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PADRONIZACAO DO ANTIGENO DE MONTENEGRO
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RESUMO

S&80 apresentados os resultados do teste de Montenegro realizados em 100 pacientes
clinica e parasitologicamente diagnosticados como portadores de leishmaniose tegumen-
tar americana, residentes em area endémica e em 30 individuos sem histéria clinica da
doenga, residentes em area ndo-endémica. Utilizaram-se antigenos com concentracdes de
10, 20, 30 e 40 pg de nitrogénio proteico por mililitro e salina mertiolatada como contro-
le. F()i observado que existe uma relacdo linear entre as areas médias das reacdes e as
concentracdes empregadas do antigeno. As reacdes obtidas com o antigeno de 40 pg N/
ml foram mais intensas e levaram a malor porcentagem de positividade. A fim de au-
mentar a sensibilidade da reacdo e de permitir uma comparacio entre os resultados ob-
tidos pelos varios pesquisadores em outras regides da Ameérica, os Autores sugerem a pa-
dronizacio do antigeno de Montenegro com base na dosagem do nitrogénio proteico,
cuja concentracido deve ser de 40 pg N/ml.

INTRODUCAO

CDU 616.993.161

Em 1926 MONTENEGRO ¢ introduziu na
pratica. médica com a finalidade de auxiliar
no diagnéstico de leishmaniose tegumentar
americana, uma reac2o alérgica realizada
através da injecdo intradérmica de uma sus-
pensdo de promastigotas mortas de Leishma-
nia braziliensis. Embora as publicacdes poste-
riores sobre esta reagdo sejam relativamente
numerosas (CORREA & AMATO NETO+; PI-
FANO 13; BARBOSA & col. 1), as modificacgoes
introduzidas na mesma nao resultaram na sua
padronizacdo de modo a permitir a compara-
c¢ao dos resultados obtidos por varios Autores.
Ngo existe nenhuma tendéncia para uniformi-
zacdo das técnicas de preparo do antigeno,
determinacido de sua concentracio e dos cri-
térios utilizados na’ interpretacdo dos resul-
tados.

O objetivo de nosso trabalho foi o de co-

lher dados que possam contribuir para a pa-
dronizacdo da reacio de Montenegro. Para is-
so foram realizadas em Aarea endémica de
leishmaniose tegumentar americana, Vale do
Rio Doce — Minas Gerais, Brasil, testes de
Montenegro com antigeno padronizado em
funcio do seu contetido proteico através da do-
sagem do nitrogénio. Foram utilizadas quatro
diferentes concentracbes do antigeno e estu-
dadas as relacbes quantitativas entre a con-
centracio do antigeno e a resposta obtida em
pacientes com; diagndstico elinico e parasito-
légico de leishmaniose tegumentar americana.

MATERIAL E METODOS

Material Humano

O teste de Montenegro foi realizado em
130 individuos, dos quais 100 procediam de
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area endémica e apresentavam lesbes cuté-
neas diagnosticadas, clinica e parasitologica-
mente, como leishmaniose tegumentar ameri-
cana. Trinta individuos controle residiam em
area nio-endémica e nio apresentavam his-
téria clinica de leishmaniose. Em ambos o0s
grupos a idade dos pacientes variou de 3 a 70
anos.

Antigenos

Os antigenos foram preparados com mas-
sas de promastigotas de Leishmania brazilien-
sis, cultivadas em meio de LIT, (CAMARGO 3)
lavadas 3 vezes em solucdo fisiolégica e cen-
trifugadas a 2.000 r.p.m. & 4°C por 20 minu-
tos. O sedimento foi resuspenso em solucéo
fisioldgica e submetido a acio de ultra-som
(freqiiéncia de 800 quiliciclos € o consumo de
energia de cérca de 30 watts) 10 vezes duran-
te 1 minuto, com intervalo de quatro minutos
entre uma e outra sonificacdo. A dosagem do
nitrogénio proteico foi realizada pelo proces-
so0 de ‘“nesslerizacdo”. A seguir foram feitas
dilui¢cdes do antigeno com volumes adequados
de salina mertiolatada para se obter concen-
tragdes de 10, 20, 30 e 40 pg N/ml.

Reacoes Intradérmicas

As reacoes foram realizadas injetando-se
intradermicamente 0,1 ml de cada concentra-
¢éo do antigeno e igual volume de solucio sa-
lina mertiolatada como controle, na face an-
terior do antebraco direito (antigenos de 10,
20 »g N/ml e salina mertiolatada) e esquerdo
(antigenos de 30 a 40 xg N/ml). A leitura foi
feita, 72 horas ap6s a injecfo. A positividade
da reacao fol indicada pela formacéo de vesi-
cula ou papula, ou uma area de infiltragéo
perceptivel pelo tacto. Os limites das infiltra-
¢oes foram marcados com tinta e transferidos

para um papel absorvente previamente ume-
decido. As areas delimitadas no papel foram
medidas segundo método proposto por PEL-
LEGRINO & MACEDO?Y.

Anilise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi reali-
zada através do teste de regressdo miultipla.
As variaveis foram as &reas das papulas, a
concentracdo do antigeno, sexo e idade dos
pacientes.

RESULTADOS

As porcentagens' de reacoes positivas e as
dreas meédias obtidag em cada concentracio
do antigeno séo apresentadas no Quadro I.

A anilise estatistica dos resultados obti-
dos mostrou que hi uma relacdo linear entre
as areas médias das papulas e a concentracgéo
do antigeno. A equacdo da reta de regressdo
fol a seguinte:

A = 137427 4+ 0,19495C, onde A = 4area
em cm2 e C= concentracio de nitrogénio pro-
teico em ug por mililitro de antigeno.

O coeficiente de determinacao desta equa-
c¢do foi da ordem de 18,9%, ou seja, 43,5% da
variacfo da 4rea das papulas é justificada pe-
la concentracio do antigeno.

Embora o erro experimental tenha sido
elevado o efeito da concenfracio fol signifi-
cativo (p < 0,01). Os efeitos de idade e sexo
nio foram significativos nesta analise.

-A possivel causa de erro foi & nao inclu-
sao da variacado individual na analise de va-
ridncia.

Nos individuos controles, em todas as con-
centracoes do antigeno, as reacdes foram ne-
gativas.

QUADRO I

Resultados da intradermorreacio de Montenegro realizada em 100 pacientes com leishmaniose tegumentar ameri-
cana ativa, com antigenos na concentracio de 10, 20, 30" e 40 yg N/ml

Concentracdo dos antigenos em pg de nitrogénio Areas médias Desvio Reagdes
proteico per mililitro de antigeno das papulas padrao positivas

em cms3 (%)

10 - 0401 0,207 59

20 w. 0,517 0,284 : 69

30 0,611 0,557 " T8

40 0,997 0,854 96

Salina 0,056 0,237 - —
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DISCUSSAO

Analisando os resultados obtidos com an-
tigenos de diferentes concentracdes de nitro-
génio proteico (Quadro I), observamos que a
resposta cutdnea ao antigeno ou seja” a in-
tensidade da reacdo é funcio de sua concen-
tracdo, dentro dos limites por nos utilizados
(10 a 40 pg N/ml), e que a intensidade de rea-
¢do e a porcentagem de positividade sdo maio-
res quando se utiliza o antigeno de 40 pg/N.

‘Padronizamos o antigeno de Montenegro
pela determinacido quantitativa do nitrogénio
proteico, método j4 utilizado por outros Auto-
res para padronizacio bioldgica de antigenos
(KAGAN & col.6). Os antigenos até agora uti-
lizados na intradermorreacdo de Montenegro
variam enormemente em sua concentracio e
de modo geral melhorias técnicas no preparo
e na purificacdo, tem sido introduzidas por
varios Autores (CORREA & AMATO NETO*4 e
PIFANO 3) mas sem nenhumsa preocupacio
com padronizacio.

Os testes quantitativos na reacio de Mon-
tenegro foram estudados inicialmente por
BUSS2 ¢ SALLES GOMES 15 que utilizaram
1.000.000 promastigotas por mililitro do anti-
geno, e mais tarde por ROTBERG 4 que fez
estudo detalhado sobre as diferencas na rea-
tividade do antigeno, em 55 casos de leishma-
niose tegumentar americana. Utilizou concen-
tracbes de 1.000 até 10.000.000 promastigo-
tas por mililitro de antigeno e observou rea-
¢Oes malis intensas com as maiores concentra-
¢oes, decrescendo com as diluicSes sucessivas.
Em nossa experiéncia também o antigeno
mais concentrado 40 pg N/ml mostrou areas
médias das papulas maiores (Quadro I).

Com a utilizacdo do antigeno de 40 ug
N/ml ndo encontramos reacdes duvidosas
mencionadas por PESSOA & PESTANAL2 ¢
cujo significado € discutivel. A intensidade de
reacdo sendo malor facilitaria enormemente
a leitura qualquer que seja o critério utiliza-
do para fazé-la: medida do didmetro das pa-
pulas (MENEZES & col. 7, BARBOSA & col.l);
determinacdo da édrea das papulas (FURTADO
& PELLEGRINO 5), critério que procura clas-
sificar as reacdes positivas em diferentes
graus (PESSOA 10; PESSOA & BARRETTO 11).

Somos levados a crer, baseando na expe-
riéncia de termos submetidos o antigeno a

uma estandardizacido em bases experimentais,
que nos inquéritos epidemiolégicos e em, diag-
nosticos individuais, o uso do antigeno de 40
#g N/ml permitiria detectar reacodes especifi-
cas mais fracas e aumentar a positividade
sem prejuizo para a especifii;]idade da reacdo.
Como se pode ver (Resultados) os 30 indivi-
duos utilizados como controles deram reacdes
negativas. A padronizacio do antigeno com
40 pg/N permitiria uma comparacio entre va-
rios trabalhos realizados em diferentes locais
do pais, o que até agora é extremamente di-
ficil ou praticamente impossivel de ser esta-
belecido.

Desejamos que nossos resultados possam
contribuir para  padronizacio do antigeno de
Montenegro, o que seria um importante pas-
so para a padronizacho da prépria técnica da
reacdo. Embora nio seja de absoluta especi-
ficidade, podendo dar reacdes falso-positivas
e falso-negativas, a reacdo de Montenegro é
extensamente empregada em pesquisas epide-
miolégicas, estudos de incidéncia, prevalén-
cia e ainda é o método indireto mais pratico
e seguro de diagnosticar leishmaniose tegu-
mentar americana nas condigbes de trabalho
nas zonas rurais, onde se localizam os princi-
pais focos endémicos da América.

SUMMARY

Standardization of the Montenegro antigen
for intradermal test in American
Leishmaniasis

One hundred- patients with active cuta-
neous leishmaniasis were skin-tested with
four concentrations (10, 20, 30 and 40 xg N/ml)
of the Montenegro antigen. Merthiolated sa-
line was used as control. Thirty people with-
out clinical histories of the disease were also
tested; all members of this control group fail- (
ed to respond to the antigen. ‘

In patients giving positive reactions to
the test, there was a linear relationship
between the mean area of the wheal and the
concentration of the antigen. The proportion
of positive reactions and the degree of cuta-
neous response were greatest when tests we-

- re performed with the 40 sg N/ml antigen.

In order that results from different parts
of America may be more readily compared, we
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propose that a concentrationpf 40 ug N/ml
should be adopted as the standard for Monte~
negro tests. At this concentration, the antigen
is highly sensitive without loss of specificity.
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