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Analisis cuantitativo del crecimiento y cambio morfométrico en poblaciones
de Leishmania chagasiy Trypanosoma cruzi mantenidos en cultivos axénicos

puros y mixtos
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Mirian Strauss* & Felix Tejero’

Las relaciones que se establecen entre géneros de la familia Trypanosomatidae en condiciones
de coexistencia en el mismo medioambiente pueden estar vinculadas a respuestas compensatorias inter-
poblacionales que incluyen cambios morfolégicos (diferentes estadios) y morfométricos (diferencias
mensurables). El analisis cuantitativo de tales respuestas en cultivos axénicos puros de Leishmania
chagasi y Trypanosoma cruzi, asi como en isomezclas axénicas de L. chagasi-T. cruzi mantenidas
in vitro, no ha sido abordado, desconociéndose por lo tanto, particularidades bioldgicas. Muestras
interdiarias de cultivo se fijaron, colorearon, observaron, digitalizaron y procesaron cuantitativamente.
Ademas de cuantificar las densidades poblacionales, se registraron las magnitudes numéricas de
variables morfométricas que, posteriormente, se analizaron con herramientas estadisticas. Los
resultados indicaron cambios especificos en las variables investigadas, asi como heterogeneidad
morfométrica entre los mismos morfotipos de los mismos géneros al ser mantenidos en cultivos puros
0 mixtos. Los modelos de cambio morfométrico de L. chagasi 'y T. cruzi en cultivos puros difieren de
los modelos de cambio morfométrico en los cultivos mixtos (L. chagasi-T. cruzi). Las metodologias
biométricas discriminan, en términos morfométricos, poblaciones del mismo estadio (morfotipo) en
ambientes diferentes.
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INTRODUCCION

Leishmania chagasi'y Trypanosoma cruzi son
los agentes etiologicos de importantes y heterogéneas
patologias humanas (WHO, 1990; WHO, 1991) que,
ademas, pueden establecer infecciones simultaneas en
mamiferos (incluyendo humanos) de la misma area
geografica (Travi et al., 1994; Corredor-Arjona et al.,
1999; Bastrenta et al., 2003; Mendes ef al., 2007).

Ladiversidad de la severidad de la Enfermedad
de Chagas y otras infecciones por tripanosomas, entre
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otras cualidades, ha sido atribuida al pleomorfismo
(Andrade, 1985; Brener, 1985; Guzman-Marin et
al., 1999; Ziccardi & Lourengo-de-Oliveira, 1999;
Karbowiak & Wita, 2004; Davies et al., 2005),
fenomeno que corresponde a la variabilidad celular que
expresa un genotipo originando diferentes fenotipos
como respuesta acomodaticia a las condiciones
ambientales (Overath ef al., 1983). Es mas, en el
torrente circulatorio de los mamiferos pueden coexistir
tripanosomas del mismo estadio, reconocibles
morfologica y morfométricamente (Urdaneta-Morales,
1983; Tyler et al., 1997; Urdaneta-Morales & Tejero,
1992). En el género Leishmania la situacion es un
tanto controversial. Urdaneta & Scorza (1982),
describieron especies venezolanas de Leishmania con
criterios morfométricos, y esta bien documentada la
heterogeneidad morfologica de los promastigotes en
el tubo digestivo de los Phlebotominae (Walters et al.,
1989; Killick-Kendrick & Rioux, 1991; Walters ef al.,
1993; Gossage et al., 2003; Bates & Rogers, 2004), a
pesar de lo cual Lukes ef al. (2007) establecieron que
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las leishmanias del grupo donovani son indistinguibles
en términos clinicos y morfologicos.

En este contexto de diversidad morfométrica,
Rohlf & Marcus (1993) y Adams & Funk (1997)
establecieron que, al margen de expresar las
caracteristicas genéticas de los organismos, podria
indicar multiplicidad de estadios de desarrollo,
diversidad de origenes geograficos e, incluso,
resultaria de la accion de efectos ambientales sobre los
organismos. Si bien la heterogeneidad genomica de los
Kinetoplastida se ha revisado (Simpson et al., 2000),
la diversidad morfométrica ha sido poco considerada.

El estudio de la dimensionalidad de los
Trypanosomatidae, incluyendo L. chagasi y T. cruzi,
historicamente se ha restringido al registro puntual
del tamafio en un momento particular del ciclo de
vida (Vickerman, 1976; Vickerman & Preston, 1976;
Lom, 1979; Molyneux y Ashford, 1983; Gardiner,
1989; Ashford y Crewe, 2003; Tayler & Engman,
2001; Kochhar, 2004). No obstante, Urdaneta-Morales
& Tejero (1992), caracterizaron morfométricamente
secuencias pleomorficas en los tripomastigotes
hematozoicos de 7. rangeli, un parasito que segun Guhl
etal. (1987), complica las infecciones humanas por 7.
cruzi.

A pesar de estos antecedentes, el analisis
cuantitativo del cambio morfométrico como funcion
del tiempo que se presenta en cultivos puros de L.
chagasi y T. cruzi, asi como en cultivos mixtos (L.
chagasi-T. cruzi) esun tema no investigado que merece
atencion por cuanto Duran et al. (2009), demostraron
que L. chagasi, T. cruzi e isomezclas de L. chagasi'y
T. cruzi mantenidas in vitro utilizan diferencialmente
los sustratos troficos del medio de cultivo. Asi, la
caracterizacion cuantitativa del cambio morfométrico
pudiera ser util en el disefio de estrategias de control
de estos importantes parasitos humanos.

Mediante la estimacion del crecimiento de
las poblaciones y del registro numérico de variables
morfométricas indicadas por Hoare (1972), en este
trabajo se investigaron las caracteristicas cuantitativas
del cambio morfométrico a lo largo del desarrollo
de poblaciones de L. chagasi y T. cruzi mantenidas
en cultivos axénicos puros, asi como de isomezclas
axénicas L. chagasi-T. cruzi.
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MATERIALES Y METODOS

Se emplearon las cepas MHOM/BR/74/
PP75 de L. chagasi e Y de T. cruzi. Los parasitos se
mantuvieron en medio bifasico “Brain Heart Infusion”
(BHI) con fase liquida de NaCl 0,85% y glucosa 1%
a la que se afiadieron 0,1 mg/mL de gentamicina, 100
IU/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina y
250 png/mL de anfotericina B, todo a pH final 7,4 +0,2.
Los experimentos consistieron en tres grupos: cultivos
axénicos puros de L. chagasi, cultivos axénicos puros
de T cruzi y cultivos axénicos mixtos L. chagasi-T.
cruzi (1:1).

En la fase liquida del medio BHI se sembraron
0,2x10°¢ flagelados/mL provenientes de cultivos
que se encontraban en el punto medio de la fase de
crecimiento exponencial. Los cultivos se realizaron en
matraces Erlenmeyer de 500 mL con tapa de rosca no
apretada provistos de medio bifasico BHI, mantenidos
a 26°C en reposo (s6lo se agitaron con movimientos
elipticos al momento de tomar las muestras) y sin
mezcla particular de gases.

Interdiariamente durante 35 dias, de la fase
liquida de cada grupo experimental (L. chagasi, T.
cruzi y L. chagasi-T. cruzi) se tomaron 10 pL; con
SuL se cuantifico el crecimiento de las formas viables
(Freshney, 1987) en camara de Neubauer (400x) y
con los SuL restantes se hicieron extendidos sobre
portaobjetos que se fijaron (glutaraldehido 0,25% en
amortiguador fosfato salino glucosado) y colorearon
(Giemsa 10%).

Los extendidos fueron observados en
microscopio optico (1000X) provisto de camara
digital. Siguiendo un patron de avance sistematico
(Gundersen, 1978; Miles, 1978), se registraron 60
promastigotes/extendido en el cultivo puro de L.
chagasi, 60 epimastigotes/extendido en el cultivo
puro de T cruzi, asi como 30 epimastigotes/extendido
y 30 promastigotes/extendido en el cultivo mixto (L.
chagasi-T. cruzi). Los argumentos establecidos por
Fernandez (1996) garantizaron la pertinencia del
tamafio muestral y la robustez del analisis estadistico
realizado. En cada uno de los parasitos se determino la
magnitud numérica de la longitud total (LT), la longitud
corporal sin incluir el largo del flagelo libre (LC), el
ancho maximo a nivel del nucleo (A), la distancia
que separa el extremo anterior del centro del ntcleo
(AN), la distancia que se encuentra entre el extremo
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posterior y el centro del nicleo (PN), la distancia que
hay del centro del ntcleo al centro del cinetoplasto
(CN), la distancia que se encuentra entre el extremo
anterior y el centro del cinetoplasto (AC), la distancia
que se encuentra entre el extremo posterior y el centro
del cinetoplasto (PC) y la longitud del flagelo libre
(F), tal cual lo establecié Hoare (1972). Ademas, se
calculd la superficie del nucleo (SN), la superficie del
cinetoplasto (SC) y la superficie total sin incluir el
flagelo libre (ST).

Si bien los conteos del nimero de organismos
viables por mililitro de sobrenadante se realizaron con
todos los estadios observados, el registro dimensional
y el calculo de las superficies so6lo se hizo con
promastigotes (L. chagasi) y epimastigotes (7. cruzi),
ya que la metodologia empleada no permite diferenciar
interespecificamente los otros estadios observados
(amastigotes, esferomastigotes y formas aberrantes).
Los registros numéricos y los célculos de las superficies
se hicieron sobre imagenes digitales empleando el
programa de dominio ptblico “Image Processing and
Analysis in Java” (Imagel).

El tratamiento cuantitativo se emprendié con
Analisis de la Varianza (ANOVA) (Sokal & Rohlf,
1995), Analisis de Residuos en Tablas de Contingencia
(ARTC) (Bulla, 1981; Bulla, 1995), Ajuste Local
Ponderado por el método de los Minimos Cuadrados
(LOWESS) (Cleveland, 1979; Cleveland & Devlin,
1988) y Analisis de Componentes Principales (ACP)
(Jolliffe, 1986). Las pruebas estadisticas se realizaron
con los programas Statistica 7.0 y MVSP 3.1.

Los experimentos por triplicado se repitieron
tres veces con lotes diferentes de parasitos y medio de
cultivo.

RESULTADOS

La cinética de cambio en la densidad de las
poblaciones muestra los picos maximos y minimos del
numero de organismos viables/ml, asi como el tiempo
requerido para alcanzarlos; los resultados sugieren
diferencias entre los tres grupos experimentales.
Notese ademas que la curva correspondiente al cultivo
mixto (L. chagasi-T. cruzi) pareciera diferir de sus
contrapartes puras. No obstante los rangos de error
estandar insintan similitudes consistentes, al menos
en porciones particulares de las curvas (Fig. 1).
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El analisis de los puntos que configuran
la Fig. 1 se acometi6 mediante un ANOVA de una
via, prueba que con base en la varianza global
observada, compara la significancia de las semejanzas
o diferencias de las medias de mas de dos conjuntos de
datos (Sokal & Rohlf, 1995); los resultados obtenidos
indican claramente que al menos dos de las medias
representadas en la Fig. 1, son diferentes (Tabla I).

Los resultados de la Tabla I, si bien indica
diferencias significativas en las medias, no aporta
informacién referente a la dindmica del cambio en
si. En consecuencia, se procedié con un ARTC,
ensayo que, mediante el estadistico y?, estudia la
diferencia entre valores observados y esperados
(residuos) evaluando la desviacion de la hipotesis de
independencia u homogeneidad (Bulla, 1981; Bulla,
1995); el ARTC compara cuantitativamente los perfiles
de las curvas de la Fig. 1. En el ARTC (Fig. 2) las barras
representan los perfiles de las curvas examinadas (L.
chagasi, T. cruziy L. chagasi-T. cruzi). Si el residuo de

Tabla I. Resumen del Analisis de la Varianza sobre
los datos de cambio temporal del nimero de
organismos viables por mililitro de sobrenadante
de medio “Brain Heart Infusion”. F: F de Fischer;
P: probabilidad asociada; significancia P < 0,05.

F P
Leishmania chagasi (cultivo puro) 8,133 0,000
Trypanosoma cruzi (cultivo puro) 7,488 0,000
L. chagasi-T. cruzi (cultivo mixto) 10,507 0,000

Fig. 1. Numero de organismos viables por mililitro
de sobrenadante de medio Brain Heart Infusion.
Leishmania chagasi: ® ; Trypanosoma cruzi: m ; y
Leishmania chagasi-Trypanosoma cruzi: A . Los
intervalos corresponden a los errores estandar.
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una barra es 0, la barra no aparece representada. Por su
parte, si una barra sobrepasa la linea punteada, implica
que existe diferencia significativa en el residual. En
la figura también se demuestra que los perfiles de
las curvas de la Fig. 1, son diferentes en funcién del
tiempo. La probabilidad asociada al > (P = 0,0003)
avala la robustez del analisis.

Fig. 2. Representacion grafica del Analisis
de Residuos sobre las curvas de cambio de
numero de organismos viables por mililitro de
sobrenadante de medio Brain Heart Infusion en los
cultivos puros de Leishmania chagasi (columnas
blancas), Trypanosoma cruzi (columnas grises)
y Leishmania chagasi - Trypanosoma cruzi
(columnas negras). Lalinea punteada corresponde
al intervalo de significancia para P < 0,05.
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Con base en la reduccion dimensional
experimentada, en criterios de significancia estadistica
(datos no mostrados) y de la preeminencia morfologica
que caracteristicas como longitud total, ancho maximo
y distancia nticleo-cinetoplasto tienen sobre la forma de
los promastigotes y los epimastigotes, las magnitudes
numéricas de las variables LT, A y CN se utilizaron
en ensayos biométricos exploratorios como primera
aproximacion cuantitativa al entendimiento del
cambio morfométrico en promastigotes de L. chagasi
y epimastigotes de 7. cruzi bajo estrés selectivo in vitro.

La Tabla II presenta las medias y el error
estandar que las variables LT, A, CN de L. chagasi 'y
T. cruzi alcanzaron en cultivos puros y mixtos.

Resalta la continua y drastica reduccion
registrada en las magnitudes numéricas de las variables
LT, Ay CN. Es mas, a modo de ejemplo arquetipico de
la relacion forma-funcion cabe afadir que partir del dia
17 no fue posible iniciar nuevos cultivos utilizando este
material como siembra para establecer nuevos cultivos
(datos no mostrados).

Ciertamente que los niimeros presentados en
la Tabla II son diferentes, pero carecen de significancia
estadistica. El ANOVA (Sokal & Rohlf, 1995) realizado

Fig. 3. Representacion grafica del Ajuste Localmente Ponderado por el método de los Minimos Cuadrados
sobre las variables Longitud Total, Ancho Maximo y Distancia Nucleo-Cinetoplasto en promastigotes de
Leishmania chagasi mantenidos en cultivo puro (A) y cultivo mixto (B). X: Longitud Total (um); Y: Ancho

Maximo (um); Z: Distancia Cinetoplasto-Nucleo (um).
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Tabla Il. Magnitudes numéricas y errores estandar de las variables LT, A y CN registradas sobre
promastigotes de Leishmania chagasi en cultivo puro y mixto, y epimastigotes de Trypanosoma cruzi
en cultivo puro y mixto.

Cultivos Puros (Lehismania) Cultivos Puros (Trypanosoma)
g Promastigotes Epimatigotes
LT A CN LT A CN
1 20,77 £ 1,45 1,22 +0,10 4,34 £ 0,29 18,31+ 0,69 2,24 +0,15 3,52+0,23
3 20,25+ 1,09 1,36 £ 0,10 4,05+ 0,22 18,32+ 0,60 2,25+0,16 3,53+0,19
5 20,42 + 1,04 1,50 £ 0,07 4,05 +0,26 19,49 + 0,94 2,40+0,16 3,68 +£0,23
7 19,64 + 0,97 1,57 £ 0,09 3,54 £ 0,24 20,65 + 0,81 2,68+0,18 3,63+0,16
9 20,20+ 0,94 1,71 0,07 3,57 +£0,23 20,84 + 0,82 2,42 +0,10 3,85+0,22
1 19,65 + 0,87 1,80+ 0,09 3,21+0,27 21,80+ 0,92 2,86 +£0,16 3,70+ 0,17
13 19,11 £1,19 1,66 + 0,12 3,30 £ 0,24 20,79 + 1,17 2,87 £0,19 3,41+0,27
15 15,68 + 1,47 1,55+0,14 2,79 £ 0,27 19,73 + 1,61 2,53+0,24 3,562 +0,32
17 15,19 £ 1,81 1,62+0,19 2,28 + 0,30 18,50 + 2,04 2,37 £ 0,31 3,13 +0,39
19 12,94 + 1,86 1,40+0,19 1,71+0,26 16,06 + 2,17 2,37 £0,33 2,52 +£0,40
21 11,19 + 1,83 1,25+ 0,20 1,49 £ 0,28 15,92 + 2,52 1,93+0,33 2,28 +£0,46
23 10,38 £+ 2,04 1,06 + 0,21 1,54 + 0,32 12,79 £ 2,44 1,82+0,38 1,87 £ 0,42
25 9,45 + 2,20 0,88 + 0,20 0,97 £0,25 11,73 £2,53 1,60 + 0,40 1,51+0,38
27 7,89 £ 2,09 0,79 £ 0,21 1,00 £ 0,29 8,92 +£2,27 1,33+0,37 1,38 £ 0,42
29 6,21+ 1,61 0,59 +£0,19 0,56 + 0,20 7,04 £2,15 0,97 £ 0,31 1,31+0,43
31 5,15+ 1,80 0,55+ 0,20 0,63 £ 0,26 5,23 £ 2,06 0,74 £0,29 0,68 £0,29
33 4,54 +0,73 0,38 +0,18 0,38 £ 0,19 5,10 £ 1,65 0,55+ 0,28 0,43 £0,23
35 4,67 £1,16 0,20+ 0,15 0,11 £ 0,08 4,91+1,37 0,31+0,24 0,40 +0,28
Cultivos Mixtos (Leishmania + Trypanosoma)
g Promastigotes Epimatigotes
LT A CN LT A CN

1 13,79+ 0,74 2,00 £ 0,11 2,69 + 0,29 14,55 + 0,74 2,83 +0,76 3,12+0,17
3 14,33 + 0,49 1,97 £ 0,11 2,91+0,27 15,16 £ 0,75 2,97 £0,80 2,98 +0,17
5 16,18 £ 0,50 2,00 + 0,08 3,31+0,27 15,44 + 0,61 2,61+0,57 3,27 £ 0,11
7 15,45 + 0,49 2,12+ 0,09 3,66 £ 0,22 15,91+ 0,65 1,84 + 0,11 3,04 £0,14
9 16,32+ 0,48 1,95+ 0,09 3,66 + 0,26 14,85 + 0,45 1,89+0,10 3,20+£0,13
1 16,71 £ 0,52 2,18 £ 0,08 3,64 £0,27 15,82+ 0,54 2,17 £ 0,10 3,25+0,14
13 16,66 + 0,84 1,84+0,10 3,62 + 0,26 13,92 +0,89 1,77 £ 0,12 2,83+0,17
15 13,55+ 1,22 1,72+0,15 3,28 £ 0,31 13,54 + 1,23 1,75+0,16 2,77 £0,25
17 11,79 £ 1,48 1,63+0,19 3,03+0,37 12,16 + 1,36 1,84 +£0,20 2,37 +£0,28
19 11,46 £ 1,77 1,41+0,19 2,83+0,39 11,05 + 1,47 1,45 £ 0,20 2,27 +0,34
21 9,72 £ 1,69 1,37 £ 0,22 2,29+ 0,39 9,63 + 1,54 1,11 +£0,19 1,57 £ 0,31
23 8,78 + 1,84 1,23+0,23 2,20 £ 0,41 8,48 + 1,63 1,13+0,22 1,59+ 0,36
25 7,27 £1,80 0,92 £ 0,21 1,82+0,43 6,82 + 1,54 0,85 + 0,21 1,24 +0,34
27 6,94 + 1,88 0,81+0,22 1,65+ 0,44 6,37 £ 1,69 0,72 £ 0,20 1,03+0,32
29 6,91+1,85 0,64 £ 0,21 1,35+0,43 6,80 £ 1,49 0,60 £0,19 0,76 £0,29
31 5,19 + 1,68 0,48 +0,18 1,19+ 0,45 5,25 + 1,61 0,59 + 0,22 0,48 £ 0,24
33 4,85+ 1,34 0,23+0,13 0,44 + 0,24 4,98 +1,03 0,27 +0,13 0,25+0,17
35 4,79 +1,24 0,12+0,12 0,45 + 0,31 4,89+0,75 0,22 +£0,15 0,20 £ 0,19
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sobre las medias de las variables LT, A y CN registradas
durante 35 dias en promastigotes de L. chagasi mantenidos
en cultivo puro y mixto, asi como en los epimastigotes
de T. cruzi presentes en cultivo puro y mixto (Tabla I),
demostr6 diferencias significativas (Tabla III).

El ANOVA prob6 inequivocamente que
existen diferencias entre las medias de las variables
LT, A y CN de promastigotes y epimastigotes,
pero no aportd informacion acerca del proceso de
cambio que esas variables experimentan a lo largo
de los 35 dias de cultivo. Es evidente que esta
heterogeneidad dimensional resume un proceso natural
mas complejo enmarcado en el contexto de la historia
del decrecimiento de las variables LT, A y CN in
vitro, que se debe abordar en un contexto dinamico
capaz de explorar y relacionar los patrones de cambio
registrados en las variables seleccionadas.

Tabla lll. Resumen del Analisis de la Varianza sobre
las magnitudes numéricas de los registros de
Longitud Total (LT), Ancho Maximo (A) y distancia
Nucleo-Cinetoplasto (CN) de promastigotes
de Leishmania chagasi y epimastigotes de
Trypanosoma cruzi mantenidos en cultivo puro o
mixto. F: F de Fischer; P: probabilidad asociada;
significancia P < 0,05.

F P
Longitud Total (LT) de promastigotes 20,46 0,000
(cultivo puro)
Ancho Maximo (A) de promastigotes 966 0,000
(cultivo puro)
Distancig Cinetoplqsto-NUcIeo (CN) de 31.99 0,000
promastigotes (cultivo puro)
Longitud '_I'otal (LT) de promastigotes 13.90 0,000
(cultivo mixto)
Ancho ngnmo (A) de promastigotes 18,01 0,000
(cultivo mixto)
Distancig Cinetopla_sto-l\l_l]cleo (CN) de 9.95 0,000
promastigotes (cultivo mixto)
Longltud Total (LT) de epimastigotes 14,57 0,000
(cultivo puro)
Ancho Maximo (A) de epimastigotes 889 0,000
(cultivo puro)
Dis_tanci_a Cinetoplqsto-Nucleo (CN) de 15,30 0,000
epimastigotes (cultivo puro)
Long|tud Total (LT) de epimastigotes 1815 0,000
(cultivo mixto)
Ancho Ma'!ximo (A) de epimastigotes 655 0,000
(cultivo mixto)
Distancia CinetoplastoNucleo (CN) de 2149 0,000

epimastigotes (cultivo mixto)
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El LOWESS es un modelo estadistico
generador de una funcion de superficie que evidencia
graficamente asociaciones entre variables continuas
(Cleveland, 1979; Cleveland & Devlin, 1988). En este
caso particular presenta en planos tridimensionales
(3D) las pautas de cambio en las relaciones que
se establecen entre las variables LT, A y CN de
promastigotes y epimastigotes mantenidos en cultivos
puros y mixtos en medio BHI.

Mediante planos (3D), la Fig. 3 muestra
diferencias en las relaciones dinamicas que se establecen
entre las variables LT, A y CN de promastigotes de L.
chagasi alo largo de los 35 dias de cultivo; el plano de
la Figura 3 A corresponde a las relaciones en el cultivo
puro y el de la Figura 3B en el cultivo mixto.

Los planos 3D que se presentan en la Fig.
4 evidencias las relaciones que aparecen entre las
variables LT, A y CN de los epimastigotes de 7. cruzi
presentes en cultivos puros y en cultivos mixtos en
medio BHI; el plano de la Fig. 4A corresponde a las
relaciones en el cultivo puro y el de la Figura 4B en el
cultivo mixto.

Las Fig. 3 y 4 presentan planos 3D de
geometria variable, cuyos cambios demuestran que las
relaciones establecidas entre las variables LT, Ay CN
cuando los parasitos se mantienen en cultivos puros y
mixtos, no son iguales.

El estudio exploratorio de las variables LT, A
y CN es acotado, por cuanto s6lo considera 3 de las 12
variables morfométricas investigadas, restringiendo en
consecuencia, la percepcion de la heterogeneidad del
proceso de cambio. La realidad experimental es mas
amplia y requiere, por lo tanto, un enfoque integrador
de naturaleza multivariante.

El ACP es una técnica multivariante
descriptiva que, con minima pérdida de informacion,
presenta las medidas numéricas de multiples variables
en un espacio 2D o 3D donde se aprecian relaciones
que, de otra manera, permanecerian encubiertas
(Jolliffe, 1986). El ACP permite visualizar en
un espacio 3D nubes de puntos ubicados en un
hiperespacio original n-dimensional. La bondad del
modelo reside en la distorsion minima que ejerce sobre
las variables al ubicarlas en un espacio comprensible.
La capacidad de compresion de variables del modelo
redujo las variables analizadas de un hiperespacio de
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Fig. 4. Representacion grafica del Ajuste Localmente Ponderado por el método de los Minimos Cuadrados
sobre las variables Longitud Total, Ancho Maximo y Distancia Nucleo-Cinetoplasto en epimastigotes de
Trypanosoma cruzi mantenidos en cultivo puro (A) y cultivo mixto (B). X: Longitud Total (um); Y: Ancho

Maximo (um); Z: Distancia Cinetoplasto-Nucleo (um).

doce dimensional (12 ejes) a un nuevo espacio 3D que
explica el 70,727% de la varianza total del sistema. Los
autovalores (varianza) expresan la longitud de cada uno
de los ejes (componentes) y no son crecientes; como
era de esperarse la maxima varianza corresponde al
primer componente (38,496%). La Tabla IV resume
los resultados del ACP.

LaFig. 5 corresponde a la representacion 3D
de los resultados proporcionados por el ACP.

La Fig. 5 muestra cuatro nubes de puntos
representadas en un espacio 3D que corresponden a las
magnitudes numéricas de las variables morfométricas
registradas en los promastigotes de L. chagasi en
cultivo puro (nube 1) y mixto (nube 2), asi como

Tabla IV. Cuadro resumen del Analisis de
Componentes Principales sobre las variables
morfométricas registradas y calculadas en
los cultivos puros de Leishmania chagasi,
Trypanosoma cruzi y en los cultivos mixtos de
Leishmania chagasi-Trypanosoma cruzi.

Eje 1 Eje 2 Eje 3
Autovalor 6,159 3,398 1,759
Porcentaje de varianza 38,496 21,24 10,992

Porcentaje acumulado de

. 38,496 59,735 70,727
varianza
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de los epimastigotes de 7. cruzi en cultivo mixto
(nube 3) y puro (nube 4). Los conjuntos numéricos
estan representados en un espacio reducido 3D en
el que destaca la segregacion de las nubes, llamando
particularmente la atencion las correspondientes al
mismo estadio en condiciones de cultivo diferente
(puro o mixto). También se aprecia mayor separacion
entre las nubes de L. chagasi (promastigotes en cultivo
puro y mixto) que en las de 7. cruzi (epimastigotes en
cultivo puro y mixto).

DISCUSION

Las variaciones observadas en la densidad
de las poblaciones de L. chagasi y T. cruzi en cultivos
puros, asi como de las isomezclas (L. chagasi-T. cruzi),
mostraron patrones graficos, a primera vista disimiles
(Fig. 1), caracterizados por picos poblacionales
maximos desiguales que aparecen a tiempos diferentes,
son particularidades que en el ARTC se representan
como barras positivas y negativas que, con significancia
estadistica, demuestran graficamente la disparidad de
las curvas de variacion de la densidad poblacional en
la fase liquida del medio BHI (Fig. 2).

La presencia de curvas con picos de
densidades poblacionales particulares indicaria
la expresion de propiedades morfo-funcionales
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Fig. 5. Analisis de Componentes Principales sobre las dimensiones de promastigotes de Leishmania
chagasi y epimastigotes de Trypanosoma cruzi en cultivos puros y mixtos (Leishmania chagasi-
Trypanosoma cruzi). Las nubes corresponden a condiciones particulares: 1, promastigotes de Leishmania
chagasi en cultivo puro; 2, promastigotes de Leishmania chagasi en cultivo mixto; 3, epimastigotes de
Trypanosoma cruzi en cultivo mixto; y 4, epimastigotes de Trypanosoma cruzi en cultivo puro. CP1:
Componente Principal 1; CP2: Componente Principal 2 y CP3: Componente Principal 3.
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especificas en los cultivos puros de L. chagasi 'y T.
cruzi, asi como en las isomezclas L. chagasi-T. cruzi
que gestionarian condiciones fisicoquimicas propias
de periodos particulares en un medio ambiente que se
modifica en forma continua, deletérea e irreversible
por merma de substratos troficos, modificacion del
pH (Duran et al., 2009) y acumulacion de metabolitos
toéxicos o potencialmente toxicos (Mauel, 1984;
Schuster & Sullina, 2002). En consecuencia, los
cambios observados en este trabajo confirmarian lo
indicado por Tejero et al. (2004), por cuanto resultarian
de la expresion de mecanismos moduladores de la
forma y la funcion. Segun Tejero ef al. (1984), estos
comportamientos corresponden a caracteristicas
definidas que, junto a otras propiedades, son especificas
de las especies leishmanicas mantenidas in vitro. En
este sentido, y conforme a lo demostrado por Duran
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et al. (2009), las poblaciones de L. chagasiy T. cruzi
presentes en cultivos mixtos, utilizan los recursos
disponibles en el sobrenadante del medio BHI de forma
diferente a como lo hacen al ser mantenidos en cultivos
puros en condiciones idénticas.

Las magnitudes numéricas de las variables
morfométricas registradas en L. chagasi 'y T. cruzi,
pudiera asociarse con aspectos numerarios meramente
taxonomicos de comparacion inter-especifica que,
ademas, estarian poco relacionados con la dinamica
multiviariante de su biologia. No obstante, el estudio de
la variacion dimensional, por ser expresion cuantitativa
de la ontogenia de los tripanosomas (Tejero et
al., 2008), enriquece la perspectiva, por cuanto
permite investigar el dinamismo de las relaciones
que se establecen entre las variables morfométricas
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que, en el transcurso del tiempo, se traduce en la
expresion secuencial de fendomenos no excluyentes
como aparicion de estadios diferentes o de variantes
fenotipicas de un estadio particular (pleomorfismo).

Los analisis exploratorios adelantados
reflejaron diferencias de magnitud numérica (Tabla
II) y de relaciones dimensionales en términos intra-
especificos (promastigotes de L. chagasi en cultivo
puro y mixto; epimastigotes de 7. cruzi en cultivo
puro y mixto) e inter-especificos (promastigotes y
epimastigotes), pero por no ser pruebas diseiadas
para segregar, no suministraron informacion
cuantitativa que permitiera comparar los procesos
de cambio morfométrico asociados a promastigotes
y epimastigotes sometidos a diferentes fuentes de
estrés: competencia intra-especifica (cultivo puro) y
competencia intra- e inter-especificas (cultivo mixto).

E1 ACP, ademas de demostrar discriminacion
morfométrica inter-especifica, una propiedad obvia
por cuanto se trata de epimastigotes (7. cruzi) y
promastigotes (L. chagasi), prueba taxativamente
discriminacion morfométrica intra-especifica. En
efecto, al comparar la dimensionalidad de los
promastigotes (L. chagasi) de los cultivos puros
con la dimensionalidad de los promastigotes (L.
chagasi) de los cultivos mixtos, se aprecian dos
nubes de puntos diferentes y separadas. Situacion
analoga se observa al cotejar las caracteristicas
dimensionales de los epimastigotes (7. cruzi) de los
cultivos puros con las medidas de los epimastigotes
(T cruzi) de los cultivos mixtos. Los atributos
dimensionales, tanto de promastigotes (L. chagasi)
como de epimastigotes (7. cruzi) en los cultivos puros
y mixtos, son significativamente diferentes. Bock y
Von Wabhlert (1965), establecieron que la capacidad
de transformacion observada en las especies como
respuesta a los cambios medioambientales, es un
atributo que evita la extincion.

Es bien conocido que los tripomastigotes
hematozoicos de T. brucei (Vickerman, 1989),
T. rangeli (Urdaneta-Morales & Tejero, 1992) y
T. cruzi (Penin et al., 1996), cambian de aspecto
en el transcurso de la infeccidn sin dejar de ser
tripomastigotes. Al margen del significado adaptativo
de dicha transformacidn, es menester analizar las
propiedades del cambio per se desde la optica de la
coexistencia temporal de las formas involucradas. En
tal sentido, Reuner et al. (1997), expresaron que la
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diferenciacion de los tripomastigotes delgados de T
brucei en tripomastigotes rechonchos, esta relacionada
con el numero de flagelados, por cuanto limita el
tamanio de las poblaciones sin depender de la respuesta
inmune del hospedador. Los autores al comparar la
diferenciacion in vitro e in vivo, concluyen que el
cambio in vitro refleja lo acontecido en los procesos
naturales. Es mas, el significado de los resultados
obtenidos in vitro y su relacion con resultados similares
derivados de experimentos in vivo, ha sido demostrado.
Hecker & Brun (1982), establecieron similitudes
bioldgicas entre poblaciones de 7. brucei mantenidas in
vitro y sus contrapartes mantenidas in vivo y Gamboa
et al. (2008) indicaron que los patrones de infectividad
in vitro se corresponden con la estructura geografica
de poblaciones de Leishmania.

El éxito evolutivo que han alcanzado los
Trypanosomatidae es incuestionable (Vickerman,
1994; Kerr, 2000). En este contexto, la relacion forma-
funcion constituye una faceta en la que seria apropiado
considerar que la modulacion endégena y/o exdgena
en poblaciones de L. chagasi 'y T. cruzi constituiria un
elemento que, junto a otras caracteristicas, avalaria la
notoriedad adaptativa que han logrado.

El anélisis morfométrico-poblacional de L.
chagasi y T. cruzi con metodologias multivariantes
permiti6 discriminar poblaciones del mismo estadio
(promastigotes de L. chagasi y epimastigotes de
T. cruzi) como funcion del estrés ambiental, por
cuanto demuestran propiedades morfométricas y
poblacionales disimiles en ambientes diferentes
(cultivos axénicos puros y los cultivos axénicos
mixtos). El analisis también revel6 que tal disparidad
es mas acentuada en L. chagasi que en T. cruzi, ya que
la segregacion de los promastigotes es mayor que la
observada entre los epimastigotes, demostrando asi la
interaccion-dependencia de la forma y la funcion en
estos Trypanosomatidae. Este planteamiento permite
hipotetizar que las caracteristicas particulares de la
leishmaniasis visceral y de la Enfermedad de Chagas
pudieran diferir en condiciones de infeccion natural
concomitante L. chagasi-T. cruzi.
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Quantitative approach to the analysis of
the growth and morphometric change in
populations of Leishmania chagasi and
Trypanosoma cruzi maintained in pure and
mixed axenic cultures

SUMMARY

The relations established among genera of the
Trypanosomatidae family in coexisting conditions in
the same environment may be linked to inter-population
compensatory answers that include morphological
(differences among stages) and morphometrical
(measurable difference) changes. The quantitative
analysis of these answers in Leishmania chagasi and
Trypanosoma cruzi pure axenic cultures, as well as
in L. chagasi - T. cruzi axenic iso-mixtures in vitro
maintained has not been approached, and consequently,
potentially useful biological particularities in the
control of these important human parasites are
unknown. Every other day culture samples were
fixed, stained, observed, digitalized and quantitatively
processed. In addition to quantify, the population
densities and the appearance-disappearance stage
(morphotypes) dynamics, the numeric magnitudes of
the morphometric variables were recorded and later
analyzed with multivariate statistical techniques. The
results indicate specific changes in the investigated
variables, as well as morphometric heterogeneity
between the same morphotypes of the same genera
when maintained in pure or mixed cultivation.
The morphometric change models for L. chagasi
and 7. cruzi in pure culture differ from the models
of morphometric change in mixed cultivation (L.
chagasi-T. cruzi). The biometric methodologies
discriminate in morphometric terms populations of the
same stage (morfotype) in different environments.

Key words: Leishmania chagasi, Trypanosoma cruzi,
morphometry.
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