovascular (Tomi¢ et al., 2017; Bindu et al., 2020).

Asimismo, la COX, en el caso de inhibidores no selectivos, también se puede utilizar para
su clasificacion de manera que se diferencian farmacos con una interaccion libremente reversible
(ibuprofeno), lentamente reversible (indometacina y diclofenaco) e irreversible (aspirina) (Tacconelli
etal., 2017). Finalmente, los AINEs se pueden clasificar también en funcion de su vida media
plasmatica (T1r) en dos grupos: compuestos con una T4 corta (< 6 h) entre los que se incluyen el
diclofenaco y el ibuprofeno, y por otro lado, compuestos con una T2 més 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 &cidos débiles lo que permite que tengan una
buena biodisponibilidad oral en animales monogastricos, mientras que en los rumiantes se ha
observado una biodisponibilidad oral menor. Asimismo, dichos farmacos presentan una buena

disponibilidad tras su administracién subcutanea o intramuscular. Con respecto a su distribucion,
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se caracterizan por presentar un volumen de distribucidn bajo debido a su elevada afinidad por las
proteinas plasmaticas. La mayoria de los AINEs se metabolizan en higado mediante reacciones de
fase | y fase Il formando metabolitos generalmente inactivos. No obstante, algunos farmacos se
transforman en metabolitos activos como la aspirina que se convierte en acido salicilico.
Finalmente, su principal ruta de eliminacién es la via renal, aunque pueden existir otras como la
biliar (Stock y Coetzee, 2015; Lees, 2018). Aun con su efecto beneficioso, la inhibicién de la
sintesis de PG mediada por los AINEs se relaciona con diversas reacciones adversas como por
ejemplo alteraciones gastrointestinales (ulceras y hemorragias), hepatotoxicidad, alteraciones a

nivel renal, alteraciones hematoldgicas o alteraciones cardiovasculares (Budsberg, 2015).

Los AINEs son farmacos ampliamente usados en medicina humana, pero también en el
ambito veterinario para tratar la inflamacion, el dolor y la fiebre. Ademas, en veterinaria, los AINEs
son utilizados en combinacién con antibiéticos para tratar las enfermedades respiratorias (Gallo
etal, 2010; Stock y Coetzee, 2015). Entre los AINES autorizados para el uso en animales
productores de alimentos se encuentran el &cido tolfenamico 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 farmacoldgicos en la leche
son del grupo de los antibiéticos, también se ha reportado la presencia de residuos de AINEs
(Daeseleire et al., 2017; Ergen y Yalgin, 2019; Yalgin et al., 2020). Las posibles causas de la
aparicién de estos residuos son diversas entre ellas el incumplimiento de las instrucciones
recomendadas en la etiqueta y de los tiempos de retiro, las interacciones quimicas entre farmacos

(Beyene, 2015) o las interacciones con transportadores (Zhang et al., 2010).
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Tabla 3. Estructura quimica y limites maximos de residuos (LMR) de los AINEs &cido tolfenamico

(ganado bovino) y del meloxicam (ganado bovino y caprino) (The European Commission, 2010).

Acido tolfenamico Meloxicam
Estructura quimica LMR Estructura quimica LMR

" Musculo | 50 pg/Kg / Musculo 20 pg/Kg

A
0 @ Higado | 400 pg/Kg . L s _f‘ Higado 65 pg/Kg

0 N~ TN
w . T - l‘_\ .~L?x

Rifién 100 po/Kg [l" Ny ““*T’ =0 Rifién 65 pg/Kg
Leche 50 ug/Kg o o Leche 15 pg/Kg

En relacion con este ultimo, la interaccién 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). Ademas, estudios con ratones
knockout mostraron que Abcg2 y Abcc? afectan a los niveles plasmaticos y a la excrecion biliar del
principal metabolito glucurdnico 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; asi como también fue descrita la participacion del transportador Abcg2 en su
secrecion a leche mediante modelos de ratones hembra lactantes Abcg2-- (Garcia-Mateos et al.,
2019). Por otra parte, también se ha descrito al acido salicilico como inhibidor in vitro del

transportador ABCG2 (Wassermann et al., 2013).

68



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.2.1. Acido tolfenamico

El &cido tolfenamico es un AINE que pertenece al grupo de los derivados del &cido
antranilico, cominmente conocidos como fenamatos, asi como a los inhibidores no selectivos de
COX. Es un farmaco utilizado en humanos y animales para el tratamiento de inflamaciones agudas,
migrafias, artritis reumatoide y dolores postquirdrgicos debido a sus propiedades antiinflamatorias,
analgésicas y antipiréticas (Patel et al., 2011; Ahmed et al., 2018). Debido a estas propiedades, se
suele administrar en combinacion con antimicrobianos para tratar enfermedades respiratorias y

mastitis en ganado (European Medicines Agency, 1999; Sidhu et al., 2006, 2011).

Las ultimas investigaciones se han enfocado en el estudio de la accién antitumoral del
acido tolfenamico en diversos tipos de cancer como el de mama (Kim et al., 2013), de colon (Ha
et al., 2016) o de pancreas (Sankpal et al., 2017). Dicha accién tumoral se asocia principalmente a
la degradacion del factor de trascripcion de la proteina especifica (Sp1) en presencia del &cido
tolfenamico (Feldman et al., 2018). Las células tumorales sobreexpresan proteinas Sp las cuales
regulan la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), es decir, Sp1 regula
genes que estan implicados en la proliferacion celular, metastasis y en la apoptosis, asociandose a
un mal prondstico del cancer. De modo que, el acido tolfenamico disminuye la expresion de dichas
proteinas, disminuyendo asi el crecimiento tumoral y la metéstasis (Abdelrahim et al., 2006;
Sankpal et al., 2017). Estudios recientes han sintetizado el complejo formado por cobre y &cido
tolfendmico (Cu-TA) para combatir el crecimiento de células tumorales, ya que combina las
propiedades antitumorales del farmaco y el papel del cobre en funciones como el crecimiento y el
metabolismo celular. Dicho complejo muestra una actividad antitumoral superior a la del acido

tolfendmico solo (Hurtado et al., 2019). De igual modo, el acido tolfenamico se considera una diana
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terapéutica en la enfermedad de Alzheimer como consecuencia de la degradacién de Sp1, la cual
es también responsable de regular los niveles de la proteina precursora de B-amiloide y sus
intermediarios, involucrados en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer (Subaiea et al.,

2013; Adwan et al., 2015).

La farmacocinética del acido tolfendmico 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 acido tolfenamico se caracteriza por una rapida absorcion tras su
administracion por via oral, una elevada union a proteinas, rapida distribucion y aclaramiento. Las
vias de administracion varian entre especies; asi pues, existen formulaciones inyectables para uso
en bovinos y formulaciones orales para caballos, siendo la via oral, la via exclusiva de
administraciéon en humanos. En ganado bovino, el acido tolfenamico puede administrase por via i.v.
0 i.m. a una dosis de 2 mg/kg durante dos dias, 0 mediante una inyeccion Unica de 4 mg/kg
(European Medicines Agency, 1999). Tras la administracion oral de acido tolfenamico en humanos,
la Cmax (1,9 pg/ml) se alcanza entre los 60 y 90 min, la T+ es de entre 2-3 h y el aclaramiento
plasmatico es de alrededor de 2,5 ml/min/kg (Pedersen, 1994; Ahmed et al., 2018). En el caso del
ganado bovino, la T+ es ligeramente mas larga, 8-10 h (Sidhu et al., 2005). Esta farmacocinética
puede verse alterada por la coadministracion de antimicrobianos. Asi pues, Patel et al. (2011)
estudié el efecto de la coadministracién del &cido tolfenamico junto con moxifloxacino en ratas,
observando que el moxifloxacino modifica parametros del AINE como la Cmax ¥ €l volumen de
distribucidn, pero no la T1» 0 el AUC, tanto en ratas macho como hembra. Resultados similares

también se obtienen al coadministrar el acido tolfenamico 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 &cido tolfendmico se metaboliza en higado 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 (&cido N-[(2-metil-3-
cloro-4-hidroxifenil)-amino]benzoico) y del grupo metilo en el metabolito 2 (acido N-[(2-hidroximetil-

3-clorofenil) amino]benzoico).

COOH  CH
@NH@GI
COOH  CHg Acido COOH  CH,OH
@NH\@G tolfenamico @,NH©,CI
OH
Metabolito 1a Metabolito 2
COOH  CH, COOH  CHO
@NH @CI t NH t Cl
OH Metabolito 3
Metabolito 1b
COOH COOH
@NH i Cl
Metabolito 4

Figura 13. Esquema del metabolismo del &cido tolfenamico (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 oxidacion en el grupo aldehido, se forma el metabolito 3, el cual mediante la
adicion del acido carboxilico genera el metabolito 4. Asimismo, se forman metabolitos conjugados
con &cido glucurdnico. Alrededor del 90% del &cido tolfenamico se excreta por la orina después de
su administracion oral, mientras que el farmaco restante es eliminado por bilis y heces (Pedersen,

1994; Ahmed et al., 2018).

Como AINE, los principales efectos secundarios del acido tolfenamico son los problemas a
nivel gastrointestinal (nauseas, diarrea, sangrado ocasional y ulceracién). Asimismo, induce
hepatotoxicidad y esta contraindicado en pacientes con insuficiencia hepatica o renal. No obstante,
se ha observado que el &cido tolfenamico es mejor tolerado y muestra menos efectos secundarios

en comparacién con otros AINEs (Ahmed et al., 2018; Turk et al., 2021).

En relacidn con los residuos farmacoldgicos, el propio &cido tolfenamico es utilizado como
residuo marcador. Basandose en los LMRs establecidos para el &cido tolfenamico en ganado
bovino (Tabla 3), el periodo de retiro aprobado para la carne tras una inyeccién s.c. de 2 mg/kg es
de 7 dias, mientras que para la leche se ha establecido un periodo de retiro de 24 horas tras una
administracién 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 acido tolfendmico el mas

abundante (Ergen y Yalgin, 2019; Yalgin et al., 2020).
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3.2.2. Meloxicam

El meloxicam es un AINE perteneciente al grupo de los oxicams, derivados del &cido
endlico. Asimismo, se clasifica dentro de los inhibidores no selectivos de COX, con preferencia por
COX-2 (Bindu et al., 2020; Khalil y Aldosari, 2020). Ademas, el meloxicam tiene un segundo
mecanismo de accion ya que esta involucrado en la via del éxido nitrico-GMP ciclico la cual juega
un papel importante en el efecto analgésico. De esta forma, se sugiere que el meloxicam activa
dicha via permitiendo la apertura de los canales de potasio, lo que generaria 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 ciatica, el
lumbago y los dolores postoperatorios (Borghi et al., 2013; Nagy et al., 2017; Bekker et al., 2018).
Ademas, se ha observado un papel protector del meloxicam en los procesos de neuroinflamacién
(Haile et al., 2016), reduciendo tanto dicha neuroinflamacion como el estrés oxidativo en la médula
espinal y en el cerebro (Kartha et al., 2018; Dik et al., 2019). Por ello, el meloxicam podria 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 sintomas de la

enfermedad de Alzheimer en ratones tratados con meloxicam (laniski et al., 2016).

Por otro lado, en ganado vacuno el meloxicam se usa frecuentemente en combinacidn con
antibidticos para el tratamiento de procesos respiratorios y diarreas (Daeseleire et al., 2017; Khalil y

Aldosari, 2020), asi como en patologias relacionadas con la lactacion, como la mastitis, en las
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cuales se ha observado que la combinacion presenta ventajas econdmicas 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, asi como en caballos para los dolores
por cdlicos y trastornos musculoesqueléticos. Ademas, el meloxicam es ampliamente utilizado en
animales domésticos como perros y gatos para reducir la inflamaciéon y los dolores postoperatorios

y musculares (Budsberg, 2015; European Medicines Agency, 2018).

El meloxicam esta disponible como suspension oral o solucion inyectable. La formulacion y
dosis utilizada depende de la especie y la patologia a tratar (European Medicines Agency, 2018).
Asi 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 unica i.v. 0 s.c de 0,5 mg/kg (Smith

et al., 2008; Khalil y Aldosari, 2020).

En relacién con su farmacocinética, el meloxicam se caracteriza por presentar una
biodisponibilidad del 90% tras su administracion oral. Los pardmetros 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 absorcién,
esta se puede ver modificada por la ingesta de alimentos, observandose en humanos que en
ayunas la Cmax Se alcanzo a las 10 h, mientras que tras la ingesta de alimento la Crax se alcanzd
entre las 5-6 h (Bekker et al., 2018; Christensen et al., 2018; Khalil y Aldosari, 2020). Debido a ese
pico plasmatico 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 farmaco perteneciente a los

AINEs se caracteriza por presentar una elevada unién a proteinas plasmaticas, restringiendo el
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volumen de distribucién. De igual modo, el meloxicam se metaboliza en higado dando lugar a
cuatro metabolitos biolégicamente inactivos. Entre ellos, los dos mas importantes son el metabolito
formado por hidroxilacion del grupo 5-metilo del anillo tiazol, el 5-hidroximetilo meloxicam, y
posteriormente por oxidacion, el 5-carboxi meloxicam (Figura 14). El citocromo P-450 2C9
(CYP2C9) juega un papel importante en esta via metabdlica, asi como el CYP3A4, aunque en

menor medida (Miyamoto et al., 2017; Khalil y Aldosari, 2020).
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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) mostré la farmacocinética del meloxicam y sus
metabolitos en plasma de rata tras su administracién 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 limite de cuantificacion (LOQ). Estos
metabolitos son eliminados a través de la orina y las heces, encontrandose menos de un 1% del
compuesto parental. La T12 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 mas comunes en los AINEs. No obstante, se ha observado que la tolerabilidad
gastrointestinal en humanos del meloxicam es superior en comparacion con otros AINEs (Zeidler
et al., 2002), posiblemente por su preferencia en la inhibicion por la COX-2. A nivel renal, no se
observaron efectos adversos significativos tras la coadministracion de meloxicam, asi como
tampoco diferencias en la farmacocinética entre pacientes sanos y pacientes con insuficiencia
renal, para los cuales suelen estar desaconsejados la mayoria de los AINEs. Asimismo, tampoco
se observaron efectos adversos importantes a nivel cardiovascular o hepatico del meloxicam en

comparacion con otros AINEs (Lapeyre-Mestre et al., 2013; Bekker et al., 2018).

Teniendo en cuenta que el meloxicam es un farmaco 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 dias 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 lactacién en la que se encuentren los
animales para establecer el periodo 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 lactacion. En concreto, se observé una mayor exposicion a meloxicam, reflejada en un
mayor valor de AUC y una disminucion del aclaramiento, en las vacas tras el parto (Warner et al.,

2020).

3.3. ANTIPARASITARIOS

Las infecciones provocadas por parasitos como la fascioliasis representan un grave
problema no solo en la ganaderia, produciendo pérdidas econémicas asociadas a la disminucion
de la produccion 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 herbivoros, estos parasitos pueden ser
transmitidos por los alimentos y el agua a los humanos (Figura 15). En los ultimos afios se ha
observado que la fascioliasis puede verse afectada por el cambio climéatico ya que dichos parasitos
son susceptibles a las condiciones ambientales; de hecho, se ha reportado que la frecuencia de

casos en humanos esta 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 areas 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 parasito 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 acuaticas, formando las metacercarias (6). Dichas metacercarias (etapa infectiva) son
ingeridas por el hospedador final, los animales herbivoros (7), liberando las formas juveniles del parasito en el
intestino delgado, las cuales migran hasta los conductos biliares del huésped (8). La transmision a los humanos

se basa en el consumo de plantas acuaticas y agua contaminadas (9) (Adaptado de Siles-Lucas et al. (2021)).
Se pueden distinguir cuatro periodos clinicos en la fascioliasis: el periodo de incubacién

comprendido desde la ingestion de las metacercarias hasta la aparicion de los primeros sintomas,

el periodo invasivo o0 agudo cuando los parasitos migran hasta los conductos biliares, el periodo de

latencia en el cual los parésitos se convierten en adultos y finalmente, el periodo crénico u
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obstructivo tras meses o afios de infeccion. Los principales sintomas aparecen en el periodo
invasivo y entre ellos se incluyen fiebre, dolor abdominal, trastornos gastrointestinales, nauseas y
diarrea. Asimismo, durante el periodo crénico, los parasitos pueden causar inflamacién en los
conductos y en la vesicula biliar, resultando en colangitis y colecistitis. En las infecciones mas
graves, dichos procesos inflamatorios junto con el tamafio de los parasitos adultos pueden

provocar la obstruccion de las vias biliares (Mas-Coma et al., 2019).

El tratamiento de estas infecciones se basa en el uso de diversos farmacos antihelminticos
como ABZ, clorsuldn y closantel, entre otros (Keiser y Utzinger, 2009; Vercruysse et al., 2018;
Siles-Lucas et al., 2021). Sin embargo, el uso exhaustivo de estos farmacos se ha asociado con el
desarrollo de resistencias (Lanusse etal., 2018). La resistencia puede surgir debido a dos
mecanismos diferentes, dependiendo de si afecta a la farmacodinédmica o a la farmacocinética. En
el primer caso, se producen cambios en los lugares donde los antihelminticos ejercen su accion, lo
que conduce a una disminucién en su eficacia. Por otro lado, los mecanismos que afectan a la
farmacocinética estan asociados a la reduccion de las concentraciones del farmaco en los
parasitos, ya sea por una reduccion en su captacion o un aumento en su eliminacion (Stuchlikova
et al., 2018). En este Ultimo caso, la expresidn de transportadores ABC en los parasitos juega un
papel relevante en el desarrollo de resistencias (Leprohon et al., 2011; Raza et al., 2016; Kellerova
et al., 2020). Asi pues, diversos estudios han observado la sobreexpresion de P-gp en nematodos
resistentes inducida por la exposicién a diversos antihelminticos (Raza et al., 2016; Maté et al.,
2018; Kellerova et al., 2019, 2020). En relacién con ABCG2, no existe tanta informacion sobre su
expresion en parasitos 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 farmacos antihelminticos (Lanusse et al., 2018; Fissiha y Kinde, 2021; Canton
et al., 2023). Asi pues, estudios previos han descrito que la administracion conjunta de farmacos
contra nematodos y trematodos, como la ivermectina y el clorsuldén, mejora la eficacia, amplia el
espectro de actividad antihelmintica y limita la aparicion 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 farmacos no solo mejoran la eficacia antihelmintica, sino que también ayudan a
ralentizar el desarrollo de resistencias. Por un lado, los parasitos muestran una menor resistencia
cuando se enfrentan a una formulacién que contiene multiples compuestos activos con diferentes
mecanismos de accién, en comparacién con los tratamientos que emplean Unicamente un
antiparasitario (Lanusse et al., 2018). Ademas, las combinaciones retrasan el desarrollo de una
poblacién de parasitos resistentes al reducir el numero de genotipos resistentes que sobreviven al
tratamiento, ya que multiples alelos que confieran resistencia a todas las clases de antihelminticos
que componen la combinacién deben estar presentes en el parasito para sobrevivir (Bartram et al.,

2012).

No obstante, el uso de combinaciones de farmacos tampoco estd exento de riesgos y
puede conducir a interacciones farmacoldgicas 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 produccion lechera constituye un problema de

salud publica debido a la presencia de residuos de dichos farmacos 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 aparicion

de residuos en leche y, en consecuencia, en los productos lacteos 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 secrecién 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 inhibicion de ABCG2 a través de interacciones
farmacolégicas afecta no solo a la secrecion a leche de sus sustratos, sino también, a su

biodisponibilidad plasmatica (Real et al., 2011a; Barrera et al., 2013; Garcia-Lino et al., 2021a).

La interaccion 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 relacion con el ABZ y su interaccidn con
ABCG2, estudios previos han observado que el compuesto parental no es sustrato in vitro de la
variante murina del transportador, pero si lo es uno de sus metabolitos, el ABZSO (Merino et al.,

2005¢).

Por el contrario, los metabolitos del triclabendazol y algunas lactonas macrociclicas fueron
descritos como inhibidores del transportador (Merino et al., 2009; Barrera et al., 2012; Gonzalez-
Lobato et al., 2014; Garcia-Lino et al., 2021a). Con respecto a estas Ultimas, cabe destacar que
son compuestos producidos por la fermentacién de Streptomyces y son ampliamente utilizados en
medicina veterinaria debido a su actividad contra nematodos y artrépodos 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
utilizacion de estudios in vitro de acumulacion del sustrato fluorescente MXR (Merino et al., 2009;
Gonzélez-Lobato et al., 2014; Garcia-Lino etal., 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 etal., 2011a; Garcia-Lino et al.,
2021a) y el ABZSO (Muenster et al., 2008). No obstante, la relacién que existe entre el resto de los

metabolitos del ABZ, el clorsuldn 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
aromaticos heterociclicos, 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). EI ABZ fue aprobado por primera vez como
antihelmintico para uso en humanos en 1982 contra helmintiasis transmitidas por el suelo o
geohelmintiasis debido a su seguridad y eficacia. Estas parasitosis son las mas comunes en el
mundo, afectando al 24% de la poblacién, principalmente en paises del continente africano,
sudamericano y asiatico en mujeres y nifios (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 malabsorcién de nutrientes, pérdida de apetito, pérdida cronica
de sangre y anemia (Mofid et al., 2021). EI ABZ es también el farmaco de eleccion para tratar la
filariasis linfatica (Abdel-Tawab et al., 2009). De igual modo, es uno de los farmacos antihelminticos

mas utilizados en rumiantes debido a su baja toxicidad y bajo coste (Jaeger y Carvalho-Costa,
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2017; Diez etal., 2022). Asi pues, el ABZ es utilizado contra la equinococosis o hidatidosis,
enfermedad causada por parasitos del género Echinococcus. Esta parasitosis afecta tanto a
humanos como ganado vacuno y ovino tras la ingestion de los huevos del parasito, los cuales se
encuentran en las heces de los hospedadores definitivos, los canidos (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
antihelminticos en el ganado ha causado la aparicion de parasitos 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; Verissimo et al., 2012), asi
como por Fasciola hepatica (Alvarez-Sanchez etal., 2006; Sanabria etal., 2013; Martinez-

Valladares et al., 2014; Novobilsky et al., 2016).

Como benzimidazol, el mecanismo de accion del ABZ consiste en su unién a la B-tubulina
del parasito, interfiriendo en la formacién de los microtubulos y por lo tanto, inhibiendo todos los
procesos celulares mediados por dichos microtibulos como la divisién celular (Siles-Lucas et al.,
2018). Debido a este modo de accion, se ha observado que el ABZ presenta actividad antitumoral
ya que inhibe la proliferacion celular e induciendo la apoptosis en diversos tipos de cancer. Su
actividad antitumoral también se relaciona con su efecto inhibidor sobre el VEGF y la angiogénesis
tumoral (Pourgholami et al., 2006, 2010). Estudios recientes contintan 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 absorcién intestinal y compromete su eficacia terapéutica (Hong, 2018).
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Diversas estrategias han sido desarrolladas para mejorar la biodisponibilidad del farmaco como por
ejemplo, la administracion del ABZ junto con comidas ricas en grasas la cual aumento su
disponibilidad plasmatica en comparacion con la administracion 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), incorporacién a liposomas (Dvoroziakova
et al., 2004) o nanocapsulas de lipidos (Pensel et al., 2015). Dicho problema de solubilidad limita
las vias de administracion 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 administracién oral y absorcién intestinal, el ABZ se metaboliza mayoritariamente
en higado a través de reacciones de oxidacion dando lugar al ABZSO y ABZSO», y posteriormente,
por accion de deacetilasas se forma el ABZSO>-NH: (Figura 16) (European Medicines Agency,
2004; Siles-Lucas etal., 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 mas polares (Alvarez et al., 1999). El metabolismo hepatico e intestinal del
ABZ se produce principalmente por dos sistemas enzimaticos, la flavin-monooxigenasa (FMO) y el
CYP450. En concreto, ambos mecanismos estan involucrados en la conversion de ABZ a ABZSO,
mientras que solo el CYP450 esta involucrado en la formacion de ABZSO, (Merino et al., 2003)
(Figura 16). Ademas, 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
B-tubulina del parésito y, por lo tanto, una mayor eficacia (Alvarez et al., 1999; Diez et al., 2022).

Cabe destacar que un aumento en la actividad o expresion de las enzimas metabolicas se ha
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relacionado con la aparicion de resistencias a los benzimidazoles como el ABZ (Lanusse et al.,
2018; Stuchlikova 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 via
renal y biliar se consideran las rutas de eliminacion del ABZ debido a la presencia del ABZSO y

ABZSO; en la orina'y bilis (Alvarez et al., 1999; Dayan, 2003).
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Figura 16. Metabolismo del albendazol. Se muestran las estructuras del albendazol (ABZ) y sus
metabolitos: albendazol sulféxido (ABZSO), albendazol sulfona (ABZSO.) y albendazol 2-aminosulfona
(ABZS02-NH2). FMO, flavin-monooxigenasa; CYP, citocromo P-450 (basada en Rawden et al., 2000).
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Con respecto a la actividad antihelmintica, se ha observado que tanto el ABZ como el
ABZSO son compuestos activos, mientras que el ABZSO,-NH> ha sido considerado bioldgicamente
inactivo (Batzias y Delis, 2004). En el caso del ABZSO. hay estudios contradictorios ya que
inicialmente se sugirié que carecia de actividad antihelmintica; 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 parasito
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 antihelmintica del ABZ ha sido mejorada mediante la
combinacién con otros farmacos, las cuales modifican los perfiles farmacocinéticos causando un
efecto sinérgico y mejorando su eficacia terapéutica. Asi pues, la coadministracién de ABZ junto
con ivermectina incrementa la disponibilidad plasmatica del ABZ en corderos (Alvarez et al., 2008).
La eficacia de dicha combinacién ha sido evaluada en diversos estudios clinicos (Knopp et al.,
2010; Matamoros et al., 2021; Krolewiecki et al., 2022). De igual modo, la combinacién de ABZ y
nitazoxanida fue mas 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 farmaco relativamente seguro ya que la frecuencia de efectos
secundarios indeseables oscilé entre el 3% y el 5%. No obstante, en estudios con ratas, se han
observado malformaciones externas y esqueléticas en fetos tras la administracion 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, alteracion de las
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transaminasas séricas, vertigo, caida del cabello y prurito (Siles-Lucas et al., 2018). Generalmente,
la aparicién de efectos adversos se relaciona con la administracion de ABZ a dosis mas altas de

las recomendadas durante periodos prolongados (Hong, 2018).

En Ultimo lugar, el ABZ es un farmaco regulado para su uso en animales destinados a la
produccion de alimentos, por lo tanto, las autoridades han determinado sus LMRs. Los residuos
marcadores de benzimidazoles se definen como la suma del farmaco original y sus metabolitos
principales o mas persistentes. Por consiguiente, el residuo marcador para el ABZ es la suma de
ABZSO, ABZSO, y ABZSO,-NH, (The European Commission, 2010; Bustamante-Rangel et al.,

2022) (Tabla 4).

Tabla 4. Limites maximos de residuos (LMRs) establecidos para el ABZ por el Reglamento (EU)

N°37/2010 para los alimentos de origen animal.

Sustancia
farmacolégicamente | Residuo marcador Especie LMR Tejido diana
activa
Suma de 100 pg/Kg Musculo
alberjdgzol 100 pg/Kg Grasa
sulféxido,
albendazol sulfona Todos los 1000 pg/Kg Higado
amino sulfona, 500 ug/Kg Rifidn
expresada como
albendazol 100 pg/Kg Leche

En base a estos LMRs, se ha establecido el periodo de retiro en leche de 3 dias en ganado
bovino (Moreno etal., 2005). Tras la administracion 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 procedian de explotaciones ganaderas las cuales suministran leche a productores de
derivados lacteos. 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 elaboracién de
derivados lacteos 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 administracion de ABZ. No
obstante, los niveles alcanzados en la leche materna no se consideran dafinos para el lactante

(Abdel-Tawab et al., 2009).

3.3.2. Clorsuldn

El clorsulén 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 (Alvarez-
Sénchez et al., 2006; European Medicines Agency, 2008). Ademas, el clorsulén 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 mas pobres del
mundo (Biendl et al., 2022). La actividad antihelmintica del clorsulén también ha sido evaluada in
vitro contra parésitos del género Echinococcus responsables de enfermedades zoonoticas como la
echinococcosis en humanos, aunque los resultados de los estudios son contradictorios (Richter

et al., 2013; Xin et al., 2019).

El clorsulon se comercializa en combinacion con la lactona macrociclica ivermectina dando

lugar a una formulacion antihelmintica de amplio espectro gracias a la asociacion de un farmaco
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contra nematodos (ivermectina) y un farmaco contra trematodos (clorsuldn) (Meaney et al., 2003;
European Medicines Agency, 2008). Diversos estudios han evaluado la eficacia de dicha
combinacion 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; Alvarez-Sanchez
etal., 2006; Geurden etal., 2012; Zarate-Rendon et al., 2023); asi como para el tratamiento
simultaneo contra nematodos y trematodos (lbarra-Velarde et al., 2001). De igual modo, se ha
observado una notable eficacia de la combinacién de clorsul6n junto con ivermectina y nitroxinil en
ganado bovino para el tratamiento contra Fasciola hepatica (Hutchinson et al., 2009). En relacién
con el tratamiento exclusivo con clorsuldn, solamente se ha identificado su resistencia en un

rebafio de ovejas infectadas con Fasciola hepatica en Espafia (Martinez-Valladares et al., 2014).

Con respecto a su modo de accién, el clorsulén inhibe las enzimas implicadas en la via
glucolitica descrita como la principal fuente de energia de los trematodos. En concreto, es un
inhibidor competitivo y selectivo de la 3-fosfoglicerato quinasa y de la fosfogliceromutasa de los
parasitos, reduciendo los niveles de ATP (European Medicines Agency, 2008; Timson, 2016; Xin
et al., 2019). Asimismo, el clorsulon entra al parasito a través de dos rutas, por un lado, se une a la
anhidrasa carbdnica de los eritrocitos entrando por via oral a través de ellos y, por otro lado, a
través de la superficie tegumental del parésito. En ambos casos, se ha observado que el clorsuldn
induce cambios morfologicos en el intestino y en la superficie tegumentaria de Fasciola hepatica en

ratas (Meaney et al., 2003, 2004, 2005).

En relacion con su posologia y farmacocinética, el clorsulén es comercializado en
suspension para su administracion oral (oveja y vacas) o en inyectable para su administracion s.c.

(vacas), siendo las dosis recomendadas 7 y 2 mg/kg, respectivamente (European Medicines
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Agency, 2008; Imperiale y Lanusse, 2021). El clorsuldon es rapidamente absorbido y se elimina
tanto por via renal como en heces sin ser metabolizado (European Medicines Agency, 2008;
Richter et al., 2013). La farmacocinética de clorsulon ha sido descrita en ovejas y cabras tras su
administracién oral (Sundlof y Whitlock, 1992), asi como en ganado bovino tras su administracién

s.C. (European Medicines Agency, 2008).

Con respecto a sus residuos en productos de origen animal, el farmaco 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 pg/Kg y un tiempo de espera en
combinacion con la ivermectina de 66 dias (Escribano et al., 2012; European Medicines Agency,

2014b).

Tabla 5. Limites maximos de residuos (LMRs) y estructura quimica del antihelmintico clorsulén

(European Medicines Agency, 2014b).

Estructura quimica ek Especie LMR Tejido diana
marcador
o 35 uglKg Musculo
0— —o 100 pg/Kg Higado
Clorsulén Bovino
16 Ug/Kg Leche

En ganado bovino, se detectaron residuos de clorsulon en la leche tras la administracion

s.c. de clorsuldn junto con ivermectina, donde la Crax del clorsulon (0,853 pg/ml) se alcanzé a las 7
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horas tras la administracion y su T2 fue de 31 horas (European Medicines Agency, 2014a;
Imperiale y Lanusse, 2021). En ultimo lugar y en relacion con la estabilidad de los residuos de
farmacos antihelminticos en los alimentos, se ha observado que el clorsuldn es estable tras ciertos

procesos de coccion (Cooper et al., 2011).
3.3.3. Closantel

El closantel es un farmaco antihelmintico derivado de la salicilanilida (Figura 17), utilizado
en ganado bovino y ovino contra estadios inmaduros y adultos de trematodos (Fasciola hepatica),
asi como de algunos nematodos y ectoparasitos. El closantel se puede utilizar como tratamiento
solo 0 en combinacidn con otros antihelminticos como la ivermectina para ampliar su espectro de

actividad (Cromie et al., 2006; European Medicines Agency, 2012; Power et al., 2013b).
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Figura 17. Estructura quimica de las salicilanilidas y del antiparasitario closantel.
Ademas, la eficacia de tratamiento con closantel ha sido demostrada en rebafios 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
farmaco de segunda linea contra trematodos resistentes. Ademas, el closantel es utilizado de
manera extra-label en otras especies como en cabras o en caballos (lezzi 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
(Novobilsky y Hoglund, 2015). Finalmente, en los Ultimos afios se ha investigado la posible accién
antitumoral del closantel ya que presenta actividad antiangiogénica en modelo de peces cebra,
reduciendo el crecimiento de distintos tipos de cancer (Zhu et al., 2016). Asimismo, el closantel es
descrito como inhibidor de la enzima Taspase1 en humanos cuya sobreexpresion esta relacionada

con la progresion del cancer y la metastasis (Luciano et al., 2021).

En relacion con su mecanismo de accion, el closantel interfiere en la ruta de obtencion de
energia del parasito actuando como desacoplador de la fosforilacion oxidativa y, por lo tanto,
reduciendo la sintesis de ATP. Ademas, el closantel actua sobre los mecanismos responsables del
mantenimiento de la homeostasis del pH e induce paralisis espastica en los parasitos (Ceballos

et al., 2017).

El closantel se administra por via s.c. en un rango de dosis de 2,5 a 5 mg/kg, asi como por
via oral a una dosis de 10 mg/kg. Ademas, en ganado bovino puede ser administrado por via tépica
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 proteinas plasmaticas (> 99%) lo que alarga
sus niveles en plasma y limita la distribucion tisular. En concreto, se han observado ratios

plasmaltejido del closantel de aproximadamente 6:1 para pulmén vy rifién y de 9:1 para corazon e
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higado (Cromie et al., 2006). La union a proteinas plasmaticas también juega un papel importante
en la acumulacién del farmaco en el paréasito ya que la principal ruta de entrada del closantel es la
via oral a través de la ingesta de sangre, de hecho, se ha observado que el patrén de acumulacién
del closantel en Fasciola hepatica coincide con su disponibilidad plasmatica (Ceballos et al., 2017;
Lifschitz et al., 2017). De modo que la persistencia de closantel en plasma durante periodos
prolongados asegura la exposicion de los parasitos hematéfagos al farmaco. Finalmente, el
closantel presenta bajo metabolismo en higado por lo que se excreta como compuesto parental

principalmente en heces aunque también se puede detectar en orina (Imperiale y Lanusse, 2021).

La farmacocinética plasmatica del closantel ha sido estudiada en ganado ovino, bovino y
caprino (Michiels et al., 1987; Hennessy et al., 1993; Swan et al., 1999; lezzi et al., 2014; Ceballos
et al., 2017; Saleh et al., 2022), donde se ha observado que la T+ del closantel es de entre 14-21
dias en ovejas y vacas y aproximadamente 9 dias en cabras, corroborando asi 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 T2 entre 10 y 17 dias en vacas
y alrededor de 10 dias en las cabras (European Medicines Agency, 2012; Power et al., 2013b; lezzi
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 ultimo 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; lezzi et al., 2014). Este efecto podria estar relacionado tanto

con su alta unidn a proteinas como con las propiedades fisicoquimicas del compuesto, influyendo
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en el proceso de distribucion desde la sangre hasta la glandula mamaria (Imperiale y Lanusse,

2021).

En la actualidad, no todos los antihelminticos derivados de la salicilanilida estan registrados
para su uso en animales de produccién 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 ug/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 dias en ganado bovino (Power

et al., 2013b; lezzi et al., 2014).

Tabla 6. Limites maximos de residuos (LMRs) en ganado bovino y ovino del antihelmintico closantel

(European Medicines Agency, 2014c).

nI?::cigggr Especie LMRs Tejido diana
1000 pg/Kg Msculo
3000 pg/Kg Grasa
Ganado bovino 1000 pgkg Higado
3000 ug/Kg Rifion
45 ug/Kg Leche
Closantel
1500 pg/Kg Musculo
2000 pg/Kg Grasa
Ganado ovino 1500 pg/Kg Higado
5000 pg/Kg Rifion
45 uglkg Leche

Finalmente y con respecto a la toxicidad del closantel, varios estudios mostraron los

efectos adversos del closantel en el sistema nervioso central, el nervio dptico y la retina en ovejas y
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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 exposicion accidental al
closantel donde la agudeza visual se vio afectada como consecuencia de una alteracién 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 aparicion de residuos de farmacos 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 interaccion entre el transportador de membrana ABCG2 y dos grupos de
farmacos ampliamente utilizados como son los AINEs &cido tolfenamico y meloxicam, y los
antiparasitarios tales como los metabolitos del ABZ, el clorsuldn y el closantel. Este objetivo

general se desarrollara en los siguientes objetivos especificos:

= Estudiar la interaccion in vitro del acido tolfenamico con el transportador ABCG2 utilizando
células que sobreexpresan el transportador; asi como su implicacién en su disponibilidad

plasmatica, secrecion a leche y distribucion 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 macrociclica ivermectina,
sobre el transporte in vitro, los niveles plasmaticos y la secrecion a leche del AINE

meloxicam en ovejas.

= Caracterizar la interaccién in vitro de los principales metabolitos del ABZ, ABZSO; y
ABZS0O>-NH, con ABCG2 utilizando células que sobreexpresan el transportador, asi como

estudiar el efecto in vivo de Abcg2 en su secrecion activa a leche utilizando ratones Abcg2-

/-u
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Determinar el efecto de la coadministracion de ABZ con lactonas macrociclicas como
ivermectina, doramectina y abamectina sobre los niveles plasmaticos y la secrecion a leche

de los principales metabolitos del ABZ en ganado ovino.

Caracterizar la interaccion in vitro del antiparasitario clorsulén con el transportador de
membrana ABCG2, asi como determinar la implicacion de este transportador en su
secrecidn a leche y evaluar el efecto de las lactonas macrociclicas como inhibidores del

transportador sobre estos procesos tanto en ovejas como en ratones.

Examinar la implicacion de ABCG2 en la disponibilidad plasmatica y la secrecion a leche
del antiparasitario closantel utilizando ratones wild-type y Abcg2-- y estudiar las posibles
interacciones farmacoldgicas en estos procesos de las lactonas macrociclicas en ganado

ovino.
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+ Role of the ABCG2 transporter in plasma levels and tissue accumulation of the anti-

inflammatory tolfenamic acid in mice.
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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.
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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 ug-h/ml versus 73.80 £ 10.00 ug-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.
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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 ug-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.
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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
(ABZSQ), albendazole sulfone (ABZSO;) and albendazole 2-aminosulphone (ABZSO:-NHy).
ABZSO and ABZSO; 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 ABZSO, and ABZSO.-NH. 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.
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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 (ABZSO,), 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 ABZSO, 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 ABZSO. 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.
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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.
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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 mglkg, s.c.) with
ivermectin (lvomec®, 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 pg-h/mL) and abamectin (15.30 £ 3.25 ug-h/mL) compared to control
group (20.73 % 4.97 ug-h/mL). Moreover, milk parameters such as half-life (T12) 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.
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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 acido tolfenamico y el meloxicam. Dicha interaccién ha sido considerada como relevante
debido al potencial riesgo de exposicion de los lactantes y consumidores a los residuos
farmacoldgicos en leche como consecuencia de la posible interaccion con ABCG2. Estos estudios
han permitido conocer la interaccion de dichos farmacos con el transportador ABCG2 mediante
ensayos in vitro de transporte transepitelial, asi como la implicacién in vivo de ABCG2 en la
secrecion a leche, la biodisponilidad plasmatica y la distribucién tisular de estos farmacos utilizando
modelos animales de ratones knockout para Abcg2. En el caso del meloxicam, hemos evaluado
también el efecto de la lactona macrociclica ivermectina, descrita como inhibidor del transportador,

sobre estos procesos en ovejas.

Comenzando por los ensayos in vitro con estos dos antiinflamatorios, acido tolfenamico y
meloxicam, en el articulo | se ha caracterizado la interaccion in vitro entre el &cido tolfenédmico y el
transportador ABCG2 mediante experimentos de transporte transepitelial (Articulo 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 articulo Il, se
mostraron resultados similares para el meloxicam en las células que sobreexpresan tanto el
transportador murino Abcg2 como el humano ABCG2 (Articulo Il, Figura 1); sin embargo, el acido
tolfenamico no se transporta mediante Abcg2 de manera tan eficiente como el meloxicam. El ratio
de transporte obtenido para el &cido tolfenamico (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 (Garcia-
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Mateos et al., 2019), que si es similar al obtenido en nuestro estudio para el meloxicam (32.46 +
9.02). Tanto el acido tolfenamico como el meloxicam fueron descritos como sustratos de ABCG2.
Estas diferencias en el transporte in vitro mediado por ABCG2 podrian deberse a diferencias en
algunas propiedades fisicoquimicas importantes para la interaccién con el transportador (El-Kattan
y Varm, 2012; Egido et al., 2015). Asi pues, los sustratos de ABCG2 suelen tener un peso
molecular de alrededor de 400 g/mol. El &cido tolfenédmico tiene el peso molecular mas bajo, 261,7
g/mol, en comparacion con el meloxicam (351,4 g/mol) o el flunixin (296,2 g/mol). Ademas, la unién
con el transportador ABCG2 aumenta con el numero de HBA presentes en los compuestos (Xu
et al., 2015). En este caso, el acido tolfenamico presenta 3 HBA mientras que el meloxicam tiene 7

(PubChem).

A la vista de estos resultados, la interaccidén entre el transportador y dichos AINEs se
estudié usando los modelos in vivo con animales knockout para Abcg2, los cuales permiten
conocer su posible implicacién en la farmacocinética y la secrecién a leche de los compuestos
(Vlaming et al., 2009). En el articulo I, nuestros estudios en ratones macho mostraron que los
niveles plasmaticos de acido tolfenamico tras su administracion oral (Articulo I, Figura 2) e
intravenosa (Articulo |, Figura 3) son significativamente superiores en los ratones Abcg2”- en
comparacion con los ratones wild-type, reflejando una mayor exposicién al farmaco en los ratones
Abcg2+. En el caso del meloxicam (articulo Il), solo tras la administracion oral del farmaco, los
ratones wild-type presentaron concentraciones plasmaticas inferiores a los ratones Abcg2--
(Articulo Il, Figura 2B). Estos resultados indicaron que Abcg2 estaria implicado en la
biodisponibilidad oral del &cido tolfendmico y el meloxicam reduciendo su absorcion y aumentando

su excrecion intestinal.
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Asimismo, los niveles de los dos AINEs fueron estudiados en diversos 6rganos con
relevancia farmacocinética como el higado, intestino y rifién, asi como otros 6rganos como los
testiculos y el cerebro, donde la expresién de ABCG2 presenta un papel fundamental en su
proteccion. Los resultados mostraron altos niveles de &cido tolfenamico en el higado de los ratones
Abcg2-- en relacion con los ratones wild-type (Articulo I, Tabla 1). Sin embargo, no se observaron
diferencias en el intestino y rifidn entre ambos grupos de ratones, lo que podria indicar que el
efecto observado en plasma es debido a la presencia de Abcg2 en higado. En el caso del
meloxicam, aunque si se observd una acumulacién superior de meloxicam en el higado en los
ratones Abcg2--tras su administracion oral (Articulo II, Tabla 2), estas diferencias pueden atribuirse
a los elevados niveles plasmaticos obtenidos tras dicha administracion en dichos ratones (Articulo
I, Figura 2B). De hecho, la eliminacidn hepatica parecié no verse afectada por el transportador ya
que no se observaron diferencias entre los ratones wild-type y Abcg2- después de la
administracion intravenosa del meloxicam (Articulo Il, Tabla 1). Independientemente de si las
diferencias observadas fueron causadas por efectos locales o sistémicos de Abcg2, una
acumulacion de meloxicam en el higado puede ser relevante en la evaluacion de la hepatotoxicidad

del meloxicam.

Las diferencias en los niveles tisulares son relevantes ya que pueden causar problemas de
toxicidad. En el caso del &cido tolfenamico, diversos estudios han descrito la citotoxicidad hepatica
(Li et al., 2009; Tatematsu et al., 2016). Aunque el mecanismo implicado en el dafio hepatico de los
AINEs no esta suficientemente concretado, la acumulacion de los farmacos se ha propuesto como
posible causa de dicho dafio (Nadanaciva et al., 2013). Ademas, las concentraciones de é&cido

tolfenamico y meloxicam también fueron elevadas en los testiculos de los ratones Abcg2 en
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comparacion con los wild-type (Articulo |, Tabla 1 y Articulo Il, Tabla 1 y 2). De igual modo,
diversos estudios describen un dafio en la funcion testicular como consecuencia de la exposicion 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 clinica ya que
se observo la acumulacion de meloxicam en los ratones Abcg2-- en comparacién con los ratones
wild-type tanto tras administracion oral como intravenosa (Articulo Il, Tabla 1y 2). Estos resultados
revelaron el importante papel de Abcg2 en el paso del meloxicam a través de la barrera
hematoencefalica y en su acumulacién en el cerebro. En el caso del meloxicam, diversos estudios
han descrito su papel protector en los procesos de neuroinflamacion (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 podria 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 farmaco esta relacionada tanto con el éxito terapéutico como con
los efectos toxicos, de manera que cualquier factor que pueda alterar la exposicion 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 higado, en la barrera
hematotesticular y en la barrera hematoencefélica evitando la acumulacion de niveles elevados de

AINEs en dichos 6rganos.

A diferencia de los resultados obtenidos en ratones macho, los ensayos de secrecion a

leche en hembras de raton Abcg2-- mostraron que el transportador no esta involucrado en el paso a
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leche del &cido tolfenédmico ya que no se observaron diferencias en las concentraciones en la leche
de dicho compuesto entre ambos tipos de ratones, asi como tampoco, en el ratio leche/plasma. No
obstante, en el caso del meloxicam, nuestros estudios mostraron la participacion de Abcg2 en su
secrecion a leche tras su administracion intravenosa y oral, ya que tanto las concentraciones en
leche como el ratio leche/plasma fueron significativamente superiores en los ratones wild-type en

comparacion con los ratones Abcg2-- (Articulo I, Figura 3).

Las diferencias en la transferencia de los farmacos a la leche mediante difusiéon estan
relacionadas entre otros factores con la lipofilicidad de los mismos. En este sentido, las moléculas
con propiedades lipofilicas tienen una mayor tendencia a atravesar membranas, como el epitelio
mamario, lo que favorece su paso a la leche (lto et al., 2015; Imperiale y Lanusse, 2021). Asi pues,
tanto el acido tolfenamico como el meloxicam son acidos débiles, de manera que, en el plasma
predomina su forma ionizada y poco liposoluble, por lo que no atraviesa facilmente las membranas
celulares. Sin embargo, en nuestro caso, el paso a leche no depende solo de la difusién, sino
también de la afinidad del farmaco por el transportador, sugiriendo que el efecto que observamos
en la secrecion de meloxicam a leche mediado por Abcg2, podria estar asociado con una mayor
afinidad por el transportador, como se refleja en su ratio de transporte in vitro superior al del &cido

tolfenamico.

Por ende, el transporte de meloxicam en la glandula mamaria mediado por ABCG2 puede
tener implicaciones clinicas y toxicolégicas. Cualquier mecanismo que pueda afectar la aparicidn
de residuos de farmacos en la leche es de vital importancia en el ambito veterinario. Entre esos
mecanismos se encuentran incluidas las interacciones entre farmacos que conducen a la inhibicion

de ABCG2, lo que resulta en una reduccidn de la secrecion de sus sustratos a la leche (Real et al.,
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2011a; Barrera et al., 2013). Por ello, en el articulo lll se estudié el efecto de un conocido inhibidor
de ABCG2 como la lactona macrociclica ivermectina (Merino et al., 2009) sobre la secrecion de

meloxicam a leche en ovejas de rafa Assaf.

Los niveles de meloxicam en leche fueron inferiores tras la coadministracion de meloxicam
junto con ivermectina (Articulo I, Figura 1B). Asimismo, los valores del AUC para la leche y la
relacion AUC leche/plasma se redujeron significativamente en los animales a los que se les
administré ivermectina de forma conjunta con meloxicam en comparacién con el tratamiento solo
de meloxicam (Articulo Ill, Tabla 2). Aunque se ha descrito que la ivermectina interactua con otros
transportadores ABC, como P-gp (Lespine et al., 2007), el efecto de la ivermectina sobre la
secrecidn de meloxicam en la leche de oveja se puede atribuir a la interaccién mediada por
ABCG2, ya que ningun otro transportador ABC tiene inducida su expresion en glandula mamaria en
lactacion (van Herwaarden y Schinkel, 2006). En vista de estos resultados, esta secrecion de
meloxicam a la leche podria ser modulada también por otros compuestos que interactian como
inhibidores del transportador ABCG2, como otros farmacos (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 articulos I, Il y lll contribuyeron a la descripcién 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.
Ademas, se ha demostrado la capacidad de regular la presencia de sus residuos en la leche a
través de la coadministracion de inhibidores del transportador ABCG2. Finalmente, la implicacion

del transportador en la biodisponibilidad plasmatica y distribucién tisular de AINEs como el &cido
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tolfenamico 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 secrecion a leche de dichos farmacos podrian 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 clorsulon y el closantel,
ampliamente utilizados contra la fascioliasis en medicina veterinaria. Cabe sefialar que en medicina
humana el ABZ también es utilizado. Se han llevado a cabo ensayos in vitro de transporte
transepitelial para conocer la interaccién de los metabolitos principales del ABZ, asi como del
clorsulén con el transportador ABCG2. De igual modo, la implicacién in vivo de Abcg2 en la
secrecion activa a leche y en los niveles plasmaticos se ha investigado utilizando modelos
animales de ratones knockout para Abcg2. Finalmente, el efecto de las posibles interacciones
farmacoldgicas tras la coadministracion de antiparasitarios se ha evaluado mediante ensayos en
ovejas de raza Assaf utilizando las lactonas macrociclicas por su potente efecto inhibidor sobre

ABCG2.

Comenzando por los ensayos in vitro, en los articulos IV y VI se ha caracterizado la
interaccion in vitro de los metabolitos del ABZ, ABZSO, y ABZSO,-NHz, y el clorsulén 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 (Articulo IV, Figura 1y 2 y Articulo VI, Figura
1). Sin embargo, el transporte observado en la variante murina fue mas eficiente que en la humana
(Articulo 1V, Tabla 1 y Articulo 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 etal., 2022; Alvarez-Fernandez etal, 2023), postulandose una diferencia en la

afinidad/selectividad del transportador para los sustratos como posible razén (Mizuno et al., 2004).

En vista de estos resultados y de la importancia de ABCG2 en la secrecion activa de sus
sustratos a la leche, la implicacion de Abcg2 en el paso de los metabolitos del ABZ y del clorsulén
a leche fue evaluada mediante modelos animales de ratones lactantes Abcg2--. Ademas, también
se testd en este modelo el antiparasitario closantel, que por razones técnicas no pudo ser testado

in vitro.

En los articulos IV, VI y VIII, nuestros resultados mostraron que tras la administracion de
los metabolitos del ABZ, ABZSO, ABZSO. y ABZSO:-NH., el clorsuldon y el closantel,
respectivamente, los niveles en leche y los ratios leche/plasma de estos compuestos fueron mas
elevados en los ratones wild-type en comparacion con los ratones Abcg2- (Articulo IV, Figura 3;

Articulo VI, Figura 2; Articulo VIII, Figura 2).

En relacion con los niveles plasmaticos obtenidos para los metabolitos del ABZ y del
clorsulon en los ensayos con ratones hembra, en el articulo IV y el articulo VI, no se observaron
diferencias entre los ratones wild-type y Abcg2-. A pesar de la evidente implicacién del
transportador en la secrecion a leche, la ausencia de efecto a nivel plasmatico 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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(Garcia-Mateos et al., 2019), la moxidectina (Pérez et al., 2009a) y el meloxicam (Articulo Il, Figura
3). La potencial participacién 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 maés relevantes a nivel de
disposicién plasmatica, mostraron la ausencia de interaccidén del clorsuldén y el ABZ con dicho

transportador (Merino et al., 2002; Dupuy et al., 2010).

En el caso del closantel y sus niveles plasmaticos en ratones hembra lactantes, si se
mostraron diferencias entre ratones wild-type y Abcg2+- a las 24 y 96 h, siendo superiores en
ratones knockout (Articulo VIII, Figura 2A). Cabe destacar que los niveles plasmaticos alcanzados
en los ensayos con hembras fueron similares a los ensayos con ratones macho. Concretamente,
tras la administracion oral de closantel a 10 mg/kg en ratones macho, se observo que el closantel
se elimina lentamente y persiste en plasma durante largo tiempo, detectandose hasta 10 semanas
después de la administracion. Ademas, las concentraciones plasmaticas de closantel fueron
significativamente superiores en los ratones Abcg2-- en comparacion con los ratones wild-type, a
partir de las 72 horas hasta las 10 semanas, donde incluso, seguian siendo 6 veces superiores

(Articulo VIII, Figura 1).

Nuestros resultados mostraron que Abcg2 afecta a la farmacocinética del closantel
limitando probablemente su absorcion tras la administracion oral y potenciando su eliminacién.
Estos efectos se observaron para otros farmacos como el topotecan (Jonker etal., 2002), la
nitrofurantoina (Merino et al., 2005b), el &cido tolfenamico (Articulo 1) y el meloxicam (Articulo I1). El
articulo VIl puso de manifiesto que Abcg?2 juega un papel relevante en la disposicion del closantel.

En consecuencia, cualquier factor que modifique la actividad del transportador podria provocar la
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acumulacion de closantel o prolongar o limitar su permanencia en plasma, pudiendo afectar a la
efectividad del tratamiento o a la aparicion de efectos adversos. De hecho, varios estudios han
mostrado los efectos adversos del closantel en el sistema nervioso central, el nervio dptico 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 farmacos antihelminticos en ganado de
produccion lechera representa un problema de salud publica como consecuencia de la posible
aparicién de residuos de dichos farmacos en la leche (Virkel et al., 2019). Los resultados obtenidos
en los articulos IV, VI y VIII permitieron demostrar la participacion de Abcg2 en la secrecion activa
de los metabolitos del ABZ, el clorsulén y el closantel a la leche en ratones. Por ello, la siguiente
parte de la Tesis Doctoral se centr6 en el estudio de la implicacién de ABCG2 en la presencia de
residuos en leche en ganado ovino, asi como las posibles interacciones farmacolégicas causadas
tras la coadministracion de estos farmacos con lactonas macrociclicas, antiparasitarios inhibidores

de ABCG2.

En los articulos V, VIl y VIII se evalu6 el efecto de la coadministracion de lactonas
macrociclicas sobre los residuos en leche de los metabolitos del ABZ, el clorsulon y el closantel en
ovejas. En el caso de los metabolitos del ABZ y del closantel coadministrados con lactonas
macrociclicas, no se observaron diferencias relevantes en las concentraciones plasmaticas de los
dos metabolitos detectados, ABZSO y ABZSO,, ni del closantel entre los grupos experimentales
(Articulo V, Figura 1; Articulo VIIl, Figura 3); asi como tampoco en sus pardmetros
farmacocinéticos (Articulo V, Tabla 1; Articulo VIII, Tabla 1). Nuestros resultados estan en

correlacién con los obtenidos previamente en ganado bovino tras la coadministracion de closantel
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con ivermectina. En dicho estudio no se observaron diferencias en los niveles plasmaticos entre el
tratamiento combinado con ivermectina y el tratamiento de closantel solo (Cromie et al., 2006), lo
que corrobora que la combinacion con ivermectina no afecta la disponibilidad plasmatica de

closantel.

En el caso del clorsulon, los resultados mostraron que las concentraciones de este
antiparasitario en plasma fueron inferiores a las 6 h y 8 h después de la coadministraciéon con
ivermectina y a las 4 h después del tratamiento con abamectina (Articulo VII, Figura 2A). De igual
modo, se observaron diferencias en la concentracion maxima (Cmax) después de la
coadministracion con ivermectina, asi como en la vida media de eliminacion (T12) y el tiempo medio
de permanencia (MRT) después de la coadministracion con abamectina, siendo valores inferiores
en comparacion con el tratamiento de clorsulén solo. A pesar de ello, no se observaron diferencias
significativas entre los valores de AUC en el tratamiento con clorsulén solo con respecto a la

coadministracion de lactonas macrociclicas (Articulo VII, Tabla 2).

La ausencia de diferencias en la disponibilidad plasmatica de clorsulon y los metabolitos del
ABZ en ovejas tras la coadministracion de lactonas macrociclicas estuvo de acuerdo con los

resultados obtenidos en los ratones y que se han mostrado en los articulos Vly IV.

Centrandonos en los residuos en leche y el efecto de las lactonas macrociclicas sobre los
mismos, en el caso de la secrecién a leche de ABZSO, esta se vio alterada después de la
coadministracion de ABZ con ivermectina, doramectina y abamectina, aumentando los niveles de
ABZSO en la leche (Articulo V, Figura 2A). Concretamente tras la coadministracidon junto con
ivermectina, se observaron diferencias en las concentraciones en leche a las 8, 10, 12y 14 h en

comparacion con el tratamiento con ABZ solo. Ademas, tras la coadministracion con doramectina
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se observaron diferencias a la 1, 12 y 14 h vy, tras la coadministracién 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 coadministracién con las lactonas
macrociclicas en comparacion con el tratamiento con ABZ solo (Articulo V, Tabla 2). Sin embargo,
no se observaron diferencias relevantes en los niveles en leche de ABZSO; tras la
coadministracion de lactonas macrociclicas (Articulo V, Figura 2B); ni tampoco en los parametros
farmacocinéticos entre los grupos experimentales (Articulo V Tabla 2). Aunque las lactonas
macrociclicas han sido descritas como inhibidores de ABCG2 (Merino et al., 2009; Gonzalez-
Lobato et al., 2014) y se ha observado previamente una reduccion en el paso a leche de los
sustratos del transportador tras su coadministracion (Real et al., 2011a; Articulo l), nuestros
resultados mostraron un efecto contrario ya que los niveles de ABZSO en la leche aumentaron tras

la coadministracion de ivermectina, doramectina y abamectina.

En consecuencia, otro tipo de interacciones farmacolégicas podrian estar teniendo lugar.
En el caso de la administracion de ABZ con ivermectina se ha postulado la existencia de un efecto
conjunto de los transportadores y las enzimas metabdlicas para explicar dicha interaccion a nivel
sistémico (Merino et al., 2003; Alvarez et al., 2008; Lanusse et al., 2018). Considerando que la
inhibicion del transportador se veria reflejada en un aumento en la exposicion sistémica de
sustratos del transportador, un estudio previo mostrd que los niveles plasmaticos de ABZSO fueron
mas elevados tras la coadministracion 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 coadministracion 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 plasmaticos de ABZSO tras la administracién conjunta de
ABZ (7,5 mg/kg oral) con ivermectina (0,2 mg/kg s.c.) en ovejas (Articulo V, Figura 1y Tabla 1). Es
importante tener en cuenta que la interaccion entre farmacos puede ser compleja y puede variar
dependiendo de las dosis, la formulacion utilizada y las caracteristicas individuales de los animales.
Por tanto, las diferencias encontradas entre los estudios podrian ser debidas a las variaciones
entre especies, tal como se ha evidenciado previamente en el caso de los niveles plasmaticos de
ABZSO y ABZSO, entre corderos, cabras y ovejas (Myers et al., 2020). Ademas, las diferentes
dosis y vias de administracion 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 interaccion o inhibicién del transportador debido a la falta de efecto observado a

nivel plasmatico (Articulo V, Figura 1).

Por otra parte, podria haber induccién del transportador la cual causaria una reduccion en
la exposicion sistémica de los sustratos del transportador y un aumento en su eliminacién. Estudios
previos muestran que la expresion de ABCG2 puede verse inducida por la ivermectina en
hepatocitos de pollo (Xu etal., 2022), asi como que los niveles plasmaticos de ivermectina
aumentaron tras la coadministracién de ABZ e ivermectina en corderos (Alvarez et al., 2008).
Aunque existe la posibilidad de una induccién del transportador, en nuestro estudio, como se
expuso anteriormente, no se han encontrado diferencias en las concentraciones plasmaticas del
ABZSO entre los grupos experimentales. Esto sugiere que la induccién del transportador es poco
probable en esta situacion. No obstante, en el caso de otro transportador ABC como la P-gp, se ha
observado que la induccion puede tener lugar de manera local en un tejido determinado (Jette

et al., 1996).
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En ultimo lugar, las rutas metabdlicas también podrian verse afectadas tras la
coadministracion de farmacos. El ABZ se metaboliza en el higado de oveja por accién del
citocromo P-450; concretamente, las subfamilias 3A y 1A son las responsables de la formacion de
ABZSO y ABZSO, (Rawden et al., 2000; Alvarez et al., 2008). Estudios previos han mostrado que
los inhibidores del citocromo P-450 aumentan la disponibilidad plasmatica en ovejas de otros
farmacos antihelminticos como los metabolitos de triclabendazol (Virkel etal., 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 expresién del citocromo P-450 en ratas
(Skalova et al., 2000), asi como que la abamectina induce la expresion del citocromo 2E1 hepatico
también en ratas (Radi et al., 2020). En base a nuestro estudio, la posibilidad de cambios en la ruta
metabodlica del ABZ es poco probable debido a la ausencia de diferencias en los niveles
plasmaticos mencionada anteriormente. No obstante, es importante destacar que, si bien el
metabolismo de farmacos ocurre principalmente en el higado, no se puede ignorar la posibilidad de
que la glandula mamaria también tenga la capacidad de metabolizar ciertos farmacos. De hecho,
se ha observado la presencia de ciertos citocromos en la glandula mamaria (Garcia-Lino et al.,
2019) que contribuyen a la bioactivacion y la eliminacién de compuestos. Aunque no se dispone de
informacién especifica sobre los antiparasitarios, si se cuenta con datos sobre otro tipo de
compuestos como carcindgenos. En este sentido, se ha observado que la expresion de citocromos
en la glandula mamaria se ha relacionado con el desarrollo y progresion del cancer de mama
(Williams 'y Phillips, 2000; Lin etal, 2012). De manera similar, la aflatoxina B1 puede ser

transformada en aflatoxina M1 por hidroxilacion en la glandula mamaria. Esta aflatoxina M1, que es
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mas comun y toxica, es liberada a la leche, lo que representa un riesgo potencial para los lactantes

(Benkerroum y Ismail, 2022).

En el caso del paso de clorsuldn a leche y el efecto de las lactonas macrociclicas sobre el
mismo en ovejas, los resultados mostraron una reduccion en los residuos de clorsulén en leche
tras la coadministracién de ivermectina y abamectina, viéndose reflejado en la disminucién de los
valores de AUC en comparaciéon con el tratamiento de clorsulon solo (Articulo VII, Tabla 3).
Asimismo, los valores de Tiw2 y MRT en leche también fueron inferiores después de la
coadministracion de las lactonas macrociclicas, mostrando en general, una reduccién en la
presencia y persistencia del clorsulon 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 reduccion (aunque no significativa) de los niveles plasmaticos sefialada
anteriormente. En cualquier caso, la administracion conjunta de clorsulén junto con ivermectina o
abamectina provocd una reduccion en la presencia de clorsulén en la leche en ganado ovino,
confirmando el papel inhibidor sobre ABCG2 de las lactonas macrociclicas y en concordancia con
los resultados obtenidos con los ratones knockout al coadministrar clorsulén e ivermectina, en los
que tanto las concentraciones de clorsuldn en leche como el ratio leche/plasma en ratones wild-

type fueron inferiores en los animales coadministrados con ivermectina (Articulo VI, Figura 2).

En el caso de la coadministracion de closantel con las lactonas macrociclicas en ovejas, los
resultados en el articulo VIII mostraron que no hubo diferencias relevantes en los niveles de
closantel en leche entre los grupos experimentales (Articulo VIII, Figura 3), asi como tampoco en
sus parametros farmacocinéticos (Articulo VIII, Tabla 2). Ademas, las concentraciones de closantel

en leche fueron inferiores a las alcanzadas en plasma, reflejando que la distribucion de la sangre
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hacia la leche fue limitada. Este hecho fue observado previamente en vacas y cabras tras la
administracion de closantel donde la relacion de reparto entre el plasma y la leche fue del orden de
50:1, asi como la relacién AUC leche/plasma fue de 0,015 (European Medicines Agency, 2012;

lezzi et al., 2014), lo cual esta en concordancia con nuestros datos.

Por ello, nuestros datos no pudieron probar la interaccién farmacoldgica entre las lactonas
macrociclicas y el closantel. Algunas de los factores que pudieron influir fueron la alta variabilidad
interindividual y la diferencia entre las farmacocinéticas. En relaciéon con esto dltimo, 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 dias (Imperiale et al., 2006; Hamel
et al., 2017), mientras que la ivermectina se detecta hasta los 25 y 30 dias (Imperiale et al., 2004).
En el caso del closantel, vemos que el farmaco permanece en el organismo mas alla de estos

tiempos, lo que puede dificultar la interaccidn con las lactonas macrociclicas.

A la vista de los resultados obtenidos en los articulos V, VII y VI, las posibles
interacciones farmacologicas mediadas por ABCG2 deber evaluarse en cada caso concreto ya que
existen multiples factores que pueden afectar al resultado obtenido. Por ello, el estudio de estos
factores que influyen en la farmacocinética y en la secrecion a leche de los farmacos de uso
veterinario, como ABCG2, debe realizarse de manera exhaustiva e individualizada para permitir
conocer y modular la aparicion de residuos, garantizando asi la seguridad y la calidad de la leche y

los productos lacteos.
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De los resultados obtenidos en los estudios presentados podemos obtener las siguientes

conclusiones:

CONCLUSION PRIMERA: la expresion de Abcg2 afecta a los niveles plasmaticos y la
acumulacién tisular de acido tolfenamico. Los ratones Abcg2-- mostraron niveles mas altos de
acido tolfendmico en el plasma, los testiculos y el higado en comparacién con los ratones wild-type.
Estos hallazgos sugieren que Abcg2 desempefia un papel crucial en la disponibilidad y distribucion
de este farmaco en el organismo, lo que tiene implicaciones tanto a nivel terapéutico como

toxicoldgico.

CONCLUSION SEGUNDA: el meloxicam es sustrato del transportador ABCG2, el cual
desempefia un papel fundamental en la acumulacién del farmaco en el cerebro. Ademas, se ha
demostrado que Abcg?2 participa en la secrecion activa de meloxicam a leche, lo cual es relevante

para su consideracién como residuo lacteo.

CONCLUSION TERCERA: la secrecién 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, confirmandose esta inhibicion en
estudios farmacocinéticos realizados en ovejas. Estos resultados permiten establecer que la

modulacion de la secrecion a leche de este farmaco es posible a través de la inhibicion de ABCG2.

CONCLUSION CUARTA: los ensayos de transporte transepitelial revelaron que los
metabolitos del albendazol son sustratos in vitro del transportador murino Abcg2 y humano ABCG2.

Ademas, los ensayos realizados en hembras lactantes Abcg2-- demostraron la participacion del
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transportador en la secrecion 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.

CONCLUSION QUINTA: la coadministracion de las lactonas macrociclicas con albendazol
afecta a los residuos en leche de sus metabolitos en ovejas, especificamente aumentando los
niveles de ABZSO. Aunque se requieren mas investigaciones para comprender las implicaciones
de esta interaccion, es importante considerar esta posible interaccion al administrar conjuntamente

estos farmacos al ganado ovino.

CONCLUSION SEXTA: ABCG2 interviene en el transporte del antiparasitario clorsulén y
en su secrecion activa a la leche, como se ha demostrado en los estudios de transporte
transepitelial y en ratones Abcg2--. Dado que la combinacion del clorsulon junto con la ivermectina
amplia el espectro de actividad antihelmintica y limita la aparicién de resistencias, se ha
comprobado que la ivermectina inhibe el transporte de clorsulén mediado por ABCG2. Esta
interaccién puede tener relevancia farmacoldgica tanto en términos de seguridad como de eficacia

del clorsulon.

CONCLUSION SEPTIMA: los ensayos in vitro de transporte transepitelial con la variante
ovina de ABCG2 confirman que el clorsuldn es sustrato de ABCG2 y que su transporte es inhibido
por ivermectina y abamectina. Los resultados farmacocinéticos en ovejas revelaron que su
coadministracion junto con ivermectina o abamectina reduce los residuos en leche del clorsuldn, lo
que muestra la posibilidad de modular la secrecién de este farmaco a través de la inhibicién del

transportador.

CONCLUSION OCTAVA: el transportador ABCG2 afecta a la disponibilidad plasmatica y la

secrecion a leche del antihelmintico closantel, pudiendo influir en su eficacia, toxicidad y residuos
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lacteos. Dado que el closantel presenta una persistencia prolongada tanto en plasma como en
leche, la inhibicién de ABCG2 puede alterar la aparicion de residuos, afectando a la seguridad y la
calidad de la leche. Sin embargo, la administracion conjunta de inhibidores de ABCG2, como la
ivermectina y la eprinomectina en ovejas, no tuvo un efecto significativo en los niveles plasmaticos

ni en la secrecion del farmaco 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. Abcg27- 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 etal., 2011a; Otero etal., 2013; Otero etal., 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 (4922) 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; Garcia-Mateos et al., 2017; Garcia-Lino et al., 2021b; Alvarez-Femandez 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 (Tomi¢ 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
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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;
Garcia-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
etal., 2018). Recent studies have reported its antitumour action in various types of cancer (Kim
etal., 2013; Ha etal., 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 etal, 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 ug/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 etal., 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 ug/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

etal., 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., 2005¢c; Pérez etal., 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; Gonzalez-Lobato et al., 2014;
Garcia-Lino etal., 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 B-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 (ABZSO>) 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 ABZSO; 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 ABZSO, 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 pg/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 ug/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
etal, 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; lezzi
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; lezzi et al., 2014). Finally, closantel is used as the residue marker in bovine and sheep milk

and its MRL was established at 45 ug/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 | and Article I
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 |, 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 Il, 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 1, 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 Il 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 Il, 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 Il 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 Il, 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 lll 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 Ill, 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
Mg-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 Ill, 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, ABZSO, and ABZSO,-NH, are in
vitro substrates of the murine the human variants of the transporter. For ABZSO,, 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-NH,,
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; Alvarez-Fernandez 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, ABZSO, and ABZSO,-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 ABZSO, 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 ABZSO, 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;
Gonzalez-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 (Skalova 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 ug/mL versus 1.61 + 0.65 ug/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 pg/mL versus 0.51 £ 0.36 pg/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 (lbarra-Velarde etal., 2001; Meaney etal., 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 Abcg?2 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 pg-h/mL) and abamectin (15.30 + 3.25
ug-h/mL) compared to clorsulon alone treatment (20.73 £ 4.97 pg-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 VIl 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, Abcg?2 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; lezzi et al., 2014; Ceballos et al.,
2017; Lifschitz et al., 2017). Along with previous demonstration that Abcg?2 is involved in active
secretion of closantel into milk in mice, in Article VI, 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; lezzi 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
ABCG?2 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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