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Sommario

Questa tesi tratta dell’analisi automatica di immagini confocali della cornea, e della stima di
parametri clinici con particolare attenzione al fenomeno del Beading.

Esistono malattie e distrofie della cornea che possono pregiudicare la vista, alcune causano
gravi disabilita, altre vengono scoperte solo grazie a visite dell’occhio. Le fibre nervose, le cellule
endoteliali, i cheratociti sono molto sensibili alle patologie della cornea provocando cambiamenti
nella sua morfologia. Questi cambiamenti delle strutture corneali sono correlati all’eta, all’uso di
lenti a contatto, ad interventi chirurgici all’occhio, al trapianto oppure a malattie sistemiche come
il diabete.Un modo rapido e non invasivo, che ci permette di acquisire in vivo immagini della
cornea e delle sue strutture interne, é la microscopia confocale. Al giorno d’oggi, la maggior parte
delle analisi delle strutture corneali viene svolta attraverso sistemi manuali o semi-automatici, i
parametri clinici che ne derivano quindi sono soggetti ad errore e mancano ripetibilita. Elaborare
le immagini derivanti dalla microscopia confocale é risultato utile al fine di ricavare informazioni
sullo stato di salute della cornea.

Per questi motivi si suggerisce di utilizzare un affidabile strumento automatico per la valu-
tazione delle patologie della cornea. Individuare le strutture anatomiche della cornea, misurare
quantitativamente le strutture individuate, e infine stimare i parametri di interesse clinico, sono
le fasi che ogni strumento automatico di elaborazione della cornea deve seguire.

In questa tesi, verra descritto un algoritmo che estrarra le fibre nervose, calcolandone dei
parametri clinici come tortuositd e lunghezza di ogni nervo. Successivamente 1’algoritmo indi-
viduera nelle strutture nervose il fenomeno del Beading. Gli algoritmi presentati consentiranno
di ricavare una descrizione clinica dettagliata della cornea per quanto riguarda le fibre nervose.

Si potra quindi sviluppare uno strumento diagnostico di aiuto alla pratica clinica.
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Capitolo 1

Introduzione

1.1 Scopi e Obiettivi

Lo scopo del lavoro presentato in questa tesi & quello di sviluppare una serie di strumenti in
grado di analizzare automaticamente immagini confocali della cornea, ricavandone importanti

dati clinici.

La cornea & quella membrana avascolare pluristratificata con peculiari caratteristiche ottico-
fisiche di trasparenza e rifrazione della luce. Essa rappresenta la componente pitl importante
del diottro oculare, ed & spessa circa 500 pm al centro mentre 700-800 pm in periferia. Dal
punto di vista istologico la cornea é formata da tre strati principali e tra di essi si trovano due
membrane. L’epitelio, & separato dallo stroma attraverso la membrana di Bowman, mentre lo
stroma é separato dall’endotelio attraverso la membrana di Descemet. La cornea é 'unica parte
del corpo umano che non ha afflusso di sangue, essa riceve l'ossigeno direttamente dall’aria.
Grazie alla microscopia confocale, si pud acquisire in vivo ed in maniera non invasiva immagini

dai vari strati della cornea.
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Figura 1.1: Immagine dello strato subbasale della cornea ottenuta con microscopio confocale.

Analizzare queste immagini ¢ molto importante per ricavare e sviluppare informazioni cliniche
per quanto riguarda lo stato di salute della cornea. In particolare, le immagini prese ad una
specifica profondita permettono la visualizzazione delle strutture nervose presenti. La cornea
infatti, & molto ricca di fibre sensitive, é dotata anche di innervazione simpatica che coopera con
le strutture precedenti. I nervi corneali sono strutture strette e allungate che si estendono in
uno strato di circa 10 pm, e forniscono importanti informazioni a livello clinico. Possono subire
danni legati all’eta, all’uso di lenti a contatto, trapianti, operazioni chirurgiche. Un importante
collegamento é dato dalla correlazione della tortuosita del nervo con la neuropatia diabetica, una

delle complicanza pu gravi e piu diffuse provocate dal diabete.
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La Cornea

2.1 Morfologia della cornea

L’occhio é 'organo deputato alla vista, € composto da piit parti che devono lavorare tutte assieme
per garantire una buona visione; ha una superficie sferica, il diametro verticale é pari a 24 mm
mentre il diametro orizzontale & poco piu largo. La luce attraversa la cornea che ne permette il
passaggio verso le strutture interne dell’occhio, facendo convergere i raggi luminosi verso la fovea.
La cornea é quella parte trasparente dell’occhio che ricopre l'iride, la pupilla e la camera anteri-
ore. A causa della sua trasparenza, ¢ importante notare come la cornea sia priva di irrorazione
sanguigna; essa riceve i nutrienti dall’esterno attraverso i fluidi lacrimali, dall’interno attraverso
I’'umor acqueo e anche dalle proteine che possiedono i nervi corneali. Nel corpo umano la cornea
ha un diamtro di circa 11.5 mm, uno spessore di 0.5-0.6 mm al centro e di 0.6-0.8 mm nelle zone
pitl esterne. La cornea é formata da tre strati principali e da due membrane che separano gli
strati stessi. Andando dall’esterno verso 'interno dell’occhio troviamo: ’epitelio, la membrana

di Bowman, lo stroma, la membrana di Descemet e infine ’endotelio.
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Figura 2.1: Ricostruzione degli strati corneali.

2.2 Innervazione della cornea

La cornea ¢ uno dei tessuti piu sensitivi del nostro corpo poiché é ricca di fibre nervose sensoriali.
I nervi corneali derivano dai lunghi nervi ciliari, i quali a loro volta derivano dal ramo oftalmico
del trigemino. A livello del limbus sclerocorneale, le fibre nervose provenienti dai nervi ciliari
lunghi sono disposti in un plesso circolare dal quale originano altre fibre. Queste fibre scorrono
radialmente con diversi anastomosi all’interno dello stroma posteriore, formando il plesso pro-
fondo della cornea. Le sottili fibre nervose originate da questo plesso, formano il plesso nervoso
subbasale che si estendono superficialmente consentendo l'innervazione allo strato di cellule basali
epiteliali; terminando all’interno dello strato superficiale epiteliale. La maggior parte delle fibre
nervose corneali di origine sensoriale, sono derivate dal ramo oftalmico del nervo trigemino. Tut-
tavia, in alcuni casi la cornea inferiore riceve alcune delle la sua innervazione dal ramo mascellare
del trigemino. Tutte le cornee dei mammiferi ricevono anche innervazione simpatica dal ganglio
cervicale superiore. La maggior parte delle fibre nervose degli esseri umani, si trovano nel terzo
anteriore della stroma, si spostano dalla periferia verso il centro al di sotto il terzo anteriore dello

stroma a causa dell’organizzazione delle lamelle di collagene.
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Figura 2.2: Sinistra: Schematica distribuzione dei nervi nello stroma e nel plesso subbasale.
Destra: Schema dell’organizzazione del plesso subbasale. Nel vertice i fasci nervosi mostrano un
orientamento preferenziale in direzione superiore-inferiore e nella zona circostante tendono ad
essere orientati nella direzione nasale-temporale.

A livello dello stroma si possono trovare anche lamelle immerse in una sostanza fondamentale
e cheratociti. La sostanza fondamentale é formata da mucopolisaccaridi, mentre i cheratociti sono
cellule appiatite simili a fibroblasti. I Cheratociti sono spesso localizzati in prossimita delle fibre
nervose € a volte avvolgono le fibre nervose adiacenti in con estensioni citoplasmatiche. Contatti
fisici tra i nervi e i cheratociti si osservano piu frequentemente in cornee di pazienti affetti da
cheratocono. Nella cornea umana, i nervi penetrano nello strato di Bowman attraversando la
cornea periferica e centrale. Dopo aver penetrato lo strato di Bowman, i grandi fasci nervosi si
dividono in fasci pitt piccoli. Ogni piccolo fascio quindi si estende parallelamente alla superficie

corneale, tra strato di Bowman e le cellule basali dello strato epiteliale.

Figura 2.3: Distribuzione radiale delle fibre nervose dello stroma nella corne umana.
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2.3 Beading o ’ forma a rosario ’

Uno degli scopi di questa tesi é 'individuazione del fenomeno del Beading, detto anche ’ forma

)

a rosario ’. La cornea umana ¢ densamente innervata e le informazioni sulla distribuzione delle
fibre nervose e delle ultrastrutture sono scarse. Le sezioni frontali mostrano che i nervi corneali
consistono in fibre nervose con un diametro relativamente piccolo (0.1 pm a 1.0 pm) contenenti
vescicole chiare e dense. Le fibre nervose mostrano anche delle ’perline’ disposte ad una distanza
regolare una dall’altra. Queste ’perline’ prendono il nome di bead ( in italiano rosario), in quanto
caratterizzano le fibre nervose per tutto il loro corso. A livello dei bead, le fibre presentano
mitocondri e vescicole piu chiare. Le fibre nervose, sono caratterizzate dalla presenza di molte
vescicole e molti mitocondri di differenti tipi e dimensioni, distribuite uniformemente lungo tutto

il percorso del nervo. Le vescicole chiare e dense disposte lungo il nervo, differiscono tra di loro

in grandezza.

Figura 2.4: Nervi nel plesso subbasale, il fenomeno del Beading € visibile ad occhio nudo nella
fibra nervosa che si estende a destra.
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In generale, le vescicole pitt dense sono larghe il doppio delle vescicole piu chiare, ma qualche
volta avviene anche il contrario. Spesso le fibre nervose di dimensioni piu grandi contengono
molti pitt mitocondri e vescicole rispetto alle fibre nervose di minor diametro e lunghezza, non
tutte le fibre presentano pero a livello dei bead mitocondri e vescicole, alcune presentano entrambi
altri solo mitocondri. La differenza in questi bead puo essere dovuta dalle sezioni casuali, poiché
I’assenza delle vescicole in una sezione non implica la loro presenza al’interno del bead. La
funzione di questi bead é ancora poco chiara, ma la loro apparenza ci suggerisce che potrebbero
essere adibiti all’assunzione o al rilascio di sostanze extracellulari dalle cellule epiteliali adiacenti.
Grazie al microscopio confocale, si pud notare come gran parte delle fibre nervose siano affette
da questa carattteristica forma a rosario, in alcune fibre il fenomeno ¢ visibile anche ad occhio

nudo, ma si consiglia sempre di svolgere un’ accurata analisi automatica.
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Capitolo 3

Formulazione dell’algoritmo

3.1 Immagini

Le immagini del tessuto subbasale epiteliale sono state acquisite in persone sane e in persone
affette da diabete con il microscopio confocale Heidelberg SLO. Le immagini acquisite sono state
salvate come immagini digitali in bianco e nero di area 384x384 pixel corrispondenti ad un’area
di 400x400 microns . I nervi in queste immagini, appiono come strutture lineari di colore piil
chiaro rispetto allo sfondo. Le immagini non hanno una luminositd e un contrasto uniforme
infatti esibiscono zone piu scure nelle regioni esterne, per questo hanno bisogno di una pre-
elaborazione. Le regioni piu scure sono dovute a diversi fattori ad esempio dalla non uniforme
riflessione della luce nelle diverse aree corneali causata dalla forma sferica degli strati della cornea.
Per compensare il problema delle zone piu scure € stato applicato un filtro gaussiano passa alto a
partire da un filtro gaussiano in frequenza. Una gaussiana posta al centro dell'immagine risulta
essere un filtro passa-basso con banda passante dipendente dalla sua varianza. A partire da
questo filtro, si pud ottenere il corrispondente filtro passa-alto tramite la relazione Gpa = 1-

Gpb.

9(@.y) = grskrzeOSl@n -l =7 @
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La relazione precedente rappresenta una funzione gaussiana bidimensionale, dove p ¢ il vettore
delle medie e Y & la matrice di covarianza. Grazie al filtro gaussiano, ad ogni pixel dell’immagine
originale viene applicata la matrice di convoluzione ottenendo una sfocatura controllata, utile
ad esempio per elaborazioni successive. Grazie alla pre-elaborazione, le strutture nervose sono

molto pin visibili anche nelle zone periferiche dell’immagine.

(a) Immagine originale, presa con (b) Immagine pre-elaborata con filtro
microscopio confocale. gaussiano.

Figura 3.1: Confronto visivo tra immagine originale presa con microscopio confocale (a) e immag-
ine pre-elaborata con filtro gaussiano bidimensionale (b). Nell’immagine pre-elaborata vengono
messe in risalto le alte frequenze (zone chiare), a discapito delle basse frequenze (zone scure e
sfondo).

3.2 Individuazione dei nervi corneali

Le immagini prese ad una specifica profondita, permettono la visualizzazione delle strutture ner-
vose all’interno dello strato subbasale della cornea. Queste fibre nervose sono strutture allungate

che si distendono lungo uno strato molto sottile di circa 10 pm.
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Queste strutture sono molto importanti, in quanto consentono di ricavare utili informazioni
cliniche correlate al cambiamento dell’eta, all’uso prolungato di lenti a contatto oppure interventi
alla cornea che potrebbero aver provocato lesioni. Un importante collegamento é la correlazione
esistente tra la tortuositd del nervo e 'insorgere della neuropatia diabetica, malattia che causa

danni al sistema nervoso periferico.

3.2.1 Estrazione dei seed points

L’algoritmo comincia individuando una serie di seed points, che saranno usati come punti iniziali
per la procedura di tracciamento dei nervi. A tal fine viene disegnata una griglia di righe e
colonne distanziate una dall’altra di 10 pixel. Tutti i pixel all’interno delle celle vengono quindi
analizzati, se il loro livello di grigio supera una soglia di rilevazione posta empiricamente a
0.8 volte la media del livello di grigio dell’intera immagine, il pixel & considerato appartenente
al nervo. Una sequenza di seed points consecutivi vengono considerati appartenenti al profilo
del nervo. I nervi con un diametro molto largo oppure molto piccolo non vengono presi in

considerazione in modo da diminuire il numero dei seed points rilevati.

Il tracciamento & basato in un’analisi passo dopo passo di linee consecutive di scansione
lineare SL. La posizione della linea di scansione determina quali pixel sono sotto analisi. La
linea di scansione SL;, al passo i, classifica e determina quali pixel possono essere considerati
come appartenenti a nervi VP;. In generale, lungo la linea di scansione SL; potrebbero essere
identificati n; differenti profili di nervo. L’intensita dei valori dei pixel pg, di una generica linea
di scansione SL, vengono esaminati e classificati in due classi: “ nervo” (v) e “non nervo” (~ v) .
La classificazione porta a definire un nuovo termine PY(SL) , vettore contenente la probabilita

di ogni pixel p; in SL di essere “ nervo “. La linea di scansione viene analizzata per determinare
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tutte le sequenze di pixel consecutivi classificati come “ nervo”, che porta ad una prima serie di

candidati di profili di nervo VP;. I candidati vengono esaminati nel seguente modo:

. tuttii profili vp;;e VP; che sono pit piccoli di g vengono cancellati da VP;;
. tutti i profili (vp;j, vpir)Je VP; che sono piu vicini di §;sono fusi in un unico profilo;

. tuttii profili che hanno un contrasto x inferiore ad una soglia Jovengono cancellati da VP;;

dove &, 61, 02 sono valori di soglia scelti; vp;; sono tutti i profili individuati lungo la linea di
scansione i con (j = 1, ..., n; ), mentre il contarsto x di un generico profilo vp in SL é definito

come:

K(v __1B8%wp, I) = B~ (vp, 1) |
( D, I) max[ﬁ”(vp, I) — ,6_1)<’Up7 I)]

dove

I(py) e lintesita del pixel pyp ed m ¢ il numero di pixel che contiene la generica linea di
scansione SL. Per ogni profilo vp viene calcolato il diametro e la parte centrale del nervo. 1l

diametro é definito come :

d(vp,I) = mazi; || pi —p; ||

mentre la parte centrale del nervo ¢ definita dalla relazione :
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_ Zlcmzl Pk

c(vp, I) = W
k=11

Grazie alle definizioni di diametro e di parte centrale trovate nelle linee di scansione SL;_ 1
e SL;, si pud determinare la posizione della nuova linea di scansione SL; ;. Il profilo corretto,

uno per ogni linea di scansione, é dato dalla funzione P definita come:
vp; = P(VP;) = argmingg, cvp, s(vpij)

dove s é una funzione puntuale valutata per ogni punto del profilo del nervo vp;;(j = 1....n;)

identificato nella linea di scansione SIL;. La funzione s ¢ definita invece dalla relazione:

0(vpij) — 074 N d(vpij) — dj_4
We Wy

s(vpij) =
i1 = 5072+ 0]

1
di—1 = §[d2‘_2 +di-1]

dove 0(vp;;) & la direzione definita dalla connessione del centro del profilo corrente vp;;, e
quello selezionato nella precedente linea di scansione; la direzione di riferimento é definita invece
dal termine 6*; 0;,_, ¢& la direzione definita dai centri dei nervi selezionati nella linea di scansione
(i — 2)esma ¢ (4 — 1)®*ma_ ] diametro del profilo corrente & definito da d(vp;;) mentre d} ¢é

il diametro di riferimento; d;_; ¢ il diametro del profilo selezionato nella (i — 1)¢¥¥™® linea di
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scansione. I valori di riferimento sono stati introdotti al fine di imporre una certa regolarita nella
scelta del diametro e della giusta direzione, per prevenire brusche variazioni nelle fasi successive

di individuazione.

Figura 3.2: Risultato rappresentativo della tecnica del tracciamento dei nervi.

3.3 Calcolo della tortuosita

La tortuosita € tra le prime alterazioni che colpiscono le fibre nervose nella cornea. Uno dei
primi cambiamenti nella morfologia della cornea dovuti al diabete é I’aumento della tortuosita.
La tortuosita puo essere intuitivamente definita come un andamento meno regolare o rettilineo
del corso del nervo.

Prima di valutare il significato clinico dei cambiamenti nel tempo della tortuosita, bisogna
capire i principali fattori che influenzano la classificazione di un nervo da tortuoso a non tortuoso.

Date due curve continue ed adiacenti s; e so, la combinazione delle due é data dalla relazione:

S3 = 81Pss.

e la tortuosita 7 delle due curve puo essere espressa da:
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T(Sl) < 7'(82) — T(Sl) < T(81 (&) 82) < T(Sz)

Questo significa che con la composizione di due curve, la tortuosita risultante & compresa tra le
tortuosita delle due curve prese singolarmente. Poiché si suppone che le due curve appartengano
allo stesso nervo, si puo supporre che anche sz é continua senza perdite di generalita. La proprieta
di composizione spiega come una curva s, composta da vari segmenti di curva s;, avrad una
tortuosita risultante che non potra essere inferiore a qualunque delle sue componenti. La relazione

é la seguente:

Vi=1...ned s;C s.

Altre proprieta correlate alla tortuosita sono la modulazione ad ampiezza costante, e ampiezza
di modulazione a frequenza costante. Si pud assumere che pitt un nervo é tortuoso, piu grande
sard il numero dei cambiamenti nel segno della curvatura (twist). L’ampiezza é definita come la
distanza massima delle curva dalla corda sottostante; pitt grande sara ’ampiezza del segmento
di una curva, maggiore sara la tortuosita correlata al segmento stesso. Un segmento di curva
compreso tra due cambiamenti di segno consecutivi pud essere definito come una ’turn curve’.
Dati due nervi che hanno le stesse turn curve e la stessa ampiezza, la differenza in tortuosita

deriva dal numero di turn curve .

p(s1) < p(s2) = 7(s1) < 7(s2)

e al contrario, per due nervi con lo stesso numero di turn curve, con la stessa frequenza la

differenza di tortuositd dipende dall’ampiezza « delle turn curve.

a(s1) < as2) = 7(s1) < 7(s2)

In modo piu approfondito un nervo corneale puo essere definito come una curva



16 CAPITOLO 3. FORMULAZIONE DELL’ALGORITMO

s(l) = [z(1), y()] : D C R — R?

con seC*(R) e con [ le coordinate curvilinee definite in un intervallo D di R.

Molto utili al fine del calcolo della tortuosita sono la lunghezza della corda L., la lunghezza

della curva L. e la curvatura k(1) stessa della curva s(I) definite nel modo seguente:

Ly = s(maz(D)) — s(min(D)) |

max(D) 5
S
L. = — || dl
[ g
min(D)
il
r(l) =
((%9)2 + (F)2)

In questa tesi, la valutazione della tortuosita avviene decomponendo ogni nervo in un insieme

di segmenti consecutivi con segno di curvatura costante. Un segmento s; di un nervo appartenente
alla curva s viene definito come turn curve se:

k(1) > 0, VleD;] V [k(1) <0, VieD;]

dove D; rappresenta una sottoclasse di D. Una volta che che la curva s() viene divisa in n

turn curve possiamo quantificare la tortuosita del nervo come:
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La formula precedente per il calcolo della tortuosita di un nervo permette di ricavare alcune
considerazioni. Quando n é uguale ad 1, la tortuosita vale ragionevolmente 0; siamo nel caso in
cui una curva non cambia mai convessitd, la curva quindi ha convessita costante. Quando n é
diverso da 1, la tortuositd non sara mai uguale a 0. La tortuosita ricavata ha la dimensione di

1/lunghezza pud quindi essere interpretata come densitd di tortuosita.

Figura 3.3: Risultato rappresentativo del calcolo della tortuosita, i pallini rossi presenti lungo il
corso del nervo corrispondono al cambiamento di concavita del nervo stesso (twist).

3.4 Individuazione Beading

Prima di iniziare con l'individuazione del fenomeno del Beading si & deciso di migliorare il con-
trasto dell’immagine da elaborare; migliorando il contrasto i valori di intensitd dell’immagine
originale (I) vengono mappati in una nuova immagine(J) in modo tale che I'1% dei dati ¢ saturo
a bassa e ad alta intensita di I. Poiché il fenomeno del beading presenta nel corso del nervo
zone piu chiare dovute alla presenza di vescicole e mitocondri, per I'individuazione si é deciso di
effettuare un’operazione di sogliatura. Procedendo con l'algoritmo, si aumenta il contrasto del-
Iimmagine in uscita (J). Successivamente all’immagine di uscita viene applicata un’operazione

morfologica di chiusura, usando come elemento strutturante una matrice 3x3 formata da 0 e 1.
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Per eliminare i disturbi in eccesso, viene usato un filtro media che, per determinare il valore del
pixel di destinazione sfrutta non solo il valore del pixel stesso nell'immagine originale, ma anche
il valore di alcuni pixel ad esso vicini. La dimensione di tale vicinanza € stata impostata grazie

all’uso di una finestra, su cui 'operatore deve lavorare.

111
1

1 1 1
11 1

Svolgendo una sottrazione, che avviene nei pixel corrispondenti tra l'immagine elaborata
con la chiusura e 'immagine elaborata con il filtro media abbiamo come risultato la seguente

immagine digitale:

Figura 3.4: L’immagine viene elaborata con un filtro media per eliminare i disturbi in eccesso.

Si pud notare come lungo il percorso del nervo siano presenti pixel molto pit chiari rispetto a
pixel dello sfondo. Per evidenziare i pixel piu chiari all’interno del nervo si é scelto di applicare

una soglia, che viene scelta dall’operatore. La soglia in questo caso viene scelta empiricamente, ed
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é settata a 0.4 volte rispetto al massimo del livello di grigio dei pixel della fibra nervosa. L’utilizzo
della soglia oltre a sottolineare i pixel di intensita superiore all’interno del nervo, evidenzia anche
alcune zone presenti nello sfondo, zone che non devono essere prese in considerazione al fine della
rilevazione del fenomeno del Beading. Per questo I'immagine ha bisogno di altre elaborazioni.
Per Deliminazione dei falsi positivi, vengono create due immagini digitali, derivanti sempre dal-
I'immagine originale pre-elaborata (J). Viene creata una maschera contenente i nervi identificati
e attraverso un’operazione morfologica di apertura, tutti i nervi vengono dilatati. Questa oper-
azione viene svolta in modo che nelle operazioni successive vengano presi in considerazione anche

i pixel vicini al profilo del singolo nervo individuato. La seconda immagine contiene invece il

fenomeno del Beading che ci interessa rilevare, piu altri pixel in eccesso rilevati nello sfondo.

N\

(a) I nervi vengono portati a valore logi- (b) Vescicole e mitocondri sono portati
co alto mentre lo sfondo valore logico a livello logico alto, 'immagine contiene
basso anche qualche falso positivo.

Figura 3.5: Attraverso l'operazione logica AND gli indici dei pixel vengono confrontati, questo
per eliminare i falsi positivi rilevati.

Nel corso dell’algoritmo é stata creata anche una funzione, consistente in una maschera, che
elimina le strutture individuate formate da piu di 5 pixel, questo poiché i bead sono caratter-
izzati da microstrutture con numero di pixel inferiore, permettendo cosi di eliminare dei falsi
positivi. Gli indici del fenomeno del Beading vengono quindi mappati sull’immagine originale

pre-elaborata (J) per avere un riscontro visivo delle operazioni svolte.
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Figura 3.6: Risultato rappresentativo del fenomeno del Beading, i pallini rossi lungo il percorso
del nervo indicano la presenza di vescicole o mitocondri invaginati dalle fibre nervose.



Capitolo 4

Risultati

In questa tesi sono state elaborate 21 immagini digitali dell’epitelio subbasale della cornea. Le
immagini sono state prese da pazienti sani (N=12), e da pazienti malati (N=9). Le immagini
sono state acquisite con un microscopio confocale, coprono una superficie di 400x400 microns e
sono state salvate come immagini JPEG monocromatiche di 384x384 pixel. Le stesse immagini
sono state elaborate con 1’algoritmo proposto, per fornire la valutazione di dati clinici come la
tortuosita e lunghezza delle singole fibre nervose e I'individuazione del fenomeno del Beading. A
causa della curvatura degli strati corneali e del possibile non perfetto allineamento del microscopio
confocale con l'occhio, molte delle immagini presentano zone che non fanno parte dello strato

subbasale come ad esempio stroma ed epitelio.

4.1 Densita dei nervi corneali

Una distribuzione omogenea di fibre nervose attraverso la cornea, garantisce un rilevamento
efficace di stimoli esterni nocivi e lesioni a singole cellule epiteliali, che possono essere sufficienti
a far scattare la percezione del dolore. Lo studio dei soggetti, sia sani che malati mostra una
media di 7-8 fasci nervosi per immagine nei pazienti sani, media che si alza tra i 10-11 fasci
2

nei pazienti malati di diabete. Data l'ipotesi che I'immagine & circa 0,15 mm? in termini di

21
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dimensioni, e che la superficie totale del cornea umana ¢ di circa 90 mm?2, & possibile calcolare
che nel plesso subbasale umano, sono presenti circa 5400-7200 fasci nervosi. Poiché ogni nervo
subbasale da origine a rami laterali, ognuno contenente 3-7 assoni, il numero totale di assoni
nel plesso subbasale pud essere stimato a circa 19 000-44 000. La media pit alta nei soggetti
diabetici, & dovuta al fatto che le fibre nervose non riescono piu a stare coese tra di loro. Si
puo ipotizzare che I'incremento del numero delle fibre nervose sia dovuto al fatto che i soggetti
malati possiedono meno macromolecole adesive e scarsa abilita epiteliale di aderenza. Come
si pud notare dall’immagine, i nervi principali nei soggetti malati non possiedono pitt molte
biforcazioni e questo porta ad avere un numero maggiore di singole fibre. Queste singole fibre sono

caratterizzate da minor lunghezza rispetto alle fibre dei pazienti sani, ma da maggior tortuosita.

(a) Plesso subbasale di soggetto sano (b) Plesso subbasale di soggetto affetto
da diabete.

Figura 4.1: Le fibre nervose nel soggetto sano risultano coese e continue (a). Nel soggetto affetto
da diabete le fibre nervose non riescono piu a stare coese tra di loro risultando discontinue e piu
tortuose.

Confrontando le immagini dei pazienti sani e dei soggetti affetti da diabete, non sono state
riscontrate sostanziali differenze per quanto rigurda l’aspetto morfologico dell’epitelio basale,

dello stroma, e dell’endotelio.
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] \ Densita nervi corneali (um/mm?)

Media Std dev Min Max

Tutti i soggetti (N=21) | 7.41 x 10~% | 250 x 10~* | 3.43 x 10~F | 12 x 1073
Soggetti sani (N=12) | 7.32x 107% [ 2.56 x 10~ [ 345 x 10~* [ 12 x 1073
Soggetti malati (N=9) | 7.50 x 10=* | 2.56 x 10~* | 343 x 107* | 1x 1073

Tabella 4.1: Dati densitad dei nervi corneali

Circa la lunghezza dei nervi corneali, si rilevano sostanziali differenze tra soggetti sani e

soggetti malati. I dati ricavati nei pazienti sani risultano molto superiori rispetto a quelli malati.

’ \ Lunghezza (um)

Media | Std dev | Min | Max

Tutti i soggetti (N=21) | 14.450 9.942 3.812 | 47.916
Soggetti sani (N=12) 17.313 | 11.990 | 3.958 | 47.916
Soggetti malati (N=9) | 11.588 | 7.894 | 3.812 | 35.223

Tabella 4.2: Dati riguardanti la lunghezza dei nervi corneali

Mentre per quanto riguarda la tortuosita dei nervi corneali abbiamo che:

] Tortuosita (1/um) \
Soggetti Sani Media | Std dev | Min | Max

Bernazzolil(124) | 1.623 0.789 0.389 | 2.586
Bernazzolil(126) | 1.877 0.749 | 0.771 | 2.832
Bernazzolil(160) | 1.274 | 1.027 | 0.117 | 3.467
Bernazzolil(164) | 1.095 | 0.964 | 0.058 | 3.874
Bernazzolil(160) | 0.958 0.812 0.117 | 3.024
Costag(64) 1.129 0.745 | 0.176 | 2.368
Costag(67) 1.684 | 1.256 | 0.048 | 3.382
Costag(68) 2.436 2.713 0.328 | 9.542
Costag(70) 1.208 | 1.223 | 0.197 | 3.315
Costag(73) 1.626 1.804 0.192 | 5.642
Costag(77) 0.931 | 0.676 | 0.195 | 2.003
Costag(79) 0.693 | 0.609 | 0.093 | 2.078

Tabella 4.3: Dati tortuosita relativi a soggetti sani
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] Tortuosita (1/um) ‘
Soggetti Malati | Media | Std dev | Min | Max
Estifanosea(116) | 1.874 1.692 | 0.334 | 5.738
Estifanosea(117) | 1.352 1.698 0.234 | 5.776
Estifanosea(118) | 1.161 1.443 | 0.203 | 5.260
Estifanosea(333) | 0.754 0.876 0.068 | 2.818
Estifanosea(357) | 1.469 0.954 | 0.153 | 3.553
Estifanosea(358) | 1.355 1.222 0.108 | 3.907

(370)

(373)

(376)

Estifanosea(370 1.427 1.560 0.151 | 5.921
Estifanosea(373 2.170 2.097 0.253 | 6.189
Estifanosea(376 1.584 1.540 0.056 | 5.921

Tabella 4.4: Dati tortuosita relativi a soggetti malati

Confrontando i valori medi e i valori minimi delle due classi di immagini, non si riscontrano
sostanziali differenze per quanto riguarda la tortuosita. Considerando invece i valori massimi si
notano sostanziali differenze. I soggetti malati presentano valori nettamente superiori rispetto ai

soggetti sani.

’ | Densita fenomeno Beading (n°pizel/pum) |

Media | Std dev | Min Max

Tutti i soggetti (N=21) | 0.749 0.32 0.081 1.336
Soggetti sani (N=12) 0.806 0.371 | 0.081 1.336

Soggetti malati (N=9) | 0.702 0.248 | 0.234 0.944

Tabella 4.5: Dati relativi al fenomeno del Beading

Osservando i dati ricavati della Tabella 4.5, si pud notare come il fenomeno del Beading
sia inferiore in media nei soggetti diabetici di circa un 10% . Questi dati vengono confermati
dal fatto che i soggetti affetti da diabete possiedono fibre nervose con una minore capacita di
invaginare mitocondri e vescicole rispetto alle fibre nervose corneali di soggetti sani. Il minor

numero di vescicole e mitocondri invaginati suggerisce che ci potrebbe essere minor rilascio di
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sostanze extracellulari a livello corneale andando ad intaccare i compiti biologici adibiti alla
cornea. La presenza di vescicole, mitocondri, e glicogeno nelle fibre nervose dello stroma e
dell’epitelio indicano che i trasmettitori, probabilmente di origine sensoriale, innervano la cornea
umana. Grazie a questi dati si pud concludere che tutti i tipi di cellule come cellule epiteliali e
mitocondri essendo entrambi invaginati dalle fibre nervose sono direttamente innervate. Questi
risultati implicano che la densita delle fibre nervose, la diminuzione in lunghezza e 'aumento
dei valori massimi della tortuositd di ogni nervo corneale, sono correlate con la malattia del
diabete, ed eventualmente, possono spiegare le manifestazioni cliniche di complicanze corneali
in forma grave della retinopatia diabetica. Da sottolineare il fatto che il diabete causa anche
una diminuzione di sensibilita nella cornea. Tuttavia, non é ancora chiaro se questa diminuzione
di sensibilita sia dovuta all’alterazione delle fibre nervose corneali. E’ dimostrato anche come
cambiamenti nella cornea che si manifesterebbero con ’avanzare dell’etd, sono accelerati dal
diabete.

Per sostenere le ipotesi avanzate in questo elaborato devono essere realizzati ulteriori studi.
Sicuramente, le osservazioni presentate fungono da ulteriore sostegno rispetto alla tesi che il
diabete ha un impatto significativo sulla integritd dei nervi corneali. Il metabolismo epiteliale
corneale, ’adesione cellulare e la guarigione delle ferite dipendono da una adeguata innervazione
corneale. In virtu del mio studio, non si pud dimostrare direttamente che i cambiamenti epiteliali
corneali sono attribuibili principalmente alla modifica del nervo. Tuttavia, questa tesi fornisce la
prova che i cambiamenti dell’innervazione corneale sono possibili predittori dell’insorgere della

retinopatia diabetica.

4.2 (QOsservazioni e conclusioni

L’algoritmo proposto per l'individuazione e per il calcolo di parametri clinici riguardanti le fi-
bre nervose della cornea é totalmente automatico e non richiede l'intervento di nessun utente.
Con questa applicazione, in 0.61 secondi con linguaggio MATLAB vengono calcolati importanti
parametri clinici come lunghezza, tortuosita, densita dei nervi e infine il fenomeno del Beading.
Le performance dell’algoritmo in generale sono condizionate dalla qualitd dell’immagine. Lumi-

nosita, contrasto tra fibre nervose e sfondo e infine rumore, possono condizionare la rilevazione



26 CAPITOLO 4. RISULTATI

automatica. Da sottolineare anche la presenza di altre strutture cellulari all’interno dell’im-
magine digitale, cellule epiteliali e cheratociti, potrebbero essere erroneamente riconosciuti come
piccoli segmenti di nervo oppure potrebbero essere riconosciuti come fenomeno di Beading. Un
attento settaggio del microscopio confocale, e un accurato allinemento dell’occhio non possono
far altro che migliorare le performance. In vista di una futura applicazione clinica, sarebbe utile
dare la possibilita all’utente di scegliere alcuni parametri, come ad esempio la scelta della soglia

per 'individuazione del fenomeno del Beading.
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