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Introduccion

El craneo humano representa uno de los elementos osteoldgicos mas estudiados
por la Antropologia Fisica debido a que dicha estructura ha sido altamente
informativa dentro de la historia de la disciplina. En un inicio con aproximaciones
descriptivas, transitando por perspectivas comparativas y mas recientemente por
medio de un marco tedrico evolutivo que permite poner a prueba hipotesis
macroevolutivas y microevolutivas (Wood and Lonergan, 2008; Liberman, 2011:2).
En la actualidad, el craneo humano no sélo ha permitido llevar a cabo estudios
comparativos con otros grandes simios o restos fosiles pertenecientes a miembros
de la tribu Hominini con el fin de contribuir al entendimiento del complejo proceso
de hominizaciéon y humanizacion, también ha permitido estudiar los procesos
microevolutivos que ocurrieron posteriormente al surgimiento del Homo sapiens
hace aproximadamente 300,000 anos (Hublin et al., 2017), con un énfasis en el
impacto de los eventos posteriores a la salida fuera de Africa. En particular, como
los patrones de variacion genética y morfolégica de las poblaciones humanas fueron
influenciados por eventos de aislamiento geografico producto del poblamiento de
los continentes al igual que los complejos procesos adaptativos y culturales que
ourrieron conforme se adentraron en nuevos nichos ecoldgicos. Dicha perspectiva
se ha sustentado bajo un enfoque tanto evolutivo como cuantitativo, el cual retoma
las aproximaciones de la cefalometria clasica y la antropometria vinculandolas con
nuevas herramientas digitales, como son la fotogrametria y las tomografias
computarizadas en tres dimensiones y que en conjunto con metodologias

novedosas como la morfometria geométrica permiten la captura y procesamiento
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de la morfologia para llevar a cabo analisis computacionales multivariados de la
variacion entre individuos y entre poblaciones. Esta aproximacion ha contribuido al
analisis de colecciones osteoldgicas al lograr obtener imagenes, tomografias y
modelos en tres dimensiones de individuos de edad prenatal, adolescentes y
adultos que han permitido aumentar la resolucion de la cuantificacion de los
fenotipos faciales normales y su variacion y variabilidad.

Los resultados de estas investigaciones han abierto la posibilidad de diagndsticos
tempranos de malformaciones craneofaciales a través de métodos cuantitativos
(Fjertoft et al., 2007) y por otra parte, mediante el estudio de sindromes congénitos
se ha contribuido al esfuerzo de entender la morfogénesis craneofacial y el impacto
que la variacién genética tiene durante el proceso de crecimiento y desarrollo en la
morfologia craneofacial normal (Learned-Miller et al., 2006; Hammond, 2007;
Wilamowska et al., 2009; Goodwin et al., 2014; Manyama et al., 2014).

Por otra parte, dichos estudios han fomentado la caracterizacién robusta de
fenotipos craneofaciales complejos con el fin de llevar a cabo estudios de asociacion
genética a nivel del genoma (Genome-wide asociation studies por sus siglas en
inglés) que tienen como objetivo, identificar estadisticamente las variantes
genéticas y/o los genes del desarrollo que posiblemente estan involucrados en la
morfogénesis craneofacial y por lo tanto en los distintos sindromes congénitos.

En ultima instancia, el objetivo general esta enfocado en identificar y “mapear” las
interacciones entre los genes responsables de lo que se denomina como “las bases
genéticas de la morfologia craneofacial normal” (Balliu et al., 2014; Crouch et al.,

2018) para subsecuentemente abordar la complejidad que dichas redes de
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expresion geneética presentan durante el proceso de crecimiento y desarrollo
craneofacial.

El estudio del componente genético responsable de la morfologia craneofacial es
de interés debido a la gran importancia del craneo en el proceso evolutivo humano,
las evidencias de variacion dentro y entre poblaciones y, por otra parte debido a su
contribucion al entendimiento de las consecuencias morfolégicas y funcionales de
los sindromes craneofaciales, los cuales son un importante tema de analisis para la
medicina clinica, pero también tienen implicaciones en el ambito forense en
términos de identificacion humana y prediccion facial basada en datos genéticos.
Ahora bien, en las ultimas dos décadas se ha fortalecido una corriente denominada
“pbiologia evolutiva del desarrollo” que ha tenido como objetivo profundizar en el
estudio de los fenotipos complejos mas alla de las asociaciones estadisticas entre
variantes genéticas y fenotipos hacia un nivel de teoria y analisis que abarque los
distintos niveles de organizacion que interactuan durante el proceso de crecimiento
y desarrollo a través de una interaccion dinamica entre rutas de expresion genética,
interacciones mecanicas entre tejidos e influencias del ambiente, que en ultima
instancia seran las que daran producto a un fenotipo después de un periodo
ontogenético determinado. Bajo esta perspectiva el craneo humano ha sido
repensado por importantes bidlogos evolutivos y antropdlogos como una estructura
que se compone de un conjunto de fenotipos complejos que interactuan a manera
de una red integrada y modulada durante el desarrollo ontogenético del individuo.
Dentro de esta perspectiva, Daniel Lieberman planteé en el 2011 repensar la
hipétesis de la matriz funcional de Melvin Moss (Moss and Young, 1960a; Moss and

Rankow, 1968; Moss and Salentijn, 1969a; Moss, 1997) bajo el concepto de
19



epigenética’ de Conrad Hal Waddington (1942) y propuso un modelo que plantea a
la cabeza humana como un conjunto de 6rganos que tienen un origen ontogenético
inicialmente diferenciado pero conforme se da el proceso de crecimiento y desarrollo
de dichos 6rganos comienzan a compartir porciones traslapadas de la estructura
0sea del craneo, lo cual fomentaria una alta interaccion epigenética (teniendo en
cuenta que dichas interacciones ocurren a un nivel jerarquico del desarrollo, es
decir, a nivel del genoma, entre células, entre tejidos, érganos y por ultimo entre
organismos y ambientes) que permitiria tolerar al mismo tiempo altos niveles de
variacion en los componentes independientes del craneo, es decir, los dientes que
crecen en la mandibula, los musculos que permiten su movilidad y todos los 6rganos
que permiten el funcionamiento de los sentidos al igual que el desarrollo y
mantenimiento del cerebro mediante altos niveles de integracidén epigenética que en
ultima instancia genera un amplio rango de variacion fenotipica heredable que se
traduce en altos niveles de evolucionabilidad, de hecho el autor sefiala que esto es
claramente evidente en la gran cantidad de diferencias anatémicas entre especies
de homininos que se agrupan en el esqueleto craneofacial respecto del esqueleto
poscraneal (Lieberman, 2011b).

La hipdtesis de Lieberman postula que la evolucionabilidad del craneo esta basada
en la forma en que se integra este conjunto de fenotipos complejos durante su
proceso de crecimiento y desarrollo a través de multiples capas de interacciones

epigenéticas que permiten el surgimiento de propiedades emergentes dentro de

' El concepto de epigenética segiin Waddington hace referencia; “al vasto conjunto de procesos por
los cuales fenotipos alternativos y posiblemente variables, ya sea celulares, anatémicos, fisiolégicos
o comportamentales, derivan de un genotipo dado” (Haig 2004).
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estas llevando asi a que la cabeza tolere altos niveles de variacion mediante ajustes
en multiples niveles de interaccién entre tejidos. En particular, conforme los moédulos
de la cabeza se desarrollan, crecen y llevan a cabo sus funciones, ellos interactuan
directa e indirectamente entre si para acumular altos niveles de variacién sin
comprometer la funcion (Lieberman, 2011b).

La propuesta de Lieberman (2011) sugiere que el estudio de la evolucionabilidad y
la naturaleza modular del craneo se tiene que llevar a cabo considerando al fenotipo
como el conjunto de factores genéticos, ambientales, mecanicos y epigenéticos
(Gémez-Valdés et al, 2013:12) los cuales se pueden estudiar mediante
aproximaciones de estudios de asociacion a lo largo del genoma completo (genome-
wide association studies), estudios de asociacion basados en evidencias
funcionales en fenotipos normales o a través de genes candidato previamente
asociados a sindromes craneofaciales y malformaciones congénitas (Adhikari et al.,
2015; Rustagi et al., 2017; Crouch et al., 2018; Schwarze et al., 2018; Weinberg et
al., 2018). Considerando estos abordajes resulta mucho mas factible analizar genes
candidato debido a que han sido asociados a un impacto significativo en el
desarrollo de alguna caracteristica fenotipica vinculada con una morfologia
craneofacial anormal.

Por lo tanto, explorar las variantes genéticas ya reportadas en otras poblaciones y
subsecuentemente comparar las frecuencias entre poblaciones y su impacto
diferencial en el fenotipo estudiado se vuelve de interés ya que la presencia de
variacion en frecuencias alélicas podria vincularse a diferencias fenotipicas
significativas y, por otra parte, si no existen diferencias en las frecuencias pero si en

el fenotipo, también indica la posibilidad de que un componente ambiental o
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epigenético podria estar contribuyendo a las diferencias fenotipicas entre
poblaciones. En dultima instancia, utilizando aproximaciones genomicas dichos
genes pueden ayudar a identificar las redes genéticas que se vinculan durante el
complejo desarrollo craneofacial lo cual contribuira a la comprension del complejo
mapa genotipo-fenotipo.

En la presente investigacion se analizaron cinco polimorfismos (rs6176, rs6180,
rs6182, rs6183, rs6184) del gen receptor de la hormona del crecimiento (GHR)
debido a que existen trabajos previos que han establecido asociaciones entre dichas
variantes genéticas y variacién en la morfologia del tercio medio inferior craneofacial
(Ludwiczak et al., 1996; Yamaguchi et al., 2001a; Zhou et al., 2005; Kang et al.,
2009a; Sasaki et al., 2009; Tomoyasu et al., 2009a; b; Del et al., 2017; Nakawaki et
al., 2017). Mas aun, estas investigaciones han evidenciado que la asociacién entre
variacion en el tercio medio inferior craneofacial y los polimorfismos no es
consistente entre las poblaciones estudiadas, lo cual sugiere una complejidad en
cuanto a la interaccion de la variacion del gen GHR en conjunto con factores
ambientales, epigenéticos y de historia poblacional. Esta heterogeneidad en las
asociaciones reportadas para distintas poblaciones humanas podria indicar un
efecto diferenciado de los polimorfismos estudiados posiblemente vinculado a
patrones y magnitud de integracion morfolégica y modularidad del tercio medio e
inferior craneofacial. Tomando a consideracién que el tercio medio e inferior
craneofacial se puede considerar un fenotipo complejo que estda mediado por las
interacciones de factores genéticos, ambientales, epigenéticos y bioculturales.

En este sentido, el presente trabajo de investigacion consistio en analizar la

variacion morfolégica del neurocraneo y el tercio medio e inferior craneofacial con
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el fin de investigar el efecto de los genotipos de los cinco polimorfismos del gen
receptor de la hormona del crecimiento (GHR) en el patrén y la magnitud de la
integracion morfolégica y modularidad mediante comparaciones entre tres hipotesis
de mdédulos anatémicos (mddulo facial, moédulo neurocraneal y médulo mandibular)
que conforman el esqueleto craneofacial, utilizando aproximaciones de morfometria
geométrica basadas en estadisticos multivariados.

Los analisis se llevaron a cabo bajo un enfoque de integracion morfologica y
modularidad donde las asociaciones entre fenotipo y genotipo estan medidas bajo
el mapa genotipo-fenotipo que esta influenciado dentro del proceso de crecimiento
y desarrollo por influencias genéticas, funcionales, ambientales y epigenéticas que
de manera conjunta producen el fenotipo a lo largo de la ontogenia (Lieberman,
2011b). En este sentido, la corriente de evolucién y desarrollo (evo-devo) es
fundamental para abordar preguntas respecto a la relacidon entre la variacion del
genoma Yy el origen de la variacién fenotipica a través del concepto de mapa
genotipo-fenotipo (G-P) que permite modelar cémo los cambios genéticos pueden
producir cambios adaptativos a través del efecto modulado de la variacion genética
respecto al fenotipo. Segun Wagner y Altenberg (1996) este fendmeno subyacente
de la biologia evolutiva se ha estudiado en diferentes aspectos como son:
disociacion en el desarrollo, integracion morfoldgica, constrefiimientos del
desarrollo, asimetria fluctuante, epistasis, canalizacion, heterocroma, los QTLs
(quatitative trait loci) y matrices genéticas de varianza/covarianza, lo cual ha
permitido definir y caracterizar las propiedades de variacion de los fenotipos,
considerando sus efectos en la evolucién o las propiedades mismas de la evolucion

en el cual el mapa genotipo-fenotipo puede ser un marco conceptual para abordar
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dichas lineas de investigacién (Wagner and Altenberg, 1996a). Es en este punto
donde los conceptos de Integracion Morfolégica y Modularidad son de importancia
ya que permiten pensar en la evolucionabilidad del mapa genotipo-fenotipo a través
de la produccién de variantes adaptativas que actuan sobre el sistema genético a
manera de redes de efecto que pueden o no constrefir la direccibn de cambio
fenotipico ejercido por la variacion genética mediante mecanismos de parcializacion
o interacciones epistaticas. Esta perspectiva se ha planteado a partir del concepto
de mapa genotipo-fenotipo modular que puede ser descompuesto en varios mapas
genotipo-fenotipo independientes que den cuenta de efectos locales con menor
influencia pleiotropica entre médulos (Hunemeier et al., 2014). Bajo esta perspectiva
recientes investigaciones de IM y modularidad en primates y humanos han
evidenciado que el esqueleto craneofacial se comporta como dos modulos, el facial
y el neurocraneal (Esteve-Altava et al., 2015). Bajo esta perspectiva, en esta
investigacion se sigue la propuesta de tres hipotesis de mddulos, la cual provee un
marco robusto para hipotesis de IM y modularidad en la regién del tercio medio e
inferior craneofacial que estén influenciadas por las variantes del gen GHR bajo la
suposicion de que dicha influencia esta asociada al proceso de crecimiento y
desarrollo de los condilos mandibulares via la estimulacion de crecimiento
cartilaginoso que impacta los patrones y magnitud de IM y modularidad de los
modulos facial, mandibular y neurocraneal. Este abordaje permite explorar la
influencia de las variantes genéticas del gen GHR previamente asociadas a la
morfologia mandibular en poblacibn mestiza mexicana y asi contribuir al
entendimiento del papel de los polimorfismos del gen GHR en el mapa genotipo-

fenotipo del tercio medio e inferior craneofacial normal al igual que la asociacion
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entre las variantes y el patrén y la magnitud de integracién morfolégica y
modularidad debido a su efecto en la cascada de sefalizacion que genera los
patrones de crecimiento y desarrollo craneofacial y por lo tanto impactan en la

covariacion dentro y entre los médulos que se hipotetizan en este trabajo.

Pregunta de investigacion

Por lo tanto, en esta investigacién se planteod la interrogante, ¢ Cual es el efecto de
los genotipos de las cinco variantes del exon 10 del gen GHR en los patrones y la
magnitud de integracion morfolégica entre las tres hipotesis de modulos del tercio

medio y el tercio inferior craneofacial en poblacion indigena y mestiza de México?

Objetivo general

Investigar el efecto de los genotipos de las cinco variantes genéticas del gen GHR
con diferencias en la forma y los patrones e intensidad de integracion morfolégica y
modularidad craneofacial mediante un protocolo de landmarks que capturan la
morfologia craneofacial y analisis multivariados de morfometria geométrica en una

poblacién indigena y una mestiza de México bajo un enfoque gen-fenotipo.

Objetivos especificos

1. Describir la variacion morfolégica del tercio medio y el tercio inferior
craneofacial en poblaciéon indigena y mestiza mexicana y evaluar el efecto
asociado de dicha variacion con los genotipos de las variantes genéticas

previamente reportadas en el gen GHR.
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2. Analizar los patrones y magnitud de integracion morfolégica mediante la
comparacion de moddulos craneofaciales y la posible influencia de los
genotipos de los polimorfismos del gen GHR en el patron y magnitud del

tercio medio e inferior craneofacial.

Hipotesis

Debido a la naturaleza integrada del craneo, los genotipos de los polimorfismos del
gen GHR que se han asociado a diferencias en la morfologia del tercio medio y del
tercio inferior craneofacial se espera que se asocien a diferencias morfolégicas en

el tercio medio e inferior craneofacial en poblacion indigena y mestiza mexicana

debido a los patrones de integracion morfolégica de los mdédulos craneofaciales.

Los genotipos de los polimorfismos del gen GHR asociados a diferencias
morfoldgicas en el tercio inferior craneofacial se asociaran a diferencias en el patrén
y la magnitud de integracién morfologica entre el moddulo facial, el mddulo

mandibular y el médulo neurocraneal de la cabeza.
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Capitulo I. Una perspectiva evolutiva al estudio del craneo humano

El craneo humano es la estructura 6sea que se encuentra por encima de la columna
vertebral, siendo la parte mas elevada del esqueleto y sostenida por la vértebra
atlas. Es uno de los elementos 6seos mas analizados para estimar el sexo, edad e
historia de vida de un individuo (White, Black, & Folkens, 2011). White y Folkens
(2005) sefialan que el craneo esta constituido por 22 elementos pareados y 5
elementos unicos, por otra parte, Testut y colaboradores sefialan que los veintidés
huesos inmdviles se encuentran estructurados en una region neurocraneal y otra
viserocraneal (Testut and Latarjet, 1988). Las estructuras que componen al craneo
se pueden describir como: cara anterior (frontal, orbitaria, maxilar, nasal y
mandibular), cara superior (arcos superciliares del hueso frontal, arcos cigomaticos,
parietales y regién bregmatica del occipital), cara posterior (huesos parietales y
occipital y porcion mastoidea de los huesos temporales), cara lateral (frontal,
parietal, esfenoides, temporal, nasal, lagrimal, maxilar, etmoides, rama y cuerpo
mandibular, meato auditivo, arco cigomatico y proceso mastoides) y cara interior
(frontal, etmoides, esfenoides temporal y occipital) y exterior (paladar duro, arcada
maxilar y diversos foramenes) de la base (Testut and Latarjet, 1988). Este
conglomerado de estructuras 6seas forma una compleja interaccion con el tejido
conectivo, muscular y vascular que engloban y protegen al cerebro al igual que a
los érganos sensoriales de la misma forma que forman una plataforma de sostén
para la cara (Hallgrimsson et al., 2007). En términos ontogenéticos, estos tejidos
derivan colectivamente del endodermo, mesodermo, ectodermo y las células de la
cresta neural craneal (Figura 1) y sus derivados (Szabo-Rogers et al., 2010) en un
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proceso dinamico espacio-temporal que es altamente complejo y susceptible a
desregularizaciones, lo cual se evidencia por la alta proporciéon de defectos

congeénitos que involucran al craneo y la cara (Szabo-Rogers et al., 2010).

Human
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Figura 1. Contribucion de las células de la cresta neural al esqueleto craneofacial (Chai, 2015).

Desde un enfoque comparativo con primates encontraremos que el Homo sapiens
presenta una nariz externa, ausencia de hocico (sin prognatismo), la béveda craneal
es globular y la base craneal esta altamente flexionada lo que provoca que el rostro
se retraiga debajo de la béveda craneal casi por completo y por ultimo, tiene menton
(Von Cramon-Taubadel, 2014). En cuanto a cambios en la morfologia craneofacial

durante el proceso de crecimiento y desarrollo postnatal encontramos que nuestro
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rostro crece y cambia significativamente a lo largo de la vida, incluida la
adolescencia (Bastir et al., 2006) y la edad adulta (Lande, 1952; Formby et al.,
1994), mientras que el crecimiento del tejido facial y blando no siempre es
concordante (Subtelny, 1959) y existen claras evidencias de que dicha trayectoria
ontogenética sigue un crecimiento distinto al de otros primates no humanos al igual
que homininos (Neubauer et al., 2010).

Este conjunto de rasgos vuelven al craneo humano una importante fuente de
informacion para estudios filogenéticos y de genética de poblaciones (Strait, 2001;
Gonzalez et al., 2003) ya que se pueden poner a prueba hipbtesis macroevolutivas,
respecto a cuando, como y porque es que surgieron diferenciaciones morfoldgicas
durante el proceso de hominizacion al igual que hipétesis respecto a la accion de
las distintas fuerzas microevolutivas (mutacién, deriva genética, flujo genético y
seleccién natural) en la variacion dentro y entre poblaciones humanas del presente
y el pasado.

Lo anterior es de gran importancia debido a que el craneo humano no sélo es una
estructura con una considerable cantidad de fenotipos derivados respecto de los
grandes simios (Pearson, 2000), también participa en una serie de funciones criticas
para el ser humano como la cognicién, la vocalizacién, la respiracion, la dieta y la
termorregulacion (Lieberman, 2008). Por otra parte, desde un enfoque
microevolutivo, la morfologia craneofacial provee informacion respecto a variacion
en el tamafio y la forma dentro y entre poblaciones humanas, lo cual permite poner
a prueba hipotesis acerca de la morfologia funcional (seleccidn natural), las
relaciones ancestro-descendencia (cambios debidos a deriva genética), el proceso

ontogenético (planteamientos desde la teoria de evolucion y desarrollo) al igual que

29



el impacto del mestizaje reciente entre poblaciones (flujo genético). Dichas
aproximaciones se sustentan en el marco tedrico de la genética cuantitativa que
deriva de los postulados clasicos de la genética de poblaciones y que fue
desarrollado especificamente para abordar rasgos fenotipicos continuos (Von
Cramon-Taubadel, 2014).

Desde la perspectiva microevolutiva, como ya se mencion6 anteriormente, el
estudio poblacional de la variacion craneofacial humana ha sido un tema central
para la antropologia fisica, y en el caso de este abordaje en México, es solo en las
ultimas décadas que se ha realizado desde una aproximaciéon cuantitativa y
evolutiva, aun es mas reciente la incorporacién de perspectivas del paradigma de
evolucion y desarrollo (Evo-Devo) al entendimiento de este conjunto de fenotipos

complejos.

1.1 El estudio craneométrico en poblaciones humanas

Como ya se menciond, el craneo humano siempre ha sido de gran interés para la
antropologia y durante la década de 1940 una serie de investigaciones se enfocaron
en el estudio de la morfologia craneofacial normal, su variacién entre poblaciones,
el proceso de crecimiento y desarrollo de dicha estructura y, por ultimo, las bases
genéticas, su heredabilidad y el patron de la alta semblanza observada entre
familiares (Relethford, 1994; Wilkie and Morriss-Kay, 2001; Martinez-Abadias et al.,
2009; Seselj et al., 2015; Roosenboom et al., 2016; Cole et al., 2017; Weinberg et

al., 2018).
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Estas lineas de investigacion también fomentaron interés y colaboracion con otras
disciplinas como la anatomia, la ortodoncia y la genética quienes abordaron la
morfologia craneofacial a través de aproximaciones cefalométricas vy
antropomeétricas con la finalidad de comprender dicho complejo fenotipo a través de
un modelo cuantitativo de herencia multifactorial (Kohn, 1991). Uno de los objetivos
principales se centro en calcular la heredabilidad (h?, narrow-sense heritability?) de
los fenotipos craneofaciales, es decir, la medida de la proporcidén de varianza en un
rasgo explicado por la transmisién genética (herencia de padre y madre a hijo).
Dicha estimacion se denota con la ecuacién h?= varianza aditiva /varianza fenotipica
y se calcula en un rango de 0.0 (la variacion no es heredable) a 1.0 (toda la variacion
observada producto de factores genéticos) (Falconer and Mackay, 1996).

El calculo de la heredabilidad en cualquier fenotipo multifactorial es relevante ya que
permite estimar el efecto de las variantes genéticas que portan los individuos al igual
que las desviaciones en el fenotipo que pueden estar influenciadas por el ambiente.
Dado que la morfologia craneofacial es un conjunto de fenotipos que interactuan
durante el crecimiento y desarrollo de manera compleja no solo es importante tener
en cuenta el caracter poligénico de esta serie de estructuras también es importante
comprender el papel de las desviaciones ambientales en esta compleja interaccién

de fenotipos.

2 La proporcion de varianza entre fenotipos en una poblacién que puede atribuirse a la varianza
genética aditiva, siendo esta ultima la suma de los efectos promedio de todos los genes heredados
en la poblacion que afectan a un caracter particular. La heredabilidad de sentido estrecho se refiere
a cuanto del fenotipo de un padre es heredado por su descendencia y, a menudo, se estima a partir
de los resultados de experimentos de seleccion(Falconer and Mackay, 1996).
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El trabajo de Sjgvold (1984) fue uno de los primeros estudios de heredabilidad en
una serie de pedigri de craneo humano. Las medidas de heredabilidad de los rasgos
craneales se estimaron mediante analisis de regresion logistica con lo cual Sjgvold
concluyo que la mayoria de las mediciones previamente reportadas por William W.
Howells eran veridicas y por lo tanto sugirié que las estructuras que mostraban las
mayores heredabilidades eran las relacionadas con el tamafo del cerebro, las
orbitas, la nariz y el aparato masticatorio (Sjgvold, 1984).

Subsecuentemente Carson en el (2006) utilizé el método de maxima verosimilitud
(Maximum likelihood) y llego a la conclusion de que los valores de heredabilidad de
las medidas craneométricas son menores a las estimaciones previamente
publicadas y solo siete de las medidas originalmente analizadas por Sjgvold fueron
similares entre estudios. Por lo tanto, la mayoria de los rasgos craneométricos
muestran heredabilidades bajas o moderadas, sin embargo, existen algunas
diferencias entre las dimensiones faciales y las medidas de la anchura craneal en
cuanto a la heredabilidad (Figura 2). Segun Carson, estas diferencias surgen de las
distintas técnicas estadisticas utilizadas para la estimacion de la heredabilidad, es
decir, aunque los patrones de variacién genética de los rasgos craneométricos han
sido analizados previamente, los patrones de correlacion genética entre ellos estan
casi inexplorados (Carson, 2006). Carson concluy6 su investigacion sefialando que
las medidas de longitud (length) generalmente presentan mayor heredabilidad que
las de amplitud (breadth) de igual forma que las dimensiones faciales presentan
menor heredabilidad que las medidas del neurocraneo. Por ultimo, sefala que es
fundamental recordar que las medidas de heredabilidad obtenidas a partir del

analisis de la muestra de Hallstatt explican unicamente la variacion de dicha muestra
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y que es sumamente importante llevar a cabo este analisis en otras poblaciones ya

que seguramente se obtendran diferentes heredabilidades (Carson, 2006).

.
N

T

-

Figura 2. Vista frontal, lateral e inferior de un crdneo humano que muestra las dimensiones craneales con
mayor heredabilidad. Los colores indican las dimensiones de las regiones facial (roja), neurocraneal (verde) y
basica (azul). Las dimensiones interregionales se representan en negro (Martinez-Abadias et al., 2009a).

La conclusion del estudio de Carson es de suma relevancia ya que numerosos
estudios han buscado comprobar que existen variables craneales que son
informativas de la estructura poblacional e historia microevolutiva de las poblaciones
humanas (Friedlaender, 1975; Lees and Crawford, 1976; Williams-Blangero and
Blangero, 1989; Martinez-Abadias et al., 2009a).

Los resultados de Neus Martinez-Abadias y colaboradores (2009) respecto a la alta
correlacién encontrada entre la matriz del componente genético (G) y la matriz de
variacion fenotipica (P) (Figura 3) son relevantes ya que describid los calculos de la
heredabilidad de los rasgos craneométricos y en segundo lugar identificé una fuerte
correlaciéon genética. Esto les permitié plantear que se pueden utilizar en abordajes

de preguntas de investigacion respecto a los patrones de integracién morfologica
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(IM) y modularidad ya que permiten controlar la naturaleza multivariada de la forma
a través de la combinacion de métodos de genética cuantitativa y morfometria

geométrica (Martinez-Abadias et al., 2009a).

Figura 3. Regiones craneofaciales que se ajustan a un modelo evolutivo neutral (azul) respecto a las regiones
que se alejan de las predicciones de neutralidad en relacion con todo el craneo (en blanco), en gris regiones
informativas para reconstruir la historia poblacional.

Dicho marco aborda los efectos de las fuerzas microevolutivas sobre la morfologia
partiendo de una hipdtesis nula de evolucién neutral (Kimura, 1968). Si no se
identifica una desviacidén entonces la deriva genética sera el principal responsable
de las divergencias entre las frecuencias alélicas a lo largo del tiempo al igual que
entre las diferencias morfoldgicas. Sin embargo, si existe una presién selectiva, la
seleccién natural disminuira la tasa de divergencia poblacional dependiendo de qué
tan grande sea la presion y que tanto se comparta entre poblaciones (Ohta, 1996).
Por lo tanto, bajo modelos neutrales, la tasa de divergencia neutral entre dos
poblaciones humanas esta dictada por la fuerza de la deriva genética, que a su vez
esta determinada principalmente por la heredabilidad del rasgo morfolégico de

interés y el tamafo efectivo de la poblacion. Si un rasgo morfologico es
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selectivamente neutro y evoluciona principalmente de acuerdo con procesos
microevolutivos neutros, las distancias entre los grupos basados en esa morfologia
deberian reflejar sus relaciones genéticas subyacentes, por otra parte, si la deriva
genética y el flujo genético son las principales fuerzas microevolutivas de una
variacion morfoloégica particular, las distancias genéticas basadas en esa region
anatdémica que evoluciona de forma neutral deberian estar correlacionadas con las
variantes genéticas neutras (Wright, 1984; Whitlock, 1999), aun asi, lo esperado es
que una caracteristica morfolégica emule el proceso evolutivo de su base genética
y esto es el principio por el cual se pueden hacer inferencias genéticas del fenotipo
y viceversa (McGuigan, 2006).

En resumen, las poblaciones que han divergido recientemente deberian ser
morfolégica y genéticamente mas similares entre si que con aquellas que son mas
distantes en términos de divergencia, y esto esta fuertemente mediado por las
dindamicas microevolutivas de mutacion, deriva genética, flujo genético pero también
con las interacciones con los diferentes nichos, las diferencias en dieta, la
plasticidad fenotipica y los factores epigenéticos durante el proceso de crecimiento

y desarrollo del esqueleto craneofacial.

1.2 Aproximaciones cuantitativas y evolutivas a la variacion craneofacial

En la actualidad, las investigaciones respecto a la evolucion de la estructura
craneofacial en el linaje humano al igual que la variacion y variabilidad dentro de
nuestra especie utilizan el marco tedrico derivado de la genética cuantitativa en

conjunto con técnicas de morfometria geométrica con el fin de poner a prueba la

35



hipdtesis nula de neutralidad y subsecuentemente generar modelos que predigan
los parametros esperados para contrastar lo observado con lo esperado y asi poner
a prueba hipotesis de caracter microevolutivo (Roseman and Weaver, 2007). Por
ejemplo, la aplicacion de esta aproximacién a los datos morfologicos de
neandertales, australopitecinos y Homo temprano han evidenciado que existe una
consistencia en cuanto a la neutralidad del proceso evolutivo del craneo humano
moderno (Ackermann and Cheverud, 2004; Weaver et al., 2008).

En términos de nuestra especie, la estimacion del componente genético y no
genético de la variacién fenotipica craneofacial ha sido durante mucho tiempo un
foco principal de la investigacion antropologica (Konigsberg LW, 2012) y la
propuesta de John Relethford de usar modelos evolutivos marcé un cambio
paradigmatico que centro la atencidn en la creciente evidencia de las similitudes
entre los patrones de variacion craneofacial y los patrones de variacion genética
subyacentes (Buikstra et al., 1990).

La propuesta de Relethford y colaboradores se gesto en la década de 1980 con los
primeros trabajos que adoptaron un marco analitico basado en los postulados
tedricos y metodologicos de la genética de poblaciones y la genética cuantitativa
(Crow and Kimura, 1970; Falconer and Mackay, 1996; Crawford, 2006) con el
objetivo de analizar rasgos cuantitativos continuos para estimar datos genéticos y
abordar preguntas de investigacion respecto a la estructura e historia poblacional al
igual que las afinidades bioldgicas entre poblaciones basandose en distintas
suposiciones respecto a la heredabilidad de los rasgos (Relethford and Blangero,

1990a).
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El modelo propuesto supone que la variaciéon fenotipica es proporcional a la
variacion genética aditiva y los efectos del ambiente y por lo tanto son considerados
de manera igualitaria cuando se analizan rasgos cuantitativos similares. Por otra
parte, el modelo permite estimar matrices de relaciones genéticas (matrices R) a
partir de rasgos cuantitativos que describen la afinidad pareada de las poblaciones,
siendo que valores positivos indican que dos poblaciones son mas similares en
promedio y los valores negativos indican que las poblaciones son menos similares
en promedio(Relethford, 1997). Este analisis fue puesto a prueba por James M.
Cheverud y encontré que siempre que las heredabilidades de los rasgos no sean
menores a h? <0.2 la proporcionalidad de las matrices de afinidad genética y
fenotipica es significativa (Cheverud, 1988a).

Recientemente Hunley y colaboradores han postulado un modelo que combina
fisiones poblacionales seriadas con cuellos de botella y migraciones a largas
distancias en conjunto con pequefios pulsos de flujo genético para explicar el patron
de diversidad genética global (Hunley et al., 2009). Con estos resultados se
evidencidé que los rasgos craneométricos son de gran importancia para el estudio
de la estructura, demografia e historia evolutiva de las poblaciones humanas
(Relethford and Blangero, 1990b; Relethford, 2002).

Ahora bien, como se mencioné anteriormente, el modelo de Relethford y Blangero3
fue extendido por los bidlogos James Cheverud y Richard Lande quienes
observaron que los datos craneométricos se ajustan de manera similar a los

patrones tedricos de neutralidad basados en marcadores genéticos y, por lo tanto,

3 Su marco amplié el de Harpending y Ward (Harpending, 1982) el cual se basaba en datos
genéticos.
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utilizando las asociaciones estadisticas de las matrices de varianza-covarianza
dentro y entre poblaciones se puede explorar, bajo un modelo de neutralidad la
accion de las fuerzas microevolutivas. Esta aproximacion ha permitido abordar
temas como la estimacion de la estructura e historia poblacional usando los datos
craneométricos como base para estimar datos genéticos y modelar el efecto de las
fuerzas microevolutivas (Lande, 1980; Cheverud J.M., 1982).

La segunda razén por la que los estudios de heredabilidad de los rasgos
craneofaciales son de relevancia es debido a la posible influencia de factores
ambientales en los fenotipos craneofaciales. Es decir, no solo es relevante saber
cuanto contribuye el componente genético y como éste interactua respecto a la
accion de las fuerzas microevolutivas, se necesita entender como es que diferentes
ambientes y perturbaciones del ambiente en el desarrollo influencian el proceso de
crecimiento y desarrollo de los fenotipos craneofaciales con el fin de comprender
como es que la variacion entre poblaciones puede ser producto conjunto de

diferencias genéticas al igual que diferencias ambientales.

1.3 Variacion craneofacial y adaptaciones climaticas

Los primeros estudios relacionados con la influencia del clima en la morfologia
craneofacial se remontan a la década de 1970 y constituyen investigaciones
respecto al efecto del clima en analisis de senales filogenéticas a partir de datos
craneométricos de distintas poblaciones humanas (Guglielmino-Matessi et al.,
1979). Subsecuentemente, se desarrollaron modelos que predecian el efecto del

clima con el fin de comparar las predicciones con datos de colecciones donde el
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efecto del clima se pudiera poner a prueba explicitamente en un marco de genética
cuantitativa (Roseman and Weaver, 2007; Martinez-Abadias et al., 2009a; Betti et
al.,, 2010). Dichas investigaciones analizaron la concordancia entre la morfologia
craneofacial global, el neurocraneo y el esqueleto facial respecto al clima y
encontraron una fuerte asociacion entre forma facial y la media de la temperatura
anual cuando poblaciones humanas que viven en latitudes extremadamente altas

son consideradas (Figura 4).
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Figura 4. Muestra global de craneos de sexo masculino (negro) y femenino (blanco) y ambos sexos (gris)
graficado en un mapa de calor contra las tendencias de; maxima temperatura (arriba), minima (en medio y
precipitacion (abajo) (Betti et al., 2010).

39



Estos hallazgos sugieren una posible convergencia entre morfologia facial (el indice
nasal es menor) y poblaciones adaptadas al frio en distintas regiones del mundo
como son Norte América Europa y el Noreste Asiatico (Hubbe et al., 2009), aunque
se ha evidenciado que existe importante variacion entre poblaciones en el indice
nasal, medido como la forma nasal externa que derivada de la variacion entre la
altura y anchura nasal que puede estar vinculada a adaptaciones locales al clima
(Franciscus and Long, 1991a) y también se ha propuesto un papel adaptativo de las
dimensiones de la nariz respecto a la temperatura y humedad en la cual las
poblaciones viven (Carey and Steegmann, 1981; Crognier, 1981).

Aun asi, existe una discrepancia entre los resultados obtenidos y las hipdtesis
adaptativas ya que segun Franciscus y Long, no es posible argumentar con base
en las correlaciones significativas entre medidas ambientales y la morfologia nasal
exterior un papel adaptativo ya que el mecanismo de ventaja derivado de
morfologias diferenciadas no es posible de identificar y analizar, por lo que los
autores proponen que estudios futuros necesitan investigar no solo la morfologia
exterior sino también la morfologia interior tanto en forma como en tamafo ya que
dichas regiones en conjunto se encargan de la entrada y humedecimiento y
calentamiento del aire que entra a la cavidad nasal (Franciscus and Long, 1991b).

Bajo esta hipotesis Noback y colaboradores (2011) utilizaron aproximaciones de
morfometria geométrica en tres dimensiones para cuantificar la forma general
externa e interna de la cavidad nasal en diez poblaciones humanas distribuidas a lo
largo del mundo empleando el andlisis de minimos cuadrados parciales (Partial
Least Squares Analyses) para comparar el patron de variabilidad morfoldgica a las

mediciones de temperatura y humedad y encontraron una fuerte asociacion entre la
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forma de la capsula nasal y la temperatura y presion del vapor, los cuales tuvieron
un patron diferenciado cuando se analizo la morfologia nasal externa y la interna
(Noback et al., 2011).

Ahora bien, es importante resaltar las conclusiones de Lia Betti y colaboradores
(2009) quienes enfatizan que las mas altas correlaciones en rasgos singulares
corresponden a la anchura facial y craneal y a las medidas que describen las
aperturas nasales y orbitales, los cuales se han hipotetizado son mas los que
responden a presiones selectivas relacionadas al clima. Por lo tanto, no es sorpresa
que las poblaciones que no se encuentran en climas extremos o cercanos a ellos
se acerquen mas al patron de neutralidad, es decir, aunque se detecte un papel del
clima como motor de diferencias entre poblaciones esto puede no ser replicado en
el mismo conjunto de datos en cuanto a la diversidad fenotipica dentro de las
poblaciones debido a que la diferenciacién dentro de poblaciones puede ser
afectada de diferente forma dependiendo de las fuerzas selectivas a las que estén
sujetas en ese momento o recientemente en el pasado. Esto a su vez refleja que la
morfologia craneofacial puede jugar un papel clave en estudios de la evolucién de
las poblaciones a través del tiempo, sus adaptaciones a climas locales y la
reconstruccién de patrones de afinidad con poblaciones extintas o actuales (Noback

et al., 2011).

1.4 Variacion craneofacial y adaptacion por dieta

En cuanto a la relacion entre la morfologia craneofacial y la dieta diferenciada,

encontramos que la mayoria de las investigaciones se han enfocado en estudiar los
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aspectos del estrés biomecanico al masticar y por otra parte encontramos una linea
de investigacion que se enfoca en las diferencias morfolégicas producto de
diferentes estrategias de alimentacion (cazadores recolectores vs agricultores).

La linea de investigacion biomecanica se enfoca principalmente en entender la
relacion entre la plasticidad fenotipica del proceso de osificacion en relacion a la
fuerza de masticacion y por lo tanto su impacto en el tamafo y forma del craneo
humano (Liberman, 2011). Historicamente esta linea de investigacion se ha
enfocado en trabajos experimentales con primates no humanos o recientemente
mediante la aplicacion del analisis de elementos finitos (Finite Element Analysis)
con el fin de modelar los efectos morfologicos de diferentes cargas masticatorias
derivadas de la dieta diferenciada (Hylander and Johnson, 1997; Wroe et al., 2010;
Fitton et al., 2012; Ravosa et al., 2013).

Por otra parte, encontramos una gran cantidad de investigaciones de caracter bio-
arqueoldgico que se han enfocado en investigar como es que los patrones de dieta
diferenciadas impactan en el patrén de morfologia craneofacial entre poblaciones
humanas contemporaneas, principalmente diferenciando entre dietas de cazadores
recolectores respecto a dietas de poblaciones agricultoras o con estrategias de
subsistencia sedentarias. Las hipétesis de estos trabajos plantean que la transicién
alimentaria hacia una dieta basada en la agricultura y la ganaderia provocaron en
conjunto una transicion demografica de salud y de patrones de desarrollo
ontogenético que posiblemente se reflejen en diferencias anatémicas tanto en el
complejo craneofacial como en el esqueleto postcraneal (Pinhasi and von Cramon-

Taubadel, 2009; Gignoux et al., 2011; Pinhasi and Stock, 2011; Ravosa et al., 2013).

42



De hecho, una de las hipotesis en bioarqueologia mas relevantes postula que existe
una importante interaccion entre los modos de alimentacién y el crecimiento y

desarrollo del craneo y la mandibula (Spencer Larsen, 1995; Larsen, 2015a).
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Figura 5. Grafica de componentes principales para todo el craneo y todas las regiones estudiadas que
representan la magnitud de diferencias de forma entre poblaciones humanas con diferentes estrategias de
dieta (Paschetta et al., 2010).

Dicha hipdtesis ha tenido sustento empirico por investigaciones llevadas a cabo en
diferentes partes del mundo que evidencian que existen asociaciones entre los
cambios en la robustez del craneo y su forma en relaciéon a la transicién de
alimentaciones basadas en caceria y recoleccion hacia la agricultura y dichas

diferencias se pueden explicar debido a que las dietas mas blandas y procesadas
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generan menos estrés biomecanico en el aparato masticatorio (Carlson, 1976;
Carlson and van Gerven, 1979; Gonzalez-José et al., 2005; Pinhasi and von
Cramon-Taubadel, 2009; Paschetta et al., 2010).

Esta propuesta, denominada “hipétesis de la masticacion funcional” postula que al
tiempo en que las poblaciones humanas transitaron de un estilo de vida cazador-
recolector a uno basado en la agricultura y el sedentarismo durante el periodo
Mesolitico al Neolitico y mas recientemente, el aparato masticatorio experimento
menos estrés biomecanico conforme la dieta fue haciéndose mas suave y
procesada y por lo tanto alterd el patron de crecimiento y desarrollo en el tercio
medio e inferior craneofacial, pero también se postula que este cambio fue
acompafado de un cambio en la flexiébn de la base del craneo y un neurocraneo
mas globular. Como se puede observar en la Figura 5, la magnitud de las diferencias
entre cazadores recolectores (Indian Knoll Archaic, diamantes rojos), horticultores
(Woodland, diamantes verdes), agricultores (prehistéricos tardios, diamantes
azules) y agricultores amerindios del sur (Pampa Grande, cuadrados abiertos;
circulos abiertos, bolivianos) para todas las regiones del craneo se presentan en
elipses de un rango del 80% para cada grupo en los dos ejes mayores de los
componentes principales (PC1 y PC2) y sugieren que la mayor diferenciacion entre
grupos se encuentra para todo el craneo como un todo, principalmente debido a
diferencias en el neurocraneo mas en la region craneofacial. No obstante, la mayor
diferenciacién se observa en las estructuras masticatorias. Los autores sefialan que
el analisis de componentes principales indica que, aunque algunas comparaciones
sugieren diferencias entre grupos en la béveda, la base del craneo o la cara, el

mayor grado de diferenciacion - la relacién entre los cazadores-recolectores por un

44



lado y los horticulturalistas y agricultores por el otro se concentra en la fosa temporal
y las regiones relacionadas con la masticacion (Paschetta et al., 2010). Por otra
parte, existe apoyo empirico en modelos de ratones, cerdos, roedores y primates
que confirman que la diferencia de dieta tiene un impacto en la robustez de la
mandibula y el esqueleto facial (Corruccini and Beecher, 1984; Yamada and
Kimmel, 1991; Ciochon et al., 1997; Lieberman et al., 2004a).

Por ultimo, el estudio de Noreen Von Cramon-Taubadel (2011), que se centré en
realizar una comparacion global de la variacion craneal y mandibular en poblaciones
definidas como agricultoras o cazadores recolectores encontré diferencias
consistentes en cuanto a la forma y grosor de la mandibula y la maxila dependiendo
de los patrones de subsistencia después de haber controlado los posibles factores
de confusion como ancestria reciente, geografia y clima. Especificamente la autora
reporta que la principal variacion de la forma mandibular se asocia con diferencias
en la economia de subsistencia. En términos morfolégicos, las poblaciones
agricultoras o pastoralistas (simbolos abiertos) tienden a presentar mandibulas
relativamente mas cortas de adelante hacia atrds con ramas mandibulares
relativamente mas largas mientras que los cazadores recolectores (simbolos
cerrados) presentan el patron anatémico opuesto (Figura 6), independientemente
del continente del que provinieran las poblaciones. (von Cramon-Taubadel, 2011).
La autora concluye su trabajo sugiriendo que los resultados respecto al vinculo entre
el patron de subsistencia y la morfologia del tercio medio e inferior craneofacial
evidencian que el mecanismo de cambio es el de plasticidad fenotipica y no la

seleccién natural y en segundo lugar permite abordar el fenédmeno del desarrollo de
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maloclusion dental en poblaciones que transitaron hacia estilos de dieta sedentarios

(Kaifu et al., 2003).
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Fig. 6. Cambios de forma asociados a diferencias en estrategias de subsistencia (von Cramon-Taubadel,
2011).

Las observaciones y el planteamiento son de particular interés ya que, el tercio
medio e inferior craneofaciales no solo son las que presentan la mayor desviacion
de la prediccion de genética cuantitativa respecto a evolucién neutral o bajo un
modelo de mestizaje (Martinez-Abadias et al., 2006), sino que al incluir la posibilidad
de la plasticidad fenotipica como el agente de variacién entre poblaciones abre la
posibilidad a que estos no solo se expliquen por el fendmeno biomecanico de la

masticacion sino que también permite abordar las diferencias culturales respecto a
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como es que dietas diferentes y como se preparan y consumen los alimentos entre
poblaciones puede influir de tal forma que, la variacién fenotipica no solo sea un
fenomeno derivado de un efecto de plasticidad sino que también este influenciado

por los factores bioculturales de cada poblacion.

1.5 Abordando la complejidad craneofacial mediante estudios de modularidad

Recientemente, una mayor atencion se le ha dado al hecho de que la morfologia
craneofacial esta estructurada a partir de complejas dinamicas funcionales,
genéticas y del desarrollo. Este enfoque comenzo retomando los planteamientos de
Melvin L. Moss y Richard W. Young en su trabajo “A Functional Approach to
Craniology” (Moss y Young, 1960b), que luego dio pie a las aproximaciones de
modularidad. Este punto es de gran relevancia ya que existe una creciente literatura
que considera a la estructura craneofacial humana como un mosaico de médulos
(Figura 7) que siguen patrones de integracion y modularidad durante el proceso de
crecimiento y desarrollo del individuo que abren la posibilidad de nuevas preguntas
respecto a si las diferentes regiones craneales definidas segun criterios especificos
difieren en la extension en la que reflejan este patron generalizado de evolucion
neutral. Siguiendo el postulado de que el craneo es un conjunto de elementos que
generan escenarios de variacion multivariada, existe la posibilidad y el potencial de
que el craneo se descomponga en regiones o unidades que difieren en la extension
de evolucién neutral de las unidades y la covariacion entre ellas (Figura 8).

Por lo tanto, una de las primeras lineas de investigacion se centré en entender si

las regiones individuales del craneo estan sujetas a neutralidad, lo cual es relevante
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por dos razones, primero, cualquier accion pasada de seleccién es probable que
solo haya afectado aspectos especificos de la morfologia craneofacial, lo cual
también puede argumentarse que ocurrid a nivel poblacional y, por otra parte,
también surge la interrogante de cual es el efecto de esta accion de las fuerzas
microevolutivas diferenciadas en cuanto al patron global general y modular de la

variacion en la morfologia craneofacial humana.

Squamous
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uchal & squamous)
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crest derived bone

Figura 7. Mddulos craneales derivados de la cresta neural versus derivadas del mesodérmico en vista lateral
(Liberman, 2011).

En este sentido, Daniel Liberman (2011) sugiere un proceso inductivo de tres pasos.
El primer paso es determinar en qué medida y cdmo se integran las caracteristicas
que cambiaron en un evento de especiacidon determinado; en otras palabras, qué
cambié con qué? El segundo paso es identificar los efectos funcionales de estos
cambios y considerar como habrian afectado la funcion de otros cambios modulares

propuestos. El tercer paso es generar hipotesis comprobables sobre cémo la
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seleccién podria haber actuado, tratando de rechazar simultaneamente la hipotesis
nula alternativa de que una caracteristica dada es una adaptacién y una exaptaciéon

(Lieberman, 2011a).
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Figura 8. Secuencia temporal de maduracion esquelética propuesta por Enlow (1990). El neurocraneo
madura junto con el cerebro y la base del craneo en la linea media mientras que el rostro y los elementos
asociados maduran mas tarde, por lo que se ha sugerido que el desarrollo de la base craneal limita el del

rostro.

Para poder abordar estas interrogantes con una mayor resolucién analitica y
estadistica se ha llevado a cabo una transicién metodoldgica hacia la morfometria
geométrica en dos y tres dimensiones basadas en landmarks. Dicha metodologia
se basa en la identificacién de coordenadas homologas que permiten aplicar una
serie de técnicas matematicas para el analisis y comparacién de las propiedades
geométricas de un objeto. En el caso de la variacion craneofacial, la estrategia de
landmarks no solo permite capturar la forma craneofacial general, sino que también
permite capturar puntos anatdmicos no tradicionales mediante el uso de semi-
landmarks lo cual permite dividir el craneo en regiones a la vez que se retiene un
alto porcentaje de la forma general lo cual hace mas flexible el analisis (Gunz et al.,

2005; Slice, 2006).
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Para llevar a cabo esta aproximacion, se dividid al esqueleto craneofacial en
“‘mddulos” morfologicos que se definen por estar estrechamente integrados entre
ellos, ya que dichos modulos probablemente estan influenciados por genes
pleiotrépicos o genes en alto grado de desequilibrio de ligamiento (Mitteroecker and
Bookstein, 2007, 2009). Esta aproximacion es relevante ya que la prediccidon
postula que el cambio evolutivo de los médulos se puede explorar con base en que
estos modulos comparten un proceso de crecimiento y desarrollo, una funcién o
estan fisicamente posicionados cercanamente en la arquitectura craneofacial
(Gonzalez-José et al., 2004; Willmore et al., 2007) lo cual implica que existe una
jerarquia de conectividad entre varios elementos del fenotipo craneofacial (Bastir
and Rosas, 2005a) y que estas conexiones pueden variar dependiendo de la
naturaleza e intensidad de su integracién durante el proceso de desarrollo o0 su
papel funcional (Klingenberg, 2013).

Por ejemplo, los trabajos de Cheverud y colaboradores se basaron en el analisis de
la matriz funcional (Figura 9). Dicha aproximacion permite realizar un analisis para
identificar las relaciones funcionales y del desarrollo dentro del craneo asumiéndolo
como un conjunto interconectado de unidades denominadas componentes
funcionales los cuales realizan funciones semi-independientes como la respiracion,
vision, olfato y procesamiento sensorial (Moss and Young, 1960b; Moss and
Salentijn, 1969b). El primer trabajo de Cheverud (1982) se enfoc6 en una revision
de los componentes principales del craneo, es decir, el componente neurocraneal y
el orofacial bajo la hipdtesis de la matriz funcional lo cual arroj6 que los
componentes principales del craneo también contienen varias submatrices (Figura

4).
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Fig. 9. Unidades esqueléticas asociadas a la matriz 'orofacial'®. (Cheverud, 1982).

Subsecuentes estudios llevados a cabo con diferentes taxones del orden primate
(Cheverud J.M., 1982; Cheverud, 1995; Ackermann and Cheverud, 2002; Marroig
and Cheverud, 2004; de Oliveira et al., 2009; Singh et al., 2012a) y poblaciones
humanas modernas (Gonzalez-José et al., 2004) contribuyeron con evidencia
empirica de los médulos funcionales propuestos por Cheverud en 1982.

Con el sustento empirico de los modulos craneofaciales, durante la ultima década
se gestaron dos grandes enfoques de investigacion. El primero se ha centrado en
poner a prueba si la morfologia craneofacial general o por médulos craneales
particulares son mejores predictores de historia evolutiva y filogenia (Wood and
Lieberman, 2001) y, por otra parte, los trabajos enfocados en analizar que regiones

craneofaciales y a qué grado dichas regiones reflejan afinidades genéticas neutrales

4 La hipotesis de la Matriz Funcional (Moss & Young, 1960) postula que el componente 'orofacial’
puede subdividirse en (A) Frontal, (B) Orbital, (C) Masticatorio, (D) Nasal y (E) Oral. El hueso frontal
también contribuye a la matriz "neurocraneal”, que se aproxima a la béveda craneal, lo que ilustra la
falta de concordancia estricta entre los huesos del craneo y los componentes funcionales
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ntre poblaciones humanas globalmente distribuidas (Harvati and Weaver, 2006;
Smith, 2011). De hecho, aunque parece ser que los modulos craneales no son
optimos indicadores filogenéticos, dichos modulos han sido estadisticamente
significativos respecto a los patrones de evolucion neutral, lo cual evidencia que la
forma craneofacial es un fuerte indicador de la historia poblacional del pasado (von
Cramon-Taubadel, 2009) y por lo tanto se puede abordar en cuanto a estudios entre
poblaciones bajo un modelo de gen-fenotipo. Ahora bien, es pertinente sefialar que
la parte media y el tercio inferior craneofacial, que son el objetivo de analisis
craneofacial de este estudio contienen a las regiones craneales que como se puede
observar en la Figura 6 no se ajustan a las predicciones de evolucion neutral. Esta
observacion se ha hecho por un numero importante de investigaciones que se
relacionan con los aspectos de adaptacion climatica y a la dieta en poblaciones
humanas (Hylander, 1977; Lieberman et al., 2004b; Gonzalez-José et al., 2005;
Sardi et al., 2006; Hubbe et al., 2009; Noback et al., 2011; Larsen, 2015b) y sugieren
que dichos factores, a través de presiones selectivas diferenciadas para cada
poblacién humana son responsables de moldear el patron global de diversidad
craneométrica de manera diferenciada entre las partes del craneo que presentan

una evolucion neutral respecto a las partes que no presentan un patron no neutral.

1.6 Modularidad e integracién morfologica

El hecho de que multiples partes de la misma estructura, por ejemplo, el craneo
estén interrelacionadas a diferentes niveles de organizacion y en nivel de magnitud

debido a funciones conjuntas o rutas del desarrollo compartidas dentro ha sido un
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tema de renovado interés abordado por antropdlogos y bidlogos a partir de los
aportes tedricos de la biologia evolutiva del desarrollo (Evo-devo) y su conjuncién
con la Morfometria Geométrica para estudiar las relaciones fenotipicas, sus causas
y su capacidad de generar conjuntos de fenotipos que se integran en organismos
fuertemente cohesionados. Dicha linea de investigacidon ha sido denominada
integracion morfologica.

En términos de la morfologia craneofacial, encontramos que este conjunto de
fenotipos o rasgos esta constituido por partes que estan integradas entre ellas
debido a que se desarrollan, funcionan y evolucionan en conjunto lo que lleva a que
la integracion craneal sea inevitable desde una perspectiva del desarrollo, porque
comparten precursores y rutas de sefalizacion, funcional, porque comparten
interacciones funcionales espacialmente mediadas por mecanismos epigenéticos y
genética, por el efecto del ligamiento genético y la pleiotropia y por ultimo, evolutiva
porque reaccionan a presiones de seleccion de manera integrada (Lieberman,
2011a).

Dentro de esta perspectiva, recientemente se planted otro concepto que esta
fundamentalmente interrelacionado al concepto de integracion morfologica (IM), el
concepto de modularidad, y de manera conjunta estos conceptos abordan las
relaciones entre rasgos, es decir, cdmo diferentes rasgos de un organismo estan
fuertemente o débilmente correlacionados. Por una parte la IM se define como el

patron general de inter-correlaciones® y el concepto de modularidad se define como

5 Chernoff y Magwene (1999) proponen una redefinicion del concepto de Integracion Morfoldgica
como; la correspondencia de patrones de covariacion entre rasgos a una a priori o a posteriori
hipotesis bioldgica.
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la particion de la IM en bloques con poca o nula integracion entre ellos (unidades
semiautébnomas llamadas modulos) que se debe a relaciones funcionales,
genéticas, por el proceso de crecimiento y desarrollo o por proceso evolutivos
(Goswami and Polly, 2010a). Dicho de otra forma, los patrones de correlaciones
entre los rasgos o las matrices de covarianza® permiten analizar el grado y magnitud
de interdependencia entre rasgos morfologicos (IM) y a la vez pueden identificar
subconjuntos de rasgos que se estructuran de manera independiente y son mas
dependientes entre ellos (mddulos) de lo que son a otros subconjuntos
(Klingenberg, 2008).

Histéricamente, el concepto IM proviene de la observaciéon de que diferentes partes
de los organismos estan coordinados en sus tamafios y formas para “integrar” un
todo funcional, esta observacion se consolidé mediante la propuesta que hicieron
Olson y Miller en 1958 (Olson and Miller, 1958) quienes estudiaron las correlaciones
entre rasgos para definir los grupos-P (P-groups) que son agrupaciones
cuantitativamente derivadas en que todos los rasgos pareados estan altamente
correlacionados y por otra parte, definieron a los grupos-F (F-groups)
cualitativamente como agrupaciones integradas por sus funciones o por procesos
del desarrollo y demostraron que existe una fuerte correspondencia entre los dos

grupos (Olson and Miller, 1958).

6 La covarianza es esa parte de la varianza conjunta de dos rasgos que esta asociada; la correlacion
es lo mismo que la covarianza para dos rasgos que han sido estandarizados para tener varianzas
de 1.
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Como se mencion6 anteriormente, en la actualidad el concepto de IM ha sido
extensivamente retomado y extendido en genética cuantitativa y la biologia
evolutiva del desarrollo (Cheverud, 2004; Hallgrimsson et al., 2004; Mitteroecker et
al., 2004; Klingenberg, 2008, 2013) y con el surgimiento de la Morfometria
Geomeétrica y su consolidacién en las ultimas tres décadas han generado un
renovado interés por estudiar las bases bioldgicas de la IM y mas recientemente la

modularidad (Adams et al., 2013).
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Figura 10. Diferentes niveles de integracién y modularidad segun Klingenberg (2014).

Segun Klingenberg (2008) la IM puede ser observada en distintos niveles
dependiendo del origen de la variacion bajo consideracion y de las observaciones
estudiadas. En cada nivel, la integracidn esta asociada a la covariacion entre partes,

sean estructuras o rasgos, pero en esencia dependiendo del nivel de IM que se esté
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estudiando va a diferir el enfoque y el contexto conceptual respecto al origen de la
variacion.

Como se puede apreciar en la Figura 10, un punto fundamental en el estudio de los
diferentes niveles de IM es que los mecanismos responsables de la integracion son,
en su mayoria, imposibles de observar directamente y por lo tanto se estudian
mediante la covariacion entre rasgos morfologicos e hipotesis acerca de los efectos
que los diferentes niveles de integracion pueden tener en la covariacion de las
estructuras o rasgos y es importante resaltar que multiples niveles de integracién
pueden ser incluidos en un solo estudio y compararlos unos contra otros.

De manera general las interacciones mas estudiadas dentro del campo de la IM
corresponden a interacciones durante el crecimiento y desarrollo a partir de la
integracion del desarrollo (developmental integration), interacciones funcionales
para la integraciéon funcional (functional integration), efectos de ligamiento genético
o pleiotropia a través de la integracion genética (genetic integration), y por ultimo la
evoluciéon de diferentes partes en conjunto mediante integracion evolutiva
(evolutionary integration) (Figura 12).

Para la integracidén genética se utiliza la genética cuantitativa para poner a prueba
hipétesis en disefios experimentales donde se conoce las relaciones de parentesco
de los individuos (Martinez-Abadias et al., 2012b). Por otra parte, la IM puede
estudiarse bajo un enfoque de proceso, a partir de la Integracién funcional y la
Integracién del desarrollo (Breuker et al., 2006). Por otra parte, la integracién del
desarrollo puede ser inferida a partir de la covariacion de la asimetria fluctuante en
individuos o poblaciones (Klingenberg, 2015), y por ultimo, la integracion evolutiva

puede ser estudiada a partir de datos de variacién interespecifica y analisis
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filogenéticos comparativos con el fin de examinar cambios evolutivos en multiples
partes y como se coordinan a lo largo de un conjunto de especies en un clado(Felice
et al., 2020). Por otra parte, el concepto de modularidad expande aproximaciones
previas como las de la Hipdtesis de Matriz Funcional (Moss and Young, 1960b) en
cuanto a que es igualmente aplicable a aspectos morfolégicos, funcionales,
genéticos y del desarrollo de los organismos. Esta idea se basa en que la IM no es
uniforme a lo largo de los organismos en su totalidad, se concentra en complejos o
estructuras del organismo que estan fuertemente integradas internamente a la vez
que son relativamente independientes de otros complejos similares, lo que
previamente denominamos como maodulos. Por lo tanto, la integracion débil entre
modulos, es decir, Modularidad, puede contribuir a mitigar los efectos de
constrefiimientos a la variacion en un escenario de completa integracion
morfologica, por ejemplo, los trabajos de James Cheverud y Gunter Wagner han
planteado que la modularidad genética y la modularidad del desarrollo deberian
evolucionar para equiparar a la modularidad funcional (Cheverud, 1996; Wagner

and Altenberg, 1996b).
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Figura 11. Tipos de modularidad vinculadas a la variacién morfoldgica y su conexién entre ellas. Las lineas
azules representan influencias mutuas entre tipos de modularidad dentro de individuos y las rojas dentro de
poblaciones

Como se puede apreciar en las Figuras 10 y 11 los tipos de modularidad mas
estudiados se empalman con los tipos de IM. Estos tipos de modularidad son;
funcional, del desarrollo, genética y evolutiva y se estudian mediante el analisis de
estructuras que comparten interacciones funcionales, a través del analisis de
covariacion de asimetria fluctuante, estudiando experimentalmente los efectos de
genes individuales o considerando el efecto agregado del genoma completo y por
ultimo mediante varios métodos filogenéticos comparativos que estan disponibles
(Klingenberg, 2013). En este sentido, la diferencia entre los tipos de modularidad se
encuentra en el enfoque de estudio, es decir, la modularidad busca identificar redes
de interacciones conocidas entre modulos basadas en los patrones de conectividad
e interaccion entre las partes de interés, por ejemplo, redes bioquimicas, de

sefalizacion y regulacion genética no son directamente posibles de observar en
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estudios morfométricos, por lo que en la mayoria de los casos la modularidad o la
accion de los diferentes tipos tiene que ser inferida a partir de los patrones de
variacion y covariacion dentro y entre médulos pero también en distintos niveles de
interacciones (Klingenberg, 2013).

Segun Klingenberg (2014) es posible combinar diferentes estrategias de analisis,
por ejemplo el estudio de la asimetria fluctuante que se usa para inferir modularidad
en el desarrollo se puede combinar con analisis de genética cuantitativa, al igual
que con analisis comparativos controlados filogenéticamente entre especies para
estudiar modularidad evolutiva (Klingenberg, 2013). Por ejemplo, se han llevado
estudios comparativos de IM y alometria entre ratones, humanos y otros primates
para identificar similitudes en el origen en el desarrollo de la variacion (Hallgrimsson
et al., 2004; Martinez-Abadias et al., 2012b). Por ende, la mayoria de los estudios
que exploran IM también abordan hipétesis de modularidad debido a que la IM
puede constrefir la variacién de los rasgos mientras que la modularidad puede
circunvalar los efectos de la IM (la canalizacion del desarrollo y la pleiotropica
genética) a través de las débiles covariaciones entre médulos y asi abrir paso a la
generacion de nuevas morfologias, es decir la accidn conjunta de estos
mecanismos puede coordinar asociaciones funcionales o por el proceso de
crecimiento y desarrollo entre rasgos que, en otras circunstancias, no funcionarian
efectivamente si cada uno se modificara de manera independiente en respuesta a
la procesos de seleccion (Atchley and Hall, 1991; Bookstein, 1996; Wagner et al.,

2007; Adams et al., 2013).
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1.7 Integracién Morfolégicay Modularidad en primates y humanos

En el caso de los primates y los seres humanos la linea de investigacion principal
se ha enfocado en identificar los mdédulos en el esqueleto craneofacial (Figura 12)
y, por otra parte, a establecer la relacién entre los patrones observados de IM y sus
posibles causas, es decir, si tiene un origen funcional, en el proceso de crecimiento
y desarrollo, genético o evolutivo. En este sentido se ha demostrado que la IM y
Modularidad difieren entre taxas y ademas cambian a través del tiempo (Marroig
and Cheverud, 2001; Ackermann, Rebecca RodgersCheverud, 2004; Goswami and
Polly, 2010b). Mas aun, los cambios a través del tiempo se reflejan principalmente
como nuevas interacciones funcionales o del proceso de crecimiento y desarrollo
que vinculan rasgos en nuevos patrones de IM, mientras que la fragmentacion de
otras interacciones llevara al desacoplo de previas relaciones y por lo tanto dando

pie a modularidad(Esteve-Altava et al., 2015).

Figura 12. Mddulos de esqueleto craneofacial basados en analisis de redes anatomicas. Complejo craneal
(rojo), complejo facial (azul) y complejo tiroideo (verde)(Esteve-Altava et al., 2015).
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Este fenomeno fue descrito por Wagner y Altenberg como un motor de
evolucionabilidad, es decir; la posibilidad de nueva variacion dentro de viejos
patrones de IM debido a una nueva independencia a partir de Modularidad (Wagner
and Altenberg, 1996a).

En cuanto a la integracion genética y modularidad genética, estas han recibido
considerable atencién en mamiferos y primates debido a la relacion entre los
patrones de variacion genética, su covariacion y su papel en el cambio de la forma
en términos evolutivos. En este sentido, ya se mencionaron varios de los estudios
de James Cheverud y colaboradores, pero en este caso sus investigaciones
enfocadas en las relaciones entre Integracién genética y fenotipica basadas en
genética cuantitativa a partir de las matrices de varianza y covarianza fenotipica
(matriz P) y la matriz genética aditiva (matriz G) permitieron investigar diferentes
estructuras como el craneo y la mandibula con el fin de estudiar las relaciones entre
los patrones de integracion y como estos evolucionan dentro y entre linajes. Sus
resultados identificaron correlaciones aunque no siempre se logro establecer una
perfecta correspondencia entre mdodulos genéticos, funcionales y del desarrollo
(Cheverud, 1982, 1996, 2004; Cheverud et al., 1997).

Estos resultados son relevantes ya que, la Integracién fenotipica y la modularidad
son producto de factores genéticos y no genéticos y, al contar con ambas matrices
(G y P), se puede particionar la varianza en su componente genético aditivo y
ambiental a la par de calcular la heredabilidad de los caracteres y asi estimar las
influencias del ambiente en un modelo controlado. Otro punto de gran importancia
es que debido a que la matriz G es un componente de la integracion fenotipica

descrita por la matriz P, esto hace que las correlaciones fenotipicas sea una
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aproximacion efectiva a las correlaciones genéticas y permite el abordaje de
hipotesis genéticas en conjuntos de datos unicamente morfologicos (Cheverud,
1988b). En la actualidad esta aproximacion se ha extendido a humanos (Martinez-
Abadias et al., 2012a).

Por otra parte, diversas aproximaciones han abordado los efectos de mutaciones
especificas en la fuerza y el patron de integracion con el fin de identificar los posibles
mecanismos que contribuyen a la integracién y modularidad al igual que en
escenarios comparativos entre ratones, primates y humanos. La primera de estas
aproximaciones se basa en el mapeo genético de QTLs o Quantitative trait Loci (por
sus siglas en Ingles) con el fin de explorar como las variantes genéticas afectan la
forma de una estructura o rasgo o los patrones de integracién y modularidad en un
disefio experimental basado en linajes puros (“inbred”). Los estudios se han
enfocado principalmente en la regién craneofacial y la mandibula en particular y los
resultados han evidenciado una compleja interaccion entre varios QTLs que afectan
a las formas de manera compleja y ademas sefialan que los efectos no aditivos son
importantes para el estudio de la forma y su variacion (Cheverud et al., 1997;
Klingenberg et al., 2001, 2004; Ehrich et al., 2003; Mitteroecker and Bookstein,
2009; Parsons et al., 2011; Klingenberg, 2013; Hunemeier et al., 2014).

Otra reciente aproximacion que ha cobrado fuerza se basa en el estudio de los
efectos agregados del genoma completo en un conjunto de rasgos morfolégicos
enfocandose en los patrones y cantidad de variacion genética para obtener la
covarianza y asi estimar las correlaciones entre individuos donde el pedigri es
conocido. Esta aproximacion se ha extendido a partir del uso de las matrices de

covarianza genética como medio para predecir la respuesta a procesos de seleccion
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mediante la simulacion de los efectos localizados en una forma particular y cémo
esta respuesta impactaria de manera local y global a través de los patrones de
integracion y modularidad. Si la integracion de la variacion total se concentra en el
componente principal 1 de la matriz, entonces los efectos de la deriva genética o la
seleccidén pueden tener mayor efecto mediante lo que se han denominado “lineas
genéticas de menor resistencia” (Mitteroecker et al., 2004; Martinez-Abadias et al.,
2009b, 2011, 2012a).

De hecho, el trabajo de Martinez-Abadias y colaboradores (2012) que utilizé un
modelo de prediccion de los efectos que tendria la seleccion respecto a cambios
particulares en la forma del craneo humano y encontré que las respuestas predichas
afectan al craneo por completo, indicando que la variaciéon genética para la forma
del craneo humano esta altamente integrada. Subsecuentemente los analisis de IM
y modularidad entre las matrices G y P mostraron que ninguna de ellas se ajusta a
la hipotesis de que el frente, la bdéveda y la base craneal son mddulos
completamente independientes; en cambio, estas estructuras estan fuertemente
integradas. Para ambas matrices de covarianza, la covariacion entre subconjuntos
de puntos de referencia de acuerdo con esta hipétesis no es mas débil que la
covariacion para otras particiones, como se hubiera esperado bajo la hipdtesis
(Martinez-Abadias et al., 2012). Estos resultados indican que la integracion del
desarrollo en el craneo, como se manifiesta en la estructura de las matrices de
covarianza genéticas y fenotipicas, tiene un efecto importante en el resultado de la
seleccién y, por lo tanto, sugieren que el contexto adaptativo para la evolucion del
craneo humano puede necesitar para ser reinterpretado. En esta perspectiva, el

sistema genético y de desarrollo juega un papel importante en la evolucién humana
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y debe tenerse en cuenta al considerar los factores selectivos que estuvieron
involucrados (Lieberman, 2008, 2011b).

Esta fuerte integracion genética es de suma importancia para comprender la
evolucion morfolégica de los primates y los humanos debido a que las respuestas
del craneo a presiones selectivas estan sesgadas hacia cambios globales de la
forma a lo largo de todo el craneo, lo cual introduce ruido para la interpretacion de
las razones por las que ocurren cambios en la forma en respuesta a la seleccion y
por lo tanto las inferencias respecto a las presiones selectivas no seran confiables,
es decir, no hay una correspondencia directa entre el cambio en la formay la presién
selectiva que guié esa respuesta evolutiva. Esto a su vez tiene implicaciones
filogenéticas, ya que si el craneo no puede ser dividido en subunidades anatomicas
o funcionales independientes entonces no son informativas para inferir filogenias, si
la variacion genética asociada a la forma del craneo observada en una poblacion
humana es representativa de las poblaciones del pasado, la evolucién en todas las
partes del craneo es altamente interdependiente y por lo tanto, diferentes médulos
del craneo, debido a que estan fuertemente integrados son poco probable de
producir informacién independiente sobre la historia evolutiva y filogenética entre
las especies de homininos (Martinez-Abadias et al., 2011).

Klingenberg (2013) sefalé que; “aun cuando los estudios de Integracién y
modularidad genética se han vuelto abundantes debido al avance de los métodos
estadisticos y tecnologias gendémicas y de digitalizacion, investigar la base genética
de la IM y modularidad permanece dificil debido a la limitante de poder estadistico
para detectar efectos genéticos y por la incertidumbre de las estimaciones de los

parametros genéticos debido a los tamafios de muestra y sugiere que se requiere
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aumentar el tamafio de muestra, explorar mas pedigries con el fin de lograr
caracterizar la naturaleza exacta de la Integracion y modularidad genética en
estructuras complejas como por ejemplo el craneo de humanos y mamiferos”
(Klingenberg, 2013).

Otro ejemplo del alcance de las investigaciones de IM y modularidad es el reciente
trabajo de Borja Esteve-Altava y colaboradores (2015) quienes investigaron la
compleja evolucion de la modularidad en el clado de los primates basandose en
anadlisis de teoria de redes para analizar si la modularidad y la complejidad
evolucionaron de forma coordinada en el craneo de los primates mediante el patron
de contactos 6seos modelados como redes para identificar mdédulos de conectividad
y cuantificar la complejidad morfolégica y encontraron que los craneos de los
primates existentes se dividen en un modulo craneal conservado y hasta tres
modulos faciales labiles, cuya composicion varia entre los primates. A pesar de los
cambios en modularidad, los analisis estadisticos rechazan una retroalimentacién
positiva entre modularidad y complejidad lo que sugiere un desacoplamiento de la
complejidad y la modularidad que se traduce en diferentes niveles de restriccion
sobre la evolucién morfolégica del craneo de los primates(Esteve-Altava et al.,

2015).

65



Hylobates

Pongo

S
S @B

Gorilla

Pan

Hominidae

Figura 13. Conectividad de mddulos identificada en craneos de Hylobates y grandes simios. Se observa una
gran variabilidad en los huesos que componen los tres médulos en este grupo (rojo, azul y verde). El craneo
humano muestra una division de dos médulos (facial y craneal) Unico dentro de los primates.

A la par de estas investigaciones, se han llevado a cabo numerosos trabajos donde
se ponen a prueba diferentes divisiones del craneo y disefios de estudio para
evaluar el patron de covariacién entre estas hipétesis modulares, por ejemplo; base
craneal, fosa craneal y rama mandibular (Bastir and Rosas, 2005b), rostro vs
neurocraneo (Mitteroecker and Bookstein, 2008), rostro, base del craneo y béveda
craneal (Gkantidis and Halazonetis, 2011; McCane and Kean, 2011; Singh et al.,
2012b), pariental, occipital, temporal y la boveda craneal (Gunz and Harvati, 2007),
entre diferentes partes de la mandibula (Harvati et al., 2011), entre cerebro y craneo

(Bastir et al., 2010)y entre el tejido facial y el esqueleto facial (McCane and Kean,
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2011). Los resultados de estas investigaciones sefialan que, en general, la IM entre
diferentes partes craneales es particularmente fuerte y los patrones de covariacion
asociados a los ejes generados por el analisis de minimos cuadrados parciales
(PLS) casi siempre sugieren explicaciones ya sea bioldgicas o adaptativas para esta
integracion(Klingenberg, 2013).

Retomando los estudios respecto a dieta y clima, los mas recientes se llevaron a
cabo bajo una perspectiva de IM y plasticidad fenotipica, donde los factores que
contribuyen a la variacién en la forma craneofacial se extienden mas alla del
componente genético y ambiental para abordar variables como los modos de
subsistencia y su impacto en la morfologia y variacién del craneo y la mandibula
bajo la hipétesis de que los cambios en la forma estaran relacionados a diferencias
en la consistencia de alimento y la fuerza requerida en la masticacion, lo cual es
informativo de los efectos funcionales de la masticacion, el remodelado 6seo bajo
estrés mecanico y su papel como variable en la IM y Modularidad (Paschetta et al.,
2010; von Cramon-Taubadel, 2011).

Por ultimo, Klingenberg (2013) senala que el estudio de modificaciones
intencionales del craneo (Cheverud et al., 1992; Martinez-Abadias et al., 2009b) y
dismorfias de enfermedades con etiologias conocidas y mutaciones genéticas
identificadas son campos de gran interés y poco estudiados (Richtsmeier and
DeLeon, 2009; Heuzé et al., 2012) que representan un recurso de gran valor para

los estudios de IM y Modularidad en el craneo humano.
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Capitulo II. El estudio del componente genético craneofacial

Como se menciond en el capitulo anterior el estudio craneofacial por parte de la
antropologia fisica estimuld el dialogo y colaboracién con distintas disciplinas. En
este sentido, la genética rapidamente establecio lineas de investigacion enfocadas
en la identificacion de los genes responsables de sindromes congénitos y
enfermedades mendelianas asociados a fenotipos craneofaciales. Estas lineas de
investigacion fomentaron el desarrollo de aproximaciones cualitativas y cuantitativas
con el fin de aportar al entendimiento del componente genético de la morfologia
craneofacial humana (Sperber et al., 2010).

En la actualidad se considera al craneo humano como un ensamblaje de fenotipos
multifactoriales complejo que presenta una variacion entre individuos y poblaciones
producto de la interaccion entre el componente genético, influencias ambientales
(Cole and Spritz, 2017) e interacciones durante el proceso de crecimiento y
desarrollo (Lieberman, 2011b). Ahora bien, los estudios en gemelos y familias han
evidenciado que la heredabilidad se extiende de moderada a alta dependiendo del
fenotipo craneofacial y por lo tanto existe un importante rango de variacién entre los
niveles de heredabilidad de algunas regiones faciales que estan mas fuertemente
influenciadas por el ambiente que por el componente genético (Naini and Moss,
2004; Carson, 2006b; Sherwood et al., 2008; Martinez-Abadias et al., 2009;

Weinberg et al., 2013; Seselj et al., 2015).
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En principio, el estudio del componente genético craneofacial se ha dado
principalmente a través del estudio en animales modelo (principalmente ratones,
perros, pez cebra y macacos) ya que permiten el analisis en distintos periodos del
crecimiento y desarrollo. Dichos estudios han resaltado la importancia de genes
como los SHH (Sonic hedgehog) y BMP (bone morphogenic protein) los cuales se
han asociado con el desarrollo del complejo orofacial y paladar en humanos (Hu et
al., 2015). Otros estudios han identificado a los genes LINE-1, DLX6 y DLX5 en
fenotipos de paladar hendido (Wolf et al., 2014). De forma similar, NOL11 produce
anormalidades craneofaciales al igual que los genes ALX1 y el Mnl que se han
asociado a la formacion normal del cerebro y variacion entre individuos(Uz et al.,

2010; Griffin et al., 2015; Pallares et al., 2015).
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Figura 14. Las fuentes de informacidn para investigar la etiologia genética de la variacion craneofacial
(modificado de Claes et al., 2016).
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La segunda aproximacién, como se menciond previamente, es a través del estudio
de enfermedades mendelianas, malformaciones congénitas y sindromes
craneofaciales, lo cual ha contribuido con la estimacion de que aproximadamente el
32% de los desordenes mendelianos estan asociados a caracteristicas
craneofaciales atipicas (Jones et al., 2013) y mediante estrategias de analisis de
ligamiento y genes candidato se ha podido asociar mutaciones a sindromes
mendelianos con patrones atipicos de desarrollo craneofacial (Kolar et al., 1987;
Ward et al., 2000; Jones et al.,, 2013). Mediante estas aproximaciones se ha
identificado el gen PAX3 como un gen que puede afectar significativamente el rango
tipico de variacion facial en el area nasal (Jones et al., 2013) y mutaciones en dicho
gen se han asociado al sindrome de Waardenburg que presenta hipertelorismo y
crestas nasales anchas (Claes and Shriver, 2016). Por otra parte el estudio del labio
leporino no sindrémico con o sin paladar hendido (NSCL/P) parece tener una
etiologia multifactorial que involucra factores ambientales y genéticos (GREM1 vy
CCDC26) (Claes and Shriver, 2016). Por ultimo, la craneosinostosis ha sido uno de
los sindromes mas estudiados respecto a la arquitectura genética del desarrollo del
craneo que ocurre debido al cierre prematuro de las suturas craneales y puede ser
reconocido por una forma anormal del craneo en recién nacidos(Sharma et al.,
2013; Twigg et al., 2013; Hamm and Robin, 2015).

Estas aproximaciones son importantes ya que los genes o regiones genémicas
involucradas en patrones de desarrollo craneofacial atipico también podrian estar
involucradas en variacion craneofacial tipica de la poblacion. En ultima instancia,
esta aproximacioén sera una herramienta clave para identificar los genes o grupos

de genes que afectan la morfologia craneofacial, aunque la mayor limitante es
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encontrar gente con el mismo fenotipo craneofacial para llevar a cabo estudios de

gen-fenotipo.

2.1 Estudios de asociacion a nivel del genoma

En la ultima década, los estudios de asociacion a nivel del genoma (genome-wide
asociation studies) (Figura 15) han permitido analizar miles de variantes genéticas
en grandes grupos de individuos que presentan tanto morfologia craneofacial
normal como diferentes sindromes y/o malformaciones congénitas con el fin de
identificar asociaciones estadisticamente significativas entre variantes genéticas y
fenotipos cualitativos y cuantitativos. En este sentido, recientemente se han
publicado investigaciones enfocadas en identificar las bases genéticas de la
variacion craneofacial y los fenotipos faciales con el fin de contribuir a estudios de
identificacion forense al igual que asociaciones con distintos componentes de
ancestria genética. El primero identificé variantes en los genes PRDM16, TP63,
C5o0rf5N, COL17A1, y PAX3 asociados a variacion en morfologia craneofacial en
europeos(Liu et al., 2012) y en poblacién latinoamericana se identificaron
asociaciones entre morfologia craneofacial y los genes EDAR, DCHS2, RUNX2, and
GLI3 y replicaron la asociacion previa del gen PAX3 (Adhikari et al., 2016). Por otra
parte, en poblacion estadounidense con ancestria europea se identificaron seis
regiones asociadas con rasgos faciales variables en las cuales se encuentran los
genes MAFB, PAX9, MIPOL1, ALX3, HDACS, y PAX1 que se sabe estan asociados
al desarrollo craneofacial y ademas replicaron la correlacion previamente reportada

de los genes CACNA2D3 Y PRDM16 y PAX3 (Shaffer et al., 2016). Por ultimo, un

71



GWAS en nifios africanos identificd una asociacioén con los genes SCH1P1y PDESA
y forma y tamano facial(Cole et al., 2016). En cuanto a GWAS en individuos con
malformaciones o enfermedades encontramos que se han establecido asociaciones
entre variantes cercanas a los genes PAX7, FGFR2 y NOG vy trios con presencia de

labio leporino y paladar hendido(Leslie et al., 2015).
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Figura 15. Esquema de un estudio de asociacion a nivel del genoma (gwas). Disefio basado en miles de SNPs
(A) analizados en casos y controles (B) con el fin de establecer asociaciones estadisticamente significativas
entre fenotipos y genotipos (C).

Ahora bien, la complejidad del estudio del componente genético de la arquitectura
craneofacial no solo tiene que ver con que genes estan involucrados en la
morfogénesis o variacion de los fenotipos que conforman al craneo, una segunda

capa tiene que ver con la regulacion a diferentes niveles y durante diferentes
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estadios del proceso de crecimiento y desarrollo que pueden estar ligados a
variacion en el numero de copias debido a deleciones y duplicaciones que se ha
evidenciado que no necesariamente tienen efectos contrarios (Hammond et al.,
2014) lo que resalta la importancia del papel de las interacciones entre variacion
genética, influencia ambiental, ruido del desarrollo y epigenética para la morfologia

craneofacial normal(Nuzhdin et al, 2012).
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Figura 16. Genes asociados a regiones faciales particulares en poblaciones con morfologia normal (Richmond
et al, 2018).

Como se puede apreciar en la Figura 16, el avance en la identificacion de genes
asociados a la morfogénesis y variacion craneofacial ha sido grande en las ultimas
décadas y ha permitido replantear y refinar la manera en que se conciben y se

analizan los fenotipos craneofaciales normales al igual que su variacién. Otra
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ventaja ha sido el desarrollo de tecnologias digitales que permiten capturar la
complejidad de la morfologia craneofacial humana y analizarla a través de
aproximaciones de morfometria geométrica en dos y tres dimensiones que permiten
analisis mas robustos de la heredabilidad de los fenotipos craneofaciales(Djordjevic
et al., 2016), la evolucion craneofacial y su variacion entre poblaciones y especies
al igual que la identificacién del efecto local de las variantes genéticas previamente
reportadas (Li et al., 2019) que estan contribuyendo al desarrollo y avance en cuanto
a diagnésticos, tratamientos y aplicaciones forenses que tengan como base la
relacion entre los determinantes genéticos de la variacion craneofacial normal
(Roosenboom et al., 2016).

En ultima instancia es probable que se continuen identificando genes de gran
importancia y peso para la arquitectura genética al igual que variantes que ejerzan
un pequefo efecto en conjunto en la morfologia craneofacial mediados a través de
interacciones gen-gen, gen-ambiente y presiones mecanicas debido al proceso de
crecimiento y desarrollo que de manera integrada juegan un papel importante para
determinar la morfogénesis craneofacial y su variacién observada.

Ahora bien, estas estrategias basadas en GWAS son muy poderosas pero requieren
de tamanos de muestra muy grandes al igual que un numero considerable de
polimorfismos a analizar lo que los hace bastante dificiles de llevar a cabo, por otra
parte, debido a la complejidad del proceso de crecimiento craneofacial, dichas
aproximaciones puede que no logren capturar las asociaciones entre genes que
juegan papeles importantes en la morfogénesis de estructuras 6seas debido a que

su variacion esta influenciada por los procesos epigenéticos de interaccion entre las
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llamadas matrices funcionales integradas que interactuan y se estructuran conforme
el craneo crece y se desarrolla (Lieberman, 2011b).

Bajo esta perspectiva, el gen receptor de la hormona del crecimiento (GHR) es de
interés ya que previamente se han descrito asociaciones a la morfologia del tercio
medio y tercio inferior craneofacial lo que lo hace un candidato a investigar
diferentes aspectos de su papel respecto a la variacion craneofacial en el contexto
de los estudios de integracion morfolégica y modularidad. En conjunto con una
aproximacion de morfometria geométrica dicho analisis permitira abordar el impacto
de polimorfismos en la morfologia al igual que en el grado y magnitud de la

integracion morfologica y modularidad craneofacial.

2.2 El gen receptor de la hormona del crecimiento (GHR)

El gen receptor de la hormona del crecimiento (GHR por sus siglas en inglés) esta
localizado en el brazo corto del cromosoma cinco (5p13.1-p12) y codifica una
proteina que consiste en un dominio extracelular compuesto por 246 aminoacidos,
un solo dominio transmembranal y un dominio citoplasmatico y contiene nueve
exones codificantes para el receptor transmembranal al igual que varios exones
adicionales en la regién no transcrita en el extremo 5’ que abarcan un total de al
menos 87 kilobases (Godowski et al., 1989).

En humanos se han identificado dos isoformas comunes, la primera es en su
extension completa y conocida como GHR-flIGHR (Full Length Growth Hormone
Receptor por sus siglas en inglés) y la segunda es una versidn unicamente

identificada en nuestra especie que se caracteriza por ser corta producto del
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mecanismo de splicing alternativo que ocasiona la delecion del exdn 3 que tiene
como consecuencia la pérdida de 22 aminoacidos dentro del domino N terminal del
receptor del gen y la cual es conocida como d3-GHR(deletion of exon 3 of the
Growth Hormone Receptor gene, por sus siglas en inglés)(Pantel et al., 2000;

Grulich-henn et al., 2003).
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Figura 17. Contexto gendmico del gen GHR (modificado de la pagina NCBI-gene).

Segun la pagina Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM por sus siglas en
inglés) que funge como el compendio de genes humanos y sus caracteres
mendelianos asociados, la funcion del gen GHR es; unir moléculas activas de la

hormona del crecimiento (codificadas por el gen GH’) a su receptor transmembranal

7 La hormona del crecimiento (GH por sus siglas en inglés) juega un papel fundamental en la
regulacién del crecimiento durante la nifiez y la adolescencia y también regula el metabolismo a
través de la union de la hormona de crecimiento con su receptor transmembranal, que esta
codificado por el gen GHR (Piwien-Pilipuk et al., 2002).
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con el fin de provocar una dimerizacion y asi activar la via de transduccion de sefial
intracelular que conduce a la sintesis y secrecion del factor de crecimiento tipo
insula | (codificada por el gen IGF1). En el plasma, dicha molécula se une al receptor
soluble de IGF1 (codificado por el gen IGF1R). En las células diana, este complejo
activa las vias de transduccion de sefiales que resultan en las respuestas
miogénicas y anabolicas que conducen al crecimiento
(https://www.omim.org/entry/600946).

De manera especifica, la regulacion de la sintesis de hormona de crecimiento esta
modulada por una familia de genes que incluye a los factores de transcripcion
PROP1(factor de transcripcion de homeo-dominio), PIT1(factor de transcripcion
especifico pituitario 1) que regulan la diferenciacion de las células pituitarias en
somatotrofos los cuales sintetizan y liberan hormona de crecimiento al igual que los
genes GHRH (factor de liberacion de hormonas de crecimiento) y GHRHR (receptor
del factor de liberacion de hormonas de crecimiento) que estan involucrados en la
cascada de pre sintesis de hormona del crecimiento que se almacena en granulos
secretores. Subsecuente a la unién de hormona del crecimiento a dos receptores
de membrana de hormona de crecimiento (GHR), provoca una sefal para comenzar
la produccion del factor de crecimiento tipo insula 1 (IGF1) que en conjunto con su
receptor (IGF1R) sintetizan productos que estimulan el crecimiento de varios tejidos
incluyendo huesos y musculos(Figura 19) (Ascenzi et al., 2019; Lui et al., 2019;

Moore et al., 2019; Paul et al., 2019).
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Figura 18. Esquema de la regulacion de la secrecién de la hormona del crecimiento (GH) y los genes y tejidos
involucrados (Chaves et al., 2013).

En cuanto a su distribucion y frecuencia Stallings-Mann y colaboradores (Stallings-
Mann et al., 1996) reportan una frecuencia de 10% de homocigotos para la d3-GHR
lo que sugiere que la alta frecuencia de esta delecion esté en desequilibrio de
ligamiento con otras variantes que involucren interacciones con algun fenotipo
clinico, lo cual llevaria a tener una ventaja selectiva bajo algunas circunstancias y
concluyen su investigacién sugiriendo que se deberia explorar la posible correlaciéon
del polimorfismo d3-GHR con la variacion de otros fenotipos asociados al gen GHR

(Ludwiczak, Klingert, & Rorman, 1996: 12399).
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Figura 19. El eje GH-IFG-1 y su papel en distintos drganos (Dehkhoda et al., 2018).

Dicha asociacion fue puesta a prueba en dos meta-analisis y dos analisis de
asociacion a nivel del genoma (genome-wide asociation studies) que reportaron
asociaciones modestas entre la respuesta en crecimiento y terapia de hormona del
crecimiento en portadores del polimorfismo d3-GHR y de-GHR con varias etiologias
de estatura baja y por otra parte identificaron polimorfismos en el gen GHR
asociados a altura total, pero no el polimorfismo d3-GHR (Dos Santos et al., 2004;
Binder et al., 2006; Carrascosa et al., 2006, 2008). Subsecuentemente Ballesteros
y colaboradores (Ballesteros et al., 2000) llevaron a cabo ensayos de expresiéon de
las dos isoformas en distintos tejidos y concluyeron su investigacion sefialando que
los niveles de expresion absoluta y relativa de RNA mensajero de las isoformas del
gen GHR se expresan de manera diferenciada mediante mecanismos de expresién
especifica dependiendo del tejido.

Respecto a sindromes y patologias craneofaciales asociadas al gen GHR, la base
de datos de OMIM reporta que se han asociado mutaciones a la insensibilidad total

y parcial a la hormona de crecimiento, a enanismo de Laron y a un incremento en
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la respuesta a la hormona de crecimiento. En este sentido encontramos que el
sindrome de insensibilidad de la hormona del crecimiento el cual recibe el nombre
de sindrome de Laron se caracteriza por ocasionar un retardo en la maduracion
esquelética desde la gestacion dentro del utero y posteriormente ocasiona un lento
progreso que se refleja en el cierre del cartilago de la epifisis de los huesos largos
a temprana edad. Esto impacta la estatura total en nifias y nifios y en el esqueleto
craneofacial encontramos subdesarrollo del esfenoides, la mandibula y la regién
frontonasal acompafnadas de un cierre tardio de las suturas del craneo (Figura 21)
(Scharf and Laron, 1972; Konfino et al., 1975; Le Roith, 1997). El sindrome se
definié a partir de la clonacion del gen por Leung y colaboradores en 1987 y
posteriormente con su completa caracterizacion en 1989 y la implementacion de
analisis por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas
en inglés) que permiti6 comenzar a identificar mutaciones en pacientes con los
fenotipos caracteristicos del sindrome (Laron, 2004). En la actualidad se han
asociado 52 mutaciones en diferentes poblaciones y familias con evidencia de
consanguinidad que van desde deleciones de los exones que codifican el dominio
extracelular del gen (Godowski et al., 1989) hasta el actual repertorio que consiste
en otras deleciones de exones, mutaciones sin sentido “nonsense”y de marco de
lectura, asi como de splicingy mutaciones con cambio de sentido o
“missense” dentro de exones e intrones (Baumann et al., 1987; Daughaday and
Trivedi, 1987; Amselem et al., 1989; Ayling et al., 1997; viva Silbergeld et al., 1997,
lida et al., 1998; Shevah et al., 2002; Laron, 2003).

Un punto de interés que resalta del repertorio de mutaciones reportadas en el gen

GHR es que, a pesar de que existen diferentes mutaciones reportadas, parece ser
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que la mayoria del impacto en la morfologia craneofacial esta asociada a fallas en
la ruta de senalizacion de la hormona del crecimiento, lo que provoca una ruptura

de la ruta normal de sefalizacion del eje IFG-1 - GH - GHR.
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Figura 20. Caracteristicas craneofaciales asociadas a estatura baja, independientemente del desorden de
origen lo que sugiere una complejidad en el patrén y magnitud de crecimiento debido a sindromes
asociados con mutaciones o deficiencia del gen GHR(Wdjcik and Ben-Skowronek, 2020).

En una revision del estado del arte del sindrome de Laron (2004) se enfatizdé que
los casos estudiados de este sindrome han permitido explorar la fisiologia y
farmacologia del gen IGF1 y muchos aspectos complejos de su interrelacion con el
gen GH en términos de su deficiencia y diagndstico (Zhou et al., 1997). Pero quedan
preguntas importantes respecto a familias en donde se encuentran fenotipos
normales en individuos heterocigotos para alguna mutacioén o al contrario, casos en

donde hay doble heterocigotos y también en donde hay genotipos heterocigotos en

81



un alelo asociados con la presencia de polimorfismos que complejizan la asociacion
molecular de mutaciones del gen GHR al sindrome de Laron(Laron, 2004). Por otra
parte, los estudios de las bases moleculares del sindrome de Laron sentaron la base
de una serie de investigaciones respecto del papel de mutaciones en el gen GHR y
la morfologia craneofacial del tercio medio y tercio inferior haciendo particular
énfasis en la estructura mandibular, su desarrollo y la variacién en grados de

oclusion.

2.3 Variantes del gen GHR y su asociacion con la morfologia craneofacial

Una de las lineas de investigacion que ha tomado fuerza en las ultimas dos décadas
se ha centrado en investigar el papel del gen GHR y su variacién genética,
principalmente en el exdn 10 respecto de la morfologia craneofacial, pero
particularmente de los segmentos medio y tercio inferior, es decir, el maxilar y la
mandibula. El objetivo se ha centrado en investigar la relacién entre variacion
morfolégica maxilofacial y los polimorfismos del gen GHR debido a la relacion que
existe entre el crecimiento facial horizontal que se ha asociado a la expresion del
gen GHR en regiones de cartilago, como son los condilos mandibulares. Las
variantes estudiadas dentro de esta linea de investigacién y sus cambios asociados
se aprecian en la Tabla 1. La informacién de la posicidén, su cambio de aminoacido
y el cambio asociado se obtuvo de la base de datos ENSEMBL y 1000 genomas.
Por otra parte, para evaluar el efecto funcional de cada polimorfismo se utilizé la

herramienta web de Variant Effect Predictor (McLaren et al., 2016).
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Tabla 1. Informacion del efecto de los polimorfismos del gen GHR estudiados.

Efecto
SNP de referencia Posicion Cambio de aminoacido Cambio asociado funcional
rs6176 S473S  Serotonina a Serotonina Variante sindnima Benigna
Variante sin sentido
rs6180 I1526L Isoleucina a Leucina Benigna
rs6182 C422F Cisteina a Fenilalanina  Variante sin sentido  Benigna
Variante sin sentido
rs6183 P477T  Prolina a Treonina Benigna
Variante sin sentido
rs6184 P561T  Prolina a Treonina Benigna

El primer trabajo fue llevado a cabo por Tetsutaro Yamaguchi y colaboradores
(2001) y tuvo como objetivo evaluar cuantitativamente la relacion entre la morfologia
craneofacial y tres variantes genéticas del gen GHR; Pro477Thr (P477T), llc526Leu
(1526L) y Pro561Thr (P56IT) en poblacion japonesa. Estas mutaciones son de
interés ya que los polimorfismos P56IT (rs6184) y 1526L (rs6180) presentan una alta
frecuencia en las poblaciones del sureste asiatico mientras que P477T (rs6183) se
encuentra en baja frecuencia en la base de datos de 1000 genomas (Figura 21) y
ademas se encuentran en los exones asociados al dominio citoplasmatico del gen
y, por lo tanto, son fuertes candidatos para estudiar el papel de variaciones en este
dominio respecto a fenotipos como la estatura idiopatica y el sindrome de Laron. La
hipbtesis planteada consistiéo en que la morfologia craneofacial observada pueden
ser producto de las mutaciones en el gen GHR en la poblacién japonesa y por lo
tanto se evalud cuantitativamente la morfologia en una muestra de 50 mujeres y 50

hombres mediante cinco medidas en los trazos laterales de cefalogramas y dos
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genotipos por ensayo de restriccion (SS; sin P561T y Ss; heterocigotos para P561T)

(Yamaguchi et al., 2001a).

156180 chr5:42719239 C/ rs6183 chr5:42719092 A/

rs6184 chr5:42719344 A/

Figura 21. Mapa mundial de las frecuencias alélicas de los polimorfismos rs6180, rs6183 y rs6184 del gen
GHR en las poblaciones muestreadas en 1000 genomas. Las graficas de pastel se encuentran en la ubicacion
geografica de las muestras analizadas.

Los estadisticos asociaron al genotipo SS a una medida significativamente mas
grande de la rama mandibular (Co-Go, p=0.0181) respecto a los individuos Ss. En
su discusion, los autores resaltan el papel de la hormona del crecimiento en la
morfologia de la mandibula debido al crecimiento mediado por el cartilago via el

céndilo mandibular y la evidencia de que tratamientos de hormona del crecimiento

84



tienen un marcado efecto en el condilo mandibular, los cuales presentan receptores
de hormona del crecimiento (Lewinson et al., 1994; Van Erum et al., 1998). Los
autores enfatizan la relacion de la variante P561T y la longitud maxilar y sefialan
que esta variante puede estar teniendo un papel regulador del gen GHR o
posiblemente en desequilibrio de ligamiento con la variante reguladora sin identificar
o0 con otro gen que también tiene un efecto pleiotropico sobre la morfogénesis
mandibular, en ultima instancia sefalan que la variante estudiada es un candidato
a marcador genético para la morfologia mandibular en poblacion japonesa
(Yamaguchi et al., 2001b).

Subsecuentemente Zhou y colaboradores (2005) llevaron a cabo un estudio similar
en poblacion Han de China en el cual se estudiaron dos muestras, una
morfolégicamente normal que llamaron aleatoriamente seleccionada (95 individuos)
y otra del Hospital Somatolégico de Beijin que se caracterizd por incluir individuos
con distinta altura de la rama mandibular (dos desviaciones estandar hacia abajo, y
dos hacia arriba de la media) y subsecuentemente se secuenci6 el gen GHR y
unicamente se analizaron cuatro polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) dentro
del exén 10 (G168G, C422F, 1526L, y P561T) como marcadores genéticos a
correlacionar con 16 medidas en cefalogramas laterales. Los resultados asociaron
las medidas de Co-Go, Ar-Go y S-Go (Figura 22) con los diferentes genotipos del
polimorfismo 1526L (sustitucion de leucina por isoleucina) siendo los individuos con
genotipo CC los que presentaron longitudes de la rama mandibular mas grandes
comparados con los otros dos genotipos (AC y AA). Por ultimo, el analisis de
ligamiento mostré que tres de los cuatro polimorfismos (C422F, 1526L y P561T)

estan en completo ligamiento en la poblacién han de china, es decir, se heredan en
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bloque, y ademas en la poblacién estudiada explicaria la baja diversidad de
haplotipos observada en esta regién del genoma. Los autores sugieren que la
asociacion observada entre los genotipos del polimorfismo I526L a diferencias en la
altura de la rama mandibular entre los grupos normal y extremo podrian estar
relacionadas a las diferencias morfolégicas debido a que los cuatro polimorfismos
estudiados se encuentran en la regién terminal C-184 la cual esta asociada a la
transduccion en el dominio intracelular del gen GHR. Esto significa que los
polimorfismos podrian estar afectando la transduccién del eje GH-GHR-IGF-1, lo

cual impacta en la expresion del gen IGF-1(Zhou et al., 2005).

PP

Figura 22. Medidas en cefalogramas laterales estudiadas por Zhou y colaboradores (2005) y
subsecuentemente replicadas por Tomoyasu (2009).

En términos morfoldgicos esto se refleja en el crecimiento en cartilago y por lo tanto
en un crecimiento vertical de la rama mandibular, al igual que la altura total y otras
regiones que se vinculen a crecimiento a través de cartilago. Por ultimo, enfatizan

que esta complejidad podria explicar parcialmente las diferencias morfolégicas
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observadas entre la poblacion estudiada y los japoneses y por qué no se replico la
asociacion observada en el estudio previo aun cuando se identificaron como en
bloque de ligamiento. Esto lleva a los autores a plantear que muy probablemente
existan diferencias entre poblaciones en la morfogénesis de la rama mandibular
mediadas por polimorfismos en el gen GHR y que dichos polimorfismos solo afectan

el desarrollo longitudinal de la mandibula (Zhou et al., 2005).

1s6182 chr5:42718928 T/

Figura 23. Mapa mundial de la frecuencia alélica del polimorfismo rs6182 del gen GHR en las poblaciones
muestreadas en 1000 genomas. Las graficas de pastel se encuentran en la ubicacion geografica de las
muestras analizadas.

Como respuesta al trabajo de Zhou y colaboradores, Yoko Tomoyasu vy
colaboradores (2009) expandieron su trabajo inicial en poblaciéon japonesa al
retomar los hallazgos reportados en poblacion Han de China y llevaron a cabo un

estudio de asociacién entre los polimorfismos 1526L(rs6180), C422F (rs6182),
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P477T(rs6183), P56IT(rs6184) del exén 10 del gen GHR y cuatro medidas
craneofaciales (nasion-sella, gnathion-condilion, pogonion-gonion, condilion-
gonion) en cefalogramas laterales una muestra mucho mas grande de 167 sujetos
japoneses, compuesta por 50 hombres y 117 mujeres de entre 20 y 49 afiosy 18 a
58 anos respectivamente. Los resultados reportaron diferencias significativas en la
altura de la rama mandibular asociados a genotipos de los polimorfismos P561T y
C422F, en especifico individuos con genotipo CC-/-P561T y GG-/-C422F tuvieron
una altura mandibular significativamente mayor que aquellos con genotipos CA y
GT respectivamente. Este resultado es relevante ya que al observar las frecuencias
de los polimorfismos rs6182, rs6183 y rs6184 en 1000 genomas (Figuras 21 y 23)
se puede observar que solo las poblaciones del sureste asiatico presentan los alelos
ancestral y derivado. Por otra parte, el analisis de haplotipos basado en los 5
polimorfismos arrojé que 2 haplotipos representan el 85% de los haplotipos
estimados en el grupo japonés. El coeficiente Do para los dos SNPs fue cercano a
1, lo cual indica que estan en un bloque de ligamiento unico.

Tomoyasu y colaboradores postularon que el crecimiento mandibular depende en
gran medida del crecimiento del cartilago el cual esta influenciado de manera
multifactorial por factores genéticos, nutricionales, la homeostasis, las hormonas y
los factores de crecimiento y dentro de esta complejidad, el gen GHR parece tener
un papel clave en el cartilago ya que afecta directamente su crecimiento y desarrollo
via su interaccién con el gen IGF1. De manera relevante, las variantes asociadas a
diferencias en la altura de la rama mandibular fueron la P56IT y C422F aun cuando
se analiz6 la variante 1526L asociada en poblacién Han de China. Los autores

hipotetizan que el motivo de esta discrepancia sigue sin estar claro, y resaltan el
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hecho de que las frecuencias alélicas parecen variar significativamente para los
cinco polimorfismos entre poblaciones del mundo lo que sugiere una fuerte
influencia de la historia poblacional reciente en cuanto a las diferencias
craneofaciales asociadas a los distintos genotipos de los polimorfismos del gen

GHR para cada grupo étnico estudiado (Tomoyasu et al., 2009a).
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Figura 24. Mapa mundial de la frecuencia alélica del polimorfismo rs6176 del gen GHR en las poblaciones
muestreadas en 1000 genomas. Las graficas de pastel se encuentran en la ubicacion geografica de las
muestras analizadas.

La discrepancia en asociacion entre poblaciones del sureste asiatico llevo a Eun
Hee Kang y colaboradores (2009) a analizar los cinco polimorfismos del exén 10 en
conjunto con la delecion del exén 3 (d3-GHR) con el fin de investigar el posible papel
de la delecién y su contraparte fl-GHR (sin delecion del exén 3) hipotetizando que
la delecidn podria tener importantes implicaciones en la capacidad de respuesta de
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la hormona del crecimiento en la estructura mandibular. La metodologia consisti
en el mismo protocolo de medidas en cefalogramas laterales al igual que la
extraccion y secuenciacién de los polimorfismos del gen GHR implementados en
los estudios previos en una muestra de 159 hombres y mujeres de entre 20 y 58
afnos.

Los resultados del analisis de asociacion establecieron que soélo la altura de la rama
mandibular (Co-Go) se correlaciond significativamente con las variantes P561T y
C422F. El ligamiento, medido por el estadistico R?> mostré un bloque en completo
ligamiento entre los polimorfismos C422F y P561T (haplotipo-4) y en conjunto con
otros tres haplotipos representan el 85% de la diversidad de la regidn en la poblacion
coreana. Dicho haplotipo muestra una diferencia significativa en la altura de la rama
mandibular entre individuos que tenian un haplotipo-4 y otros sin haplotipo-4 (p =
0.028). Los autores enfatizan que el haplotipo-4 que contienen la delecién en
conjunto con los polimorfismos P56IT y C422F fueron asociados significativamente
a diferencias en la altura de la rama mandibular entre portadores y no portadores
del haplotipo y resaltan que el crecimiento mandibular esta influenciado por
multiples factores dentro de los cuales las mutaciones heterocigotas del gen GHR
parecen tener un papel mas o menos importante dependiendo del tipo de mutacién
y haplotipo de los individuos. Los autores concluyeron su trabajo discutiendo la
asociacion replicada respecto al trabajo en poblacion japonesa pero no la de la
poblacién Han de china (el polimorfismo 1526L) y argumentan que la razén de esta
discordancia sigue siendo poco clara y podria deberse ya sea a una falta de analisis
a nivel de haplotipos en poblaciones asiaticas o por otra parte que de verdad existan

diferencias reales entre estas poblaciones lo que requiere de estudios
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independientes en poblaciones alrededor del mundo para establecer la asociacion
entre la morfologia craneofacial y los polimorfismos del gen GHR (Kang et al.,
2009Db).

Bajo este escenario de incertidumbre se evidencio la necesidad de estudiar otras
poblaciones del mundo con el fin de comprender como es que las variantes
genéticas del exon 10 afectan la forma del tercio medio e inferior craneofacial en
conjuncion con factores ambientales y epigenéticos. Siguiendo esta premisa,
Mohamed Adel en colaboraciéon con el grupo de Tetsutaro Yamaguchi (2017)
llevaron a cabo una investigacion en poblacion egipcia con el fin de aportar al
complejo escenario en términos de variantes genéticas de los genes GH, GHR y
IGF-1 y factores ambientales al que parece estar sujeto la region del tercio medio-
inferior orofacial. En esta investigacion se enfatizé por primera vez la importancia
de conocer la etnicidad de los individuos antes de seleccionar las variantes a
estudiar debido a que las diferencias en historias poblacionales posiblemente
afectan las frecuencias alélicas y de haplotipos entre poblaciones. Dicho esto, los
autores sefialan que la poblacion egipcia es una poblacién candidato a estudiar los
alelos rs6180 (1526L) y rs6184 (P561T) previamente asociados en poblaciones del
sureste asiatico y explorar su asociacion en una poblacion que, hipotetizan, es
morfolégicamente distinta en términos craneofaciales al igual que en términos de
factores ambientales. Los resultados mostraron que la frecuencia alélica menor de
rs6184 (P561T) fue de 1.5% por lo que se excluyd del andlisis y por otra parte
respecto a los genotipos de la variante rs6180 (1526L) no se encontré asociaciéon
con las medidas establecidas craneofaciales en el estudio. Los autores concluyeron

su investigacion enfatizando las limitaciones de usar cefalogramas laterales y las
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ventajas de transitar hacia metodologias en tres dimensiones para explorar la
complejidad de la morfologia mandibular, y aunque no se replicaron las
asociaciones previas, enfatizaron que se requieren mas investigaciones para
identificar los factores genéticos que afectan la morfogénesis de la mandibula en
poblacién egipcia y enfatizan la complejidad de la arquitectura genética craneofacial
humana dentro y entre poblaciones (Adel et al., 2017). Siguiendo esta linea de
investigacion, Sergio Ivan Tobon-Arroyave y colaboradores (2017) llevaron a cabo
un estudio de los polimorfismos rs6180 (1526L) y rs6184 (P561T) y su asociacion
con el perfil esquelético facial en poblacién colombiana con diferentes clases de
oclusién dependiendo de la relacion maxila-mandibula (Clase |, Il y 1ll) bajo la
hipétesis de que estas diferencias morfoldgicas pueden estar influenciadas por
polimorfismos en el gen GHR que estén influenciando el eje de expresion entre GH-
GHR y IFG-1. Tras los analisis se encontro que solo el genotipo CA del polimorfismo
rs6184 se asocio significativamente a la morfologia Clase Ill de igual forma que se
asocio el genotipo a una altura de la rama mandibular significativamente mas grande
respecto a los otros genotipos. Los autores sefalan que los hallazgos reportados
sugieren que la funcionalidad de estos SNPs puede depender de interacciones gen-
gen y gen-ambiente que podrian estar afectando de manera directa o indirecta el
desarrollo del perfil esquelético-facial, o, por otra parte, también existe la posibilidad
de que otras variantes en el gen GHR o en ligamiento con el gen estarian siendo
las responsables de las diferencias en la morfogénesis mandibular y/o craneofacial
(Tobon-Arroyave et al., 2018). Por otra parte, Takatoshi Nakawakia y colaboradores
(2017) retomaron la observacion de las limitaciones de las mediciones en

cefalogramas laterales y llevaron a cabo una investigacién de la morfologia
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mandibular y su relacion con las variantes rs6180 (1544L) y rs6184 (P561T)
argumentando que la complejidad de la estructura podria no estar bien representada
por analisis en cefalogramas laterales en dos dimensiones y por lo tanto, mediante
tomografias computarizadas de la mandibula se podria acceder a una cercania de

la complejidad de esta estructura craneofacial y asi establecer asociaciones mas

confiables.

Figura 25. Landmarks anatdmicos para las medidas mandibulares a partir de imagenes CBCT (Cone Beam
Computed Tomography por sus siglas en inglés) (Nakawaki et al., 2017).

Su aproximacién analizé la asociacion entre la morfologia mandibular a partir de
178 tomografias (Figura 25) y su relacion con los genotipos de las variantes rs6184
(P579T), rs6180 (1544L) del gen GHR en una poblacion de individuos japoneses
que resultdé en que no se replicaran las asociaciones previamente reportadas para
la altura de la rama mandibular y el P579T. Por otra parte, los autores sefalan que,
aunque hubo diferencias, estas fueron entre los procesos coronoides y la variante

rs6180, lo cual no se habia observado ya que dicha medida solo es posible mediante
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el analisis tridimensional de la mandibula. Los autores sugieren explorar otros genes
que estén involucrados en la morfologia craneofacial normal en la poblacién general
usando imagenes por resonancia magnetica o escaneos laser para medir la
morfologia craneofacial con el fin de obtener resoluciones tridimensionales sin
precedente que de manera clara y precisa mida el tejido blando y la morfologia
mandibular para asi poder examinar la estructura en toda su complejidad (Nakawaki
et al., 2017).

Esta serie de investigaciones respecto al papel de las cinco variantes del gen GHR
en la morfologia craneofacial evidencian en primer lugar que los genotipos de los
polimorfismos rs6180, rs6182 y rs6184 tienen un efecto en la altura de la rama
mandibular (Tabla 2) y por otra parte, que existe una heterogeneidad entre las
correlaciones debido a que no se replicaron sistematicamente las asociaciones en
las diferentes poblaciones estudiadas en el sureste asiatico mientras que en
poblacién egipcia y colombiana no se identificaron asociaciones entre genotipos y
altura de la rama mandibular. Esto sugiere que hay factores mas alla de la variaciéon
genética del gen GHR que pueden tener un papel importante en la morfogénesis
del tercio medio-inferior craneofacial. No obstante, es importante sefialar que los
tamanos de muestra en términos de numero total y por sexos, los puntos, distancias
y angulos utilizados para capturar la morfologia craneofacial, los criterios de
agrupamiento de la muestra y la ruta de analisis varian entre los estudios
presentados, lo cual podria estar influenciando la heterogeneidad observada entre

las correlaciones.
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Tabla 2. Caracteristicas demogréficas, variantes analizadas, metodologia, medidas y resultados de los estudios
de asociacion entre morfologia craneofacial y variantes del exén 10 del gen GHR.

Articulo Poblacién N Edad rs Medidas craneofaciales Metodologia Resultados
18 3 46 Atura, long. de la base del
. 50 mujeres afios craneo, long. maxilar, long.  Se analizé estadisticamente la . .
GHR gene variant . . . L La presencia de la variante
) de la rama mandibular, long.  diferencia en cada mediciény )
and mandibular . . . P56IT se correlaciono a una
o Japonesa rs6184/P56IT del cuerpo mandibular, long. los genotipos de la variante .
height in the . menor longitud de la rama
mandibular total y long. P56IT con la prueba de Mann- . .
normal Japanese 202349 ) . mandibular y altura facial.
50 hombres mandibular total respecto a Whitney.
anos la altura.
rs6180/1526L Se analizé la diferencia en cada
The GHR gene is . . medicién y entre los genotipos .
. . Altura, longitud maxilar, . ) . El genotipo CC de 1526L se
associated with X de los polimorfismos mediante . i
. X . 95 20 a35 rs6182/C422F long. de la rama mandibular, correlaciono a rama mandibular
Mandibular Height ~ Chinos Han . ,.”. N . una prueba t de muestra i
. . individuos afios long. del cuerpo mandibular, . . P mas larga respecto a los otros
in a Chinese rs6183/P477T ) independiente y un andlisis de |
. long. mandibular total. . L . genotipos.
Population varianza unidireccional
rs6184/P56IT (ANOVA).
Further evidence 117 20249 rs6180/1526L
for an association : N Long. de la base del craneo, La asociacién entre 5 El genotipo CC (P561T) y GG del
mujeres afios ) I ) L I )
between rs6182/C422F long. maxilar, long. polimorfismos y las mediciones polimorfismo (C422F) se
mandibular height Japonesa 18258 mandibular total,long. del craneofaciales se analizaron asociaron a rama mandibular
and the GHR gene a rs6183/P477T cuerpo mandibular, alturade  mediante la prueba de Mann-  mas larga respecto a los otros
in a Japanese 50 hombres anos la rama mandibular y altura. Whitney. genotipos.
population rs6184/P561T
100 20a49
? d3-GHR
hombres afios
- Las asociaciones entre los 6
Association of the . ) . . . )
Altura, long. de la base del  polimorfismos y las mediciones  El genotipo CC del polimorfismo
GHR gene rs6180/1526L ) . . .
polymorphisms craneo, long. maxilar, long. craneofaciales se analizaron P561Ty el GG de C422F se
i . mediante la prueba de Mann- i i
with mandibular Koreana rs6182/C422F mandibular sotal,long del ' p as’ouaron arama mandibular
Cp 18a58 cuerpo mandibular y altura Whitney y subsecuentemente se  mads larga respecto a los otros
height in a Korean 59 muieres . , R
Population ) afios rs6183/P477T de la rama mandibular llevé a cabo una ANOVA de un genotipos.
factor para los haplotipos.
rs6184/P56IT
Association of GHR Diecisiet ¢ | Se utilizé un anélisis de
variants with 92 hombres rs6182/C422F .|ec.|5|e epun O_S craneales y regresion para explorar la L i »
. . 18 a55 diecinueve medidas entre los e . Ninguin genotipo se asocié a
Mandibular form Egipcios N asociacién entre las variantes de 3 :
. . afos puntos para evaluar la forma . morfologia mandibular
in an Egyptian dibul rs6180 y las medidas de la
Population. 99 mujeres rs6184/P56IT mandibutar forma mandibular
Association
analysis between
123 i i i
rs6184 and rs6180 homb rs6182/c422F ONce medidas de distanciay aplicé una ANOVA y pruebas
) ombres angulos entre puntos - .
polymorphisms of X . T no-pareadas para determinar El genotipo CA de P561Ty el
GHR gene i 15a53 craneofaciales utilizados las diferencias significativas tipo AA del 1526L
Colombianos afios para establecer tres grupos : as significatlv genotipo elgen €

regarding skeletal-

facial profile in a
Colombian
population

180
mujeres

rs6184/P561T

con morfologia facial inferior
diferente.

entre medidas y genotipos y
entre los tres grupos.

asociaron a la Clase |11 facial.
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Por lo tanto, resulta relevante investigar estas asociaciones en otras poblaciones
para explorar el papel de las diferencias en frecuencias alélicas y de genotipos con
la variacidon en la morfologia craneofacial adoptando una perspectiva tedérica
metodoldgica que explore el papel de las mutaciones respecto a los patrones y la
magnitud de integracién morfolégica y modularidad en el tercio medio y el tercio
inferior craneofacial con el fin de contribuir a comprender la relacién entre los

polimorfismos del gen GHR y la morfogénesis craneofacial.
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Capitulo Ill. Materiales y Metodologia

Este trabajo investigo el papel de cinco variantes del gen GHR y la asociacion de
sus respectivos genotipos con diferencias en la forma craneofacial y
subsecuentemente del efecto en los patrones e intensidad de la integracion
morfoldgica bajo una hipotesis de tres modulos anatomicos craneofaciales; el facial,
neuronal y mandibular. Como se mencioné previamente, el craneo humano puede
ser pensado como un conjunto de fenotipos que pueden ser descompuestos en
modulos semindependientes basandose en hipdtesis de su origen, como son; su
origen compartido o distinto durante el proceso de crecimiento y desarrollo,
funcionales a partir de interacciones mecanicas o espaciales, o basadas en el efecto
genético compartido debido al ligamiento genético o pleiotropia.

Siguiendo a Hinemeier y colaboradores (2004) se sigue la hipétesis de origen del
tejido que predice que estructuras que derivan de la cresta neural deberian covariar
mientras que las que derivan del mesodermo paraxial deberian covarian entre ellas.
Su trabajo siguio las divisiones propuestas por (Jiang et al., 2002) en las cuales el
hueso frontal, el viscerocraneo y las regiones escamosas (squamous) derivan de la
cresta neural y las porciones no escamosas (non-squamous) de la base craneal y
la béveda craneal son de origen mesodérmico. Este punto es relevante para
estudios de IM y modularidad ya que los autores resaltan, y como ya se menciond
previamente, que las regiones crecen y se desarrollan durante diferentes periodos
ontogenéticos por lo que su desarrollo estara regulado por diferentes factores

genéticos, ambientales y epigenéticos.
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Brevemente recapitulamos, siguiendo a los autores, el rostro y la mandibula crecen
durante un periodo mucho mas extenso, mientras que el cerebro finaliza su
crecimiento tempranamente. Estas diferencias en la trayectoria de crecimiento y
desarrollo entre el craneo y el esqueleto facial y el neurocraneo sugieren que existen
influencias e interacciones funcionales dentro de dichas regiones del craneo, es
decir, la morfologia de las unidades anatdmicas que conforman el esqueleto
craneofacial se desarrollan y responden a interacciones con los tejidos blandos
asociados a aspectos funcionales como son; el visual, olfativo, masticatorio,
mientras que el neurocraneo principalmente responde al sistema nervioso central y
la vascularizacion a la par que funciona para proteger al cerebro (Hinemeier et al.,
2014). Por otra parte los estudios de IM y modularidad en primates y humanos han
evidenciado que el rostro y el neurocraneo se comportan como dos modulos
craneofaciales (Esteve-Altava et al., 2015) por lo que la propuesta de tres médulos
provee un marco robusto para hipétesis de IM y modularidad mediadas por las
variantes del gen GHR bajo la suposicion de que la influencia del gen GHR en el
crecimiento de los condilos mandibulares via la estimulacién de crecimiento
cartilaginoso impactara los patrones y magnitud de IM y modularidad de los modulos
facial y neurocraneal. Esto se reflejara en los patrones de covariacion entre la
mandibula y el rosto, al igual que con el neurocraneo en términos de magnitud; que
tan fuerte es la covariacion general entre los médulos, y el patrén de IM, es decir las
partes especificas del médulo que son mas propensas a covariar dentro del modulo
y con otras partes de otros médulos. Retomando la hipétesis y los objetivos de este
trabajo, se busca poner a prueba el efecto de los genotipos de los polimorfismos del

gen GHR en las diferencias en el patrén de IM de la cabeza en el espacio de forma
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completo, que informa acerca de cambios en la forma debido a los efectos
simultaneos de factores comunes y locales debido a que existe la posibilidad de que
los genotipos de los diferentes polimorfismos del gen GHR puedan vincularse con
efectos asociables a diferencias morfoldgicas o en la magnitud de la integracion y

modularidad entre los modulos craneofaciales propuestos.

3.1 La muestra

La muestra total de esta investigacion esta compuesta por 149 individuos totonacos
y mestizos de la sierra norte de Puebla y poblacion mestiza de la Ciudad de México
(Tabla 3). Todos los individuos proporcionaron consentimiento informado por
escrito, y el estudio fue aprobado por el comité de Etica e Investigacion de la
Facultad de Medicina de la UNAM (numero de proyecto 008— 2010).

Para el analisis de integracion morfolégica y modularidad y su relacion con los
genotipos del gen GHR se corroboré que los individuos fueran no relacionados, no
presentaran desordenes congénitos o traumas craneofaciales, que no hubieran
recibido tratamiento de ortodoncia o cirugia maxilofacial a lo largo de su vida y que

se contara con los cinco genotipos de los polimorfismos del gen GHR.

Tabla 3. Composicion de la muestra por localidad, etnicidad y sexo.

ID Localidad Etnicidad Sexo N
TR Tepango de Rodriguez, Puebla Mestizo (Tepango) Hombre 3
TR Tepango de Rodriguez, Puebla Mestizo (Tepango) Mujer 12
TR Tepango de Rodriguez, Puebla Totonaco (Tepango) Hombre 14
TR Tepango de Rodriguez, Puebla Totonaco (Tepango) Mujer 63
UN Ciudad de México, México Mestizo Hombre 21
UN Ciudad de México, México Mestizo Mujer 36
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3.2 Obtencion de ADN y genotipificacion de los alelos

A cada participante se le extrajeron 10 ml de sangre periférica, recolectada en dos
tubos de 5ml que contienen anticoagulante EDTA (Acido Etilendiaminotetraacético).
A partir de esta muestra de sangre total, se obtuvo el paquete de leucocitos y
subsecuentemente se extrajo el ADN por medio del método de extraccion por
saturacion salina. Después de obtener el ADN se realizaron ensayos TagMan
(Applied Biosystems) para los polimorfismos de un solo nucledtido rs6176, rs6180,
rs6182, rs6183 y rs6184 del gen GHR en el Departamento de Genética del Instituto
de Biociencias de la Universidad Federal do Rio Grande do Sul. Esto permitid
establecer los genotipos de <cada polimorfismo para cada individuo.
Subsecuentemente se llevd a cabo una prueba de Hardy-Weinberg para cada
polimorfismo en la muestra total y después se compararon las frecuencias alélicas
mediante la prueba exacta de Fisher en una tabla de tres por dos, comparando los
genotipos de cada polimorfismo de la muestra contra los genotipos de las
poblaciones del continente americano presentes en la base de datos de 1000

genomas (http://www.internationalgenome.org/) con el fin de identificar si existen

diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de la muestra y las de las
poblaciones de 1000 genomas. Por ultimo, se realiz6é un analisis de desequilibrio de
ligamiento y se graficd los bloques de ligamiento entre los cinco polimorfismos
mediante el calculo de los estadisticos R? y D’ por pares de polimorfismos utilizando

el programa Haploview 4.1.
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3.3 Obtencion de las medidas craneofaciales

Los datos morfométricos analizados en esta investigacion provienen de la aplicaciéon
del “Protocolo para la digitalizacion de cabeza en 3D mediante Microscribe G2X”
desarrollado en la Seccidén de Antropologia Fisica del Departamento de Anatomia
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México. Los
31 landmarks (Tabla 4) capturan las estructuras externas faciales y del neurocraneo
y se obtuvieron directamente de los individuos utilizando un brazo Microscribe G2
(Immersion Corporation, San Jose, Ca) (Figura 27). Este instrumento tiene un area
de trabajo de 50 pulgadas (127 cm) y una exactitud de 0.009 pulgadas (0.23 mm;
199 puntos de la esfera ANSI) lo cual confiere una exactitud mayor que cualquier

instrumento de medicidn craneomeétrica clasico.

Tabla 4. Protocolo de puntos anatdmicos utilizado en este estudio. Puntos obtenidos in situ mediante un
Microscribe G2X.

NO. PUNTO DEFINICION
ANATOMICO

1 Gnation Punto m3s bajo de la linea media del borde inferior de la barbilla.

2 Labial inferior Punto medio del borde bermelldn del labio inferior.

3 Labial superior | Punto medio del borde bermellén sobre el labio superior.

4 Punto medio donde se une el borde inferior del tabique nasal, la

Subnasal particién que divide las narinas y la porcidn cutdnea del labio
superior

5 Pronasal Punto mds prominente de la nariz.

6 Nasion Punto medio de la sutura naso-frontal.

7 Glabela Punto mds anterior a la altura del arco superciliar.

8 Vertex Punto m3s alto situado en la béveda del craneo.

9 Opistocrdneo
10, . Punto lateral mas saliente de la béveda del craneo.

Eurion

15
11, El punto mas medial sobre la cresta temporal del hueso frontal
16 Frontotemporal
12, El punto sobre el borde superior del trago, donde se une con el
17 Tragion hélix.
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13, . Punto m3s lateral de la arcada cigomatica.
Zygion
18
14, . Punto situado en la interseccion entre la rama ascendente y el
Gonion ,
19 cuerpo de la mandibula
20, . Esquina externa derecha e izquierda de la boca donde los bordes
Chelion . . . .
21 externos del bermelldn superior e inferior se encuentran.
22,23 Alar Punto mds lateral sobre el ala nasal derecha e izquierda.
24,25 Orbital Punto mds bajo en el margen inferior de la drbita.
26,27 Endocantion Esquina interior de la hendidura del ojo derecho e izquierdo.
28,29 . Esquina exterior de la hendidura del ojo derecho donde los
Exocantion
parpados se encuentran.
30,31 Supraciliar Punto lateral situado en la parte mas prominente del hueso frontal.

Para aumentar la confiabilidad y reducir el error de medida debido a movimientos
de la cabeza durante el protocolo, se utilizé un dispositivo de descanso e
inmovilizacién de la cabeza. Con esto se generaron las coordenadas x, y, z de cada
landmark a través de una interfase digital con una computadora. Utilizando la base
de datos de 149 individuos con sus respectivas configuraciones de 31 landmarks se
aplicd un filtro correspondiente a los individuos que presentaran los genotipos
correspondientes a los cinco polimorfismos del gen GHR. Tras filtrar los individuos
que no presentaran alguno de los genotipos se establecié una submuestra de 64
individuos (13 hombres y 51 mujeres) con la cual, subsecuentemente, se realizaron

dos rutas de analisis.

3.4 Analisis de morfometria geométrica

La morfometria geométrica (MG) es una aproximacién multivariada que permite el
estudio de la forma, definida como las propiedades geométricas restantes tras
remover los efectos de la escala, la rotacion y la translacion de un objeto (Kendall,

1977; Lele and Bookstein, 1999). Esta disciplina surgi6 en la década de 1980 como
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una propuesta al estudio de las formas de las estructuras anatémicas basada en la
captura de la geometria de la morfologia de interés a partir del uso de coordenadas
de landmarks que permiten la retencion de la informacion geométrica a lo largo de
una ruta de analisis multivariado (Corti, 1993).

El cambio fundamental entre morfometria clasica y morfometria geométrica es el
uso de tipos fundamentalmente distintos de datos para cuantificar la forma, la M.G.
utiliza coordenadas de landmarks en puntos anatomicos, bordes de curvas y en
superficies que, en conjunto con la teoria estadistica para el andlisis de la forma
permitieron llevar a cabo el estudio de la variacion de la forma y su covariacién con
otras variables (Bookstein, 1996). La combinacion de la geometria con la estadistica
multivariada, que esta en el nucleo de la morfometria geométrica asegura que la
forma de la estructura esta caracterizada completamente y sin redundancia. El
analisis automaticamente toma en cuenta todas las relaciones espaciales entre
landmarks morfologicos u otras caracteristicas geométricas incluidas en el analisis,
sin la necesidad de que el investigador defina, a priori, un conjunto de rasgos a
incluir en el analisis (Klingenberg, 2013).

En la actualidad, la mayoria de los estudios de MG se basan en el Paradigma de
Procrustes (Figura 26); una aproximacion al analisis de la forma que emergié de la
unificacion de una teoria estadistica rigurosa de la forma (Kendall, 1984, 1985;
Bookstein, 1986) con los procedimientos analiticos de superimposicién de
configuraciones para obtener variables de forma (Rohlf and Slice, 1990; Rohlf, 1999;
Zelditch et al., 2012) y que actualmente se considera la aproximacion metodoldgica
central para el estudio de la forma. La ruta de analisis basada en el Paradigma de

Procrustes consiste en llevar a cabo; digitalizacion de las coordenadas de

103



landmarks, Analisis Generalizado de Procrustes (GPA por sus siglas en inglés) para
remover la variacion ajena a la forma (“non-shape variation”), analisis estadistico
multivariado y por una proyeccion grafica de los resultados.

El paradigma comienza con la digitalizacién de un conjunto de coordenadas de
landmarks de las ubicaciones anatomicas para cada espécimen.
Subsecuentemente, se realiza el Analisis Generalizado de Procrustes (GPA) en el
cual se estandarizan mediante superimposicion las configuraciones de los
landmarks de todos los especimenes a un sistema comun de coordenadas para
generar un conjunto de variables de la forma. Mediante un procedimiento de
minimos cuadrados, el GPA traslada todos los especimenes al origen, los escala a
la unidad de centroide (“centroid size”) y los rota para minimizar el total de la suma
de desviaciones cuadradas de las coordenadas de landmarks para todos los
especimenes llevandolos al promedio de las configuraciones (Rohlf and Slice 1990).
El resultado son las coordenadas alineadas de la forma que describen la ubicacién
de cada espécimen en el espacio tangente de forma de Kendall (Slice, 2001) y con
las cuales se llevan a cabo andlisis multivariados de la forma. Existen dos
consecuencias importantes de llevar a cabo un GPA, la primera es hay perdida de
grados de libertad matematica y estadistica (cuatro grados cuando son analisis en
dos dimensiones y siete cuando son en tres dimensiones) que conlleva que en la
matriz de covarianza las columnas y las filas no son independientes y por lo tanto la
matriz inversa no pueda ser calculada y la otra consecuencia es que la varianza de
cualquier landmark es ahora un producto de la variacién biolégica y ademas de la

solucién de minimos cuadrados (Goswami and Polly, 2010a).
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Figura 26. La superposicién de Procrustes. Izquierda; las coordenadas en bruto todavia contienen
informacién sobre la posicion, orientacion y tamafio de los craneos. En medio; los especimenes se centran
para estandarizar la posicion. Derecha; los craneos en la orientacién de Procrustes: la posicion, la
orientacion y el tamafo estan estandarizados; lo que queda son las diferencias de forma entre estos dos
especimenes.

El tercer y cuarto pasos consisten en poner a prueba hipotesis biolégicas usando
métodos estadisticos multivariados que permitan analizar diferencias de forma entre
grupos o identificar patrones de covariacion entre forma y otras variables continuas
y subsecuentemente utilizar los métodos de ordenacion (“ordination methods”) para
generar visualizaciones graficas del patrén de dispersion de la variacion en la forma
o para facilitar las descripciones de los cambios en la forma entre especimenes de
diferentes especies.

En el caso de la investigacion de la IM y la modularidad el analisis de componentes
principales (PCA por sus siglas en inglés) que tradicionalmente se usa como un
método para reducir la dimensionalidad de datos multivariados es usado como una
manera para reorganizar los datos multivariados en ejes. Cada eje o componente
principal (PC por sus siglas en inglés) describe las inter correlaciones entre grupos
especificos de variables de tal forma que los componentes principales son un
conjuntos de ejes, en el cual, el primero es el eje mayor respecto de los ejes

subsecuentes, lo que significa que la variacion a lo largo de los subsecuentes
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componentes es la variacidén residual no correlacionada alrededor del previo eje
(Goswami and Polly, 2010a) y por lo tanto cada PC describe la variacidon
correlacionada entre varias de las variables originales que no estan correlacionadas
con variacion en otro PC (Mitteroecker et al., 2004). Esta descripcion esta
cuantificada por los eigenvalores, que son la cantidad de la varianza original
explicada por cada PC vy, la suma total de eigenvalores colectivamente explica la
varianza original de los datos. Por otra parte, los eigenvectores describen la
transformacién desde el nuevo eje de PC a los ejes originales de las variables y
cada eigenvector tiene un peso o ‘“loading” para cada variable que indican grados
de correlacién entre la variable y el PC. Por lo tanto, entre mayor covariacion exista
entre las variables originales, mayor sera la varianza explicada por los primeros
componentes principales.

Si las correlaciones entre las variables originales son grandes de tal forma que el
porcentaje de variacidén en el primer PC resulte muy alta entonces esta variacion
estd altamente integrada, de tal forma que desde una perspectiva de IM y
modularidad, los eigenvectores de cada PC son una simple medida de modularidad
mientras que la dispersion de los eigenvalores es una medida facilmente
comparable a la Integracion (Goswami and Polly, 2010a).

Como es apreciable, el Paradigma de Procrustes se ha posicionado en MG como
un conjunto de metodologias que combinan analisis estadisticos rigurosos vy
visualizaciones de los cambios de la forma con el fin de llevar a cabo un profundo
analisis de la forma y sus cambios intra y entre especies. No obstante, a mas de

tres décadas de su génesis se han incorporado nuevas tecnologias y
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aproximaciones que han permitido una transicion al uso de datos en tres

dimensiones por parte de la antropologia fisica y forense (Slice, 2007).

3.5 Construccién de hipotesis de modulos

La ruta de analisis de Procrustes de esta investigacion se realizé utilizando el
software MorphoJ Para Windows version 1.0 (Klingenberg, 2011) y Unicamente con
la submuestra de 46 individuos que presentd los 31 landmarks y los cinco genotipos

del gen GHR analizados en esta investigacion.

Figura 27. Ubicacidn anterior de los landmarks usados en este estudio. Tomado de “Protocolo para la
digitalizacién de cabeza en 3D mediante Microscribe G2X”, UNAM (Gomez-Valdés y colaboradores, 2010)

107



El primer paso consistio conformar los modulos previamente descritos a partir de la
configuracion de 28 landmarks que abarcan el conjunto de fenotipos craneofaciales
global y se denomin6 como “Cabeza”. Debido a la naturaleza de trabajo jerarquizado
que sigue MorphoJ se utilizé el conjunto de cabeza para realizar tres subdivisiones
de landmarks que representaran las hipétesis de mddulo neurocraneal, médulo
facial y médulo mandibular (Tabla 5). y para cada uno de ellos se realizd un

wireframe que ayude a representar los cambios en la forma (Figura 28).

Tabla 5. Landmarks utilizados para caracterizar los médulos Facial, Neurocraneal y Mandibular en el anélisis
jerarquizado llevado a cabo en el software MorphoJ.

Modulo Facial Modulo Neurocraneal Modulo Mandibular
Pyr?to Landmark PE".‘to Landmark PE".Ito Landmark
original original original
1 Gnation 6 Glabela 1 Gnation
2 Labial inferior 7 Vertex 2 .Lab/.a/
inferior
3 Labial superior 8 Opistocrdneo 11 Tragion izq.
4 Pronasal 9 Eurion izq. 12 Zygion izq.
5 Nasion 10 Frontotemporal izq. 13 Gonion izq.
13 Gonion izq. 11 Tragion izq. 16 Tragion der.
18 Gonion der. 12 Zygion izq. 17 Zygion der.
19 Cheilion izq. 14 Eurion der. 18 Gonion der.
20 Cheilion der. 15 Fronto;ee:np oral 19 Cheilion izq.
23 Endo;gntlon 16 Tragion der. 20 Cheilion der.
Endocantion
24 17 Zygion der.
der. ygion der
25 Exocantion izq. 27 Orbital izq.
26 Exocantion der. 28 Orbital der.
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Para la configuracién global de Cabeza al igual que para las tres hipdtesis de
modulos se realizé un Analisis Generalizado de Procrustes (GPA) en la cual las
configuraciones de landmarks son trasladadas, escaladas y rotadas de acuerdo con
el criterio de minimos cuadrados hasta que las distancias entre landmarks
homdlogos se minimice con lo cual se elimina el sesgo introducido por tamaiio (size)
y permite analizar la forma (shape). Posteriormente al obtener la configuracion de
forma consenso, la cual es la media de las formas individuales, se generd una matriz
de varianza-covarianza para la configuracion completa de landmarks, al igual que

las tres hipétesis de modulos utilizando el componente simétrico.

Figura 28. Wireframes de la configuracion general y las cuatro hipdtesis de mddulos. a) Configuracion
general (Cabeza) b) Hipdtesis mandibular c) Hipétesis facial d) Hipdtesis neurocraneal,
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3.6 Hipotesis de modularidad y patrones de Integracion morfoldgica

Para evaluar la influencia de los genotipos de los cinco polimorfismos del gen GHR
en los patrones y la magnitud de la integracion morfolégica y modularidad entre las
hipotesis de modulos se llevd a cabo una serie de analisis de minimos cuadrados
parciales (PLS, Partial Least squares por sus siglas en ingles) en MorphoJ
(Klingenberg 2009) comparando los moédulos Facial versus Neurocraneal, Facial
versus Mandibular y Neurocraneal versus Mandibular. Basando en los resultados
de las elipses de confianza para los cuatro genotipos del gen GHR en los graficos
de dispersion de los dos ejes de PLS1-1 y PLS1-2 se exploraron los genotipos que
mostraran un efecto sobre la integracion morfolégica. Para llevar a cabo este
analisis, se crearon los subgrupos del conjunto de datos basados en la presencia
de los respectivos genotipos de interés y se repitieron los analisis de PLS donde
previamente se habia identificado un posible efecto.

El analisis de minimos cuadrados parciales extrae los eigenvectores y los
eigenvalores de dos bloques de datos que covarian y los combina para generar una
matriz de correlaciones con el fin de construir los bloques de correlaciones entre los
dos bloques, es decir, el Bloque 1-1 es el bloque de correlaciones entre los primeros
conjuntos de variables y el Bloque 2-1 es el bloque de correlaciones entre el
segundo conjunto de variables, y el Bloque 1-2 y Bloque 2-2 son las dos
correlaciones entre bloques entre los dos conjuntos de variables. Por lo tanto, el
analisis de minimos cuadrados parciales identifica los componentes principales de
covariacion entre los conjuntos de datos mediante la descomposicion del Bloque 1-

1y 2-1 en dos conjuntos de eigenvalores y eigenvectores para cada uno de los
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conjuntos de datos usando una descomposicién de valor singular para producir las
matrices de eigenvectores de los dos conjuntos de datos (Goswami and Polly,
2010a). Dicho de otra manera, el PLS supone que dadas las hipdtesis de
modularidad (representadas por el conjunto de variables en cada mdodulo) que se
introducen a la prueba, estos corresponderan a unidades con bajo grado de
covariacion con otros modulos. Esto quiere decir que, si la particion corresponde a
una verdadera frontera entre modulos, la covariacion sera débil entre ellos ya que
habra una fuerte independencia entre médulos, mientras que, si la modularidad es
débil, se espera que la covariacion entre subconjuntos sea grande debido a que los
subconjuntos estan vinculados por una fuerte integracion (Sanchez-Quinto 2015).

En conjunto al analisis de PLS, Klingenberg (2009) introdujo un nuevo método
robusto basado en el coeficiente RV de Escoufier (Escoufier, 1973) para poner a
prueba si hipétesis de mdédulos hipotetizados se ajustan mejor al patron observado
de matrices de covarianza en comparacion a una distribucion de particiones
aleatoriamente generadas de equivalente tamafo y numero. El coeficiente RV mide
la asociacién entre dos conjuntos de variables al dividir la covarianza entre dos
conjuntos de variables por la varianza de cada conjunto en matrices simétricas y
tiene un rango de 0 a 1 donde cero representa un caso donde no hay covariancia
entre los conjuntos de datos (modularidad) y uno representa un caso donde hay IM.
Para poner a prueba la significancia del coeficiente RV, Klingenberg disefid una
prueba de permutacion que compara los coeficientes RV observados para los
modulos hipotetizados a aquellos aleatoriamente generados, pero en particiones de
igual tamafio usando los mismos landmarks. En el software MorphoJ el calcul6 del

PLS incluye el coeficiente RV (Escoufier, 1873) como una medida de la covariacion
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entre dos conjuntos de puntos de referencia y también calcula el coeficiente RV para
la particion de los landmarks especificados con la hipétesis por el usuario o bien
para todas las posibles particiones alternativas y para un gran numero de particiones

alternativas aleatorias (Klingenberg 2011).
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Capitulo IV. Resultados

4.1 Estadistica descriptiva

La muestra final analizada corresponde a 64 individuos, de los cuales 40 provienen
del municipio de Tepango de Rodriguez y 24 de la Ciudad de México. Del total de

la muestra 13 son hombres y 51 son mujeres (Tabla 6).

Tabla 6. Muestra final tras los filtros de genotipos y coordenadas de landmarks.

ID Localidad Etnicidad Sexo N
TR Tepango de Rodriguez, Puebla Mestizo Mujer 8
TR Tepango de Rodriguez, Puebla Totonaco Hombre 3
TR Tepango de Rodriguez, Puebla Totonaco Mujer 29
UN Ciudad de México, México Mestizo Hombre 10
UN Ciudad de México, México Mestizo Mujer 14

Las frecuencias alélicas de los polimorfismos en el gen GHR analizados en esta
investigacion se pueden observar en la tabla 7 junto con las frecuencias reportadas
en estudios previos de las poblaciones japonesa y coreana (Unicos que reportaron
las frecuencias alélicas y de genotipos en su estudio) en conjunto con las reportadas
en 1000 genomas para el conjunto de poblaciones americanas (AMR). Las
frecuencias se compararon mediante una prueba exacta de Fisher dos por dos
(Tabla 8) encontramos diferencias significativas entre la muestra y las respectivas
poblaciones de 1000 genomas (los valores marcados en azul representan
diferencias significativas) para los polimorfismos rs6180 y rs6183 y rs6184. Por otra
parte, las diferencias entre la poblacion colombiana de Medellin y la muestra son

significativas para todos los polimorfismos.
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Tabla 7. Comparacion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos del gen GHR en la muestra y en las
poblaciones americanas en 1000 genomas.

Numero Mexicanos .
Colombianos Peruanos . o
de Muestra  de Los ) . Puertorriquefios
Locus Alelo p de Medellin delima
alelos (%) Angeles (%) (%) (%)
(%) (] (]
rs6176 C 128 1 1 0.98 0.988 0.976
(54735S) T 0 0 0 0.02 0.012 0.024
rs6180 A 98 0.7656 0.562 0.628 0.647 0.558
(1526L) C 30 0.2344 0.438 0.372 0.353 0.442
rs6182 G 119 0.9219 0.977 0.979 0.982 0.966
(C422F) T 9 0.0781 0.023 0.021 0.018 0.034
rs6183 C 108 0.8359 1 1 1 1
(P477T) A 20 0.1641 0 0 0 0
rs6184 C 116 0.8984 0.977 0.979 0.982 0.966
(P561T) A 12 0.1016 0.023 0.021 0.018 0.034

Tabla 8. Prueba exacta de Fisher entre la muestra, estudios previos Yy las poblaciones de América en 1000
genomas.

Muestra Estudios previos 1000 genomas
Mexicanos .
Colombianos Peruanos . o
rs Japoneses Coreanos de Los , . Puertorriquenos

p de Medellin deLima

Angeles
rs6176 0.0391 0.557 1 0.0443 0.5083 0.1609
rs6180 0.0175 0.0068 0.0009 0.0099 0.0305 0.0001
rs6182 0.5023 0.8441 0.1365 0.0423 0.0339 0.1853
rs6183 <0.00001 <0.00001 <0.00001 <0.00001 <0.00001 < 0.00001
rs6184 0.1352 0.7053 0.0301 0.007 0.0055 0.0276

En la tabla 9 se pueden observar los genotipos identificados en la muestra para los
cinco polimorfismos del gen GHR. A partir de los conteos directos se llevé a cabo
cinco pruebas independientes para comprobar que las frecuencias alélicas de los
polimorfismos en la muestra cumplen el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE en
inglés). La prueba de HWE determina las frecuencias genotipicas esperadas y las

compara con las frecuencias genotipicas observadas, asumiendo un tamano
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poblacional suficientemente grande y apareamientos al azar, la prueba evalua si las
frecuencias alélicas y genotipicas se mantienen constantes de una generacion a la
siguiente, o si existe influencia de alguna de las cuatro fuerzas microevolutivas
(seleccion natural, flujo genético, deriva genética y mutacion). Para esto se utilizo el
programa HardyWeinbergTesting (HW_TEST) (Santos et al., 2020) y se realizé una
prueba de Chi? bajo un 95% de confianza. Debido a que el polimorfismo rs6176
consiste unicamente en individuos homocigotos y por lo tanto no hay variacién, este
se retird de la ruta de analisis subsecuente. Por otra parte, como se puede observar
en la Tabla 9 los polimorfismos rs6180, rs6182, rs6183 y rs6184 tienen valores de
significancia de la prueba de Chi? por arriba de 0.05 por lo cual se encuentran en

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 9. Genotipos correspondientes a los cinco polimorfismos del gen GHR y los resultados de la prueba de
equilibrio de Hardy-Weinberg para los polimorfismos.

Locus Genotipo Frecuencia(%) n Significancia de la Chi? (Prueba de HWE)

rs6176 cC 1 64 n/a

rs6180 AA 0.562 36 0.2911
AC 0.406 26
CC 0.031 2

rs6182 GG 0.875 56 0.1911
GT 0.109 7
TT 0.016 1

rs6183 CC 0.687 44 0.1385
AC 0.313 20

rs6184 CC 0.828 53 0.5198
AC 0.156 10
AA 0.016 1
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Debido a que los cinco polimorfismos se encuentran dentro del exon diez del gen

GHR se llevé a cabo un analisis de desequilibrio de ligamiento utilizando el software

Haploview 4.1 (Barrett et al., 2005). Dicho programa calcula los estadisticos D'y R?

(tabla 10) y también construye una grafica con el fin de visualizar los bloques de

desequilibrio de ligamiento. Como se puede observar en la Figura 29, el analisis

identifico dos bloques, el primero correspondiente a los polimorfismos rs6182 vy

rs6183 y el segundo bloque correspondiente a los polimorfismos rs6180 y rs6184.

rsgi182
rs6183 —

rso184

Block 1 (0 kk)

Figura 29. Bloques de ligamiento entre los cuatro polimorfismos del gen GHR.

Block 2 (0 kh)

Tabla 10. Calculo de los estadisticos de desequilibrio de ligamiento D'y R2 para los polimorfismos rs6180,

rs6182, rs6183 y rs6184.

Polimorfismos D' R2
rs6182, rs6184 1 0.819
rs6180,rs6184 1  0.032
rs6182, rs6180 1 0.026
rs6183, rs6180 0.433 0.011
rs6182,rs6183 0.12 0.06
rs6183,rs6184 0.009 0
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Por otra parte, los estadisticos D’ y R? fueron calculados por el programa Haploview
4.1 como valores del desequilibrio de ligamiento y como tal, miden la asociacién no
aleatoria entre dos alelos, es decir, la frecuencia en que estos alelos se heredan en
conjunto. En este sentido se puede observar en la Tabla 10 los valores de
desequilibrio de ligamiento mas altos corresponden a los polimorfismos rs6182-
rs6184 que presentan una D’ de 1 y una R? de 0.0819, mientras que los
polimorfismos rs6180-rs6184 presentan valores de D’ de 1 y R? de 0.32, y rs6182-
rs6180 que presentaron una D’ de 1 y una R? de 0.26. Por otra parte, para las
combinaciones rs6183-rs6180, rs6182-rs6183 y rs6183-rs6184 presentan D’ y la R?
menores, lo que indica un menor desequilibrio de ligamiento y por lo tanto mayor

probabilidad de que se hereden de manera independiente.

4.2 Patrones de variaciéon morfologica

A partir de los datos generados por el GPA se generd una matriz de covarianza para
el componente simétrico de la configuracidn del craneo y subsecuentemente se
llevé a cabo un analisis de componentes principales (PCA). La primer componente
principal (PC1) explica el 17.657% de la varianza mientras que la segunda

componente principal (PC2) explica el 10.67% (Tabla 11).
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Tabla 11. Eigenvalores, porcentaje de varianza explicada y porcentaje de varianza acumulada del analisis de
componentes principales del Cabeza.

Componente . Porcentaje de Varianza Porcentaje de Varianza
Principal Eigenvalores explicada acumulada
1 0.00066401 17.657 17.657
2 0.00040127 10.67 28.328
3 0.00033572 8.927 37.255
4 0.00031587 8.4 45.655
5 0.00025298 6.727 52.382
6 0.00023292 6.194 58.576
7 0.00019894 5.29 63.866
8 0.00017085 4.543 68.409
9 0.00015402 4.096 72.505
10 0.00011691 3.109 75.614
11 0.00010085 2.682 78.295
12 0.00009318 2.478 80.773
13 0.0000832 2.212 82.986
14 0.00007147 1.901 84.886
15 0.00006813 1.812 86.698
16 0.00006305 1.677 88.375
17 0.00005321 1.415 89.79
18 0.00004714 1.254 91.043
19 0.00004225 1.124 92.167
20 0.00003764 1.001 93.168
21 0.00003318 0.882 94.05
22 0.0000314 0.835 94.885
23 0.00002577 0.685 95.571
24 0.0000234 0.622 96.193
25 0.00002039 0.542 96.735
26 0.00001869 0.497 97.232
27 0.00001569 0.417 97.649
28 0.00001483 0.394 98.044
29 0.00001158 0.308 98.351
30 0.00000988 0.263 98.614
31 0.0000093 0.247 98.861
32 0.00000806 0.214 99.076
33 0.0000075 0.199 99.275
34 0.00000672 0.179 99.454
35 0.00000491 0.131 99.584
36 0.00000407 0.108 99.692
37 0.00000346 0.092 99.784
38 0.00000293 0.078 99.862
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40
41
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0.00000206
0.00000132
0.00000111
0.00000067

0.055
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99.917
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100

En el grafico de dispersion de las componentes principales (Figura 30) se puede
observar que las PC1y PC2, que son los ejes que explican la mayor variacioén en la
configuracion global del craneo de la muestra, se distribuyen en un gradiente amplio

de variacion sin aparentes agrupaciones naturales.
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Figura 30. Grafico de dispersién del andlisis de componentes principales de Cabeza (PC1Y PC2).
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La Figura 31 muestra los poligonos asociados a los cambios morfolégicos a lo largo
de las dos primeras componentes principales. En la primera componente (PC1) se
puede observar que el cambio en la forma esta principalmente guiado por una mayor
flexion de la base, mayor protrusion del mentdn mandibular y menor altura
neurocraneal hacia los valores positivos, mientras que hacia los negativos se asocia
un cambio morfologico craneal relacionado con una mayor flexion de la base, una
mayor retrusibn y mayor altura neurocraneal. Por su parte, en la segunda
componente principal (PC2) se aprecia hacia los valores positivos, de igual manera,
un cambio regionalizado debido a la retrusion del menton mandibular, pero también
una mayor proyeccion del tercio medio facial y aumento en altura. Naturalmente,
hacia los valores negativos se aprecian cambios morfologicos craneales
relacionados con la protrusién mentoniana, y disminucion de la proyeccion del tercio

medio facial y la altura de la cara.

PC1

PC2

Media

(0.06)
Procrustes

(-0.06)

Figura 31. Variacion del cambio en la forma craneal generalizada asociada a la primera (PC1) y segunda (PC2)
componentes principales. En azul se encuentra el wireframe asociado a la media de la forma y en color
negro la variacion en la forma.

Respecto al cambio morfolégico craneal (Figura 32) asociado a cada uno de los

polimorfismos del gen GHR analizados; primeramente, es importante mencionar
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que solo fueron analizados cuatro de ellos, debido a que el polimorfismo rs6174 no
presento diversidad de genotipos. De esta manera, se puede observar que los
genotipos de los polimorfismos rs6180, rs6183 y rs6184 presentan una dispersion
aleatorizada a lo largo de los ejes de variacion de las componentes principales. No
obstante, los individuos portadores del genotipo C/T del polimorfismo rs6182
muestran una tendencia hacia los valores positivos de la PC2 que se asocian a

menor protrusion del menton mandibular, mayor proyeccion y altura media facial.

rs6180 . rs6182

Principal component 2
Principal component 2

Principal component 1 Principal component 1

rs6183 . rs6184

Principal component 2
Principal component 2

Principal component 1 Principal component 1

Figura 32. Analisis de componentes principales de Craneo total (PC1 Y PC2) acompaiados de las elipses de
frecuencia equitativa (probabilidad 0.09) para los cuatro genotipos del gen GHR.
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4.2.1 Variacion en la hipotesis de modulo neurocraneal

El primer modulo derivado de la configuracion Craneo bajo el analisis jerarquizado
es la hipdtesis de modulo neurocraneal que corresponde a una configuracion
construida a partir de 13 de los 28 landmarks (Tabla 5). Con base en los datos
generados por el GPA se generd una matriz de covarianza para el componente
simétrico del modulo neurocraneal y subsecuentemente se llevo a cabo un analisis
de componentes principales. El primer componente PC1 explica el 28.162% de la

varianza mientras que el segundo PC2 el 14.205% (Tabla 12).

Tabla 12. Eigenvalores, porcentaje de varianza explicada y porcentaje de varianza acumulada del PCA sobre el
componente simétrico del médulo neurocraneal.

Componente . Porcentaje de Varianza Porcentaje de Varianza

Principal Eigenvalores explicada acumulada
1 0.00108418 28.162 28.162
2 0.00054688 14.205 42.367
3 0.00043992 11.427 53.794
4 0.00035173 9.136 62.93
5 0.00023267 6.044 68.974
6 0.000218 5.662 74.636
7 0.00018853 4.897 79.533
8 0.00018029 4.683 84.216
9 0.00013169 3.421 87.637
10 0.00011718 3.044 90.681
11 0.00008719 2.265 92.945
12 0.00008014 2.082 95.027
13 0.00005424 1.409 96.436
14 0.00004679 1.215 97.651
15 0.00003645 0.947 98.598
16 0.00003112 0.808 99.406
17 0.00002285 0.594 100
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En la Figura 33 se observa el grafico de dispersion de la variacion en la
configuracion global neurocraneal de las dos primeras principales que explican la
mayor variacion. Los individuos se dispersan en el gradiente de variacion de las
componentes principales sin aparentes agrupaciones naturales, aunque cabe
resaltar que algunos individuos se distribuyen en el eje de la PC1 con un mayor

rango de valores negativos y positivos respecto del eje de la PC2.

0.064

0031

Principal component 2

-0.037

-0.09 -0.06 -0.03 0.00 003 0.06 0.09

Principal component 1

Figura 33. Grafico de dispersidn del analisis de componentes principales del médulo neurocraneal (PC1Y
PC2).

Respecto al cambio morfoldgico, la Figura 34 muestra los poligonos asociados a los
cambios a lo largo de las primeras dos componentes principales. En la primera
componente (PC1) se puede observar que el cambio en la forma esta
principalmente guiado por una mayor altura neurocraneal y una menor proyecciéon

de la regidn occipital y una menor proyeccién en la region de los arcos zigomaticos,
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asi como una menor anchura de la béveda hacia los valores positivos, mientras que
hacia los valores negativos se asocian cambios en la regidn neurocraneal
relacionado con una menor altura craneal, una mayor proyeccion de la region
occipital y de los arcos zigomaticos.

En cuanto a los cambios asociados a la segunda componente principal (PC2) se
aprecia una menor altura neurocraneal y una mayor proyeccion de la region occipital
al igual que una mayor anchura neurocraneal sobre el eje frontal hacia los valores
positivos. De acuerdo con esto, hacia los valores negativos se aprecia una menor
altura neurocraneal, mayor proyeccion de la region occipital y craneos mas con
menor anchura neurocraneal sobre el eje frontal y con una mayor proyeccion hacia

la parte posterior del neurocraneo.

PC1

PC2

Media
) 0.08
(-0.08) Procrustes : )

Figura 34. Variacion del cambio en la forma de la regidén neurocraneal asociada a la primera (PC1) y segunda
(PC2) componentes principales. En azul se encuentra el wireframe asociado a la media de la forma y en color
negro la variacion en la forma.

Respecto al cambio morfolégico neurocraneal asociado a cada uno de los
polimorfismos del gen GHR analizados se puede observar que los individuos

portadores de los genotipos de los polimorfismos rs6180, rs6182, rs6183 y rs6184
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presentan una dispersion aleatorizada a lo largo de los ejes de variacion de las

componentes principales sin una aparente agrupacion natural (Figura 35).

rs6180 rs6182

Principal component 2
Principal component 2

Principal component 1 Principal component 1

rs6183 rs6184

Principal component 2
Principal component

Principal component 1
Principal component 1 P i

Figura 35. Analisis de componentes principales de mddulo Neurocraneal (PC1 Y PC2) acompafiados de las
elipses de frecuencia equitativa (probabilidad 0.09) para los cuatro genotipos del gen GHR.

4.2.2 Variacion en la hipotesis de modulo facial

El segundo modulo derivado de la configuracion Cabeza bajo el analisis
jerarquizado es el modulo facial que corresponde a una configuracién construida a
partir de 13 de los 28 landmarks (Tabla 5). El analisis de componentes principales
a partir de la matriz de covarianza para el componente simétrico del médulo facial
arrojé que la primera componente principal (PC1) explica el 25.785% de la varianza

y la segunda componente principal (PC2) explica el 14.669% (Tabla 13).
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Tabla 13. Eigenvalores, porcentaje de varianza explicada y porcentaje de varianza acumulada del PCA sobre el
componente simétrico del modulo facial.

Componente . Porcentaje de Varianza Porcentaje de Varianza
Principal Eigenvalores explicada acumulada
1 0.00112073 25.785 25.785
2 0.00063759 14.669 40.455
3 0.00046262 10.644 51.099
4 0.00044917 10.334 61.433
5 0.00031107 7.157 68.59
6 0.00027825 6.402 74.992
7 0.00024567 5.652 80.644
8 0.00021089 4.852 85.496
9 0.0001639 3.771 89.267
10 0.00011088 2.551 91.818
11 0.00010049 2.312 94.13
12 0.00005811 1.337 95.467
13 0.00005238 1.205 96.672
14 0.00003972 0.914 97.586
15 0.00003183 0.732 98.318
16 0.00003171 0.73 99.048
17 0.00002409 0.554 99.602
18 0.00001728 0.398 100

En el grafico de dispersién de las componentes principales (Figura 36) podemos
observar que los individuos se distribuyen en un gradiente amplio de variacion facial
que es mayor en el eje de la primera componente principal (PC1) respecto de la
segunda componente principal (PC2) y se puede apreciar qué hacia los valores
negativos de la PC1, se encuentran un grupo de individuos, aunque sin aparente

agrupacion natural respecto a la segunda componente principal.
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Figura 36. Grafico de dispersidn del andlisis de componentes principales del mdédulo facial (PCA1 Y PCA2).

La Figura 37 muestra los poligonos asociados a los cambios morfolégicos de la
region facial a lo largo de las primeras dos componentes principales. En la primera
componente (PC1) se puede observar que el cambio morfolégico esta
principalmente guiado por una mayor altura facial en la regién nasal al igual que una
menor anchura y una protrusion de la region del menton y un mayor angulo del
cuerpo mandibular hacia la regién poscraneal y un angulo de la rama mandibular
hacia la region anterior hacia los valores positivos, mientras que hacia los negativos
se asocia un cambio morfolégico facial relacionado con una menor altura en la
region nasal, una retrusion del angulo del cuerpo mandibular y una menor
proyeccion de la regién del mentdén. Por su parte, en la segunda componente
principal (PC2) se aprecia hacia los valores positivos, una menor altura facial en la

region nasal, al igual que una retrusion en la region del mentdn y un angulo de la
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rama mandibular que se proyecta hacia atras. Por otra parte, hacia los valores
negativos se aprecia una mayor altura facial en la region nasal, una protrusion en la
region del menton y una mayor proyecciéon anterior del angulo de la rama

mandibular.

PC1

PC2

Media

-0.06
( ) Procrustes

Figura 37. Variacion del cambio en la forma de la region facial asociada a la primera (PC1) y segunda (PC2)
componentes principales. En azul se encuentra el wireframe asociado a la media de la forma y en color
negro la variacién en la forma.

Respecto al cambio morfolégico facial asociado a cada uno de los polimorfismos del
gen GHR analizados, en la Figura 38 se puede observar que los portadores de los
genotipos de los polimorfismos rs6180, rs6183 presentan una dispersion
aleatorizada a lo largo de los ejes de variacidén de las componentes principales. No
obstante, los individuos portadores del genotipo C/T del polimorfismo rs6182 y los
individuos portadores del genotipo A/C del polimorfismo rs6184 muestran una
tendencia hacia los valores positivos de la PC1 que se asocian a una mayor altura
facial en la region nasal al igual que una menor anchura y una protrusion de la region
del mentdén y un mayor angulo del cuerpo mandibular hacia la region poscraneal y

un angulo de la rama mandibular hacia la region anterior.
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Figura 38. Analisis de componentes principales del médulo facial (PC1 Y PC2) acompaiiados de las elipses de
frecuencia equitativa (probabilidad 0.09) para los cuatro genotipos del gen GHR.

4.2.3 Variacion en la hipotesis de modulo mandibular

El ultimo médulo derivado de la configuracion Craneo bajo el analisis jerarquizado
es la hipétesis de modulo mandibular y corresponde a una configuracién construida
a partir de 10 de los 28 landmarks (Tabla 5). A partir de los datos generados por el
GPA se generé una matriz de covarianza para el componente simétrico de la
configuracion mandibular y subsecuentemente se llevdo a cabo un analisis de
componentes principales (PCA). La primera componente principal explica el
25.202% de la varianza mientras que la segunda componente principal (PC2)

explica el 15.618% (Tabla 14).
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Tabla 14. Eigenvalores, porcentaje de varianza explicada y porcentaje de varianza acumulada del PCA sobre el
componente simétrico del médulo mandibular.

Componente . Porcentaje de Varianza Porcentaje de Varianza
Principal Eigenvalores explicada acumulada
1 0.00088811 25.202 25.202
2 0.00055038 15.618 40.82
3 0.00046837 13.291 54.111
4 0.00040421 11.47 65.582
5 0.00029253 8.301 73.883
6 0.0002463 6.989 80.872
7 0.00017436 4,948 85.82
8 0.00014713 4.175 89.995
9 0.00012147 3.447 93.442
10 0.00009959 2.826 96.268
11 0.00008293 2.353 98.621
12 0.00004859 1.379 100

En el grafico de dispersidon de las primeras dos componentes principales del PCA
para el médulo mandibular (Figura 39) podemos observar que los individuos se
distribuyen a lo largo de los ejes de mayor variacion en un gradiente amplio de
variacion sin una aparente agrupacion natural que, ademas, es menor en el eje de
la primera componente principal (PC1) respecto de la segunda componente
principal (PC2). Por otra parte, se puede apreciar que en el eje de la segunda
componente principal los individuos presentan una tendencia hacia valores positivos
menores a 0.03 mientras que en los valores negativos sobrepasan los valores -0.03

de la PC2.
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Figura 39. Grafico de dispersidn del andlisis de componentes principales del médulo mandibular (PCA1 Y
PCA2).

La Figura 40 muestra los poligonos asociados a los cambios morfolégicos asociados
a lo largo de las componentes principales. En la primera componente (PC1) se
puede observar que el cambio en la forma esta principalmente guiado por una mayor
protrusion del menton mandibular que ademas presenta mayor altura en el tercio
medio inferior y un angulo de la rama mandibular mas cerrado hacia la region facial
al igual que una proyeccion en la region bucal hacia los valores positivos, mientras
que hacia los negativos se asocia un cambio morfolégico mandibular relacionado
con una retrusién y sin mayor altura o proyecciéon en la regién bucal y un angulo
mandibular mas abierto hacia la region poscraneal. Por su parte, en la segunda
componente principal (PC2) se aprecia hacia los valores positivos, un angulo de la
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rama mandibular abierto hacia la region poscraneal y una protrusion del cuerpo
mandibular hacia la region del menton. Naturalmente, hacia los valores negativos
se aprecia un angulo de la rama mandibular cerrado hacia la parte facial y una
retrusion del cuerpo mandibular hacia la regidon poscraneal al igual que una mayor

altura de la region del tercio inferior facial.

PC1

PC2

Media

(0.06)
Procrustes

(-0.06)

Figura 40. Variacion del cambio en la forma de la regién mandibular asociada a la primera (PC1) y segunda
(PC2) componentes principales. En azul se encuentra el wireframe asociado a la media de la forma y en color
negro la variacién en la forma.

En cuanto al cambio morfolégico mandibular asociado a cada uno de los
polimorfismos del gen GHR analizados, en la Figura 41 se puede observar que los
portadores de los genotipos de los polimorfismos rs6180, rs6183 presentan una
dispersion aleatorizada a lo largo de los ejes de variacion de las componentes
principales y resalta el hecho de que algunos de los individuos portadores del
genotipo A/C del polimorfismo rs6180 tienden hacia los valores mas altos en el eje
del PC1. No obstante, los individuos portadores del genotipo C/T del polimorfismo
rs6182 y del genotipo A/C del polimorfismo rs6184 muestran una tendencia a
agruparse entre los valores -0.03 y 0.02 de las dos componentes(PC1 y PC2), que

se asocian, en la primera componente principal a menor apertura o cierre del angulo
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de la rama mandibular y a retrusion y protrusion del mentén en la region inferior
facial, mientras que el cambio morfologico asociado a la PC2 esta asociado a la

retrusion y protrusion mandibular y al aumento en la altura de la regién inferior facial.
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Figura 41. Andlisis de componentes principales del médulo mandibular (PC1Y PC2) acompariados de las
elipses de frecuencia equitativa (probabilidad 0.09) para los cuatro genotipos del gen GHR.
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4.3 Analisis de minimos cuadrados parciales

Para explorar la influencia de que los polimorfismos del gen GHR respecto de
alteraciones en los patrones normales de Integraciéon Morfologica se utilizaron los
patrones de covariacion entre médulos craneales (neurocraneo, cara y mandibula)
para llevar a cabo un analisis de minimos cuadrados parciales (PLS, por sus siglas
en inglés). El PLS calcula las combinaciones lineales de covarianza maximizada
utilizando el método de descomposicion del valor singular para maximizar la
representacion de baja dimension de la estructura de covarianza entre
bloques(Goswami and Polly, 2010a), es decir entre los modulos neurocraneal, facial
y mandibular. El software MorphoJ lleva acabo el PLS y ademas calcula el
coeficiente RV multiset que representa la cantidad total de la covarianza, escalada

por la cantidad de variacion entre dos conjuntos de variables (Klingenberg, 2009).

Tabla 15. Resultados del test de modularidad de Klingenberg, (2011). Se presentan datos de los coeficientes
RV multi-set, numero de particiones y proporciones.

Hipétesis Coeficiente RV p Porcentaje total de Corr p
multi-set Covarianza PLS1

Facial- 0.1841 0.0056 38.479 0.52575 0.1463

Neurocraneal

Neurocraneal- 0.2754 <.0001 42.226 0.7054  <.0001

Mandibula

Facial-Mandibular 0.6798 <.0001 54.333 0.92578 <.0001

Como se puede observar en la Tabla 15, para las comparaciones entre hipotesis de
modulos anatdmicos, el analisis de PLS arrojo los coeficientes RV multi-set y el
porcentaje total de covarianza para las comparaciones entre mddulos; Facial-

Neurocraneal, Neurocraneal-Mandibular y Facial-Mandibular lo que permite medir
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si estos mddulos covarian entre ellos. Si los patrones de variacion de los médulos
comparados covarian entre ellos entonces se puede asumir que estan en
Integracion Morfoldgica. Por lo tanto, el coeficiente RV del analisis de PLS para los
modulos Facial y Neurocraneal y Neurocraneal-Mandibular es baja. Por otra parte,
la covariacion entre los médulos Facial y mandibular es alta (RV=0.6798) y ademas
estadisticamente significativa (P<.0001) y la correlacion entre el espacio geométrico
del modulo facial y mandibular en el analisis de PLS es alta (0.92578) y

estadisticamente significativa (P<.0001).

4.3.1 Analisis de minimos cuadrados parciales ente el moédulo Facial y el

Neurocraneal

Para el espacio morfolégico total, el analisis de PLS entre el médulo facial y el
modulo neurocraneal arrojo que el primer par de ejes (PLS1) explican el 38.479%
de la covarianza total (Tabla 16) mientras que la asociacion entre el médulo facial y
neurocraneal es baja (RV=0.1841) aunque estadisticamente significativa
(P=0.0056) y la correlacién entre el espacio geométrico del méddulo facial y

neurocraneal en el analisis de PLS es moderada (0.52575).

Tabla 16. Valores singulares y correlaciones por pares del anélisis de PLS entre los mddulos Facial y
Neurocraneal.

Valor Porcentaje total de
PLS Valor Singular P Covarianza Correlacion Valor P
PLS1 0.00039533 0.0939 38.479 0.52575 0.1463
PLS2 0.00030271 0.013 22.56 0.67982 0.0002
PLS3 0.00023018 0.0126 13.044 0.45828 0.5198
PLS4 0.00020114 0.0015 9.961 0.53663 0.0626
PLS5 0.00017992 <.0001 7.97 0.46408 0.2404
PLS6 0.00009845 0.6083 2.387 0.48128 0.0774
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PLS7

PLS8

PLS9

PLS10
PLS11
PLS12
PLS13
PLS14
PLS15
PLS16
PLS17

0.00008733
0.00007262
0.00006188
0.00005018
0.00003987
0.00003074
0.00002211
0.00001731
0.00000921
0.00000826
0.00000397

0.3525
0.3347
0.22
0.2334
0.2715
0.3747
0.5961
0.4982
0.8967
0.3823
0.3484

1.878
1.299
0.943
0.62
0.391
0.233
0.12
0.074
0.021
0.017
0.004

0.43036
0.41327
0.38712
0.42902
0.31884
0.26594
0.25647
0.25302
0.18283
0.09154
0.04711

0.1562
0.1211
0.14
0.0169
0.2428
0.4342
0.2908
0.1229
0.2203
0.57
0.4378

En cuanto a la dispersion de los individuos en el espacio de cambio morfoldgico, en

la Figura 42 se puede observar que los individuos se distribuyen en un gradiente

amplio de variacion entre los ejes del modulo facial (PLS1-1) y del médulo

neurocraneal (PLS1-2) sin aparentes agrupaciones naturales.
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Figura 42. Grafico de dispersion del analisis de minimos cuadrados parciales de los mdédulos Facial y
Neurocraneal (PLS1-1Y PLS1-2).
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Respecto al cambio morfoldgico, en la Figura 43 se pueden observar los poligonos
asociados a los cambios morfolégicos a lo largo de las primeras dos componentes
principales. En el primer eje (PLS1-1), el cambio en la forma esta principalmente
guiado por una menor proyeccion del mentdn, una mayor anchura en la region de
la articulacion entre el cuerpo y rama mandibular que se reduce hacia los
zigomaticos y una menor altura facial en la region nasal hacia los valores positivos,
mientras que hacia los valores negativos se asocia una mayor proyeccion de la
region del mentdn, una altura facial mayor en la region bucal y nasal, una reduccion
de la anchura en la region de la articulacion del cuerpo y rama mandibular y una

apertura en la region de los zigomaticos.

PLS1-1

PLS1-2

Media ——
{-0.06) « « [(0.06)
. Procrustes

Figura 43. Variacion del cambio en la forma de asociado a las regiones facial (PLS1-1) y neurocraneal (PLS1-2)
del andlisis de minimos cuadrados parciales. En azul se encuentra el wireframe asociado a la media de la
formay en color negro la variacion en la forma.

En cuanto a los cambios asociados al segundo eje (PLS1-2) se aprecia una menor
altura neurocraneal y una menor proyeccion de la region occipital al igual que una

menor anchura neurocraneal hacia los valores positivos. Naturalmente, hacia los
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valores negativos se aprecia una mayor altura neurocraneal y una mayor proyeccion
de la region occipital y craneos con mayor anchura neurocraneal.

Por otra parte, en la figura 44 se puede apreciar el cambio morfolégico asociado al
PLS2. En el primer eje (PLS 2-1), el cambio en la forma esta principalmente guiado
por una mayor proyeccion del menton, una mayor anchura facial en la region de la
articulacion entre el cuerpo y rama mandibular que se reduce hacia los zigomaticos
y una menor altura facial en la regién nasal hacia los valores positivos, mientras que
hacia los valores negativos se asocia una menor proyeccion de la region del menton,
una altura facial menor en la region bucal y mayor en la regidén nasal, una reduccién
de la anchura facial en la region de la articulacion del cuerpo y rama mandibular y
una apertura en la region de los zigomaticos. En cuanto a los cambios asociados al
segundo eje (PLS2-2) se aprecia una menor altura neurocraneal y una menor
proyeccion de la region occipital al igual que una mayor anchura neurocraneal hacia
los valores positivos. Naturalmente, hacia los valores negativos se aprecia una
mayor altura neurocraneal y una mayor proyeccion de la region occipital y craneos

con menor anchura neurocraneal

PLS2-1

PLS2-2

Media
i - _ - _ — — 0.06
(-0.06) < Procrustes - )

Figura 44. Variacion del cambio en la forma de asociado a las regiones facial (PLS2-1) y neurocraneal (PLS2-2)
del andlisis de minimos cuadrados parciales. En azul se encuentra el wireframe asociado a la media de la
forma y en color negro la variacion en la forma.
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Figura 45. Analisis de minimos cuadrados parciales de los médulos Facial (PLS1-1) y Neurocraneal (PLS1-2)
acompanados de las elipses de frecuencia equitativa (probabilidad 0.09) para los cuatro genotipos del gen
GHR.

Por otra parte, en la Figura 45 se puede observar el cambio morfoldgico asociado a
los polimorfismos del gen GHR analizados; primeramente, se puede observar que
los individuos con el genotipo A/C del polimorfismo rs6183 se dispersan de manera
aleatorizada en el eje del PLS1-1 y PLS1-2, mientas que los individuos con genotipo
CC tienden a agruparse hacia los valores negativos de los dos ejes y en menor
medida hacia los valores positivos. Respecto al polimorfismo rs6180, los
heterocigotos A/C tienden a una mayor dispersion en los ejes del PLS1-1 y PLS1-2
respecto de los homocigotos AA. Por otra parte, los portadores homocigotos G/G

139



del polimorfismo rs6182 y para los homocigotos C/C del polimorfismo rs6184
muestran una dispersion mayor en los ejes de variacion respecto de los portadores

de genotipos heterocigotos.

4.3.2 Analisis de minimos cuadrados parciales entre el médulo Neurocraneal-

y el médulo Mandibular

Respecto al analisis de PLS entre el médulo neurocraneal y mandibular, el primer
par de ejes (PLS1) explican el 42.226% de la covarianza total (Tabla 17), y la
asociacion entre el médulo neurocraneal y mandibular es baja (RV= 0.2754) pero

estadisticamente significativa (P<.0001).

Tabla 17. Valores singulares y correlaciones por pares del analisis de PLS entre los médulos Neurocraneal y
Mandibular

Valor Porcentaje total de
PLS Valor P Correlacion Valor P
Singular Covarianza

PLS1 0.00046438 0.0025 42.226 0.7054 0.0001
PLS2 0.00031007 0.0006 18.826 0.63152 0.0025
PLS3 0.00030523 <.0001 18.243 0.66926 <.0001
PLS4 0.00020053 <.0001 7.874 0.49807 0.0946
PLS5 0.0001693 <.0001 5.613 0.60122 0.0004
PLS6 0.00012199 0.0011 2.914 0.55554 0.0009
PLS7 0.00009464 0.0054 1.754 0.46778 0.0192
PLS8 0.00007468 0.0134 1.092 0.34502 0.2692
PLS9 0.00006119 0.0105 0.733 0.3352 0.1409
PLS10  0.00004446 0.0492 0.387 0.30314 0.1032
PLS11  0.00003821 0.0071 0.286 0.36704 0.001
PLS12  0.00001639 0.4357 0.053 0.17667 0.1551
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En el grafico de dispersion del analisis de PLS para los mdédulos neurocraneal y

mandibular (Figura 46) se puede observar una dispersion de los individuos en un

gradiente de variacion que tiende a concentrarse hacia los valores negativos de los

ejes del PLS1-1 y el PLS1-2, aunque sin aparentes agrupaciones naturales.

Modulo Mandibular

0.091

0.064

0.031

0.009

-0.034

-0.06
-0.06

-0.03 0.00 0.03 0.06 0.09

Modulo Neurocraneal

Figura 46. Grafico de dispersidn del andlisis de minimos cuadrados parciales de los médulos Neurocraneal y

Mandibular (PLS1-1 Y PLS1-2).

Por otra parte, en la Figura 47 se pude observar los poligonos asociados al cambio

morfolégico a lo largo de los primeros dos ejes del PLS1. En el primer eje (PLS1-1),

el cambio en la forma esta principalmente guiado por una menor proyeccion frontal

y una mayor anchura neurocraneal tanto en la parte frontal como occipital hacia los
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valores positivos, mientras que hacia los valores negativos se asocia una mayor
proyeccion de la regién frontal, una menor anchura neurocraneal en la parte frontal
y una reduccién de la proyeccién en la region occipital. Por otra parte, los cambios
asociados al segundo eje (PLS 1-2) corresponden a un cierre del angulo de la rama
mandibular, mayor altura de la regidén bucal y una reduccién de la protrusion del
menton hacia los valores positivos. Consecuentemente, hacia los valores negativos
se aprecia una apertura del angulo de la rama mandibular hacia la region occipital,

un aumento en la protrusion del menton y una menor altura de la region bucal.

PLS1-1

[

PLS1-:

(-0.06) « (0.06)

Figura 47. Variacion del cambio en la forma asociada a las regiones neurocraneal (PLS1-1) y mandibular
(PLS1-2) del andlisis de minimos cuadrados parciales. En azul se encuentra el wireframe asociado a la media
de la forma y en color negro la variacion en la forma.

Por otra parte, en la Figura 48 se pude observar los poligonos asociados al cambio
morfoldgico a lo largo de los primeros dos ejes del PLS2. En el primer eje (PLS2-1),
el cambio en la forma esta principalmente guiado por una mayor altura del
neurocraneo, menor anchura neurocraneal y una mayor proyeccion en la parte
frontal hacia los valores positivos, mientras que hacia los valores negativos se

asocia una menor proyeccion de la region frontal, una mayor anchura neurocraneal
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y una mayor altura del neurocraneo. Por otra parte, los cambios asociados al
segundo eje (PLS 2-2) corresponden a menor altura de la regidén bucal y una mayor
proyeccion y altura de la protrusion del mentdn hacia los valores positivos.
Consecuentemente, hacia los valores negativos se aprecia una disminucién de la
altura de la rama mandibular, una reduccioén en la altura del mentén y una mayor

altura de la regién bucal.

PLS2-1 |/ N I/ N \

PLS2-2
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Figura 48. Variacion del cambio en la forma asociada a las regiones neurocraneal (PLS2-1) y mandibular
(PLS2-2) del andlisis de minimos cuadrados parciales. En azul se encuentra el wireframe asociado a la media
de la forma y en color negro la variacion en la forma.

En cuanto al cambio morfolégico mandibular asociado a cada uno de los
polimorfismos del gen GHR analizados, en la Figura 49 se puede observar que los
portadores del genotipo heterocigoto para los polimorfismos, rs6183 y rs6184
presentan una menor dispersion a lo largo de los dos ejes de variacidon respecto de
los genotipos homocigotos. Por otra parte, lo contrario sucede con los polimorfismos
rs6180, rs6182 y rs6184 los portadores de los genotipos A/A (rs6180), G/T (rs6182)
y A/C (rs6184) se dispersan entre los valores -0.06 y 0.03 del PLS1-2 en

comparacién con los portadores del genotipo heterocigoto A/C lo cual esta
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relacionado a una apertura del angulo de la rama mandibular, un aumento en la
altura de la region del menton y una reduccién de la altura de la region bucal hacia
los valores negativos, mientras que hacia los valores positivos se observa un cierre
del angulo de la rama mandibular, una disminucion de altura en la region de la
articulacion entre el cuerpo y rama mandibular y un aumento de la altura de la region

bucal.

| rs6180 i rs6182

Maédulo Mandibular
Médulo Mandibular

Médulo Neurocranea
Modulo Neurocraneal

rs6183 rs6184

Modulo Mandibular
Mdédulo Mandibular

Médulo Neurocranea
Modulo Neurocranea

Figura 49. Analisis de minimos cuadrados parciales de los mdédulos Neurocraneal (PLS1-1) y Mandibular
(PLS1-2) acompaniiados de las elipses de frecuencia equitativa (probabilidad 0.09) para los cuatro genotipos
del gen GHR.
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4.3.3 Analisis de minimos cuadrados parciales entre el moédulo Facial-

Mandibular

En cuanto al analisis de PLS entre el modulo facial y el moédulo mandibular arrojo
que el primer par de ejes (PLS1) explican el 54.333% de la covarianza total (Tabla
18) mientras que la asociacion entre el médulo es alta (RV= 0.6798) y ademas es
estadisticamente significativa (P<.0001). Respecto al grafico de dispersion del
analisis de PLS, en la Figura 50 se observa que la distribucién de los individuos en
el gradiente de variacion a lo largo de los dos ejes de cambio morfolégico facial
(PLS1-1) y mandibular (PLS1-2) es mucho menor que en los otros analisis, aunque

sin aparentes agrupaciones naturales.

Tabla 18. Valores singulares y correlaciones por pares del analisis de PLS entre los mddulos Facial y
Mandibular

PLS  Valor Singular Valor P Porcentaje total de Covarianza Correlacion Valor P
PLS1 0.00086611 <.0001 54.333 0.92578 <.0001
PLS2 0.0005151 <.0001 19.217 0.90352 <.0001
PLS3 0.00034493 <.0001 8.617 0.85591 <.0001
PLS4 0.00032736 <.0001 7.762 0.84982 <.0001
PLS5 0.00024923 <.0001 4.499 0.81485 <.0001
PLS6 0.00017059 <.0001 2.108 0.69517 <.0001
PLS7 0.00016287 <.0001 1.921 0.70018 <.0001
PLS8 0.00010664 <.0001 0.824 0.81674 <.0001
PLS9 0.0000615 0.0225 0.274 0.42719 0.0031
PLS10  0.00006025 <.0001 0.263 0.66309 <.0001
PLS11 0.0000372 0.021 0.1 0.26694 0.0869
PLS12  0.00003363 0.0003 0.082 0.23237 0.0403
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Figura 50. Gréfico de dispersion del andlisis de minimos cuadrados parciales de los mddulos Facial y
Mandibular (PLS1 Y PLS2).

La Figura 51 muestra los poligonos asociados a los cambios morfologicos a lo largo
de los dos primeros ejes del PLS1. Los cambios asociados al modulo facial (PLS1-
1) corresponden a una retrusion de la region del menton, una mayor anchura facial
hacia la articulacion de la rama mandibular y los zigomaticos, y una menor altura
facial hacia los valores positivos. En cuanto a los valores negativos se aprecia una
protrusion de la region del mentén, y una reduccion de la anchura facial
acompafiada de un aumento en la altura facial en la region nasal. A su vez, los
cambios asociados al médulo mandibular (PLS1-2) se asocian a un angulo de la
rama mandibular cerrado, una protrusién que ademas presenta una proyecciéon
hacia arriba acompafada de una reduccién en la altura de la regién bucal hacia los

valores positivos, mientras que, hacia los valores negativos, se observan un angulo
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abierto de la rama mandibular, una retrusién y disminucién de la altura del menton

y un aumento de la altura de la region bucal

PLS1-1

Media (0
0.0 » (0.06)
(-0.06) « Procrustes

Figura 51 . Variaciéon del cambio en la forma asociada a las regiones facial (PLS1-1) y mandibular (PLS1-2) del
andlisis de minimos cuadrados parciales. En azul se encuentra el wireframe asociado a la media de la forma
y en color negro la variacién en la forma.

Por otra parte, en la Figura 52 se pude observar los poligonos asociados al cambio
morfoldgico a lo largo de los primeros dos ejes del PLS2. En el primer eje (PLS2-1),
el cambio en la forma esta principalmente guiado por una mayor proyeccion del
mentdn y una mayor altura facial en la region nasal hacia los valores positivos,
mientras que hacia los valores negativos se asocia una menor proyeccion de la
region del mentén y una menor altura facial en la region nasal. Por otra parte, los
cambios asociados al segundo eje (PLS 2-2) corresponden a proyeccion del angulo
de articulacién entre larama y el cuerpo mandibular, y una menor proyeccién y altura
de la region del menton menor hacia los valores positivos. Consecuentemente,
hacia los valores negativos se aprecia un cierre del angulo de la articulacion entre
la rama y el cuerpo mandibular, y una mayor altura y proyeccion de la regién del

menton.
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Figura 52. Variacion del cambio en la forma asociada a las regiones facial (PLS2-1) y mandibular (PLS2-2) del
analisis de minimos cuadrados parciales. En azul se encuentra el wireframe asociado a la media de la forma
y en color negro la variacién en la forma.

Respecto al cambio morfolégico asociado a cada uno de los polimorfismos del gen
GHR analizados, en la Figura 53 se puede observar que los portadores de los
genotipos del polimorfismo rs6183 se distribuyen de manera aleatoria sin aparente
agrupacion mientras que los homocigotos A/A del polimorfismo rs6180 tienden a
agruparse en el rango de -0.04 a 0.04 de los dos ejes. Por otra parte, los
heterocigotos G/T del polimorfismo rs6182 y los heterocigotos A/C del polimorfismo
rs6184 se agrupan en los valores negativos con una tendencia hacia los primeros
valores positivos en los dos ejes, lo cual se asocia a la retrusion o protrusién del
menton, anchura en la region de la rama mandibular y los zigomaticos y a aumento
o disminucion en altura facial en la regidon nasal en el eje del PLS1-1, mientras que
en el eje del PLS1-2 se asocia a cambios en el angulo de la rama mandibular, altura

de la region del menton y altura de la region bucal.
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Figura 53. Analisis de minimos cuadrados parciales de los mddulos Facial (PLS1-1) y Mandibular (PLS1-2)
acompafiados de las elipses de frecuencia equitativa (probabilidad 0.09) para los cuatro genotipos del gen
GHR.

4.3.4 Célculo del espacio integrado entre los médulos Facial y Mandibular

Subsecuentemente se investigo el espacio de forma integrado (Integrated Shape
Space) siguiendo una ruta de analisis del trabajo en el cual se conformaron los
modulos, facial (B1=landmarks 1,2,4,5,13,18,19,20,23,24,25, y 26 de Ila
configuracion de Cabeza) y médulo mandibular (B2 = 1,2,12,13,14,17,18,19,20 y 21
de la configuracion de Cabeza) (de Azevedo et al., 2014) para llevar a cabo una
funcién de analisis de PLS (2B PLS) en el ambiente RStudio derivada del trabajo de
Fabio A. Machado y colaboradores (Sydney et al., 2012), la cual permite calcular los

factores comunes (common factors) y los factores locales (local factors) entre los
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dos modulos siguiendo la propuesta metodoldgica del trabajo de Philipp

Mitteroecker y Fred Bookstein (Mitteroecker and Bookstein, 2008). Las diferencias

observadas en el espacio de forma integrado definido por los factores comunes

reflejan los atributos que emergen de la integracién entre el moédulo facial y el

modulo mandibular. Como se puede observar en la tabla 19, el analisis de 2B-PLS

proporciona la covarianza (Covar) en unidades de la distancia de Procrustes al

cuadrado x 1000, la correlacion entre las puntuaciones PLS de los dos bloques

(Corr), el porcentaje de la varianza morfologica explicada por los factores comunes

o los vectores de carga PLS escalados (Exp. Var.), y el porcentaje de la covarianza

intra-modular explicada por los factores comunes (Ex Covar).

Tabla 19: Los primeros trece factores comunes significativos (p) extraidos de las dimensiones del andlisis PLS.

Covar. Cor. Ex.Var. Ex.Covar. ¢]
1 2.86E-04 0.987 16.14 19.13 0.001
2 1.90E-04 0.955 10.95 12.7 0.001
3 1.50E-04 0.952 8.67 10.04 0.001
4 1.49E-04 0.948 8.62 9.98 0.001
5 1.06E-04 0.903 6.36 7.11 0.001
6 9.27E-05 0.869 5.63 6.21 0.001
7 7.63E-05 0.917 4,53 5.11 0.001
8 7.19E-05 0.791 5.04 4.82 0.001
9 5.26E-05 0.783 3.48 3.53 0.001
10 4.26E-05 0.771 2.9 2.85 0.014
11 3.94E-05 0.75 2.86 2.64 0.003
12 3.47E-05 0.848 2.13 2.32 0.003
13 2.94E-05 0.827 1.82 1.97 0.014
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4.3.5 Analisis de minimos cuadrados parciales por genotipos

Para explorar el efecto de cada uno de los genotipos de los polimorfismos rs6182 y
rs6184 del gen GHR respecto de los patrones y magnitud de Integracién Morfolégica
entre los médulos facial y mandibular se dividido la muestra total en subgrupos por
cada uno de los tres genotipos de cada polimorfismo y se realizaron los analisis de

PLS.

Tabla 20. Resultados del test de modularidad de Klingenberg, (2011) para los mddulos facial y mandibular por
genotipos del rs6182. Se presentan datos de los coeficientes RV multi-set, numero de particiones y
proporciones.

Genotipo Coeficiente RV p Porcentaje Corr p
multi-set total de PLS1
Covarianza
GG 0.7099 <.0001 54.023 0.94726  <.0001
GT 0.8317 0.0020 69.022 0.94833 0.0361

Como se puede observar en la Tabla 20, para el analisis de PLS de los médulos
facial y mandibular por los subgrupos de los genotipos homocigoto G/G y
heterocigoto G/T, el analisis de PLS arrojo que los coeficientes RV multi-set para
los dos genotipos es alto, no obstante, el heterocigoto G/T arrojo un coeficiente RV
mayor junto con una correlacion entre el espacio geométrico del médulo facial y
mandibular en el analisis de PLS es alta (0.94833) y estadisticamente significativa

(P=0.0361).
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Tabla 21. Valores singulares y correlaciones por pares del analisis de PLS entre los médulos Facial y
Mandibular por el genotipo G/G del polimorfismo rs6182

PLS Valor Singular Valor P Porcentaje total de Covarianza Correlacion  Valor P
PLS1 0.000906 <.0001 54.023 0.94726 <.0001
PLS2 0.000533 <.0001 18.664 0.89204 <.0001
PLS3 0.000382 <.0001 9.603 0.88907 <.0001
PLS4 0.00034 <.0001 7.605 0.86857 <.0001
PLS5 0.000264 <.0001 4.589 0.81945 <.0001
PLS6 0.00019 <.0001 2.386 0.67802 <.0001
PLS7 0.00017 <.0001 1.897 0.74485 <.0001
PLS8 0.000103 0.0001 0.697 0.78592 <.0001
PLS9 6.1E-05 0.1012 0.245 0.49747 0.0005
PLS10 4.8E-05 0.0741 0.151 0.57397 <.0001
PLS11 3.89E-05 0.0247 0.1 0.35911 0.0088
PLS12 2.45E-05 0.084 0.039 0.1796 0.3046

Tabla 22. Valores singulares y correlaciones por pares del anélisis de PLS entre los mddulos Facial y
Mandibular por el genotipo G/T del polimorfismo rs6182

PLS Valor Singular Valor P Porcentaje total de Covarianza Correlacion  Valor P
PLS1 0.001051 0.0053 69.022 0.94833 0.0361
PLS2 0.000531 0.1601 17.642 0.98209 0.0091
PLS3 0.00033 0.6936 6.816 0.98668 0.0048
PLS4 0.000222 0.9773 3.092 0.87192 0.7775
PLS5 0.000183 0.697 2.091 0.9351 0.185
PLS6 0.000122 0.6846 0.936 0.98064 0.0132
PLS7 8.04E-05 0.7536 0.403 0.9011 0.4449

Respecto al cambio morfolégico asociado a los genotipos del polimorfismo rs6182,
en la Figura 54 se pueden observar los poligonos de cambio en la forma asociados
al modulo facial (PLS1-1) y al médulo mandibular (PLS1-2) correspondientes al
PLS1 del genotipo G/G. En el primer eje (PLS1-1) se observa una menor altura
facial, una mayor anchura a la altura de los zigomaticos y la articulacion entre el
cuerpo y rama mandibular y una menor altura de la region bucal y facial hacia los

valores positivos, por otra parte, hacia los valores negativos se aprecia una mayor
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altura facial, menor anchura a la altura de los zigomaticos y la articulacion entre la
ramay el cuerpo mandibular, una mayor altura de la region bucal y facial. En cuanto
al segundo eje (PLS1-2) se observa un cierre en el angulo de la rama mandibular,
una proyeccion y mayor altura de la regién del menton, asi como una reduccion en
la proyeccion de la region bucal hacia los valores positivos. Mientras que, hacia los
valores negativos se observa una apertura en el angulo de la rama mandibular, una
menor altura de la articulacién con el cuerpo mandibular, una proyeccion del cuerpo
mandibular mas baja acompanada de una reduccién de la proyeccion del mentdn y

un aumento en la altura de la region bucal

PLS1-1

PLS1-2

Media

Procrustes

(-0.06) « (0.06)

Figura 54. Variacion del cambio en la forma asociada a las regiones facial (PLS1-1) y mandibular (PLS1-2) del
andlisis de minimos cuadrados parciales por el genotipo G/G del polimorfismo rs6182. En azul se encuentra
el wireframe asociado a la media de la forma y en color negro la variacion en la forma.

En cuanto al cambio morfolégico asociado al PLS2 del médulo facial (PLS2-1) y al
modulo mandibular (PLS2-2) correspondientes al genotipo G/G (Figura 55), se
observa una mayor altura facial y una mayor protrusion de la region del mentén
hacia los valores positivos, por otra parte, hacia los valores negativos se aprecia

una menor altura facial en la region nasal, y una retrusion de la region del mentoén.
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En cuanto al médulo mandibular, se observa una proyeccion hacia adelante en el
angulo de la articulacion entre la rama y el cuerpo mandibular, una retrusién y menor
altura de la regién del menton hacia los valores positivos. Mientras que, hacia los
valores negativos se observa una proyeccion hacia la region occipital del angulo de
la articulacion entre la rama y cuerpo mandibular, y una protrusion y mayor altura

de la proyeccién del mentén y una disminucion en la altura de la region bucal.

PLS2-1

PLS2-2

Media
. S _ - — — — » (0.06
(-0.06) = Procrustes ¢ )

Figura 55. Variacién del cambio en la forma asociada a las regiones facial (PLS2-1) y mandibular (PLS2-2) del
analisis de minimos cuadrados parciales por el genotipo G/G del polimorfismo rs6182. En azul se encuentra
el wireframe asociado a la media de la forma y en color negro la variacion en la forma.

Por otra parte, respecto al genotipo G/T del polimorfismo rs6182, en la Figura 56 se
pueden observar los poligonos de cambio en la forma asociados al PLS1 del mddulo
facial (PLS1-1) y al modulo mandibular (PLS1-2). Hacia los valores positivos del
primer eje se observa una mayor altura facial, una reduccion de la anchura a la
altura de los zigomaticos y una mayor proyeccion de la region del mentoén al igual
que una mayor altura de la regién bucal, por otra parte, hacia los valores negativos
se aprecia una menor altura facial, mayor anchura a la altura de los zigomaticos,

una menor altura de la region bucal y una menor proyeccién de la region del mentén.
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En cuanto al segundo eje se observa un cierre en el angulo de la rama mandibular,
una proyeccion hacia abajo de la articulacién con el cuerpo mandibular que se
proyecta hacia la region del mentdn, asi como una reduccion en la proyeccion de la
region bucal hacia los valores positivos. Naturalmente hacia los valores negativos
se observa una apertura en el angulo de la rama mandibular, una menor altura de
la articulacion con el cuerpo mandibular, una reduccion en la altura de la proyeccién
del mentén acompanada de una proyeccion de la region bucal que presenta ademas

una menor altura.

PLS1-1

PLS1-2

Meodi
(-0.06) « Mooz {0.06)
Procrustes

Figura 56. Variacion del cambio en la forma asociada a las regiones facial (PLS1-1) y mandibular (PLS1-2) del
analisis de minimos cuadrados parciales por el genotipo G/T del polimorfismo rs6182. En azul se encuentra
el wireframe asociado a la media de la forma y en color negro la variacion en la forma.

Respecto al cambio morfolégico asociado a los genotipos del polimorfismo rs6182,
en la Figura 57 se pueden observar los poligonos de cambio en la forma asociados
al PLS1 del moddulo facial (PLS2-1) y al moddulo mandibular (PLS2-2)
correspondientes al genotipo G/T. En el primer eje se observa una menor altura
facial en la region nasal, una menor anchura facial a la altura de la articulacion entre
el cuerpo y rama mandibular y una menor altura de la regién bucal y una menor
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altura de la region del mentdn hacia los valores positivos, por otra parte, hacia los
valores negativos se aprecia una mayor altura facial en la regién nasal, mayor
anchura a la altura de la articulacion entre la rama y el cuerpo mandibular, una
mayor proyeccion de la region del menton. En cuanto al médulo mandibular, se
observa un cierre en el angulo de la rama mandibular y un descenso en la
articulacion con el cuerpo mandibular, una proyeccion y mayor altura de la region
del mentén, asi como una reduccion en la proyeccion de la regidén bucal hacia los
valores positivos. Mientras que, hacia los valores negativos se observa una
proyeccidon hacia la region occipital de la articulaciéon entre la rama y el cuerpo
mandibular, una mayor altura de la articulacion con el cuerpo mandibular, una

protrusion de la regién del menton y una disminucion en la altura de la region bucal.

PLS2-1

PLS2-2

Media
- S N = S - — - » (0.06
(0:00). = Procrustes ( )

Figura 57. Variacion del cambio en la forma asociada a las regiones facial (PLS1-1) y mandibular (PLS1-2) del
andlisis de minimos cuadrados parciales por el genotipo G/T del polimorfismo rs6182. En azul se encuentra
el wireframe asociado a la media de la forma y en color negro la variacion en la forma.

En cuanto a la influencia los genotipos del polimorfismo rs6184 del gen GHR
respecto de los patrones y magnitud de Integracion Morfoldgica entre los modulos
facial y mandibular se subdividido la muestra total en subgrupos por cada uno de
los tres genotipos de cada polimorfismo y se realizaron los analisis de PLS entre los
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modulos. Como se puede observar en la Tabla 23, para el analisis de PLS de los

modulos facial y mandibular por los subgrupos de los genotipos homocigoto A/C y

heterocigoto C/C, el analisis de PLS arroj6 que el genotipo C/C presenta un

coeficiente RV alto (0.7046) que es estadisticamente significativo junto con una

correlacion entre el espacio geométrico del médulo facial y mandibular en el analisis

de PLS que también es alta (0.94305) y estadisticamente significativa (P=<.0001).

Tabla 23. Resultados del test de modularidad de Klingenberg, (2011) para los médulos facial y mandibular por
genotipos del rs6184. Se presentan datos de los coeficientes RV multi-set, numero de particiones y
proporciones.

Hipétesis Coeficiente RV p Porcentaje Corr p
multi-set total de PLS1
Covarianza
AC 0.6985 0.0016 55.259 0.92061 0.0683
cc 0.7046 <.0001 53.105 0.94305 <.0001

Tabla 24. Valores singulares y correlaciones por pares del analisis de PLS entre los mddulos Facial y

Mandibular por el genotipo A/C del polimorfismo rs6184

PLS Valor Singular Valor P Porcentaje total de Covarianza Correlacion Valor P
PLS1 0.000822 0.0169 55.259 0.92061 0.0683
PLS2 0.000522 0.0684 22.264 0.95682 0.0048
PLS3 0.000428 0.0168 14.976 0.84253 0.1973
PLS4 0.000214 0.8576 3.745 0.77034 0.5037
PLS5 0.000132 0.9943 1.43 0.87222 0.0858
PLS6 0.00011 0.9443 0.984 0.79947 0.3996
PLS7 9.37E-05 0.6448 0.718 0.52144 0.9907
PLS8 7.59E-05 0.2558 0.471 0.84559 0.0921
PLS9 3.92E-05 0.6348 0.125 0.77715 0.235
PLS10 1.88E-05 0.6025 0.029 0.57893 0.6825

157



Tabla 25 Valores singulares y correlaciones por pares del analisis de PLS entre los mddulos Facial y Mandibular
por el genotipo C/C del polimorfismo rs6184

PLS Valor Singular Valor P Porcentaje total de Covarianza Correlacion  Valor P
PLS1 0.000907 <.0001 53.105 0.94305 <.0001
PLS2 0.000533 <.0001 18.388 0.89192 <.0001
PLS3 0.000394 <.0001 10.026 0.88499 <.0001
PLS4 0.00036 <.0001 8.357 0.87111 <.0001
PLS5 0.000269 <.0001 4.671 0.79871 <.0001
PLS6 0.000195 <.0001 2.456 0.67968 0.0001
PLS7 0.000165 <.0001 1.749 0.73182 <.0001
PLS8 0.000107 <.0001 0.738 0.80379 <.0001
PLS9 5.65E-05 0.3323 0.206 0.72095 <.0001
PLS10 4.8E-05 0.1218 0.149 0.52007 <.0001
PLS11 3.87E-05 0.0443 0.097 0.32574 0.0417
PLS12 3.01E-05 0.0118 0.058 0.19187 0.2772

Respecto al cambio morfolégico asociado a los genotipos del polimorfismo rs6184,
en la Figura 58 se pueden observar los poligonos de cambio en la forma asociados
al PLS1 del modulo facial (PLS1-1) y al modulo mandibular (PLS1-2)
correspondientes al genotipo A/C. En el primer eje se observa una mayor altura
facial, una menor anchura a la altura de los zigomaticos, una mayor anchura a la
altura de la articulacion entre el cuerpo y rama mandibular y una mayor altura de la
region bucal y facial, asi como una mayor altura hacia abajo de la region del mentén
hacia los valores positivos, por otra parte, hacia los valores negativos se aprecia
una menor altura facial, mayor anchura a la altura de los zigomaticos y menor
anchura a la altura de la articulacion entre la rama y el cuerpo mandibular, una
menor altura de la region bucal y una menor altura de la proyeccion en la region del

menton.
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En cuanto al segundo eje se observa una proyeccion de la articulacion de la rama y
cuerpo mandibular y una mayor proyeccion hacia abajo de la region del mentén,
acompafiada de una retrusion del menton, asi como una mayor altura de la region
bucal hacia los valores positivos. Mientras que, hacia los valores negativos se
observa una menor altura de la articulacion con el cuerpo mandibular, una mayor
altura de la proyeccion del cuerpo mandibular, una protrusion del menton

acompafiada de una reduccion de la altura de la region bucal.

PLS1-1

PLS1-2

Media D6
o~ ) . (0.0
{-0.06) Procrustes l ?

Figura 58. Variacion del cambio en la forma asociada a las regiones facial (PLS1-1) y mandibular (PLS1-2) del
andlisis de minimos cuadrados parciales por el genotipo A/C del polimorfismo rs6184. En azul se encuentra
el wireframe asociado a la media de la forma y en color negro la variacion en la forma.

Por otra parte, en cuanto al PLS2 (Figura 59) se observa un leve aumento en la
altura facial en la regién nasal, una menor anchura y altura facial en la region de la
articulacion entre el cuerpo y rama mandibular y una menor altura de la region del
mentdn hacia los valores positivos, por otra parte, hacia los valores negativos se
aprecia una menor altura facial en la regién nasal, una mayor anchura facial a la
altura de la articulacion entre la rama y el cuerpo mandibular y una mayor proyeccion

de la region del mentén. En cuanto al médulo mandibular, se observa un cierre en
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el angulo de la rama mandibular y un descenso en la articulacion con el cuerpo
mandibular, una marcada retrusién del mentdn y una mayor proyeccioén y altura de
la region bucal hacia los valores positivos. Mientras que, hacia los valores negativos
se observa una elevacion de la articulacion entre la rama y el cuerpo mandibular y
una marcada protrusion de la region del menton y una disminucion en la altura de

la regién bucal.

PLS2-1

PLS2-2
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Figura 59. Variacion del cambio en la forma asociada a las regiones facial (PLS2-1) y mandibular (PLS2-2) del
andlisis de minimos cuadrados parciales por el genotipo A/C del polimorfismo rs6184. En azul se encuentra
el wireframe asociado a la media de la forma y en color negro la variacién en la forma.

En cuanto al genotipo C/C del polimorfismo rs6184, en la Figura 60 se pueden
observar los poligonos de cambio en la forma asociados al PLS1 del médulo facial
(PLS1-1) y al médulo mandibular (PLS1-2). Hacia los valores positivos del primer
eje se observa una menor altura facial, una mayor anchura a la altura de la
articulacion entre la rama y cuerpo mandibular y una menor proyeccion de la region
del mentén al igual que una menor altura de la region bucal. Por otra parte, hacia
los valores negativos se aprecia una menor anchura a la altura de la articulacion

entre el cuerpo y rama mandibular y una mayor proyeccion de la regidén del menton.
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Respecto al segundo eje del PLS1, se observan cambios asociados al cierre en el
angulo de la rama mandibular, una mayor altura de la articulacién con el cuerpo
mandibular que se proyecta hacia la regién del menton, asi como protrusion del
menton y una reduccion en la proyeccion de la regién bucal hacia los valores
positivos. Naturalmente hacia los valores negativos se observa una apertura en el
angulo de la rama mandibular, una reduccién en la altura del cuerpo mandibular

acompafada de una retrusion del menton y una mayor altura de la regién bucal.

PLS1-1

PLS1-2

Media (0.06)

(0.06) « Procrustes

Figura 60. Variacion del cambio en la forma asociada a las regiones facial (PLS1) y mandibular (PLS2) del
analisis de minimos cuadrados parciales por el genotipo C/C del polimorfismo rs6184. En azul se encuentra
el wireframe asociado a la media de la forma y en color negro la variacion en la forma.

Por otra parte, en la Figura 61 se pueden observar los poligonos de cambio en la
forma asociados al PLS2 en los modulos facial (PLS2-1) y mandibular (PLS2-2) para
el genotipo C/C del polimorfismo rs6184. Hacia los valores positivos del primer eje
se observa una mayor altura facial, un descenso en la altura de la articulacion entre
la rama y cuerpo mandibular y una mayor proyeccién de la region del menton. Por

otra parte, hacia los valores negativos se aprecia una menor altura facial en la region
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nasal y una menor proyeccion de la region del menton. Respecto al segundo eje del
PLS2, se observan una proyeccion hacia enfrente de la articulacion de la rama con
el cuerpo mandibular, asi como una retrusién del menton hacia los valores positivos.
Naturalmente hacia los valores negativos se observa una proyeccion hacia la region
occipital del angulo de la articulacion entre la rama y cuerpo mandibular, una mayor

altura y protrusién del menton.

PLS2-1

PLS2-2
(-0.06) < Media ) - - - + (0.06)

Procrustes

Figura 61. Variacion del cambio en la forma asociada a las regiones facial (PLS2-1) y mandibular (PLS2-2) del
analisis de minimos cuadrados parciales por el genotipo C/C del polimorfismo rs6184. En azul se encuentra
el wireframe asociado a la media de la forma y en color negro la variacion en la forma.
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Capitulo V. Discusion

En este trabajo de investigacidn se evalud el efecto de cinco polimorfismos del exon
10 del gen GHR en la morfologia y los patrones de integracion morfologica y
modularidad entre tres hipotesis de mddulos que abarcan la regidn del tercio medio
e inferior craneofacial en una muestra conjunta de individuos mestizos de la Ciudad
de México e indigenas de Tepango de Rodriguez a través de una aproximacion
cuantitativa basada en morfometria geométrica y estadisticos multivariados.
Utilizar una aproximacion desde la morfometria geométrica permitié capturar la
morfologia craneofacial general de los individuos en tres dimensiones y
subsecuentemente llevar a cabo analisis para explorar la variacion en la forma
general al igual que por cada mddulo siguiendo el Paradigma de Procrustes.
Subsecuentemente se explord la IM entre los tres médulos y basado en los
resultados se exploro el efecto de los genotipos de los polimorfismos del gen GHR
en relacién al patron y magnitud de integracion morfolégica entre el modulo facial y
mandibular.

En contraste con los trabajos de investigacion previos respecto de la asociacion de
polimorfismos del gen GHR y variacion craneofacial (Tabla 2) donde se observo
metodologias basadas en la captura de la forma en dos dimensiones a partir de
imagenes de cefalogramas y el uso de angulos y distancias para capturar y analizar
la forma del tercio inferior craneofacial, la aproximacion basada en MG permitié un
analisis generalizado de la forma craneofacial global en tres dimensiones a partir de
un protocolo de treinta y un landmarks. Mas aun, la MG ha ganado fuerza y

popularidad en las ultimas décadas y conforme mas investigaciones la adoptan esto
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se puede reflejar en diferentes puntos importantes. El primero y el cual en cierto
grado ya esta en marcha es, la facilidad de comparar muestras alrededor del mundo
con el fin de explorar la variacion craneofacial dentro y entre poblaciones humanas.
El segundo se vincula con los desarrollos tecnolégicos y metodolégicos que ha
aumentado la capacidad de capturar variacion craneofacial a niveles muy finos y
subsecuentemente poderlos analizar a través de programas computacionales muy
poderosos que ademas han sido optimizados y automatizados para analisis de MG.
Por otra parte, conforme mas grupos de investigacion adopten esta aproximacién
esto facilitara las comparaciones entre muestras y resultados de las diferentes
poblaciones estudiadas y abrira la posibilidad de explorar otro tipo de hipétesis como
por ejemplo la heredabilidad y variacién en los patrones de IM y modularidad entre
poblaciones humanas junto con covariables importantes como dieta, ancestria, sexo
y polimorfismos de genes asociados a diferentes componentes del conjunto de
fenotipos craneofaciales.

En este sentido, la reciente adopcion de la morfometria geométrica en el estudio de
la variacion craneofacial humana bajo nuevos enfoques tedrico-metodoldgicos han
catalizado investigaciones enfocadas en los componentes genético, ambiental y la
influencia de factores epigenéticos y del desarrollo en el llamado mapa genotipo-
fenotipo que implica la morfogénesis de fenotipos complejos como es el craneo
humano. Como se puede apreciar en el capitulo Il, las investigaciones enfocadas
en identificar los componentes genéticos de la morfogénesis craneofacial
comenzaron con el estudio de malformaciones congénitas, sindromes y genes
candidato y paulatinamente se han ido integrando nuevas herramientas para la

captura de fenotipos complejos al igual que para analizar el componente genético
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posiblemente asociado. En conjunto, el desarrollo de la craneometria y la genética
han llegado a una interseccidn donde su colaboracion permite contribuir al
entendimiento de la extension en la que las bases genéticas interactuan con
factores ambientales y en ultima instancia derivan en rasgos complejos como la
morfologia craneofacial normal. Esta linea de investigacion ha sido muy exitosa y
ha identificado genes mayores vinculados a la morfogénesis y a la variacion
craneofacial normal (Figura 17) y representan el esfuerzo conjunto por identificar
cdémo, cuando y porqué es que estos genes identificados estan asociados a cambios
en la morfologia craneofacial y/o a diferentes niveles de magnitud. Este siguiente
paso es de gran interés tanto para la genética como para la antropologia biolégica,
la antropologia forense y también las aplicaciones clinicas ya que nos permitiran
contribuir a comprender las dinamicas entre las bases genéticas con las influencias
ambientales durante el proceso de crecimiento y desarrollo.

Dentro de esta linea de investigacion, el estudio de genes candidato con evidencias
funcionales y asociaciones a fenotipos en distintas poblaciones representan una
ventana de investigacién bioantropologia de gran interés debido a que la variacion
morfolégica observada entre poblaciones humanas o diferencias entre las
asociaciones entre polimorfismos y diferencias en el fenotipo podrian estar
vinculadas a procesos microevolutivos recientes o dinamicas bioculturales de
interés. Por lo tanto, el caso de la proteina producida por el gen receptor de la
hormona del crecimiento (GHR) resulté de gran interés ya que esta implicada
directamente en el crecimiento vertical craneofacial y esquelético, al igual que en
otras funciones biolégicas como son; la regulacién del metabolismo, control de

proceso biolégicos en el sistema hepatobiliar, cardiovascular, renal, gastrointestinal
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y reproductivo a través de los efectos de la sefalizacion celular de la activacion de
GHR que son responsables de esta amplia gama de funciones fisioldgicas
importantes. Mas aun, esta proteina tiene un papel importante en la regulacién del
metabolismo de los lipidos, carbohidratos y agua corporal debido a que la hormona
de crecimiento, a través de este receptor, permite la produccion y secrecion de IGF-
1 (factores de crecimiento insulinicos) en muchos tejidos. Esto es importante ya que
IGF-1 e IGF-2 son mediadores de la actividad de la hormona del crecimiento y en
conjunto, estimulan el crecimiento lineal, aunque sus dinamicas de influencia del
crecimiento son complejas y no necesariamente son dependientes una de la otra
para la estimulacion del crecimiento.

En este sentido, se hizo una revision de los estudios que han investigado la
asociacion entre cinco polimorfismos dentro del exén 10 del gen GHR con variacion
en la morfologia de la mandibula en diferentes poblaciones del mundo (Tabla 1). Se
encontré que la unica asociacion entre genotipos de los polimorfismos fue con la
altura de la rama mandibular y, ademas, cuando se comparan las asociaciones
entre la altura de la rama mandibular y los diferentes genotipos de los polimorfismos
del gen GHR entre las diferentes poblaciones estudiadas se observa que el
polimorfismo asociado no es sistematicamente replicado. En poblacion japonesa se
identificod inicialmente el polimorfismo rs6184 y estudios subsecuentes en una
muestra japonesa mas grande y en poblacion coreana se asociaron los
polimorfismos rs6182 y rs6184, los cuales se observé estdn en completo
desequilibrio de ligamiento. Por otra parte, en poblacion Han de China se asocié el

polimorfismo rs6180 y en poblacion chilena se asociaron los polimorfismos rs6182

166



y rs6184, por ultimo, en poblacion egipcia no se encontro asociacion alguna (Tabla
2).

Para investigar este escenario, primero se compararon las frecuencias alélicas de
los cinco polimorfismos del gen GHR contra las frecuencias de las poblaciones de
estudios previos en conjunto con poblaciones del continente americano presentes
en la base de datos de 1000 genomas (Tabla 7) y se puede observar que para el
polimorfismo rs6176, las frecuencias difieren significativamente unicamente entre la
muestra y los japoneses y los colombianos de Medellin, mientras que para los
polimorfismos rs6180 y rs6183, la diferencia es significativa entre la muestra y todas
las poblaciones. Por otra parte, las diferencias entre las frecuencias del polimorfismo
rs6184 no difieren significativamente entre la muestra y las poblaciones japonesa y
coreana pero si respecto de las poblaciones de 1000 genomas. Por ultimo, es de
particular interés que las comparaciones de frecuencias entre la muestra y la
poblacién de mexicanos de Los Angeles haya resultado en diferencias significativas
para los polimorfismos rs6180, rs6183 y rs6184. El hecho de que la muestra de esta
investigacion se conforma en su mayoria por individuos Totonacos de la Localidad
de Tepango de Rodriguez, Puebla en conjunto con mestizos de la Ciudad de México
podria ser uno de los factores que explique las diferencias observadas. Esto debido
a que las diferencias observadas pueden ser producto de las diferentes historias
poblacionales que se suscitaron desde el proceso de Conquista y la Colonia en
México que impactaron de manera importante en la demografia de las poblaciones
indigenas al igual que en los subsecuentes patrones de mestizaje basados en el
sistema de castas, ademas de que estos procesos se dieron de manera diferencial

a lo largo del continente americano en los ultimos quinientos afios. Dichos procesos
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habrian impactado de manera diferencial procesos de aislamiento genético,
mestizaje reciente y deriva genética que estarian directamente vinculados con las
frecuencias alélicas observadas y sus diferencias entre poblaciones del continente
americano.

Subsecuentemente se calcularon los estadisticos D° y R? por pares de
polimorfismos con el fin de investigar el desequilibrio de ligamiento entre los cinco
polimorfismos en la muestra ya que se encuentran dentro del exén 10 del gen GHR.
Como se observa en la tabla 9 los valores de desequilibrio de ligamiento mas altos
corresponden a los polimorfismos rs6180-rs6184 que presentan una D’ de 1 y una
R? de 0.032, mientras que los polimorfismos rs6182-rs6180 presentan valores de D’
de 1y R? de 0.26, los valores mas altos corresponden a los polimorfismos rs6182-
rs6184 que presentaron una D’ de 1 y una R? de 0.819. Por otra parte, para las
combinaciones rs6183-rs6180, rs6182-rs6183 y rs6183-rs6184 tanto la D’ como la
R?indican que estos polimorfismos se heredan de manera independiente.

En contraste con las investigaciones previas, encontramos que en la poblacién Han
de China el desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos rs6180-rs6184,
rs6182-rs6180 rs6182-rs6184 arrojo una D" de 1 para cada comparacion, es decir
estan en completo ligamiento. Por otra parte, el analisis de ligamiento por pares de
polimorfismos en poblacion japonesa entre los polimorfismos rs6182, rs6176,
rs6183, rs6180, rs6184 identificd que los cinco polimorfismos se encuentran en un
bloque de ligamiento (D'=1 para todas las comparaciones) y resalta que el R? entre
los polimorfismos rs6182 y rs6184 fue de 1, lo que indica que esta en completo
ligamiento en la muestra japonesa. Respecto a la poblacion coreana, el analisis de

desequilibrio de ligamiento replico el bloque de ligamiento entre los cinco
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polimorfismos al igual que el completo ligamiento entre los polimorfismos rs6182 y
rs6184 (R?=1y D’=1). Por ultimo, el estudio con poblacién colombiana explorando
Unicamente los polimorfismos rs6184 y rs6180 obtuvo valores de D'y R? =1 lo que
indica que se encuentran en completo ligamiento.

El hecho de que en las poblaciones del sureste asiatico y la muestra presenten
sistematicamente un fuerte ligamiento entre los polimorfismos rs6182 y rs6184
podria en principio explicar porque en los estudios donde se exploraron mas
variantes del exon 10 del gen GHR la asociaciéon a diferencias en la altura de la
rama mandibular se establecio para las dos variantes, o por otro lado, podria indicar
un patron de efecto relevante basado en haplotipos entre las dos variantes que de
manera conjunta estan contribuyendo a la variacidon morfolégica observada en la
altura de la rama mandibular.

Retomando el analisis de MG, en esta investigacion se analiz6 la variacion en la
forma craneofacial global y en tres hipotesis de moddulos (mddulo facial,
neurocraneal y mandibular) derivados de 31 landmarks (Tablas 4 y 5) en conjunto
con los genotipos de cinco polimorfismos del gen GHR, rs6176, rs6180, rs6182,
rs6183 y rs6184. Partiendo de la evidencia previa de asociacion entre genotipos de
los polimorfismos rs6180, rs6182 y rs6184 a diferencias en la altura de la rama
mandibular se explord la variacion morfolégica en la forma global y en las tres
hipbtesis de modulos.

En primer lugar, respecto a la variacion craneofacial global, se identificé que los
individuos portadores del genotipo C/T del polimorfismo rs6182 muestran una
tendencia hacia los valores positivos de la PC2 que se asocian a menor protrusion

del mentén mandibular, mayor proyeccion y altura media facial (Figura 34). Mas
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aun, al observar el grafico de dispersion correspondiente al cambio morfolégico
facial (Figura 40) se observa que los individuos portadores del genotipo C/T del
polimorfismo rs6182 y los individuos portadores del genotipo A/C del polimorfismo
rs6184 muestran una tendencia hacia los valores positivos de la PC1 que se asocian
a una mayor altura facial en la regién nasal al igual que una menor anchura y una
protrusion de la region del mentdn y un mayor angulo del cuerpo mandibular hacia
la region poscraneal y un angulo de la rama mandibular hacia la region anterior. Por
ultimo, al observar el cambio morfoldgico asociado al médulo mandibular se observé
que los individuos portadores del genotipo C/T del polimorfismo rs6182 y del
genotipo A/C del polimorfismo rs6184 muestran una tendencia a agruparse entre
los valores -0.03 y 0.02 de las dos componentes(PC1 y PC2), que se asocian, en la
primera componente principal a menor apertura o cierre del angulo de la rama
mandibular y a retrusion y protrusion del menton en la region inferior facial, mientras
que el cambio morfolégico asociado a la PC2 esta asociado a la retrusiéon y
protrusién mandibular y al aumento en la altura de la region inferior facial (Figura
43).

Retomando los trabajos previos de asociacion del gen GHR, en poblacion japonesa,
los individuos heterocigotos para el polimorfismo rs6184 presentaron menor longitud
de la rama mandibular y altura facial. Subsecuentemente, en una muestra japonesa
mas grande y otra investigacidén en poblacién coreana se establecié que los
portadores de los genotipos homocigotos C/C del polimorfismo rs6184 y GG del
polimorfismo rs6182 se asociaron a una rama mandibular mas larga respecto a los
otros genotipos. Al contrastar los resultados previos y tomando en cuenta la

diferencia de aproximaciones metodoldgicas para analizar la variacion en el tercio
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medio e inferior craneofacial resalta el hecho de que las elipses de confianza para
los genotipos heterocigotos C/T del polimorfismo rs6182 y el genotipo A/C del
polimorfismo rs6184 estén asociados, en los graficos de las PC1 y PC2 de los
analisis de componentes principales para el modulo craneofacial general, facial y
mandibular, a cambios morfoldgicos en la proyeccidon del menton, la altura y anchura
facial al igual que al angulo de la rama y cuerpo mandibular.

Respecto al polimorfismo rs6180 el cual se asocié el genotipo homocigoto C/C a
mayor altura de la rama mandibular en poblacion Han de China, en la Figura 43 se
observa que algunos de los individuos heterocigotos A/C se dispersan hacia los
valores positivos mas altos del primer eje (PC1) que esta asociado a una mayor
protrusion del menton mandibular que ademas presenta mayor altura en el tercio
medio inferior y un angulo de la rama mandibular mas cerrado hacia la region facial.
Derivado de los resultados del analisis de la morfologia craneofacial global y en las
tres hipotesis de médulos, se siguieron los postulados de que los organismos, como
sistemas biolégicos complejos tienden a tener una organizacion modular desde sus
unidades moleculares hasta sus interacciones ecoldgicas que se despliega en los
fenotipos complejos a través de la denominada Integracion Morfoldgica que puede
estar mediada por factores genéticos, funcionales, del desarrollo o evolutivos.
Subsecuentemente se evaluaron las tres hipdtesis de modulos mediante la
comparacion de la fuerza de la covariacion entre los moédulos utilizando el método
de minimos cuadrados parciales (PLS) para evaluar los patrones de covariacion
entre los conjuntos de landmarks (mddulos). Como ya se mencioné el analisis de
PLS de dos bloques se basa en el método de descomposicién de valor unico (SVD)

de la matriz de covarianza entre los dos conjuntos de variables para encontrar pares
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correlacionados de combinaciones lineales (vectores singulares) entre dos
conjuntos (o bloques) de variables, que den cuenta de la mayor covariacion posible
entre los dos bloques de variables originales para maximizar la representacion en
pocas dimensiones de la estructura de covariancia entre los conjuntos de
landmarks.

Al llevar a cabo las tres comparaciones entre hipétesis de modulos anatomicos el
analisis de PLS arrojo los coeficientes RV multi-set y el porcentaje total de
covarianza para las comparaciones entre los moddulos facial-neurocraneal,
neurocraneal-mandibular y facial-mandibular (Tabla 14). Los resultados indican que
la covariacién entre los modulos facial y neurocraneal y neurocraneal y mandibular
es baja (RV=0.1841 y RV=0.2754 respectivamente), mientras que la covariacién
entre el médulo facial y mandibular es alta (RV=0.6798) al igual que la correlacién
entre el espacio geométrico entre los moddulos (RV=0.92578) y ademas es
estadisticamente significativa (P=<.0001). Esto nos indica que los modulos facial y
mandibular covarian entre ellos y por lo tanto estan en IM. Este resultado concuerda
con investigaciones previas que sefialan que la parte maxilar y mandibular se
encuentran en fuerte integracion debido a IM del desarrollo y funcional(You et al.,
2001; Marshall et al., 2011). Mas aun, Lieberman sefala que los componentes del
craneo evolucionan y se desarrollan de manera conjunta y ademas con funciones
que estan coordinadas por lo que los patrones de IM en las distintas partes del
craneo son una manera de promover y mantener la evolucionabilidad de la
estructura sin afectar de manera seria las funciones de los componentes que se
agrupan dentro de este conjunto de fenotipos complejos(Liberman, 2011) Teniendo

en cuenta que las trayectorias de crecimiento y desarrollo difieren entre el médulo
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neurocraneal respecto de los moédulos facial y mandibular, el resultado de IM entre
los ultimos dos estaria guiado por su proceso de crecimiento y desarrollo, el cual
continua durante un mayor tiempo respecto del neurocraneo (Figura 9).

Tomando como referencia la reciente adopcion de la morfometria geométrica en el
estudio de la variacion craneofacial humana y su integracion con enfoques teérico-
metodoldgicos que han catalizado investigaciones enfocadas a los componentes
genético, ambiental y la influencia de factores epigenéticos y del desarrollo en el
llamado mapa genotipo-fenotipo que implica la morfogénesis de fenotipos
complejos como es el craneo humano, se llevaron a cabo analisis para evaluar el
efecto de los genotipos de los cuatro polimorfismos del gen GHR en los patrones de
integracion morfolégica y modularidad entre tres hipétesis de mddulos en el craneo.
Siguiendo los resultados observados en el analisis de minimos cuadrados parciales
de los médulos Facial (PLS1) y Mandibular (PLS2) acompanados de las elipses de
frecuencia equitativa para los cuatro genotipos del gen GHR (Figura 53) se observé
que los heterocigotos G/T del polimorfismo rs6182 y los heterocigotos A/C del
polimorfismo rs6184 se agrupan en los valores negativos con una tendencia hacia
los primeros valores positivos en los dos ejes, lo cual se asocia a la retrusién o
protrusion del mentén, anchura en la region de la rama mandibular y los zigomaticos
y a aumento o disminucion en altura facial en la region nasal en el eje del PLS1-1,
mientras que en el eje del PLS1-2 se asocia a cambios en el angulo de la rama
mandibular, altura de la region del menton y altura de la region bucal.

Basado en estas observaciones se replicaron los analisis de PLS dividiendo a la
muestra por los genotipos de los polimorfismos rs6182 y rs6184 para explorar el

efecto de los genotipos en la magnitud e intensidad de IM entre los médulos
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mandibular facial y mandibular y encontramos que el genotipo G/T del polimorfismo
rs6182 presenta un coeficiente RV mayor respecto del polimorfismo rs6184, aunque
el coeficiente de correlacion para los dos polimorfismos es similar vy
estadisticamente significativo para el genotipo G/G. En términos del cambio
morfolégico asociado al modulo facial se observé una menor altura facial, una mayor
anchura a la altura de los zigomaticos y la articulacién entre el cuerpo y rama
mandibular y una menor altura de la region bucal y facial hacia los valores positivos,
por otra parte, hacia los valores negativos se aprecia una mayor altura facial, menor
anchura a la altura de los zigomaticos y la articulacién entre la rama y el cuerpo
mandibular, una mayor altura de la regién bucal y facial. En cuanto al modulo
mandibular se observo un cierre en el angulo de la rama mandibular, una proyecciéon
y mayor altura de la region del menton, asi como una reduccion en la proyeccion de
la region bucal hacia los valores positivos. Mientras que, hacia los valores negativos
se observa una apertura en el angulo de la rama mandibular, una menor altura de
la articulacion con el cuerpo mandibular, una proyeccién del cuerpo mandibular mas
baja acompafada de una reduccién de la proyeccién del mentén y un aumento en
la altura de la regién bucal.

Por otra parte, respecto al polimorfismo rs6184 observamos que el genotipo C/C
presenta un coeficiente RV mayor (RV=0.7046), al igual que un coeficiente de
correlacion mas alto (0.94305) y estadisticamente significativo (<.0001) respecto del
genotipo A/C (Tabla 22). Y esta asociado a una menor altura facial, una mayor
anchura a la altura de la articulacion entre la rama y cuerpo mandibular y una menor
proyeccion de la region del menton al igual que una menor altura de la region bucal

y hacia los valores negativos se aprecia una menor anchura a la altura de la
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articulacion entre el cuerpo y rama mandibular y una mayor proyeccion de la region
del menton. En cuanto a la morfologia mandibular, se observaron cambios
asociados al cierre en el angulo de la rama mandibular, una mayor altura de la
articulacion con el cuerpo mandibular que se proyecta hacia la region del menton,
asi como protrusién del menton y una reduccion en la proyeccion de la regién bucal
hacia los valores positivos y hacia los valores negativos se observé una apertura en
el angulo de la rama mandibular, una reduccién en la altura del cuerpo mandibular
acompafnada de una retrusion del menton y una mayor altura de la region bucal.

El resultado de los analisis de PLS por los polimorfismos rs6182 y rs6184 del gen
GHR indican un ligero efecto en la retrusion en el menton mandibular es importante
ya que el mentdn ha sido reconocido como un rasgo derivado en nuestra especie
Homo sapiens, desde 1775 cuando Blumenbach identificé al mentdon como uno de
los rasgos fundamentales que considerd como exclusivamente humano respecto de
otros homininos como el Homo neanderthalensis ademas de los grandes
simios(Schwartz, 2016). La descripciéon anatomica del mentén se ha enfocado
principalmente en la protrusién de la region de la sinfisis (Leiberman, 1995) que
tiene su origen en el desarrollo posnatal mediante una reabsorcion 6sea cerca del
margen alveolar, con depdsito concomitante de hueso mas abajo, por lo que se
hipotetiza que la variacion en el desarrollo del menton resulta de tasas diferenciales
de reabsorcion versus deposito 6seo (Enlow and Moyers, 1982).

Nuestros resultados se asemejan a los obtenidos por Hinemeier y colaboradores
en el cual abordaron mutaciones en el gen FGFR1 y su asociacion con el indice
cefélico y los patrones y magnitud de IM representan una aproximacién que conjunta

genética con morfometria geométrica a través de una perspectiva de evolucién y
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desarrollo. En dicho trabajo no se identificaron diferencias en la forma por genotipos
o por relaciones poblacion-genotipo, pero si se identificaron diferencias
significativas en el patron y magnitud de IM entre genotipos. Lo cual se identifico
también en esta investigacion para polimorfismos del gen GHR. Es interesante que
los genes estudiados tengan un efecto en los patrones e intensidad de IM entre
modulos faciales y los resultados evidencian las dificultades para identificar
mutaciones con efectos grandes detectables durante el desarrollo o, por otra parte,
evidencia la complejidad de las rutas de expresion genética durante los diferentes
tiempos ontogenéticos que pueden ir obscureciendo sefales previas o por
dinamicas de epistasis.

Siguiendo la revisién hecha en el trabajo de Schwartz y Tattersall (2000) diferentes
antropologos han propuesto hipétesis de la evolucion del mentdn en sapiens. Por
ejemplo, Hrdlicka (1911) sugirié que la estructura evolucioné como resultado de la
reduccion del arco dental lo que implica que la protrusion quedara atras cuando el
margen anterior se redujo. Subsecuentemente Robinson (1913) propuso que fueron
las demandas musculares de la lengua y la laringe las que dieron pie al menton,
mientras que Gregory (1992) postulo la posibilidad que el mentdn provee espacio
en el frente de la mandibula que es necesario para acomodar las coronas y raices
de los incisivos y los caninos. Howells en 1959 suscribio a la propuesta de Robinson
y sugirié que el incremento en grosor de los huesos debid haber evolucionado para
reforzar la parte frontal de la mandibula contra el estrés masticatorio. Wolpoff (1980)
postuld que el mentdn estaba correlacionado con la expansion del neurocraneo y
un cambio concomitante de los musculos temporales a una angulacion mas medial.

Por ultimo, Daegling (1993) revisé interpretaciones funcionales que explican la
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presencia del mentén y lo atribuyé a que el menton representa una respuesta
estructural para resistir la flexion vertical del plano coronal(Schwartz and Tattersall,
2000). Como se puede apreciar, la mayoria de las hipotesis del origen del mentdn
se basan en un origen evolutivo y se enfatizan con trabajos que sefialan que algunos
Neandertales presentan mentones incipientes. No obstante, en la discusién del
trabajo “The human chin revisited: what is it and who has it? Schwartz and Tattersall
enfatizan que la configuracion derivada de la region de la sinfisis de Homo sapiens
podria estar vinculada a cambios regulatorios en la absorcion y deposito de hueso
y por lo tanto en la forma en esta regién. Por otra parte, los autores concluyen su
investigacion resaltando que la configuracion de la region de la sinfisis mandibular
en Homo sapiens se forma temprano en el desarrollo fetal y la forma basica y la
arquitectura se conservan hasta la edad adulta y ningun neandertal estudiado
presenta estas caracteristicas distintivas (Schwartz and Tattersall, 2000). Sumando
a estos resultados, encontramos otra hipotesis que sefala que el menton
prominente es resultado de patrones de prognatismo diferenciado en la parte
superior e inferior facial durante la evolucion humana y por lo tanto el papel de un
mentén prominente simplemente es una consecuencia de patrones de crecimiento
diferenciados en el tercio medio e inferior craneofacial asociados a la forma de la
sinfisis mandibular (Groning et al., 2011). Este resultado se vincula con hipoétesis
que sugieren que el desarrollo evolutivo del menton esta vinculado a una reduccion
en la proyeccion facial en Homo sapiens, especificamente a una reduccion en el
crecimiento maxilar anterior relativo a la mandibula que puedo haber ocurrido por
factores no mecanicos. La reduccion en tamafo y proyeccion del esqueleto facial

son considerados aspectos claves de la evolucion de la anatomia humana moderna
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y por lo tanto, el mentén puede formar parte de un conjunto de fenotipos que estan
ligados a la reduccion del tamafio en Homo sapiens(Marshall et al., 2011).

Por otra parte, como se menciono el el capitulo | otra hipotesis respecto de la
influencia en la variacion de la mandibula entre poblaciones humanas corresponde
al estrés masticatorio asociado a diferencias de dieta y comportamientos no
alimenticios que ejercen tensiones y deformaciones mecanicas, haciendo un
especial énfasis en la interaccidn entre las cargas masticatorias y la morfologia de
la sinfisis mandibular (Holton et al., 2015). Dichos estudios han planteado que la
presencia de un mentdn prominente en la sinfisis mandibular de Homo sapiens se
asocia a una adaptacion para reforzar el cuerpo anterior de las tensiones de flexion
durante la masticacion(Groning et al., 2011) y esto indicaria que un mentén
prominente esta vinculado a una adaptacion funcional para resistir el estrés vertical
durante la masticacion. No obstante existe evidencia contradictoria en estudios que
han evaluado la presencia y ausencia de un mentéon prominente respecto de la
resistencia al estrés vertical durante la masticacon. Al investigar esta relacion se
encontré que el desarrollo de la proyeccion del menton es probablemente
independiente de las necesidades de resistir el estrés masticatorio mientras que la
reduccion de la resistencia vertical durante el crecimiento y desarrollo se debe, en
parte, a cambios ontogenéticos en la orientacion de la sinfisis mandibular que se
piensa tiene una influencia significativa en la habilidad de resistir el estrés durante
la masticacion(Holton et al., 2015).

Siguiendo la perspectiva de crecimiento y desarrollo, en humanos la mandibula
presenta mucho mas hueso cortical a lo largo de su cuerpo y la sinfisis comparado

con las mandibulas de otros grandes simios (Daegling, 2007) lo cual indica que la
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variacion en la prominencia del mentdn esta asociada a dinamicas del crecimiento
craneofacial que afectan las relaciones espaciales entre la mandibula y los tejidos
blandos y 6seos craneofaciales durante distintas etapas del crecimiento prenatal y
posnatal. Por ejemplo, durante el desarrollo posnatal la posicion de la regién del
menton esta influenciada por los musculos de la lengua y el suprahioides mientras
que constrefimientos espaciales en la region de la faringe afectan la posicion
relativa del esqueleto facial (Coquerelle et al., 2013). En subsecuentes etapas
posnatales, el grado de prominencia del menton se asocia a patrones diferenciados
de rotaciéon mandibular que correlacionan con la postura mandibular, el desarrollo
dentoalveolar y la direccion del crecimiento del cartilago condilar (Buschang and
Gandini, 2002; Buschang et al., 2013). Adicionalmente, la variacion en la
prominencia del menton también se ha asociado a diferencias en las dimensiones
antero-posterior del complejo dentoalveolar y con menores bordes de la mandibula
a lo largo de la ontogenia (Marshall et al. 2011) y entre amplios rangos de variacion
poblacional (Scott et al. 2010; Scott, 2014). Por lo tanto, es claro que la variacién en
el grado de prominencia del mentén esta influenciada por el crecimiento y
constrefimientos espaciales del esqueleto facial pero no queda claro a qué grado
estas dinamicas de desarrollo influencian que la prominencia del mentdn incremente
la resistencia de la sinfisis al estrés masticatorio. Mas aun, durante la ontogenia, el
borde inferior de la mandibula exhibe crecimiento anterior mayor relativo a la maxila
como resultado de los ritmos diferenciados de crecimiento entre las regiones media
e inferior craneofacial que tardan mas tiempo en terminar su crecimiento y desarrollo
respecto de la parte neurocraneal. No obstante, la fuerte integracion del desarrollo

e integracion funcional entre la maxila y las regiones de los alveolos mandibulares
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debido al enclavamiento oclusal restringen el crecimiento anterior de los alveolos
mandibulares resultando en una posicién posterior relativa de la sinfisis superior
durante el crecimiento (You et al. 2001; Marshall et al. 2011).

Por ultimo, los estudios de asociacion a nivel del genoma que han explorado el
componente genético de los fenotipos faciales han cobrado fuerza en la ultima
década debido a su relevancia en ambitos de identificacion humana, estimacion de
ancestria y analisis de hipotesis relacionadas a procesos de adaptacion al ambiente
y de reconocimiento individual dentro de las interacciones sociales humanas. Esto
se debe a que la variacion facial presenta una importante contribucién genética en
estudios de heredabilidad (entre 60 y 80%) (Adhikari et al. 2015). No obstante, el
numero de investigaciones es reducido y se ha enfocado principalmente a
poblaciones europeas (Figura 17). En el afio 2015, el Consorcio para el Analisis de
la Diversidad y Evolucion de Latinoamérica (CANDELA) publicé un estudié de
asociacion a nivel del genoma donde se asociaron variantes en los genes EDAR,
TBX15 y el gen CARTL1 a varios fenotipos de la morfologia de la oreja en una
muestra compuesta por cinco poblaciones latinoamericanas (Adhikari et al. 2015).
Subsecuentemente extendieron su andlisis a otros catorce fenotipos faciales
basados en una escala categdrica que reflejé la variacion en cada rasgo e
identificaron asociaciones entre genes que previamente se han establecido como
importantes en el desarrollo craneofacial, en concreto los genes PAX3, EDAR,
DCHS2, RUNX2, GLI3 y PAX1 asociados a variacion facial. De particular interés
para esta investigacion es el analisis de los fenotipos faciales correspondientes a la
forma y protrusion del mentén donde los analisis de asociacidon identificaron a la

variante del rs3827760 del gen EDAR con variacion en la protrusién del mentén.
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Dicha asociacion fue identificada independientemente en la poblacion del este
asiatico de Uyghur, que tiene un reciente mestizaje entre asiaticos y europeos.
Estudios previos evidencian que varias variantes del gen EDAR estuvieron sujetas
a fuertes presiones selectivas en el este asiatico ademas de que se encuentran en
alta frecuencia en las poblaciones asiaticas y nativas americanas (Peng et al. 2016).
Dentro de la discusion de los trabajos se enfatiza en que la variacion craneofacial
asociada a las variantes del gen EDAR son consecuencia de la influencia de las
mutaciones en la ruta de sefalizacion de cascada de este gen, la cual se ha
asociado a la morfogénesis en fenotipos ectodérmicos como son los dientes, forma
y grosor del cabello, glandulas sudoriparas y frente prominente y grosor de los labios
(Cluzeau et al. 2011). Por otra parte, se hipotetizdé que debido a que el esqueleto
craneofacial esta mayoritariamente constituido de huesos que derivan del tejido
ectodérmico seria importante poner a prueba como es que la variante EDARV370A
(rs3827760) afecta la morfologia facial. Los resultados indican que los individuos
homocigotos portadores de la variante 370A presentan una protrusion del menton
en comparacion con los individuos heterocigotos que tienden a presentar retrusion,
y este resultado se replicd en una submuestra de poblacion Han de China (Peng et
al. 2016). Los autores enfatizan la naturaleza pleiotrépica de la variante
EDARV370A vy la posibilidad de que debido a esto estuvo bajo multiples procesos
de seleccion que la llevaron a presentar tan altas frecuencias en el este asiatico y
en América.

Retomando el hecho de que tanto EDAR como GHR son genes fuertemente
vinculados a la morfogénesis mandibular durante toda su etapa de crecimiento y

desarrollo resalta que en este estudio dos variantes del exdn 10 (rs6182 y rs6184)
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se asociaron a un efecto en los patrones e intensidad de IM entre el mddulo facial y
el médulo mandibular. Una pregunta que se abre es codmo es que estas dos
variantes podrian estar impactando la morfogénesis de la mandibula, tanto en su
componente de la rama mandibular como en el cuerpo y la region del menton en
poblaciones indigenas y mestizas de México.

Por ultimo, en 2021 Betty Bonfante y colaboradores (2021) publicaron un estudio de
asociacion a nivel del genoma con la cohorte de CANDELA titulado “A GWAS in
Latin Americans identifies novel face shape loci, implicating VPS13B and a
Denisovan introgressed region in facial variation” donde se exploré la variacion en
los tercios superior, medio e inferior facial mediante el analisis de; la proyeccién
facial, el arco de la ceja, el plano medio facial y la proyeccion de la mandibula bajo
la hipdtesis de la importancia de la seleccion natural en conjunto con la influencia
del ambiente y su interaccion con factores sociales para la actual variacion
craneofacial observada en primates y, mas aun, en nuestro linaje hominino debido
a que el perfil facial en humanos presenta una variacion considerable entre
individuos y entre poblaciones y, por lo tanto, puede ser altamente informativo temas
de investigacion genética, médica, antropoldgica y forense. El estudio de asociacion
evalué 59 medidas cuantitativas (distancias, ratios y angulos) basados en 19
landmarks y 22 semi-landmarks que permitieron cuantificar aspectos de la
morfologia del tercio superior, medio e inferior facial que establecié asociaciones
estadisticamente significativas entre 32 regiones en el genoma y rasgos en la
morfologia facial. De particular interés para esta investigacion es la asociacion entre
la region 7931.31 y la protrusién mandibular (jaw protrusion). En esta region se

encuentra en gen CPED1 (Cadherin Like And PC-Esterase Domain Containing 1)
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cuya variante asociada (rs6950680) se encuentra en un intrén asociado a elementos
regulatorios expresados en tejido craneofacial del embrion. Mas aun, esta variante
se ha asociado a altura total y a densidad mineral 6sea y también se encuentra en
la region genomica cercana al gen WINT16, un gen involucrado en cascadas de
sefalizacion de rutas de morfogénesis que juegan un papel crucial en el desarrollo
embrionario del tercio medio facial y el paladar orofacial(Bonfante et al., 2021).

Es evidente que los estudios de asociacion a nivel del genoma en conjunto con
nuevas aproximaciones de captura y cuantificacion de fenotipos craneofaciales han
ampliado el alcance y acelerado el avance de investigacién y entendimiento de la
base genética de la variacion craneofacial humana. En este sentido, es claro que el
entendimiento del papel que los diferentes genes tienen en el desarrollo de
estructuras faciales especificas es de suma importancia y esta investigacion
evidencia que la mayoria de las 32 asociaciones a regiones genomicas estan
relacionadas a diferencias entre los potenciadores (enhancers) que regulan genes
clave dentro de las rutas de cascadas de sefializacion de la morfogénesis
craneofacial(Prescott et al., 2015).

Por otra parte, el resultado de la diferencia de frecuencia alélica entre los grupos
continentales para la variante del gen EDAR asociada a rostros mas planos y
protrusidn mandibular enfatiza la influencia de la historia demografica y la
subsecuente estructura poblacional en la busqueda de asociaciones respecto de la
variacion craneofacial dentro y entre poblaciones humanas(Bonfante et al., 2021).
Los autores enfatizan que la variacion en la arquitectura genética de los rasgos
faciales entre poblaciones enfatiza la necesidad de llevar a cabo mas estudios en

poblaciones no europeas con el objetivo de caracterizar ampliamente la base
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genética de la variacion craneofacial en poblaciones humanas modernas. Este
punto concuerda con los resultados observados en la diferencia de frecuencias
alélicas entre los polimorfismos del gen GHR estudiados y complementa a fortalecer
el argumento de la necesidad de llevar a cabo un mayor muestre6 en distintas

poblaciones mestizas e indigenas del continente americano.
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Conclusiones

En este trabajo se evaluaron los patrones e intensidad de la IM y Modularidad entre
tres mddulos craneofaciales y cuatro variantes genéticas del gen receptor de la
hormona del crecimiento.

Se encontrd que las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados difieren
significativamente de las frecuencias de las poblaciones previamente estudiadas al
igual que las poblaciones de la base de datos 1000 genomas. No obstante, al
analizar el desequilibrio de ligamiento se identific6 que los cuatro polimorfismos
estudiados estan en desequilibrio de ligamiento, en acuerdo con los resultados de
los estudios previos.

Al evaluar la variacion morfolégica craneofacial global y por las tres hipotesis de
modulos se observo que los portadores de los genotipos GT y GG del polimorfismo
rs6182 y CC del polimorfismo rs6184 tendieron a agruparse en el grafico de
dispersiéon del analisis de componentes principales en comparacion con la
distribucion aleatoria de los otros genotipos. Lo cual estaria indiciando un posible
efecto de los genotipos en la variacion del tercio medio e inferior craneofacial.

En este sentido al evaluar el efecto de los genotipos de los polimorfismos del gen
GHR en los patrones de IM y modularidad a través de un analisis de PLS se
encontré que los genotipos GT y GG del polimorfismo rs6182 y el CC del
polimorfismo rs6184 del gen GHR tienen un ligero efecto en la retrusion en el

mentdn mandibular.
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