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RESUMO

Leishmania amazonensis € um protozoario transmitido pela picada de insetos e causa lesdes de pele
em humanos e outros hospedeiros mamiferos, sendo considerado uma das mais importantes doengas
endémicas de Salide Pdblica. A radiacdo ionizante tem sido usada como uma excelente ferramenta
para matar estes parasites, bloqueando o seu crescimento pela quebra do acido nucléico (DNA) e
interrompendo o seu metabolismo respiratério. Neste estudo foram analisados os efeitos da radiacéo
ionizante sobre a morfologia da Leishmania amazonensis e a capacidade de infeccdo em modelo
experimental. Os parasitas radioesterilizados tiveram sua superficie de membrana preservada,
enguanto outras proteinas importantes foram destruidas. Estes resultados sugerem um novo modelo
antigénico que poderia ser usado como um possivel protocolo de vacina.
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I. INTRODUCAO

A Leishmania spp é um protozoério patogénico da
ordem Kinetoplastida e familia  Trypanosomatidae, que
causa diferentes doencas no homem, tendo agumas
espécies de vertebrados como reservatorios (LAINSON et
al., 1987). Atuamente a Organizacdo Mundia da Salide
estima que 12 milhGes de pessoas estdo afetadas pelas
vérias formas da leishmaniose, com cerca de 400 mil casos
novos por ano, sendo incluidas como uma das principais
endemias mundiais.

Transmitidos vetorialmente por insetos do género
Phlebotomus no Velho Mundo, e Lutzomyia no Novo
Mundo (STRICKLAND, 2000), estes protozoarios sdo
dimérficos, ocorrendo na forma promastigota no intestino
do inseto e na forma amastigota em células dos hospedeiros,
onde se comporta como um parasita intracelular obrigatério
(PIRMEZET, 1992).

As doengas humanas na Ameérica causadas por este
grupo de protozodrios sdo divididas em dois grupos. as
cuténess e as viscerais (kala-azar), com comprometimento
dos érgéos ricos em células macrofagicas, como o figado e
0 baco (TEIXEIRA, 1998).

Diversos trabalhos vém sendo realizados com o
intuito da descoberta de novos tratamentos, e ainda para
producdo de vacinas eficazes, o que seria um grande passo
para a medicina preventiva.

As vacinas produzidas com antigenos de parasitas
mortos ou com proteinas especificas mostraram-se pouco
eficazes e algumas, com baixa especificidade (MARZOCHI
et al, 1998; KHAL et al, 1989) quando comparadas a outros

métodos, como por exemplo, 0 uso de parasitas irradiados,
com radiacdo ionizante (ALEXANDER J, 1982).

A radiacdo ionizante possui acdo direta e indireta
sobre as moléculas celulares, sendo o efeito indireto,
através da radidlise das moléculas de agua, mais sensivel
nas solugdes diluidas na presenca de oxigénio, assim como
um efeito protetor de outras substancias orgéanicas presentes
na solucdo. Este fato mostra que o efeito fina dairradiacdo
das proteinas diferira de acordo com as condigdes de
irradiagdo (NASCIMENTO et al, 1996).

Trabalhos redlizados com parasitas irradiados

parecem ser mais eficientes uma vez que 0s protozodarios
perdem sua capacidade patogénica mantendo todos seus
aspectos morfolégicos iguais, conseguindo produzir
resposta especifica, demonstrando éxito da utilizacdo deste
tipo de antigeno num estudo vacinal com doses de 1500 Gy
deradiacdo ionizante (RIVIER et al, 1993).
Este trabalho teve como objetivo, estudar os efeitos da
radiac8o ionizante sobre as caracteristicas morfoldgicas da
Leishmania amazonensis, visando o conhecimento para o
desenvolvimento futuro de reagentes para tratamentos, ou
mesmo de uma vacina para este importante problema de
Satde Piblica. (MAYRINK et al,1979).
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Il.MATERIAL E METODOS

Todos os sais e demais reagentes usados foram de

qualidade pro-andlise, sendo a &gua utilizada purificada em
sistema Milli Q (Millipore), apresentando resistividade de
18.2 W. Reagentes especificos tém sua fonte citada ao longo
do texto.
Cultivo dos Parasitas: Foram utilizadas Leishmania
amazonensis, forma promastigota, cedidas pela Dra. Silvia
Celina Alfieri, do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Biomeédicas da USP, isolada de pata de
camundongo infectado e posteriormente mantida em meio
de cultura RPMI 1640 sem vermelho de fenol (Sigma®)
com 20% de soro fetal bovino, adicionado de 20 ng/ml de
Estreptomicina e 50 mg/ml de Gentamicina., Em estufa tipo
B.O.D. atemperatura de 24°C.

Animais. Foram utilizados camundongos isogénicos da
linhagem Balb/c, machos, com aproximadamente 20g,
mantidos com agua e alimento ad libtum. Esta linhagem foi
escolhida por ser suscetivel a infecgdo por parasitas do
género Leishmania.

Irradiacdo: O processo de irradiagdo foi realizado no
Centro de Tecnologia da radiacdo (CTR) do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN/CNEN-SP, em
fonte de ®Co (GAMMACELL, Atomic Energy of Canada,
Ltd.), de forma homogénea, em presenca de oxigénio, a
uma taxa de dose de 6,36 KGy/h. As doses utilizadas foram:
50, 100 e 200Gy sem atenuador; e 400, 800, 1500, 1600 e
3200Gy com atenuador de 90%.

Microscopia Eletrénica: A metodologia de Microscopia
eletrnica seguiu o protocolo de DUARTE eet al., 1992.
Amostras de formas promastigota de Leishmania
amazonensis normais e irradiadas com dose de 1500 Gy,
foram centrifugadas por 10 minutos a 1000 g, o
sobrenadante, retirado, e o pellet resultante foi fixado em
uma solug@o com 3% de glutaraldeido com formoldeido em
tampéo cacodilato (0,1 M, pH 7,0) por trinta minutos.
Posteriormente o material foi lavado trés vezes com tampéo
cacodilato com 2% de sucrose. As amostras foram ent&o
fixadas em Tetroxido de Osmio 2% por trinta minutos.
Apo6s nova lavagem por trés vezes, o material foi mantido
em 5% de acetato de uranil com 100% de etanol (solucéo
final: 2,5% de uranil, 50% de etanol) por cinco minutos,
seguido de nova lavagem por trés vezes em etanol 70%. Os
espécimes foram desidratados em 2,2 dimetoxipropano
acidificado com 0,05 ml de HCI (1 M) por cinco minutos,
sendo entdo colocados em solugdo de sulfato clprico anidro
por dois minutos. As amostras foram embebidas em acetona
Epon Polybed® com Araldite 502* (1:1) por trinta minutos,
e novamente mergulhados mais duas vezes nesta solucéo
por dez minutos. A polimerizacdo foi dada a 100°C por uma
hora. Corte semifinos e ultrafinos foram feitos e fixados em
acetato de uranil 70% em metanol.

A avaliagdo da morfologia das promastigotas apds o
tratamento com raios gama de ®Co foi realizada em
microscopio eletrénico (JEOL) localizado na Faculdade de

Medicina da USP. Os tubos contendo Leishmania
amazonensis irradiadas e outros contendo Leishmania
amazonensis nativas (ndo irradiadas) foram submetidos &
centrifugacdo de 400 g, sendo o sobrenadante retirado e os
pellets contendo os parasitas, fixados em glutaraldeido e
tetréxido de 6smio, e posteriormente incluidos em resina
Araldite para corte histol égico.

Extrato de Antigeno Soluvel (MINEO, 1982):
Centrifugaram-se culturas de Leishmania amazonensis em
tubos conicos até a obtencdo do “pellet”, e em seguida
foram adicionados 5 ml de agua destilada. A suspensio
diluida foi submetida a ultra-som (THORNTON-INPEC®) a
40 ciclos por periodos de 30 segundos em banho de gelo.
Apos a certificagcdo da lise completa dos protozodrios,
foram acrescentados 5 ml de solucédo de NaCl 0,3 M para
isotonizar a suspensdo e centrifugou-se a 10.000 g por trinta
minutos, a 4° C. O sobrenadante foi distribuido em
aliquotas de 0,5 ml e armazenado a—70° C.

Producdo de Anticorpos. In vitro inducible antibody
production - IVIAP: Sensibilizou-se uma microplaca de 96
pocos de fundo chato com extrato de antigeno sollvel, na
concentracdo de 10ng/ml, diluido em tamp&o Carbonato -
Bicarbonato 0,1 M esterilizado em filtro de 0,22 mm/
Millipore, pH 9, 0, (100 ni por poco), que foi deixada, por
24 horas em camara Umida a 4° C. Camundongos
imunizados com Leishmania amazonensis irradiadas com
1500 Gy de radiaco ionizante, tiveram o bago retirado (em
fluxo laminar - estéril), macerado, e as células esplénicas
homogeneizadas com meio RPMI 1640 acrescido de 50 mi
de Anfotericina B (0,25 ng), 50 m de Estreptomicina (200
mg/ml), 20 mi de Penicilina (10000 Ul), 35 n de b-
mercaptoetanol e 10% de soro fetal bovino. As células
foram colocadas em um tubo conico contendo 5 ml de
Ficoll-Hypaque (90 ml Ficoll/Sigma® + 20 ml Hypaque
50%/ Sanofi Winthrop Farmacéutica Ltda). Centrifugou-se
a solucdo a 800 g por 30 minutos, e o sobrenadante foi
retirado com uma pipeta Pasteur. Ressuspendeu-se o
“pellet” em 2 ml do meio, lavou-se  duas vezes  por
centrifugagdo (150 g por 10 min), e removeu-se uma
aliquota de células para determinar o nimero de linfécitos
viaveis por mililitro. Foi gjustada a concentragdo para 2 x
10° linfécitosml, e fez-se a contagem em Céamara de
Neubauer. A concentracdo foi ajustada para 2x10°
célulaml. A placa deixada em cédmara Umida para
sensibilizar foi ent&o lavada com PBSTL (Phosphate Buffer
Sdine + Tween + Leite em pd desnatado) estéril, e
bloqueada com BSA 2% por 1 hora a 37° C. Foi feita nova
lavagem com PBSTL estéril e colocou-se 100 m das células
previamente preparadas, acrescidas de 100 m de meio de
cultura por pogo. Novamente a placa foi incubada por 72
horas a 37° C na presenca de CO,. No tempo de 48 horas
adicionou-se 20 mi (1nC/pogo) de Timidina tritiada por
poco. Transferiu-se 0 sobrenadante para outra microplaca
(placa 2) para a redizacdo do ELISA (procedimentos
descritos  abaixo). Utilizando um transferidor semi-
automético (CELL HARVESTER -SKATRONP), foi feitaa
transferéncia do material da microplaca para um papel filtro
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(Filter MAT - SKATRON®). Apds totalmente secos os
papéis filtros foram colocados em tubos contendo liquido
de cintilacdo, e contados em um contador de particulas Beta
(b-cintilador).

Titulacdo dos  Anticorpos: Enzyme  Linked
Immunossorbent Assay (ELISA): Para realizacdo deste
teste foi utilizada a microplaca com o material transferido
dos ensaios de IVIAP. Apds todo o procedimento realizado
anteriormente, a microplaca foi incubada por mais 1 hora
em estufa 37° C, e ao final, foi realizado um novo ciclo de
lavagens com PBSTL por trés vezes. Foi aplicado
conjugado anti-lgG de camundongo na diluicdo de 1:20.
000 em PBSTL sob agitacdo. A placafoi levada aestufade
CO, a 37° C por mais uma hora. Lavou-se com PBSTL por
seis vezes e foi aplicado OPD (orto-fenilenodiamina 1
mg/ml, H,O, 0,03% em Tampéo fosfato — citrato 0,2 M pH
5,0) por trinta minutos em cdmara escura. Cinguenta
microlitros de HCl 4N foram adicionados para parar a
reacdo, e em seguida foi feita leitura em leitor de
microplacas em comprimento de onda de 492 nm. Os
resultados foram analisados em gréficos elaborados no
Graph-Pad Prisma 3.0.

PCR: Multiplex Polimerase Chain Reaction: Para a
amplificagdo do PCR seguiu-se seguinte o protocolo:
Preparacdo do mix com: 2,0 i de DNTP, 2,5 m de PCR
buffer, 1m de primers (sense e anti-sense), 15m de agua e
0,1 M de Taq Polimerase. Distribuiu-se 20m de mix por
tubo e acrescentaram-se 5m de amostra. Centrifugou-se a
11000 g por 1 minuto para sedimentar e evitar bolhas.
Colocou-se  no  termociclador.  Programagdo  do
termociclador: Temperatura de 95° C por 5 minutos para
desnaturacdo inicial. A seguir foram feitos 35 ciclos de 95°
C por 1 minuto (desnaturacdo), 54° C por 1 minuto
(anedling), 72° C (extensdo). Posteriormente, 72° C por 6
minutos para extensdo final, e finaAlmenteumtolda  4° C.
Extracdo do DNA (Trizol): Centrifugou-se a 10000 g a 4°
C, e adicionou-se 1 ml de Trizol por tubo contendo o tecido
de raspado da cauda dos camundongos desafiados com
parasitas integros. Colocou-se 200m de cloroférmio (Merk
M-119, 39g/ml) e agitou-se. Centrifugou-se novamente a
10000g a 4° C por 15 minutos. Descartou-se a fase aguosa
contendo RNA, e adicionou-se ao tubo 300m de etanol.
Centrifugou-se a 2000 g por 5 minutos a 4° C. Retirou-se a
fase fendlica, e ressuspendeu-se o pellet em 10 ni de agua.
Eletroforese: A reag8o de eletroforese foi realizada em gel
de agarose 6%,preparada com 10 ml de solucdo de
Acrilamida, 125 m de Persulfato de Amoénio, 30 m de
TEMED. O tampé&o de amostra (TBE 2,5X) foi preparado
com sacarose 40% (v/v) e Azul de Bromofenol (v/v),
filtrados em filtro de 22 nm. Feito o gel, as amostras foram
colocadas nos respectivos pogos sob uma corrente elétrica
de 90 V até a entrada no gel, sendo entdo gustada para 60
V até a visualizagdo das bandas. Terminada esta etapa o
materia foi fixado com uma solucéo preparada com: 1 mi
de Acido acético, 15 ml de etanol e 136 ml de &gua bi-
destilada, por 15 minutos. A coloragcdo do gel foi feita
utilizando Nitrato de Prata (0,3 g) adicionado de 50 ml de

agua bi-destilada por 5 minutos. O gel foi lavado com agua
bi-destilada por trés minutos. A revelag@o foi obtida com
uma solugdo de 2 ml de formol, com 4,5 g de hidroxido de
Sadio e 148 ml de &gua bi-destilada por aproximadamente 8
miNutos.

I11.RESULTADOS

Microscopia Eletrnica:

A Microscopia Eletronica foi readlizada em
Leishmania amazonensis normais e irradiadas com 1500 Gy
de radiagdo gama (Fig.1). A radiagdo causou uma total
destruicdo do nlacleo e do materiad citoplasmatico,
preservando, porém, a membrana plasmética e o
citoesquel eto dos parasitas.

%';

Figura 1. Microscopia eletronica de Leishmania
amazonensis, nativas (A) e irradiadas com 1500 Gy de
radiac8o gama (B).

Titulacdo de Anticorpos:.

Os ensaios imunolégicos realizados por ELISA
representados na Figura 2, referem-se a titulacdo de
anticorpos (Ac) produzidos por células esplénicas de
camundongos imunizados com Leishmania amazonensis
irradiada com doses de 800 Gy (ndo esterilizante) e 1500
Gy (idea para a completa esterilizagdo dos parasitas), e
submetidos ao desafio, 15 dias apds o dltimo indculo (dia
60).

Nos primeiros 60 dias houve um aumento
progressivo dos niveis de Ac dos animais imunizados com
parasitas irradiados com ambas as doses, seguido de uma
gueda destes titulos ap6s 0 desafio com parasitas viave's
(ndo irradiados).

Apo6s 15 dias do desafio, o titulo de Ac dos
camundongos imunizados com parasitas estéreis teve uma
desacel eracdo de sua queda e comegou a se estabilizar, uma
vez que ndo havia estimulo de parasitas viaveis.

Nos animais imunizados com parasitas irradiados a
800 Gy, os niveis de anticorpos aumentaram rapidamente
nos 20 primeiros dias, estabilizando-se por um periodo de
aproximadamente 25 dias e voltando a aumentar apds o
terceiro inéculo, isto porque o0s parasitas ainda vivos
desencadearam uma resposta imune nos camundongos, uma
vez que sob esta dose 0s parasitas continuam infectantes.
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Titulacdo de Ac (1:200)

—— 800 Gy
—— 1500 Gy

D.O. 492nm
il

Dias apo6s a infeccéo
Figura 2: Titulagdo da producdo de anticorpos, de
camundongos Bab/c imunizados com Leishmania
amazonensis, irradiadas com doses de 800 Gy e 1500 Gy,
submetidos a desafio no dia 60.

L esBes causadas pelos par asitas:

Camundongos inoculados com  Leishmania
amazonensis irradiada com dose de 800 Gy (n&o leta),
tiveram o aparecimento de lesdes no local do indculo para
imunizagdo, antes mesmo do desafio com parasitas viavels.
Por outro lado, camundongos inoculados com parasitas
irradiados com dose letal (1500 Gy), ndo sofreram o
desenvolvimento da doenga, mesmo apds o desafio com
protozoérios patogénicos (Figura 3).

Figura 3: Fotografia de lesdo causada na base da cauda de
camundongo Balb/c inoculado com parasitas irradiados com
dose de 800 Gy (A), cauda dos camundongos inoculados
com dose de 1500 Gy (B) onde ndo foi encontrada |esdo,
mesmo apas o desafio.

Multiplex-PCR:

A reacdo de Multiplex-PCR feita para confirmacdo
dainfeccéo por Leishmania amazonensis integras, mostrou-
se eficaz, conforme demonstrado na Figura 4. A amostra
retirada por raspagem, da base da cauda do camundongo
imunizado com parasitas irradiados com dose ndo
esterilizante (800 Gy) e posteriormente desafiado com
parasita hormal (a), apresentou um resultado compativel
com infecgdo por Leishmania amazonensis (La), e negativo
paraas outras especies (Lb e Lc).

Figura 4: Gel de eletroforese de uma reacdo de Multiplex-
PCR, apresentando bandas para diferentes espécies de
Leishmania. La = Leishmania amazonensis, Lb =
Leishmania brasiliensis, L¢c = Leishmania chagasi, e a =
amostra de raspado de pele retirada de um dos
camundongos infectados com L el shmania amazonensis.

IVIAP:

A proliferacdo celular in vitro de linfécitos viavels,
de bagos de camundongos normais, infectados com
Leishmania amazonensis patogénica e imunizados com
Leishmania amazonensis irradiada com 1500 Gy de
radiagdo ionizante, foi determinada por contagem de
emissdo de particulas beta, em um beta cintilador. Os
resultados est&o expressos na Figura 5:

Concentragéo de Linfécitos viaveis

7500 )
C—Inamero de

células viaveis

1
5000 =

2500

[3H] TdR uptake (c.p.m)

(o]

Normal Infectado Imunizado

Figura 5: Concentragdo de linfdcitos viaveis (produtores de
Anticorpo anti Leishmania amazonensis), em baco de
camundongos normais, infectados e imunizados.

ELISA:

Os ensaios imunoenziméticos foram realizados
para determinar a eficiéncia das células esplénicas em
produzir anticorpos in vitro, induzidas por inéculos com
Leishmania amazonensis esterilizadas com radiacdo gama
(1500 Gy). Os resultados apresentados na Figura 6 mostram
a eficiéncia destas células irradiadas em relacdo a dos
camundongos normais e infectados com Leishmania
amazonensis patogénica:
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Figura .6: Quantidade de Anticorpos produzidos por células
esplénicas de camundongos normais, infectados e
imunizados.

V. DISCUSSAO

Considerando-se que BONETTI et al., em 2000,
determinaram que a dose efetiva encontrada para total
esterilizagdo das Leishmanias era de 1500 Gy, bem acima
dos valores obtidos para esterilizagdo de células humanas
ou de outros protozoérios, foram realizados, neste trabal ho,
ensaios para avaliacdo morfoldgica dos parasitas. Por meio
de fotografias de microscopia eletronica, entre dois grupos
de parasitas (normais e irradiados com dose de 1500 Gy),
confirmou-se que apés a irradiacdo das formas
promastigotas da Leishmania amazonensis houve total
destruicdo de materiais nucléico e citoplasmético, gerando
perda de capacidade metabdlica e impedindo o parasita
respirar ou se reproduzir. No entanto sua membrana
citoplasmatica ndo sofreu alteracbes morfoldgicas, o que
representa que a célula continuou sendo reconhecida como
vidvel, pelas células apresentadoras de antigeno (APCs),
como o macréfago.

As fitas de DNA sdo mais radiossensiveis em
relacdo & demais proteinas da célula do protozodrio, isto se
deve, em parte, pelo processo mitético que expde as pontes
de ligagdo das duas fitas, permitindo uma agdo mais
destrutiva pelos radicais livres, formados na hidrélise, sobre
a molécula que por sua vez perde a capacidade de
reestruturacdo na presenca de oxigénio devido ao fato das
moléculas de oxigénio terem maior afinidade pelas ligactes
covalentes, provocando alteragdes conformacionais da
molécula.

Assim, uma vez gque os epitopos de classe MHC
(complexo maior de histocompatibilidade) do parasitas
utilizados pelas APCs para seu reconhecimento,
apresentam-se, quando estimulados, na membrana
plasmatica da célula, pode-se sugerir que este protozoério
permaneceu viavel do ponto de vistaimunol égico.

Assim, foi realizado um ensaio de producdo de
anticorpos em camundongos inoculados com parasitas
irradiados a 1500 Gy e desafiados com parasitas normais,
gque se mostrou mais eficiente em relacdo a producéo de
anticorpos ocorrida nos camundongos que receberam
imunizagcdo de parasitas irradiados com 800 Gy, dose ndo
eficiente para esterilizagdo das Leishmanias. Além do que,
0s camundongos inoculados com parasitas irradiados com a
menor dose adoeceram antes mesmo do desafio, enquanto
0s camundongos imunizados com o outro grupo de

protozoarios, ndo adoeceram em momento algum do ensaio.
Estes resultados mostram a eficécia do uso de protozoarios
esterilizados com radiacdo gama para possiveis estudos de
tratamento ou ainda uma vacina contra Leishmaniose
cutanea.

Outro ensaio realizado para atestar a capacidade
das células esplénicas desses camundongos na producdo de
anticorpos, a partir de indculos subcuténeos de Leishmania
amazonensis irradiada com doses de 1500 Gy de radiacéo
gama, foi o da proliferagdo de linfécitos in vitro, com
andlises de sua capacidade de produgdo de anticorpos. Estes
testes mostraram que as células de baco dos camundongos
imunizados com protozoérios irradiados sdo mais eficientes
na producdo de anticorpos, além de se proliferarem mais
gue as células dos camundongos inoculados com parasitas
viéveis.

E, para atestar a confiabilidade do método, foi
realizado uma reacdo em cadeia da polimerase, capaz de
diferenciar espécies do género Leishmania, do material
genético retirado por raspagem da lesdo provocada em um
dos espécimes estudados. Com a andlise de um gel de
eletroforese contendo amostras de diferentes espécies de
Leishmania e uma amostra do materia retirado de um dos
camundongos, ficou comprovado que as lesdes foram
realmente provocadas por parasitas da espécie Leishmania
amazonensis, e ndo por outra espécie do parasita.

V.CONCLUSAO

Depois de realizados estes ensaios,  ficou
comprovada a eficicia da radiaco ionizante em esterilizar
as formas promastigotas da Leishmania amazonensis, o que
pode ser muito Util em estudos futuros de producdo de
f&macos e até mesmo uma vacina contra leishmaniose
cuténea.

Demonstrou-se  ainda que 0s protozoarios
irradiados desencadearam uma resposta imunoldgica, em
camundongos suscetiveis, melhor que nos modelos
desafiados como na infeccdo natural da Leishmania. A
clulas esplénicas dos camundongos imunizados
reconheceram melhor os parasitas irradiados, sem, no
entanto o desenvolvimento de lesdo cutanea no local do
indculo, ou em qualquer outra parte do corpo dos animais.

Tanto na sua morfologia, quanto na sua
imunogenicidade, as cepas de Leishmania amazonensis
tiveram suas caracteristicas preservadas ou até mesmo
otimizadas, enquanto seu crescimento, reproducdo e
patogenicidade foram inibidos, o que demonstra a eficiéncia
do uso deste modelo de imunizag&o.
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ABSTRACT

Leishmania amazonensis is a protozoan transmitted by a
bite of a sandfly responsible for skin lesions in human and
other mammalian hosts, being considered one of the most
important endemic Public Health disease. lonizing radiation
shown to be an excellent method to kill these parasites,
blocking their growth by nucleic acid (DNA) break, and
stopping the respiratory metabolism. In this study, we
analyze the effects of ionizing radiation on the morphology
of the Leishmania amazonensis and the capacity of
infection in experimental model. The radio sterilized
parasites maintained their membrane surface preserved
while destroyed the other proteins needed to their life,
promoting the possible of anew antigenic model.
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