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RESUMEN

Resumen:

La tomografia de coherencia optica (OCT) es una técnica de diagnostico por imagen no
invasiva basada en el principio de interferometria de baja coherencia. La OCT es
ampliamente utilizada en oftalmologia ya que captura la estructura interna de la retina y
permite monitorizar su posible dafio. Un ejemplo de su uso en oftalmologia se encuentra en
el estudio del glaucoma. El glaucoma es la principal causa de ceguera en todo el mundo.
Esta enfermedad se caracteriza por causar un dafio estructural y funcional progresivo en la
cabeza del nervio Optico retiniano, lo que se traduce en la pérdida de espesor de algunas de
las capas retinianas, entre ellas la capa de fibras del nervio optico (RNFL), que es el objeto
de estudio en este trabajo. El estudio del glaucoma en modelos animales es fundamental para
entender su sintomatologia y estudiar los posibles firmacos que pueden ser efectivos en esta
enfermedad. Diversas técnicas se han utilizado para la estimulacion del glaucoma en
modelos animales. Entre ellas destaca la inyeccion de endotelina—1 (ET-1) y la de N-metil-
d-aspartico, cominmente denominada como NMDA. El principal objetivo de este TFG
reside en el desarrollo de algoritmos que permitan identificar el dafio retiniano causado por
los farmacos ET-1 y NMDA en modelos de roedores. De esta forma, se identificara qué
farmaco es mas efectivo para la estimulacion del glaucoma y, mediante algoritmos de
machine learning, se llevard a cabo una distincion entre sujetos control y aquellos a los que
se le ha inducido glaucoma. Para ello, se partird de varias bases de datos de retina de roedores
que seran segmentadas con métodos automaticos con el objetivo de disponer la capa RNFL

de la retina para su posterior analisis.

Palabras Clave: tomografia de coherencia Optica, glaucoma, capa de fibras del nervio dptico,
endotelina—1, N-metil-d-aspartico
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RESUM

Resum:

La tomografia de coherencia optica (OCT) és una tecnica de diagnostic per imatge no
invasiva basada en el principi de interferometria de baixa coheréncia. La OCT és ampliament
utilitzada en oftalmologia ja que captura I'estructura interna de la retina i permet monitorar
el seu possible mal. Un exemple del seu Us en oftalmologia es troba en I'estudi del glaucoma.
El glaucoma és la principal causa de ceguesa a tot el mon. Aquesta malaltia es caracteritza
per causar un mal estructural i funcional progressiu al cap del nervi optic retiniano, la qual
cosa es tradueix en la pérdua de grossaria d'algunes de les capes retinianas, entre elles la
capa de fibres del nervi optic (RNFL), que és I'objecte d'estudi en aquest treball. L'estudi del
glaucoma en models animals és fonamental per a entendre la seua simptomatologia i estudiar
els possibles farmacs que poden ser efectius en aquesta malaltia. Diverses tecniques s'han
utilitzat per a I'estimulacié del glaucoma en models animals. Entre elles destaca la injeccio
de endotelina—1 (ET-1) i la de N-metil-d-aspartic, comunament denominada com NMDA.
El principal objectiu d'aquest TFG resideix en el desenvolupament d'algorismes que
permeten identificar el mal retiniano causat pels farmacs ET-1 i NMDA en models de
rosegadors. D'aquesta forma, s'identificara quin farmac és mes efectiu per a I'estimulacio del
glaucoma i, mitjancant algorismes de machine learning, es dura a terme una distincio entre
subjectes control i aquells als quals se li ha induit glaucoma. Per a aix0, es partira de diverses
bases de dades de retina de rosegadors que seran segmentades amb métodes automatics amb
I'objectiu de disposar la capa RNFL de la retina per a la seua posterior analisi.

Paraules clau: tomografia de coheréncia Optica, glaucoma, capa de fibres del nervi oOptic,
endotelina—1, N-metil-d-aspartic
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ABSTRACT

Abstract:

Optical coherence tomography (OCT) is a non-invasive imaging technique based on the
principle of low coherence interferometry. OCT is widely used in ophthalmology since it
captures the internal structure of the retina and allows monitoring of its possible damage. An
example of its use in ophthalmology is found in the study of glaucoma. Glaucoma is the
leading cause of blindness worldwide. This disease is characterized by causing progressive
structural and functional damage to the head of the retinal optic nerve, which results in the
loss of thickness of some of the retinal layers, including the retinal nerve fiber layer (RNFL),
which is the object of study in this project. The study of glaucoma in animal models is
essential to understand its symptoms and to study the possible drugs that may be effective in
this disease. Various techniques have been used for the stimulation of glaucoma in animal
models. Notable among these is the injection of endothelin — 1 (ET-1) and that of N-methyl-
d-aspartic acid, commonly called NMDA. The main objective of this Bachelor Thesis lies in
the development of algorithms to identify retinal damage caused by the ET-1 and NMDA
drugs in rodent models. In this way, we will identify which drug is most effective in
stimulating glaucoma and, through machine learning algorithms, a distinction will be made
between control subjects and those who have been induced glaucoma. To do this, several
rodent retina databases will be used, which will be segmented with automatic methods in
order to arrange the RNFL layer of the retina for subsequent analysis.

Keywords: optical coherence tomography, glaucoma, retinal nerve fiber layer, endothelin-1, N-
methyl-d-aspartic
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imagenes OCT de retina

1.1 Motivacion y descripcion del problema

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) méas de 2200 millones de personas en todo el
mundo tienen algun tipo de problema ocular, lo que supone un 28% de la poblacion [1].

Entre las enfermedades oftalmoldgicas més frecuentes se encuentra el glaucoma, que es el segundo
motivo de ceguera a nivel mundial [2]. Esto demuestra la importancia del estudio continuo de esta
enfermedad, sus posibles tratamientos, asi como la investigacion para realizar un diagnéstico
temprano ya que, a pesar de que no puede repararse el dafio, se puede frenar su evolucion.

El glaucoma es una enfermedad crénica que actualmente tiene tratamiento. Aun asi, el estudio de
nuevos farmacos es necesario para mejorar la calidad de vida de los pacientes, en el sentido de
encontrar un farmaco que tenga mejor adherencia, poco o ningun efecto adverso, con las menores
contraindicaciones posibles y con rapidez de actuacién [3]. En este contexto surge la
experimentacion animal, que tiene como objetivo la creacion de conocimiento cientifico que
posibilite una mejora en la calidad de vida humana [4]. En este caso, la experimentacidn con roedores
es necesaria en el estudio del glaucoma, ya que permite analizar la evolucidn de la retina dafiada en
un organismo vivo para desarrollar terapias farmacoldgicas nuevas. Por tanto, la experimentacién
animal es esencial ya que estos ensayos no pueden realizarse directamente en humanos por cuestiones
éticas y de salud [5].

La Tomografia de Coherencia Optica (OCT) es una herramienta imprescindible en el &mbito clinico
y de la investigacion, que ha revolucionado el estudio por imagen en el area de la oftalmologia [6].
La OCT es una técnica de diagnéstico no invasiva, que mediante luz infrarroja penetra en las
diferentes capas de tejidos como la retina, obteniendo imagenes OCT de su estructura. Estas
imagenes son esenciales para la investigacion de enfermedades oftalmolégicas, asi como para que
los especialistas, tras su andlisis, puedan realizar un diagndéstico precoz.

Por todo lo descrito anteriormente, en este trabajo se pretende disefiar y desarrollar sistemas de
identificacion del dafio retiniano en imagenes OCT. Para ello, se ha inducido glaucoma en roedores
mediante la utilizacion de los farmacos endotelina-1 (ET-1) y N-methyl-d-aspartate (NMDA). De
este modo, se busca identificar qué farmaco es mas efectivo para la estimulacion del glaucoma en un
modelo animal para posteriormente, estudiar nuevas terapias que aporten valor afiadido a esta
enfermedad oftalmoldgica.

1.2 Marco del proyecto

El presente trabajo se enmarca dentro del proyecto “Glaucoma — Advanced, LAbel-free High
resolution Automated OCT Diagnostics” (GALAHAD). Se trata de un proyecto de investigacion
coordinado por Andrew Robertson, organizado por Gooch and Housego (Torquay) y en el que
coopera CVBLab (Computer Vision and Behavoir Analysis Lab), un grupo de investigacion de la
Universidad Politécnica de Valencia. Este proyecto esta subvencionado por el programa de la Unién
Europea Horizon 2020, que financia proyectos de investigacion e innovacion de diferentes &mbitos
dentro del entorno europeo, para el periodo 2016-2020 [7].

El objetivo de GALAHAD reside en mejorar los sistemas de diagndstico que se utilizan hoy en dia
en la deteccidn del glaucoma. Actualmente, para diagnosticar esta enfermedad es necesario medir la
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presién intraocular, realizar pruebas de campo visual y detectar dafio estructural tanto en la cabeza
del nervio dptico como en las fibras nerviosas de la retina. Esta Gltima prueba no puede realizarse
con precision debido a la poca resolucion de las tecnologias disponibles, lo que da lugar a una gran
cantidad de falsos positivos o falsos negativos. Ademas, la OCT es el candidato ideal para lidiar con
los problemas mencionados, sin embargo, la resolucion axial de los sistemas comerciales actuales es
de 3-5 um, frente a la resolucién requerida de 1 pm.

Asi pues, el propdsito de este proyecto es desarrollar un sistema de diagnéstico de OCT compacto,
de alta resolucion y de facil manejo [8]. Este sistema pretende incorporar, como uno de sus elementos
innovadores, algoritmos automatizados que permiten cribar el glaucoma. Por ello, una vez se
desarrolle, se podran reducir los falsos positivos y falsos negativos, generando un diagnéstico mucho
mas fiable que el actual.

Dado que la funcion del grupo de investigacion CVBLab dentro de este proyecto es disefiar y
desarrollar algoritmos para emplearlos en imagenes OCT, el objetivo de este trabajo es desarrollar
sistemas de identificacion y clasificacion de glaucoma inducido aplicados a imagenes OCT de retina
de roedores.

1.3 Objetivos del proyecto

El objetivo principal del trabajo consiste en desarrollar algoritmos que permitan identificar el dafio
retiniano en roedores causado por los farmacos ET-1 y NMDA, a partir del analisis de los grosores
de las principales estructuras retinianas en imagenes OCT, y evaluar cual de estos es mas efectivo
para la induccion del glaucoma.

Para conseguir este objetivo general, se deben seguir los siguientes objetivos especificos:

1. Obtener y adecuar las imagenes OCT que son objeto de estudio para poder utilizarlas.

2. Implementar una aplicacién para modificar manualmente la segmentacion de las estructuras

objetivo en las iméagenes OCT de interés.

Calcular el grosor de las estructuras retinianas bajo estudio.

Realizar un analisis estadistico de las bases de datos retinianas para analizar si hay cambios
significativos en el grosor de las estructuras objetivo antes y después de inyectar cada uno
de los farmacos.

5. Realizar una particion de datos para garantizar la robustez de los modelos desarrollados. Esta
particion no puede ser aleatoria, sino que tiene que desarrollarse para que los grosores de las
imagenes que corresponden a un roedor no se empleen para entrenar y validar en la misma
iteracion. De este modo se asegura la fiabilidad del modelo.

6. Desarrollar un sistema de clasificacion basado en redes neuronales que permita identificar el
glaucoma inducido en roedores.

7. Evaluar y sacar conclusiones de los resultados obtenidos comparandolos con aquellos
presentes en el estado del arte en la manera que sea posible.

8. Identificar y describir los problemas y limitaciones encontrados y, proponer posibles mejoras
para investigaciones futuras.
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1.4 Guia de la memoria

En el capitulo 2 se efectia una revision bibliogréfica general de los aspectos anatémicos y
tecnolégicos relacionados con este trabajo. En primer lugar, se explica la anatomia del ojo, detallando
las diferentes capas que conforman la retina, pues es el tejido bajo estudio en este trabajo. A
continuacion, se expone el glaucoma como enfermedad oftalmoldgica, asi como su posible
tratamiento en ratas. Por Gltimo, se explican los fundamentos de la técnica de diagndstico utilizada,
la OCT.

En el capitulo 3 se menciona tanto el material como la metodologia empleada para desarrollar
algoritmos que permitan identificar el dafio retiniano causado por los farmacos ET-1 y NMDA.

En el capitulo 4 se muestran los resultados obtenidos con las técnicas implementadas para la
identificacion del dafio en la retina.

En el capitulo 5 se recogen las conclusiones mas importantes que se han obtenido del trabajo, asi
como las posibles lineas futuras dentro del marco del proyecto.
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2.1 Ojo

El sistema visual humano es el encargado de construir imagenes momentaneas tridimensionales de
multitud de tonalidades, mediante la transformacion de la energia luminica, que viaja desde la cérnea
hasta la retina, a impulsos nerviosos gque se transmiten hasta la corteza visual.

El ojo esta formado por el parpado, el globo ocular, los misculos oculares externos y el aparato
lagrimal. El globo ocular tiene una forma esférica, rota en su cavidad orbitaria y que mantiene su
colocacion con la ayuda de los musculos externos [13]. Su peso y su diametro antero-posterior, en
condiciones normales, es de 7,5 gramos y 24 mm, respectivamente [9]. En la Figura 1, se muestran
las estructuras anatbmicas mas importantes del globo ocular.

ESCLEROTICA
COROIDES

CUERPO CILIAR
/ RETINA

CRISTALINO
IRIS

FOVEA

PUPILA P

CORNEA — - il SANGUINEOS
/ PUNTO CIEGO

HUMOR

Al NERVIO OPTICO

LIGAMENTO DE
SUSPENSION DE
LA LENTE

HUMOR VITREO

Figura 1. Estructuras anatémicas mas importantes del globo ocular. Imagen adaptada de [14].

El interior del globo ocular se compone de la cdmara anterior, de la camara posterior y de la cAmara
vitrea. Estas estructuras estan delimitadas por la estructura externa del globo ocular, y albergan
diferentes liquidos. La cdmara anterior se encuentra entre la cérneay el iris. La camara posterior, que
es una lente biconvexa de +22 dioptrias, se extiende desde el iris hasta el cristalino. Ambas cavidades
tienen dentro humor acuoso, un liquido transparente encargado de mantener la presion intraocular
(P10) necesaria para el tono y las funciones oculares, asi como para la nutricion y oxigenacién del
cristalino y de la cérnea, ya que no disponen de riego sanguineo propio [9]. Por dltimo, la camara
vitrea es la zona comprendida entre el cristalino y la retina, y esta rellena de humor vitreo, un gel
transparente y avascular que ayuda en el metabolismo y en el mantenimiento del aspecto del globo
ocular [11].

La estructura externa del globo ocular (véase Figura 2) se divide en tres capas: la exterior, la
intermedia y la interna, que se explican a continuacion.
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Figura 2. Capas externas del globo ocular y partes que las forman. (a) Capa externa, (b) capa media o Uvea,
(c) capa interna.

e Capa externa.
Es la capa mas externa del ojo y esta constituida por la cérnea y la esclerdética.

o Cornea: es la capa méas externa por lo que actla como capa protectora del polo
anterior del ojo frente a traumatismos e infecciones. Se trata de una lente
convergente, ya que tiene una curvatura regular, y a travées de ella accede la luz ya
gue es transparente. Estd formada histol6gicamente por el epitelio anterior, la
membrana de Bowman, el estroma, la membrana de Descemet y el endotelio.

o Esclerotica: se sitUa posteriormente a la cornea. Esta cubierta por la conjuntiva, una
membrana transparente que lubrica el ojo, originando mucosidad y lagrimas. La
esclerotica esta constituida por fibras elésticas, que, al ser tan resistentes, convierten
a la escleroética en la capa protectora del polo posterior ocular y, ademas, mantienen
la forma del ojo [10].

e Capa media o Gvea.

Esta capa contiene muchos vasos sanguineos encargados de nutrir al ojo. En la parte anterior
de esta capa se encuentra el iris, con fibras musculares que dilatan y contraen la pupila,
regulando de este modo la cantidad de luz que entra a través de ella. En la parte intermedia,
se localiza el cuerpo ciliar, donde se encuentra el musculo ciliar que, al contraerse, provoca
la relajacion del ligamento suspensorio del cristalino y su abombamiento, dando lugar a la
acomodacion del ojo [9]. Por ultimo, en la parte posterior, aparece el coroides, una capa
vascular responsable de suministrar oxigeno y nutrientes a la retina.

e Capa interna o retina.

Esta capa es una prolongacion del sistema nervioso central y esta conectada con el cerebro
gracias al nervio Optico. Las funciones de la retina son recoger, elaborar y transmitir cada
estimulo visual lo que permite la formacién de la imagen [13]. Se encuentra entre la coroides
y el humor vitreo y, se puede visualizar en el fondo del ojo como una zona transparente y
rojiza.
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La retina tiene dos tipos de células fotorreceptoras, conos y bastones, que se encargan de absorber la
energia luminica y transformarla en impulsos nerviosos. Los conos se ocupan de la vision diurna, la
percepcion del color y los detalles finos, mientras que los bastones son los responsables de la visidn
en condiciones de baja luminosidad [13]. En la parte central de la retina, se localiza la macula, un
area con forma oval que alberga aproximadamente el 50% de los conos, y donde tiene lugar la mayor
parte de la fotorrecepcion. En el centro de la méacula se encuentra la févea, la zona de la retina de
mayor agudeza visual, debido a que en ella figura la mayor proporcion de conos [9]. Otra zona
importante de la retina es el disco ptico. En él no hay fotorreceptores debido a que esta es la zona
de entrada del nervio Optico, por lo que actia como un punto ciego en el campo visual (véase Figura
3). A través del disco dptico transcurren la arteria y la vena centrales de la retina [13].

Figura 3. Fondo de ojo humano izquierdo. Imagen adaptada de [15].

Dado que la retina es la capa mas afectada por el glaucoma y el presente TFG se centra en el estudio
de esta enfermedad, se va a detallar en profundidad las 10 capas que la conforman (véase Figura 4),
y que de mas a menos externas son:

e Epitelio pigmentario de la retina (RPE): capa de la retina formada por células
pigmentarias, cada una se relaciona con los segmentos externos de 15 o 20 receptores. Sus
funciones son regular el medio extracelular y actuar como metabolismo del pigmento visual,
degradando los fragmentos externos de los fotorreceptores. Esta separada de la coroides por
la Membrana de Bruch (MB).

e Capa de células fotorreceptoras: es la capa formada por la porcion externa de los
fotorreceptores (conos y bastones), que se extienden hasta la plexiforme externa (OPL). Aqui
comienza la neurotransmision vertical, que se dirige a la célula bipolar (1° neurona de la via
Optica), conecta con los fotorreceptores por sus expansiones externas y con las células
ganglionares por sus expansiones internas) y después a las células ganglionares (2° neurona
de la via dptica, sus axones forman las fibras del nervio 6ptico).
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Membrana limitante externa (OLM): formada por la union entre las células de Muller
(células gliales) y los segmentos internos de los fotorreceptores.

Capa nuclear externa (ONL): compuesta por los nlcleos de los fotorreceptores.

Capa plexiforme externa (OPL): se produce la sinapsis de los fotorreceptores con las
células bipolares y las células horizontales (células de asociacion horizontal).

Capa nuclear interna (INL): compuesta por los nicleos de las células bipolares, las
horizontales y las amacrinas (células de asociacion horizontal).

Capa plexiforme interna (IPL): aqui ocurre la conexién de las células bipolares con las
células ganglionares y las amacrinas.

Capa de células ganglionares (GCL): formada por los ntcleos de las células ganglionares.
Capa de las fibras del nervio optico (RNFL): formada por los axones de las células
ganglionares, que forman el disco Optico y se mielinizan en la cabeza del nervio Optico.
Actua como la via comun final en el flujo de informacion visual al nervio dptico.
Membrana limitante interna (ILM): es una fina membrana que separa el humor vitreo de
las fibras nerviosas.

Capas de la retina Células
Capa de fibras del e ' % \Membrana limitante

nervio optico (RNFL) &l

interna (ILM)

Axones en la superficie
retiniana pasando via
el nervio oOptico

Capa de células
ganglionares (GCL)

Capa plexiforme
interna (IPL)

Células ganglionares

Células de Miiller
(células gliales de soporte)

Capa nuclear
interna (INL)

Células bipolares

. Células amacrinas
Capa plexiforme
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Baston

Capa nuclear Cono

externa (ONL) Células pigmentarias

; del ids
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pxgntl_entaa% faif la e Membrana de Bruch
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Figura 4. Esquema de las diferentes capas de la retina, asi como los distintos tipos de células
presentes. Imagen adaptada de [16].
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2.2 Glaucoma

El glaucoma es una neuropatia 6ptica considerada como la segunda causa de ceguera en el mundo
después de la retinopatia diabética [2]. La Sociedad Europea de Glaucoma afirma la existencia de
diferentes clasificaciones y arbitrariedad en el glaucoma. Para catalogarlo, es necesario considerar
los siguientes factores: tipo de angulo iridocorneal, angulo formado entre la periferia de la cornea y
el iris, campo visual, nivel de PIO, morfologia de la papila y alteraciones asociadas, tanto oculares
como sistémicas.

Dentro de los diferentes tipos de glaucoma, el méas frecuente es el glaucoma cronico simple o
glaucoma primario de angulo abierto (GPAA), una neuropatia @ptica cronica progresiva
caracterizada por presentar alteraciones morfoldgicas en el disco Optico y en la RNFL. Sus
principales efectos se traducen en la muerte progresiva de células ganglionares retinianas, lo que
conlleva el adelgazamiento de la capa de fibras nerviosas de la retina (RNFL), y la pérdida del campo
visual. Esta patologia afecta al 1% de la poblacion, y su prevalencia se incrementa con la edad, siendo
superior al 5% por encima de los 75 afios. La evolucion del GPAA es lenta, gradual y generalmente
asintomatica, por lo que es importante la deteccidn precoz de esta enfermedad. El analisis de la capa
RNFL peripapilar es el protocolo de escaneo mas eficaz para el diagnostico precoz del glaucoma y,
por tanto, en el que se centra este proyecto.

El glaucoma se produce por una obstruccion en la malla trabecular o canal de Schlemm (Figura 5)
que dificulta el drenado del humor acuoso originando un aumento de la presién intraocular, que es
la responsable del dafio en la cabeza del nervio 6ptico y en las fibras nerviosas de la retina. Aunque
una PIO elevada es el factor de riesgo mas importante, existen otros factores como los vasculares
(flujo sanguineo en la cabeza del nervio éptico), factores genéticos, miopia, susceptibilidad de las
células ganglionares retinianas o la estructura anatémica del disco 6ptico que también tienen un papel
importante en el desarrollo del glaucoma. Estos factores conducen a un agravio axonal, que deriva
en la pérdida de células ganglionares y fibras nerviosas.

Canal de Schlemm A Tars e

Venas Schlemm ™\~

epiesclerales

Malla
trabecular

Figura 5. Estructuras mas importantes en la circulacién del humor acuoso en el interior del ojo (canal de
Schlemm, malla trabecular, angulo iridocorneal). Imagen adaptada de [17].

Cuando se realiza el diagnostico del glaucoma mediante el analisis del campo visual, en el que se
detectan alteraciones en la perimetria del campo visual, ya se han perdido multitud de fibras nerviosas
pues la deteccion de la pérdida del campo visual requiere la muerte de un 25-35% de células
ganglionares. Es por ello por lo que interesa desarrollar nuevas técnicas que consigan realizar un
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diagnostico precoz de la enfermedad. De esta forma surge la tomografia por coherencia 6ptica (OCT),
una técnica que permite observar el interior de la retina de forma no invasiva basandose en el
principio de interferometria. Gracias a la OCT, el glaucoma puede ser detectado evaluando el disco
optico y cuantificando el espesor de la RNFL, puesto que una disminucién del grosor de esta capa
indica una progresion en la enfermedad.

En este contexto surge la necesidad de estudiar el glaucoma en modelos animales, en este caso en
modelos roedores, ya que es necesario analizar la evolucion de la retina en un organismo vivo durante
el desarrollo de esta enfermedad para generar terapias farmacoldgicas nuevas y estudiar sus posibles
efectos. Dado que estos ensayos no pueden realizarse directamente en humanos por cuestiones éticas
y de salud, la experimentacion animal es un proceso fundamenta en investigacion oftalmologica [5].

2.3 Induccion del glaucoma en roedores

Como se ha comentado anteriormente, el glaucoma provoca la degeneracién y muerte de las células
ganglionares y de las fibras nerviosas de la retina. Al estar esta estructura aislada en el globo ocular,
se puede inducir su alteracion mediante la inyeccidn de farmacos en el vitreo sin afectar al resto del
Sistema Nervioso Central.

Existen dos técnicas experimentales que inducen el glaucoma en roedores: induccién de la
hipertension ocular e induccién de la muerte de las células ganglionares (CGR). Tras realizar una
revision del estado del arte, se ha podido comprobar que los métodos mas utilizados para la induccion
del glaucoma son, por un lado, el &cido hialurénico y suero salino hiperténico (inducen la
hipertension ocular) y, por otro lado, los farmacos N-metil-D-aspartico (NMDA) y endotelina-1
(inducen la muerte de las CGR) [34]. La ventaja que presenta la induccion de muerte de las CGR
frente a la induccidn de la hipertension ocular es que dafia las CGR sin alterar la P10, ya sea dafiando
el nervio 6ptico mecanicamente, induciendo isquemia transitoria o mediante la inyeccidn intraocular
de agentes toxicos.

En este trabajo se van a estudiar diferentes bases de datos de ratas, en las que el glaucoma ha sido
inducido mediante la inyeccién de endotelina-1 (ET-1) o de N-methyl-d-aspartate (NMDA).

La ET-1 es un péptido vasoconstrictor producido por las células endoteliales vasculares [33]. Se ha
demostrado que un nivel de ET-1 elevado en el organismo esté asociado al glaucoma, ya que al ser
un vasoconstrictor reduce el riego sanguineo ocular, lo que provoca la isquemia en la retina y el dafio
de las células ganglionares [34]. Por lo tanto, la inyeccion intravitrea de este péptido de forma
artificial en roedores, al reducir su flujo sanguineo ocular y provocar una isquemia parcial de la
retina, dafia el transporte axoplasmatico, generando una pérdida en el grosor de las capas de CGR y
RNFL vy, por tanto, provoca las mismas condiciones que se dan en el glaucoma [20].

El NMDA es un aminodcido receptor del glutamato, el principal neurotransmisor excitatorio del
cerebro, y ademas un agente excitotoxico. En el estudio [32] se asocia la excitotoxicidad del
aminoacido al glaucoma. Por tanto, la administracion intravitrea de NMDA en roedores imita el
mecanismo de excitotoxicidad percibido en pacientes glaucomatosos. Este mecanismo activa un
exceso de enzimas que provocan un dafio en diferentes estructuras celulares [21], la apoptosis de las
CGR y la degeneracion de las fibras nerviosas tanto en raton como en rata [33].
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Uno de los objetivos de este trabajo es analizar el dafio retiniano que produce tanto el ET-1 como el
NMDA en ratas, con el fin de estudiar cual de estos dos farmacos es capaz de simular mejor las
condiciones que se dan en el glaucoma.

2.4 Tomografia de Coherencia Optica (OCT)

La tomografia es una técnica de registro por imagen cominmente utilizada para la obtencion de
iméagenes anatdmicas que corresponden a un plano especifico del cuerpo humano. En la actualidad,
existen muchos tipos diferentes de tomografia, como la tomografia de rayos X, la tomografia por
resonancia magnética, la tomografia por emision de positrones, la tomografia axial computerizada
(TAC) o la tomografia Optica. La biomedicina es el campo en el que son mas habituales estas
técnicas, puesto que permiten diagnosticar enfermedades o lesiones a partir de la imagen obtenida,
de manera poco o nada invasiva, en funcidn de la técnica que se utilice.

La tomografia Optica es una técnica que en los Gltimos afios esta adquiriendo gran valor en el estudio
de estructuras anatomicas, especialmente transparentes como el 0jo. Esto se debe a que al ser una
técnica que utiliza energia luminosa para obtener las imagenes, es mas facil obtener una imagen de
tejidos poco opacos.

Segun [25], en tomografia Optica se distinguen dos tipos:

e Tomografia Optica difusa (DOT): se basa en la propagacion difusa de fotones, tanto
espacial como temporalmente. La luz se modula y se lanza contra la muestra de interés,
donde se dispersa. Cuando la sefial transmitida es captada, ésta es procesada mediante
modelos de proyeccion hacia atras, de perturbacién o de optimizacién no lineal, obteniendo
la imagen.

e Tomografia 6ptica por difraccion (ODT): se basa en el “scattering”, un fendmeno que
consiste en que una particula, tras recibir energia y absorber una parte, extrae otra parte de
la energia que se desvia hacia todas direcciones. Este efecto provoca que la luz adopte un
estado de polarizacion diferente al inicial. Las imagenes se obtienen a partir del teorema de
proyeccion de la difraccién de Fourier [24]. Un tipo de ODT particular es la tomografia de
coherencia dptica (OCT), la técnica de tomografia Optica de interés en este trabajo.

La tomografia de coherencia dptica es una técnica de diagndstico por imagen caracterizada por la
realizacion de cortes tomograficos micrométricos gracias a la luz que incide en el objeto de estudio.
Principalmente se utiliza para conseguir imagenes del cuerpo humano, aungue de forma mayoritaria
se emplea en tejido subcutdneo o transparente [24]. Es uno de los métodos de exploracion
imagenolégicos y de diagnostico principales en oftalmologia, un instrumento innovador ya que
permite estudiar, in vivo y sin dolor, estructuras tisulares que no podrian verse de manera
convencional [22]. La ventaja que presenta en oftalmologia es que la luz indice sobre el tejido
directamente, sin utilizar un transductor, permitiendo el estudio de estructuras oculares de forma no
invasiva [23]. Actualmente es un herramienta imprescindible en este campo para el diagnostico y el
control de enfermedades retinianas como el glaucoma.
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2.4.1. Principios de OCT

Dentro de las técnicas tomogréficas, la OCT es similar a la técnica de ultrasonidos para la obtencion
de iméagenes, exceptuando el modo de excitacion y, por consiguiente, el pardmetro a evaluar. En
lugar de medir ondas de presion sonora, se mide la intensidad de luz infrarroja. El punto a favor de
la OCT frente a los ultrasonidos es que estos Gltimos se ven limitados por su longitud de onda, ya
gue es demasiado alta, estableciendo su resolucién minima a 1 mm. La OCT, en cambio, utiliza una
longitud de onda minima (luz infrarroja), permitiendo una resolucion inferior a 10 um [25]. Por ello,
las imagenes de OCT son mucho mas nitidas, lo que mejora la visualizacion de los detalles mas finos.
En el campo de la oftalmologia, al permitir la obtencidn de imagenes en profundidad y con gran
resolucién, la OCT permite observar correctamente tanto el segmento anterior como el segmento
posterior del ojo. Estos aparatos de tomografia oftalmolégica se dividen en los que realizan imagenes
sobre el segmento anterior (cdrnea, cristalino) y los que la realizan sobre el segmento posterior del
0jo (retina, nervio Optico).

El funcionamiento de la OCT se basa en la interferometria de baja coherencia (LCI), que no necesita
contacto directo con la muestra de estudio [25]. Para aplicar la interferometria se necesita un
interferometro, en OCT se emplea el interferdmetro de Michelson. Este dispositivo estd compuesto
por una fuente de iluminacion, un divisor de haz (beam splitter), dos espejos y un detector (véase
Figura 6). Las propiedades de cada uno de estos componentes determinan el tipo de resultado de
interferencia que se obtiene en el dispositivo de salida (detector).

Espejo de muestra

(Espejo A)
Haz
de
referencia
(Er) Haz sefal ..
Fuentedeluz o, . o o o 7
FAvavavav \
Divisor
de haces |
- >
Espejo movil o
Ha_z de referencia
recombinado v (Espejo B)
T
=3
Detector

Figura 6. Esquema del funcionamiento del interferémetro de Michelson. Imagen adaptada de [26].

El interferdmetro Optico suma las ondas electromagnéticas de dos haces de luz. Esa fuente de luz
resultante (Coherent Light Source) se dirige al divisor de haces (beam splitter), donde se divide en
dos haces de luz. Uno de ellos es reflejado por el divisor, dirigiéndose al espejo de muestra (Espejo
A), actuando como rayo de referencia (Er); el otro haz atraviesa el divisor, reflejandose en el espejo
de referencia mavil (Espejo B), que en este caso sera el tejido a analizar, y actuando como rayo sefial
(Es). La luz de referencia es reflejada por el espejo A, pasando de nuevo por el divisor de haces; el
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rayo sefial es reflejado por el tejido, volviendo también al divisor. Ahi ambas luces se recombinan, y
se dirigen al detector. Por tanto, al detector llega un haz de luz recombinado de dos haces, con
diferente fase correspondiente a la diferencia en la distancia recorrida por cada haz.

Cuando la distancia entre los dos haces es la misma, las fases también lo son, logrando una amplitud
méaxima. Esto se consigue mediante una interferencia constructiva, en el que los campos eléctricos y
magnéticos de los dos haces se adicionan, dando como resultado un rayo mas intenso. De esta forma
se puede conocer a qué distancia se encuentra el tejido (en este caso cada capa de la retina) ya que,
si la distancia es igual y se sabe la distancia al espejo de referencia, se conoce también la distancia al
tejido. De este modo, al generar cada capa un reflejo que coincide en fase con el reflejo del espejo
de referencia, se obtiene la distancia a la que se encuentra cada estructura.

Gracias al fendmeno de interferometria se va generando una gréafica con las diferentes distancias en
las que se origina este fenémeno, se recoge la sefial y se construye un vector en modo axial lineal
(A-scan). Las imagenes bidimensionales de retina se forman sumando los A-scan, que se unen
formando una imagen bidimensional de barrido de OCT (B-scan). Un conjunto de B-scans puede ser
utilizado para construir un volumen 3D (3D-scan) [27], como puede verse en la Figura 7.

e

A-SCAN

3D-SCAN

Figura 7. Estructura de un volumen OCT. Imagen adaptada de [28].

De este a manera la OCT obtiene las imagenes de diferentes estructuras del cuerpo humano. Gracias
a que la interferometria emplea luz infrarroja, que es una fuente de luz con longitud de onda minima,
la OCT consigue imagenes de 1 um de resolucidn axial, que pueden ser utilizadas para el diagnéstico
de enfermedades, puesto que el nivel de detalle es muy fino. En el caso del glaucoma, la OCT
consigue iméagenes retinianas con una alta definicion de todas sus capas [22].

2.4.2. Técnicas de OCT actuales

Actualmente imperan dos técnicas de OCT: la primera se basa en un analisis en el dominio del tiempo
(TD-OCT) y la segunda se fundamenta en el dominio de Fourier (FD-OCT), y presenta dos subtipos:
el dominio espectral (SD-OCT) y la fuente barrida (SS-OCT) [29]. Estos ultimos estan sustituyendo
a los TD-OCT, ya que ofrecen mas ventajas en cuanto a velocidad de obtencidn de iméagenes y
sensibilidad.
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OCT en el dominio del tiempo (TD-OCT).

Esta técnica se basa en el interferometro de Michelson. El brazo de referencia se mueve
mecanicamente para lograr medir la profundidad del tejido. Cada escaneo del espejo
corresponde a la imagen de una capa de la muestra. La desventaja que presenta esta técnica
es que, al necesitar un movimiento constante del espejo de referencia, se limita la adquisicién
de A-scans a 400 por segundo como maximo; esto significa un limite de resolucion axial de
10 um. El haz de luz recombinado del reflejo del tejido y del espejo de referencia llega al
detector. Ahi se filtra la interferencia resultante y se almacena en un ordenador [30]. En la
Figura 8 se visualiza el esquema basico de esta técnica.
I Espejo de
Referencia

movible

/

Fuente de Luz de
Baja Coherencia

Divisor de haces

L 3

Y

[ | Procesamiento
| Detector > delasefial

A-Scans

L 4

Figura 8. Esquema basico del funcionamiento del TD-OCT. Imagen adaptada de [29].

OCT en el dominio de Fourier (FD-OCT).

En FD-OCT, el espejo de referencia se mantiene estacionario, lo que permite una
adquisicion mas rapida que TD-OCT. Como las sefiales de todas las capas se detectan
simultdneamente, también se mejora la relacion sefial / ruido. La distancia entre la fuente de
luz y el espejo es aproximadamente la misma que la distancia entre la fuente de luz y el
tejido. FD-OCT se subdivide en 2 modalidades dependiendo de la fuente de luz y el detector:

o OCT de dominio espectral (SD-OCT): esta técnica sustituyé a la TD-OCT. En Figura 9
se puede ver el esquema de esta técnica, que utiliza una fuente de luz de banda ancha y
cuyo detector se combina con un espectrémetro. El espectro optico recuperado se analiza
utilizando la transformada de Fourier. Al utilizar un espejo de referencia fijo, la
adquisicion de imagenes es mucho mas rapida, realizando entre 18.000 y 70.000 A-scans
por segundo. El espectémetro permite estudiar en profundidad la muestra, que mide los
ecos de luz de forma simultanea, convirtiendo los espectros obtenidos en datos de
profundidad, que son los que conforman el A-scan. Otra ventaja de la SD-OCT es la
disminucién de artefactos producidos por el movimiento ocular.

17



Disefio y desarrollo de sistemas de identificacion y clasificacion de glaucoma inducido aplicados a
imagenes OCT de retina

Espejo de
A Referencia
Fijo
/_ff*_—_"“—a.
Fuente de luz =
de banda ancha - x o
Dhivizor de haces|

L 4 - 1
I - ] Transformada
Espectometro — de Fougier _)I W

[ A-Scans .

Figura 9. Esquema basico del funcionamiento del SD-OCT. Imagen adaptada de [29].

o OCT de fuente barrida (SS-OCT): combina el dominio de Fourier con algunas ventajas
de la TD-OCT, aungue difiere de TD y SD-OCT por la naturaleza de la fuente de luz.
Con esta modalidad no se emplea un espectrometro, sino que se utiliza un laser de fuente
barrida, es decir, con longitud de onda sintonizable y con ancho de banda estrecho. De
esta forma permite barrer una banda estrecha con longitudes de onda distintas en el
tiempo. Esta variacién de la frecuencia en el tiempo consigue codificar distintos tiempos
de retardo de eco en el rayo de luz [26]. El patrén de interferencia espectral se detecta
mediante un detector simple (como el utilizado para TD-OCT) de alta velocidad, y
posteriormente se utiliza la transformada de Fourier para obtener las diferentes medidas
de los tiempos de retardo y las magnitudes del eco. La SS-OCT permite alcanzar una
velocidad de escaneo de 100.000 A-scans por segundos, ademas de incrementar la
relacion sefial/ruido.

2.4.3. Aplicacion clinica

En el &mbito de la oftalmologia, la aplicacion mas empleada de la OCT actualmente es la adquisicion
de iméagenes retinianas. La OCT permite a los oftalm6logos obtener imagenes transversales de esta
zona ocular, dando lugar a medidas objetivas y cuantitativas de su estructura [23]. De esta forma, es
posible visualizar cada una de las capas que conforman la retina, tal y como se puede observar en la
Figura 10.

El campo visible de la retina con OCT se corresponde con los 30° centrales [23]. Las imagenes
formadas son, en conjunto, una representacion del tejido en escala de grises, que va desde el color
blanco hasta el negro. Esto se debe a que el comportamiento de cada parte del tejido depende de su
reflectividad frente al haz de luz. Las zonas mas claras representan una alta reflectividad (zonas
hiperreflectivas), es decir, bloquean total o parcialmente el paso de la luz. Las zonas méas oscuras
significan baja reflectividad (zonas hiporreflectivas), resultando en tejidos con poca o nula resistencia
al paso de la luz.
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En la estructura retiniana, asi como en las zonas que la rodean, cada estructura tiene una reflectividad
diferente. De esta forma, se distinguen las diferentes partes de la retina segun si son hiperreflectivas
o0 hiporreflectivas [35]:

Zonas hiperreflectivas: ILM, RNFL y el complejo formado por el RPE y la porcién externa de las
celulas fotorreceptoras. Son zonas muy brillantes (zonas claras).

Zonas hiporreflectivas: GCL, IPL, OPL, ONL e INL, complejo formado por la parte interna y
nucleos de los fotorreceptores y humor vitreo. Son zonas méas oscuras, dejan pasar la luz. EI humor
vitreo es la zona mas hiporreflectiva, ya que al ser un liquido acuoso permite el paso completo del
haz.

Figura 10. Imagen OCT de la estructura retiniana segmentada por capas. Recuperada de [31].

La OCT puede ser adaptada para la adquisicién de imagenes de roedores con el objetivo de utilizarlas
en estudios de investigacion de enfermedades oftalmoldgicas, asi como en la evaluacion de diferentes
tratamientos. Como se ha mencionado anteriormente y como se explicara en secciones posteriores,
el estudio realizado en este proyecto se ha centrado en iméagenes de retina que pertenecen a roedores.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la retina humana presenta algunas diferencias respecto a
la retina de roedor. Por ejemplo, los roedores no presentan ni fovea ni macula. En cuanto al grosor
de las capas de la retina,

Sin embargo, se debe tener en cuenta que la retina humana y la de roedores presentan diferencias
significativas. Por ejemplo, los roedores no tienen macula ni fdvea y sus lentes son relativamente
maés grandes. Con respecto al grosor de las capas retinianas también existen diferencias, puesto que
la capa de células ganglionares (GCL) en roedores no se distingue visualmente (su grosor es de 2um
aproximadamente), mientras que en humanos sus valores ascienden a alrededor de 20-60um. Por el
contrario, la capa plexiforme interna (IPL), es relativamente méas gruesa que en la retina humana.
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3.1. Material

3.1.1. Bases de datos

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado dos bases de datos de imagenes OCT
pertenecientes a la retina de varios roedores. La primera base de datos esta compuesta por dos grupos
de ratas a las que se les ha inyectado ET-1 para la induccion del glaucoma; la segunda base de datos
estd formada por otro grupo de ratas a las que se les ha introducido NMDA con el mismo objetivo.

3.1.1.1. Bases de datos ET-1

Las imagenes OCT de roedores que conforman las bases de datos de ET-1 se adquirieron con el
equipo Micron IV (Phoenix Research Labs, Pleasanton, EE. UU) en distintos momentos temporales.
El Consejo Danés para la Experimentacién con animales dio el nimero de licencia: 2017-15-0201-
0121, con el que se concedio el permiso de experimentacion animal.

En concreto, se han utilizado dos entregas de una base de datos de ratas con glaucoma inducido
debido a la administracion de ET-1 a una concentracion de 500 pM. Las imagenes pertenecientes a
ambas entregas tienen un tamafio de 1024x1024 pixeles y una resolucién espacial de 0,9775
um/pixel.

En la primera entrega de la base de datos se realiza un seguimiento antes de suministrarles ET-1 (dia
0) y alos 3, 7y 14 dias después de su inyeccidn. En total, esta entrega esta formada por un conjunto
del0 ratas Sprague-Dawley de las que se adquirieron 129 imagenes. En la Tabla 1 se recogen el
namero de imagenes que forman esta entrega por rata y por fecha de adquisicién de la OCT.

ID DE LARATA NC°IMAGENES DIiA0O DIiA3 DIA7 DIiA14

C23 GP1A Al 16 4 4 4 4
C23 GP1A A2 17 4 5 4 4
C23 GP1A A3 16 4 4 4 4
C23 GP1A A4 16 4 4 4 4
C24 GP2B Al 16 4 4 4 4
C24 GP2B A2 16 4 4 4 4
C24 GP2B A3 16 4 4 4 4
C24 GP2B A4 4 4 0 0 0
C25 GP1A Al 8 4 4 0 0
C25 GP2B A3 4 4 0 0 0

Tabla 1. Numero de imagenes por rata y por fecha de adquisicion de la primera entrega de la base de datos de
ET-1.

La segunda entrega de la base de datos de ET-1 tiene un seguimiento del glaucoma inducido en el
dia0, en el dia 3y en el dia 7. Esta compuesta por 12 ratas y se conforma de un total de 115 iméagenes.
Al igual que en la entrega anterior, en la Tabla 2 se recogen el nimero de imagenes OCT por rata y
por fecha de adquisicion.
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ID DE LARATA N.CIMAGENES DIAO DIA3 DIA7

RATO001 7 5 2 0
RAT002 11 5 3 3
RATO003 10 S 3 2
RATO004 7 5 0 2
RATO005 11 5 2 4
RATO006 10 5 2 3
RATO007 11 4 4 3
RATO008 9 4 4 1
RAT009 14 5 4 5
RATO010 7 4 2 1
RATO011 10 3 4 3
RATO012 8 4 2 2

Tabla 2. Nimero de iméagenes por rata y por fecha de adquisicion de la segunda entrega de la base de datos de
ET-1.

En ambas entregas, las imagenes se obtienen formando un B-scan a partir de la adquisicion de A-
scans en la retina mediante exploraciones circulares ubicadas en diferentes posiciones del ojo tal y
como se observa en la Figura 11.

Figura 11. Posiciones en la que se han adquirido las imagenes de la base de datos de roedores.

3.1.1.2. Base de datos NMDA

Este conjunto de datos esta formado por un total de 10 volimenes de imagenes OCT que pertenecen
a 5 ratas diferentes. De cada rata se han adquirido dos volumenes, uno de ellos perteneciente al o0jo
del roedor en el que no se ha inyectado NMDA y otro que corresponde al ojo al que se le ha
administrado NMDA.. En este caso, se prepar6 una solucion 100 mM de NMDA en solucién salina
tamponada con fosfato estéril (PBS) y se inyectd intravitreamente en el ojo del ratén (inyectando 100
nmol por 0jo). Tras la inyeccién de NMDA en uno de los ojos de los roedores y pasados 7 dias, se
procede a sacrificar al animal. A continuacion, se extrajo la retina de cada ojo (control y glaucoma
inducido) y se introdujo en un gel de agarosa. Por tanto, a diferencia de la base de datos de ET-1
donde el anélisis se llevaba a cabo in-vivo, en este caso el estudio se realiza ex-vivo. Posteriormente,
se procedio a adquirir las imagenes de cada retina utilizando un equipo OCT en el dominio espectral
desarrollado por la Universidad de Minster, que participa en el proyecto GALAHAD.
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Cada volumen 3D-OCT adquirido tiene un tamarfio (nimero de imagenes B-scan) diferente, asi como
unas dimensiones de imagen y resoluciones distintas que figuran en la Tabla 3.

ID DE LA RATA TIEMPO DE N.° IMAGENES DIMENSIONES ~ RESOLUCION
ADQUISICION DEL VOLUMEN (pixeles) (um/ pixel)

180917-MOUSE 1 Antes (Control) 226 828 x 800 3.7500 x 1.3787

Después (NMDA) 216 828 x 800 3.7500 x 1.3787

180917-MOUSE 2 Antes (Control) 268 828 x 800 3.7500 x 1.3787

Después (NMDA) 214 828 x 800 3.1250 x 1.3787

181004-MOUSE 1 Antes (Control) 401 600 x 800 2.5336 x 1.3787

Después (NMDA) 431 572 x 800 1.6627 x 1.3787

181004-MOUSE 2 Antes (Control) 650 600 X 800 2.8767 x 1.3787

Después (NMDA) 521 600 x 800 2.8767 x 1.3787

191010-MOUSE Antes (Control) 402 600 X 750 4.000 x 1.2427

Después (NMDA) 501 600 X 750 4.000 x 1.2427

Tabla 3. Dimensiones y nimero de imagenes por rata y tiempo de adquisicion de los volimenes de ratas, antes
y después de inyectarles NMDA.

3.1.2. Hardware

El proyecto se ha desarrollado en un ordenador portatil con procesador Intel® Core ™ i7-3537U
CPU @ 2.00GHz 2.50 GHz, con memoria instalada (RAM) DE 8,00 GB. El sistema operativo es
Windows 10 de 64 bits, con un procesador x64. Ademas, tiene una tarjeta grafica NVIDIA GeForce
GT 720M.

3.1.3. Software

Para implementar los algoritmos propuestos y analizar los resultados en este trabajo se ha utilizado
el entorno de programaciéon MATLAB® v.R2018b. El software Matlab (MAtrix LABoratory) es una
aplicacidn creada para solucionar problemas relacionados con el campo cientifico y de la ingenieria,
basado en operaciones matriciales y utilizando un lenguaje de programacion propio. Se emplea en el
procesamiento de sefiales e imagenes, en el desarrollo de visién artificial y aprendizaje automatico,
robética, finanzas computacionales, y otros muchos campos. Tiene Interfaces para C/C++, Java®,
.NET, Python, SQL, Hadoop y Microsoft® Excel® y esta disponible para las plataformas Windows,
macOS, GNU/Linux y Unix [36].

Aunque con la instalacién de MATLAB ya viene integrada una amplia biblioteca de herramientas
(Toolbox) que permiten trabajar directamente con el programa, para la realizacion de este trabajo se
descargaron otras Toolbox como Bioinformatics Toolbox o Deep Learning Toolbox.

Por ultimo, también se ha utilizado la plataforma estadistica BM SPSS® Statistics (Statistical
Package for the Social Sciences) para la realizacion del analisis estadistico. Este software permite
comprender y analizar datos complejos y de gran tamafio, para asi resolver problemas de negocio e
investigacion o garantizar una toma de decision de alta calidad y precision [37].
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3.2 Métodos

En el siguiente apartado se explica la metodologia empleada para llevar a cabo el objetivo propuesto,
identificacion de glaucoma inducido en un modelo animal mediante la inyeccién de ET-1y NMDA.

3.2.1. Obtencion de grosores de la RNFL en la base de datos de ET-1

Tal y como se ha explicado en secciones anteriores, una de las capas mas importantes de la retina y
en la que tiene mas efecto el desarrollo del glaucoma es la RNFL. Es por ello por lo que el presente
proyecto se ha centrado en el estudio de esta capa. De esta forma, el primer paso para poder
discriminar las imagenes de los roedores en los que se ha inducido glaucoma consiste en obtener los
limites de la capa RNFL, asi como su grosor.

La base de datos que se ha utilizado para estudiar la induccion de glaucoma mediante la inyeccion
de ET-1 contaba con imagenes retinianas de roedores como la que aparece en la Figura 12 (a), en las
gue se distinguen las diferentes capas de la retina en funcién de los distintos niveles de grises.

A partir de estas imagenes se obtienen, mediante los mecanismos deep learning desarrollados en
[42], la segmentacion automatica de las capas mas importantes de la retina de todas las imagenes de
la base de datos. Estos métodos estan basados en algoritmos de segmentacion supervisados con los
que es posible obtener las capas de la retina mediante la extraccion de caracteristicas de las imagenes,
como se puede ver en la Figura 12 (b).

LM
= |PL-INL

Figura 12. Imagen OCT de la primera base de datos de ET-1. (a) Imagen OCT. (b) Imagen OCT con las
segmentaciones obtenidas mediante el método de deep learning desarrollado en [42].

La RNFL, que es la estructura bajo estudio, es la capa mas superior en la imagen, aparece limitada
por la membrana limitante externa (ILM) y la capa de células ganglionares (GCL).

Debido a que en estas bases de datos la estructura retiniana aparece en las imagenes con una
disposicion horizontal, se tiene para cada punto del eje X en la imagen un Unico valor en el eje Y de
cada capa. De este modo, calcular los grosores de la RNFL es muy sencillo una vez que se tiene
delimitada su superficie, y para ello se tiene que restar al limite superior de la capa el limite inferior
de ésta, para cada punto del eje X.

Grosor RNFL = capa 2 — capa 1; siendo la capa 1 la ILM y la capa 2 la GCL.

Una vez se obtienen los grosores, éstos se multiplican por la escala, que como se ha mencionado en
el punto 3.1 es de 0,9775 pum/pixel.
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Tras calcular los grosores de todas las imagenes, se procede a realizar un grafico de barras agrupado
por momentos temporales para cada roedor, en el que se analizan la media del grosor de la RNFL
para cada imagen. De este modo, se pretende visualizar de una manera sencilla la evolucion que tiene

cada rata con la inyeccion de ET-1.

A modo de ejemplo se muestran dos diagramas de barras de dos roedores, uno de cada entrega de la

base de datos de ET-1. En la Figura 13, se puede visualizar la evolucién del grosor de la RNFL en
un roedor de la primera entrega de la base de datos de ET-1, en el que para el dia 0, el dia 7 y el dia
14 de medicion se tomaron 4 imagenes, y para el dia 3 se obtuvieron 5 imagenes. En el caso de la
Figura 13, aparece representada la evolucion del grosor retiniano en un roedor de la segunda entrega
de la base de datos de ET-1, en el que para tanto el dia 0 como el dia 7 se tomaron 5 iméagenes, y para
el dia 3 se tomaron 4 iméagenes.
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|
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Figura 13. Evolucion del grosor de la RNFL. (a) Evolucién correspondiente al roedor C23 GP1A A2 a la

primera entrega de ET-1. (b) Evolucidn correspondiente al roedor Rat009 de la segunda entrega de ET-1.

Tras realizar los graficos de barras para analizar la evolucion de los grosores en estas bases de datos,

se procedid a construir una tabla Excel tanto para el grosor de la retina como para el grosor de la
RNFL de cada base de datos. En total se tienen 2 tablas en las que se recoge la media del grosor de

la capa en cuestion por roedor y tiempo de adquisicion (Tabla 4 y Tabla 5).

ID RATA DIAO DIA3 DIA7 DIiA14
(0m) (pm)  (pm) (pm)

C23 GP1A Al | 60,407 68,649 64,133 57,900
C23 GP1A A2 | 65,377 67,638 67,424 61,340
C23 GP1A A3 | 66,786 75,047 76,699 68,393
C23 GP1A A4 | 61,961 80,569 70,987 61,895
C24 GP2B Al | 65,094 65,153 66,305 66,579
C24 GP2B A2 | 60,469 73,609 68,057 65,798
C24 GP2B A3 | 60,090 81,852 63,019 64,741
C24 GP2B A4 | 60,545
C25GP1A AL | 61,613 73,528
C25 GP2B A3 | 66,051

Tabla 4. Media del grosor de la RNFL en la primera entrega de datos de ET-1 por roedor y por fecha de

adquisicion.
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DIA0 DIA 3 DIA 7
ID_RATA
(pm) (pm) (pm)

RATO001 | 65,537 63,103
RATO002 | 66,009 74,415 70,665

RATO003 | 64,297 79,497 67,690
RATO004 | 75,103 64,266
RATO005 | 62,691 64,764 62,884
RATO006 | 61,106 65,586 69,619
RATO007 | 60,165 80,056 70,610
RATO008 | 60,107 67,685 62,932
RATO09 | 68,275 75,971 73,733
RATO010 | 61,985 78,987 73,809
RATO011 | 71,532 75,969 69,325

RAJ012 | 69,457 89,658 77,748

Tabla 5. Media del grosor de la RNFL en la segunda entrega de datos de ET-1 por roedor y por fecha de
adquisicién.

Las casillas sombreadas en rojo de cada tabla representan que no existe ninguna toma de imagenes
para la fecha de adquisicion y la rata en la que se localizan dichas casillas. Esto significa, por ejemplo,
gue para la segunda entrega de datos de ET-1, a la Rat001 no le adquirieron imagenes OCT en el dia
7'y que a la Rat004 no se le hicieron en el Dia 3. Todos los roedores que no tienen ninguna imagen
para un tiempo de adquisicion determinado se eliminaron del estudio. En el caso de la primera entrega
de datos, se eliminaron los roedores C24 GP2B A4, C25 GP1A Aly C25 GP2B A3. En el caso de
la segunda entrega, se eliminaron los roedores Rat001 y Rat004. Las medias del resto de grosores
fueron analizadas con SPSS Statistics, para evaluar si existe una diferencia significativa en el grosor
de la retina con el paso del tiempo al administrar ET-1.

3.2.2. Obtencion de segmentacion y grosores de la RNFL en la base de datos de NMDA

En el caso de la base de datos de NMDA, se tienen 10 volimenes de imagenes OCT, correspondientes
a 5 ratas (2 volimenes por rata). Como se ha comentado anteriormente, estos volimenes han sido
adquiridos de forma ex-vivo, por lo que como se puede observar en la Figura 15, la forma de la retina
es relativamente diferente a aquella obtenida en la anterior base de datos. Para obtener la
segmentacion de la capa RNFL de esta base de datos, se han utilizado los modelos de segmentacién
basados en deep learning que se entrenaron con la base de datos in-vivo a la que se le inyecté ET-1.
De esta forma se pueden transferir las caracteristicas extraidas de la base de datos in-vivo para
encontrar los limites de la capa RNFL en el caso ex-vivo. Sin embargo, como se ha mencionado
anteriormente, las imagenes adquiridas in-vivo y ex-vivo son relativamente diferentes por lo que la
segmentacién automatica generada en esta base de datos presenta algunas imperfecciones, tal y como
como puede verse en la Figura 14.
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Figura 14. Imagen de la retina del volumen NMDA con la segmentacion automatica de la RNFL.

Estas imperfecciones se tienen que corregir de forma manual para poder obtener el grosor acertado
de la RNFL. Para modificar la segmentacion se emplea una interfaz grafica de usuario disefiada en
Matlab (véase Figura 15).

4 aplicacion
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Segment of images Segment mat

Open OCT Load mat
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Adjust contrast
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Measure thickness

Delete

Figura 15. Aplicacion desarrollada para corregir la segmentacion automatica de imagenes OCT.

Este programa tiene una interfaz muy intuitiva y facil de utilizar, que permite tanto modificar como
crear nuevas segmentaciones. A través de esta aplicacion se pueden cargar directamente archivos de
imagenes cuya extension sea .mat y .OCT. Una vez se carga el archivo de interés, la aplicacion
permite modificar la segmentacion, borrarla o generar una nueva. En este caso, se utilizd la funcién
“Adjust Curve” que aparece en la parte de la aplicacion donde figuran las herramientas para
segmentar (“Tools to segment”).
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Para este trabajo, se fue cargando de 1 en 1 los distintos volimenes de NMDA. Una vez que el
volumen estaba cargado, con ayuda de los botones Previous y Next, se buscaban aquellas imagenes
gue tenian la segmentacion automatica hecha, puesto que no se segment6 todo el volumen de
imagenes sino aquellas que eran significativas. Cuando se encontraba cada una de estas imagenes ya
segmentadas de forma automatica (Figura 16 (a)), se procedia a modificar la segmentacion haciendo
uso del botdn “Adjust Curve”, mencionado anteriormente. Una vez se seleccionaba este botén, las
distintas segmentaciones de la capa RNFL aparecian como lineas discontinuas formadas por puntos
a lo largo de la imagen (Figura 16 (b)). Clicando con el raton en uno de esos puntos, se podia
modificar de posicion (hacia arriba o hacia abajo) de pixel a pixel utilizando las flechas del teclado
de arriba o de abajo, en funcidn de donde se quisiese mover. Si se queria desplazar el punto mas de
un pixel se podian utilizar los comandos del teclado W (subir) y S (bajar) que permitian mover el
punto de 5 en 5 pixeles.

Cuando el punto era corregido (Figura 16 (c)), se pasaba a los puntos adyacentes utilizando las
flechas izquierda y derecha del teclado, o utilizando las teclas A (izquierda) o D (derecha) si se queria
desplazar de 5 en 5 puntos. Una vez que la curva estaba modificada se le daba al bot6n “Enter”, con
lo que se interpola la misma y se genera la nueva segmentacion, quedando guardada (Figura 16 (d)).
Para corregir el limite inferior de la capa RNFL se volvia a realizar los mismos pasos mencionados
antes. Una vez que la imagen estaba totalmente modificada se continuaba recorriendo el volumen
(boton Next) para encontrar la siguiente imagen segmentada automaticamente y se volvia a realizar
los mismos pasos.

En la Figura 16 se ejemplifica el modo de modificar la segmentacion de la capa RNFL.

(a) (b) (© (d)

Figura 16. Modo de actuacion para modificar la segmentacion automatica. (a) imagen segmentada
automaticamente. (b) capas que aparecen como lineas discontinuas. (c) puntos modificados manualmente para
ajustarlos al grosor de la RNFL. (d) nueva segmentacion de la imagen.

Como se ha mencionado antes, tan s6lo un nimero de imagenes determinado fue segmentado para
cada volumen, y por tanto sélo se realizé una modificacion del grosor de la RNFL en esas imagenes
segmentadas automaticamente. En la Tabla 6 aparecen reflejados el nimero de imagenes totales que
han sido modificadas manualmente a través de la aplicacion, y que van a servir para analizar la
efectividad de la NMDA induciendo glaucoma en roedores.
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ID DE LA RATA TIEMPO DE ADQUISICION N.° IMAGENES DEL N.° IMAGENES
VOLUMEN MODIFICADAS
180917-MOUSE 1 Antes (Control) 226 20
Después (NMDA) 216 20
180917-MOUSE 2 Antes (Control) 268 23
Después (NMDA) 214 20
181004-MOUSE 1 Antes (Control) 401 21
Después (NMDA) 431 29
181004-MOUSE 2 Antes (Control) 650 21
Después (NMDA) 521 21
191010-MOUSE Antes (Control) 402 30
Después (NMDA) 501 39

Tabla 6. Nimero de imagenes por rata y tiempo de adquisicion de los volimenes de ratas, antes y después de
inyectarles NMDA.

Cabe destacar que como se muestra en la Figura 17 en este caso no se ha llevado a cabo la
segmentacion de toda la imagen al completo sino de la zona central que corresponde al nervio optico.

Figura 17. Imagen OCT de la segmentacién modificada.

Como se puede observar en la Figura 18 (a) en este caso la segmentacidn presenta una curvatura, por
lo que no es preciso calcular el grosor de la RNFL mediante la resta de los limites de la capa superior
e inferior. En su lugar, se ha implementado la siguiente férmula, para calcular el grosor de cada uno
de los puntos:

min

dist(i) = keB

J (A1, D) = B(1,K)) * spow)? + ((A(2,0) — B(2,k)) * Scorum)?

En la que para un punto i de la curva ILM (A) se calcula la distancia a cada uno de los puntos k de la
GCL (B), y se escoge aquella que es minima. Los valores Srow Y Scolum representan la escala en el eje
xyenelejey.
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Por tanto, para cada punto del limite superior de la RNFL se busca, de entre todos los puntos del
limite inferior, el punto en el que la distancia al limite inferior es minima. Este proceso es repetido
para todos los puntos del limite superior (Figura 18 (b)).

Figura 18. Segmentacion OCT de imagen de la base de datos de NMDA. En (b) se visualizan las distancias
de un punto de la ILM a varios puntos de la GCL, donde la distancia marcada en verde es la distancia minima.

Posteriormente, se construye una tabla Excel para el grosor de la RNFL, del mismo modo que se ha
hecho para las bases de datos de ET-1. En la tabla 7 se recoge la media del grosor de todos los pixeles
de la curva RNFL por roedor y por momento de adquisicion.

ANTES (CONTROL) DESPUES (NMDA)

ID_RATA
(pm) (pm)
180917-MOUSE1 99,000 80,011
180917-MOUSE2 136,979 126,006
181004-MOUSE1 144,923 67,285
181004-MOUSE2 122,404 65,792
191010-MOUSE 109,762 74,679

Tabla 7. Media del grosor de la RNFL del conjunto de imagenes de la base de datos de NMDA por roedor y
momento de adquisicién de las imagenes.

Al igual que con las medias de la RNFL en la base de datos de ET-1, las medias del grosor de la
RNFL de la base de datos a la que se le inyecto NMDA fueron analizadas con SPSS Statistics, para
evaluar si existe una diferencia significativa en el grosor de la retina con el paso del tiempo al
inyectarle NMDA.

3.2.3. Andlisis estadistico con SPSS

Una vez que se han obtenido las segmentaciones y los grosores de la capa RNFL de ambas bases de
datos, se procede a realizar un andlisis estadistico sobre estas medidas para establecer si existen
diferencias significativas entre las imagenes que se han adquirido tras la inyeccién de los fa&rmacos
ET-1y NMDA. Dado que el seguimiento llevado a cabo sobre la base de datos ET-1 es diferente al
gue se ha realizado con NMDA, el anélisis estadistico que se realiza también lo es.
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Para realizar el andlisis estadistico de la capa RNFL de la retina en los roedores con el programa
estadistico SPSS, se ha utilizado un nivel de significacion p del 0.05, teniendo por consiguiente un
intervalo de confianza del 95%.

Analisis para los datos de ET-1

En el caso de este grupo de datos, para realizar el andlisis estadistico con el programa SPSS
se utilizé un ANOVA de medidas repetidas, que se utiliza, por ejemplo, cuando se quiere
evaluar la efectividad de un tratamiento. Esta prueba estadistica compara las medias de un
mismo grupo obtenidas en diferentes condiciones o tiempos, es decir, a los mismos sujetos
se les realiza la misma valoracion en distintas ocasiones (méas de 2 ocasiones, puesto que si
solo se tuviesen 2 medidas se emplearia el analisis estadistico T-Test) [38].

En la Figura 19 se representa el modelo base para implementar el anélisis ANOVA con
medidas repetidas, aplicandolo al objeto de estudio de este trabajo.

1°PUNTO EN 2°PUNTO EN 3°PUNTO EN
S ) o EL TIEMPO I EL TIEMPO -
(Dia 0) (Dia 3) (Dia 7)
Medida de la Medida de la Medida de la
variable 'A’ variable 'A’ variable 'A’

(e (o (o (&> (a» (&
@ (lar  @ler @iier

NIVEL 1 N 1 NIVEL 2 | L NIVEL 3 |

| |

NIVELES DE LA VARIABLE INDEPENDIENTE "TIEMPO"

Figura 19. Esquema modelo analisis ANOVA con medidas repetidas. La variable ‘A’ representa la
variable dependiente (grosor).

Por tanto, este analisis comprueba si existen diferencias significativas entre las medias de las
poblaciones relacionadas a lo largo del tiempo. La hip6tesis nula (Ho) mantiene que las
medias son iguales, por lo que no existe una diferencia estadisticamente significativa en el
grosor de la RNFL de los roedores al administrarles ET-1 con el paso del tiempo:

Ho= = U= U3=":--= Uk,
siendo u la media de la poblacion y k el nimero de grupos relacionados. La hipoétesis
alternativa (H1) comprueba que las medias de las diferentes poblaciones no son iguales o que
por lo menos dos de las medias son significativamente diferentes, es decir, existe una
diferencia estadisitcamente significativa en el grosor de la RNFL tras la administracion de
ET-1 con el paso del tiempo.
H1: al menos dos medias son significativamente diferentes.

La variable independiente (tiempo) en este caso constituye un factor intra-sujetos. La
variable dependiente es una variable continua (intervalo o ratio), que como se ha mencionado
antes, es el grosor de la capa de la retina a analizar. Por lo tanto, con este analisis se pretende
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analizar si existe una variacion del grosor de la RNFL (variable dependiente) en el tiempo
(variable independiente).

La representacion de los datos en este tipo de estudio (Tabla 8) consiste en formar una matriz
en la que cada fila se corresponde con un sujeto y cada columna se corresponde con cada
condicién o momento en el tiempo. Para la primera entrega de la base de datos se tienen 7
filas correspondientes a los 7 roedores que participan en el estudio y 4 columnas
correspondientes a los tiempos de adquisicion (dia 0, dia 3, dia 7 y dia 14). Para la segunda
entrega de la base de datos se tienen 10 filas correspondientes a los 10 roedores que
participan en el estudio y 3 columnas correspondientes a los tiempos de adquisicién (dia 0,

dia3ydia7).
TIEMPO (T)
SUJETO (S) T1 T Ts 500 T
s Su S12 Si13 o Syj
S2 Sa S22 So3 oee Sy
S3 Sa1 Sa32 Sa3 oo Ssj
Si Sit Siz Si3 o Sij

Tabla 8. Modelo analisis ANOVA de medidas repetidas. i el nimero total de sujetos en el estudio y j
representa el ndmero total de medidas en el tiempo y

La dispersion o la varianza asociada a un estudio puede deberse a diferentes aspectos. Para
calcular esa dispersién se calcula la suma de cuadrados total (SSt) y dentro de esta la SS
entre-grupos (si hay mas de un grupo) y la SS intra-sujeto. En el ANOVA de medidas
repetidas Unicamente se calcula la SS intra-sujeto, ya que se analiza un Unico grupo en
diferentes tiempos.

La SS intra-sujeto se corresponde con la dispersion de cada sujeto, bien sea debido al efecto
del experimento (SSwm), que seria el efecto del farmaco a lo largo del tiempo, o al error (SSg),
gue se corresponde con las diferencias individuales que tiene cada uno de los sujetos (por
ejemplo, la obtencion de la imagen en distintos puntos de la retina).

A continuacion se va a explicar brevemente a qué corresponde cada suma de cuadrados, ya
gue a partir de estos datos se obtiene el nivel de significacion del estudio con el que se
determina si existe una diferencia estadisticamente significativa en el grosor de la RNFL con
el paso del tiempo.

- Suma de cuadrados total (SSt): Se corresponde con la varianza o dispersion existente
entre las puntuaciones de cada sujeto (S;;) respecto a la media total (Sota), ignorando la
condicion experimental.

SSr =) (i = Storar)?
i
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- Suma de cuadrados intra-sujetos (SSintra): S€ corresponde con la varianza o dispersion
dentro del mismo sujeto.

SSinera = ) Shly = 1)

. SS . -, . .y
siendo SZ = G—lT la varianza entre cada puntuacién del sujeto en cada condicion y la
T

media de todas las condiciones, N el nimero de sujetos y ny el nmero de condiciones.

- Ratio F: compara el tamafio de la varianza asociada al experimento con la varianza. Se
calcula dividiendo la media cuadratica de la variable continua (grosor RNFL) entre la
media cuadratica del error de la variable continua.

- Tamafio del efecto (2): indica el porcentaje de la variacion que se debe al experimento
en si y no al error en los datos de estudio.

Este andlisis estadistico necesita que se cumplan unas condiciones para obtener un resultado
valido. Las dos primeras son que la variable dependiente debe ser continua y la variable
independiente debe tener al menos dos grupos relacionados. Tener al menos dos grupos
relacionados significa que los mismos sujetos de estudio estan presentes en ambos grupos.

Las siguientes condiciones son que no puede haber outliers, que la distribucidn de la variable
dependiente debe distribuirse como una distribucion normal y que los datos deben cumplir
el supuesto de esfericidad, en el que las varianzas de todas las combinaciones de los grupos
relacionados son iguales. Estas tres ultimas condiciones se pueden comprobar a partir del
programa SPSS. La Unica de todas ellas que no es obligatoria cumplir para que el andlisis
resulte valido es el supuesto de esfericidad (Test de Mauchly) ya que, si este test resulta
estadisticamente significativo (no se cumple el supuesto de esfericidad), en lugar de mirar si
hay una significacién en la poblacién con la prueba de la esfericidad asumida, se haria con
la prueba de Greenhouse-Geisser.

En este estudio todas estas suposiciones se cumplen, por lo que el resultado del ANOVA de
medidas repetidas sera valido con un intervalo del 95% de confianza.

e Analisis para los datos de NMDA

En el caso de esta base de datos ya no se cuenta con 3 0 mas medidas a lo largo del tiempo,
sino que se tiene Unicamente una medida sin la inyeccion de NMDA, y otra medida 7 dias
después tras el suministro de este farmaco. Es por ello por lo que el analisis ANOVA de
medidas repetidas no puede aplicarse en este caso.Para comparar 2 grupos relacionados entre
si (medida del grosor de la retina sin y con el suministro de NMDA) con un tipo de datos
numéricos (grosor de la RNFL) se utiliza el analisis estadistico T-test para dos muestras
relacionadas. EI T-Test para datos relacionados exige que exista una dependencia entre los
datos, dando a entender que la primera toma de muestras sirve como control, y con ella se
evalUan los cambios que se originan en la segunda toma de muestras tras aplicar una variable
experimental que en este caso es la inyeccién de NMDA [39]. Con esta prueba se comparan
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las medias y las desviaciones de cada grupo de datos (cada rata), y se determina si las
diferencias entre esos pardmetros son estadisticamente significativas.

3.2.4. Aplicacion de un perceptron multicapa

Con el fin de llevar a cabo una identificacion automaética de aquellas imégenes en las que se ha
producido una disminucién del grosor de la RNFL a causa de la inyeccion de los vasoconstrictores
anteriormente citados y poder comparar las conclusiones obtenidas mediante los anélisis estadisticos,
se implementa un algoritmo de clasificacion basado en machine learning y denominado perceptron.

El perceptron es una red neuronal basica de aprendizaje supervisado al que se le introduce unos
valores de entrada que son las caracteristicas que se quieren analizar, produce una transformacion de
estas entradas de acuerdo con unos pesos e introduce el resultado en una funcion de activacion [40].
Esta funcion de activacion en algoritmos cuyo objetivo es la clasificacion se encarga de generar una
salida en un rango entre 0 y 1 que indica la probabilidad de pertenencia a cada clase bajo estudio.

Un perceptron multicapa es como un perceptron simple, con la diferencia de que ademas de tener
capa de entrada y capa de salida, tiene capas ocultas que se localizan entre ambas capas. En la Figura
20 aparece un esquema del perceptréon multicapa, en el que se ven reflejadas las partes que componen
esta red neuronal. En este esquema aparece Unicamente una capa oculta para que sea mas sencillo de
visualizar. Sin embargo, un perceptron multicapa normalmente est& formado por 2 o 3 capas ocultas.

CAPA DE CAPA CAPA DE
ENTRADA OCULTA SALIDA

Wo,n

(
Wor2)
Woq,3)

Wopi

Figura 20. Arquitectura del perceptrdon multicapa. E corresponde a la sefial de entrada, O a la sefial de la capa
oculta, S a la sefial de salida y w a los pesos de las conexiones neuronales.

En la capa de entrada, el nimero de neuronas corresponde con el nimero total de variables de entrada
alared. En el caso de este proyecto, para cada base de datos las variables de entrada a la red neuronal
son los grosores de la RNFL a nivel de pixel para cada imagen. Esta informacion pasa a las capas
ocultas, encargadas de transformar la informacién a la entrada en niveles superiores de abstraccion
con el objetivo de poder dividir datos de manera precisa. La capa de salida conecta la Gltima capa
oculta con la salida de la red neuronal, que es la que proporciona los resultados y esta compuesta por
el mismo namero de neuronas que clases se pretenden predecir. En este caso la capa de salida esta
formada por dos neuronas, al tratarse de un problema de clasificacion binario.
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El aprendizaje del perceptron multicapa es iterativo y sigue el orden que se muestra a continuacion
[40]:

1.- Propagacion (foward): a partir de los valores de entrada se calcula el resultado de salida de la red.
El algoritmo coge los datos de entrenamiento y los pasa por la red. En la primera iteracién la salida
no va a proporcionar informacion, ya que los valores de los pesos se inician aleatoriamente. Tras esta
propagacion hacia delante, se obtiene el error que la red ha originado al comparar la etiqueta de los
datos de entrada respecto a las predicciones mediante la funcion de pérdidas.

2.- Aprendizaje: los errores que se obtienen en la salida del perceptrén se propagan hacia atréas
(backpropagation) para ajustar los pesos de las conexiones para que el valor de la funcién de pérdidas
disminuya, ayudando a que el valor estimado de la red en la salida se parezca mas al valor real [41].
Esta aproximacion se hace a través de la funcion gradiente del error. De este modo, después de la
primera iteracion, la red vuelve a leer los valores de entrada modificando los pesos de las conexiones,
y vuelve a obtener una salida. Asi la red va actualizando los pesos hasta que consigue un error
minimo.

Debido a las caracteristicas de la segmentacion de la base de datos en NMDA en las que solo se ha
segmentado la parte central de la RNFL, la longitud de cada curva es diferente, y consecuentemente
el tamafio del vector para imagen que recoge el grosor de la RNFL también lo seré. Por tanto, se ha
hecho una reduccién de los vectores de datos de cada grosor, igualando el nimero de datos de cada
imagen a la que tiene la menor longitud medida de la RNFL (vector mas pequefio). Esta reduccion
consiste en coger los datos centrales de la medicion de todas las imagenes, para que asi se tengan
unos resultados equitativos de las imagenes.

En la figura 21, se muestra un ejemplo del perceptrén multicapa utilizado.

Hidden Output Hidden Output
Input Output Input _ _ Output
ol w2l 1 b R
= ~ N al H =
3 1 3 1
Figura 21. Esquema perceptron multicapa utilizado. (a) esquema del perceptrén en la base de datos de ET-1,

donde 1024 corresponde al tamafio de la curva en cada imagen. (b) esquema del perceptr6n en la base de datos
de NMDA, en la que 101 corresponde al tamafio de cada curva tras la reduccion al tamafio minimo.

Para cada red neuronal se han utilizado 3 capas ocultas. Ademas, los parametros que se han utilizado
en el perceptron multicapa han sido: el optimizador Ledenverg-Marquardt (ajusta curvas de minimos
cuadrados), la funcién de pérdidas crossentropy (encargada de minimizar el error) y se ha establecido
un nivel maximo de error de 40.

La funcion de activacion a la salida en este trabajo es la softmax, que permite realizar una
clasificacién binaria (propdsito de este trabajo). Con esta clasificacion binaria se obtiene, para cada
imagen, un 0 si la retina no tiene glaucoma y con un 1 si tiene glaucoma inducido.

Como se ha comentado anteriormente, un perceptron multicapa es un algoritmo supervisado por lo
gue es necesario determinar que muestras se utilizaran para el entrenamiento y validacién del modelo.
Esto se debe a que, si se utilizan los mismos datos para entrenar que para validar, los resultados
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finales no seran robustos, debido a que la red habria utilizado datos de validacion con los que ya ha
trabajado en el entrenamiento.

Para evitar que esto suceda, se ha utilizado la técnica de leave-one-out cross validation. Con esta
técnica se realiza una particion de datos de manera que para cada iteracion todos los sujetos de estudio
menos 1 se utilizan para el entrenamiento y ese 1 restante se utiliza para la validacion de la red. Este
proceso se va repitiendo hasta que todos los sujetos han sido utilizados para testear y validar en
iteraciones distintas. De esta forma se pueden obtener las predicciones para todos los sujetos bajo
estudio.
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RESULTADOS

Indice de contenidos

4.1. Andlisis estadistico del grosor RNFL con SPSS StatiStiCS...........ccovreriierienineninenee e 40
4.1.1. Base 0 A0S ET-L.....ooiiiiiiiiiiise e 40
4.1.2. Base de datos NIMIDA .........oi it 44

4.2. Analisis resultados de 1a red NEUroNal ..o 45

39



Disefio y desarrollo de sistemas de identificacion y clasificacion de glaucoma inducido aplicados a
imagenes OCT de retina

4.1. Analisis estadistico del grosor RNFL con SPSS Statistics

En esta seccion aparecen los resultados estadisticos del analisis del grosor de la capa RNFL con el
programa estadistico SPSS Statistics.

4.1.1. Base de datos ET-1

El andlisis estadistico de este grupo de base de datos se realizé mediante el analisis ANOVA de
medidas repetidas. A la hora de realizar este analisis, para cada entrega de la base de datos de ET-1,
al programa se le afiade el nimero de niveles que tiene la variable independiente (tiempo), y se le
asigna un nombre a la variable dependiente, que en este caso es el grosor de la RNFL. Tras definir
las variables se adjudica a cada grupo de toma de medidas el tiempo correspondiente de cada nivel
de la variable independiente, y se selecciona comparar los efectos principales. Esto quiere decir que,
si bien el ANOVA va a estudiar si existen diferencias significativas o no entre las medias de los
distintos grupos, para poder comparar entre qué pares de grupos existen diferencias estadisticamente
significativas, se necesita comparar los efectos principales y ajustar el intervalo de confianza. Este
intervalo se ajusta mediante Bonferroni, para solventar el problema de las comparaciones mdltiples
[44].

Los resultados para la prueba de esfericidad de Mauchly se recogen en la Tabla 9, donde se puede e
observar que en ambas entregas p>0.05, no resultando estadisticamente significativo. Por tanto,
ambas entregas de la base de datos cumplen el supuesto de esfericidad.

NUMERO DE ENTREGA DE LA BASE DE DATOS  SIGNIFICACION (p)
PRIMERA ENTREGA DE ET-1 ‘ 0.314

SEGUNDA ENTREGA ET-1 ‘ 0.265
Tabla 9. Resultados de la prueba de esfericidad de Mauchly para las dos entregas de la base de datos de ET-1.

e Primera entrega de la base de datos de ET-1.

En la Tabla 10, aparece la media de la capa de RNFL para cada roedor en cada momento de
adquisicion. Estos datos son los que se introducen al programa estadistico para que sean
analizados, estudiando si existe con una diferencia significativa entre el grosor de la RNFL
antes de inyectarle ET-1y en dias posteriores.

DiAO DiA3 DiA7 DiA 14
ID RATA

(pm) (pm) (pm) (pm)
C23 GP1A Al 60,407 68,649 64,133 57,900
C23 GP1A A2 65,377 67,638 67,424 61,340
C23 GP1A A3 66,786 75,047 76,699 68,393
C23 GP1A A4 61,961 80,569 70,987 61,895
C24 GP2B Al 65,094 65,153 66,305 66,579
C24 GP2B A2 60,469 73,609 68,057 65,798
€24 GP2B A3 60,090 81,852 63,019 64,741

Tabla 10. Conjunto de medias de la RNFL de la primera entrega de la base de datos de ET-1 a analizar.

40



Disefio y desarrollo de sistemas de identificacion y clasificacion de glaucoma inducido aplicados a
imagenes OCT de retina

Como se cumple el supuesto de esfericidad, para comprobar si existe una diferencia significativa en
las poblaciones se comprueba el resultado obtenido en la esfericidad asumida de las pruebas de
efectos intra-sujetos (Tabla 11).

omcen MR, o M ¢SS erecronn
LIBERTAD p
ESFERICIDAD‘ Tiempo 468,829 3 156,276 9,054 0,001 0,601
ASUMIDA ‘ Error 310,685 " 17260

(Tiempo)
Tabla 11. Comprobacién de la diferencia significativa en las poblaciones de la primera entrega de la base de
datos de ET-1.

La significacion es menor de 0.05 (p = 0,001), por tanto, existe alguna diferencia estadisticamente
significativa en el grosor de la RNFL entre las diferentes tomas de medidas, con un nivel de confianza
del 95%. El tamario del efecto (3) indica el porcentaje de la variacion que se debe al experimento
en si y no al error. En este caso, el 60,1% se debe al efecto de las condiciones de valoracion.

Por lo tanto, a primera instancia se podria concluir que el grosor de la capa de RNFL en esta entrega
de datos se ve afectado por la inyeccion de ET-1 a lo largo del tiempo, F (3,18) = 9.054, p < 0.05,
M%) = 0.601. Para saber entre qué grupos se encuentra esta diferencia y si tiene el sentido esperado,
reduccion del grosor de la RNFL tras la inyeccién de ET-1, se analiza la tabla de comparaciones por
pares, que indica las diferencias estadisticamente significativas entre pares de mediciones. En esta
tabla aparece la diferencia de medias, si esta diferencia es negativa, significa al comparar el grosor
de la RNFL entre los dos momentos de tiempo, éste ha aumentado. Para esta entrega, en total, se
hacen 6 comparaciones (Tabla 12): 1-2, 1-3, 1-4, 2-3, 2-4 y 3-4, donde 1 corresponde al dia 0, 2
corresponde al dia 3, 3 corresponde al dia 7 y 4 corresponde al dia 14. En esta tabla se visualiza
ddnde estéa la diferencia estadisticamente significativa.

DIFERENCIA DE MEDIAS  g/sNIEICACION

POBLACIONES DE ESTUDIO

(um) (P
1 2 -10.333 0.086
1 3 -5.206 0.049
1 4 -0.923 1
2 3 5.127 0.670
2 4 9.410 0.067
3 4 4.283 0.219

Tabla 12. Significacion por parejas de poblaciones de la primera entrega de la base de datos de ET-1.

En esta tabla se ve que la Unica comparacion estadisticamente significativa se encuentra entre el dia
0y el dia 7(p<0.05). Sin embargo, a partir de la tabla se puede observar también que la media del dia
7 con respecto al dia O aument6. Por lo tanto, este resultado no tiene sentido ya que,
independientemente de esto, lo que deberia pasar es que la diferencia entre los momentos temporales
fuese positiva.

Para comprender este resultado se obtiene el grafico de medias marginales estimadas del grosor de
la RNFL (Thickness RNFL) a lo largo del tiempo (Figura 22).
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Figura 22. Evolucion del grosor de la RNFL en el tiempo de la primera entrega de la base de datos de ET-1.

En este grafico se visualiza que en el dia 7 el grosor de la RNFL aumenta. Este aumento puede
deberse a que la adquisicidn en ese dia se realizd en una zona que no se vio afectada por la ET-1, ya
gue las imagenes retinianas que se obtienen en esta base de datos se forman a partir exploraciones
circulares ubicadas en diferentes posiciones del ojo.

Por lo tanto, aunque exista una diferencia significativa entre el dia 0 y el dia 7, este resultado no seria
valido, ya que en la grafica se deberia ver un descenso del tamafio de la retina en el tiempo. Ademas,
se puede ver que en el dia 14 se produce un decremento de la RNFL, pero éste no es significativo
con respecto al dia 0.

En base a estos resultados estadisticos obtenidos se puede concluir que la inyeccion del ET-1 con
estas adquisiciones no es Gtil para inducir el glaucoma.

e Segunda entrega de la base de datos de ET-1.
En la Tabla 13, aparece la media de la capa de RNFL para cada roedor en cada momento de
adquisicion para esta entrega de datos. Al igual que en la primera entrega, estos datos son
los que se introducen al programa estadistico epara que sean analizados, estudiando si existe
con una diferencia significativa entre el grosor de la RNFL antes de inyectarle ET-1y en
dias posteriores.

ID RATA DIAO DIA3 DIA7
(pm) (um) (um)
RAT002 66,009 74,415 70,665
RAT003 64,297 79,497 67,690
RATO005 62,691 64,764 62,884
RATO006 61,106 65,586 69,619
RAT007 60,165 80,056 70,610
RAT008 60,107 67,685 62,932
RAT009 68,275 75,971 73,733
RAT010 61,985 78,987 73,809
RATO011 71,532 75,969 69,325
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RATO012 69,457 89,658 77,748
Tabla 13. Conjunto de medias de la RNFL de la segunda entrega de la base de datos de ET-1 a analizar.

Al igual que para la primera entrega, como se cumple el supuesto de esfericidad, se analiza el
resultado obtenido en la esfericidad asumida de las pruebas de efectos intra-sujetos para comprobar
si existe una diferencia significativa en las poblaciones (Tabla 14).

ORIGEN . YMADE GRSEOS MEDIA F SIG. (P) TABAE/T_NO
CUADRADOS LIBERTAD CUADRATICA EFECTO (77%7)
ESFERICIDAD \ Tiempo 572,062 2 286,031 19,118 0,00003 0,680
ASUMIDA ‘ Error 269,298 18 14,961

(Tiempo)
Tabla 14. Comprobacion de la diferencia significativa en las poblaciones de la segunda entrega de la base de
datos de ET-1.

La significacion es menor de 0.05 (p = 0,00003), por lo que existe una diferencia estadisticamente
significativa en el grosor de la RNFL entre las diferentes tomas de medidas, con un nivel de confianza
del 95%. En este caso, el 68% de la variacion se debe al experimento en si y no el error.

Por lo tanto, en una primera prueba se podria concluir que el grosor de la capa de RNFL en esta
entrega de datos se ve afectado por la inyeccion de ET-1 a lo largo del tiempo, F (2,18) = 19.118,
p<0.05, m3) = 0.680. Para saber entre qué grupos se encuentra esta diferencia y si tiene el sentido
esperado, se analiza la tabla de comparaciones por pares, que va a indicar las diferencias
estadisticamente significativas entre pares de mediciones. Para esta entrega en total se hacen 3
comparaciones (Tabla 15): 1-2, 1-3 y 2-4, donde 1 corresponde al dia 0, 2 corresponde al dia 3y 3
corresponde al dia 7. En esta tabla se visualiza donde esté la diferencia estadisticamente significativa.

POBLACIONES DE DIFERENCIA DE MEDIAS  SIGNIFICACION

ESTUDIO | (um) ®)
L 2 -10.696 0.002
R 5.339 0.013
2 | 3 5.357 0.022

Tabla 15. Significacion por parejas de poblaciones de la segunda entrega de la base de datos de ET-1.

En esta tabla se ve que todas las comparaciones son estadisticamente significativas (p<0.05), con un
nivel de significacion del 0.05. También se observa a partir de la tabla, que a medida que pasa el
tiempo, el grosor de la RNFL aumenta (signo negativo en la diferencia de medias) y que el resultado
ultimo del grosor de esta capa es mayor que en el dia 0 del estudio. Para visualizar este resultado,
también se obtiene el grafico de las medias marginales estimadas del grosor de la RNFL a lo largo
del tiempo (Figura 23).

En este gréafico se puede ver lo comentado en el parrafo anterior, que en el dia 3 el grosor de la RNFL
aumentay que el grosor en el dia 7 es mayor que en el dia 0. Por lo tanto, aunque exista una diferencia
significativa, este resultado tampoco seria valido, ya que en la gréafica se deberia ver un descenso del
tamafio de la retina en el tiempo.
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Figura 23. Evolucion del grosor de la RNFL en el tiempo de la segunda entrega de la base de datos de ET-1.

4.1.2. Base de datos NMDA

El andlisis estadistico de este grupo de base de datos se realizé mediante el anélisis estadistico T-Test
para dos muestras relacionadas. A la hora de realizar este analisis, para la base de datos de NMDA,
al programa se le afiaden los datos de cada grupo, uno correspondiente a los datos control, que sirve
para evaluar los cambios que se originan en el segundo grupo a analizar. El segundo grupo
corresponde a la retina con NMDA. Con esta prueba se determina si la diferencia entre las medias
de la RNFL para cada grupo es estadisticamente significativa.

En la Tabla 16, aparece la media del grosor de la capa de RNFL para cada roedor en la retina control
y en la retina con NMDA. Estos datos se introducen en SPSS para evaluar si existe una diferencia
significativa entre el grosor de la RNFL en la retina control y la retina con NMDA.

ANTES NMDA
ID RATA
(pum) (pum)

180917-MOUSE1 99 80,011
180917-MOUSE2 136,979 126,006
181004-MOUSE1 144,923 67,285
181004-MOUSE2 122,404 65,792
191010-MOUSE 109,762 74,679

Tabla 16. Conjunto de medias de la RNFL de la base de datos de NMDA.

En la Tabla 17 aparece el resultado del andlisis estadistico T-Test para esta base de datos. El resultado
de este analisis es estadisticamente significativo, por lo que se puede decir que con un nivel de
significacion del 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre el grosor de la RNFL
en la retina control y el grosor de la RNFL en la retina a la que se le administr6 NMDA. Ademas,
como puede verse en la tabla anterior, los grosores en todos los casos son menores cuando se afiade
NMDA.

PRUEBA DE MUESTRAS EMPAREJADAS SIGNIFICACION

GROSOR RNFL CONTROL — GROSOR RNFL NMDA 0,031
Tabla 17. Resultado analisis estadistico T-Test para la base de datos de NMDA.
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4.2. Analisis resultados de la red neuronal

El objetivo de la red neuronal utilizada reside en detectar automaticamente a aquellos roedores en

los que se ha inducido el glaucoma. Por ello, en este apartado se analizan los resultados obtenidos
del andlisis de sensibilidad y especificidad en la red neuronal para cada base de datos, que sirve para
indicar la validez de la red. Los indices utilizados en esta prueba son:

Verdaderos positivos (VP): nimero de casos que la prueba declara como positivos y que
realmente son positivos.

Falsos positivos (FP): casos que aparecen como positivos y que en realidad son negativos.
Verdaderos negativos (VN): casos que la prueba declara como negativos y que realmente
son negativos.

Falsos negativos (FN): casos que aparecen en la prueba como negativos y que en realidad
son positivos.

A continuacion, se expone el significado de cada dato obtenido, asi como el modo de obtenerlo:

Sensibilidad: Equivale a la tasa de verdaderos positivos (VP). Es la proporcion de casos
positivos que son detectados en la prueba, es decir, la capacidad para detectar de manera

correcta la presencia de la enfermedad.
VP

Sensibilidad = Vp-l-—FN
Especificidad: Equivale a la tasa de verdaderos negativos (VN). Es la proporcion de casos
negativos que son detectados en la prueba, es decir, la capacidad para detectar la ausencia de
la enfermedad.

VN
VN + FP

Especificidad =

Valor Predictivo Positivo (VPP): Es la relacion entre todos los casos verdaderamente
positivos y los verdaderos positivos que son detectados por la prueba. Sefala el porcentaje
de casos positivos detectados por la prueba entre todos los casos positivos.

PP =
v VP + FP

Valor Predictivo Negativo (VPN): Es la relacién entre todos los casos verdaderamente
negativos y los verdaderos negativos que han sido detectados por la prueba. Sefiala el
porcentaje de casos negativos detectados por la prueba entre todos los casos negativos.

VN

PN=——
VPN =N TN

Exactitud: Es el porcentaje de acierto total que tiene la prueba. Se obtiene dividiendo los
verdaderos positivos y negativos entre el nimero total de datos.
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VP + VN

Exactitnd = G55 TN+ FN

o F-Score: es la media arménica entre valor predictivo positivo (VPP) y la sensibilidad,
asumiendo que estas dos variables son igual de importantes.

VPP * sensibilidad
VPP + sensibilidad

F_Score = 2

e Matriz de confusion: esta matriz recoge todos los indices obtenidos en el estudio. Siguiendo
el orden que se recoge en la Tabla 18:

Verdaderos Positivos | Falsos Negativos

Falsos Positivos | Verdaderos Negativos

Tabla 18. Distribucion de la matriz de confusion.

En la Tabla 19 se recogen los resultados del andlisis de la red neuronal para cada base de datos
utilizada en este trabajo. Los resultados que se muestran se obtienen aplicando las ecuaciones
anteriores, partiendo de los datos que aparecen en cada matriz de confusion.

Para las dos entregas de la base de datos de ET-1 los resultados obtenidos son similares. Estos
resultados no dejan ver que la red neuronal utilizada sea muy efectiva, ya que los datos se sitdan
alrededor del 0.5, y al analizar la matriz de confusion, se observa que la red detecta muy pocos VP.
Para la primera entrega de datos, aunque el valor del VPN en el estudio en la primera entrega de
datos de la ET-1 es bastante elevado, el resto de los indices presentan un valor intermedio. Estos
resultados concuerdan con lo obtenido en el analisis estadistico, ya que al no tener resultados
estadisticamente significativos, obtener un analisis de sensibilidad y especificidad 6ptimos resulta
imposible. De esta forma se concluye con la red neuronal que la ET-1 en este estudio no demuestra
que pueda inducir glaucoma en la dosis que se le inyecta a los roedores.

En cambio, al observar los resultados de la base de datos de NMDA, éstos se sitan muy cercanos al
1. Ademas, en la matriz de confusion, se puede ver que la red neuronal detecta un gran porcentaje de
VP y VN. Los resultados de esta base de datos también concuerdan con lo obtenido en el analisis
estadistico, ya que se consiguid un resultado estadisticamente significativo. De este modo se puede
concluir con la red neuronal que en este estudio el NMDA es mejor que la ET-1, ya que con una
menor concentracién, se demuestra que puede inducir glaucoma en roedores.
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INDICES OBTENIDOS 12 ENTREGA ET-1 22 ENTREGA ET-1 NMDA

SENSIBILIDAD 0.5714 0.5682 0.7364
ESPECIFICIDAD 0.6824 0.6491 0.8261
PPV 0.3721 0.5556 0.8261

VPN 0.8286 0.6607 0.7364
EXACTITUD 0.6549 0.6139 0.7787
FSCORE 0.4507 0.5618 0.7787
MATRIZ DE CONFUSION 16 12 25 19 95 34
27 58 20 37 20 95

Tabla 19. Andlisis de la validez de la red neuronal.

Haciendo revisidn bibliogréfica se encuentra que la inyeccién de NMDA en modelo roedor dafia las
células de las capa de fibras del nervio dptico y las células ganglionares en roedores, reduciendo su
viabilidad al 50% a partir del suministro de una dosis de NMDA de 100 uM [45]. En la base de datos
de NMDA utilizada para este trabajo, aunque la dosis utilizada para inducir glaucoma fue mucho
menor (100 nmolar), se obtuvieron buenos resultados induciendo el glaucoma en los roedores.

Ademas, en el estudio [46] la concentracion de endotelina-1 suministrada para inducir glaucoma fue
mucho menor que la inyectada en los roedores utilizados en este estudio. La dosis administrada fue
de 20 a 200 pmol/ojo, y provoco una disminucion significativa en el grosor de la retina de las ratas
de este estudio, y esta lesion retiniana se traduce en glaucoma inducido por ET-1 en la rata. Esto
puede deberse a la manera de obtener las imagenes OCT, ya que aungue en este estudio también se
obtuvieron mediante exploraciones circulares, sélo se realizé en la parte central del disco éptico, y
ademas, solo se analizo la zona superior de la seccion circumpapilar.
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5.1. Conclusiones

La motivacion de este trabajo es el desarrollo de sistemas de identificacion de glaucoma inducido
aplicados a imagenes OCT de retina para evaluar qué farmaco es mas efectivo induciendo el
glaucoma en roedores.

Para llevar a cabo el objetivo de este proyecto, se ha trabajado con dos bases de datos de imagenes
OCT procedentes de dos poblaciones de roedores, a las que se les ha inducido el glaucoma de manera
artificial. A los roedores de la primera base de datos se les ha inducido glaucoma mediante ET-1y a
la segunda con NMDA. Las imagenes de la primera base de datos se obtuvieron a partir de unos
cortes circulares en la retina, mientras que para la segunda base de datos se obtuvieron los volimenes
3D-OCT de la retina. A partir de estas imagenes, se ha calculado el grosor de la RNFL, y se han
tenido en cuenta unos criterios de exclusion, eliminando del estudio algunos sujetos, para que éste
sea fiable. Con los grosores de la RNFL se ha estudiado si existen diferencias estadisticamente
significativas en estos roedores habiendo suministrado ET-1 o NMDA. Ademas, utilizando los
grosores como caracteristicas de entrada, se ha realizado un perceptréon multicapa para clasificar de
forma automatica los datos a los que se le ha inducido glaucoma de los que no.

Para la base de datos de ET-1, aunque aparecen diferencias estadisticamente significativas entre
determinados grupos, estos resultados no son congruentes, ya que en lugar de disminuir el grosor de
la RNFL con el tiempo, estos datos se ven alterados, aumentando el grosor de la RNFL en el dia 3y
carecen de sentido. Para la base de datos de NMDA, aparece una diferencia estadisticamente
significativa entre la retina control del roedor y la retina a la que se la ha suministrado NMDA,
disminuyendo el grosor de la capa RNFL. Estos resultados estadisticos concuerdan con los valores
extraidos de la red neuronal, ya que Unicamente es en el base de datos de NMDA donde aparece un
buen resultado.

Teniendo en cuenta estos resultados, y sabiendo que la concentracidn administrada de ET-1 es muy
superior a la administrada de NMDA (siendo estas concentraciones de 500 pmolar y 100 nmolar para
ET-1 y NMDA respectivamente) podemos concluir que el NMDA es efectivo induciendo el
glaucoma en roedores, ya que con mucha menos concentracion del farmaco ha sido capaz de producir
cambios estadisticamente significativos en el grosor de la RNFL.

Por otro lado, se puede decir que la red neuronal entrenada y validada para detectar el glaucoma da
buenos resultados, debido a que para la base de datos de NMDA, que es la que en el analisis
estadistico da un resultado estadisticamente significatvo, los valores obtenidos tanto de sensibilidad
como de especificidad estdn muy cercanos al 1.

5.2. Limitaciones y lineas futuras

Las principales limitaciones en este trabajo han sido las bases de datos tan reducidas con la que se
ha hecho el estudio. Una base de datos con mas roedores podria mejorar los resultados. Otra
limitacidon respecto a la base de datos de ET-1 es la obtencion de las imagenes OCT de la estructura
retiniana en diferentes puntos de la retina, y no marcar a qué posicién corresponde cada imagen. Esto
ha afectado en el sentido de que realmente no es posible asegurar que el farmaco ET-1 no sea efectivo
induciendo el glaucoma, ya que ha podido influir la zona en la que se ha recogido cada imagen. De
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cara a futuros estudios, seria interesante recoger las imagenes OCT en la misma zona de la retina,
puesto gque, aunque se tenga una estructura anatémica normal del ojo, el grosor de capa difiere en
funcidn de en qué punto de la retina se obtengan las imagenes. De este modo, se podria realizar un
estudio mucho més fiable, ya que se analizaria la efectividad de un farmaco induciendo el glaucoma
en roedores sélo teniendo en cuenta el farmaco en cuestion.
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1.1. Objetivo

El objetivo de esta seccion es realizar una valoracién econémica de este proyecto basado en el
desarrollo de sistemas de identificacion de glaucoma inducido aplicados a imagenes OCT de retina.

1.2. Presupuestos parciales

Los presupuestos parciales de este trabajo se dividen en: coste de personal, coste de software y coste
de hardware. A partir de estos presupuestos parciales se obtendra el presupuesto total.

1.2.1. Costes de personal

En este punto se calculan los recursos humanos necesarios para la realizacion de este proyecto. En
la Tabla 1 se recogen los costes de mano de obra, con la remuneracion de cada participante en funcién
de las horas invertidas en el proyecto:

= D2 Valery Naranjo Ornedo, catedratica de universidad y tutora del trabajo.
= D? Rocio del Amor del Amor, estudiante del Méaster de Ingenieria Biomédica y cotutora del

proyecto.
= D? Laura Sanchez-Luis Jiménez, estudiante del Grado de Ingenieria Biomédica y autora del
proyecto.
Descripcion Uds. Cantidad Precio unitario (€/h) Coste imputable (€)
Tutora (Catedratica) h 32 42 1.344,00
Cotutora (Estudiante MIB) h 32 17,20 550,40
Autora (Estudiante GIB) h 300 12,50 3.750,00

TOTAL 5.644,40
Tabla 1. Descomposicién del coste de personal.

1.2.2. Costes de hardware

Este proyecto se ha desarrollado utilizando un Gnico ordenador, por lo que en la Tabla 2 se recoge el
coste que ha supuesto el uso del equipo personal, que es el coste completo de hardware.

Coste . Intervalo Coste
o Periodo de : .
N . unitario o amortizado imputable
Descripcion Cantidad . amortizacion .
(€) sin (meses) (meses) (€) sin
IVA IVA
ASUS X550CC CJ398
Intel Core i7-3537U, 2.50
GHz, RAM 8,00 GB, 64 1 617,07 73 3 25,36
GB, NVIDIA GeForce GT
720M.
TOTAL 25,36

Tabla 20. Coste del hardware.
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1.2.3. Costes de software

En este apartado se recoge el coste necesario para obtener las licencias de software necesarias para
realizar este proyecto. Este trabajo se ha redactado con Word, que viene incorporado en el equipo
con la licencia de Windows 10, por lo que no supone ningun coste. Los software que han supuesto
un coste, y que se recogen en la Tabla 3, son la utilizacién de Matlab y de la aplicacién estadistica
SPSS.

Coste Periodo de Intervalo Coste
Descripcion Cantidad  unitario (€) amortizacion amortizado imputable
sin IVA (meses) (meses) (€) sin IVA
69 (licencia
Matlab 1 suite para 12 3 17,25
R2018b -
estudiantes)
BM SPS
Statistics ! 266 12 3 66,5
TOTAL 83,75

Tabla 3. Coste del hardware.

1.3.Presupuestos totales

Una vez calculado los costes parciales del personal, hardware y software, se calcula el Presupuesto
de Ejecucién de Material (PEM) (Tabla 4), que es la suma de los costes parciales mencionados
anteriormente.

Descripcién Coste (€)
Costes de mano de obra 5.644,40
Costes de hardware 25,36
Costes de software 83,75

TOTAL 5.753,51

Tabla 4. Presupuesto de Ejecucién de Material.

Una vez se tiene el PEM, se calcula el importe total de este Trabajo Fin de Grado, incorporando la
parte proporcional al beneficio industrial y a los costes generales. En concreto, se afiade un 6% con
relacion al beneficio industrial y un 13% correspondiente a los gastos generales. Una vez obtenido
este nuevo presupuesto con los margenes de coste y beneficio, se calcula el presupuesto final (Tabla
5) en el que se le afiade un 21% adicional correspondiente al Impuesto sobre el Valor Afiadido (IVA).
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Descripcién Coste (€)

Presupuesto de Ejecucién del Material 5.753,51
Gastos generales (13%) 747,96
Beneficio industrial (6%) 345,21

Suma 6.846,68

IVA (21%) 1.437,80

PRESUPUESTO TOTAL 8.284,48€

Tabla 5. Presupuesto total del proyecto.

Por tanto, el coste total de la realizacion de este Trabajo Fin de Grado es de OCHO MIL
DOSCIENTOS OCHENTA Y CUATRO EUROS CON CUARENTA Y OCHO CENTIMOS.
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