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En la gran mayoria de los pacientes con fibrosis quistica
(FQ), el diagnéstico se sospecha por unos sintomas clinicos
tipicos y debe confirmarse mediante la determinacion en su-
dor de una concentraciéon de cloro elevada en 2 dias separa-
dos o mediante la identificacién de 2 mutaciones en un estu-
dio genético. Para evidenciar el anormal comportamiento de
la proteina de membrana CFTR (cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator), encargada del transporte de
cloro, se ha ideado la prueba de la diferencia de potencial
nasal (DPN), especialmente titil en pacientes con concentra-
ciones de cloro normales y en los que no se identifican las 2
mutaciones del gen de la FQ. Para la realizacion de la DPN
se requieren 2 electrodos conectados a un voltimetro (dispo-
sitivo de medida Tholy-Medicap®), uno colocado sobre la
mucosa nasal del cornete inferior, y otro en el tejido celular
subcutaneo del antebrazo. Un valor inferior a —40 mV se
considera patologico. Los valores obtenidos en sujetos sanos
no sobrepasan nunca este valor. Se precisan 2 determinacio-
nes anormales de DPN registradas en 2 dias separados para
aceptar la disfuncién de la CFTR. Pueden observarse falsos
negativos cuando la integridad del epitelio esta alterada. En
la FQ, tras la aplicacion de amilorida la diferencia de poten-
cial se reduce de modo més llamativo que en sanos, y la apli-
cacion de isoproterenol o fenoterol después de amilorida no
provoca respuesta debido al defecto genético que impide la
activacion de los canales de cloro.

Palabras clave: Fibrosis quistica. Diagndstico. Diferencia de
potencial nasal.

Nasal Potential Difference Test to Diagnose
Cystic Fibrosis

Cystic fibrosis is usually diagnosed based on suspicion
arising from a typical clinical picture and must be confirmed
by either a finding of high chloride concentrations in sweat
tests on 2 separate days or detection of 2 gene mutations.
The nasal potential difference (NPD) test has been proposed
to provide evidence of abnormal function of the cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR),
a receptor that forms a chloride ion channel. The test is
especially useful for patients who have normal chloride
concentrations in sweat tests and in whom 2 gene mutations
related to cystic fibrosis have not been detected. The NPD
test requires 2 electrodes connected to a voltmeter (a Tholy-
Medicap® device). One is placed on the nasal mucosa of the
inferior turbinate and the other is placed subcutaneously on
the forearm. A reading less than -40 mV is considered
abnormal, as values under that cut point are never found in
healthy individuals. Two abnormal NPD findings on separate
days are required for a diagnosis of CFTR dysfunction.
False negatives arise when the integrity of the epithelium is
altered. After application of amiloride, NPD decreases more
markedly in cystic fibrosis patients than in healthy individuals
and applying isoproterenol or fenoterol after amiloride
provokes no response in patients with the genetic defect that
prevents chloride ion channel activation.
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Introduccion

Con una prevalencia de 1:1.500-2.000 entre todos los
recién nacidos de Europa Central y EE.UU., la fibrosis
quistica (FQ) es la enfermedad genética mds frecuente
en la raza blanca'?. En Catalufia la cifra es de 1:5.750
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recién nacidos vivos®. Desde 1985 se sabe que el gen de
la FQ esta localizado en el brazo largo del cromosoma 7,
pero no fue hasta 1989 cuando un grupo canadiense es-
pecificé el defecto genético de la afeccién. En la actuali-
dad se sabe, sin embargo, que no existe un defecto gené-
tico inico. Mediante los analisis secuenciales del gen se
han identificado mds de 1.000 mutaciones relacionadas
con los sintomas de la FQ*. La frecuencia y los tipos de
mutaciones varian en funcién de las razas y etnias.

El anormal funcionamiento del gen de la FQ repercu-
te en la proteina de membrana cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator (CFTR), que actia como
un canal de cloro que se puede activar a través de la
adenosinmonofosfato ciclico (AMPc). La impermeabili-
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dad al cloro de la membrana celular en epitelios cilia-
dos en enfermos de FQ no se produce por la ausencia
completa de canales de cloro, sino por un trastorno ge-
nético de la activacién de los canales intracelulares y
afecta s6lo a los canales de cloro dependientes del
AMPc. Su anormal funcionamiento hace que se excre-
ten menos iones cloro al exterior de la célula y que se
reabsorban mads iones sodio, lo cual condiciona, por un
lado, la concentracién iénica del moco y, en consecuen-
cia, establece una anormal diferencia de potencial entre
el interior y el exterior de las células afectadas. Existen
también otros canales de cloro alternativos, que se acti-
van por el calcio intracelular y que se comportan en in-
dividuos con FQ igual que en personas sanas, si bien no
son capaces de compensar de manera absoluta la secre-
cién de cloro. En pacientes con FQ observamos una
mayor diferencia de potencial nasal (DPN) por esta ex-
cesiva reabsorcion de sodio, con pérdida de valencias
positivas en la luz bronquial, lo que lleva a una mayor
negativizacion de los valores de la DPN respecto al in-
tersticio en comparacién con los individuos sanos. La
CFTR se expresa en las células epiteliales del pulmén,
péncreas, glandulas sudoriparas y conductos deferentes,
donde produce alteraciones concordantes con la clinica
de la enfermedad, si bien los trastornos del transporte
i6nico repercuten de forma diferente en los distintos 6r-
ganos.

Ventajas e inconvenientes de los métodos
diagndsticos habituales

Hasta la introduccion de la prueba de cribado neona-
tal para la FQ, en la mayoria de los pacientes (el 71%
en EE.UU.) se establecia el diagndstico de FQ en el pri-
mer afio de vida y en un 8% de los pacientes no se esta-
blecia el diagndstico hasta los 10 afios de edad. El diag-
néstico diferencial, desde el punto de vista respiratorio,
incluye otras entidades como inmunodeficiencias pri-
marias, discinesia ciliar primaria o el sindrome de
Young!?. Clasicamente se ha venido realizando el anali-
sis del contenido de iones sodio y cloro del sudor por
estimulacién con pilocarpina; es la denominada “prueba
del sudor”, desarrollada por Gibson y Cooke en 195953,
Actualmente, sin embargo, se sabe que una prueba del
sudor normal no excluye de forma definitiva la enfer-
medad. En un 10% de los adolescentes sanos se obtie-
nen valores falsamente positivos® y el 2% de los pacien-
tes con un fenotipo “atipico” suelen presentar una
prueba del sudor normal®. En estos casos, la demostra-
cién de mutaciones de FQ en el gen de la CFTR (estu-
dio genético lento y costoso) permite el diagnéstico de-
finitivo. De ahi que se investigara en busca de un nuevo
método para el diagndstico de la FQ que fuera mas sen-
sible y especifico en la demostracién in vivo de un
transporte i6nico anormal debido a un comportamiento
patolégico de la proteina CFTR a través de algun epite-
lio del organismo, como es la prueba de la DPN. Esto
motivé una serie de cambios en los criterios diagnosti-
cos de FQ recogidos en el consenso de 1998'°. Ademds,
el incremento del indice de sospecha de la enfermedad
gracias a la prueba de la DPN, junto con un mejor y

34  Arch Bronconeumol. 2006;42(1):33-8

mayor desarrollo técnico de los estudios genéticos, ha
hecho posible detectar un nimero creciente de mutacio-
nes nuevas e inusitadas del gen de la FQ que en el pasa-
do no se tipificaban como caracteristicas de la enferme-
dad. Esto ha obligado a cambiar el concepto de esta
enfermedad y a considerar que la FQ abarca un espectro
clinico muy amplio, con lo cual ha aumentado el nime-
ro de diagnésticos de FQ en un ndmero creciente de
adultos. La determinacién de la DPN se ha introducido
recientemente en el Estado espafiol y parece cada vez
maés util en el enfoque diagnéstico de la FQ dada su ele-
vada sensibilidad, especificidad y valor pronéstico!'.

Finalmente, hoy dia en muchos paises el diagnéstico
de FQ se sospecha en el periodo neonatal, al incluir en
los programas de cribado neonatal la determinacién de
la tripsina inmunorreactiva en sangre, y se confirma por
la deteccion de 2 mutaciones en el estudio genético o
por 2 pruebas del sudor positivas. Aunque la mayoria de
estos lactantes estdn libres de sintomas en el momento
del cribado neonatal, experimentardn en el futuro mani-
festaciones clinicas propias de FQ.

Medicion de la diferencia de potencial nasal
Interés clinico

En los ultimos afios la capacidad para detectar muta-
ciones en el gen de la FQ y para medir las propiedades
bioeléctricas transepiteliales que son consecuencia di-
recta de estas mutaciones ha ampliado enormemente el
espectro de la FQ. En 1981 el grupo de trabajo dirigido
por Knowles'? desarroll6 una técnica para diagnosticar
la FQ, la denominada medicién de la diferencia de po-
tencial transepitelial nasal (DPN).

El epitelio ciliado respiratorio (incluido el epitelio
nasal) regula la composicién de fluidos de la superficie
de las vias respiratorias mediante el transporte activo de
iones sodio y cloro. Este transporte i6nico genera una
diferencia de potencial transepitelial que puede medirse
in vivo, se expresa en milivoltios (mV), depende de la
concentracion de los diferentes iones y es negativa res-
pecto a la submucosa. La submucosa de todos los epite-
lios respiratorios es isoeléctrica, al igual que el tejido
celular subcutdneo. Por eso es posible tomar como valor
de referencia (para establecer una diferencia de poten-
cial transepitelial) cualquier tejido subcutdneo en zonas
del cuerpo humano de ficil acceso.

Las anormalidades del transporte idnico en el epitelio
respiratorio de pacientes con FQ se asocian con un pa-
trén de DPN que es diferente del de individuos norma-
les. Esta es la razén fundamental para el uso del DPN
como ayuda diagndstica. Especificamente 3 rasgos dis-
tinguen a la FQ:

1. Mayor valor absoluto de diferencia de potencial
—el valor de hecho es mas negativo—, lo cual refleja un
transporte de sodio aumentado a través de una membra-
na celular relativamente impermeable al cloro. Un valor
absoluto de DPN basal ostensiblemente elevado es pa-
tognomonico de FQ. En individuos sanos los valores se
sitdan en alrededor de —20 mV y en los enfermos afec-
tados de FQ son mayores de =50 mV.
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2. Mayor reduccién de la diferencia de potencial des-
pués de perfusion nasal con un inhibidor del canal de so-
dio (amilorida), lo cual refleja la inhibicién del transporte
acelerado de sodio tipico de los pacientes con FQ!*!, Las
sustancias bloqueadoras de los canales de sodio como la
amilorida impiden de forma selectiva el flujo de iones de
sodio en células epiteliales tras la inhalacién nasal. Al
permanecer los iones sodio en el lado luminal del epitelio
ciliado, se llega a un aumento de la carga positiva en esta
zona, con disminucién de los valores absolutos de DPN
(que de hecho reflejan una menor negatividad).

3. Cambio minimo o ausencia de cambio de la DPN
en respuesta a la perfusion de la superficie epitelial nasal
con una solucién libre de cloro en conjuncién con un be-
taagonista (isoproterenol o fenoterol), lo cual refleja la
falta de secrecién de cloro mediada por la CFTR™15,

A través de los simpaticomiméticos que producen la
activacion de adenilciclasa y de la AMPc se consigue
una estimulacién de cloro en los individuos sanos, pero
no en lo pacientes con FQ.

Las ventajas y limitaciones de la técnica se exponen
en las tablas [ y II.

Material y método
Material

Dispositivos de medida de la diferencia de potencial nasal:
Tholy. Para realizar correctamente la técnica se precisa un volti-
metro de alta impedancia debidamente validado. Se utilizan di-
ferentes aparatos de medida. Knowles et al'® describieron el dis-
positivo inicial y posteriormente Hofmann et al'’, el grupo de
trabajo dirigido por Lindemann, desarrollé un dispositivo sim-
plificado (Tholy-Medicap®, Ulrichstein, Germany). Para el re-
gistro de la DPN mediante el Tholy se precisan un electrodo de
medicién para la toma de esta sefial bioeléctrica, que se colocard
en la superficie del epitelio, y un electrodo de referencia intrave-
noso o subcutdneo. Knowles et al'® demostraron que el epitelio
ciliado respiratorio de la mucosa nasal se corresponde cualitati-
vamente con la mucosa bronquial. La colocacién del electrodo
de medida sobre el epitelio ciliado respiratorio de la nariz deba-
jo del cornete inferior es tan adecuada como en la mucosa bron-
quial, y aquél es un punto de medicion relativamente facil de al-
canzar que permite objetivar ademds cambios en los valores de
DPN tras la administracién de farmacos locales.

Material necesario:

1. Un dispositivo de medida de la DPN Tholy, con lapiz
medidor para el registro del electrodo de medicién y un cable
de conexidn para la unién del electrodo de referencia (Medi-
cap®) (fig. 1). Es un aparato portétil que se puede emplear alli
donde exista corriente eléctrica (tanto 110 como 220 V). El
suministro eléctrico llega a través de una unidad transforma-
dora incorporada en el enchufe previsto.

2. Dos electrodos de plata/cloruro de plata (figs. 2a y b):

— Electrodo de medicién colocado en el ldpiz medidor.

— Electrodo de referencia (mds pequeflo) que permite conec-
tar en su extremo un catéter subcutdneo intravenoso.

Los electrodos se conservan en tubos de plastico llenos de
una solucién de cloruro de plata saturada. Después de cada
uso, esta solucién se desecha y sustituye por una nueva solu-
cién de cloruro de plata.

3. Suero salino isoténico (0,9%).

4. Apésito para la fijacién del catéter, algodon, alcohol para
desinfeccion y jeringuillas.
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Fig. 1. Dispositivo de medida Tholy.

5. Fuente fria de luz.
6. Espéculo nasal.
7. Papel térmico de impresion.

Instalacion: descripcion del aparato de medicion. El prin-
cipio del dispositivo simplificado de medida Tholy se basa en
la conexidn directa de un voltimetro de elevada resistencia
con un electrodo de medicién y un electrodo de referencia
fijo, con lo que la diferencia de potencial transepitelial puede
medirse mds ficilmente.

El dispositivo Tholy contiene un registrador controlado por
un microprocesador con una memoria integrada de los valores
medidos, asi como una impresora térmica para la impresion
de los valores medidos.

TABLA I
Ventajas de la medicion de la diferencia de potencial nasal

Es un método de medida facilmente reproducible y poco
invasivo

Cuantifica de manera directa las alteraciones fisiopatolégicas
de la enfermedad

El entrenamiento del técnico no es largo ni costoso

La tolerancia de la prueba es excelente

TABLA 11
Limitaciones de la medicion de la diferencia
de potencial nasal

La prueba no es fiable en caso de:
Inflamacién o infeccidn nasal (sinusitis o rinitis aguda)
Algunos tratamientos como la aerosolterapia con suero
hipert6nico, antibioterapia inhalada, amiloride y ADNsa
tienden a normalizar la diferencia de potencial en la fibrosis
quistica
Repetidas polipectomias, cicatrices nasales repetidas, etc.
pueden alterar o contraindicar la exploracién
La técnica puede ser dificultosa en caso de:
Pélipo nasal de gran tamaiio que dificulte la visualizacion
Edad: la técnica puede realizarse a cualquier edad, pero
en menores de 5 afos se requiere ligera sedacion y el catéter
serd de calibre inferior al utilizado en adultos
Los valores de la diferencia de potencial nasal se correlacionan con:
El estado clinico del enfermo (reagudizaciones respiratorias,
afectacion predominante respiratoria o digestiva)

La mutacion genética
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Calibracion del voltimetro. Para revisar, antes de una medi-
cidn, la eficacia y la estabilidad de los electrodos utilizados se
debe calibrar el aparato. El procedimiento es el siguiente: se
ponen en contacto los extremos de los electrodos de referencia
y de medicién para crear un cortocircuito, de modo que el volti-
metro no detectard corriente; entonces se consideran aptos estos
electrodos. Es posible que la pantalla registre un valor de unos
pocos milivoltios; entonces se debe pulsar el botén de “0” para
equilibrar los electrodos asegurandose de que estén en contacto.
Después de devolver los electrodos a 0, la pantalla debera mos-
trar un valor de 0 mV cuando los electrodos estén en contacto.

Procedimiento de medicion de la diferencia de potencial nasal

Preparacion de los instrumentos de medicion. Para impedir
que los electrodos de medicién y de referencia se sequen, el
material se debe preparar justo antes de realizar la prueba. Se
conecta el voltimetro a la red de corriente eléctrica y se co-

Diafragma a
Hilo de plata
Tubo de aislamiento
Depdsito de liquido
Tubo de teflon
Hilo de plata
Tubo de aislamiento Diafragma
Tubo de teflon Hilo de plata
Deposito
de liquido
Lapiz medidor
Recipiente
Conector hembra
a presion miniatura

nectan los electrodos. En caso de que la medicion no se reali-
ce inmediatamente, se debe proteger el electrodo para que no
se seque sumergiéndolo en la solucién provista.

Preparacion del paciente. En la cara externa de la parte su-
perior del brazo del paciente, una vez desinfectada la piel, se
introduce el catéter subcutdneo (preparado de forma aséptica)
en el tejido adiposo subcutdneo y se extrae la aguja de la bra-
nula que queda fijada con un apésito. Para una mejor toma de
contacto, se inyecta con una jeringuilla un pequefio bolo (2
ml) de suero salino dentro del catéter. Posteriormente se co-
necta el catéter subcutdneo al electrodo de referencia. Este
queda en contacto con el tejido subcutdneo humedecido con
la solucién salina (como resultado del llenado del catéter), de
tal modo que en la pantalla se debe visualizar un valor de
DPN de unos pocos milivoltios que, al movilizar el electrodo,
variardn ligeramente (pudiéndose alternar valores positivos
con negativos). De no ocurrir asi, se debe repetir el llenado
del catéter con suero salino.

Realizacion prdctica de la medicion de la diferencia de po-
tencial nasal. El conocimiento claro de la localizacién anat6-
mica de la zona es decisivo para la determinacion de la DPN
de manera precisa. Se debe doblar lateralmente la punta del
instrumento de medicién unos 20° segin la anatomia de la na-
riz, sin tocar la parte de ceramica del electrodo. Con la ayuda
del espéculo nasal, conectado a una fuente de luz fria, se exa-
mina el interior de la nariz del paciente. Para reconocer el cor-
nete inferior, la cabeza del paciente debe estar fija y ligera-
mente reclinada (figs. 3a y b). El electrodo de medida se

Fig. 2. Esquema de los electrodos de medida (a): el mas largo se utiliza
para el contacto con la mucosa nasal y el mas corto se coloca por via sub-
cutanea o intravenosa. Obsérvense (b) los electrodos conectados al apara-
to de medicién Tholy.
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Fig. 3. Obsérvense la anatomia de la zona y el trayecto del electrodo de
medicion hasta entrar en contacto con el cornete inferior (a), asi como la
posicion del paciente durante la introduccién del electrodo de medicién (b).
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Fig. 4. Para el diagnéstico de fibrosis quistica mediante la determinacién de la diferencia de potencial nasal, tan importante como el valor alcanzado es la
morfologia de la curva de medicién: a) curva aplanada correspondiente a una persona sana; b) grafica con una curva tipicamente caracteristica de fibro-

sis quistica.

introduce en la nariz aproximadamente de 3 a 5 cm bajo con-
trol visual por debajo del cornete inferior. Inmediatamente
después de iniciada la medicidn, al tocar la parte posterior del
cornete inferior con el electrodo de medicidn, la pantalla debe
indicar valores entre —5 y —10 mV. Si no es asi, se debe ajus-
tar el electrodo de medicion y/o recalibrar. En caso de estar
bien calibrado, se debe asegurar que el contacto del electrodo
de medicién con la mucosa nasal sea correcto. Se debe movi-
lizar lentamente el electrodo procurando mantener el mdximo
contacto con la mucosa, para buscar el punto con valores de
medida mds elevados y que permanezcan estables durante 2 s
como minimo. Cuando esto sucede se aprieta botén “End”
para imprimir los valores registrados. Es mejor que una se-
gunda persona pulse este botén para que la persona que reali-
za la medicién continde manteniendo la posicién del electro-
do de medicién en contacto con el epitelio. Si se pierde el
contacto epitelial antes de apretar el botén “End”, no se regis-
trard la DPN maxima. Este procedimiento no excederd de un
tiempo de 15-20 s en cada fosa nasal. Para efectuar la medi-
cién de la DPN de la otra fosa nasal, se repite el procedimien-
to utilizando el mismo electrodo y cambiando tnicamente la
orientacién del giro del electrodo.

Tan importante como el valor de la DPN es la morfologia
del trazado (figs. 4a y b). Las diferencias de potencial previs-
tas son de una magnitud de 0 a —100 mV. Si sobrepasan estos
valores, se ha de comprobar la posicién del electrodo de me-
dicién y del electrodo de referencia y repetir la medicion.

Interpretacion de resultados

Como con cualquier prueba de laboratorio que se uti-
lice para confirmar un diagnéstico, la DPN debe repetir-
se al menos una vez mds para ser aceptada como crite-
rio diagndstico. Ademds, cualquier laboratorio que
planifique establecer una DPN como herramienta diag-
noéstica deberia realizar un nimero suficiente de estu-
dios a fin de disponer de valores de referencia y asegu-
rar un adecuado rigor de la técnica. La cifra oscilaria
entre 300 y 400 determinaciones'®.

En el estudio de Hoffman et al'’ se efectuaron 312
mediciones de DPN en pacientes con FQ y 269 en con-
troles sanos. Estos mostraron unos valores medios (+
desviacién estdndar) de —22,1 + 7,3 mV, y los valores
de los pacientes con FQ fueron de —58,8 + 13,7 mV. Un
valor umbral para una posible FQ podria establecerse a
partir de 40 mV. Valores superiores (menos negativos)
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a —30 mV no apoyarian el diagnédstico de FQ. Valores
entre —30 y —40 mV obligan a repetir una vez como mi-
nimo la medicién, especialmente en casos de infeccion.
Un valor patoldgico unilateral (es decir, medido en una
sola narina) no suele resultar suficiente. Se ha observa-
do que en los pacientes con FQ pueden observarse fal-
sos negativos cuando la integridad del epitelio esta alte-
rada; en cambio, los valores obtenidos en sujetos
control no sobrepasan nunca los -40 mV.

En los pacientes con valores de DPN basal que se so-
lapan, la administracién de isoproterenol o fenoterol
después de amilorida por via nasal debe permitir discri-
minar entre sanos y afectados de FQ. Tras la aplicacién
de amilorida (bloqueador del flujo de sodio y acumula-
cion de valencias positivas en el lumen) la diferencia de
potencial se reduce en todos los pacientes, pero de ma-
nera mucho maés intensa y llamativa en los casos de FQ.
Después de la amilorida (bloqueador del transporte de
sodio), se administra isoproterenol o fenoterol, que in-
ducen una secrecién de cloro a través de la apertura de
los canales dependientes de cloro-AMPc. En el caso de
pacientes con FQ no se obtiene respuesta tras el fenote-
rol, ya que, debido al defecto genético, este canal no
puede activarse o se activa s6lo parcialmente 13,
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