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Resumen

Los efectos del error de medicién (EM) intra e inter observador en los datos empleados en
métodos cuantitativos en la identificacion humana, deben ser evaluados para evitar la aparicion
de errores estadisticos en la interpretacion de datos, y la consecuente generacion de falsos
positivos o negativos. El objetivo fue evaluar el error intra e inter en nueve observadores en un
protocolo de 20 landmarks, caracterizando su fluctuacion en cuatro iteraciones independientes.
Se contrasto la hipotesis de que el patrdn del error de medicion disminuye en funcién del tiempo
y en relacion con la formacién y/o area académica del observador (experiencia). Para ello,
se fenotiparon 139 fotografias de alta resolucion de modelos dentales de 45 individuos de la
Coleccion Odontologica Nacional de Ciencia Forense de la UNAM. Después, mediante el uso la
morfometria geométrica y estadistica multivariada se analiz6 la variacion general de la muestra
con un diseno experimental anidado por observadores e iteraciones. Los resultados fueron
contrarios a lo esperado, los datos no muestran una disminucién del error en funcién del tiempo.
También, que el error inter fue mayor que el intraobservador, como otros estudios han reportado.
La mayor frecuencia de error fue entre observadores por la secuencia de posicionamiento de
landmarks. Con base en los resultados se recomiendan generalidades para evitar la aparicion
de error en estudios morfogeométricos, la principal es la inclusion de reportes de error intra e
inter observador en los peritajes que usen mediciones o digitalizaciones.

Palabras clave: Error de mediciéon, morfometria geométrica, identificacion humana.

Abstract

The effects of intra and inter-observer measurement error (EM) in the data used in quantitative
methods in human identification must be evaluated to avoid the appearance of statistical
errors in the interpretation, and the consequent generation of false positives or negatives.
The objective was to evaluate the intra and inter-error in nine observers in a protocol of 20
landmarks, characterizing its fluctuation in four independent iterations. The hypothesis that the
measurement error pattern decreases as a function of time and in relation to the observer’s
training and / or academic area (experience) was tested. For this, 139 high resolution photos
of dental casts from 45 individuals from the National Forensic Science Dental Collection of
UNAM were phenotyped. Then, by using geometric morphometrics approach and multivariate
statistics, the general variation of the sample was analyzed with a nested design by observers
and iterations. The results show that contrary to expectations, the data does not show a
decrease in error as a function of time. Also, that the interobserver error was greater than the
intraobserver one, as other studies have reported. The highest frequency of error was between
observers due to the sequence of positioning of landmarks. Based on the results, generalities
are recommended to avoid the appearance of error in geometric morphometric forensic studies,
the main one being the inclusion of intra- and inter-observer error reports in expert opinions that
use measurements or digitizations.

Keywords: measurement error, geometric morphometric, human identification.
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Introduccion

La observaciéon fundamental de la biologia es la morfologia (1). En afios
recientes el estudio morfoldgico ha sido encabezado por la morfometria, que se
encarga de la cuantificacion de las formas bioldgicas. Dicho proceso conlleva
una técnica de medicién, misma que impone una limitacion practica a lo que
puede estudiarse: la capacidad del observador de realizar mediciones precisas,
es decir, su error de registro (2).

El error de mediciéon (EM) ha sido definido como el porcentaje de
la variacién fenotipica atribuible al error de medida (3). Sin embargo, esta
definicion atribuye la variacién a un factor extrinseco o no inherente a ella, por
lo que se considera incorrecta (2). Una definicién mas aceptada es que el EM
“es la desviacion del resultado en una medicion al valor verdadero de ésta” (3).
En una caracterizacion del EM se busca que: la precision, que es la dispersion
del conjunto de valores obtenidos de mediciones repetidas de una magnitud,
y la exactitud, que es cuan cerca del valor real se encuentra el valor medido
(Figura 1la) se distribuyan cercanos o tendientes a cero.

El EM puede ser caracterizado en varios niveles: dentro de observadores
(repetibilidad), entre observadores (reproducibilidad) y entre diferentes
métodos (reproducibilidad). Para profundizar en lo anterior, la repetibilidad es
la cercania entre los resultados de mediciones sucesivas de la misma magnitud
por medir, efectuadas en las mismas condiciones de medicién (Figura 1b).
Las condiciones de repetibilidad incluyen: un mismo procedimiento de
medicion, el mismo observador, el mismo instrumento de medicién utilizado
en las condiciones y un mismo lugar y repeticiéon dentro de un periodo de
tiempo corto (4,5). La reproducibilidad es la cercania entre los resultados de
las mediciones de la misma magnitud por medir, efectuada bajo mediciones
diferentes (Figura 1b) como pueden ser: el principio de medicién, el método de
medicion, el observador, el instrumento de medicion, el patron de referencia,
el lugar y las condiciones de uso y el tiempo (4). Es asi como la repetibilidad
y la reproducibilidad permiten la plasticidad de cambio de condiciones para
generar programas de investigacion prolificos respecto de la caracterizacion del
error que en antropologia bioldgica y forense son bastos (6-14).

El EM, entonces, es una constante en los estudios de caracteres
morfométricos (15-17) que se puede circunscribir bajo los siguientes supuestos
generales: 1) el resultado de una medicion es sélo una aproximacion o estimacion
del valor de la cantidad especifica sometida a medicion, es decir, magnitudes de
medicidn, y por lo tanto el resultado es completo sélo cuando se acompania de
una evaluacién cuantitativa de su incertidumbre (18), 2) la sofisticacién de los
instrumentos de medicién no implica la eliminacién de error en las mediciones,
por el contrario el error siempre se encontrara presente y reducirlo es un
elemento importante del quehacer morfométrico (17), 3) la caracterizacion del
error es una constante en todo estudio cuantitativo que implique la medicién
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Figura 1. Fundamento tedrico del estudio de error en estudios cuantitativos. A) relaciéon
estadistica entre el concepto de precision y exactitud. B) relacion entre la repetibilidad y la
reproducibilidad en términos estadisticos con tres grupos de medidas. C) dogma del error
de medicién donde éste disminuye en funcién del tiempo (experiencia) del observador y su
entrenamiento respectivo. D) Modelo general del error en la morfometria geométrica segiin
Arnqvist y Martensson (24), que es la sumatoria del {m es el error metodoldgico, (i el error del
instrumento y {n el error personal.

Error de medicién

Tiempo

de alguna estructura , y 4) se ha constatado que los protocolos utilizados por la
morfometria geométrica presentan menos problemas con el error respecto de
los empleados por la morfometria tradicional (17).

En las ciencias forenses, especificamente en antropologia forense, existe
laidea generalizada de que el error disminuye en funcién del tiempo (Figura 1c),
como un efecto directo de la experiencia del observador, aqui este fenomeno
lo denominamos “dogma del EM”. Comunmente, durante la presentacion de
peritajes o incluso en el desarrollo de métodos cuantitativos (que se pueden
extender a los morfoscopicos o visuales) se omite el reporte del EM, porque
se asume que, por experiencia, su error tenderia a ser bajo o nulo. Incluso, se
asume que el EM entre pares en algiin equipo forense es bajo y constante a través
del tiempo. Esta practica esta alejada de toda praxis basada en evidencia (19-22)
y es por dicho planteamiento que nace el presente trabajo, la caracterizacion
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del EM es un requerimiento estandar para cualquier laboratorio antropolégico
forense, extensible a otras dreas de las ciencias forenses.

Elinforme para el fortalecimiento de las ciencias forenses en EEUU (23),
establecid la necesidad de programas cientificos para examinar el error o sesgo
de las observaciones realizadas por peritos en diversos procedimientos forenses,
proponiendo la conformaciéon de validaciéon de mediciones, repetibilidad-
reproducibilidad de protocolos generales en ciencia forense. Como un punto
especifico se recomienda la recopilacion y andlisis de datos forenses: exactitud
y tasas de error del analisis forense, fuentes de sesgo potencial y error humano
en la interpretacion por expertos forenses y pruebas de aptitud de expertos
forenses, dando preponderancia a los modelos basados en evidencia y haciendo
generalizacion de la practica de estimacién del EM en las ciencias forenses.

Para realizar dicha caracterizacién existe un modelo tedrico general del
EM que Arnqvist y Martensson (24), sintetizan, siguiendo a Rabinovich (25),
que establece que:

EM(0)=(m +{i +(n [1]

Donde, {m es el error metodoldgico, i el error del instrumento y {n el
error personal. Como se observa en el modelo, cada componente es aditivo y
se subdivide como sigue (Figura 1d): el error metodologico, en preparacion del
espécimen, reduccion dimensional (coplanaridad) y preparado de datos; el error
instrumental, en distorsion dptica cuando se captura el individuo, distorsion
optica al reproducir el individuo, distorsion digital en la captura y reproduccion
del individuo; finalmente el error personal, que es el error cometido por el o los
observadores en un banco de datos (17).

Taylor y Kuyatt (18), recomiendan el uso de estadisticas como ANOVA
o correlaciones en la evaluacién de estos efectos o bien via coeficiente de
correlacion intraclase (6). Estadisticamente, siguiendo las definiciones de Rohlf
(26), un estimador fenotipico sera insesgado cuando para todos los valores de la
muestra, el valor esperado de la estimacién (el valor medio de la estimacion) es
igual al valor verdadero del pardmetro, esto es:

E('q)=q (2]

Donde "q es una estimacion del parametro q (26). De lo contrario, se
dice que el estimador esta sesgado. El desvio o error, entonces, es la diferencia
de:

E("q)—q (3]

La magnitud promedio de error a menudo se mide como el error
cuadratico medio, MSE (por su significado en inglés, mean square error), el
promedio de la desviacion al cuadrado de una estimacién de su valor real:
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MSE'q =E( 'q-q)*=s’+ (E('q)- @)
4]
Este estadistico proporciona una medida de la exactitud en lugar de sdlo

la precision, ya que es una funcion de la proximidad de las estimaciones a la
media real en lugar de la media de la muestra (26).

Las formas para minimizar la contribucién del EM en la muestra son
diversas, sin embargo, algunas pautas generales ayudan a resolver el problema.
Una ruta comunmente empleada es que los pasos, procesos, tratamientos,
estandarizaciones y correcciones desde el individuo original a los datos
morfogeométricos deberan ser los menos posibles (17). Es importante sefialar
que algunas comparaciones de métodos de medicién morfométrica manual
y digital, muestran que estos ultimos presentan mayor precisién y estan
menormente influenciados por factores que aumentan el EM (27,28), y mas
aun cuando éstos son realizados en tomogratias (8), por lo que la morfometria
geométrica, implementando el método de ANOVA (e.g. de una via o Procrustes
ANOVA), debera presentar un menor umbral al EM, menor al 2% que se
establece como umbral clasico y aceptado en morfometria (8,29). Luego
entonces, la practica morfogeométrica debera estar orientada a amortiguar el
error de medicion (EM) mediante protocolos robustos de medicidn, pericia del
investigador y correcta implementacién de modelos estadisticos.

El objetivo de presente trabajo es evaluar el EM dentro y entre diversos
observadores (n=9) en un set de 20 puntos craneofaciales (landmarks),
caracterizando sufluctuaciéonen cuatroiteracionesindependientes, estableciendo
si el patrén del error de medicion disminuye en funcién del tiempo en relacién
con la formacién y/o area académica del observador y su expertise. Con ello
se establecen recomendaciones generales para la determinacién del error en
ciencias forenses. Se espera, como hipdtesis generalizada, que las mediciones
realizadas sean repetibles entre observadores, es decir que los estimadores de
repetibilidad y error inter e intra observador sean insesgados ( E ( 'q ) = q),
dentro de los estandares establecidos para la morfometria (8,29); es decir, que
error intra e inter observador se reduzca en funcién del tiempo, siendo mas
preciso y logrando una meseta de error en la ultima iteracion realizada.

Material y Método

La muestra

Se emplearon 139 fotografias de alta resolucion de modelos dentales
pertenecientes a45 individuos de la Coleccion Odontologica Nacional de Ciencia
Forense de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de
México. Para cada individuo, se tenian, por lo general, los moldes dentales para
la maxila y mandibulas, pre y post-tratamiento lo que suma cuatro moldes por
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persona. Sin embargo, al ser un archivo sin uso clinico, algunos individuos no
presentaban todos los moldes, motivo por el cual el total no es 180 fotografias.
Especificamente, dos individuos presentaron un molde, 10 individuos dos
moldes, tres individuos tres moldes; asi que existe discrepancia entre el nimero
de individuos y las fotografias realizadas. Los modelos fueron donados de forma
anonima por la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad
de Odontologia, UNAM, por lo que no se requiri6é consentimiento informado.

Fenotipado

Para capturar la forma del arco dental se aplic6 un protocolo de fotografia
cientifica sobre cada modelo de yeso. Las fotografias se obtuvieron con una
camara Nikon D4 y un lente fijo AF Nikkor 50mm f/ 1.8D con un filtro UV de
52mm (Figura 2a). Esta lente fue elegida en base a estudios previos por presentar
el factor de deformacion esférico o de borde mas bajo (30). Se empled una mesa
de reproduccion fotografica para el montaje, el centroide de la camara se fijo
ortogonalmente a 0.5 m de altura, que se mantuvo constante entre tomas. Para
su referencia métrica, se colocaron dos escalas cerca del modelo, una metalica
contigua al drea de enfoque y otra de plastico en la parte inferior de la imagen.
La escala de las fotografias se realizo utilizando la escala de metal que estaba en
el area de enfoque de la camara. La camara fue parametrizada con los siguientes
valores: ISO -100, f / 5.6, y exposicién compensada para subexponer un paso o
nivel. Estos valores dan un campo de profundidad con un limite cercano de 48.5
cm y un limite lejano de 51.6 cm, esto es un 3.06 cm de nitidez que es superior
para las longitudes de los elementos dentales en estudio. Finalmente, si bien se
sacaron fotografias en formato *.raw, para el presente estudio se emplearon las
almacenadas en formato *.jpg, con una resolucion de 300 pixeles por pulgada en
horizontal y 300 pixeles por pulgada en vertical (Figura 2b).

Después, se colocaron un conjunto de 20 landmarks (Figura 2¢) sobre las
fotografias basado en el protocolo de Kieser (31). La delimitacion fue sobre las
cara incisales (en anteriores) y oclusales (en posteriores), iniciando por el lado
derecho de la fotografia con la cara distal del molar mas posterior (landmarks
1,2,3), y siguiendo con los puntos de contacto dados por la superposicion de
los principales grupos de dientes; es decir, molares-premolares (landmarks 4,5),
premolares-canino (landmarks 6,7), canino-incisivos (landmarks 8,9) y punto
de contacto o linea media de incisivos centrales (landmarks 10, 11), siguiendo
la secuencia ahora de anterior a posterior del lado izquierdo (ver Figura 2c).
En el caso de ausencia dentaria, se colocaron puntos en el centroide de la
cara oclusal o incisal o el punto de contacto del grupo de dientes previamente
descrito. El fenotipado se realiz6 utilizando el software TPSDIG (32). Cada
sesion de digitalizacion se llevé acabo con un mes de intervalo, requiriendo a
los observadores realizarlo durante la mafnana del primer dia de cada semana.
Ademas, el protocolo se discutié de forma general entre los observadores y
se apoyd siempre con una imagen de referencia anatémica de los landmarks
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(Figura c).

Este proceso fue realizado por los nueve observadores con formacion
en distintas disciplinas y con diferentes grados de especialidad, entre estos:
medicina [1], antropologia [3], odontologia [4] e ingenieria [1]. Se realizaron
cuatro sesiones independientes de fenotipado con un mes de diferencia entre
ellas, con el fin de poder ver la tendencia de evaluacién a través del tiempo.
Las coordenadas landmarks resultantes del presente estudio estan disponibles
(laofunam.com/data) para metaanalisis.

Full frame

Lente 50 mm

Filtro UV
0.5m

Escala

T Canino-Premolar

o
12 incisivo-Canino

Incisivo

Figura 2. Protocolo de fenotipado de la arcada dental anterior por medio de modelos
dentales. a) montaje de fotografia cientifica para la captura de las fotografias ortogonales de los
modelos. B) ejemplo del resultado de las fotografias realizadas. C) protocolo de 20 landmarks

empleados en el estudio en relacién con el grupo dental al que pertenecen.
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Diseno experimental

Sobre las coordenadas de landmarks se integro a través de la plataforma
Morpho] (33), un archivo unico con todas las digitalizaciones realizadas. Sobre
este conjunto de datos se realiz6 un analisis generalizado Procrustes (GPA, 34—
36) con el fin de generar un morfoespacio invariante a los efectos de traslacion,
rotacion y escala (34). Todo el procedimiento se realizé de forma generalizada
y por observador en un sistema de anidaciéon de datos. Después, se busco
aquellos individuos atipicos en la muestra (outliers) calculando la distancia de
cada individuo a la forma promedio (average shape), lo que proporciona un
indicador de cudn inusual es un individuo en relacién con la muestra. Luego,
por medio del calculo de un intervalo a=0.01 se establecié un punto de corte
para toda la muestra. Asi es que se podra reportar la cantidad de individuos
fuera de este intervalo para cada observador, por disciplina y especializacion
(evaluando si existen diferencias significativas entre éstas tltimas).

Posteriormente, se generé una matriz de varianza covarianza, como
paso previo para realizar un analisis de componentes principales (ACP) como
una forma de caracterizar la covariacién en los datos. Sobre este morfoespacio
resultante se registré la varianza total por observador e iteracion, dicho valor
fue multiplicado por 100 para mejorar la escala. Ademas, se calculé una media
para todas las iteraciones por observador, un intervalo a=0.01 y fue indicada la
varianza total de la muestra, todo ello resumido mediante un grafico de puntos,
donde se evalu6 visualmente si la tendencia de las iteraciones era o no disminuir
en funcion del tiempo (iteraciones) y si estas eran diferentes entre disciplinas.

Después, se evaluo el error general cometido por observador siguiendo
el protocolo de Singleton (37). Para ello se calcul6 un ANOVA de una via para
cadalandmark por observador e iteracion, donde los valores del error cuadratico
medio (RMSE) fueron analizados como un indicador del error intra-observador
(38). El error intraobsevador no ha de exceder 0.33 mm o 2%, mientras que las
medidas mas imprecisas no deben exceder el 5% de error (29).

Posteriormente, se calcularon dos andlisis de variacion canonica (CVA),
uno por observador y otro por observador-iteracién sobre las coordenadas
de Procrustes con 10,000 permutaciones para significar las diferencias entre
grupos. También, como resultado del CVA se obtuvieron matrices de distancias
de Mahalanobis y Procrustes que fueron exportadas para el analisis posterior.
De igual manera, el CVA permitié conocer la morfologia de los cambios entre
observadores por cada raiz candnica resultante.

Finalmente, las matrices de Mahalanobis fueron sometidas a un
analisis de cluster por medio del algoritmo UPGMA. Esto permitié tener
un dendograma con 10,000 permutaciones que agrupara a los diferentes
observadores e iteraciones en el analisis, esperando que las cuatro iteraciones y
todos los observadores coincidieran entre ellos.
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Resultados

Determinacion de outliers

Se identificaron 51 individuos fuera del rango de variacién normal
establecido como el percentil 0.99 (punto de corte 120.36) realizado sobre la
distancia de cada individuo a la forma media (average shape). Dentro de los
observadores se logré identificar que todos ellos presentaron individuos fuera
del percentil 99 con 46 casos y unicamente cinco casos con valores extremos
(Figura 3). La menor cantidad de individuos fuera del rango fue tres para los
observadores 1, 4 y 8 y uno mas con 4 individuos (Observador 5). El resto
de los observadores tuvieron entre 6 y 11 (Tabla 1). En algiin observador se
presentaron mas de dos valores extremos (Observador 9). De manera general, la
mayor cantidad de estos individuos se debieron a errores en la digitalizacion de
los landmarks, por ejemplo, al orden de digitalizacion y por la apreciacion de la
colocacion de un punto determinado. Ademas, se constaté que habia diferencias

significativas entre la frecuencia de outliers por disciplina y especializacion
(=9.999¢-05).

200+

Distancia a la forma media
[ )

100~ — o=

XD ¥
ez .s‘ﬁ:kf-fﬁf ;7:' SécLy
Obs 1 Obs 2' Obs 3 Obs 4 Obs 5 Obs 6 Obs7 ' Obs8 Obs9

Individuo

Figura 3. Grafico de Manhattan de la distribucion de los individuos del estudio respecto de
la distancia a la forma media (average shape) por cada observador. Sobre estos valores se ha
trazado el punto de corte al 99% lo que define los outliers. Se identificaron cinco casos extremos

(d >200).
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Tabla 1. Numero de valores atipicos (outliers), valores de varianza, media, total y especialidad
por iteracion realizada por cada observador en el disefio anidado.

Outliers  Iteral = Ttera2  Itera3  Itera4 Media  Total Especialidad
Obs 1 3 0.682 0.676 0.701 0.670 0.682 0.681 Medicina
Obs 2 6 0.766 0.742 0.761 0.745 0.753 0.750 Odontologia
Obs 3 6 0.741 0.727 0.727 0.753 0.737 0.734 Ingenieria
Obs 4 3 0.732 0.761 0.756 0.755 0.751 0.750 Odontologia
Obs 5 4 0.766 0.760 0.749 0.745 0.755 0.753 Odontologia
Obs 6 11 0.757 0.722 0.717 0.728 0.731 0.733 Antropologia
Obs 7 6 0.713 0.684 0.700 0.702 0.700 0.705 Antropologia
Obs 8 3 0.735 0.728 0.731 0.731 0.731 0.729 Antropologia
Obs 9 9 0.737 0.733 0.719 0.750 0.735 0.735 Odontologia

Andlisis de la varianza de los morfoespacios

Los valores de varianza total de los morfoespacios permiten generalizar
el comportamiento del experimento realizado. De manera general, se obtuvo
una varianza total general de 0.744 con una media entre observadores 0.73 (con
valores minimo=0.67, maximo=0.765 entre iteraciones, Tabla 1). En adicion,
la varianza total entre las diferentes iteraciones por observador muestra que la
tendencia general no es la disminucién en funcién del tiempo (Tablal, Figura
4) ese patrén unicamente se observéd en un observador (Observador 5); ade-
mas, un observador con un patrén de varianza muy baja (Observador 8). El
Anova de una via por observador resulté en diferencias significativas (F=16.15
=1.86e-08), la prueba TukeyHSD mostr6 11 comparaciones entre observado-
res que resultaron significativas (Tabla 2), donde el observador 1 fue quien mas
diferencias entre observadores acumul6 con un total de siete.

Cdlculo del error intra e interobservador

De manera generalizada, en la aplicacién del método Singleton (Tabla
3) resulté en un porcentaje medio de RMSE intraobservador de 0.0028
(minimo=0.0003, y maximo=0.0078) resultando en diferencias significativas en
el landmark 1 del observador 3 (p=0.0388), diluyéndose la significacion en la
prueba de Tukey pos hoc (p=0.0668, ver suplementario 1 STabla 1). Los valores de
error exceden el rango esperado del 5%.

Diferencias entre observadores

Respecto de los valores de RMSE interobservadores (Tabla 4) se tuvo un
valor promedio de 0.0059 (minimo0=0.0029, y mdximo=0.0114), resultando en
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Tabla 2. Resultados de la prueba pos hoc de Tukey sobre la varianza de los morfoespacios para
las comparaciones entre observadores.

Comparacién Diferencia Inferior Superior P
1 Obs5-Obsl 0.00072719 4.35E-04 1.02E-03 0.0000002
2 Obs2-Obsl 0.0007128 4.21E-04 1.00E-03 0.0000003
3 Obs4-Obsl 0.00068736 3.95E-04 9.79E-04 0.0000005
4 Obs7-Obs5 -0.0005495 -8.41E-04 -2.58E-04 0.0000278
5 Obs3-Obsl 0.0005458 2.54E-04 8.38E-04 0.000031
6 Obs7-Obs2 -0.0005351 -8.27E-04 -2.43E-04 0.0000425
7 Obs9-Obsl 0.0005244 2.32E-04 8.16E-04 0.0000585
8 Obs7-Obs4 -0.0005097 -8.02E-04 -2.18E-04 0.0000907
9 Obs8-Obsl 0.00048893 1.97E-04 7.81E-04 0.0001689
10 Obs6-Obsl 0.00048881 1.97E-04 7.81E-04 0.0001695
11 Obs7-Obs3 -0.0003681 -6.60E-04 -7.62E-05 0.0061237

Tabla 3. Resultados de método si para el error intraobservador, se presentan los valores de
minimo (min), maximo (max), media y desviacién estandar (de) de los valores de RMSE y
porcentajes. Abajo se seiala el caso que fue significativo (*).

min max media de

Observador 1 rmse 0.0010 0.0042 0.0026 0.0009
% rmse 1.9884 8.0680

Observador 2 rmse 0.0007 0.0056 0.0024 0.0011
% rmse 1.3775 11.8546

Observador 3* rmse 0.0007 0.0054 0.0027 0.0015
% rmse 1.3152 9.9006

Observador 4 rmse 0.0006 0.0078 0.0038 0.0022
% rmse 0.8409 10.3674

Observador 5 rmse 0.0010 0.0036 0.0020 0.0008
% rmse 2.5286 8.9120

Observador 6 rmse 0.0012 0.0048 0.0027 0.0010
% rmse 2.2243 8.9968

Observador 7 rmse 0.0010 0.0073 0.0031 0.0015
% rmse 1.5265 11.7090

Observador 8 rmse 0.0003 0.0069 0.0030 0.0016
% rmse 0.5816 11.6211

Observador 9 rmse 0.0015 0.0074 0.0035 0.0019
% rmse 2.1565 10.5844

* p=0.0388 landmark 10.
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varianza muestra total

Varianza total x 100

[NNOBSTINNN INOSSISINN NNOESZNN INNOSENN NNNOSSSNN NINOGSIoNN INOSSENN NINOSSTINN NNOSSEM Observador

Medicina ‘ Ingenieria ‘ Odontologia ‘ Antropologia

Especialidad

Figura 4. Grafico de puntos de la varianza x100 de cada una de las cuatro iteraciones
realizada por observador en el experimento, ordenadas por especialidad (medicina,
ingenieria odontologia y antropologia). En cada observador se presenta el valor de varianza
por cada una de las iteraciones, unidas por una linea para denotar la tendencia. Ademas, se
grafica la varianza total por observador (T) con una linea discontinua del color respectivo.
Se trazaron tres lineas referencia para: a) la media de todo el experimento (linea discontinua
abierta en negro), b) la varianza muestra total (linea discontinua cerrada roja) y ¢) el intervalo

del 99% de las varianzas obtenidas (linea discontinua abierta verde).

diferencias significativas para el landmark 10 (p)=0.0351) y 11 (p=0.01729) de la
iteracion 2, los landmark 10 (p=7.73e-05) y 11 (p=4.26e-06) de la iteracion 3; y
los landmark 1 (p=0.0401), 10 (p=0.0313), 11 (=0.0395) y 12 (p=0.0467) de la
iteracion 4 (ver Suplementario 1, STabla 2, 3, 4). Como se puede ver en la tabla
4 todos los valores resultantes de los porcentajes de error estan por encima de lo
esperado que es un 5 % de error como punto mas alto.

Respecto del CVA, se gener6é un espacio con ocho raices candnicas
para explicar el 100% de la varianza (Tabla 5), los tres primeros ejes explican
un total de 77.04% de varianza. Los cambios de forma resultantes permitieron
caracterizar que el principal problema de los errores en la digitalizacion es
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Tabla 4. Resultados de método Singleton para el error interobservador, se presentan los
valores de minimo (min), maximo (max), media y desviacion estandar (de) de los valores de
RMSE y porcentajes. Abajo se sefiala el caso que fue significativo (*).

min méax media de

Iteracion 1 rmse 0.0030 0.0091 0.0052 0.0015
% rmse 2.8742 8.7010

Iteracion 2* rmse 0.0032 0.0115 0.0062 0.0021
% rmse 2.6299 9.3128

Iteracion 3* rmse 0.0037 0.0094 0.0062 0.0018
% rmse 2.9888 7.5317

Iteracion 4* rmse 0.0034 0.0113 0.0062 0.0020
% rmse 2.7822 9.0868

* con significacion estadistica

la secuencia de los puntos, es decir la pérdida de la homologia estricta, estos
individuos son los outliers encontrados en el estudio, reportados mds arriba.
La matriz de Mahalanobis (Tabla 6) resultd significativa en todas las distancias
(p=<0.0001) con una media de distancias entre observadores de 2.83, un minimo
de 1.38 y un maximo de 4.75. La mayor distancia entre observadores se presenta
entre el observador 2 y el 6, seguidos por el observador 1 y 2 (Tabla 6). Estos
datos resultaron consistentes con la métrica de Procrustes donde, si bien algunos
valores p disminuyeron (p=0.0058 como minimo) se mantuvo la significaciéon
estadistica en todas las comparaciones (ver Suplementario 1, STabla 5).

Tabla 5. Resultados del analisis de variacién canénica (CVA) para los observadores, se
presentan los eigenvalores, porcentaje de varianza explicada por componente principal y

varianza acumulada.

eigenvalues % Varianza % Acumulada

CV1 2.17244244 55.902 55.902
Cv2 0.46595603 11.99 67.893
Cv3 0.35583403 9.156 77.049
CVv4 0.32304543 8.313 85.362
CV5 0.21881024 5.631 90.992
CVeé 0.17895961 4.605 95.597
Cv7 0.09833095 2.53 98.128
CVvs 0.07276055 1.872 100

En el analisis por observador e iteracion, resultaron 35 raices canonicas
para explicar la totalidad de la varianza, alcanzando el 75.846% en las tres
primeras raices canodnicas (ver Suplementario 1, STabla 6). Las matrices de
Mahalanobis resulté en tu mayoria significativa (p=<0.0001) con solo cinco
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Tabla 6. Matriz de distancias de Mahalanobis entre las observaciones resultante del analisis
de variacion canoénica, en color se sefialan aquellas distancias de mayor escalar en el estudio.
Abajo se indica el valor promedio, minimo y méximos de distancias.

Obsl Obs2 Obs3 Obs4 Obs5 Obs6 Obs7 Obs8
Obs2 4.5255
Obs3 2.5493 2.9368
Obs4 3.5053 2.7718 2.3211
Obs5 3.5223 2.394 2.187 2.5915
Obs6 2.2812 4.7541 2.6007 3.7283 4.043
Obs7 2.7301 2.5566 1.3807 2.2141 1.8839 3.172
Obs8 3.7625 2.2771 2.4589 2.1251 1.8906 4.1601 2.1371
Obs9 3.8805 2.3764 2.794 2.7734 1.9414 4.1825 2.5249 2.2794

Promedio= 2.83, minimo= 1.38, miximo=4.75

casos de no significacion (ver Suplementario 1, STabla 7), con un valor medio
de 3.39 (minimo=0.74, maximo=7.21). En este caso una gran cantidad de
comparacionesrealizadas por distanciasde Procrustes noresultaron significativas
(ver Suplementario 1, STabla 8), lo que da cuenta de las inconsistencias entre
observadores.

Finalmente, el dendograma resultante para los observadores result6 en
una agrupacion del observador 3y 7 con 87% de clasificaciones correctas en el
remuestreo (Figura 5). Los iconos empleados en el dendograma (ramas finales)
indican la especialidad y el grado de estudios, desde pasante hasta doctorado.
Como se puede ver, si bien existe agrupacion por grado académico, este no es
solido bajo los criterios de distancia y porcentaje de permutacion. El segundo
dendograma por observador e iteracion (ver Suplementario 1, SFigura 1) resulté
en tres agrupaciones con cuatro de las iteraciones realizadas por observador
(Observadores 1, 2 y 8). Ademas, resultd en tres agrupaciones con tres de las
cuatro iteraciones realizadas (Observadores 4, 5y 9). También, resulté en dos
agrupaciones de dos de las cuatro iteraciones realizadas (Observadores 3, 6). El
observador 7 no logré ninguna agrupacion entre sus iteraciones.

Discusion

El objetivo del presente trabajo fue explorar mediante un disefio experimental
anidado, el error de medicién en un protocolo de landmarks dentales analizando
su fluctuacion en funcién del tiempo (iteraciones) para verificar si éste, se
comportaba como el dogma predice: disminucién del error con la experiencia del
observador. Sibien existen muchas formas en las cuales realizar la caracterizacion
del error de medicidn, aqui se aplic6 modelos para la morfometria geométricay
algunas técnicas estadisticas bivariadas y multivariadas.
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Figura 5. Dendograma UPGMA de los observadores en el analisis, se grafica la distancia
y el porcentaje de agrupacion resultante para 10,000 permutaciones. Se ha sefialado la

especialidad, el grado académico y el observador en la parte superior.

Sobre los outliers

Como primer punto de cualquier protocolo de identificacién humana,
ya sea para la caracterizacion del error o para un estudio morfolégico particular,
la evaluacion de los individuos fuera del rango de variaciéon normal (outliers)
es una exigencia protocolar basica, es por asi decirlo, un control de calidad de
los datos morfométricos clasicos y geométricos. En un analisis morfoldgico,
la cuantificacion precisa de la forma puede verse obstaculizada por varios
factores que introducen variaciones de forma sin sentido en un conjunto de
datos, por ejemplo: la distorsion de la muestra, la alteracion en la preparacion,
y la digitalizacion descuidada de los puntos de referencia (39). Para Zimek y
Filzmoser, (40) determinar si una observacion es un valor atipico es un ejercicio
subjetivo. En la morfometria clasica la inspeccion de outliers no era una practica
sistematica, y a lo sumo se realizaba por medio de la inspeccién de forma
univariada por medio de graficos boxplots. En la morfometria geométrica la
identificacion de outliers es una practica de importancia prioritaria, un método
subjetivo para detectar valores atipicos es la inspeccion de graficos de PCA o
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dendrogramas buscando los datos muy separados de la dispersion principal
de muestras (39). Algunos programas de MG, incluyen una rutina para la
identificacion de valores atipicos basada en el ajuste de una distribucién normal
multivariante y la distancia de Procrustes para cada muestra desde la forma de
consenso o promedio, ello en el programa Morpho] (33). Aqui se preparé un
intervalo para el 99% sobre los datos de distancia a la forma media obteniendo
51 casos. Es importante citar que a ninguno de los observadores se les permitio
corregir los datos de sus puntos para evaluar de forma real, la cantidad de
errores que se presentaron. Las frecuencias de outliers fueron significativas
entre disciplinas (medicina=1, ingenieria=1, odontologia=4, antropologia
bioldgica=3) y especialidad (pasante=5, master=2, doctorado=2). Si bien la
especializacion parece que es importante, es importante acotar que la practica
realizando fenotipado es realmente lo que da la precision a través del tiempo.
En el estudio todos los observadores tuvieron outliers relacionados a errores
en el posicionamiento de landmarks, incluso los participantes con mas grado
académico, entonces dicho factor no exime a un profesional de caracterizar su
error.

Finalmente, existen metodologias multivariadas para la deteccion de
valores atipicos basados en distancias de Mahalanobis (41) lo que también
puede ser aplicado a datos como los aqui tratados. Existen también aquellos
que basan su identificacion en la distancia de Mahalanobis de los primeros tres
componentes principales robustos por medio del paquete mvoutliersen R (42,43).
La aplicacién de disefios experimentales basados en estadistica univariada (1 6
2 variables) suele ser menos sensibles al EM que las comparaciones estadisticas
multivariadas (i.e. mas de 3 variables; ver 44). Luego entonces la caracterizacion
de los valores atipicos no deberia ser un problema para con el protocolo de error
de medicion en morfometria geométrica.

Sobre el andlisis de la varianza entre los morfoespacios

En morfologia, siempre se ha considerado que el nivel de experiencia
que presenta el observador determina la cantidad de error, porque el grado de
experiencia se encuentra inversamente relacionado con la magnitud del EM
esperado (45), esto es el dogma del error de medicion, un criterio subjetivo
que se ha fijado en la comunidad sin estar basada en evidencia. Para este
dogma la experiencia del observador determina la confiabilidad de los datos,
disminuyendo en funcién del tiempo. Segun los resultados se constaté que
dicho fendmeno sucedié en un solo caso de los nueve observadores incluidos
en el analisis, donde se observo una disminucién gradual de la varianza entre
sus digitalizaciones (ver Figura 4, Tabla 1). Es importante sefialar que, aunque
dicho observador (Observador 5), obtuvo el patréon esperado de disminucion
de varianza en funcién de las iteraciones (tiempo), no tuvo los valores mas
bajos de varianza, por el contrario, su medicién de menor varianza no fue
cercana a la media de varianza entre observadores (Figura 4). En general, los
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observadores tuvieron un patrén aleatorio, con fuertes fluctuaciones entre sus
iteraciones, salvo para el observador 8 que su varianza es la minima de todo
el disefio realizado. Es asi como, segun los resultados, no se soporta el dogma
del EM y que, por tanto, siempre, independiente del expertise del observador
la caracterizacion del error debe ser la norma. Se ha demostrado que aunque
puede haber una tendencia a la reduccidon del EM, esto solo ocurre después
de una curva de aprendizaje prolongada, midiendo mas muestras de las que se
utilizan a menudo en los estudios morfométricos (15). Ademads, reconocer la
importancia de que el error intra e interobservador siempre esta presente en los
estudios de morfometria, incluso en las situaciones mas favorables (12,44,46-
48).

Igual, se ha reportado que el EM aumenta cuando el rasgo a relevar
no presenta un amplio rango de variacién fenotipica en su expresion (15,17),
empero en el caso de los resultados, los valores de varianza fluctian mucho entre
observadores lo que hace pensar en los efectos de error intra e interobservador.
Es asi como los datos de este disefio no permiten secundar la afirmacion sobre
la baja varianza fenotipica y el aumento del error.

Sobre el cdlculo del error intraobservador

Existe suma evidencia de que el error intra e inter observador puede
modificar completamente los resultados obtenidos (13,49), por ejemplo de
los analisis multivariados (44). En general, el error intra observador puede ser
despreciado por medio de un buen disefio experimental y el entrenamiento
de los observadores (6,14,15). Los resultados demuestran que, si bien los
observadores pudieron ser consistentes entre sus iteraciones, algunos puntos
siempre resultan problematicos y el estudio del error en cada estructura particular
debe explorar dichas tendencias, caracterizarlas y resolverlas con disefios
experimentales, entrenamientos especificos y control de datos. En morfometria
geomeétrica, se ha reportado que algunos puntos presentan mejor consistencia
que otros para el error intraobservador, por ejemplo, Menéndez (6), encontrd
que los landmarks nasion, ectoconquio, temporo esfeno-parietal, asterion, y
temporo-mandibular presentaron la mayor cantidad de error intraobservador.
Los resultados aqui presentados solo identificaron una diferencia entre las
observaciones en el landmark 10 del observador 3, con una congruencia entre
el resto de las digitalizaciones. Corner et al. (50) establece que para reducir el
error intraobservador es recomendable que el observador esté familiarizado con
el equipo y que se esté entrenado en la localizacion y variabilidad del landmark
entre individuos. En este caso incluso para observadores del area no biologica
(ingenieria), pero con entrenamiento en biometria, result6 en el unico dato con
diferencias entre iteraciones.
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Sobre las diferencias interobservadores

En antropometria se han evidenciado los efectos del error
interobservador sobre el resultado de diferenciaciéon de poblaciones (51) y en
general controversias sobre las diferencias encontradas entre observadores,
algunas positivas (e.g 50,52 y otras negativas 44,53,54). De manera general, los
estudios han caracterizado mayor cantidad de error entre observadores, en el
caso de los resultados secunda esta idea, los valores de RMSE obtenidos son del
doble que en el caso del error intraobservador.

Se ha constatado que la principal fuente de EM reside en la localizacién
incorrecta de puntos y medidas (55), en este caso y con los datos de los outliers
podemos precisar que la fuente de error mas comun aqui fue la posicion en la
que se colocaron los landmarks 1, 10, 11 y 12. El landmark 1 es tipo II, y el 10-
12 tipo I, se ha afirmado que los landmarks de tipo II, entendidos como puntos
anatdmicos cuya supuesta homologia de un espécimen a otro es respaldada
unicamente por la geometria y no por evidencia anatémica (e.g. glabela, eurion;
(35)) son problematicos y estan asociados a magnitudes altas de EM (56). En
los datos aqui analizados solo un punto es tipo II (landmark 1) pero este puede
estar asociado a la ausencia del segundo o tercer molar. Por otro lado, para el
caso de los landmarks 10-11 se puede argumentar que el principal efecto es
la transposicion. Esto es esperable, ya que existen reportes que describen que
cuando se registran medidas lineales a partir de dos puntos, las distancias mas
cortas o caracteres mas pequefios suelen tener mayor EM que las que son mds
largas (10,15,57), y este podria ser una de las explicaciones de la confusién en
las digitalizaciones de puntos.

También, es importante destacar que en su mayoria el error
interobservador qued6 por arriba del 5%, lo que aunado a los valores de
varianza y presencia de outliers, nos hace inclinarnos por la precaucion sobre
el error interobservador (44,53,54). El andlisis de variacién candnica permite
complementar al estudio de error interobservador. Aqui, como en otros
experimentos similares se intent6 ver el efecto del observador e iteracion en
la diferenciacion de individuos. Los resultados indicaron que la mayoria de
observadores e iteraciones fueron estadisticamente diferentes, lo que refuerza
la idea de que incluso con el mismo entrenamiento y experiencia las diferencias
entre la observacién es importante entre observadores como otros autores
también han destacado (13,49,54). Algunos autores sugieren realizar un examen
previo donde se identifique visualmente los puntos y medidas a registrar para
reducir sustancialmente el EM (52,58,59), en el caso aqui presentado todos
los observadores fueron entrenados previamente para realizar el experimento,
de forma conjunta en dos sesiones, por lo que se considera que hubo una
estandarizacion previa.

Finalmente, el estudio de cluster o conglomeradas sobre las distancias
de Mahalanobis ha permitido visualizar la relacion entre la proximidad de las
distancias entre observadores e iteraciones realizadas. Solo en tres observadores
se mostro consistencia entre sus iteraciones, uno de ellos también con la menor
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varianza entre toda la muestra, pero dos mas sin esta caracteristica. Luego,
entonces, este resultado secunda la vision sobre la precaucién para con el error
interobservador.

Comentarios finales

En estudios morfoldgicos, se ha evidenciado que la magnitud del EM
se incrementa con el nimero de variables registradas (17), para este caso el
protocolo de puntos es similar a lo reportado en estudios previos (60,61) por
que lo que este factor parece, no fue determinante en el presente estudio. De
igual forma, se ha reportado una relacion proporcionalmente inversa entre la
longitud de pasos involucrados en la obtencion de datos y la cantidad de EM que
se genera (17,52), para el caso del disefio aqui planteado los pasos son estandar
para cualquier trabajo morfogeométrico, por ende, se considera equiparable
entre otros trabajos. También se ha generalizado la recomendacién de minimizar
el intervalo temporal en la recogida de datos, ya que el EM aumenta junto con
el intervalo temporal que transcurre al registrar datos de distintos especimenes
en variables discretas (62), el estudio considerd intervalos de una semana
entre mediciones por lo cual se considera como independiente cada una de las
iteraciones realizadas.

Por ello, como conclusion se recomienda: 1) realizar mediciones por lo
menos en dos sesiones independientes, 2) realizar estimaciones de error en la
toma meétrica para reportar el porcentaje de error en la mediciéon (lo que es
independiente del error del modelo), 3) emplear métodos de determinacion
repetibilidad y reproducibilidad multivariados, 4) realizar controles de datos
(e.g. individuos fuera del rango de variaciéon normal) y 5) verificar efectos
estadisticos en los datos (e.g. multicolinealidad y heterocedasticidad). Todo
lo anterior, permitira que una dictaminacion forense (e.g. perfil bioldgico,
individualizante o identificacién) asegure que la descripciéon reportada es
el resultado de variacion bioldgica y no el resultado del error de medicién
acumulado en la estimacion realizada.
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