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Abstract

Toexaminetheantiviral action of antioxidantsand immunosuppressive drugs on felineimmunodeficiency
virus (FIV), the effects of noncytotoxic concentrations of two antioxidants, N-acetylcysteine (NAC) and
ascorbic acid (AA) and two immunosuppressive agents, cyclosporin A (CsA) and Tracrolimus (also known
as FK506) on the inhibition of the replication of the virus and of apoptosis in a feline fibroblastic cell line
chronically infected with FIV were studied and compared. Long-term treatment of the infected cells with
NAC and AA induced a significant inhibition of viral replication and apoptosis after addition of tumor
necrosis factor alfa (TNF-a). Both CsA and FK506 significantly suppressed virus production and apoptosis
activity by about the same magnitude as the equivalent dose of NAC and AA. The twenty two day experiment
showed that continuous presence of the agents was necessary for VIF inhibition, because the removal of the
drugs resulted in the resumption of virus replication. These in vitro results suggest that the antiviral effects
of the antioxidants and immunosuppressive agents tested in this study have potential implications for the
design of therapeutic strategies in FIV infection.

Key words: ANTIVIRAL EFFECTS, FELINE IMMUNODEFICIENCY VIRUS, APOPTOSIS,
ANTIOXIDANTS, IMMUNOSUPPRESSIVE AGENTS.

Resumen

En el presente trabajo se examinan y comparan los efectos a largo plazo de dos antioxidantes: N-
acetilcisteina (NAC) y &cido ascérbico (AA), con dos agentes inmunosupresores: Ciclosporina A (CsA) y
tacrolimus (también conocido como FK506) sobre la replicacidn viral y la apoptosis en cultivos de una linea
celular de fibroblastos felinos crénicamente infectada con el virus de la inmunodeficiencia felina (VIF). En
las células tratadas con NAC o AA se detectd unainhibicion significativa de la replicacion viral y laapoptosis,
luego del agregado del factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a). Cuando las células fueron tratadas con los
agentes inmunosupresores CsA 'y FK506, la replicacion viral y la apoptosis descendieron en forma similar a
lo hallado con el uso de los antioxidantes. La inhibicién del virus VIF en los cultivos tratados con cualquiera
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de los farmacos utilizados, persistié durante el tiempo que duroé la suplementacion de las mismas. Sobre la
base de estos resultados in vitro, que muestran la eficacia de cada componente sobre la replicacion viral y la
apoptosis, podriasugerirse que el mejor camino pararetrasar laaparicion del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida es a través del uso inteligente de una combinacion de terapias.

Palabrasclave:EFECTOS ANTIVIRALES, VIRUSDELAINMUNODEFICIENCIAFELINA,APOPTOSIS,

ANTIOXIDANTES, INMUNOSUPRESORES.

Introduccion

La infeccion con el virus de lainmunodeficiencia
felina (VIF) en los gatos domésticos, se presentacon
una fase aguda previa, de varias semanas 0 meses,
en la que el animal presenta fiebre recurrente, neu-
tropenia, linfoadenopatias y, posteriormente, so-
breviene un estado de portador asintomatico du-
rante varios meses o afios.? Algunos de los gatos
infectados pueden desarrollar subsecuentemente el
sindrome de inmunodeficienciacon unagran varie-
dad designosclinicos que incluyen pérdidade peso,
infecciones oportunistas, neoplasias y trastornos
neurolégicos.3*

El virus de inmunodeficiencia felina constituye un
lentivirus de los felinos que se asemeja al VIH de los
humanos en su organizacién genémica, morfologia,
estructura proteinica y potencial patogénico.>® Este
virus infecta predominantemente linfocitos T y
macrdéfagos, y lleva a una progresiva destruccion del
sistema inmune, con una marcada pérdida por
apoptosis de la poblacién de linfocitos CD4+.71

Muchos de los efectos patoldgicos de los
retrovirus, no directamente relacionados con la
replicacién viral, se deben a la respuesta del hués-
ped a la infeccidn; por ejemplo, la inflamacién cré-
nica y el estrés oxidativo.!* Eck et al.’> demostraron
queenindividuosinfectadoscon VIH, los nivelesde
tiol en sangre disminuyen considerablemente, y es-
tablecen una posible asociacién entre el estrés
oxidativo y el proceso de apoptosis en el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (sida).** En este
contexto, se podria especular que la regulacién del
estado redox de lacélula por el uso de antioxidantes,
representa un componente clave que evitaria la in-
duccién de apoptosis en la célula.’®

Con intencién de hallar farmacos que interfieran
en lareplicacion viral y la apoptosis caracteristica de
la infeccién por VIF sin efectos citotéxicos colatera-
les, en el presente trabajo se utilizaron dos agentes
antioxidantes: la N-acetilcisteina (NAC) y el acido
ascorbico (AA); el primero es un componente que,
debido a su contenido en tiol, ha sido utilizado du-
rante muchos afios en el tratamiento de bronquitis
crénica,'*”y suactividad mucoliticaesta relacionada
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consu propiedad antioxidante*®ejercidadirectamen-
te por el incremento de los sistemas de defensa
intracelulares contra el estrés oxidativo.'? EI AA ha
demostrado inactivar e inhibir la replicacién viral en
célulasinfectadas porungranespectrode viruscomo
poliovirus, herpesvirus, hepatitis virus e incluso el
Vl H.19-21

En la segunda etapa de este trabajo se examind el uso
delaCsAcomoinhibidordelareplicacionviraly el efecto
citopatogénicodel VIF;ademas, se experimento el usode
tracrolimus (también conocido como FK506), un farma-
co inmunosupresor de reciente descubrimiento, que ha
demostrado tener propiedades similares a la CsA en la
prevencion del rechazo en el trasplante de 6rganos y en
lasupresion de fendmenos de autoinmunidad.?? La CsA
y el FK506 funcionan como profarmacosy s6lo se activan
cuando se unen para formar un complejo con receptores
intracelulares enddgenos, o proteinas ligadoras llama-
das inmunofilinas: Ciclofilina A (CyPA) para la CsA,y
FKBP para el FK506.2 Ambas proteinas ligadoras son
isomerasas presentes en lamayoriade los tipos celulares
y tejidos. =

Con base en trabajos anteriores®?® sobre los efectos
antivirales de los fArmacos aqui mencionados, en este
estudio se investigaron los efectos a largo plazo de
NAC y AA, y se determinaron y compararon sus
efectosconlosdelaCsAyel FK506, sobrelareplicacion
viral y la apoptosis en cultivos de células felinas
cronicamente infectadas con VIF. En este trabajo se
resumen las mas recientes observaciones y se presen-
tan los ultimos hallazgos.

Material y métodos
Linea celular

Se utiliz6 una linea celular de fibroblastos felinos
(CRFK)? crénicamente infectada con lacepaPetaluma?
de VIF (CRFK/VIF). Estas células se mantuvieron en
medio de cultivo RPMI 1640, suplementado con 10%
de suero fetal bovino. Debido a que esta linea celular
se mantiene infectada en forma permanente con VIF,
lainduccion de apoptosis se logro con el agregado del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) a una concen-
tracion de 100 U/ml.



Farmacos y protocolo experimental

Soluciones madres de 0.1 M de NAC* y 0.06 M de
AA** fueron disueltas en medio RPMI 1640 y conser-
vadas a-20°C. El pH de la solucién de NAC se ajusto
a siete con NaOH. Debido a que ambos antioxidantes
son inestables en condiciones convencionales de culti-
vo,%se prepararon solucionesfrescas de antioxidantes
en el medio de crecimiento y se administraron diaria-
mente a los cultivos. La CsA** y el FK506 se disolvie-
ron en etanol y luego se diluyeron en el medio RPMI a
las concentraciones de 1 a 10 ng/ml.

Paraexaminar los efectos citotdxicos de los farmacos,
las células CRFK/VIF fueron suspendidas en una den-
sidad de 5" 10° células/ml en el medio de crecimiento,
y cultivadas durante dos semanas en presencia de
varias concentraciones de cada uno de los compues-
tos: NAC (10 a 60 mM), AA (20 a 640 ng/ml), CsA (0.5
a 20 mg/ml) y FK506 (0.5 a 20 ng/ml), manteniéndose
cultivos testigos sin el agregado de los farmacos.

Posteriormente se cultivaron células CRFK/VIF
durante 22 dias, en presencia de concentraciones no
citotoxicas de NAC, AA, CsA 'y FK506, para determi-
nar la viabilidad celular; se cuantificé la replicacion
viralconlamediciondelaenzimatranscriptasareversa
(RT)enlossobrenadantes de los cultivos, y se determi-
no la apoptosis luego de su induccion con el TNF-a.

Determinacion de la viabilidad celular

Conel propésitodeexaminar losefectosde losfarmacos
sobrelaviabilidad celular, sesuspendieron células CRFK/
VIFen crecimiento exponencial,conysinelagregadodel
TNF-a, a una concentracion de 5 10° células/ml, y se
incubaron en presencia de cada uno de los farmacos.
Muestras de las células fueron recolectadas de los culti-
vos durante los 22 dias del experimento, y su viabilidad
fue examinadamediante tincion de las células con el azul
de tripan (0.4%). Las células muertas incorporan el colo-
rante, mientras que las vivas permanecen incoloras. Los
efectos inhibitorios de los farmacos, se definieron por
comparacionconelnimerodecélulasviablesencultivos
celulares, sin el agregado de los compuestos.

Determinacion de la enzima transcriptasa
reversa (RT)

Luego de remover los detritus celulares por
centrifugacion a 8 000 g durante 10 min, los
sobrenadantes se ultracentrifugaron a 100 000 g du-
rante 10 min con el fin de obtener las particulas virales.
Los precipitados resultantes se analizaron para esta-
blecer laactividad de laenzima RT mediante latécnica
deELISAconbaseenlaincorporacionde digoxigenina
y biotina marcadas en el ADN celular.***

* Aldrich Chemical, Milwaukee, WI, Estados Unidos de América.
** Sigma Chemical, St. Luis, MO, Estados Unidos de América.
*** Boehringer Mannheim, Alemania.

Deteccion de apoptosis

El andlisis de apoptosis se llevo a cabo mediante la
técnica de ELISA, para detectar el ADN celular frag-
mentado,***y fue confirmado por electroforesisen gel
de agarosa.t La técnica consiste en la deteccién de los
fragmentos de ADN marcados con BrdU (5-bromo-2’-
deoxiuridina) en las células apoptéticas por un ELISA
“sandwich” cuantitativo. La medicién de la apoptosis
se realiz6 mediante la lectura de absorciones a 470 nm
en un lector de ELISA.

Analisis estadistico

Los datos de la viabilidad celular, replicacion viral y
apoptosis fueron sometidos a analisis de varianza, prue-
bade Fisher. Se eligié un nivel de significacion del 5%. Se
caracterizaron los siguientes grupos: 1. CRFK/VIF; 2:
CRFK/VIF + TNF-a; 3: CRFK/VIF + TNF-a + NAC; 4:
CRFK/VIF+TNF-a + AA;5:CRFK/VIF+TNF-a + CsA
y 6: CRFK/VIF + TNF-a + FK506.

Resultados

Efectos de los farmacos sobre la viabili-
dad celular

Antes de evaluar los efectos antivirales de los antioxi-
dantes e inmunosupresores, se valoro la citotoxicidad de
los fArmacos. No se observaron efectos citotdxicos en
presencia de las siguientes concentraciones: NAC (10 a
30mM), AA (20a80 g por ml), CsAy FK506 (10 mg /ml),
durante las dos semanas de cultivo. No obstante, las
concentraciones de 15 mM de NAC, 60 ng por mide AA
y 10 ng /ml de CsAy FK506 fueron elegidas como limite
para el desarrollo del experimento. La concentracion de
etanol utilizada para disolver los agentes inmunosupre-
sores no afectd la viabilidad celular.

Enlascélulas CRFK/VIF, 24 h después del agrega-
dode TNF-a (100 U/ml), laviabilidad celular decliné
a 51.1%, seguido de un descenso hasta el dia siete y
con unaviabilidad muy baja hasta el final del experi-
mento. A pesar del efecto del TNF-a, la viabilidad de
las células CRFK/VIF se mantuvo alta cuando se
cultivaron en presencia de los antioxidantes: NAC
(15mM)y AA (60 ng por ml) con viabilidades prome-
dio de 85.88% y 89.13%, respectivamente (Figura 1a);
oenpresenciade losagentesinmunosupresores: CsA
y FK506 (10 ng/ml), viabilidades promedio de 84.13%
y 88.07%, respectivamente, hasta el final de la expe-
riencia (Figura 1b). Con respecto al contraste de la
Figura lay b, el grupo 1 fue significativamente ma-
yor que los grupos 2, 3,4,5y 6. Losgrupos 3y 4y los
5 y 6 no difirieron entre si y el grupo 2 fue
significativamente menor que los grupos 3, 4,5y 6
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100 mayor que losgrupos 2,3y 4, estos tltimos no difirieron
entre si (F =8.35; gl = 3/32; P <0.01).

75 | Las células CRFK/VIF liberan continuamente parti-
——1() culas virales al medio de cultivo, cuando estas células
8 50 =200 fueron cultivadas en presencia de CsA o FK506 (10 ng/

a3 ml), laactividad de laenzimaRT en los sobrenadantes de
25 1 loscultivostratadosconestosagentes descendid 30%con
e el uso de CsA, y 38.6% con el uso de FK 506 a las 24 h

después del agregado del TNF-a, luego el descenso fue

paulatino, y se estabilizo al dia 10 de cultivo (Figura 2b).
Tiempo (dias) El grupo 1 fue significativamente mayor que los grupos
2,5y 6. El grupo 2 fue significativamente menor que los
grupos 5y 6, y estos dos tltimos no difirieron entre si
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Figura 1a.Viabilidad celular: uso de NAC y AA. Grupo 1: células CRFK/
VIF; Grupo 2: células CRFK/VIF+TNRE; Grupo 3: células CRFK/

VIF+TNF-a+NAC; Grupo 4: células CRFK/VIF+TNB+AA. *P<Grupos (F=8.02; gl =3/32; P <0.01).
con diferente letra son significativamente diferentes (P < 0.05). Pruebade A lo largo del experimento, el tratamiento conti-
Fisher. nuo de las células CRFK/VIF con el agregado diario
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Figura 1b. Viabilidad celular: uso de CsA y FK506. Grupo 1: células
CRFK/VIF; Grupo 2: células CRFK/VIF+TNE&; Grupo 5: células CRFK/
VIF+TNF-a+CsA; Grupo 6: células CRFK/VIF+TN&+FK506. & > ¢
Grupos con diferente letra son significativamente diferentes (P < 0.05).
Prueba de Fisher.

Figura 2a. Replicacion viral: uso de NAC y AA. Grupo 1: células CRFK/
VIF; Grupo 2: células CRFK/VIF+TNR; Grupo 3: células CRFK/
VIF+TNF-a +NAC; Grupo 4: células CRFK/VIF+TNB-+AA; Grupo 3r:
células CRFK/VIF+TNFa +NAC luego de la remocién de NAC; Grupo
4r: células CRFK/VIF+TNR +AA luego de la remocion de AA.P
Grupos con diferente letra son significativamente diferentes (P < 0.05).
Prueba de Fisher.

(contrastes 1, 2,3y 4; F=35.2; contrastes 1, 2,5y 6; F
=34.3; gl =3/32; P <0.01).
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Como se muestraen laFigura 2a, el incrementoen la 2 +§(E)
actividad de la enzima RT en el sobrenadante de los 3 :Gib;
cultivos de las células CRFK/VIF alcanz6 un pico de g s
produccion 24 h después del agregado del TNF-a. En < N
contraposicidn, el tratamiento de estas mismas células
con NAC y AA mostré una marcada inhibicion en la o 1 4 7 10 13 16 19 22
produccionde laenzimaRT. Undescensonotableenlos Tiempo (dias)
valores de laenzimaRT (44.3% de inhibicién con el uso
de NAC y 41% con el uso de AA) se hall6 24 h después Figura 2b. Replicacion viral: uso de CsA y FK506. Grupo 1: células
del agregado de TNF-a a los cultivos tratados con los CRFK/VIF; Grupo 2: células CRFK/VIF+TNF-a; Grupo 5: células
agentes antioxidantes, sequido de unacaida progresiva CRFK/VIF+TNF-a +CsA; Grupo 6: células CRFK/VIF+TNF-a

¥ . - . 2 +FK506; Grupo 5r: células CRFK/VIF+TNF-a+CsA luego de la
hasta al dia cuatro de cultivo, y una estabilizacion remocion de CsA; Grupo 6r: células CRFK/VIF+TNF-a +FK506

posterior de los V.alores de RT mucho meno_res alos luego de la remocién de FK506.2° Grupos con diferente letra son
halladosen lostestigos. Elgrupo 1 fuesignificativamente significativamente diferentes (P < 0.05). Prueba de Fisher.
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de cualquiera de los farmacos antioxidantes o
inmunosupresores, mantuvo los niveles de enzima
RT en valores mucho menores a los hallados en los
testigos no tratados. Para determinar si durante los
22 dias del experimento, lapresenciacontinuade los
mencionados agentes es necesaria paralainhibicion
de laenzima RT, los firmacos fueron removidos de
los cultivos al dia 10 del experimento, las células se
resembraron en medio sin agregado de farmacos, y
se determind laactividad de laenzima RT. Luego de
laremocion de los farmacos, laproduccién de RT en
los sobrenadantes de los cultivos ascendi6 notoria-
mente hacialos niveles de los testigos (Figura 2). Sin
embargo, hubo una diferencia entre el comporta-
miento de los antioxidantesy losinmunosupresores,
si bien en las células tratadas con los antioxidantes,
los niveles de enzima RT ascendieron hasta el dia 19
del experimento, no se registraron los valores de los
testigos (Figura 2a); en cambio, en las células trata-
das con los inmunosupresores, la recuperacion re-
quirid seis dias, y alcanz6 niveles similares a los
testigos (Figura 2b).

Efectos de los farmacos sobre la apoptosis

La muerte de las células CRFK infectadas con VIF
luego del agregado del TNF-a se debe a apoptosis.t Los
resultados obtenidos con la técnica de ELISA, que de-
tecta apoptosis por fragmentacion del ADN, fueron
correlacionados con la observacion microscopica de la
morfologiay laelectroforesisdel ADN engel deagarosa
(datonomostrado). El tratamiento de lascélulas CRFK/
VIF con NAC (15 mM) o AA (60 ng/ml), asi como con
elusode CsA 0 FK506 en unadosisde 10 ng/ml, inhibié
la progresion de apoptosis en los cultivos celulares
expuestos al TNF-a. El porcentaje de inhibicién de la
apoptosis alcanzado fue de 85.3% y 87.45% para NAC
y AA, respectivamente; y 87.53% y 88.37% para CsA 'y
FK506, respectivamente (Figura 3). El testigo infectado
(CRFK/VIF + TNF-a) difiri6 significativamente de to-
dos los tratamientos. Los grupos 4 (tratado con AA), 5
(tratado con CsA) y 6 (tratado con FK506) no difirieron
entre si, pero difirieron del grupo 3 (tratado con NAC)
(F =235.9; gl =4/10; P < 0.01).

Discusion

Con el uso a largo plazo de dos diferentes
antioxidantes, NAC y AA, se logra la inhibicion de la
apoptosis y la replicacion viral en las células CRFK
crénicamente infectadas con VIF.

En trabajos anteriores® se ha demostrado que el
nivel de GSH, un tripéptido muy importante en el
sistema de defensa intracelular contra el estrés oxida-
tivo,®desciendesignificativamenteen lascélulas CRFK
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Figura 3. Porcentaje de la inhibicién de la apoptosis con respecto al
control celular infectado no tratado (CRFK/VIF+TNF-a). Grupo 3:
células CRFK/VIF+TNF-a+NAC; Grupo 4: células CRFK/
VIF+TNF-a +AA; Grupo 5: células CRFK/VIF+TNF-a +CsA,; Gru-
po 6: células CRFK/VIF+TNF-a +FK506. > Grupos con diferente
letra son significativamente diferentes (P < 0.05). Prueba de Fisher.

infectadas con VIF.? Con el agregado de NACy AA a
los cultivos, dos precursores del GSH? que inhiben la
actividad del TNF-a, se detuvo significativamente la
oxidacidn celular que lleva a la apoptosis, y se inhibid
la actividad de laenzima RT, y con ello la replicacion
viral. Estos hallazgos se correlacionan con losde Roede-
reretal.,® en los cuales NAC inhibi6 la replicacion del
VIH en células estimuladas con ciertas citoquinas. Las
células CRFK/VIF, sin la estimulacion del TNF-a,
producen unacantidad constante de particulas virales
gue le permiten mantenerse vivas a pesar de la infec-
cién. Al descender el nivel de GSH en las células
infectadas con VIF, y ante el efecto del TNF-a, una
fuente exdgena de tiol como NAC o AA, pudo efecti-
vamente bloquear la replicacion viral. Poli et al.*? tam-
bién demostraron que NAC inhibid la replicacion del
virus VIH, a pesar del uso de lainterleuquina VI como
estimulador viral. Estos resultados sugieren que NAC
podria ser efectivo para mantener la latencia viral en
las células CRFK/VIF, posiblemente inhibiendo cier-
tas citoquinas estimuladoras de le replicacién viral en
lentivirus.

Al igual que con el uso de antioxidantes, el uso de
inmunosupresores como CsA y FK506 inhibié, en
forma similar, la replicacién viral y la apoptosis en las
células CRFK infectadas con VIF. CsA demostr6 blo-
quear lareplicacion del VIH mediante lainterrupcién de
la unién entre la proteina Gag del VIH y la CyPA;*% la
cual es importante para la replicacién viral.*® Es muy
posible que la CsA podria bloquear la replicacién del
VIF mediante launiéncon laproteinaGagdel virus,en
unaformasimilar asu accién conel VIH. La especula-
cion de esta hipdtesis es sostenida por trabajos de
Elder et al.,*” quienes con un detallado analisis de las
fracciones Gag y Gag-Pol del VIF, mostraron que este
virus parece ser una excepcion entre los lentivirus de
los no primates, y que lamatrizy lacapside del VIF son
muy similares a aquellas del VIH-1, el cual se une a
CyPA parasureplicacién.* Sinembargo, seria necesa-
rio realizar otros estudios para confirmar laasociacion
entre la proteina Gag de VIF con CyPA.
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Por otro lado, FK506, que se une a una proteina
diferente Ilamada FKBP, la cual no se combina con la
proteina Gag del VIH,® podria suprimir la replicacion
viral debido a su habilidad para inhibir la proliferacion
celular, como se ha informado en trabajos previos.®

En estos experimentos realizados con CsAy FK506,
se observé que la cantidad de particulas virales en las
células cronicamente infectadas con VIF descendio
notablemente y se inhibid la apoptosis. Sin embargo,
Bartz et al.,*® encontraron que analogos de la CsA
inhibieron sélo en un bajo porcentaje la replicacion
viral en su linea celular cronicamente infectadas con
VIH. Los resultados sobre los efectos antivirales de la
CsA y FK506 obtenidos en estas experiencias son
consistentes a los hallados por Karpas et al.,* quienes
usaron el VIH con un protocolo experimental similar
al del presente estudio. Sinembargo, los resultados de
Steinkasserrer et al.** difieren de los hallados en este
trabajo; ellos registraron una actividad antiviral de la
CsA y sus analogos, pero no con el uso de FK506. Sin
embargo, la concentracién de FK506 usada en sus
experimentos fue mucho menor a la usada en este
estudio (10 ng/ml). De lo expuesto, se puede sugerir
que los agentes que interfieren con la replicaccion del
VIF podrian tener un papel importante enel control de
la muerte celular por apoptosis. La infeccion por VIF
en los gatos, tiene un efecto directo sobre la poblacion
de linfocitos T,” con una pérdida selectiva de los
linfocitos CD4+.%2 El uso terapéutico de diferentes
farmacos para preservar a los linfocitos T, podrian
contribuirasubsanar lainmunodepresién en los gatos
infectados.

Estaevaluacion comparativain vitro, sobre los efectos
antiviralesdelosantioxidantes e inmunosupresoresaqui
citados, resulto ser interesante. NAC y AA inhibieron
significativamentelareplicaciondel VIFylaapoptosisen
células cronicamente infectadas. Con el uso de CsA 'y
FK506 durante los primeros dias del experimento, se
hallaronvaloresdelaactividad delaenzimaRT similares
alosencontrados en el tratamiento con los antioxidantes;
posteriormente, dichos valores se estabilizaron en nive-
les mayores que con el uso de NAC o AA.

Un importante hallazgo en esta investigacion es
que lasupresiondel VIF persistio durante el tiempoen
gue duro la suplementacion diaria de los farmacos
utilizados. Laremocidn de los farmacos de los cultivos
incremento los valores de RT virales, con el uso de
NAC o AA, larecuperacion llevé mas tiempo que con
el uso de los inmunosupresores, y no se alcanzaron los
niveles de los testigos durante el desarrollo del expe-
rimento. Por lo tanto, la presencia continua de los
farmacoses necesaria paramantener lasupresiondela
replicacion viral. NAC y AA tienen ambos una larga
historia en el uso humano y animal, y su seguridad y
accion farmacoldgica son bien conocidas.
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Los hallazgos en este trabajo muestran la eficacia de
cada componente sobre la replicacion viral y la apopto-
sis, lo que sugiere que el mejor camino para retrasar la
aparicion del sindrome de inmunodeficienciaadquirida
es a través del uso inteligente de una amplia gama de
terapias. Lo deseable seria la eleccién racional de una
combinacién de farmacos, donde deberiaconsiderarse la
interaccion de los farmacos entre si en términos de efica-
ciay toxicidad farmacoldgica, y un analisis de patrones
de resistencia. Los informes clinicos y experimentales
mas recientes aconsejan instaurar la terapia en los esta-
dios tempranos de la infeccion, cuando el sistema inmu-
ne esta relativamente intacto y puede actuar sinérgica-
mente con la quimioterapia en la lucha contra el virus.

El verdadero impacto de estos tratamientos en la
prognosis del gato infectado con VIF serd evaluado en
un futuro cercano con el aporte de datos clinicos sobre
el uso de los farmacos que se examinaron aqui.
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