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RESUMO DO TRABALLO

Neste traballo abordamos a relacion entre a “mandibula Habsburgo™, un claro exemplo de prognatismo
mandibular, e a alta consanguinidade nesta dinastia a través dunha analise multivariante por compofientes
principais. Os datos manexados provefien do exame clinico de 18 trazos dismorficos indicativos de
prognatismo mandibular e deficiencia maxilar en retratos pictoricos de 15 personaxes da dinastia Habsburgo.
Atopamos unha asociacidon positiva estatisticamente significativa entre o prognatismo mandibular e o
coeficiente de consanguinidade, indicando unha base xenética recesiva para este trazo. Ademais, este traballo

proporciona a primeira evidencia de depresion consanguinea sobre un trazo do rostro humano.

INTRODUCION

Os Habsburgo foron unha das familias reais europeas mais poderosas, gobernando en Europa dende o século
XV ata principios do século XX. Tras o reinado de Carlos I (1500-1558), esta dinastia dividese en duas
ramas: a rama dos Habsburgo austriacos e a rama dos Habsburgo espafiois, na que se centra este estudo, que
gobernou en Espafa ata finais do século XVII [1]. Debido & duraciéon e poder do seu reinado, é unha das
dinastias reais mellor documentadas e retratadas, o que nos proporciona relevante informacion tanto da sua
xenealoxia como das suas caracteristicas faciais. Un dos trazos faciais madis caracteristico, representado
habitualmente nos seus retratos, ¢ a sua gran mandibula inferior, cofiecida como a “mandibula Habsburgo”
(Habsburg Jaw). Ademais de ser un claro exemplo de prognatismo mandibular, podense percibir nos retratos
da familia outros trazos faciais como o labio inferior evertido, cofiecido como o “labio Habsburgo™; o nariz
cunha xiba dorsal, cofiecido como o “nariz Habsburgo”; unha tendencia a aplanamento da area malar e unha

eversion leve dos parpados inferiores [2].

O prognatismo mandibular, un dos trazos xenéticos mais cofiecidos do rostro humano, ¢ definido por OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man) como a protrusion da mandibula cun solapamento dos incisivos
inferiores cos superiores. A protrusion mandibular, nun sentido amplo, pode deberse tanto a un crecemento
excesivo da mandibula inferior (prognatismo mandibular en sentido estrito) como ser o resultado dunha
maxila pouco desenvolta (deficiencia maxilar) ou dunha combinacion de ambas deformidades [3]. Neste
traballo, consideraremos ambos trazos como causa de prognatismo mandibular, denotando como MP o
prognatismo mandibular en sentido estrito, debido a unha hiperplasia mandibular; e como MD a deficiencia

maxilar.



A “mandibula Habsburgo”, tradicionalmente atribuida a unha hiperplasia da mandibula inferior, poderia
deberse tanto a un prognatismo mandibular en sentido estrito como a unha deficiencia maxilar, involucrando
a gran parte do rostro humano. A stia natureza foi investigada anteriormente usando dende moedas [4] ata
retratos [5] para o seu diagnodstico. Un recente estudo, no que se avaliou o grado de MD e de MP en retratos
dos reis Habsburgo espafiois, suxire que a causa primaria deste trazo ¢ MD [5]. Neste estudo, Peacock e
colegas tratan a “mandibula Habsburgo” como un trazo cuantitativo, o que ¢ clave para a sua andlise,
desenvolvendo uns indices para MD e para MP a partir dunha serie de trazos para ambas deformidades [5].
As andlises cefalométricas do prognatismo mandibular de Juana de Austria concliien tamén que se debe a
unha deficiencia maxilar [6,7]. Non obstante, a orixe da “mandibula Habsburgo”, un dos obxectos deste

traballo, continia sendo un tema controvertido.

O cofiecemento da base xenética do prognatismo mandibular, clave para o seu tratamento, ¢ bastante
limitado, habendo varios estudos con resultados contraditorios. Este trazo facial presenta unha recurrencia
familiar, o que suxire unha etioloxia xenética. Mais, seguramente, o prognatismo mandibular sexa un trazo
multifactorial, non soamente determinado por un compofiente xenético, senon tamén por factores ambientais
[3,8,9]. A heredabilidade (hz) estimada deste trazo non ¢ moi alta, variando dende 0,215 a 0,316 [3,8,10],
ainda que, nun estudo, obtivose un valor de 0,843 [11]. Varios modelos de herdanza foron suxeridos para o
prognatismo mandibular. A maior parte dos estudos de segregacién, nos que se tratou o prognatismo
mandibular como un trazo cualitativo, suxeriron un modo de herdanza dominante [3,12,13]. Nun destes
estudos, onde se propuxo un xen maior dominante con penetrancia incompleta como causa deste trazo,
analizaronse 13 familias europeas nobles levando a cabo o diagndstico a través de retratos [12]. A mesma
conclusion chegaron outros estudos baseados na andlise de segregacion complexa (CSA) deste trazo que
usaron para o seu diagnostico cefalogramas, fotografias e modelos dentais [3,13]. Pola outra banda, existen
estudos de segregacion que concliien que o prognatismo mandibular € un trazo polixénico influenciado por
numerosos xenes de efecto menor, descartando unha transmision mendeliana de xenes maiores para este
trazo [8]. Nos ultimos anos, levaronse a cabo multiples estudos de asociacion do xenoma completo (GWAS)
nos que se busca unha asociaciéon do prognatismo mandibular coa variacién en certas rexions do xenoma
[14,15,16,17] e que atoparon unha asociacion deste trazo con multiples loci diferentes, respaldando o modelo

polixénico.



Debido 4 maior prevalencia do prognatismo mandibular na dinastia Habsburgo, caracterizada por un alto
grado de consanguinidade [18], asimese habitualmente unha relaciéon deste trazo coa mesma [12], mais
nunca foi demostrada empiricamente. Agora ben, a maior frecuencia deste trazo nesta familia tamén poderia
ser explicada por deriva xenética a causa dun tamafo baixo de poboacion efectiva. A politica de matrimonios
causou que membros tanto da lifaxe espafiola como austriaca dos Habsburgo acadasen altos coeficientes de
consanguinidade (F), obtendo uns valores medios da F estimada a partir de pedigrees de 0,1287 + 0,0378
para os Habsburgo espafiois e de 0,0790 + 0,0169 para os Habsburgo austriacos [18], substancialmente
superiores aos esperados na proxenie dun matrimonio de primos irmans (¥ = 0,0625). En ambas ramas da
dinastia, detectouse unha clara depresiéon consanguinea na supervivencia prerreprodutiva que causou,

finalmente, a extincion dos Habsburgo espaiois a finais do século XVII [18,19,20].

O principal obxectivo deste traballo ¢ esclarecer a posible relacién entre a consanguinidade e a “mandibula
Habsburgo”, o que proporcionaria valiosa informacion sobre a base xenética deste trazo. E ben cofiecido que
unha das principais consecuencias da consanguinidade ¢ o aumento da homocigosis producindo, por
conseguinte, un incremento dos fenotipos recesivos [21]; polo que, unha asociacion positiva da “mandibula
Habsburgo” coa consanguinidade, suxeriria unha base xenética recesiva para este trazo. Este resultado non
seria compatible cos estudos de segregacidon anteriormente citados que propofien un modo de herdanza
dominante para este trazo. Neste traballo, a dinastia Habsburgo convirtese nun auténtico “laboratorio

humano”, moi util para o estudo da base xenética deste fenotipo grazas & stia consanguinidade tan variable,

con valores do coeficiente de consanguinidade dende 0 ata mais de 0,25 [18].
OBXECTIVOS
Neste traballo, propuxémonos acadar catro obxectivos principais, enumerados a continuacion:

1. Investigar a natureza da ‘“mandibula Habsburgo”. Esclarecer se ¢ debida a un prognatismo
mandibular, a unha deficiencia maxilar ou a unha combinacion de ambas deformidades.

2. Averiguar se a “mandibula Habsburgo” esté directamente relacionada coa consanguinidade.

3. Estudar a base xenética e o0 modo de herdanza do prognatismo mandibular (MP) e da deficiencia
maxilar (MD).

4. Analizar o posible impacto da consanguinidade sobre o rostro humano.



METODOLOXiA DO TRABALLO

Co fin de establecer a base xenética de MD e MP, 18 trazos faciais dismorficos (Figura 1) foron
diagnosticados en retratos dos Habsburgo espafiois polo equipo de cirurxidns maxilofaciais dirixido polo
Doutor Florencio Monje do Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz. Os personaxes avaliados foron
15 membros da rama espafiola dos Habsburgo, 7 reis e 8 raifias (Taboa 1), escolléndose, para cada un deles,
entre 2 e 6 retratos, dando un total de 66 pinturas. A través destes cadros, avaliouse o grado de MD e MP dos
6 reis que constitien toda a dinastia Habsburgo espafiola, ademais do pai de Felipe I, o Emperador
Maximiliano 1. De todas as raifias desta dinastia foron unicamente eliminadas da andlise Maria 1 de
Inglaterra (1516-1558), muller de Felipe II, xa que non tiveron fillos, e Maria de Portugal (1527-1545) da

que non se atoparon retratos fiables.

Os retratos pictéricos foron escollidos, a diferenza do estudo realizado por Peacock e colegas [5], de maneira
minuciosa e en base a unha serie de criterios. Un punto importante & hora de seleccionar os cadros foi a sua
fiabilidade, sendo elixidos aqueles nos que constaba que o pintor viu persoalmente & persoa retratada. A
maior parte dos cadros escollidos foron pintados por retratistas oficiais da corte como Juan Pantoja de la
Cruz (1553-1608) ou Diego Rodriguez de Silva y Velazquez (1559-1660). Polo outro lado, analizaronse
unicamente aqueles retratos dos que se dispofien imaxes de alta calidade. A meirande parte das pinturas
foron tomadas dalguns dos museos mais prestixiosos do mundo como o Kunsthistorisches Museum en Viena

ou o0 Museo Nacional del Prado en Madrid, o que permite comprobar a autoria de cada un dos cadros.

A anélise clinica do grado de deficiencia maxilar (MD) e de prognatismo mandibular (MP), realizouse
segundo os criterios establecidos por Peacock e colegas, sendo determinados a partir de 11 e 7 trazos
dismorficos respectivamente (Figura 1). Os trazos para a andlise de deficiencia maxilar foron: completa
visualizaciéon do iris inferior sen superposicion da palpebra (MD1); exorbitismo (MD2); aplanamento
perialar (MD?3); sucos nasolabiais profundos (MD4); base nasal estreita, menor que a distancia intercantal
(MD?5); xiba nasal (MD6); punta nasal caida (MD7); angulo nasolabial obtuso (MDS); labio superior fino
(MD9); mandibula superpechada por déficit maxilar vertical (MD10) e labio inferior prominente ou evertido
(MD11); mentres que os trazos para o diagnostico de prognatismo mandibular foron: aumento da distancia
tiromental (MP1); tecidos brandos submentais non redundantes, tensos (MP2); angulo goniaco obtuso, pouco

definido (MP3); suco mentolabial plano ou pouco profundo (MP4), angulo mentdn-garganta agudo (MP5);



aumento da profundidade do tercio facial inferior aumentada, da distancia tragion-gnation (MP6) e pogonion

5 mm por diante do meridiano cero de Gonzalez-Ulloa (MP7).
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Figura 1. Trazos dismorficos analizados para a determinacion de MD e MP indicados en Mariana de Austria

e Felipe IV (modificacién de imaxes obtidas do Museo Nacional del Prado).

Cada un dos 66 retratos pictoricos foi examinado independentemente por 11 cirurxians maxilofaciais
seguindo a metodoloxia de Peacock e colegas. En cada cadro, os cirurxidns examinaron os 18 trazos
dismorficos, puntuando cada trazo cun 1 se estaba presente e cun 0 se estaba ausente ou non se podia
determinar. Polo tanto, a méxima puntuacién para MD ¢é 11 e para MP ¢ 7. Obteremos, para cada membro
Habsburgo analizado, un valor total para cada trazo de MD e MP, sendo este a media da puntuacion obtida
nas distintas pinturas e polos distintos avaliadores (Téboa 1). Para a meirande parte das analises, partiuse do

valor de MD e MP axustado ao sexo (MDadj e MPadj) mediante unha regresion lineal (Taboa 1).

Co fin de estudar o posible impacto da consanguinidade sobre o prognatismo mandibular e a deficiencia
maxilar, dispofiemos do coeficiente de consanguinidade (/) de todos os membros Habsburgo avaliados
(Taboa 1), o cal foi calculado a partir dun pedigree con, polo menos, 7 xeracidons completas e na que se

relacionaron mais de 6000 individuos [18].



Taboa 1. Coeficiente de consanguinidade (£), grado de deficiencia maxilar (MD) e prognatismo mandibular
(MP) dos 15 membros da dinastia Habsburgo estudados. Indicanse tanto os valores de MD e MP brutos

como axustados ao sexo (MDadj e MPadj).

Nome F MD MP MDadj MPadj

Maximiliano I (1459 - 1519) 0,0003 5,8815 2,2500 1,5017 -1,6291
Maria de Borgofia (1457 - 1482) 0,0766 1,4962 0,8455 -1,5238 -0,8273
Felipe I (1478 - 1506) 0,0253 2,3000 1,3611 -2,0797 -2,5179
Juana de Castilla (1479 - 1555) 0,0394 3,4576 1,1742 0,4376 -0,4985
Carlos I (1500 - 1558) 0,0375 5,0850 4,9644 0,7053 1,0854

Isabel de Portugal (1503 - 1539) 0,1006 1,9924 1,4462 -1,0276 -0,2265

Felipe II (1527 - 1598) 0,1234 3,2833 4,0030 -1,0964 0,1239
Isabel de Valois (1546 - 1568) 0,0013 1,5864 1,4223 -1,4336 -0,2505
Ana de Austria (1549 - 1580) 0,1064 2,7318 11,8179 -0,2882 0,1452
Felipe III (1578 - 1621) 0,2177 3,1167 4,4116 -1,2631 0,5326

Margarita de Austria (1584 - 1611) 0,1391 6,4394 3,8512 3,4195 12,1785
Felipe IV (1605 - 1665) 0,1145 5,8583 5,2625 1,4786 1,3835
Isabel de Borbén (1602 - 1644) 0,0076 2,8788 1,4455 -0,1412 -0,2273
Mariana de Austria (1634 - 1696) 0,1559 3,5773 1,3789 0,5573 -0,2938

Carlos 11 (1661 - 1700) 0,2539 5,1333 49007 0,7536 1,0216

O efecto da consanguinidade sobre o grado de MD e MP, abordouse mediante unha anélise multivariante, en
concreto, a través dunha andlise de compofientes principais (PCA). Os trazos faciais humanos, como os
avaliados nos distintos personaxes, presentan unha alta correlacion xenética [22], sendo moi oportuno aplicar
un método multivariante deste estilo. Se estes datos fosen analizados mediante unha analise univariante, as
conclusions serian mais limitadas, xa que non se consideran os efectos conxuntos ou as interaccions estre as

distintas variables [23].



A PCA permitenos reducir as 11 variables para MD e as 7 variables para MP a un pequeno numero de
indices chamados compofientes principais (PCs) que son combinacions lineais das variables orixinais
[24,25]. Os distintos PCs non estan correlacionados entre si e estan ordenados segundo a proporcion da
variacion dos nosos datos orixinais que explican, puidendo quedarnos unicamente con aqueles que expliquen
a meirande parte da varianza total. Estes primeiros compofientes principais elixidos poden relacionarse coa

consanguinidade, avaliando desta maneira o efecto global da consanguinidade sobre as distintas variables.

Tal e como indicamos antes, a aplicaciéon dunha anélise multivariante ¢ especialmente util cando as variables
orixinais estan altamente correlacionadas entre si [23,25]. Canto mais alta sexa a correlacion entre as
variables, maior vai ser a proporcion de varianza explicada polos primeiros PCs e, quedandonos unicamente
con estes, conservaremos a maior parte da informacion. Existen varios procedementos para comprobar a alta
correlacion das nosas variables. En primeiro lugar, analizamos a matriz de correlacion entre as variables para
MD e MP. Observamos que todas as variables para MP e para MD estdn, en maior ou menos medida,
altamente correlacionadas entre si, coa maioria dos coeficientes de correlacion lineal proximos a 1 ou a -1,

especialmente no caso de MP (Téboa 2).

Para comprobar esta alta correlacion entre as variables orixinais, levamos a cabo dous tests estatisticos: o
contraste de esfericidade de Bartlett e a medida de adecuacion muestral de Kaiser, Meyer e Olkin [26]. O test
de esfericidade de Bartlett contrasta a hipdtese nula da “esfericidade” ou ausencia de correlacion, asumindo a
normalidade dos datos. Se o valor p obtido ¢ menor ao nivel de significacion escollido (0,05), como no caso
de MD e MP cun valor p de 1,219 - 107 ¢ 6,293 - 107 respectivamente, podemos rexeitar a hipotese nula e
concluir que existe correlacion [23]. Pola outra banda, o indice de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) compara os
valores das correlacions estre as variables e as stias correlacions parciais. Canto mais préximo a 1 sexa este
indice, mais 1til vai ser a andlise por compofientes principais dos datos. No noso caso, os valores deste indice

son bastante cercanos a 1, especialmente para MP, cun indice de KMO de 0,78.



Taboa 2. Matriz de correlacion entre as variables analizadas para MD e MP: indicanse os coeficientes de correlacion de Pearson e os niveis de

(valores p) dos coeficientes de correlacion significativos.

significacion

MD1 MD2 MD3 MD4 MD5 MD6 MD7 MD8 MD9 MD10 MD11; MP1 MP2 MP3 MP4 MP5 MP6 MP7
MD1 - 0401 0411 0,204 0,244 0,391 0,350 0,339 0,038 0,647 0,704 {0,604 -0,116 0,724 0,793 0,341 0,741 0,629
MD2 - 0,451 0,646 0,398 0,674 0,528 0,159 0,508 0,538 0,393 {0,484 -0,539 0472 0,676 0,059 0,482 0,257
MD3 - 0,500 0,862 0,585 0,515 0,042 0,340 0,790 0,469 {0,432 -0,414 0,536 0,442 0,082 0,712 0,431
MD4 0,009 - 0,431 0,896 0,305 0,234 0,419 0,520 -0,031:0,320 -0,627 0,248 0,464 -0,127 0,446 0,214
MDS 0,000 - 0552 0,512 0,018 0,217 0,608 0,412 {0,249 -0,196 0,280 0,250 0,141 0,511 0,279
MD6 0,006 0,022 0,000 0,033 - 0,328 0,369 0417 0,592 0,166 {0,474 -0,595 0,402 0,597 0,054 0,600 0,380
MD7 0,043 0,049 - -0,064 0,517 0,512 0,485 {0,265 -0,459 0,254 0,565 0,242 0,351 0,115
MDS8 - -0,323 0,195 0,054 {0,241 -0,176 0,328 0,325 0,344 0,427 0,473
MDY 0,049 - 0,416 0,351 {0,415 -0,416 0,349 0,340 0,067 0,233 0,151
MD10 0,009 0,039 0,000 0,047 0,016 0,020 - 0,710 { 0,805 -0,345 0,786 0,722 0,378 0,856 0,767
MD11 0,003 0,003 - 0,698 0,117 0,775 0,644 0,563 0,648 0,690
MP1 0,017 0,000 0,004 - -0,116 0,827 0,713 0,644 0,817 0,898
MP2 0,038 0,012 0,019 - -0,053 -0,464 0,397 -0,164 0,096
MP3 0,002 0,039 0,001 0,001 | 0,000 - 0,684 0,564 0,898 0,868
MP4 0,000 0,006 0,019 0,028 0,002 0,010 {0,003 0,005 - 0,335 0,697 0,577
MP5 0,029 {0,010 0,029 - 0,574 0,745
MP6 0,002 0,003 0,018 0,000 0,009 {0,000 0,000 0,004 0,025 - 0,878
MP7 0,012 0,001 0,004 {0,000 0,000 0,024 0,001 0,000




Tras a andlise previa da correlacion entre as variables, aplicamos a PCA, partindo da matriz de correlacion
construida a partir dos nosos datos, en lugar da matriz de covarianza que adoita ser usada ao aportar unha
maior informacion [23,25]. A razon pola que partimos da matriz de correlacion é que as distintas variables,
ainda que presentan unha mesma unidade de medida, amosan unha varianza moi heteroxénea que se move
no rango 0,006 - 0,105 e, polo tanto, pesarian mais na andlise aquelas cunha maior variabilidade. Esta
diferente variabilidade débese, en parte, ao distinto erro que se comete ao diagnosticar os correspondentes
trazos faciais de moi diferente natureza, atopando variables cunha desviacion tipica 4 veces maior e cunha
varianza sobre 20 veces maior que outras. A conversion a unha matriz de correlacion equivale a estandarizar
as variables orixinais, tendo todas elas media 0 e desviacion tipica 1 e, polo tanto, 0 mesmo peso na nosa

analise.

Toda a anélise estatistica dos datos foi levada a cabo co paquete estatistico R (R Foundation for Statistical

Computing 2011, http://www.R-project.org).

RESULTADOS E DISCUSION:

A andlise de compofientes principais (PCA) dos nosos datos realizada a partir da matriz de correlacion da
nosa mostra resulta nunha serie de compofientes principais (PCs) ordenados segundo a sua varianza, a cal se
corresponde cos autovalores da matriz de correlacion [25]. Cada un destes compofientes principais consiste
na combinacién lineal das distintas variables, sendo os coeficientes para cada variable os elementos do

correspondente autovector.

No programa R dispofiemos de diias funcions para a PCA dunha determinada mostra [25]. A primeira delas,
prcomp (), utiliza un método baseado na factorizaciéon de matrices chamado descomposicion en valores
singulares (SVD: Singular value decomposition). Polo outro lado, a funcidén princomp () basé€ase no calculo
dos autovalores das matrices de correlacion ou covarianza, usando o método denominado descomposicion
espectral da matriz de covarianza ou correlacion (SD: spectral decomposition of the covariance or
correlation matrix). O resultado da analise mediante estes dous métodos (Taboa 3) diferénciase unicamente

no signo dalguns coeficientes.

10



Taboa 3. Resultado da andlise de compofientes principais das variables de MD e MP mediante os métodos SVD: descomposicion en valores singulares e SD:
descomposicion espectral da matriz de covarianza ou correlacion. Para cada compofente principal indicase o autovalor, a proporcion de varianza explicada (PVE) e

os coeficientes para cada variable.

Método PCs Autovalor PVE

MD1 MD2 MD3 MD4 MD5 MD6 MD7 MDS8 MD9 MDI10 MDI1

SVD PC1 5,300 0,482 0,265 0333 0362 0302 0321 0,346 0,296 0,083 0,238 0,385 0,273
PC2 1,600 0,145 -0,204 0,150 -0,071 0,505 -0,048 0,430 -0,247 0,368 -0,095 -0,132 -0,515

PC3 1,543 0,140 -0,483 0,097 0,031 0,150 0,069 0,005 0,193 -0,601 0,513 -0,140 -0,221

SD PC1 5,300 0,482 -0,265 -0,333 -0,362 -0,302 -0,321 -0,346 -0,296 -0,083 -0,238 -0,385 -0,273
PC2 1,600 0,145 -0,204 0,150 -0,071 0,505 -0,048 0,430 -0,247 0,368 -0,095 -0,132 -0,515

PC3 1,543 0,140 0483 -0,097 -0,031 -0,150 -0,069 -0,005 -0,193 0,601 -0,513 0,140 0,221

MP1 MP2 MP3 MP4 MP5 MPo6 MP7

SVD PC1 4,627 0,661 0436 -0,038 0432 0357 0333 0435 0,441
PC2 1,505 0,215 0,025 -0,780 0,015 0395 -0,451 0,076 -0,159

SD PC1 4,627 0,661 0436 -0,038 0432 0357 0333 0435 0,441
PC2 1,505 0,215 -0,025 0,780 -0,015 -0,395 0451 -0,076 0,159
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Tras esta analise exploratoria, na que nos aseguramos de que o resultado mediante estes dous métodos era
similar, levamos a cabo o resto da andlise a partir da funcidén prcomp (), xa que o método no que se basea € o

aconsellado na bibliografia [25].

Desta analise obtemos 11 PCs para MD e 7 PCs para MP, cada un deles capaces de explicar unha
determinada proporcion da variabilidade dos datos orixinais. Destos PCs seleccionamos soamente os
primeiros, sendo estos suficientes para explicar a meirande parte da variabilidade total dos datos orixinais. A
seleccion dos PCs pddese levar a cabo mediante a realizacion dun grafico de sedimentacion ou scree plot no
que se representa a proporcion de varianza explicada (PVE) por cada un dos PCs e seleccidnanse aqueles
situados por enriba do punto de inflexioén da curva (Figura 2), é dicir, os PCs que explican unha porcentaxe
da varianza total suficiente [23]. No noso caso, eleximos para as analisis posteriores de MD, os tres
primeiros compofentes principais (PC1, PC2 e PC3) que explican, en conxunto, o 76,7% da varianza total
(Taboa 3). Da mesma maneira, para MP, selecciondronse os dous primeiros compofientes principais (PC1 e

PC2) que explican en conxunto o 87,6% da variabilidade total (Téboa 3).
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Figura 2. Gréfico de sedimentacién para MD e MP.

Tanto para MD como para MP, o primeiro compofiente principal (PC1), basicamente, correspondese co
indice de Peacock e colegas [5]. Ao igual que este, o PC1 de MD ¢ o sumatorio das distintas variables, todas
con coeficientes positivos (Taboa 3). No caso de MP, a situacion ¢ similar, exceptuando MP2 que mostra un

coeficiente negativo proximo a 0 para o primeiro compofiente (Taboa 3).

Os coeficientes ou saturacions dos distintos PCs indicanos a influencia de cada unha das variables sobre ese
compoiiente, sendo maior canto mais alto sexa o valor absoluto do coeficiente [23]. Unha forma visual de
avaliar o impacto de cada variable sobre cada compofiente ¢ o grafico de saturacions, no que se representan

os coeficientes para cada variable no plano dos compofientes principais explicativos (Figura 3).
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Figura 3. Representacion dos coeficientes das variables de MD (MD1 a MDI11) e MP (MP1 a MP7)
(esquerda) e das puntuaciéns ou scores de cada un dos 15 personaxes analizados (dereita) para cada un dos
compofientes elixidos de MD (PC1, PC2 e PC3) e MP (PC1 e PC2). Indicanse en vermello as puntuacions
dos personaxes cunha F relativamente alta (F > 0,0933) e en branco as puntuacions dos personaxes cunha F

relativamente baixa (F < 0,0933).

13



Os compoiientes principais seleccionados representan, en gran medida, o conxunto de datos iniciais, polo
que, analizando a asociacion de cada un deles co coeficiente de consanguinidade (F), podemos observar o
efecto da consanguinidade simultdneamente sobre todas as variables. A asociacion dos compoiientes
principais coa F foi avaliada mediante os coeficientes de correlacion non paramétricos de Kendall (1) e de
Spearman (p) e a través dunha regresion lineal. Tanto para os compofientes principais PC2 e PC3 de MD
como para o primeiro compoiiente principal (PCl) de MP atopamos unha asociacion estatisticamente
significativa coa F, a cal é maior cando é expresada mediante os coeficientes de correlacién non
paramétricos, polo que podemos inferir que, probablemente, a asociacion non sexa completamente lineal

(Taboa 4).

Taboa 4. Asociacion entre os compoientes principais de MD e MP co coeficiente de consanguinidade (F)
expresada mediante coeficientes de correlacion non paramétricos: o coeficiente de Kendall (t) e o coeficiente
de Spearman (p) e mediante regresion lineal dos compofientes principais de MD e MP co coeficiente de

consanguinidade (F).

T P p P b+ SE P
MD

PC1 0,143 0,248 0,211 0,225 4,591 + 8,132 0,291
PC2 -0,486 0,006 -0,632 0,007 -8,095 + 3,925 0,030
PC3 -0,467 0,008 -0,654 0,005 -7,348 + 3,947 0,043
MP

PC1 0,543 0,002 0,661 0,009 14,103 + 6,622 0,027
PC2 -0,067 0,385 -0,150 0,593 -3,109 + 4,300 0,242

Esta asociacion coa consanguinidade podese visualizar no chamado grafico de puntuaciéns ou scores no que
se representan os valores dos 15 individuos analizados para cada PC. Podemos observar que, en xeral,
aqueles personaxes cun coeficiente de consanguinidade relativamente alto, maior que o valor medio (F >

0,0933), presentan un alto valor absoluto para aqueles compofientes asociados coa F (Figura 3).

Aquelas variables que presenten unha maior influencia sobre estes compofientes principais, € dicir, cun
maior coeficiente, serdn, por conseguinte, as maioritariamente relacionadas coa consanguinidade (Téboa 3 e
Figura 3). Polo tanto, para MD, as variables sobre as que a consanguinidade ten un maior efecto son MD4,
MDI11, MD1, MD8 e MD9. Como a asociacién de PC2 e PC3 coa F ¢ negativa (Taboa 4), aquelas variables
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cun valor negativo para o seu correspondente coeficiente (MD11, MD1 e MD8), presentaran unha asociacion

positiva co coeficiente de consanguinidade.

A variable MDI11, que se corresponde co “labio Habsburgo” ou labio inferior evertido, pode ser tamén
resultado dun excesivo crecemento mandibular e ser considerada un sinal de MP, en lugar de MD [2]. Esta
hipdtese concorda coa sta gran correlacion coa maioria das variables de MP, exceptuando MP2 (Taboa 2).
Pola outra banda, MD1 e MDS contribuen de maneira importante ao PC3 de MD, un dos compoiientes
asociado significativamente coa consanguinidade (Téboa 4), mais que soamente explica o 14% da variacion
de MD (Téboa 3). Polo que, independentemente de que MD11 sexa considerada unha variable de MD ou
MP, unha pequena parte da variacion de MD estd relacionada coa consanguinidade. MD1 ¢ outra das
variables de MD significativamente correlacionada coa maior parte das variables de MP (Téboa 2). Podemos
apreciar, polo tanto, que duas das variables de MD asociadas positivamente coa consanguinidade (MDI1 e

MD11) estan, & sua vez, altamente correlacionadas con MP.

En canto a MP, os valores para o primeiro compoiiente principal (PC1) presentan unha regresion positiva e
estatisticamente significativa coa F (Taboa 4). Polo tanto, a consanguinidade presenta un gran efecto sobre

todas as variables analizadas para MP, exceptuando MP2.

A alta correlacion positiva entre moitas das variables de MD e MP (Taboa 2), indicanos que a “mandibula
Habsburgo” estd causada tanto por deficiencia maxilar como por prognatismo mandibular, en maior ou
menor medida. Tendo en conta que a correlacion fenotipica de trazos adoita ser unha boa estima da sua
correlacion xenética [27], cabe esperar que MD e MP estean xenéticamente correlacionadas, como a maioria

dos trazos da cara humana [22].

Grazas 4 analise dos nosos datos polo método de compofientes principais, atopamos unha forte asociacion
entre a consanguinidade e a “mandibula Habsburgo”, especialmente cos trazos de MP. Polo tanto, podemos
concluir que a gran prevalencia do prognatismo mandibular na dinastia dos Habsburgo non se debe
unicamente a deriva xenética, senon tamén aos altos niveis de consanguinidade nesta dinastia.
Adicionalmente, tal e como indicamos anteriormente, a forte asociacion positiva entre a consanguinidade e o
prognatismo mandibular proporciénanos relevante informacion sobre o modo de herdanza deste trazo. O
coeficiente de consanguinidade (F) ¢ unha medida da homocigosidade do xenoma dun individuo, o que

queda reflexado na sua alta correlacion coa homocigosidade estimada por secuenciacion masiva de todo o
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xenoma [28]. Ademais, a F' calculada a partir de pedigrees, como € o noso caso, esta correlacionada coa Fron
que ¢ a proporcion de xenoma autosémico idéntico por ascendencia en forma de runs of homozigosity
(ROHs) [29]. Polo tanto, unha asociaciéon entre a consanguinidade e un determinado fenotipo indica unha
base xenética recesiva para o mesmo. No noso caso, a magnitude de prognatismo mandibular aumenta co
incremento da homocigosidade do xenoma causada por consanguinidade, demostrando que ¢ un trazo

recesivo.

Este feito contrasta coas andlises de segregacion [12] e coas andlises de segregacion complexa [3,13] que
propofien un xen maior dominante como causa deste fenotipo. Un dos principais problemas deste tipo de
analises poderia ser a consideracion do prognatismo mandibular como un fenotipo cualitativo, en lugar dun
trazo cuantitativo. Outro dos problemas 4 hora de averiguar a base xenética de distintos trazos empregando
estas andlises, en concreto as analises de segregacion complexa (CSA), derivan do propio método. As CSA
baséanse na comparacion de distintos modelos de herdanza usando un test de razén de verosimilitude e a
eleccion dun determinado modelo, dentro daqueles igualmente probables, segundo o criterio de informacién
de Akaike (AIC) [3,13]. Polo tanto, poderia acontecer, como nun destes estudos [13], que tanto o modelo
autosdmico recesivo como autosémico dominante non sexan rexeitados polo primeiro test € o modelo
autosomico dominante finalmente sexa escollido por ter un AIC mais baixo, mais cunha diferenza minima.
Pola contra, outras analises de segregacion rexeitan a existencia dun xen maior, suxerindo unha base
polixénica para este trazo [8]. Isto coincide co descubrimento de multiples loci no xenoma asociados con
este trazo nos estudos de asociacion do xenoma completo (GWAS) [14,15,16,17]. Se a base deste trazo ¢
polixénica, o noso resultado poderia concordar coa influencia dun xen maior dominante mais cun efecto

recesivo de todos os xenes en conxunto, fenomeno coflecido como dominancia direccional.

Este estudo proporciona a primeira evidencia de depresion consanguinea sobre o rostro humano, en concreto,
sobre o prognatismo mandibular. A depresion consanguinea foi demostrada en multiples estudos, cun efecto
sobre as enfermidades monoxénicas [30], diminuindo a supervivencia prerreprodutiva [20] e aumentando a
frecuencia de multiples enfermidades e trazos complexos [31]; mais nunca foi probado que tivese unha

repercusion nos trazos faciais.
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CONCLUSIONS

1. A “mandibula Habsburgo” é unha deformidade directamente relacionada coa consanguinidade, tal e
como demostra a asociacion positiva estatisticamente significativa entre o prognatismo mandibular e
o coeficiente de consanguinidade estimado a partir do pedigree. Este feito apoia a hipodtese, nunca
antes empiricamente contrastada, dunha relacion causal entre a “mandibula Habsburgo” e os altos
niveis de consanguinidade desta dinastia.

2. A magnitude do prognatismo mandibular aumenta coa homocigose xendémica, indicando unha base
xenética recesiva para este trazo. Esta conclusiéon non é compatible coa hipdtese exposta pola
maioria dos estudos de segregacion dun modo de herdanza dominante para o prognatismo
mandibular.

3. A “mandibula Habsburgo” ¢ un trazo complexo que xeralmente implica tanto un déficit maxilar
como un excesivo crecemento da mandibula. Polo tanto, é razoable referirise a este trazo como un
exemplo de prognatismo mandibular en sentido estricto, o que foi recentemente refutado por alguns
autores.

4. O “labio Habsburgo”, previamente considerado un signo de MD, esta altamente correlacionado con
MP, apoiando a sua consideraciéon como unha consecuencia da hiperplasia mandibular.

5. O prognatismo mandibular é obxecto de depresion consanguinea. Ata o noso cofiecemento, este

traballo aporta a primeira evidencia de depresion consanguinea nun trazo do rostro humano.
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