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Introduccio

La Fibrosi Quistica (FQ) és la malaltia genética més freqlient en la raca blanca (1,2). Amb una
prevalenca de 1:1.500-2.000 entre tots els nounats d'Europa Central i EUA A Catalunya la xifra
és de 1:5.750-1600 nounats vius (3 ). Des de 1985 se sap que el gen de la FQ esta localitzat en
el brac llarg del cromosoma 7, pero no va ser fins a 1989 quan un grup canadenc va especificar
el defecte genétic de I'afecciod.. Analisis seqliencials del gen han pogut identificar més de 1.800
mutacions relacionades amb la FQ (4 ). La freqiéncia i els tipus de mutacions varien en funcié
de les races i etnies.

L'anormal funcionament del gen de la FQ repercuteix en la proteina de membrana” cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator “(CFTR), que actua com un canal de clor que es
pot activar a través de la adenosinmonofosfat ciclic (AMPc)donant una impermeabilitat al clor
de la membrana cel-lular en epitelis ciliats en malalts de FQ. El seu anormal funcionament fa
que s'excretin menys ions clor a I'exterior de la cél*lula i que es reabsorbeixen més ions sodi, la
qual cosa condiciona, d'una banda, la concentracié idnica del moc i, en conseqiiéncia, estableix
una anormal diferéncia de potencial entre l'interior i l'exterior de les cél'lules afectades.
Existeixen també altres canals de clor alternatius, que s'activen pel calci intracel*lular i que es
comporten en individus amb FQ igual que en persones sanes, si bé no son capaces de
compensar de manera absoluta la secrecié de clor. En pacients amb FQ s'observa una major
diferéncia de potencial nasal (DPN) per aquesta excessiva reabsorcié de sodi, amb pérdua de
valéncies positives en la llum bronquial, el que duu a una major negativizacié dels valors de la
DPN respecte al interstici en comparacié dels individus sans. La CFTR s'expressa en les cél*lules
epitelials del pulmo, pancrees, glandules sudoripares i conductes deferents, on produeixen
alteracions concordants amb la clinica de la malaltia, els trastorns del transport ionic poden

també repercutir de forma diferent en els diferents organs.

Avantatges e inconvenients dels métodes diagnostics habituals.

Fins a la introduccié de la prova de cribatje neonatal per a la FQ, la majoria dels pacients (el
71% en EUA) s'establia el diagnostic de FQ durant el primer any de vida i en un 8% dels
pacients no s'establia el diagnostic fins als 10 anys d'edat. El diagnostic diferencial, des del punt
de vista respiratori, inclou altres entitats com immunodeficiencies primaries, discinesia ciliar
primaria o la sindrome de Young (1,5 ). Classicament, per arribar al diagnostic de FQ, es
realitza I'analisi del contingut d'ions sodi i clor de la suor per estimulacié amb pilocarpina; és la
denominada “prova de la suor”, desenvolupada per Gibson i Cooke en 19596 (8).

Una prova de la suor normal no exclou de forma definitiva la malaltia. En un 10% dels
adolescents sans s'obtenen valors de la suor alterats, per poder discriminar als pacients amb
FQ, s’ha de poder valorar la funcié de la CFTR, la mesura de la DPN, s’ ha mostrat Util per

mesurar aquesta funcid. Aquest fet ha motivat una série de canvis en els criteris diagnostics de



FQ en el consens de 1998 (10).Gracies a l'increment de l'index de sospita de la malaltia , la
possibilitat d’estudiar la funcid de la CFTR amb la prova de la mesura de la DPN, juntament
amb un millor i major desenvolupament técnic dels estudis genétics,que ha fet possible detectar
un nombre creixent de mutacions noves e inusitades del gen de la FQ que en el passat no es
tipificaven com caracteristiques de la malaltia. S'ha obert unes expectatives diagnostiques a
malalts amb clinica compatible, perd con fenotipicament complerta i prova de la suor normal o
al limit, que podria correspondre al 2% dels pacients(2) En aquests casos,sen se cap prova de
la funcié de la CFTR; la demostracié de mutacions de FQ en el gen de la CFTR (estudi genétic
lent i costds) permet el diagnostic definitiu.

Per aquest motiu es va desenvolupar la recerca d'un nou métode per al diagnostic de la FQ que
fos més sensible i especific en la demostracid in vivo d'un transport ionic anormal a causa de
un comportament patologic. Aixd ha obligat a canviar el concepte d'aquesta malaltia i a
considerar que la FQ comprén un espectre clinic molt ampli, augmentant el nombre de
diagnostics de FQ en un nombre creixent d'adults. La determinacié de la DPN s'ha introduit
recentment en |'Estat espanyol i sembla cada vegada es més (til en I'enfocament diagnostic de
la FQ donada la seva elevada sensibilitat, especificitat i valor pronostic (11).

Avui dia en molts paisos el diagnostic de FQ , es realitza ja, en el periode neonatal, gracies a les
técniques de cribatje neonatal, per la determinacié de la tripsina immunorreactiva en sang,
confirmant-se amb la deteccié de 2 mutacions en l'estudi genétic i/ o per 2 proves de la suor
positives. Encara que la majoria d'aquests lactants estan lliures de simptomes en el moment del
cribatje neonatal, experimentaran en el futur manifestacions cliniques propies de FQ.
Mesura de la diferéncia de potencial nasal.

Interes clinic.

En els ultims anys la capacitat per a detectar mutacions en el gen de la FQ i per a mesurar les
propietats bioeléctriques transepitelials que son la conseqtiéncia directa d'aquestes mutacions,
ha ampliat enormement l'espectre de la FQ. En 1981 el grup de treball dirigit per Knowles (12)
va desenvolupar una técnica per a diagnosticar la FQ, el denominat mesura de la diferéncia de
potencial transepitelial nasal (DPN).

L'epiteli ciliat respiratori (inclos I'epiteli nasal) regula la composicié de fluids de la superficie de
les vies respiratories mitjangant el transport actiu d'ions sodi i clor. Aquest transport ionic
genera una diferéncia de potencial transepitelial que pot mesurar-se in vivo, s'expressa en
milivoltios (mV), depén de la concentracié dels diferents ions i és negativa respecte a la
submucosa. La submucosa de tots els epitelis respiratoris és isoeléctrica, igual que el teixit
cel*lular subcutani. Per aix0 és possible prendre com valor de referencia (per a establir una
diferéncia de potencial transepitelial) qualsevol teixit subcutani en zones del cos huma de facil
accés.

Les anormalitats del transport ionic en I'epiteli respiratori de pacients amb FQ s'associen amb

un patré de DPN que és diferent del d'individus normals.



Aquesta és la rad fonamental per a I'Gs del DPN com ajuda diagnostica. Especificament 3 trets
distingeixen a la FQ:

1. Major valor absolut de diferéncia de potencial — el valor de fet és més negatiu —, la qual cosa
reflecteix un transport de sodi augmentat a través d'una membrana cel-lular relativament
impermeable al clor. Un valor absolut de DPN basal ostensiblement elevat és patognomonic de
FQ. En individus sans els valors se situen en al voltant de —20 mV i en els malalts afectats de
FQ son majors de —50 mV.

2. Major reducci6 de la diferéncia de potencial després de perfusion nasal amb un inhibidor del
canal de sodi (amilorida), la qual cosa reflecteix la inhibicid del transport accelerat de sodi tipic
dels pacients amb FQ (13,14). Les substancies bloquejadores dels canals de sodi com la
amilorida impedeixen de forma selectiva el flux d'ions de sodi en cél'lules epitelials després de
la inhalacio nasal. AL romandre els ions sodi en el costat luminal de I'epiteli ciliat, s'arriba a un
augment de la carrega positiva en aquesta zona, amb disminucié dels valors absoluts de DPN
(que de fet reflecteixen una menor negativitat).

3. Canvi minim o abséncia de canvi de la DPN en resposta a la perfusié de la superficie epitelial
nasal amb una solucié lliure de clor en conjunci® amb un betaagoniste (isoproterenol o
fenoterol), la qual cosa reflecteix la falta de secrecié de clor intervinguda per la CFTR (14,15).
A través dels simpaticomimétics que produeixen I'activacié de adenilciclasa i de I'AMPc

s'aconsegueix una estimulacié de clor en els individus sans, pero no en el pacients amb FQ.

Dispositiu:

Per realitzar correctament la técnica es precisa un voltimetre d'alta impedancia degudament
validat. Knowles va descriure el dispositiu inicial i posteriorment Hofmann, dirigit per
Lindermann, va desenvolupar un dispositiu simplificat (Tholy-Medicap®, Ulrichstein, Germany)
(16,17)

El dispositiu que utilitzem doncs, es el Tholy-Medicap®, Ulrichstein, Germany, que es un
voltimetre d’alta impedancia que precisa d’'un electrode de mesura per la presa de la senyal
bioeléctrica, que es col'loca a la superficie de I'epiteli nasal, i un electrode de referéncia
subcutani  Es un aparell compacte i portatil, que es pot fer servir a on hi hagi una presa de
corrent eléctrica. A més del voltimetre, I'aparell conté: un registrador controlat per un
microprocessador, amb una memoria integrada dels valors mesurats, i una impressora térmica

per enregistrar i documentar els valors mesurats.

Material fungible
«  Dispositiu :Tholy, Medicap®



»  Dos electrodes de plata/clorur de plata (Figura 1):
a. Eléctrode de mesura col*locat al llapis mesurador. Els eléctrodes es conserven
tubs de plastic plens d’ una solucié de clorur de plata saturada. Després de cada
us, aquesta solucid es substituida per una nova solucid de clorur de plata.
b. Eléctrode de referéncia,mes petit de tamany ,que connecta I'extrem a un
catéter subcutani intravends,que es col'loca a | * avantbrag. Perfundit amb
Riger .
. Espéculum nasal de ORL amb una font de llum freda (Storz, Germany).(Figura 2)
. Paper d'impremta térmic que porta incorporat el Dispositiu Tholy
. Solucié Ringer.

«  Aposit per fixar el catéter, coto, alcohol per desinfecciod i xeringues.

Diafragma a
Hilo de plata
Tubo de aislamiento
Depésito 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

(Figura 1)



(Figura 2)

Calibracio del voltimetre

Abans de cada mesura, s’ha d'efectuar la calibracié del voltimetre, i s’ha de comprovar la
eficacia i I’ estabilitat dels eléctrodes utilitzats. (figura 1)

El procediment es el seglient: es posen en contacte els extrems dels eléctrodes de referéncia i
de mesura per crear un curtcircuit, d'aquesta forma el voltimetre no detectara corrent;si
succeeix aquest fet, els eléctrodes es consideren aptes i el voltimetre ben calibrat. Es possible
que la pantalla registri un valor d’ uns pocs milivolts; llavors s’ha de polsar el botd: “0” per
equilibrar els eléctrodes assegurant-se de que estan en contacte.

Després de tornar els eléctrodes a 0, la pantalla tindra que mostrar un valor de 0 mV quan els

eléctrodes estiguin en contacte

Preparacio del malalt:

El pacient s’ha de trobar relaxat, assegut en un butaca comode, en posicid6 de la barbeta
recolzada en un optimetre, que permeti, la sortida de les perfusions, sen se molestar al pacient.
S’ha d’inspeccionar i explorar les dues narius. Si el malat patis una afeccié aguda del nas,
s’haura de retardar la prova una setmana.

Es col'loca I'electrode de referéncia en una nariu, de 0.5 cm a 2cm de profunditat, entre el
cornet inferior i la base del nas.

En la cara externa de l'avantbrac del pacient, un cop desinfectat, es col'loca el catéter de
referéncia, connectat a un catéter subcutani que s'introdueix al teixit, adipds subcutani, es
perfundeix amb una solucié de Ringer.

I s'inicia el procediment de mesura.



Procediment de mesura :

La DPN mesura la diferéncia de potencial entre el catéter col'locat al nas i el de referéncia a
I'espai subcutani.(19).

Primer es connecta el dispositiu, a la corrent, es connecten els eléctrodes al dispositiu, es
calibra el voltimetre i es passa a efectuar la mesura del DPN.

El pacient se seu a una butaca amb bracos i se I'hi inspecciona el nas, tal com hem explicat a
I'apartat.

A l'avantbrag, es posa el catéter subcutani, perfundit amb soluci6 de Ringer, connectat a I
electrode de referéncia que va connectat al voltimetre. Immediatament a la pantalla del
dispositiu Tholy, ha d’ aparéixer un valor de DPN, de pocs mV, que al mobilitzar el catéter han
de variar lleugerament.

L'electrode de mesura es posa entre el cornet inferior i la base nasal,a una distancia de 0.5 cm
a2cm, amb I’ ajut d ‘'un espéculum de ORL il'luminat amb llum freda. Aquesta posicio es a on
la lectura es maxima i mes estable (figura 3i4 )

Es comprova la correcta posicio de | ‘eléctrode, al tocar la part posterior del cornet inferior amb
I'electrode de mesura, la pantalla ha d’ indicar valors entre -5 mV i -10mV. Assolint que aquests

valors es mantinguin durant un minut. Es fixa immediatament.
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(Figura 3)



(Figura 4)

1.-Objectius

1.- Determinar els valors de DPN en el grup de malalts afectats de FQ, en el grup de portadors
de la malaltia i en el grup de bronquiéectasis difuses no filiades.

2.-Validar I'eficacia de la diferéncia de potencial nasal (DPN) per fer el diagnostic de la fibrosi

quistica (FQ) en els malats de la nostra area geografica de referéncia.

2.- Material i métodes:

Poblacio:

Varem estudiar 84,individus dividits en 5 grups:

Grup A: controls sans

Grup B: pacients pediatrics amb diagnostic de FQ

Grup C: pacients adults amb bronquiéctasis difuses no filiades amb prova de la suor negativa i
portadors de 1 mutacié CFTR

Grup D: Pacients adults amb bronquiéctasis difuses no filiades,amb prova de la suor negativa i
no portadors de mutacions CFTR

Grup E: Portadors sans d’'una mutacié de CFTR



Metodologia:
Instrumentalitzacio: protocol bronquiéctasis del Servei de pneumologia Parc Tauli
«  Avaluacio radiologica:Rx de torax, Rx de sins i TACHR(TAC d‘alta resolucid)
» Prova de la sacarina
«  Determinacio: alfa 1-antitripsina, Immunoglobulines i subclasses de la IgG
« Serologia Aspergil-losi
e Seminograma
« Biopsia nasal
» Prova de la suor
«  Estudi genétic

D'acord als segiients algoritmes (veure taula 1)

Bronquicctasias sistémicas.

/ 1\

Ig/subclases Test sudor Precipi.tinas
alfa-1-antitnipsina / \ aspergillus
Normal Patologico
Seminograma Fibrosis quistica
Test Sacarina Estudio genético
Azoospernila Sacarina patologica
Sacarina normal Motilidad alterada
Sindrome Discinesia
de Young ciliar primaria
(Taula 1)
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Si un pacient després d’ estar sotmés al protocol de I'estudi de les bronquiéctasi, no estava
filiat. On i havia una sospita de FQ, es passava a la determinacio del DPN.

Determinacio del DPN: en un voltimetre: THOLY Medicap, connectat a 2 eléctrodes, 1 de
referencia al teixit subcutani, a 'avantbrag i l'altre de mesura a la nariu. Només determinavem
els valors basals. No feiem les determinacions amb les perfusions, que hem citat en els apartats
anteriors.

Varem efectuar 4-6 determinacions de PDN basal a cada malalt: un total de 450
determinacions, 225 a la nariu dreta i 225 determinacions a la nariu esquerra, quedava ben
palés la capacitacid del técnic.

Valor final, mitja aritmética dels 2 valors d'ambdues narius.

Considerant valors de normalitat de DPN de -20 mV i pacients amb FQ: -50mv

Prova de la suor: a tots els pacients i als controls sans se’ls hi va determinar 2 proves de la
suor en 2 periodes de temps diferents.

Prova de la suor patologica > 80 meq Cl, valors limits entre 50 i 80 meq Cl. Determinacid per
bioguimica del Clor a la suor.

Estudi genétic: A tots els pacients se'ls hi va determinar un estudi genétic pel Gen de la CFTR.
Els malalts del grup A: controls sans, Rx de torax normal, Rx de Sins normal, Proves de la Suor
normals, Estudi genétic normal.

Els malalts del grup B i C: eren malalts amb bronquiéctasis difuses idiopatiques, seguint el
protocol diagnostic abans esmentat.

A tots els pacients se'ls hi va determinar un de 4 a 6 determinacions de DPN (2 a cada nariu).
Avaluacio estadistica:

1.- es va realitzar amb el paquet estadistic SPSS

2.- els resultats s’expressen en forma de: MEDIA +/- DS

3.- la comparacid entre grups: ANOVA amb la correccié de Bonferroni

4.- es va determinar el valor predictiu positiu(VPP) i negatiu(VPN), especificitat (E) i sensibilitat
(S) del DPN

3.-Resultats:

Estudi genétic i prova de la suor del grup de bronquiectasis amb 1 mutacid: 4 pacients

Proba de la suor mutacié
Malalt 1 45 meq CL Q178K/-
Malalt 2 40 meq Cl W1282X/-
Malalt 3 79 meq Cl 1807M/-
Malalt 4 71 meq Cl R1162L/-
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Pel DPN:
Sensibilitat: 91.7 %
VPP: 78 %

VPN: 92.3 %

Resultats del DPN entre grups:

grups A B C D E
N° 15 13 4 30 22
PDN -25+/-22,1 -62,1+/-16,7 -63,4+/-7,9 -46,7+/-16,02 -42,59+/-15,6

ANOVA, evidencia diferéncies estadisticament significatives intergrups,|’analisi posterior amb la
correcci6 de Bonferroni, va demostrar un diferencia estadisticament significativa (p < 0.05)

entre els grups B/D i B/E.

4.- CONCLUSIONS I COMENTARIS :

La sensibilitat i la especificitat son elevades

Un valor normal de DPN,ens permet descartar amb seguretat FQ,donat el elevat valor predictiu
negatiu.

En els nens afectes de FQ, el DPN, ha resultat tant sensible com la prova de la suor pel
diagnostic.

En les bronquiéctasis no filiades el DPN, ha estat més sensible que la prova de la suor, el que
ens ha permés un canvi de diagnostic dels pacients.

Hem pogut comprovar que 4 malats amb bronquiéctasis no filiades, portadors de 1 mutacio
CFTR, tenen valors de DPN, practicament superponibles al grup de FQ, amb prova de la suor
amb valors limits.

I comentavem que es necessitava un protocol estandaritzat, de mesura del DPN, amb un
cuidadés entrenament dels tecnics.

Aquests 2 Udltims comentaris ja estan aconseguits, doncs, el DPN ja esta protocollitzat i

estandaritzat.
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