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DIFERENCA DE POTENCIAL NASAL: UM NOVO TESTE PARA DIAGNOSTICO
DE FIBROSE CISTICA

NASAL POTENTIAL DIFFERENCE: A NEW TEST FOR CYSTIC FIBROSIS DIAGNOSIS

Elenara da Fonseca Andrade Procianoy

RESUMO

Introdugao: Fibrose Cistica (FC) é uma doenga cujo diagndstico € essencialmente clinico, confirmada por dosagem de
cloro no suor acima de 60 mEg/L e/ou identificagdo das mutagdes do CFTR causadoras da doenga nos dois alelos. Casos
atipicos necessitam ser investigados através do exame da diferenca de potencial nasal (DPN). Na FC a DPN é mais negati-
va, ha maior despolarizagdo com o amiloride e pouca resposta ao isoproterenol.

Objetivo: Determinar os valores da DPN para portadores de FC e grupos controle.

Métodos: A DPN foi medida em 24 portadores de FC, 19 portadores de outras doengas ndo FC e 18 sadios e foram deter-
minadas a média e desvio-padrdo da DPN maxima, A amil, AGCI, Aiso, ACI, Aamil+iso e index DPN .

Resultados: A média da DPN maxima foi -32 mV no grupo FC, -14 mV no grupo Ndo FC e -16 mV no grupo Sadio
(P<0,0001). No grupo FC a média do A amil foi -18 mV, no grupo Nao FC -6 mV e no grupo Sadio -7mV (P<0,0001). No
grupo FC a média do ACI foi 4mV, 17mV no grupo N&o FC e 11mV no grupo Sadio. A média do index A amil + iso foi -
16mV e o index DPN foi 0,85 no grupo FC, comparado com -0,6 mV e 0,26 no grupo Nao FC e -2mV e 0,23 no grupo Sadio.
Conclusdes: O teste da DPN pode claramente diferenciar o grupo FC, com valores semelhantes aos descritos na literatura,
possibilitando seu emprego futuro como teste diagnostico complementar nos casos atipicos de FC.
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ABSTRACT

Background: Cystic Fibrosis (CF) is a disease whose diagnosis is essentially clinical, confirmed by measurement of sweat
chloride above 60mEq / L and / or identification of CFTR mutations that cause disease in two alleles. Atypical cases need to
be investigated by the nasal potential difference test (NPD). In CF the NPD is more negative, there is increased depolariza-
tion with amiloride (Aamil ) and a poor response to the isoproterenol (Aiso).

Aim: To determine the values of NPD for CF patients and control groups.

Methods: DPN was measured in 24 CF patients, 19 carriers of other diseases non-CF and 18 healthy and the mean plus
standard deviation of NPD maximum, A amyl, A@CI, Aiso, ACI, A amil+iso and index NPD were determined.

Results: NPD maximum in the FC group was -32 mV, -14 mV In the non-CF and-16mV in healthy group (p <0.0001). In the
CF group the mean Aamil was - 18mV, -6mV in the non-FC group and -7mV in healthy (p <0.0001). The ACI mean was 4mV
in CF group, 17mV in non-CF and 11mV in healthy. The average of the index A amil+iso was-16mV and DPN index was 0.85
in FC group compared with -0.6 mV and 0.26 in non-CF and -2mV, and 0.23 in healthy.

Conclusions: The test of DPN can clearly distinguish the CF group, with values similar to those described in the literature,
enabling their future use as a complementary diagnostic test in atypical cases of CF.
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O teste da medida da diferenga de potenci-
al nasal (DPN) mede in vivo a diferenga de po-
tencial existente entre o lado interno e externo
da célula epitelial da mucosa nasal, o qual é
comparavel a diferenga de potencial da mucosa
brénquica (1,2). O valor encontrado relaciona-se
ao transporte de ions através da membrana
celular, em especial os ions sédio (Na*) e cloro
(Cl-), sendo o lado mucoso mais negativo em
relagdo ao interior celular. Valores normais situ-
am-se em torno de -20 mV. Na fibrose cistica
(FC) o transporte do CI- afetado pelo defeito no
canal CFTR (Cystic Fibrosis Conductance
Transmembrane Regulator) e a hiperabsorg¢ao
do Na+ pelos canais ENaC geram uma DPN
mais negativa, cerca de duas vezes os valores
normais. Esta caracteristica tornou possivel
diferenciar os portadores de FC dos normais,

dos heterozigotos para mutagées da FC e dos
portadores de outras doengas respiratérias de
forma que a medida da DPN passou a ser utili-
zada como um teste complementar no diagnds-
tico de FC (3).

O diagndstico de FC é baseado em carac-
teristicas clinicas distintas e dosagem de cloro
no suor elevada ou identificagdo das mutagdes
conhecidas da FC nos dois alelos. Considera-se
elevada a dosagem de CI- no suor acima de 60
mEg/L e normal abaixo de 40 mEg/L. Valores
entre 40 e 60 mEqg/L sado considerados limitrofes
e deverao ser repetidos. A identificacdo das
mutagdes associadas a FC em cada um dos
genes da CFTR através de técnicas de biologia
molecular pode concluir o diagnéstico, quando
associado ao contexto clinico. Entretanto, o
grande numero de mutagdes descritas (mais de
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1800), muitas com potencial patogénico incerto,
e a variabilidade da frequéncia e distribuicdo
das mutagbes entre populagdes diferentes difi-
cultam seu uso. Desta forma, achado de uma ou
nenhuma mutagdo no gene CFTR nao exclui
FC. Nestes casos, a determinagao da anormali-
dade do transporte de ions mediado pelo CFTR
através do exame da DPN é fundamental (4,5).
Os achados esperados nos portadores de FC

sao: DPN mais negativa, despolarizagdo maior
do potencial em resposta a perfusdo do epitélio
com uma solugcdo contendo amiloride, droga
bloqueadora do canal de Na®, e auséncia ou
menor hiperpolarizagdo do potencial em respos-
ta ao estimulo da secreg¢ao do Cl- com o uso de
potencializadores do AMPciclico, como o isopro-
terenol (6) (figura 1).
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Figura 1- Curvas de resposta da DPN. 1a ) curva normal; 1b) curva FC

As técnicas para realizagdo da DPN dife-
rem entre os centros. Tentativas para padroni-
zagao do teste foram publicadas em 2004, com
orientagdes quanto ao equipamento utilizado,
drogas e solugdes instiladas, técnica do exame
e interpretagdo dos resultados da DPN (7,8).
Entretanto, a maioria dos centros que realiza os
testes incorporaram modificagées sugeridas na
literatura para adaptarem-se as condigcbes lo-
cais, propiciar mais conforto ao paciente e prati-
cidade ao executor do exame (9,10), mantendo
a reprodutibilidade do método. O método classi-
co da medida da DPN utiliza o eletrodo de refe-
réncia posicionado no tecido subcuténeo, en-
quanto os métodos modificados o utilizam sobre
uma area da pele apdés remogao da camada
coérnea (escarificagdo). O método classico posi

ciona o paciente sentado para que as solugdes
instiladas na narina escoem para fora em um
recipiente posicionado abaixo do seu queixo. O
método modificado posiciona o paciente em
posicéo reclinada para que as solugdes instila-
das na narina em fluxo reduzido possam ser
deglutidas pelo paciente, sendo mais confortavel
para o paciente e mais higiénica. Ambos os
métodos utilizam a perfusdo sequencial de solu-
¢bes eletroliticas e com drogas para avaliagdo
da resposta dos canais de sédio (ENaC) e do
cloro (CFTR) aos diferentes estimulos (6).

Com o objetivo de determinar os valores e
comparar os resultados realizamos a medida da
DPN em pacientes portadores de FC e dois
grupos controle: grupo de portadores de outras
patologias e grupo de normais.
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METODOS

Foi realizado um estudo transversal onde a
DPN foi medida em trés grupos: |) grupo FC; II)
grupo controle com doencga (Nao FC) e Ill) grupo
controle sadio (Sadio). No grupo FC, foram in-
cluidos pacientes em acompanhamento no am-
bulatério de FC do HCPA com diagndstico esta-
belecido por critérios clinicos, dosagem de ele-
trélitos no suor elevada e/ou pesquisa genética
positiva. No grupo Nao FC foram incluidos paci-
entes em acompanhamento no HCPA por outras
patologias, os quais haviam realizado dosagem
de eletrdlitos no suor para investigagao diagnos-
tica com valores negativos. No grupo controle
foram incluidos voluntarios sem sintomas suges-
tivos da doenca.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
do HCPA e registrado no Grupo de Pesquisa e
Pos-Graduagao sob n° 05-125. Todos os inclui-
dos assinaram termo de consentimento por es-
crito. Nao houve limite de idade, embora os
testes tenham sido preferentemente realizados
em maiores de seis anos, por razbes praticas.
Foram excluidas pessoas com rinite alérgica
sintomatica, polipose nasal, cirurgia nasal prévia
ou que tiveram infecgao viral das vias aéreas
nas duas semanas anteriores. Testes que nao
obtiveram qualidade técnica foram excluidos da
analise.

A técnica utilizada foi descrita por Leal (9).

Equipamento

Utilizou-se um voltimetro de alta impedan-
cia (10° a 10" Q) com capacidade de armaze-
nagem para 100 dados (Knick Portamess 913°,
Elscolab) e eletrodos de Ag/AgCl. O voltimetro
foi configurado para registro das leituras a cada
10 segundos. As medidas foram transferidas a
um computador através de um cabo e armaze-
nadas em um software especifico do voltimetro.
Para escarificagdo cutanea foi montado um apa-
relho portatil com uma broca dentéria de ponta
de diamante acoplada a um motor manual. O
eletrodo de referéncia foi posicionado sobre a
area escarificada com uma pequena camada de
creme condutor (Signa Creme® Electrode Cre-
am, Parker Laboratories Inc). O eletrodo de
medida foi posicionado dentro do canal maior de
uma sonda de Foley (Sonda Foley Siliconizada
Rush Gold) que foi preenchida pelo mesmo
creme condutor. A ponta desta sonda foi inicial-
mente posicionada abaixo da porgéo anterior do
corneto nasal inferior e progredida para dentro
da narina até obtencao do valor mais elevado da
DPN. Este valor foi considerado como DPN
maximo.

Solugées e drogas

As solugdes eletroliticas foram preparadas
de forma padrao com os seguintes constituintes:
solugdo A (solugdo com CI-): NaCl 115,2 mM,

CaCl2.6H20 1,2 mM, MgCI2.6H20 1,2 mM,
K2HPO4 2,4 mM, KH2PO4 0,4 mM e NaHCO3
25 mM; solugéo B (solugdo sem CI-): NaGluco-
nato 115,2 mM, CaGluconato 1,2 mM, MgSO4.
7H20 1,2 mM, K2HPO4 2,4 mM, KH2PO4 0,4
mM e NaHCO3 25 mM. O pH das solugbes foi
ajustado para 7,4, podendo variar entre 7 e 7,6.
Amiloride a 100 uM foi acrescentada a solugao
A e B e isoprenalina na dose de 10uM a solugao
B. As solugbes foram mantidas em banho-maria
para manter uma temperatura aproximada de
37°C. Apos estabilizacdo da DPN maxima as
solugdes foram instiladas na seguinte ordem: 1°)
solugdo A pura (solugdo A1); 2°) solugdo A com
amiloride (solugéo A2); 3°) solugdo B com amilo-
ride (solugdo B1) e 4°) solugdo B com amiloride
e isoproterenol (solugdo B2). As solugdes foram
instiladas na narina através da segunda via da
sonda de Foley que estava acoplada a sonda. O
fluxo utilizado foi 3ml/minuto e controlado por
bomba de infusdo. Cada fase durou aproxima-
damente 3 minutos. As solugdes acumuladas na
orofaringe do paciente podiam ser deglutidas,
sendo que nestas doses os medicamentos sao
inteiramente desprovidos de qualquer efeito
farmacolégico ou toxico sistémico. Sempre que
possivel, as duas narinas foram examinadas.

As seguintes medidas da DPN foram regis-
tradas: (1) DPN méaxima; (2) DPN basal: valor
estavel ao término da infusdo da solugéo A1; (3)
DPN pdés-amiloride: DPN ao término da infusédo
da solugédo A2; (4) DPN pds-zero cloro: DPN ao
térrmino da solugdo B1; e (5) DPN pds-
isoproterenol: DPN ao término da solugdo B2.
Os valores do delta amiloride (Aamil), delta zero
cloro (AQCIl) e delta zero cloro+isoproterenol
(Aiso) foram calculados através da subtragéo
dos valores. O delta cloro (ACI) foi calculado
pela soma do AGCI + Aiso. O valor do delta ami-
loride-isoproterol (Aamil + Aiso) foi calculado
pela soma dos valores. O index DPN foi calcu-
lado pela formula = e “</4@™ (11),

ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada com o
programa SPSS. Valores da média e desvio
padréao (DP) foram calculados para todos os
parametros da DPN: DPN maxima, Aamil ,
ADCI, Aiso, ACI, Aamil+iso e index DPN para
cada grupo. Comparagdo entre os trés grupos
foi realizada separadamente para cada paradme-
tro usando métodos de comparagao para um
nivel de significancia de 0,05. Para compara-
¢des multiplas, foi realizada analise de variancia
com o teste de Bonferroni.

RESULTADOS

Foram realizados testes em oitenta pacien-
tes. Dez pacientes ndo foram incluidos: quatro
por presenca de alteragdes da mucosa nasal,
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quatro por dificuldades técnicas durante a exe-
cucéo do exame e dois por nao terem concluido
o teste. Oito testes foram repetidos (um no gru-
po FC, dois no grupo Nao FC e cinco no grupo
Sadio). No grupo FC foram realizados trinta e
nove testes em vinte e quatro pacientes (14
femininos: 10 masculinos; idade de 3 meses a
28 anos) - quatorze pacientes realizaram o teste
nas duas narinas; dez em uma narina. No grupo
Nao FC foram realizados trinta e sete testes em
dezenove pacientes (6 femininos:13 masculinos;
idade de 4 a 97 anos) - dezesseis pacientes
realizaram o teste nas duas narinas; trés em
uma narina. As doengas apresentadas neste
grupo foram: bronquiolite obliterante: sete; cirro-
se: um; asma: um; hipotireoidismo: um; baixo
peso: dois; diarréia crénica: seis e bronquiecta-
sias: um. Um paciente com baixo peso e um
paciente com diarréia cronica repetiram o exa-
me. No grupo Sadio foram incluidos dezoito

pacientes (7 femininos:11 masculinos; idade de
5 a 33 anos), sendo realizados trinta e oito tes-
tes - quatorze pacientes realizaram o teste nas
duas narinas; quatro pacientes realizaram em
uma narina. O teste foi relativamente bem tole-
rado pelos pacientes, embora houvesse queixas
sobre o gosto das solugbes e um paciente tenha
apresentado vOmitos ao final do exame.

A média dos valores da DPN maxima foi -
32 mV no grupo FC, -14 mV no grupo Nao FC e
-16 mV no grupo Sadio, havendo diferenga esta-
tisticamente significativa entre os grupos FC e
os controles Nao FC e Sadios (P<0,0001). Hou-
ve uma pequena sobreposigao entre 0os grupos,
mas nenhum controle apresentou valor acima de
— 30 mV. Quatro pacientes no grupo FC apre-
sentaram DPN maxima abaixo de -20 mV (tabe-
la 1).

Tabela 1 — Diferenca de Potencial maxima e respostas as solugées (A) em portadores de fibrose cistica (FC),
portadores de doencas néo fibrose cistica (Ndo FC) e sadios (Sadios) - média + DP

FC Nao FC Sadios
N 39 37 38
Idade 3 meses a 28 anos 4 a 97 anos 5a 33 anos
BO, asma, cirrose, hipotireoi-
Patologias dismo, baixo peso, diarréia
cronica, bronquiectasias
DPN* -32+9 -14+4 -16+ 5
A amil* -18+8 -6+4 -7+4
AQCI* 3%5 11+8 T+7
Aiso* 05%5 5+3 4+3
ACI* 4+5 17+9 117
Aamil + iso* -16 + 10 -0,6 +4 -2%5
Index DPN* 0,85+0,23 0,26 +£ 0,92 0,23 +£ 0,20

DPN: Diferenga de potencial nasal; amil: amiloride; @CI: zero cloro; iso: isoproterenol; Cl: cloro; BO: Bronquiolite obliterante.

*P<0,0001

Os valores do A amil e ACI também foram
estatisticamente diferentes no grupo FC
(P<0,0001). O A amil reflete a maior despolari-
zacao da DPN devido ao bloqueio da absorgao
aumentada de sodio pelo amiloride existente
nos portadores de FC. No grupo FC a media foi
-18 mV, no grupo Nao FC -6 mV e no grupo
Sadio -7 mV. Os valores do ACI representam a
hiperpolarizagdo secundaria ao movimento do
Cl- através da membrana apical das células do
epitélio respiratério. No epitélio normal, este
valor aumenta apo6s indugdo de um gradiente
elétrico ou quimico nas células, através da per-
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fusdo com solugdes isentas de Cl-, na presencga
de amiloride, seguida de perfusdo com agentes
que aumentam o AMPc, como o isoproterenol.
Nos portadores de FC, ao contrario, a hiperpola-
rizacdo é menor ou ndo ocorre devido ao defeito
do canal CFTR. Estes valores se relacionam
com a gravidade do acometimento da fungéo do
canal. No grupo FC a resposta média foi 4 mV,
17 mV no grupo Néao FC e 11 mV no grupo Sa-
dio.

Wilschanski et al. (11) descreveram dois
novos parametros que consideram tanto o trans-
porte de Na* quanto do CI- na diferenga de po-

Rev HCPA 2011;31(2)



Diferencga de potencial nasal

tencial para melhor diferenciacéo entre os casos
de FC atipica e nao fibrocisticos: index A amil +
A iso e o index DPN. Entre os dois, o index DPN
teve um poder maior sendo estabelecido valor >
de 0,70 para FC. No nosso estudo, ambos os
indexes foram significativamente diferentes. A
média do index A amil + A iso foi -16mV e o
index DPN foi 0,85 no grupo FC, comparado
com -0,6mV e 0,26 no grupo Ndo FC e -2 mV e
0,23 no grupo Sadio. Considerando o limite de
0,70 para o index DPN os nossos resultados
mostraram uma sensibilidade de 92% e especi-
ficildade de 96%, as quais ja estdo presentes
desde o index DPN=0,50.

Os parametros analisados foram seme-
Ihantes aos descritos em outros estudos, embo-
ra com valores inferiores (tabela 2).

Tabela 2 - Valores da DPN (mV) para FC no HCPA e
nos estudos de Wilschanski e Standaert.

HCPA Wilschanski Standaert
DPN -32+9 432 -45 + 11
A amil -18+8 -26+2 30+ 11
AQDCI 3+5 5+1 2+2
Aiso 055 1+1 12
ACI 4+5 ND 3+3
Aamil + iso -16 £ 10 -25+2 ND
Index DPN | 0,85 +0,23 0,83+0,04 ND

DPN: Diferenga de potencial nasal; amil: amiloride; @CI: zero
cloro; iso: isoproterenol; Cl: cloro; ND: ndo determinado

DISCUSSAO

Os valores do teste da DPN obtidos pude-
ram claramente diferenciar os grupos. Conside-
rando-se as caracteristicas descritas para a FC,
obtivemos DPN méaxima mais negativa
(P<0,0001), em geral acima de -30 mV, resposta
exagerada ao amiloride em valores absolutos (P
<0.0001), em geral maior de -10 mV, e resposta
ausente ou menor ao isoproterenol (P<0,0001).
Esta é uma andlise inicial dos nossos dados, a
qual deve ser concluida assim que obtivermos
os resultados da analise genética dos cisticos,
para proceder as correlagdes entre fendtipo,
gendtipo e DPN. Até o momento, somos um dos
poucos centros no Brasil a realizar o teste da
DPN.

O teste da medida da diferenca de potenci-
al mede a situagao fisioldgica in vivo do gradien-
te eletroquimico no epitélio em estudo. Ao ser
realizado na narina, torna-se mais acessivel.
Porém, existem limitagcdes como, por exemplo, a

alta variabilidade dos resultados entre os dife-
rentes centros. Importantes consideragdes téc-
nicas devem ser levadas em conta, como apare-
Ihos validados e bem calibrados e solugdes
padronizadas (7,12,13). A temperatura e o pH
das solucdes testadas tém que ser controladas
(14). O fato de ser realizado sem qualquer anes-
tesia topica ou sedagao sistémica, dificulta que
seja realizado em criangas menores ou pacien-
tes pouco colaborativos. Presenca de patologia
nasal, tal como rinite alérgica ou polipose nasal,
mesmo quando pouco sintomatica, dificulta a
tolerancia do paciente a introdugao da sonda na
narina, além de poder gerar resultados falso-
negativos. Entretanto, tem a vantagem de ser
um exame seguro, ter um custo inferior a uma
pesquisa genética mais ampla e poder ser inter-
pretado no momento da realizagdo do exame.

A aplicagao do teste da DPN tem sua maior
importancia no contexto da FC. O teste é dina-
mico e representa um excelente complemento
diagnéstico nos casos de FC atipicos com varias
dosagens de eletrdlitos no suor de valores in-
termediarios e pesquisa de mutagdes do gene
CFTR pouco esclarecedoras. Ao conseguir ava-
liar a fungdo do canal de Cl-, o teste assume
outro papel importante: identifica pacientes por-
tadores de mutagdes no CFTR com funcéo resi-
dual do canal, o que pode estar relacionado ao
melhor progndstico e possibilidade de tratamen-
to com potencializadores ou corretores do CFTR
OU mesmo sua reposi¢cdo, como é o caso da
terapia génica. Atualmente, esta tem sido a area
de maior interesse da aplicacdo do teste da
DPN nos centros mais desenvolvidos.

Outras condi¢cbes associadas ao CFTR,
como a agenesia bilateral dos vasos deferentes,
pancreatite recorrente e aspergilose broncopul-
monar alérgica puderam ser mais bem compre-
endidas com a aplicagao do teste da DPN.

Em conclusdo, a realizacdo deste estudo
foi importante para identificagdo dos valores dos
parédmetros do teste da DPN no grupo de porta-
dores de FC ja diagnosticados do HCPA e nos
individuos normais ou com outras patologias. A
partir de agora, sua aplicagdo como teste diag-
nostico complementar nos casos atipicos torna-
se possivel, preenchendo uma grande lacuna
existente na pratica de atendimento destes pa-
cientes, para no futuro podermos identificar e
oferecer os novos tratamentos com fins curati-
vos da FC no nosso meio.
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