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Resistencia del virus de la hepatitis B a lamivudina y adefovir
en un paciente con hepatitis cronica B y antigeno e negativo
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RESUMEN

Paciente de 49 aiios, diagnosticado de hepatitis crénica B y
antigeno e negativo, al que a los 34 meses de tratamiento con
lamivudina, y coincidiendo con un aumento de la carga viral
del virus de la hepatitis B (VHB), se detectaron las mutacio-
nes M2041 y L180V, que confieren resistencia a dicho far-
maco. Se cambié el tratamiento a adefovir y a los 16 meses,
en un estudio de secuenciacion del VHB para conocer su ge-
notipo, se observo la mutacion N236T en la region de la re-
trotranscriptasa, que se asocia con resistencia a adefovir.
La carga viral del VHB en sangre en ese momento era de
3x10” U/ml.

El adefovir se considera el tratamiento alternativo a la lami-
vudina cuando aparecen resistencias a ésta. Es muy infre-
cuente la aparicion de resistencias al adefovir y en Espaiia
no se ha publicado todavia ningiin caso. Sin embargo, hay
que tener en cuenta esta posibilidad en pacientes que no res-
ponden al adefovir y confirmarla con un estudio de resisten-
cias del VHB.

LAMIVUDINE AND ADEFOVIR RESISTANCE

IN A PATIENT WITH HBeAG NEGATIVE CHRONIC
HEPATITIS B

We have studied a 49-year-old patient with a HBeAg-negati-
ve chronic hepatitis B in whom, after 34 months of treat-
ment with lamivudine and associated with an increase in the
serum hepatitis B virus (HBV) DNA, the lamivudine resis-
tance mutations M204I and L180V were detected. Lamivu-
dine was substituted for adefovir dipivoxil and after 16
months of treatment, in the course of a study to investigate
hepatitis B genotypes, the adefovir resistance mutation
N236T was detected. HBV viral load in this sample was 3 X
107 UI/ml.
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Adefovir is considered as the alternative treatment when la-
mivudine resistance is detected. Appearance of resistance to
adefovir is very unusual and in Spain, no case has been com-
municated yet. However, we must be aware of the adefovir
resistance in patients who do not respond to adefovir and it
must be confirmed with a resistance study, if possible.

INTRODUCCION

Los objetivos del tratamiento en los pacientes con hepati-
tis crénica B son principalmente suprimir la replicacién
del virus de la hepatitis B (VHB), normalizar los valores
de transaminasas y reducir la lesién hepdtica. La lamivu-
dina es uno de los tratamientos recomendados!, pero un
nimero elevado de pacientes no responden porque el
VHB desarrolla mutaciones que confieren resistencia a
este farmaco. Como tratamiento alternativo se utiliza el
adefovir dipivoxil, profarmaco oral del andlogo del nucle6-
tido adefovir. La resistencia a éste es muy infrecuente,
aunque tdltimamente se han publicado algunos casos?3. La
sospecha clinica de aparicion de resistencia puede confir-
marse mediante una prueba en el laboratorio que consiste
en la secuenciaciéon del VHB y que pone de manifiesto la
presencia de la mutaciéon N236T en la regién de la retro-
transcriptasa®.

Recientemente hemos tenido ocasién de estudiar a un pa-
ciente con hepatitis crénica B y antigeno e (HBeAg) ne-
gativo, en el que el tratamiento con lamivudina primero y
adefovir después no dio resultado, debido a la aparicién
de mutaciones en el VHB que conferfan resistencia a la-
mivudina primero y después a adefovir.

OBSERVACION CLINICA

Paciente asintomadtico de 49 anos, que acudié en 1999 a la consulta de
gastroenterologia por un hallazgo casual de transaminasas elevadas —as-
partato-aminotransferasa y alanina-aminotransferasa (ALT) de 50 y
86 U/, respectivamente—. No tenia antecedentes de transfusiones ni nin-
gin factor de riesgo para infecciones transmitidas por via parenteral.
Los marcadores seroldgicos de hepatitis virales fueron los siguientes:
antigeno de superficie del VHB positivo, HBeAg negativo, anticuerpos
contra el HBeAg positivos, ADN del VHB de 5,7 x 107 U/ml, anticuer-
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TABLA I. Evolucion del ADN del virus de la hepatitis B (VHB) y de las transaminasas a lo largo del tratamiento

Febrero Enero Septiembre Febrero Octubre Mayo Febrero Abril
de 1999 de 2000* de 2000 de 2001 de 2002° de 2003 de 2004 de 2005
ALT (U/T) 110 105 145 55 258 41 129 123
AST (U/) 65 66 100 41 178 39 76 135
ADN-VHB (U/ml) 107-108 7,1 x 107 53 x 107 <10° 5% 10° <10° 3x 107 3,6 x 107
Mutaciones L180M N236T N236T
M2041

ALT: alanina-aminotransferasa; AST: aspartato-aminotransferasa.
Valores normales de transaminasas: ALT, 5-40 U/l; AST, 4-50 U/I.
Inicio del tratamiento con lamivudina.

"Cambio de tratamiento con adefovir.

pos contra los virus de la hepatitis C y D negativos. Se efectué una
biopsia hepdtica que mostré hepatitis crénica B en fase de replicacion
viral (core nuclear citoplasmico del 20%) con leve actividad necroinfla-
matoria, indice de actividad histolégica de Knodell de 2 y estadio de fi-
brosis portal de 1 segun la clasificacion de Ishak. Se inici6 tratamiento
en enero de 2000 con 100 mg al dia de lamivudina. La carga viral fue
indetectable (< 10° U/ml, limite de deteccion de la técnica empleada) un
afio después, en febrero de 2001, y se mantuvo asi hasta octubre de
2002, cuando se detecté un aumento significativo (5 x 10° U/ml). En ese
momento se cambi6 el tratamiento a adefovir, a dosis de 10 mg al dia.
En mayo de 2003 la carga viral habia disminuido hasta valores indetec-
tables (< 10° U/ml) y la ALT estaba alrededor de 40-50 U/l en varias de-
terminaciones y asi se mantuvo hasta febrero de 2004, cuando se encon-
traron unos valores de ADN del VHB de 3 x 107 U/ml y un aumento de
ALT progresivo de aproximadamente 2 o 3 veces los valores normales
(tabla I). Hasta abril de 2005, fecha del dltimo control, la carga viral se
mantuvo en valores altos (oscil6 entre 3 x 107 y 1,1 x 10® U/ml). El pa-
ciente estuvo asintomdtico sin presentar datos de descompensacion he-
pdtica en ningiin momento. En mayo de 2005 se inicié tratamiento con
entecavir, a dosis de 0,5 mg al dia, en uso compasivo, y el adefovir se
retiré definitivamente en junio de 2005.

En un estudio retrospectivo en sueros de archivo para determinar los ge-
notipos del VHB e investigar el desarrollo de resistencias a la lamivudi-
na y el adefovir, se seleccionaron 3 sueros de este paciente. El primero
de ellos, correspondiente a octubre de 2002, coincide con un aumento
de la carga viral tras el inicio del tratamiento con lamivudina. El segun-
do de ellos, perteneciente a febrero de 2004, coincide con un aumento
de la carga viral tras el cambio de tratamiento a adefovir. Por ultimo, se
incluye un suero correspondiente al dltimo control, de mayo de 2005
(tabla I).

El ADN del VHB se midi6 por hibridacion (Digene Hybrid Capture II,
Digene Corporation, Gaithersburg, EE. UU.) hasta septiembre de 2003
y después mediante reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real
utilizando extraccién automdtica (Ampliprep y COBAS TAQMAN
HBV HPS, Roche Diagnostics, New Jersey, EE. UU.). El genotipo y es-
tudio de mutaciones del VHB se llevé a cabo por secuenciacion directa
(Trugene HBV Genotyping kit, Bayer Health care, New Cork, EE. UU.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este método amplifica un
fragmento en la region de la retrotranscriptasa, entre los dominios B y
E, regién que se solapa con la que codifica el antigeno de superficie,
pero no permite confirmar mutaciones de la regién del core, por lo que
no se ha podido confirmar que la cepa del VHB que infecté al paciente
fuera un mutante pre-core.

En las 3 muestras estudiadas la secuenciacion identificé el genotipo D.
Los resultados de las mutaciones, asi como los valores de las transami-
nasas, se muestran en la tabla I. Las mutaciones L180M y M204I se
asocian a resistencia a la lamivudina y la N236T a resistencia al ade-
fovir.

DISCUSION

Mediante secuenciacién se ha determinado que el VHB
del paciente pertenece al genotipo D. Este es el genotipo
mas frecuente en enfermos de hepatitis crénica en nuestro
pais®. Ademads, se ha confirmado que el fracaso terapéuti-
co (aumento de la carga viral y de valores de ALT), con
lamivudina primero y adefovir después, se debié a la apa-
ricién de mutaciones desarrolladas en el VHB a lo largo
del tiempo.

El tratamiento con lamivudina es eficaz en la mayoria de
los pacientes con hepatitis crénica B 'y HBeAg negativo®.
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Sin embargo, en este paciente no se obtuvo una disminu-
cion de la carga viral hasta un afio después de su inicio,
para luego mantenerse el ADN del VHB indetectable du-
rante aproximadamente un afio mas (tabla I). Después, en
el control de octubre de 2002, se observé un aumento im-
portante del ADN del VHB en sangre (5 x 10° U/ml) y de
la cifra de ALT. Ante la sospecha clinica de resistencia
fenotipica a la lamivudina, se decidié cambiar a adefovir.
La resistencia a la lamivudina se confirmé posteriormente
al encontrarse las mutaciones L180M y M?240I en el
VHB, coincidiendo con una elevacién de la carga viral y
de la ALT. Al instaurar el tratamiento con adefovir, ini-
cialmente hubo una buena respuesta, pues el ADN del
VHB volvi6 a disminuir a valores indetectables hasta fe-
brero de 2004, fecha en que se observé un aumento signi-
ficativo (3 x 107 U/ml), y asi continué hasta el dltimo
control. Este aumento de la carga viral del ADN del VHB
coincidié con la presencia de la mutacion N236T, que
confiere resistencia a adefovir. Por lo tanto, se puede afir-
mar que ésta aparecié antes de los 16 meses de tratamien-
to con adefovir. Como sefialan otros autores>* y hemos
confirmado en nuestro paciente, no se detectan las muta-
ciones L180M y M204I, asociadas a resistencia a la lami-
vudina, 2 afos después de abandonar este tratamiento y
es interesante tener en cuenta que el VHB con la muta-
cion N236T asociada a resistencia al adefovir es suscepti-
ble a lamivudina.

La monitorizacion del tratamiento de la hepatitis crénica
B se realiza estudiando la carga viral del VHB en sangre.
Si se consigue una disminucién hasta valores inferiores a
10° copias/ml y una mejoria de la hepatopatia, la respues-
ta al tratamiento se considera favorable’. Sin embargo, el
principal problema del tratamiento con lamivudina es la
aparicién de resistencias, que se evidencian con un au-
mento de la carga del ADN del VHB y con la falta de res-
puesta clinica o incluso con el empeoramiento del pacien-
te. El fracaso del tratamiento se asocia a la aparicién en el
VHB de las mutaciones L180M y M204I, solas o acom-
pafiadas de otras, en la region de la retrotranscriptasa.
Esta resistencia aparece a lo largo del tiempo en el curso
del tratamiento, pero al cabo de 5 afios puede ser muy
elevada, hasta del 69%38. El adefovir se considera el trata-
miento alternativo en estos pacientes precisamente por la
escasa probabilidad de que aparezca resistencia y por la
seguridad y eficacia de su uso’. Esta resistencia se asocia
a la mutacién rtN236T; es decir, en la posicion 236 de la
region de la retrotranscriptasa, el aminodcido asparragina
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estd sustituido por treonina. También se ha detectado otra
mutacién, alanina por valina en la posicién 181 de la po-
limerasa (rtA181V) en 2 pacientes en tratamiento con
adefovir, por lo que se cree que también esta mutacion se
asocia a resistencia a dicho farmaco!. Se considera que la
aparicién de resistencias es un hecho muy infrecuente en
el curso del tratamiento con adefovir, aunque es verdad
que hasta ahora no se han realizado muchos estudios que
contengan un nimero elevado de pacientes con un segui-
miento de su evolucién durante un periodo largo. Wes-
tland et al'! no encontraron ninguna resistencia a las 48
semanas de tratamiento. En el trabajo realizado por
Xiong et al*, a las 96 semanas de tratamiento sélo en 2 de
79 pacientes se detectd la cepa mutante rtN236T. Hadzi-
yannis et al'?, en un estudio publicado recientemente,
también sefialan que la aparicidn de resistencia al adefo-
vir es infrecuente y dan porcentajes del 0, el 3y el 5,9% a
las 48, 96 y 144 semanas, respectivamente. Aun asi, cree-
mos que es conveniente monitorizar a los enfermos cada
4-6 meses, sobre todo después del primer afio de trata-
miento. Cuando haya sospecha de fracaso terapéutico, se
debe estudiar la carga viral del ADN del VHB en sangre
y, si es posible, realizar un estudio de resistencias al ade-
fovir.

Hasta ahora, éste es el primer caso publicado en Espana
en el que se detecta la mutacidn rtN369T asociada a un
aumento de la carga viral del VHB y a fracaso en el trata-
miento con adefovir. Los estudios realizados hasta la fe-
cha indican que es muy raro que las mutaciones que con-
fieren resistencia aparezcan antes de los 12 meses de
tratamiento. Sin embargo, es previsible que se den a co-
nocer mas casos en el futuro, cuando el adefovir se man-
tenga durante periodos mds largos, como muestra el tra-
bajo realizado recientemente por Locarnini et al'3. Por el
momento, el Unico ensayo capaz de confirmar la apari-
cién de estas mutaciones es la secuenciaciéon del VHB y
actualmente no es una prueba disponible en la mayoria de
los laboratorios. En el futuro, si se confirma su utilidad y
se desarrolla una prueba de laboratorio més asequible, ba-
rata y facil de realizar, el estudio de las resistencias del

VHB deberia formar parte de la monitorizacion del trata-
miento de la hepatitis crénica B.
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