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Prefacio

O inicio deste trabalho pode datar-se de 1997 quando, como bolseiro, integrei
um projecto de investigagdo do Prof. Doutor José Cunha-Vaz, a decorrer no
IBILI — Instituto Biomédico para a Investigagcdo em Luz e Imagem, onde tomei
conhecimento pela primeira vez de uma area que até entdo me era completamente
desconhecida, a retinopatia diabética, e do papel da barreira hemato-retiniana,
cuja existéncia foi demonstrada no estudo realizado pelo Prof. Doutor José
Cunha-Vaz na década de 1960. Dai para ca, o desenvolvimento desta area do
conhecimento deve ser considerado pela sua relevancia, pelo que usufruir do
privilégio de para tal poder contribuir € motivo de enorme orgulho.

A imagiologia funcional da retina, com particular destaque para a fungao da
barreira hemato-retiniana, bem como a integracao desta com informagées comple-
mentares, como o0 edema macular, era ha muito uma necessidade identificada com
vista a um melhor entendimento das alteragdes que ocorrem na retina em doentes
diabéticos, uma doenca em franca expansdo no mundo ocidental. O trabalho aqui
apresentado pretende contribuir para o conhecimento destas alteragées, razao
pela qual incidiu essencialmente em &reas relacionadas com estes dois topicos.

Por todas as oportunidades que me foram concedidas desde o primeiro ins-
tante e pela enorme consideragéo pessoal que me merece, quero expressar o meu
agradecimento e reconhecimento ao Prof. Doutor José Cunha-Vaz, o principal
responsavel por me ter envolvido na tarefa de apresentar esta dissertagédo, e sem
o apoio do qual ndo a mesma nao teria sido possivel. Quero também expressar a
enorme satisfagdo de poder colaborar com alguém cujo reconhecimento intelectual
e cientifico é feito a uma escala pouco habitual.

Quero expressar o meu agradecimento ao Prof. Doutor Jorge Dias, o qual
se mostrou desde o primeiro dia receptivo a participar neste trabalho, aceitando
a responsabilidade da sua co-supervisdo em conjunto com o Prof. Doutor José
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Cunha-Vaz, numa fase em que eu proprio nao tinha a certeza de ser capaz de a
cumprir.

A Prof. Doutora Conceigdo Lobo, pela colaboracédo desde a primeira hora,
por vezes em dias interminaveis, quero agradecer a amizade e expressar 0 meu
reconhecimento pela enorme honestidade intelectual sempre presente.

Expresso o meu reconhecimento & Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra por ter aceite a intengcéo da elaboracao desta tese, mas
também por ter acedido a que a mesma transitasse para a Faculdade de Medicina
onde esta dissertagao é agora apresentada.

A Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra expresso também o
meu apreco por ter aceite a transferéncia proposta e que a apresentacdo desta
dissertacéo ai tenha lugar.

Quero agradecer a ALCON, na pessoa do Dr. Pedro Coloma, pela bolsa
de investigacdo Investigador Principal ALCON na AIBILI em Degenerescéncia
Macular e Glaucoma, atribuida em 2006.

Ao IBILI, com destaque para o Centro de Oftalmologia, quero agradecer
todas as facilidades concedidas e a colaboracao de todos os envolvidos.

Quero manifestar o meu aprego a todos os que contribuiram para a realizagao
deste trabalho, aos actuais mas também aos anteriores colaboradores do Centro
de Nova Tecnologias para a Medicina e aos diversos bolseiros que participaram
nos varios projectos. Também ao Centro de Ensaios Clinicos da AIBILI pela
cooperagao sempre prestada.

A todos aqueles que manifestaram desde sempre o apoio incondicional sem
esperarem qualquer retorno por esse motivo, a quem chamamos Amigos, quero
agradecer todo o apoio prestado. Nao quero no entanto de deixar de expressar
uma palavra especial ao Major Eng. Rui Ferreira e ao Dr. Paulo Barros pela
amizade sempre demonstrada.

Finalmente a minha familia, sem o apoio da qual esta tarefa néo teria sido
possivel e a quem o agradecimento ndo cabe nestas linhas, a Paula por suportar
as minhas infindaveis auséncias e em especial ao Afonso, a quem dedico este
trabalho.

Coimbra, Junho de 2008
Rui Bernardes
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Resumo

As diversas patologias oculares, com especial incidéncia naquelas aqui fo-
cadas, a retinopatia diabética (RD) e a degenerescéncia macular ligada a idade
(DMI), representam um risco para a visdo e uma carga para a sociedade quer
pelos custos humanos quer pelos custos econdmicos envolvidos.

Os processos desenvolvidos ao longo deste trabalho, tém como objectivo
principal tornar o conhecimento destas patologias mais aprofundado, de modo a
melhor percebermos os mecanismos envolvidos nas altera¢gdes maculares asso-
ciados as mesmas.

As diversas modalidades abordadas neste trabalho sao analisadas no Capi-
tulo 2, enquanto os desenvolvimentos propostos e realizados sao relatados no
Capitulo 3.

A integragao das diferentes metodologias, com vista a uma melhor percepgao
da realidade de um sistema complexo como o da retina, é tratada no Capitulo 4.
Aqui sdo desenvolvidos os processos basicos conducentes ao co-registo multi-
modal, os quais sao utilizados para a integragao de informagdo morfoldgica e
funcional.

A visdo proporcionada pela integracdo de modalidades complementares foi
ja reconhecida validade e importancia, tanto nesta como noutras areas.

Na Discussao é feito um resumo dos desenvolvimentos realizados e a respec-
tiva relagcdo com trabalhos de outros autores, bem como a listagem das principais
publicacées e comunicagdes cientificas efectuadas durante a realizagdo deste
trabalho.

Os vérios projectos ao longo dos quais o trabalho aqui reportado foi efec-

tuado, projectos de investigagao cientifica nacionais e internacionais, sdo mencio-
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Resumo

nados nas Conclusdes. E ainda feita referéncia a novos estudos os quais irdo
fazer uso dos conhecimentos adquiridos. E também feita referéncia a um estudo
ja em curso o qual pretende aferir a validade da fenotipagem realizada em doentes

diabéticos, fenotipagem realizada com recurso a metodologias aqui abordadas,

e.g. a imagem multimodal.
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Summary

From the several ocular pathologies, with special emphasis on the ones he-
rewith dealt with, diabetic retinopathy (RD) and age-related macular degeneration
(AMD), represent a threat for vision and a burden for the society because of both

the social and economic impact.

The key objective of the processes developed along this work is to increase
the knowledge on these pathologies and, in this way, to promote the better unders-
tanding on the diseases mechanisms involved in the associated macular changes.

On Chapter 2, the several modalities focused in this work are analyzed, while
the proposed and achieved developments are reported in Chapter 3.

The integration of the different modalities for the broader overview of the
retina complex system is dealt with in Chapter 4. Here, the basic processes for
the multimodal co-registration, to be used for the integration of morphological and
functional information, are developed.

The importance of the global overview made available by the integration of
complementary modalities, was already recognized both on this and other areas of
knowledge.

In the Discussion a summary is made on the achieved developments, the
respective relation to published work from several other authors, and on the main
publications and scientific communication made throughout the time span of this
work.

The several projects along which the work here reported was carried-out,
both national and international scientific research projects, are mentioned at the
Conclusions. A reference was made to projects that will make used of the
knowledge here gathered. A newly started project, which intents to validate
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Summary

a phenotype system for DR patients made using some of the processes here
developed, e.g. multimodal imaging, is also mentioned.
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Capitulo 1. Introducao ao Conceito

1.1 Incidéncia macular das patologias mais frequentes:
Retinopatia Diabética e Degenerescéncia Macular
Ligada a Idade

A retinopatia diabética (RD), i.e. as alteragbes da retina associadas a dia-
betes, € uma das principais causas de cegueira legal no mundo desenvolvido. As
estimativas apontam 10% como valor de taxa da populagdo diabética em 2010 na
Unido Europeia. Do outro lado do Atlantico, ha cerca de 100 000 novos diabéticos
a cada ano de acordo com [Kin95]. Para além do mais, esta doenca multifactorial
afecta sobretudo a populacdo activa, com idades entre 0s 24 e os 74 anos de
idade [AGK™98] tendo por isso um custo socio-econémico elevado. Este aspecto
€ tdo mais importante quanto as alteragées demograficas da patologia da diabetes
do tipo 2 (ndo-insulino dependentes) envolvem um ndmero crescente de doentes
nos paises em desenvolvimento o que tornara este num problema a escala global
[GHPO3].

Varios estudos multicéntricos foram estabelecidos aos longo dos anos para
lidarem com este problema, de entre os quais se podem destacar o Diabetic
Retinopathy Study (DRS), o Early Treatment Diabetic Retinopathy Study Group
(ETDRS), o Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) e o United Kingdom
Prospective Diabetes Study (UKPDS).

Os principais critérios clinicos para a avaliagao clinica da retinopatia diabética
foram estabelecidos no ambito do estudo ETDRS, a maioria baseada em fotogra-
fias do fundo ocular, os quais permanecem ainda em utilizagdo no protocolo com
0 mesmo nome.

Um dos sinais iniciais observaveis da retinopatia diabética é a presenga
de microaneurismas (0 que corresponde ao nivel 1 da escala ETDRS), embora
estes ndo sejam especificos da diabetes ja que 7% da populagdo ndo-diabética
apresenta microaneurismas no fundo ocular, que entre outros factores podem estar
relacionados com a hipertensao.

Niveis mais avancados da escala ETDRS vao desde as hemorragias ao
edema macular, sendo esta uma das causas de baixa de visdo na diabetes.

Num estado avangado da retinopatia diabética, a retinopatia diabética pro-
liferativa (RDP), ha lugar ao desenvolvimento de novos vasos, 0s quais, se hao
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1.1 Incidéncia macular: RD e DMI

tratados, conduzem a sua proliferacdo e a hemorragias frequentes.

Do estudo realizado entre 1980 e 1992, o Wisconsin Epidemiology Study
of Diabetic Retinopathy (WESDR), cuja populagao consistiu maioritariamente em
Americanos de ascendéncia Europeia, diabéticos do tipo 2 e com 30 ou mais anos
de idade, 50% apresentavam um qualquer nivel de retinopatia, 5% apresentavam
RDP e 5% apresentavam edema macular clinicamente significativo (EMCS).

Ao fim de 10 anos, 71% dos individuos sem quaisquer alteragdes iniciais
apresentavam ja algum tipo de alteragdo, 60% progrediram em 2 ou mais niveis
na escala ETDRS, 16% apresentavam RDP e 13% edema macular clinicamente
significativo [KKMC95a, KKMT84b, KKM*84a, KKMT84c, KKMC95b].

Relativamente a degenerescéncia macular ligada a idade (DMI), esta é uma
patologia que se caracteriza pela surgimento de alteragdes degenerativas progres-
sivas da retina na 4rea macular.

No estudo Beaver Dam Eye Study (BDES), relativo a degenerescéncia ma-
cular ligada a idade [PP05] com base numa populagao de 4 926 individuos com
idades entre 0s 43 e 0s 86 anos, 15,6% apresentavam sinais iniciais de DMI (drusa
duros com anomalias pigmentares ou drusa moles), enquanto 1,6% apresentavam
sinais de DMI mais avangada (neovascularizagao ou atrofia geografica), pelo que
foi estimado que 640 000 americanos entre os 75 e 0s 86 anos sofram de DMI.

Ao fim de 10 anos, relativamente aos individuos sem alteragdes iniciais no
inicio do estudo, 10,9% apresentavam ja altera¢des iniciais, enquanto a percenta-
gem relativa aos individuos com sinais mais avang¢ados foi de 2,1%, o0 que permitiu
estimar que 1,9 milhdes de individuos entre os 65 e os 84 anos desenvolveriam
sinais avancados de DMI.

O risco para a cegueira nesta patologia é ainda mais preocupante uma vez
que 25% dos doentes com atrofia geografica e boa acuidade visual ao fim de um
periodo de 4 anos s&o considerados legalmente cegos [SBTT99].
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1.2 Limitacoes das metodologias actualmente existentes

As técnicas que irdo ser abordadas visam a obtengao de informagao da retina
do olho humano, o qual funciona como uma dupla lente positiva que forma uma
imagem real numa superficie sensivel a luz, a retina.

A focagem das imagens na retina deve-se principalmente ao efeito conjunto
da cérnea e do cristalino, sendo a superficie da cdérnea ligeiramente achatada de
modo a reduzir as aberragdes esféricas, enquanto o cristalino € uma lente GRIN
em que o indice de refracgao varia de 1,406 no centro a 1,386 na periferia.

A iris, por intermédio da pupila, regula a quantidade de luz que penetra no
olho, podendo o didmetro de abertura variar de 2 mm (em condi¢des de luz muito
intensa) a 8 mm na escuridao.

Um esquema simplificado do olho humano pode ser visto na figura 1.1.

orn .
Cérnea Esclerética

Humor
Vitreo

Macula

\‘“‘ Cristalino

Nervo
Optico

Coroide

Figura 1.1: Esquema simplificado do olho humano onde s&o mostradas as
principais estruturas e os eixos optico e visual.

As duas referéncias globais da retina humana e que terdo importancia para
o trabalho desenvolvido, sdo a fovea e o disco éptico. A févea € a area macular
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onde se forma a imagem da visdo detalhada, por conter a maior densidade de
fotoreceptores, cones e bastonetes, sendo os primeiros os responsaveis pela
deteccao de cores e dos quais existem entre 6 e 7 milhées. Por outro lado, os
bastonetes sdo muito mais sensiveis e existem distribuidos de modo irregular
pela retina num total de 125 milhées. O disco 6ptico € o ponto de entrada das
fibras nervosas que transportam a informagéao recolhida pelo fotoreceptores para o
cérebro, mas também o ponto de entrada/saida dos vasos que irrigam a retina.

Globalmente, as técnicas actualmente disponiveis apresentam limitagdes de
diversa ordem tais como o deficiente mapeamento das alteragdes detectadas
relativamente a localizacdo da févea, ou mesmo o acompanhamento dessas
alteragdes ao longo do tempo.

A févea é de facto a zona nobre a preservar e a proteger dada a sua fungao
vital para a visdo detalhada necessaria no dia-a-dia de qualquer individuo.

E por isso de fundamental importancia que todo o mapeamento macular se
faca relativamente a esta referéncia anatémica e funcional, considerando natural-
mente que entre duas lesdes semelhantes é de maior risco para a visdo aquela
localizada junto a févea comparativamente com uma qualquer outra localizagdo na
retina.

Reveste-se assim de condicdo fundamental que qualquer mapeamento se
faca relativamente a esta referéncia.

Por outro lado, os métodos que tém a févea como referéncia geografica
nao tém em consideracdo a necessidade de obtencdo de um mapeamento mais
detalhado nesta area e tendem, em contrapartida, a obter um mapeamento com
igual resolugao qualquer que seja a localizagdo onde este é realizado. Um exemplo
gritante é o caso do mapeamento da espessura da retina com o OCT (Optical
Coherence Tomograph - Carl Zeiss Meditec, Dublin, California, EUA) que, embora
consiga uma maior densidade de medidas de espessura no centro do respectivo
mapa e este seja realizado preferencialmente centrado na févea, apresenta como
medida da espessura um valor médio para uma &rea correspondente a um circulo
de 1000 pm de didmetro, o que tem como implicagdo uma menor sensibilidade na
deteccao de alteragdes nesta area primordial da visao.

Por outro lado, a generalidade dos sistemas disponiveis fornece apenas
informag&o morfoldgica, eventualmente a de maior facilidade de obtencéo, embora
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a informagao funcional, relativa a visdo ou a um qualquer outro aspecto, seja
tdo ou mais importante do que esta. Como exemplo, podera utilizar-se um dos
aspectos que sera objecto de desenvolvimento neste trabalho e que se prende com
a obtencdo de uma imagem funcional da barreira hemato-retiniana (BHR), in vivo,
0 que significa que a informagao obtida nos indica o estado de funcionamento da
barreira que tem como fungao a preservagao dos fotoreceptores, obviamente com
as naturais consequéncias para a visdo no caso da sua degradacao.

A adicionar a todos estes aspectos, deve considerar-se a dificuldade existente
correntemente no acompanhamento das lesdes ao longo do tempo, sendo este um
factor primordial no acompanhamento da evolugao de qualquer estado patoldgico,
ja que nos indica o sentido e velocidade desta mesma progressao, seja ela o
sentido de um agravamento da patologia ou o contrario.

Sem um eficaz meio de acompanhamento das alteragcbées do fundo ocular,
quer morfoldgicas quer funcionais, ha um manancial de informacéo eventualmente
presente em cada uma das varias modalidades que pode estar a ser negligenciado
e por esse motivo atrasar a evolugao do conhecimento das alteragées em curso na
retina associadas a uma determinada patologia.

Indo ainda mais longe, o facto de nédo estarem disponiveis métodos de
imagem multimodal que permitam correlacionar as vérias modalidades disponiveis,
parece ser uma limitagcdo que se sobrepde a todas aquelas ja mencionadas.

Todos este factos levaram ao desenvolvimento dos processos descritos neste
trabalho, tal como a possibilidade de comparacdo da evolucdo das alteragbes
do fundo ocular (seccdo 3.1.2), a necessidade de desenvolvimento de uma ima-
gem funcional da barreira hemato-retiniana (secgdo 3.2.1), a possibilidade de
normalizagdo da angiografia fluoresceinica (secgado 3.2.2), o mapeamento do
edema macular relativamente a févea e com resolugdo aumentada (secgéo 3.3)
e finalmente os processos de integracdo das diversas modalidades (secgéao 4),
com a preocupagao fundamental de obtengédo de resolugdes elevadas e de que
0s processos de co-registo sejam tais que tenham em consideragao a formagéao
das respectivas imagens de modo a poderem ser corrigidos todos os aspectos
possiveis, tal como o processo de co-registo deformavel das imagens funcionais
para as referéncias morfoldgicas na area central e de ja referida importancia para

a visao.
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Este cuidado colocado na area central é claramente suportado pelos se-
guintes argumentos. Embora a févea ocupe apenas uma é&rea de 0,02% da
totalidade da retina e apenas contenha 0,3% do total de cones, ela contém 25%
das células ganglionares [PP05]. Significativo é também o facto de 40% do cortex
visual primario ser responsavel pelo processamento dos 5° centrais da retina a que
corresponde uma 4rea circular de 1000 pm de diametro.

Todos estes factos sdo assim a favor da necessidade de um mapeamento
das varias técnicas com a maior resolucdo possivel e da extrema importancia de

se conhecerem as alteragées que aqui ocorrem.
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Capitulo 2. Revisao das Técnicas de Diagnéstico Existentes

2.1 Fotografia do fundo ocular

A fotografia do fundo ocular, ou retinografia, é claramente a modalidade mais
utilizada, quer para diagnéstico quer para simplesmente documentar a aparéncia
do fundo ocular de um dado olho num particular instante.

De acordo com [TSB03, YKGCO06], a fotografia do fundo ocular humano surgiu
em 1886 num trabalho conjunto de W. Jackman e J. Webster. Mais tarde, em 1929,
foi obtida a primeira fotografia do fundo ocular a cores, no mesmo ano em que A.
Bedell publicou o primeiro atlas de fotografia estéreo do fundo ocular.

A retinografia com utilizagéo de um flash foi obtida pela primeira vez em 1949
por A. Rizzutti. Actualmente, quando se fala de fotografia do fundo ocular ja nao
se considera outra possibilidade que nao a fotografia digital.

Os sistemas que permitem a realizagdo da retinografia, os retindgrafos,
utilizam um sistema de iluminagdo que tem como objectivo a uniformidade da
iluminagéo do fundo ocular. Para este efeito, utilizam um anel de luz fazendo esta
entrar pela pupila dilatada, luz essa que é reflectida pela retina através do centro
da pupila de modo a ser capturada pelo sensor, geralmente um sistema CCD.

Os retindgrafos sdo normalmente descritos pelas suas caracteristicas, da
quais se destacam os angulos de aquisicao permitidos, que definem qual a porgéao
da retina que pode ser obtida em cada imagem. Ha assim varios retindgrafos
com angulos que variam tipicamente entre os 30° e os 50°, havendo no entanto
sistemas especializados para angulos distintos como é o caso de retinégrafos
capazes de obter imagens até 140°.

Outra das classificagdes utilizadas para os retindégrafos (ou c&maras) diz
respeito as condigdes de obtengao de imagens, sendo classificadas em midriaticas
ou nao-midriaticas. As primeiras requerem a dilatagdo da pupila com recurso a
farmacos, enquanto as segundas fazem uso da dilatagao natural apés um periodo
de adaptagao do utente a um ambiente com um baixo nivel de luminosidade. Estas
Ultimas séo utilizadas essencialmente para documentagao do fundo ocular ou para
efeitos de rastreio de populagdes.

Dos aspectos que permitem distinguir os retindgrafos fazem parte a resolugéo
das imagens digitais fornecidas por cada um deles, havendo uma panéplia de
opgdes quer em termos de resolugdo quer em termos de sensor utilizado. Este
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€ de resto um aspecto que passa ja a ser autobnomo relativamente ao retindgrafo
se este for considerado apenas o sistema fisico responsavel pela iluminagdo do
fundo ocular e pela recolha da luz reflectida.

Um retinégrafo é no entanto hoje em dia, um equipamento do qual faz parte
nao apenas o sistema base de recolha de imagens, mas também o sistema de
base de dados onde as informagbes acerca do utente bem como as respectivas
retinografias sdo armazenadas, sendo este também um aspecto que distingue
retindgrafos entre si pela sua capacidade de armazenamento.

Finalmente, devemos considerar ainda a possibilidade de efectuar manipu-
lacbes nas imagens adquiridas, a regulagdo de contraste, nivel de iluminacéo e
outros, que permitem efectuar correcgdes que sistemas em utilizagao até ha pouco
tempo ndo permitiam.

Novas especificagbes surgem assim nesta area, tal como o formato digital
da imagem, o uso ou ndao de compressao digital e se a mesma ocorre com ou
sem perdas. Todos estes factores pesam hoje em dia quando nos referimos
a uma imagem do fundo ocular e estes sdo aspectos ainda nao considerados
aquando da definigao da generalidade do protocolos em utilizagdo em ensaios
clinicos. Neste sentido, ndo é de estranhar um estudo multicéntrico acabar por
recolher retinografias com resolugdes distintas e em formatos de imagem também
distintos, embora os principios para o processo de aquisi¢ao, o angulo a utilizar
e a localizagdao do fundo ocular onde as imagens devem ser obtidas estejam
completamente especificadas nos respectivos protocolos, o que demonstra que
o processo de adaptagao esta ainda em curso.

Informacgéo acerca da histéria da fotografia, principios e caracteristicas po-
dem ser consultados em [YKGCO06].

Um exemplo de uma retinografia pode ser vista na figura 2.1.
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Figura 2.1: Exemplo de retinografia digital de um olho esquerdo, obtida com um
angulo de 30° e com 3872 x 2592 pixeis.
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2.2 A angiografia fluoresceinica e a fluorofotometria

Quer a angiografia fluoresceinica quer a fluorofotometria dependem da fluo-
rescéncia emitida pelas moléculas da substancia de contraste utilizada, marcador
fluorescente, que no contexto do tépico em andlise € a fluoresceina sédica, razao
pela qual interessa definir as suas principais caracteristicas.

Marcadores fluorescentes sao assim moléculas caracterizadas pela existén-
cia de niveis energéticos que favorecem a transferéncia de electrdes entre dife-
rentes orbitais pela absorgao e emissao de fotdes. Durante o processo de absorgao
a molécula passa a um estado excitado, podendo posteriormente recuperar, para
o estado inicial, pela libertacdo da energia excedentéria através da emissao de
fotdes, embora possa ocorrer outro tipo de libertagdo de energia sem recurso a
emissdo destes.

Uma molécula fluorescente é deste modo caracterizada pelo seu espectro
de excitagado (absorgao) e de emissao, respectivamente a distribuicdo de energia
capaz de produzir emissdo num dado comprimento de onda e, a distribuigdo de
energia de emissdo quando excitada num comprimento de onda especifico.

Dois tipos de fluoréforos podem coexistir no fundo ocular, os fluoréforos
enddgenos e os fluoréforos exdgenos. A angiografia fluoresceinica baseia-se
na presenca destes Ultimos ao passo que os primeiros (end6genos) sdo 0s
responsaveis pela autofluorescéncia. Pode ainda considerar-se, em sentido mais
lato, que a fluorescéncia endégena é toda aquela existente ndo intencionalmente
para um fim especifico, o que no caso presente serd a obtengdo de uma imagem
do fundo ocular com esta substancia de contraste [Doc97].

De modo a poder obter-se uma informagdo acerca da presenga de um
determinado marcador fluorescente, é necessério verificarem-se algumas condi-
¢bes, nomeadamente que os espectros de excitagdo e emissdo sejam o mais
separados possivel, que a contribuicdo dos fluoréforos enddgenos seja diminuta
comparativamente com a fluorescéncia exégena, mas ainda que a excitagdo se
produza num comprimento de onda compativel com o espectro dos emissores
existentes (LEDs, lasers, etc...) e que o respectivo espectro de emissdo do
marcador fluorescente seja compativel com os sistemas de aquisi¢do disponiveis
(fotodiodos, fotomultiplicadores, CCDs, etc...). O fluoré6foro de exceléncia utilizado
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em oftalmologia, onde se enquadra o presente trabalho, € a fluoresceina sddica
(NaFl, Co90H19O5Nas), ou simplesmente fluoresceina, usado na pratica clinica
devido a sua nao-toxicidade, nivel de fluorescéncia e dimensdo das moléculas
(376 Daltons) [DB95, Doc97].

Ap6s a administragao de fluoresceina esta € conjugada pelo figado e ex-
cretada pelo rim. O principal conjugado existente na corrente sanguinea é a
fluoresceina monoglucoronada, cuja fluorescéncia se situa entre 1/34 e 1/3 da
fluoresceina sodica em funcdo do comprimento de onda utilizado [MB86]. No
entanto, 5 minutos apés a administracdo de fluoresceina sddica, a fluoresceina
monoglucoronada é responsavel por apenas 5% da fluorescéncia medida, nas
condi¢bes de utilizagdo em todo o trabalho aqui apresentado, razdo pela qual a
sua contribuicdo nao sera considerada.

A fluoresceina, um tracador da familia dos Xantenos, foi sintetizada pela
primeira vez em 1871 por Johann von Bayer e usada por Paul Ehrlich em 1882 para
estudar o percurso do humor aquoso em olhos de animais [Mas06]. Os espectros
de excitacdo (com emissdo medida a 515 nm) e de emissdo (com excitacido a
490 nm) podem ser vistos na figura 2.2 e apresentam um pico de absorgao nos
492 nm e um pico de emissdo nos 511 nm, enquanto os picos reportados em
[GHPO03] sao nos 490 nm e nos 510 nm, respectivamente.

Nesta mesma imagem é mostrado o efeito do pH da solugéo de fluoresceina,
onde claramente se observa a diminui¢do da emissdo com a diminui¢do do pH
(curvas a preto).

A angiografia fluoresceinica como técnica de diagnéstico foi introduzida em
1961 [NA61] e a sua utilizagdo sistematica contribuiu consideravelmente para o
conhecimento actual da retinopatia diabética [CV06]. Esta baseia-se na obtengéo
de uma imagem do fundo ocular ap6s administragdo do tragador (a fluoresceina
sddica como fluoréforo exdgeno) com recurso a excitagdo das moléculas deste
e com a utilizagdo de filtros de excitacdo e emissdo apropriados de modo a
captar apenas a fluorescéncia proveniente da emissdo e nao da reflexdo da luz
de excitacéo.

Um exemplo de uma angiografia fluoresceinica digital, obtida 30,7 s ap6s a
administracdo intravenosa do tragador, pode ser vista na figura 2.3.

A evolugao da instrumentagao disponivel tem tido um papel primordial para o
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Figura 2.2: Espectro de emissado e excitagdo para a fluoresceina sédica, respecti-
vamente curva a azul e a vermelho. Neste gréafico, também é mostrado o efeito da
dependéncia do nivel de emissdo com o pH da solugéo (curva a preto).

avanco do conhecimento acerca da retinopatia diabética, com especial incidéncia
na avaliacdo quantitativa da barreira hemato-retiniana (BHR).

Neste ambito, o desenvolvimento do oftalmoscdpio confocal de varrimento
laser é de particular importancia, razdo pela qual os proximos paragrafos serao
utilizados na sua analise.

Das varias aproximacdes efectuadas ao desenvolvimento de um sistema
confocal, aquela seguida por Marvin Minsky foi a que mais repercussoes teve,
sendo ainda hoje os oftalmoscépios confocais muito semelhantes, conceptual-
mente, ao original deste autor cuja patente de 19 de Dezembro de 1961 (USA
Patent 3,013,467) foi submetida em 7 de Novembro de 1957 com o titulo Micro-
scopy Apparatus. O sistema patenteado utiliza uma fonte de luz ndo coerente
— 0 trabalho inicial € de 1955 e o laser viria a ser inventado apenas em 1960
por Theodore Maiman — fazendo por isso uso de dois orificios confocais, cuja
palavra significa que os mesmos se encontram co-focados [Mas06]. A data desta
invengdo, o varrimento consistia em fazer mover o objecto de estudo, sendo por
isso 0 tempo de aquisi¢cao para os estudos do préprio Marvin Minsky de 10 s por
imagem, ao contrario do que sucedia com a utilizagao de discos de Nipkow (Paul
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Figura 2.3: Angiografia fluoresceinica digital de um doente diabético obtida 30.7 s
apés a administragdo intravenosa do tracador (fluoresceina sédica na proporgao
de 14 mg/kg de peso do doente).

Nipkow) cuja invengao remonta a 1884 e que permite a obtengdo de imagens a
uma taxa superior, fazendo uso de multiplos orificios confocais dispostos segundo
um arranjo geométrico especifico sobre dois discos que rodam solidarios segundo
0 mesmo eixo.

Em 1981 é publicado um trabalho sobre o desenvolvimento de um sistema de
varrimento para a obtengéo de imagens do fundo ocular [WH81]. Este veio permitir
a aquisicdo de uma imagem por deflexdo de um feixe laser o que, ao contrario
dos oftalmoscépios anteriores, evita a iluminagdo simultanea da totalidade da
retina permitindo por isso uma resolugao lateral superior. Este sistema é passivel
de utilizagbes distintas tal como demonstra a obtencdo de dados de perimetria
[MTWHS82], trabalho publicado no ano seguinte ao da instrumentagéo.

Em 1984 um novo trabalho [Web84] agrega os sistema de varrimento e
confocal, criando assim o oftalmoscdpio confocal de varrimento laser (OCVL)
(confocal scanning laser ophthalmoscope - CSLO) que deu origem a varios mo-
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delos comerciais e que teve por isso um papel importante na obtengao de dados
do fundo ocular com uma qualidade muito superior até a entdo ai obtida.

No entanto em 1975, ainda antes da criagdo desta instrumentacao, foi dado
um passo importante para a possibilidade de aferir o estado da barreira hemato-
retiniana (BHR) com a aplicagao da fluorofotometria para a avaliagao clinica de
patologias do segmento posterior com o trabalho [CVACF75] ao qual se seguiram
outros [WOKT78, WKKB79, KA81]. A histéria resumida da fluorofotometria ocular
pode ser encontrada em [CV85].

O principio subjacente a fluorometria (ou fluorofotometria) reside no facto da
fluoresceina sédica penetrar para o interior do globo ocular (cavidade vitrea/humor
vitreo) em quantidades minimas em olhos de individuos saudaveis, ao passo
que essa penetragdo é mais elevada em doentes diabéticos bem como noutras
patologias para além da retinopatia diabética.

Convém aqui realgar o facto de anteriormente terem sido ja criados equipa-
mentos para a obtengédo de informagao quantitativa tal como referido em [WK70]
e que referencia a instrumentacao criada por David Maurice e apresentada em
[Mau63], estando no entanto estes equipamentos limitados a medi¢des na cérnea
e camara anterior.

A fluorometria do vitreo, com relevancia para o presente estudo, foi dada
a conhecer no trabalho [CVGVN79] onde um novo fluorometro para a medicéo
das alteragbes da barreira hemato-retiniana é apresentado tendo por base uma
lampada-de-fenda Haag-Streit modelo 360.

No entanto, apenas em 1983 [ZBCV83c, ZBCV83b] foi apresentado o sistema
comercial Coherent Fluorotron Master (CFM — OcuMetrics Inc., Mountain View, CA,
EUA), o qual se mantém até hoje e que tornou possivel a realizagdo de inUmeros
estudos tal como o apresentado em [ZBRCV85]. O seu principio de funcionamento,
consiste na aquisicdo de uma série de medidas efectuadas ao longo de um eixo
optico que passa pelo ponto de fixagéo, rejeitando em cada local a fluorescéncia
proveniente de localizagbes anteriores e posteriores a localizagdo da medicao
corrente, sendo por isso um sistema confocal. Embora o sistema fornega apenas
uma medida Unica para todo o pélo posterior, este mesmo sistema tornou possivel
a comparagao objectiva entre doentes e/ou a monitorizagdo do mesmo doente

(olho) ao longo do tempo.
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Contudo, a necessidade de mapear as alteragdes da barreira hemato-retiniana
de modo a poder correlaciona-las localmente com outros parametros, tais como a
presenca de edema macular, levou ao desenvolvimento de um novo sistema de
medigao baseado num oftalmoscdépio confocal de varrimento laser protétipo da
Zeiss (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). De entre as limitagcdes desta instrumentacao,
devemos referir o facto do plano confocal estar em movimento constante ao longo
da aquisi¢cdo e o facto do sinal ser adquirido em modo entrelagado, i.e. linhas
pares e linhas impares sdo objecto de medicdo em varrimentos consecutivos e
encontram-se por isso em planos confocais distintos. A conjugagao destes dois
aspectos com o nimero muito limitado de planos confocais, apenas 9, obriga a
utilizagdo do movimento constante do plano de aquisicdo € do modo entrelagado
para aumentar o nimero de planos confocais a custa de uma redugéo da resolugao
lateral do sistema. Foi deste modo foi possivel obter informagdo em 18 planos
confocais separados de 150 um e com esta informacgao trazer novos achados para
a investigagéo clinica, estando o sistema e os dados inicialmente obtidos descritos
em [BIST99] e em [LBSCV99].

Publicagcbes subsequentes demonstraram ndo apenas a exequibilidade da
técnica mas também o seu valor clinico [LBCVO00] bem como a possibilidade
oferecida com as referéncias do fundo ocular para a integragdo de informacdes
de diferentes fontes e modalidades de imagem [BLCV02].

Embora com todas estas limitagdes, foi possivel obter dados importantes na
progressdo da retinopatia diabética, tais como a reversibilidade das alteracdes
da barreira hemato-retiniana nos estadios iniciais da doenga [LBACV01], de entre
outros [LBF04, LFS*04, CVB05].

No entanto, a instrumentagéo utilizada nao estd4 comercialmente disponivel,
nao permitindo por esse motivo alargar a utilizagao desta técnica a outros grupos
de investigagdo com interesse nesta drea o que levou ao desenvolvimento do

trabalho reportado na secgéo 3.2.1.

18 Mapeamento Multimodal da Macula



2.3 Tomografia por coeréncia 6ptica

2.3 Tomografia por coeréncia optica

A tomografia por coeréncia 6ptica é uma modalidade de imagem médica
relativamente recente na area da oftalmologia, cujo principio se baseia num vasto
campo do conhecimento. Esta técnica encontra-se extensivamente detalhada em
[BTO2].

O principio da aplicacéo foi demonstrado em 1991 [HSL*91] e em 1994 foi
publicado o primeiro trabalho com dados obtidos do fundo ocular in vivo [IHST94].

Esta modalidade permite obter imagens de estruturas da retina, em profundi-
dade, ao longo de um segmento de recta ou ao longo de um circulo. Em qualquer
dos casos, estas aquisigdes correspondem a varrimentos efectuados em modo B,
cada um dos quais é composto por multiplas aquisicdes em modo A, terminologia
utilizada pela analogia com os ultrasons.

E possivel com recurso a esta técnica obter uma imagem semelhante a uma
imagem histolégica com a enorme vantagem de ser realizada in vivo.

A informagéao obtida é dada pela intensidade das reflexdes correspondentes
a alteragbes no indice de refracgdo para uma dada localizagdo e a uma dada
profundidade, sendo esta fornecida pelo deslocamento efectuado por um espelho
de referéncia.’

O OCT veio revolucionar as imagens obtidas do fundo ocular ao revelar as
estruturas de retinas funcionais e patolédgicas, in vivo, e com resolugdes de 1 a
15 um, que correspondem a 1 a 2 ordens de grandeza relativamente a sistemas
de imagiologia convencionais tais como os ultrasons, a ressonancia magnética ou
a tomografia computorizada.

Embora com um principio semelhante ao dos ultrasons, o OCT tem ébvias
diferencas. Ao contrario destes, 0 OCT nao necessita de contacto directo com
a amostra biologica. Por outro lado, embora apresente uma resolugdo superior,
comparativamente com a resolugdo de 150 pum dos ultrasons a 10 MHz, a
penetragdo na amostra biolégica é limitada.

Deve chamar-se a atencdo que, embora existam sistemas de ultrasons com
resolugbes superiores aos referidos, da ordem do 20 um, estes tém uma capa-

10s sistemas mais recentes ndo tém partes méveis e obtém por isso velocidades de
aquisigao superiores em 3 a 4 ordens de grandeza.
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cidade de penetragido de 4 a 5 mm, 0 que limita a sua utilizacdo ao segmento
anterior do olho, ndo permitindo por isso a obtengao de imagens do fundo ocular.

O OCT usa a interferometria de baixa coeréncia para obter resolugdes ele-
vadas, sendo que a resolugdes espaciais da ordem das dezenas de micrometros
correspondem resolugdes temporais da ordem dos femtosegundos (fs). Medigoes
de tempos desta ordem de grandeza podem ser obtidas com recurso a dispositivos
opticos conhecidos como interferémetros.

Nestes dispositivos, um feixe de baixa coeréncia, normalmente um feixe
laser, é dirigido para um divisor de feixe sendo um dos feixes resultantes dirigido
para a amostra e o outro para uma referéncia. O feixe dirigido para a amostra
sofre reflexdes nas vérias estruturas a diferentes profundidades, correspondendo
a alteragbes no indice de refracgdo, e permite por isso discriminar as varias
estruturas oculares (na area de aplicagdo em causa). Por outro lado, o segundo
feixe sofre reflexdo no espelho de referéncia, cuja posicao pode ser alterada.

Ambos os sinais reflectidos, pela amostra e pela referéncia, sdo recombina-
dos e quantificados por um fotodetector.

Resulta daqui, que as medidas efectuadas com o OCT a partir do sinal
recombinado da amostra e do espelho de referéncia, correspondem ao nivel de
alteragdo do indice de refracgdao para uma particular posicao deste. Fazendo
variar essa posicao e registando o sinal obtido, ficamos na presenga de um
varrimento em modo A. Da identificagdo neste sinal das estruturas responsaveis
por transigdes entre indices de refraccdo € determinada a espessura da retina
no local de aquisicdo do sinal, considerada como a distancia entre a membrana
limitante interna e o epitélio pigmentado da retina.

Um varrimento em modo B, permite assim obter tantas medidas da espessura
da retina quantos os varrimentos em modo A que lhe deram origem.

Uma imagem correspondente a um corte histolégico, é obtida pela colocacao
lado-a-lado dos multiplos varrimentos em modo A de um mesmo varrimento em
modo B. Cada pixel é assim proporcional a diferenga entre os indices de refracgao
e a imagem pode ser mostrada como monocroméatica ou fazendo uso de pseudo-
cor, o que facilita a inspecgao visual em funcdo das pequenas diferengas que
importam detectar.

Do acima exposto deve referir-se a diferenga entre a resolugdo do sistema
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em profundidade (varrimento em modo A) e lateral (varrimento em modo B). Neste
ultimo a resolugéo é inferior e dependente do nimero e localizagdo dos varios
varrimentos em modo A que compdéem o varrimento em modo B, estando por
isso dependente da estabilidade posicional da amostra devido a existéncia de
movimentos sacadicos, se realizado in vivo.

Embora, como descrito, o sistema apresente intrinsecamente resolugdes
elevadas, sendo a resolugédo lateral da ordem dos 20 pm, o mapeamento dos va-
lores de espessura para uma retina estdo muitissimo condicionados nos sistemas
existentes, OCT modelo 2 e Stratus, fornecendo apenas 9 valores de espessura
para cobrir toda a area macular num didmetro de 6000 pm (uma area de ~ 28
mm? do fundo ocular). Para além disso, este mapa é construido com base em
apenas 6 varrimentos radiais (modo B), nao tomando em consideracdo a posigao
dos mesmos no fundo ocular nem a existéncia de movimentos sacédicos.

Ainda assim, a literatura é abundante na analise de diversos patologias
utilizando estes mapas, o que claramente demonstra a enorme apeténcia pela

utilizagao desta técnica.
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3.1 Fotografia do fundo ocular

3.1.1 Contagem de microaneurismas
O registo da localizacao vs. o nimero total de microaneurismas

A fotografia do fundo ocular tem sido o método de eleicdo no seguimento
da retinopatia diabética dado ser uma modalidade minimamente invasiva (ou nao
invasiva se ndo se considerar a interacgdo da luz com o tecido biol6gico), ser
tecnicamente facil de realizar e bem tolerada pelos doentes, resultando dai a sua
utilizagéo em rastreio de populagdes [AGK™198].

Os microaneurismas e as hemorragias sd@o 0s primeiros sinais visiveis no
fundo ocular a poderem ser captados por esta modalidade de imagem, podendo
ser contados, 0 que tem sido sugerido como um indicador da progressao da
retinopatia [KMMK95].

Num estudo baseado em angiografias fluoresceinicas foram observados o
aparecimento 395 novos microaneurismas e o desaparecimento de 258 microa-
neurismas anteriormente identificados, num intervalo de tempo de 2 anos, 0 que
mostra que este ndo é um processo estacionario mas antes um processo dinamico
[H196].

Deve ser tido em conta que o desaparecimento de um microaneurisma nao é
um processo irreversivel mas antes um processo que indica uma deterioracdo da
rede vascular.

Estes aspectos implicam que a contagem de novos microaneurismas deve
tomar em consideracao o local onde os mesmos sao detectados no fundo ocular,
0 que significa que a detecgdo de um microaneurisma numa dada localizagédo
sO corresponde a um novo microaneurisma se efectivamente nessa localizagao
nao houve registos anteriores, caso contrario trata-se simplesmente do mesmo
microaneurisma mas que entretanto e devido as condigdes da rede vascular tinha
deixado de estar visivel.

Daqui se infere a necessidade de obter um registo da localizagdo dos mi-
croaneurismas no fundo ocular para efectivamente se poder falar de uma taxa de
progressao.

No ambito do trabalho aqui apresentado, foi implementado um processo
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de co-registo de imagem de modo a poder contabilizar-se o nimero de novos
microaneurismas durante um qualquer intervalo de tempo, o qual corresponde ao
tempo que decorre entre a primeira e a Gltima imagem a ser considerada para cada
olho.

Deve salientar-se que a marcagao (deteccao) dos microaneurismas utilizado
neste trabalho foi realizado por especialistas € nao por um processo de anélise de
imagem, pelo que os resultados obtidos estabelecem a comparagao entre 0 modo
tradicional, em que apenas o numero total é considerado independentemente
de corresponderem ou ndo aos mesmMos OuU a Novos Mmicroaneurismas, e 0 aqui
proposto em que a localizagao é um factor chave e que determina se estamos na
presencga efectiva de um novo microaneurisma.

O problema da detecgdo de microaneurismas em imagens do fundo ocular
foi ja abordado por diversos autores, quer utilizando angiografias fluoresceinicas
[SPSF92, HI96, MCN99, GCO 03], quer em imagens Red-free (as quais apenas
utilizam o canal verde das retinografias em RBG) [HSO100], ou ainda utilizando
retinografias (imagens RBG) [LGLT03]. De todos estes autores, apenas [HI96] e
[GCO™03] tiveram uma abordagem semelhante & aqui seguida, ainda que com
diferengas importantes.

O co-registo de imagem para determinacao das taxas de formacao e desapa-
recimento de microaneurismas

Um ponto prévio a definigao do tipo de co-registo a utilizar, e que se prende
com o tipo de imagens que se pretendem co-registar deve ser aqui colocado.

O aspecto que importa realgar e que tem implicagées acerca de decisdes a
tomar relativamente ao co-registo prende-se com o0 mapeamento de uma superficie
noutra, € em que condi¢cdes esse mapeamento pode ser realizado.

Da geometria diferencial, a curvatura de uma superficie & essencialmente

caracterizada por dois parametros:

e a curvatura média num ponto P:

1/1 1
H==-(-—4+ —
2<R1+R2)’
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e acurvatura de Gauss num ponto P:

1
C RiRy’

K

onde R; e R, sdo os maior e menor raios de curvatura da superficie no ponto
P [BSMMO03].

Significa isto que a retina, sendo o olho aproximadamente esférico, corres-
ponde a uma superficie com uma curvatura de Gauss K, enquanto a superficie
representada por uma imagem do fundo ocular tem uma curvatura de Gauss
nula. Este facto tem como implicagdes praticas a impossibilidade de obter uma
representacao do fundo ocular numa qualquer imagem sem distorgdes.

Deste modo, considerando que do ponto de vista pratico ndo é possivel
obter imagens sempre segundo a mesma projecg¢ao, duas imagens distintas do
mesmo fundo ocular correspondem a dois mapeamentos da retina em dois planos
distintos, cada um dos quais contém uma dada distor¢édo, o que implica que entre
as duas imagens exista uma transformacao nao rigida, razao pela qual o co-registo
rigido ndo foi aqui considerado. Deve no entanto notar-se que o efeito desta
distorcao serd dependente da abertura do sistema de imagem e da amplitude do
deslocamento do objecto entre imagens.!

Colocados estes pontos prévios, vao considerar-se processos de co-registos
projectivos para obter o co-registo entre imagens do fundo ocular sempre que as
mesmas correspondam a imagens obtidas por sistemas CCD ou sejam imagens
digitalizadas de fotografias convencionais do fundo ocular, o0 que € o caso nesta
seccao.?

As imagens a processar sdo assim imagens fotograficas convencionais,
correspondentes ao campo 2, i.e. centradas na macula, com 50° e obtidas com
com uma KOWA FX-500S (Kowa Optimed, Inc, Torrance, EUA) e cujas imagens
(positivos) foram digitalizadas a 1200 D PI com recurso a um digitalizador Minolta
SC-100 (Konica Minolta Holdings, Inc., Tokyo, Japan) dando origem a imagens do
tipo TIFF sem compressao e com uma resolugdo de 4032 x 2688 pixeis.

INa seccdo 3.2.1 vai fazer-se uso do co-registo rigido (apenas translacdo). Tal deve-
se ao facto de ai se estar em presenca de um angulo de aquisicdo de 20° e ainda que
outros métodos ai empregues teriam uma desempenho com resultados inferiores aos
assim obtidos.

20 co-registo de imagem aqui utilizado é do tipo projectivo e encontra-se desenvolvido
na secgao 3.1.3 (pagina 58).
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Estas imagens sdo compostas por uma area circular, limitada verticalmente,
e por uma area rectangular. A primeira contém a imagem do fundo ocular e a
segunda a identificagao do doente.

Sendo as imagens originais em positivo (por contraposi¢cdo ao negativo da
fotografia comum), resulta da respectiva digitalizacdo que a area de interesse, que
corresponde a area do fundo ocular, ndo se encontra sempre na mesma posi¢ao,
pelo que, qualquer processamento a efectuar, tera de ser precedido por uma fase
de segmentagao desta regido.

Um exemplo de uma imagem tipo digitalizada € mostrada na figura 3.1.

Figura 3.1: Imagem de uma fotografia digitalizada do fundo ocular, com a regiao de
interesse a direita, e a identificacdo do doente a esquerda (mascarada para efeitos
de confidencialidade).

A segmentagéo da regido de interesse pode assim ser facilmente obtida pelo
deteccao de um circulo, cujo raio é conhecido e cujos limites verticais sao definidos
por duas rectas paralelas e aproximadamente horizontais.

A aplicagdo de uma deteccao de arestas do tipo LoG (Laplaciano de uma
Gaussiana) (equacgéao 3.1) a imagem da figura 3.1 resulta na imagem da figura 3.2.
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LoG(z,y) = ——

F (3.1)

Figura 3.2: Imagem binaria das arestas detectadas na imagem da figura 3.1 .

A deteccao das rectas horizontais, definidas pelos pontos aresta da imagem
binéria da figura 3.2, é obtida com recurso a Transformada de Radon da imagem
binaria considerando apenas angulos de 10° em torno da horizontal (a montagem
dos positivos nos respectivos suportes nao permite um maior grau de liberdade).
A utilizagao deste processo deveu-se ao facto desta transformada se encontrar
implementada no Matlab.?

A determinacao do circulo seguiu um processo semelhante ao utilizado na
Transformada de Hough modificada, mas uma vez que é conhecido o raio () do
circulo que se pretende determinar, foi criado um espago paramétrico cuja Unicas
variaveis correspondem ao centro do mesmo.

Cada pixel da imagem bindria pode ser considerado como o centro de um
circulo e os acumuladores no espaco paramétrico a distancia r deste ponto

3A generalidade dos processos desenvolvidos nesta tese foram implementados em
Matlab (Matlab — The MathWorks Inc., Natick, MA, EUA).
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incrementados de uma unidade, pelo que ao acumulador com maior votagao
corresponde o centro do circulo pretendido.
O resultado deste processo pode ser visto na figura 3.3.

Figura 3.3: Regiao de interesse delimitada em imagem fotografica digitalizada do
fundo ocular, definida por um circulo e duas rectas horizontais.

Determinada a regido de interesse, esta vai ser 0 alvo de processamento
para dois fins distintos. O primeiro deve-se a necessidade de permitir uma mel-
hor inspecgéao visual conducente a marcagao dos microaneurismas, o segundo,
corresponde a obtengéo do co-registo entre imagens do mesmo fundo ocular.

No primeiro caso (inspecgao visual) optou-se pela criagdo de duas novas
versdes digitais desta imagem, uma em que é ocupada toda a gama dindmica
do sinal considerando a totalidade do espaco RBG e outra que faz utilizagdo
de toda a gama dindmica do sinal considerando cada um dos planos de cor
independentemente, i.e. os canais R, G e B, respectivamente 1B, 16) ¢ 1B),
Estas transformacdes correspondem, respectivamente, as equacgdes 3.2 e 3.3.

I0)(z,y) — min (IH), 1() 1(8))
max (I(7), I(@) 1(8)) — min (IR, 1(@) 1(B))

10 (z,y) = k (3.2)
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I (2,y) — min (1)
max (I)) — min (I)) ’

com i o plano de cor (i = {R, G, B}), k = 255 o maximo valor admissivel para

10 (z,y) =k (3.3)

cada plano de cor e I(x, y) o pixel (z,y) de L.

O resultado de ambas as opgoes pode ser visto na figura 3.4.

Figura 3.4: A melhoria relativamente a imagem 3.1 é notoria, quer considerando
todo o espago de cor (a esquerda) quer considerando cada canal independente-
mente (a direita).

Resultados

A utilizagdo de um sistema de marcagado assistida em que o utilizador
assinala a localizagdo em cada imagem da presenga de cada microaneurisma,
associado a possibilidade de co-registo das respectivas imagem, permite efectuar
0 mapeamento de todas as marcagoes realizadas numa dada sequéncia de
imagens numa unica referéncia do fundo ocular e identificar em que visita um
particular microaneurisma se encontrava presente, tal como mostrado na imagem
da figura 3.5.

E assim possivel a extracgdo de parametros adicionais tais como:

e Nimero por visita:a aproximagdo tradicional;

e Nimero acumulado: permite saber o niumeros de microaneurismas ja identifica-
dos para a retina em causa (ainda que possam nao ser todos visiveis simultanea-
mente);

30 Mapeamento Multimodal da Macula



3.1 Fotografia do fundo ocular

+vs,vi8
+v12
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+vS, VB, V12, V24

Figura 3.5: Nesta imagem sao mostradas a projecgdo dos microaneurismas
detectados numa sequéncia de imagens ao longo de 2 anos (a cada 6 meses),
sendo a sequéncia identificada por VS, V6, V12, V18 e V24 (por esta ordem).

e Taxa de formacé&o: o parAmetro que indica a progressdo das alteragdes vascu-
lares;

e Taxa de desaparecimento: considera os microaneurismas deixados de detec-
tar a partir de determinada visita;

e Tempo de vida: o tempo entre a primeira e a Ultima detec¢do de cada microa-
neurisma;

e Factor de qualidade: dado que um microaneurisma, uma vez existente, nao
desaparece mas apenas pode deixar de estar visivel, este factor de qualidade
considera o nimero de vezes que um particular microaneurisma deixou de estar
temporariamente visivel.

Num estudo piloto realizado recorrendo a este processo, em 33 olhos de
23 doentes com fotografias obtidas a cada 6 meses durante 2 anos, o nimero de
microaneurismas segundo o processo tradicional variou entre os 103 em VS (visita
inicial - de selecgéo) e os 102 em V24 (visita do més 24), tendo sido obtida uma
contagem de 95 microaneurismas em V12. Estes dados parecem estar de acordo
com o esperado devido ao controlo metaboélico dos doentes aqui considerados.
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No entanto, considerando a localizagdo de cada um dos microaneurismas
individualmente, o nimero de microaneurismas passou dos iniciais 103 (VS) para
359 (V24), o que efectivamente indica uma clara progressao, ainda que nao sejam
todos visiveis em simultaneo. Considerando uma taxa de formacgao individual, por
olho, obteve-se uma distribuicao da taxa de formagdo com média+DP: 3,9 + 4,7
microaneurismas/ano.

Estes nimeros permitem retirar conclusdes obviamente distintas das anterior-
mente possiveis, ao mesmo tempo que mostra que a indicagdo Unica do nimero
total de microaneurismas mascara por completo a realidade de um processo
dindmico como este.

Um outro estudo ainda em curso e que utiliza este processo, permitiu ja
verificar a melhor correlacdo destes parametros com os restantes parametros
sistémicos dos doentes envolvidos e é, inclusivamente, um factor importante
na fenotipagem de doentes relativamente ao risco de rapida progressdo das
respectivas condi¢cdes patolégicas associadas a retinopatia diabética.
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3.1.2 RetMarker
O conceito RetMarker

Para a compreensao da evolugdo das patologias da retina é de fundamental
importancia o registo das alteragdes que ai ocorrem, a forma como se relacionam
e a forma como progridem, quer em termos de localizagdo quer em termos de
extensdo. A importancia destes dois factores, localizacdo e extensao, pode ser
claramente aferida pela definicdo de edema macular clinicamente significativo
(EMCS) definido em [Gro85].

A mesma necessidade e 0 mesmo principio também se aplicam se se falar
da progressao dos resultados de um dado tratamento, em que naturalmente se
espera observar uma diminuigdo das altera¢des do fundo ocular.

Colocado neste contexto e desta forma, € obviamente entendida qualquer
das alteragdes mencionadas como alteragdes relativamente a um dado padréo de
normalidade, padrao este que nao é seguramente facil de definir. No entanto,
também resulta do exposto a importancia de avaliar de forma diferencial as
mudangas que ocorrem num dado intervalo de tempo, por comparagao entre um
dado estado inicial e um estado num tempo distinto deste.

Assim sendo, o significado de alteracdo é agora o de comparagao nao com
um padrdo normal mas sim com um estado inicial, quer este seja considerado
normal ou patolégico.

Se o estado inicial for o padrao normal, significa que quaisquer alteragées
serdo eventualmente indicadoras de uma acgao patoldégica. No caso do estado
inicial conter ja alteragdes relativamente a um padrdao normal, entao as diferengas
detectadas poderao ser quer devidas a uma progressao da patologia quer devidas
a uma regressdao da mesma, nado sendo as diferencas detectadas por si s6
indicadoras do sentido da alteragao.

A avaliacdo de sequéncias temporais de imagens do fundo ocular, com
especial incidéncia na fotografia, € assim uma técnica de diagndéstico muito
difundida para a analise de alteragdes visiveis no fundo ocular. Lesdes como
hemorragias, exudados e outras, e a respectiva progressdo ao longo do tempo,
sdo importantes indicadores de doencgas sistémicas tais como a diabetes ou a
hipertensdo [EHL™00].

De modo a facilitar o processo de andlise de sequéncias temporais, mas nao
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a substituir a analise feita por alguém com treino especifico para tal, desenvolveu-
se o processo descrito nesta secg¢édo, o RetMarker , cujo conceito é o de assinalar
de modo automatico as alteragdo verificadas numa sequéncia de retinografias,
indicando ao processo aquela que deve ser considerada a imagem base. A
imagem base estabelece por isso o padrao para uma dada sequéncia, sendo todas
as restantes imagens comparadas com esta.

O co-registo de imagem como suporte ao conceito

Um aspecto fundamental para a comparacao entre imagens, é que as mes-
mas se encontrem num referencial Unico, i.e. que cada pixel de cada imagem
corresponda a mesma localizagao do fundo ocular, o que significa que as mesmas
terdo de ser previamente co-registadas entre si.

O co-registo de imagem aqui utilizado é do tipo projectivo e encontra-se
desenvolvido na secgdo 3.1.3 (pagina 58).

Sendo as imagens aqui consideradas imagens RBG, interessa definir o modo
de obtencao da imagem referéncia do fundo ocular a utilizar no processo de co-
registo.

As imagens disponiveis, que correspondem a realidade de um centro com
uma vasta colecg¢édo obtida ao longo de anos de acompanhamento de doentes
com as patologias alvo no desenvolvimento deste trabalho, foram obtidas por uma
camara Zeiss (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), modelo FF450, e sdo caracterizadas
por terem sido adquiridas por um detector 3CCD, com um angulo de 50° e com
uma resolugdo de 768 x 576 pixeis.

Uma imagem tipica pode ser vista na figura 3.6 na qual é notéria a deficiente
iluminagado com a inerente dificuldade de analise.

Para a obtengdo de uma imagem com vista ao seu co-registo com outras
imagens do mesmo fundo ocular, é necessario efectuar um pré-processamento
conducente a correccado da deficiente iluminagdo, bem como a conversdo do
espaco RBG para uma imagem monocromatica.*

Deste modo, para a conversao da imagem no formato pretendido ao mesmo

4Todas as imagens monocromatico aqui consideradas tém valores para os respectivos
pixeis no intervalo [0, 1].
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Figura 3.6: Retinografia onde é possivel verificar uma deficiéncia de iluminagao
tipica.

tempo que se procura obter o melhor contraste possivel, é utilizada a andlise de
componentes principais (PCA) (ver Apéndice A) considerando cada um dos canais
de cor como uma variavel independente [PB99]. A imagem pretendida € aquela
correspondente ao maior valor préprio, a qual é de seguida linearmente mapeada
para o intervalo de valores definido para as imagens monocromaticas.

As imagens assim obtidas sdo analisadas com vista a detecgao das respec-
tivas caracteristicas, e.g. rede vascular, de forma a permitir o seu co-registo com
imagens do mesmo fundo ocular, o0 que se encontra detalhado na secgéo 3.1.3
(pagina 43).
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Deteccao e mapeamento das alteracoes do fundo ocular ao longo do tempo

Para a comparacao de imagens, ap6s o respectivo co-registo, deve considerar-
se a necessidade de normalizagdo para as condigdes de aquisicdo, sejam elas
técnicas, e.g. nivel de iluminagao, quer sejam devidas a condigdes de aquisi¢do
imputaveis ao doente, e.g. catarata, dilatagcdo ou outras.

Ha por este motivo a necessidade de efectuar um pré-processamento de
modo a normalizar as imagens a serem comparadas, tendo sido adoptado o
processo desenvolvido em [FGRO05]. As imagens assim obtidas, sdo ainda filtradas
com um filtro passa-baixo de modo a atenuar efeitos devidos a erros de focagem e
a erros de co-registo, os quais sao tipicamente da ordem do pixel. Deste processo
resulta uma imagem I monocromatica para cada imagem RBG de uma particular
sequéncia em analise.

Considerando uma sequéncia de N + 1 imagens a analisar, imagens I(*) (i =
{1,...,N}) e I® a imagem base com a qual toda a restante sequéncia é
comparada, obtém-se N imagens diferenca calculadas como

i(,9)5y —{ log (Ji(z,y)® — i@,y @)) i@y #iey)O

- 0 i, y) @ = i, y)

(3.4)
com i(z, y) o pixel de coordenadas (z, y) daimagem I. A utilizagdo da fungéo log
nesta expressao tem como objectivo a ampliagao relativa de pequenas diferengas
entre imagens e que por isso correspondem as de maior dificuldade de detecgéo.

O resultado da aplicagao dos principios acima expostos a uma sequéncia de
duas imagens pode ser visto na figura 3.7.

De modo a capturar as alteragbes principais detectadas numa sequéncia,
€ possivel considerar cada imagem diferenca (I((i?f) como correspondendo a
uma dada banda de uma imagem hiperespectral e deste modo aplicar de novo
a andlise de componentes principais para obter a melhor projecgdo do conjunto
dessas diferengas.

Assim, a sequéncia IO, 1M 1@ 1(N) correspondem as imagens di-

ferenca Ig}, Ifz}, ey Iffi\? e a diferenca resultante para a visita K, (K =

{2,...,N}) é o resultado da andlise PCA das imagens I&}, R Ig? e nao
apenas Ig{)
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O resultado deste processo é finalmente projectado na imagem base, po-
dendo no entanto sé-lo em qualquer uma das restantes imagens. E ainda possivel
identificar a origem temporal de cada uma das alteragdes detectadas, o que é
conseguido codificando cada uma das diferengas com uma cor especifica. Assim,
qualquer que sejam as sequéncias consideradas, as alteracées de uma particular
imagem, e.g. a terceira da sequéncia, serdo assinaladas sempre com a cor
correspondente (figura 3.8).

Deve ter-se a atencéo ao facto de numa dada sequéncia poder detectar-se
uma alteracao relativamente a condigao inicial, alteracao essa que podera, ainda
na mesma sequéncia, regredir para a condi¢do inicial. Considerou-se que esta era
uma informacdo com relevancia clinica pelo que foi atribuida uma cor especifica
para esse fim.

Assim, um local assinalado a branco no resultado de uma dada sequéncia,
significa que nessa sequéncia e para esse local foi detectada uma alteragédo
relativamente a condicao inicial da retina, mas também que no final da sequéncia
essa area retornou a condigao inicial.

Resultados

Os resultados obtidos pelo processo desenvolvido com base no conceito
RetMarker, podem ser vistos nas figuras 3.9 e 3.10, respectivamente para um
voluntario saudavel e para um doente com retinopatia diabética e edema macular
clinicamente significativo e balizam por isso as condi¢gdes de funcionamento deste
processo.

A codificagdo das alteragdes segundo uma escala de cores, permite conhe-
cer a sequéncia das alteragoes e deste modo a progressao ou regressao ao estado
inicial correspondente a imagem escolhida como base.

Foi ainda definido, como regra a aplicar nesta codificacdo, manter-se a
mesma cor se uma alteracdo permanecer ao longo de varias imagens da sequén-
cia, deste modo indicando claramente a localizagdo temporal onde a alteragao foi
pela primeira vez detectada.

Os resultados mostrados e os testes efectuados demonstraram a utilidade
desta técnica e a validade do conceito. E 6ébvio o ganho de informagao obtido
pela analise da sequéncia mostrada para o olho do individuo diabético, com a
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profusdo das alteracdes verificadas ao longo do tempo, as quais ndo resultam
imediatas pela observagao da imagem. A utilidade deste processo prende-se no
entanto com o direccionar da aten¢do do responsavel pela andlise da imagem do
fundo ocular para os locais onde essas alteragdes estdo presentes, segundo a
importancia relativa da alteragao para toda a sequéncia, cabendo-lhe a tarefa de
decidir se essas sdo ou nado alteragdes significativas ou mesmo se resultam de
artefactos nas imagens, e.g. sujidade nas lentes da camara.

O processo aqui reportado encontra-se em fase de avaliagao pela Carl Zeiss,
Jena, Alemanha, para eventual inclusdo no software fornecido por este fabricante.
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Figura 3.7: Na linha superior encontram-se as imagens a comparar. O resultado
do co-registo pode ser observado na linha central no formato tabuleiro de xadrez e
a diferenga pode ser observada na linha inferior. O trago a verde demarca a &rea
comum resultante do pré-processamento e do co-registo e define onde vao ser
determinadas as alteragbes. A area do disco Optico é também removida da area
de comparacgao. Todo este processo € automatico.
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Figura 3.8: Projecgao de diferengas de uma sequéncia de 5 imagens na retinogra-
fia inicial.
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Figura 3.9: Caso de um individuo saudavel. A imagem base é mostrada na
linha superior e as imagens correspondentes a sequéncia na linha central, da
esquerda para a direita. Na linha inferior € mostrada a primeira imagem diferenca
(a esquerda) e das diferengas sucessivas projectadas na imagem base, seguindo
a mesma sequéncia temporal. Nao foi detectada qualquer alteragéo.
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Figura 3.10: O RetMarker num olho com RD e EMCS. No canto superior esquerdo
€ mostrada a imagem base da sequéncia e na linha 2 a sequéncia temporal das
imagens do fundo ocular (da esquerda para a direita). As imagens diferenga
correspondentes sdo mostradas na linha 3. As projecgbes das PCAs resultantes
encontram-se mapeadas para a imagem base (linha 4). Em destaque o resultado
global da sequéncia. Cada diferenca esta codificada de acordo com o instante em
que pela primeira vez foi detectada (c6digo de cores no canto inferior esquerdo). A
branco mostram-se areas e que retornaram a condicao inicial.
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3.1.3 Co-registo de fotografias do fundo ocular

Os processos necessarios ao co-registo de imagem, no contexto do trabalho
aqui desenvolvido, tém como requisito a sua aplicabilidade a uma percentagem
significativa de imagens de modo a poder ser considerada a sua aplicagdo a uma
pratica diaria, quer seja num ambiente de investigacao quer seja num ambiente de
pratica clinica.

Embora o co-registo de imagem seja uma area de grande actividade cientifica
e de desenvolvimentos frequentes, deve notar-se que esses mesmos desenvol-
vimentos sdo maioritariamente realizados para areas de aplicagéo especificas e
cuja transposicao para a area da imagem em oftalmologia, sujeita as mais diversas
situacdes clinicas e de aquisicdo de imagem [CSTT99], ndo garante a respectiva
aplicabilidade, razao pela qual este é um problema recorrente.

Perante estes factos, os processos aqui aplicados seguem uma abordagem
especifica e que nos dao mais garantias de aplicabilidade a um namero significa-
tivo de imagens.

O processo de co-registo tratado nesta seccao visa o co-registo de imagens
retinograficas, centradas na févea e com um angulo de aquisicao de pelo menos
40°. Este processo desenvolve-se em vdrias fases sendo obtido um co-registo
rigido que servira de aproximacao inicial ao co-registo projectivo, pretendido pelas
razdes anteriormente apresentadas (secg¢ao 3.1.1, pagina 25).

Os processos de co-registo aqui descritos sdo definidos para imagens mono-
cromaticas, o que implica a conversdo de imagens com informag¢do cromética
em imagens monocromaticas. Esta operagéo é obtida com recurso a andlise de
componentes principais (PCA) considerando cada plano de cor (em imagens RBG)
como uma variavel independente (ver Apéndice A).

O primeiro passo com vista ao co-registo de imagens do fundo ocular € dado
com a detecgao das estruturas principais da retina humana ai detectaveis, a fovea,
o disco Optico e a rede vascular, as quais sao tratadas nos paragrafos seguintes.

Deteccéo da fovea

A estimacdo da localizagdo da févea numa imagem da retina humana foi
ja abordada por diversos autores em diversos trabalhos, tais como [PBDK98,
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SBCW99, IS99, LC03, FGP107, NICR1T07, DAUC07], fazendo uso de diversas
técnicas e assungdes.

Em [PBDK98], o centro da févea foi estimado segmentando primeiro os pixeis
de menor valor da imagem e determinando, de seguida, o centro de massa
da regido obtida. Este processo foi adoptado em [NICRT07] e um processo
semelhante foi utilizado em [DAUCO7].

A utilizacdo de um modelo Gaussiano foi usado em [SBCW99] escolhendo
um tamanho para o modelo e respectivo desvio padrao apropriado as imagens a
processar, em fungéo da resolugéo de imagem e &ngulo de aquisicao utilizado.

Uma aproximacao distinta foi seguida em [IS99] com a utilizacdo de um
modelo estatistico de Bayes.

A partir da segmentacdo da rede vascular e do melhor ajuste de uma
parabola as arcadas temporais principais, em [LC03] estima-se a localizacao
da fovea como a area de menor intensidade média, e de tamanho apropriado,
encontrada ao longo do eixo principal da parabola. Um processo anédlogo é
também seguido em [FGP107].

O processo adoptado no presente trabalho segue 0 modelo proposto em
[SBCW99]. Assim, a detecgdo da févea baseia-se na propriedade da mesma se
apresentar numa retinografia como uma area de menor intensidade relativamente
a area envolvente, podendo ser modelada por uma Gaussiana invertida cuja
expressao é

(3.5)

o(zy) = k [1 - é—;] ,
com (x,y) as coordenadas relativamente ao centro da févea/Gaussiana e o
feito igual a metade do didmetro do disco 6ptico para cada par resolugcdo de
imagem/angulo de aquisicdo. k € R™ e foi considerado como unitario, o que
n&o influencia o resultado obtido.

A determinagéo da localizagdo da févea numa retinografia é deste modo
estimada determinando o coeficiente de correlagéo de Pearson (3.6) entre blocos
de imagem (W) a processar e 0 modelo (3.5) (G). Para cada bloco W, resulta
um valor (r;) no intervalo [—1, 1], com 0 a auséncia de correlagdo, e —1 e 1 a
melhor correlagdo inversa e a melhor correlagio directa, respectivamente. Ao
bloco a que corresponde o melhor coeficiente da correlagdo de Pearson (max(r;))
€ aquele considerado representar a févea na imagem e cuja localizagcdo do
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respectivo centro corresponde a localizagao do centro da fovea.

N L N
Zwigi_NZwiZgi
r— i=1 1=1 1=1 ’ (36)

(Bt (8) ) (B4 (5 )

com w e g os vectores obtidos pela concatenagéo das colunas da matriz corres-

pondentes a area (W) da imagem a analisar e da matriz que representa o modelo
da févea (G), respectivamente.

Os resultados obtidos com este processo podem ser vistos na tabela 3.1 para
um conjunto de imagens de teste representativas das condigdes de utilizagdo do
método.

Deteccao do disco optico

A semelhanca da deteccéo da févea, também a detecgao do disco éptico tem
sido alvo de diversas abordagens. Com excepc¢éo de [IS99], todos os restantes
trabalhos mencionados na deteccao da févea abordam a questdo da deteccao do
disco 6ptico [PBDK98, SBCW99, LC03, FGP'07, NICR*07, DAUCO07]. Também
em [LHS"04] e [FGR04] sdo propostas solucdes para este problema.

Em [PBDK98], a deteccdo é realizada pelo ajuste de um circulo as arestas
do contorno do disco 6ptico através da utilizacdo da Transformada de Hough. As
arestas sao determinadas apenas em localizagdes pré-definidas da imagem, em
funcao desta corresponder a imagem de um olho esquerdo ou direito, respectiva-
mente o tergo esquerdo e o tergo direito da imagem, considerando que a mesma
é centrada na area macular. Isto equivale a utilizacdo de um mapa da fungéo
densidade de probabilidade para a localizagdo do disco éptico para cada pixel da
imagem, embora neste caso sejam consideradas areas com funcao densidade de
probabilidade homogénea. E referido ainda neste trabalho, que embora o disco
optico nao seja circular, o ajuste de um circulo se faz para evitar a utilizagdo de
contornos activos (Snakes).

Em [SBCW99], a localizagdo do disco 6ptico é estimada pela determinacao
da area da imagem com maior variancia local, a qual se deve a este ser o ponto
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de entrada/saida dos vasos que irrigam a retina e que sdo responsaveis pelas
elevadas variagdes de intensidade ai verificadas.

Uma aproximacao radicalmente distinta é seguida em [LC03] com a utilizagao
da analise de componentes principais. A abordagem efectuada é realizada em
dois passos, sendo que o primeiro elege regides candidatas a partir do nivel de
intensidade da imagem. Assim, a areas com elevadas intensidades médias é
aplicada a deteccdo baseada em PCAs.

A partir da utilizacdo de um conjunto de imagens de treino (fraining set),
foram determinados os respectivos eigendisks e mantidos aqueles que na sua
totalidade representam 90% de toda a variancia do conjunto de treino. Posterior-
mente, para cada pixel candidato a centro do disco 6ptico na imagem em andlise
€ obtida uma sub-imagem W. A localizacédo do disco éptico na imagem é definida
pela localizagdo de W para a qual é obtida a menor distancia Euclidiana entre W
e a sua representacéo no espaco PCA.

Um processo que emprega modelos apropriados, seguido de uma segmen-
tacdo com recurso a contornos activos, é proposto em [LHS104]. E inicialmente
utilizado um modelo que consiste no Laplaciano de uma Gaussiana, ao qual é
removida uma area vertical, que atravessa o centro do modelo, de modo a evitar
tomar em consideracdo a habitual presenca de grandes vasos nesta localizagédo
(embora exista uma grande variedade de morfologias). E determinada a melhor
localizagao deste modelo na imagem, com recurso ao coeficiente de correlagao
de Pearson. Tal como em [LCO03], também aqui sdo utilizados contornos activos
para estimar o contorno do disco 6ptico em torno da posicdo anteriormente
determinada.

Deve aqui mencionar-se o trabalho [FGR04], o qual propde um método
baseado na direccionalidade da rede vascular de modo a permitir estimar a
localizagdo de discos 6pticos, mesmo que nao visiveis por se encontrarem fora
da 4rea da imagem.

Finalmente, enquanto em [NICRT07] se faz uso de uma conjugacdo de
processos, em [DAUCO7] é feita a detecgdo de uma area circular de maior
intensidade média para toda a imagem.

Com a aproximacao proposta em [SBCW99], foi possivel detectar 85% do
discos oOpticos nas imagens de teste ja utilizadas para a detecgédo da févea.

Por esse motivo, foi efectuada uma outra abordagem no presente trabalho,
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a qual consiste na obteng¢do de uma versao filtrada da imagem a processar com
recursos a filtros morfolégicos. O operador empregue, o operador de fecho, que
consiste na operagao de dilatacdo seguida da operagao erosdo, permite minimizar
a influéncia da presenca dos vasos na area do disco dptico.> Ap6s esta operacéo,
¢é obtida a correlagao-cruzada da imagem filtrada com uma fung¢do Gaussiana.

A localizagao correspondente ao maior valor da correlagdo-cruzada, é atri-
buida a propriedade de este ponto pertencer ao interior do disco éptico, mas néao
necessariamente representar o seu centro.

A partir deste ponto, sao construidos perfis de intensidade da imagem filtrada
em multiplas direcgdes radiais, os quais sao filirados e segmentados com recurso
a técnica mean shift analysis proposta em [TCWO01]. Com este processo, sdo
assim determinados um conjunto de pontos que estabelecem os limites do disco
optico. Este pontos permitem a determinagao da elipse que melhor se lhes ajusta
e estimar assim a localizagdo do centro do disco éptico como sendo o ponto
correspondente ao centro da elipse.

Os resultados obtidos podem ser encontrados na tabela 3.1 e corresponde
a passagem de um nivel de deteccdo de 85%, com o0 processo proposto em
[SBCW99], para 100% com a abordagem aqui proposta, para 0 mesmo conjunto
de imagens de teste.

Na figura 3.11 € mostrado o resultado das detec¢des mencionadas, incluindo
o resultado do processo baseado na variancia.

Tabela 3.1: Desempenho na deteccdo da fovea e do disco éptico num conjunto de
teste de 20 imagens.

Algoritmo Taxa de Sucesso | Tempo de processamento
Deteccao da fovea 100% 40 s
Detecgéao do disco optico
Variancia 85% 75s
Correlagao 100% 17,0 s

Em posse da estimativa destas duas localizagdes do fundo ocular (févea e
disco éptico), seria ja possivel estimar uma transformag@o que mapeia uma das

5As operagbes morfoldgicas aqui tratadas e aplicadas a imagens ndo binarias, cor-
respondem a aplicagdo do maximo/minimo da area do kernel, respectivamente para a
operagao de dilatagdo/erosao, ao pixel onde o0 mesmo esta a ser aplicado.
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® Variancia
® Correlacdo
@ Fovea

Figura 3.11: Detecgao da févea e disco optico.

imagens para o espaco imagem da outra, considerando um factor de escala e
uma transformagcéo rigida, sendo o factor de escala dado pelo quociente entre as
distancias medidas entre a févea e o disco éptico para cada imagem, o angulo de
rotacdo dado pelo angulo formado pelo segmentos de recta févea-disco éptico e
a translagéo pela diferenca entre as coordenadas da févea ou do disco 6ptico em
cada imagem.

Deve no entanto notar-se que a detecgdo da févea ou do disco éptico
ndo dao garantias de reprodutibilidade para a mesma localizagdo anatdmica,
especialmente se se verificar uma alteragdo do objecto imagem (a retina) devido a
uma qualquer condi¢ao patolégica ou de aquisicao de imagem.

Foi por esse motivo foi desenvolvido um novo processo com vista a obtencao
deste co-registo, o que de resto veio a ter uma aplicagao no co-registo multimodal,
como se vera noutro capitulo, sendo necessario para tal proceder a segmentagéao
da rede vascular.
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Deteccao da rede vascular

A deteccao da rede vascular foi inicialmente obtida com recurso a ferramen-
tas baseadas na geometria diferencial, considerando uma imagem como uma
superficie, e cujo método empregue seguiu o utilizado em [Ste96].

Uma imagem pode assim ser considerada como uma fungéo z(z,y) e os
vasos da retina como os cumes ou os vales desta superficie, dependendo da
modalidade de imagem em causa. No presente caso, retinografias, os vasos sao
representados pelos vales, ja que estes se apresentam com um nivel de sinal
inferior ao do tecido circundante.

A superficie pode ser localmente aproximada por um polinémio de Taylor
de segunda ou terceira ordem e uma localizagdo (pixel) a qual corresponde
uma derivada direccional elevada (derivada direccional de segunda ordem) é
considerada como fazendo parte de um vaso.

A orientacao local de um vaso pode ser determinada pelos valores préprios
da matriz Hessiana (3.7), a qual é obtida a partir das derivadas parciais locais,

Zzxs Zyy € Zry-

zxx(‘%bvy()) Zﬂ?y(x()’y())

H(xo,y0) =
Zay(T0,90)  Zyy(To, Yo)

(3.7)

As derivadas locais mencionadas podem por sua vez ser obtidas com recurso
a convolugdo da imagem com filtros apropriados, e.g.

-1 0 1 -1 -1 -1
Fpb=|-101|,F=|0 0 0 |. (3.8)
~1 0 1 1 1 1

Sendo n = [n,, ny]T 0 vector préprio associado ao valor préprio de maior
valor absoluto (com ||n|| = 1) de H(x,y) (3.7), um ponto p = (z0, yo) pertence
ao centro do vaso se se verificar a condi¢ao

VI(xo,yo) -n=20. (39)

No entanto, dada a natureza discreta das imagens, a condicdo definida por
(3.9) é verificada apenas para um nimero diminuto de pontos, razéo pela qual se
faz uso da abordagem seguida em [MAMDO04] considerando
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VI(zg+ Az,y0+ Ay) -n=0, (3.10)
com Az, Ay € [-0,5, 0,5].
Escrevendo
(Az,Ay) = (tng,tng), t € R, (3.11)
define-se

ng% Za:x(anyO) +2n, Ty Z:vy(anyO) + n; Zyy(xO’yO) '

Se as equacdes 3.11 e 3.12 combinadas verificarem a equacao 3.10, entao
o pixel de coordenadas (¢, o) é considerado como pertencendo ao centro do
vaso.

A deteccéo dos pixeis que definem o centro dos vasos da imagem produz,
naturalmente, uma série de artefactos, os quais podem ser eliminados com
recurso a filtros morfolégicos.

Este método néo é, contudo, suficientemente robusto para a aplicagédo em
causa, nem fornece a segmentacdo da rede vascular necesséria quando se
considera uma éarea de 20° centrada na févea, o que ird ser necessdrio para
alguns do co-registos a efectuar mais a frente neste trabalho, razdo pela qual
foram procuradas alternativas disponiveis na literatura.

Em [BCT198], é seguido um processo de filtragem passa-baixo da imagem
apés o qual é aplicado um filtro de minimo, método que nao permite obter a
segmentagdo com a exactidao aqui requerida.

O algoritmo proposto em [HKGO0OQ] fornece melhores resultados seguindo um
processo de classificagdo, mas requer o ajuste de um total de 5 parametros para
estabelecer varios limiares para um pixel ser considerado como fazendo parte de
um vaso, o que, dada a variabilidade pretendida nesta aplicacdo, nao se revela a
melhor opgao.

Um processo com recurso a um limiar adaptativo é proposto em [JMO03].
Os resultados demonstrados ndo sdo no entanto apropriados a necessidade
da obtencdo da segmentagcédo da rede vascular na area central, uma vez que
a segmentacdo de vasos de menor calibre se traduz na adicdo de ruido a
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segmentagdo dos vasos de maior calibre, o que é demonstrado no trabalho
referenciado.

Também os processos referidos em [SLO3], capitulos 5 e 6, ndo fornecem a
segmentacao necessaria da rede vascular para a area de interesse, que, como ja
referido, ird ser necessario para o co-registo de modalidades baseadas em OCVL.

A deteccao da rede vascular proposta em [MCO06], usa a detecg¢éo do centro
dos vasos como ponto de partida, sendo esta detecgcao baseada num trabalho an-
terior dos mesmos autores o qual faz uso, por sua vez, de operadores diferenciais
direccionais, tal como a aproximacao inicial aqui utilizada e descrita no inicio desta
secgéo.

De todas as aproximagdes, a proposta em [DV05] é aquela que melhores
resultados fornece, quer em termos qualitativos quer na quantidade de rede
vascular capaz de segmentar na area central da retina, e é, por conseguinte, 0
processo utilizado no decurso deste trabalho.

A transformada de imagem ( Transformada de Contourlet) proposta em [DV05],
permite obter a representacdo de uma imagem, em multiplas escalas e multiplas
direcgdes, com recurso a estruturas alongadas, as quais permitem uma melhor
representacao de estruturas presentes em imagens de cenas naturais, tais como
0S vasos presentes em imagens da retina, em que pontos de descontinuidade
(arestas) se encontram ao longo de curvas suaves que representam os limites de
objectos fisicos.

O processo consiste assim na aplicagdo de uma transformada para a obten-
cao de pontos aresta, transformada semelhante a Transformada de Wavelet, ap6s
a qual se aplica uma transformada direccional para a deteccdo do segmento do
contorno do qual os pontos aresta fazem parte.

No trabalho referenciado, os autores propéem um banco de filtros o qual
utiliza a Piramide Laplaciana para a determinagéo dos pontos de descontinuidade,
seguido da aplicagdo de um banco de filtros direccionais que estabelece a ligagéo
entre os pontos de descontinuidade detectados. A Transformada de Contourlet
faz, deste modo, uso de estruturas alongadas em varias escalas, direcgdes e com
varios racios entre o comprimento e a largura das mesmas.

A aplicagdo do operador morfoloégico esqueletizagao (thinning) a imagem
binaria resultante da segmentacao da rede vascular, permite obter uma imagem
binaria que representa o centro dos vasos detectados, imagem binaria que sera
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utilizada no processo de co-registo projectivo.

O co-registo rigido

Com os processos acima descritos, estamos agora em posse da localizagao
de dois pontos caracteristicos importantes da retina humana, a févea e o disco
optico, bem como da rede vascular, para cada imagem a co-registar. A rotagédo
entre imagens é assim passivel de ser estimada obtendo a representagao da rede
vascular em coordenadas polares e determinando ai a respectiva translagéo.

Como origem do sistema de coordenadas polares para cada imagem vai ser
utilizada a localizagao estimada para a févea, por motivos que serdo abordados
aquando do co-registo multimodal.

As redes vasculares de duas retinografias a co-registar encontram-se re-
presentadas na figura 3.12, em coordenadas cartesianas, e na figura 3.13, em
coordenadas polares, sendo as mesmas mostradas com cores distintas.

Figura 3.12: Redes vasculares de duas retinografias a co-registar. As cores
indicam os pontos da rede vascular de uma e de outra imagem.
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Figura 3.13: Redes vasculares em coordenadas polares. As cores indicam os
pontos da rede vascular de uma e de outra imagem.

A rotagéo, em coordenadas cartesianas, é obtida estimando a translagdo em
coordenadas polares, tal como acima referido, a qual pode ser determinada por
um processo de correlagdao-cruzada. No entanto, foi aqui utilizado um processo
de correlacao de fase [PHGK77, WBB89] por questbes de robustez, o qual sera
utilizado e detalhado na compensag¢do do movimentos oculares (sec¢ao 3.2.1,
pagina 72).

O resultado deste processo, ja em coordenadas cartesianas, pode ser visto
na figura 3.14 e o respectivo co-registo na figura 3.15.

Um aspecto que resulta 6bvio de todo este processo, prende-se com a
elevadissima dependéncia da determinacao das referéncias para o sistema de
coordenadas polares, i.e. a determinacédo da localizagdo da févea em cada ima-
gem. No entanto, a questdo nao se coloca na exactidao das referéncias, mas
antes na diferengas entre as localizagées determinadas relativamente ao fundo
ocular. Isto significa que uma determinagéo incorrecta da localizagdo da févea,
desde que consistente entre imagens, ndo tem quaisquer consequéncias para o
processo. Ao invés, a falta de consisténcia desta determinagao podera ter efeitos
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Figura 3.14: Redes vasculares ap6s co-registo rigido. As cores indicam os pontos
da rede vascular de uma e de outra imagem.

muito nefastos, no que diz respeito ao co-registo a obter.

Este problema conduz-nos a questdao de saber se é possivel determinar
o deslocamento relativo entre as referéncias obtidas, independentemente de
representarem ou néo a localizagédo da févea.

A conversdo de coordenadas cartesianas para coordenadas polares, de
pontos sintéticos, a partir de dois referenciais distintos, simula a determinagéo
de duas localizagOes distintas para a fovea num mesmo fundo ocular. A figura
3.16 mostra um conjunto de pontos que formam um circulo em torno de um
determinado ponto p, bem como um segundo conjunto de pontos ao longo de um
segmento de recta com orientagao radial relativamente ao mesmo ponto. Ambos
0s conjuntos de pontos foram representados no espago de coordenadas polares
quer relativamente a p quer relativamente a p’. Na imagem correspondente ao
sistema de coordenadas polares é visivel que cada ponto tem uma representagéao
distinta se visto a partir de p ou p’, o que implica uma distor¢ao na representagéo
dos mesmos pontos objecto, distorcdo essa que aumenta com a diminuigao da
distancia dos mesmos a origem dos eixos (em coordenadas polares).
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Figura 3.15: Resultado do co-registo rigido de duas retinografias mostradas em
transparéncia e com a informacao monocromatica utilizada para o registo.

Como se pode ver no esquema representado na figura 3.17, o ponto assina-
lado no circulo mostrado terd uma representagao (p1, «1) ou (p2, az) se colocado
em coordenadas polares a partir de p ou de p’. Pretende assim determinar-
se o vector v = [pc,aC]T, o qual nos indica o deslocamento relativo entre
os referenciais utilizados para a conversdo de coordenadas cartesianas para
coordenada polares de um mesmo ponto.

Do esquema mostrado, vem:

Vo = V1 — V.
[p1 cos(ay), p1 sen(a1)]” — [pc cos(ac), pc sen(ac)]t . (3.13)
= [p1cos(a1) — pc cos(ac), p1 sen(ay) — pc sen(ac)]”

Determinando ||v2||, obtemos

p2 = \/p% + pZ — 2 p1 pc cos(ar — ac) . (3.14)

Efectuando a transposi¢do para o co-registo de retinografias, para a deter-
minagdo de pc e a¢ vao considerar-se as imagens bindrias que resultam da
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Figura 3.16: Na imagem superior, sdo mostrados dois objectos em coordenadas
cartesianas, bem como duas origens para a representagdo dos mesmos em
coordenadas polares, assinaladas a vermelho e a azul. Na imagem inferior, é
visivel a diferengas entre a representagdo dos mesmo objectos considerando duas
origens do sistema de coordenadas polares distintas. As cores indicam a origem
escolhida para o sistema de coordenadas polares na imagem superior.

representacdo da rede vascular em coordenadas polares. Estas imagens tém
dimensdes M x 360, com M o valor maximo de p e 360 a discriminagéo do
angulo (representando « € [0, 27| rad).

Para cada uma das imagens obtemos assim uma imagem binaria, I, e I/,
que representa a respectiva rede vascular em coordenadas polares.

E agora possivel determinar a correlagido-cruzada de uma sub-imagem W’
de Iy, centrada em (p(i), (7)), com I,,, o que resultara na determinagéo de Ap
e Aa.

Um ponto definido por (p+ Ap, a+ Ac«) pode ser representado num sistema
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Figura 3.17: Este esquema relaciona a representagdo de um mesmo ponto em
dois sistemas de coordenadas polares.

de eixos pa e ao conjunto de pontos assim obtidos pode determinar-se o melhor
ajuste, por um processo de optimizagao, da fungéo (3.15).

p(p1. a1, pcrac) = \Jpt + p — 2p1 pocos(an —ac) . (3.15)

Os parametros estimados pc e a ¢, assim obtidos, correspondem aos para-
metros pc e ac da equagdo (3.14) e definem o vector v da figura 3.17, pelo que
é possivel determinar a posic¢ao relativa das origens dos eixos.

Em posse destes dados, obtém-se um ponto em cada imagem que repre-
senta a mesma localizagdo anatémica e que estabelece por isso a translagédo
entre as imagens a co-registar, e torna possivel obter uma representacdo em
coordenadas polares da rede vascular sem distorgdes, o que permite determinar
a rotagao entre as imagens.

O processo aqui desenvolvido, permite a obtengao de um co-registo rigido
robusto, o qual corresponde a aproximacgao inicial a utilizar para a determinagao
dos co-registos projectivos.
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O co-registo projectivo

Pelas razoes ja referidas, o processo de co-registo rigido ndo é considerado
suficiente para a obtengao do co-registo de imagens do fundo ocular.

Optou-se assim pela implementagédo de uma transformacgéo projectiva como
processo de co-registo nao-rigido.”

Para este processo, &€ necessario determinar um conjunto de pares de
correspondéncias entre as imagens a co-registar, sendo necessario assegurar,
dentro dos limites possiveis, que essas correspondéncias se refiram a mesma
localizagao anatémica. A utilizagdo como aproximacao inicial do resultado do co-
registo rigido aparece assim como natural, limitando o estabelecimento de pares
de correspondéncias a areas locais, o que permite diminuir o nimero total de pares
estabelecidos.

As localizagbes anatdmicas consideradas para o processo de co-registo
sdo as obtidas pelo cruzamento e/ou bifurcagdo dos vasos, os quais podem
ser determinados a partir da segmentacado da rede vascular pelo céalculo da
correlagdo-cruzada da imagem bindria correspondente com uma matriz de 1’s
de tamanho 3 x 3 (figura 3.18). As localizagdes a que correspondem valores
de correlagédo-cruzada igual ou superior a 3, sdo consideradas como potenciais
cruzamentos/bifurcagdes, daqui em diante apenas referidos como pontos carac-
teristicos. Na figura 3.19 mostra-se o resultado da determinagédo destes pontos
caracteristicos numa retinografia, sendo a rede vascular mostrada a verde e os
pontos caracteristicos a azul.

Figura 3.18: Determinacgao de cruzamentos/bifurcagdes na rede vascular.

6Sera ainda abordado um outro tipo de co-registo ndo-rigido baseado em modelos
deformaveis.
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Figura 3.19: A rede vascular detectada numa retinografia é mostrada, a verde, so-
breposta a imagem original e os pontos detectados como cruzamentos/bifurcagées
da rede vascular estao assinalados a azul.

Dadas duas imagens a co-registar, I e I' e um ponto caracteristico de I,
p = (xo,Y0), este so6 sera considerado para o co-registo se existirem pontos
caracteristicos numa sub-imagem W', de (N + 1) x (N + 1), de I centrada
em p’ = (z{,y() dado por

p=Tp, (3.16)

comp’ = [z}, 4h, 1T, p = [z0,%0, 1]* e T a matriz de transformagéo obtida pelo
co-registo rigido anterior.
O processo acima descrito, permite determinar quais 0s pontos caracteristi-

cos numa imagem com eventual correspondéncia na imagem a co-registar.

Para o estabelecimento dos pares de pontos entre ambas as imagens, foi
utilizado o procedimento Softassign Procrustes proposto em [RCB97], o qual ndo
requer o estabelecimento prévio de quaisquer pares de pontos e descarta pontos
sem correspondéncia.

Escrevendo as equacgbes considerando coordenadas homogéneas, obtemos
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wx air aiz2 ais
! _
wy | = | G21 a2 a23 Yyl (3.17)
w aszy asz2 1 1

de onde se obtém

(az1z +azy+1)2’ = anz +ay+ a3 (3.18)
(as1z +asy+ 1)y = anz+axny+as .
de que resulta
¥ = anz+ any + a1z — az1zr’ — azaya’
, , , (3.19)
Y = a21% + axy + a3 — a3y — as2yy

Colocando na forma matricial e considerando N pontos (N > 4), obtém-se

(2] [ w10 0 0 —mal —ya, ||

o 0 0 0 a1 y 1 —ayy -yl ||

T 2 y2 1 0 0 0 —moxh —y215h s

vy =] 0 0 0 @ w1 —wawh  —wus |||,

a22

, , , a23

'y xy yy 1 0 0 0 —znTy —yYnTy as1

| Un | 0 0 0 2y yv 1 —znyy —YNYUy | a5
(3.20)

ou

p =Ba. (3.21)

Daqui se pode obter a solugdo pela determinagdo da pseudo-inversa de
Moore-Penrose, de que resulta

a=(B"B)'B"p/, (3.22)

ficando assim determinada a matriz de transformacéo projectiva A definida pelos
elementos de a (3.23).

60 Mapeamento Multimodal da Macula



3.1 Fotografia do fundo ocular

aip aiz2 ai3
A= as21 a2 a3 . (3.23)
az; azz 1

Os resultados obtidos, aplicado a pares de imagens retinograficas com niveis
de qualidade distintos, podem ser observados nas figuras 3.20 a 3.22.

A nao restricdo dos pontos caracteristicos a uma vizinhanga em torno do
resultado do co-registo rigido, podera resultar como na figura 3.23.

Figura 3.20: Co-registo de duas retinografias (exemplo 1/3).
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Figura 3.21: Co-registo de duas retinografias (exemplo 2/3).

Figura 3.22: Co-registo de duas retinografias (exemplo 3/3).

62 Mapeamento Multimodal da Macula



3.1 Fotografia do fundo ocular

Figura 3.23: Erro de co-registo de duas retinografias por nao aplicagao de
restricoes ao emparelhamento de pontos caracteristicos.
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3.2 A angiografia fluoresceinica e a fluorofotometria

3.2.1 Mapeamento das alteracoes da barreira hemato-retiniana

O objectivo do trabalho apresentado nesta seccéo e desenvolvido na sequén-
cia de trabalhos anteriores (ver secgéo 2.2), € o de calcular e mapear o derrame
de fluoresceina que ocorre da circulagdo sanguinea para o humor vitreo humano,
in vivo, derrame este que esta directamente relacionado com a permeabilidade da
barreira hemato-retiniana para a fluoresceina (de agora em diante simplesmente
referida como permeabilidade sempre que ndo surjam dividas e seja vantajoso).

Uma vez que esta barreira é afectada pela diabetes Mellitus, embora também
0 seja por outras patologias associadas a perda progressiva de visdo, € de
particular importancia que o seu estado seja verificado e monitorizado ao longo
do tempo, com especial incidéncia em doentes diabéticos.

Ao contrario do que sucedeu com o trabalho anterior [BIST99, LBSCV99]
0 aqui reportado utiliza dados adquiridos com um oftalmoscdpio confocal de
varrimento laser comercialmente disponivel, sendo presentemente estes os dois
Unicos sistemas a permitirem efectuar este célculo com recurso a técnicas de
imagiologia tridimensional (3D) para a obtencédo da distribuicdo volumétrica da
fluoresceina na retina e vitreo humanos e in vivo.

Para o estabelecimento de uma correlagdo directa entre o derrame de
fluoresceina e a morfologia da retina, em ambos os casos é gerada uma imagem
do fundo ocular a partir da informagao volumétrica recolhida.

Quando se iniciou a procura de alternativas para a instrumentagao utilizada
em [BIST99, LBSCV99], os critérios estabelecidos incluiram a disponibilidade
comercial do sistema, o acesso facilitado aos detalhes da instrumentagao e a pos-
sibilidade de introducdo de modificagbes na fase de producdo. Com base nestes
critérios foi seleccionado o Heidelberg Retina Angiograph (HRA — Heidelberg
Engineering GmbH, Heidelberg, Alemanha), ao qual foram introduzidas altera¢des
quer na fase de producdo quer posteriormente apds o teste de varias solugdes
para o didmetro do orificio confocal. As diferengas mais significativas entre os dois
sistemas, o sistema protétipo Zeiss e o sistema Heidelberg, consistem no sensor
utilizado, fotomultiplicador vs. diodo fotomultiplicador, e no facto de, no segundo,
o plano confocal ser mantido inalterado durante a aquisicdo de cada um dos 32
planos confocais.
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O esquema do procedimento para o calculo do indice de permeabilidade
encontra-se representado na imagem da figura 3.24.

Administragao de fluoresceina ao paciente
(14 mg/kg de peso corporal)
Aguardar 10 a 20 minutos para a difusao de
flouresceina no humor vitreo
f Instrumentacéo e Aquisi¢do de Dados: \

- Aquisigéo de Dados
- Pre-Processamento
- Compensagéo dos Movimentos do Olho

k - Filtragem dos Perfis j
( Mapeamento do Derrame: )

- Processo de Desconvolugao
- Mapeamento da Totalidade de
\_ Fluoresceina dentro do Vitreo )

i

[ Célculo da permeabilidade normalizada da BHR a fluoresceina j

pelo integral da fluoresceina livre no plasma (Opcional)

Figura 3.24: Procedimento para o célculo do derrame de fluoresceina da circulagao
sanguinea para o humor vitreo. O bloco "Instrumentagéo e Aquisicdo de Dados”
trata da aquisicdo de dados e de todos 0s passos necessarios até a desconvo-
lugdo. O bloco "Mapeamento do Derrame” realiza a desconvolugéo e constréi o
mapa de derrame de fluoresceina e o bloco final, opcional, permite a calibragdo do
sistema e obtengéo do valor da permeabilidade da barreira hemato-retiniana para
a fluoresceina.

Para o célculo do indice de permeabilidade da barreira hemato-retiniana para
a fluoresceina, é necessario determinar a quantidade de tragador (fluoresceina)
que atravessou a barreira hemato-retiniana da corrente sanguinea para o vitreo.
Este valor deve ser posteriormente normalizado para o total de fluoresceina
livre, ou seja, para o integral da concentragdo de fluoresceina livre presente
na corrente sanguinea desde a sua administragdo intravenosa ao instante da
aquisi¢cdo [CCK85].
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Instrumentacao e aquisicao de dados

O HRA é um oftalmoscdpio confocal de varrimento laser capaz de registar
a distribuicdo volumétrica (3D) da fluorescéncia no olho humano in vivo. Efectua
varrimentos em 32 planos confocais cobrindo 10 x 10, 20 x 20 ou 30 x 30 graus
do fundo ocular, cada um dos quais composto por 256 x 256 ou 512 x 512 pixeis.
Também a distancia entre o primeiro e o Gltimo plano confocal pode ser feita variar
de 0 a 7 mm com incrementos de 1 mm. Como resultado, é possivel obter um
volume de informagéo de 256 x 256 x 32 ou 512 x 512 x 32 voxeis, cada qual
codificado num byte.

Este sistema utiliza como fonte de luz de excitagdo um /aser de Argon
(A = 488 nm) e um filtro de barreira com frequéncia-de-corte nos 510 nm, o que
permite rejeitar a generalidade da luz reflectida e deste modo quantificar apenas a
luz proveniente da emisséo resultante da excita¢gdo das molécula de fluoresceina
pela fonte de Argon.

A poténcia Optica pode ser compensada de -12 a +12 dioptrias e a taxa
maxima de aquisicdo de imagem no modo de angiografia fluoresceinica é de 20
imagens/s.

Neste sistema, relativamente a configuracao original, foram introduzidas duas
alteragdes: um comutador, que permite alterar entre 0 modo de aquisigéo padrao
e 0 modo de aquisicdo modificado, e o orificio confocal.

A primeira destas alteracées determina um deslocamento da aquisi¢gao do
vitreo para a retina/coréide relativamente a aquisicao padrdo. No modo padrédo e
apoés focagem na retina do doente, operacgao efectuada pelo operador do sistema,
o plano confocal é automaticamente movido para o interior do vitreo por forma a
que o ultimo plano confocal adquirido corresponda ao determinado pelo operador.
No modo modificado, o deslocamento inicial para o interior do vitreo é reduzido
para 2/3 para que o restante 1/3 do varrimento corresponda a planos confocais na
retina e cordide, com o objectivo de permitir a reconstru¢édo do perfil da intensidade
de fluorescéncia.

A segunda modificagéo consistiu na reducao do diametro do orificio confocal
original, de 400 um para 200 pum, de modo a aumentar a confocalidade do
sistema, ainda que a custa da diminuicao da relag¢éo sinal-ruido devido a redugéao a
25% da area do mesmo. Esta escolha foi efectuada com base numa série de expe-
riéncias com diferentes orificios confocais, ja que a diminuicdo do seu diametro da
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origem a uma maior confocalidade do sistema com a correspondente redugéo da
quantidade de luz recolhida, o que dificulta a recolha de informacgéo pela redugéo
da relagdo sinal-ruido e restringe o tempo de aquisicdo apds administragdo da
substancia de contraste [PB81, KLAM'81, LAKJ82, MLF 82, ZBCV83a].

O protocolo utilizado para a aquisi¢cao de dados é:

e Modo de aquisicao: FA;

e Intervalo de tempo de aquisi¢cdo: 1,6 s com inicio entre 10 e 20 minutos apds a
administragao intravenosa da fluoresceina na dose de 14 mg/kg de peso;

o Angulo de aquisicdo: 20° (imagem centrada na févea);
e Profundidade de varrimento: 7 mm;
e Focagem: ajustada de modo a obter a melhor imagem do fundo ocular;

e Velocidade de aquisigdo: 20 imagens/s;

Resolugdo de imagem: 256 x 256 pixeis.

Seguindo este protocolo, cada plano confocal dista do(s) seu(s) vizinho(s) de
225,81 um, sendo que 2/3 dos 32 planos confocais serdo aquisicdes efectuadas
no vitreo.

O aspecto mais negativo deste sistema reside no seu tempo de aquisigao:
1,6 s a frequéncia maxima de aquisigéo (20 imagens/s). Devido aos movimentos
sacadicos, quer voluntarios quer involuntarios, as imagens correspondentes aos
planos confocais devem ser alinhadas entre si de modo a ser possivel construir
um perfil de intensidade (fluorescéncia) em qualquer localizagcdo do fundo ocu-
lar. Deste modo, ainda que o protocolo estabeleca a resolugdo do sistema em
256 x 256 pixeis por plano confocal, o volume a processar serd naturalmente
inferior numa diferenca que dependera da amplitude das sacadas. Por outro lado,
a razado da escolha desta resolugdo e ndo da resolugdo superior (512 x 512
pixeis) prende-se com a necessidade de aumentar a relagéo sinal-ruido, que foi
drasticamente reduzida aquando da reducéo do orificio confocal dos originais 400
para os 200 pm de didmetro. Ainda assim, foi decidido efectuar uma decimagéo
de factor 2, ap6s a compensagao dos movimentos oculares e antes do processo
de desconvolugéo.
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Funcao de resposta a impulso unitario

A aquisi¢cdo da distribuicdo volumétrica da fluorescéncia no olho humano
depende da combinagcdo das caracteristicas Opticas da instrumentagdo e do
préprio olho. De modo a adaptar-se a diferentes olhos, o sistema dispde de
uma compensacao de poténcia Optica passivel de ser ajustada entre -12 e +12
dioptrias.

Um sistema é dito linear e invariante no tempo (LIT) se obedecer aos
principios da homogeneidade, aditividade e linearidade, i.e.:

homogeneidade:

W = ) — i) (324
aditividade:
i(t) = Zk:akik(t) 55
o(t) = Zk:akh(ik(t))
linearidade:
ity = i(t—r7) (3.26)

o(t) = h(it—1))=ot—71)

com i(), o() e h() respectivamente a entrada, a saida e a fungao de transferéncia
do sistema.

Para a caracterizagao do sistema em estudo (0 HRA) é necessario determinar
a respectiva fungdo de resposta a impulso unitario (6(¢)). Um conjunto de
experiéncias efectuadas permite afirmar que o sistema obedece aos principios
acima apresentados, sendo portanto um sistema linear e invariante no tempo.

Da teoria dos sistemas lineares, a saida o() de um sistema pode ser cal-
culada a partir da sua entrada i() e da sua fungdo de transferéncia h() pela
respectiva convolugéo, i.e.

o=hxi. (3.27)

A partir das propriedades da convolugdo e derivagado da transformada de
Fourier, obtém-se:
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o =hxi (3.28)

com o’ e i as derivadas de o() e i(), respectivamente.

A aplicacdo deste principio foi inicialmente efectuada com um dispositivo de
teste composto por uma lente de 66 dioptrias, para simular a poténcia 6ptica do
olho humano, de uma pupila artificial de 8 mm de didmetro, para simular a pupila
humana nas condi¢des de exame e, um conjunto de cuvettes contendo solugdes
de fluoresceina com concentracdes conhecidas.

Com o sistema nesta configuragéo, a distancia lente-cuvette foi ajustada de
modo a obter uma funcdo degrau, i.e. de modo a obter num dos extremos do
varrimento (em profundidade) medidas fora da cuvette e no outro extremo medidas
no interior da cuvette.

Considerando um sistema de coordenadas XY Z, em que (z,y) representa
as coordenadas num plano confocal e z representa a coordenada ao longo do
eixo optico (normal ao plano confocal), e sendo ¢ a fungdo degrau unitério (fungéao
Heaviside — H(z)), vem,

,2>0
,2=0 , (3.29)
,2<0

O = =

e obtém-se de (3.27):

o(z) = h(z)*i(z)
= h(z)*xH(z) (3:30)
De (3.28) e (3.30) obtém-se:
d(z) = h(z)*H'(2)

= h(z)xd0(z) (3.31)

de onde é possivel obter a fungdo de resposta a impulso unitario fazendo a entrada
igual 2 uma fungao degrau unitario e derivando a saida do sistema.

O melhor ajuste para a fungdo de resposta a impulso unitario € uma Lorent-
ziana cuja equacgao é:
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2Aw
h(z) = , 3.32
(2) m(w? +4(z — 2.)?) (3:32)
com w largura a meia-altura (FWHM), A a area sobre a curvade z = —oc a

z = 400 e z. a abcissa para a qual o maximo da fungéo (2 A/7 w) ocorre.

Para a determinacao da funcao de resposta a impulso unitério foi utilizado um
conjunto de cuvettes, com solu¢des com diferentes concentragdes de fluoresceina,
para cada uma das quais foram obtidas varias aquisicbes nas condicbes ja
mencionadas usando diferentes profundidades de varrimento (5, 6 e 7 mm).
Para cada uma das aquisigdes, foram construidos varios perfis de intensidade
de fluorescéncia usando diferentes areas da imagem. Para além das naturais
diferencas no parametro z., ndo foram determinadas diferencgas significativas para
os parametros A ou w, o que demonstra a invariancia do sistema relativamente as
coordenadas da imagem.

O processo de obtengdo do melhor ajuste baseou-se quer na derivada
(diferengas finitas) da saida do sistema (resposta a medicado das cuvettes) quer
usando a primitiva da fungdo Lorentziana (3.33). O espagamento entre planos
confocais variou de 161,29 um (varrimentos com 5 mm de profundidade) a
225,81 um (varrimentos com 7 mm de profundidade).

/W( 24w dz = %tg_l (2(27_'2)) . (3.33)

w2+ 4(z — 2:)?) w

A largura a meia-altura foi assim estimada em 1287 pum, embora um factor
de correcgao de 0,75 tenha permitido obter resultados da desconvolugao mais de
acordo com o esperado.

O gréfico da figura 3.25 mostra a funcado de resposta a impulso unitério
obtida para uma dada aquisicdo, a qual corresponde um largura a meia-altura
de 1253,2 um.

O conhecimento da fungao de resposta a impulso unitario, vai ser utilizado
no processo de desconvolugao para permitir estimar a distribuicao da fluoresceina
no olho humano e deste modo estimar o total de fluoresceina que atravessou a
barreira hemato-retiniana e penetrou no vitreo.
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2Aw
y(z) =~ [

100 mw? +4(z — 2)?] A
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w = 1253,2 um
2. = 76,3 um

y [Intensidade]
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2 (32 Planos Confocais - 7000 ym)

Figura 3.25: Perfil obtido a partir de uma aquisicao efectuada numa superficie
fluorescente e que representa a fungdo de resposta a impulso unitario. A
largura a meia-altura correspondente é de 1253,2 um, obtida pelo ajuste de uma
Lorentziana aos dados. Os parametros de ajuste estdo mostrados na imagem.

Pré-processamento

A fase de pré-processamento consiste na importagdo dos dados e na verifi-
cacgao dos respectivos valores relativamente a condigcdes pré-estabelecidas.

Um perfil de intensidade média de fluorescéncia ao longo do eixo éptico é
inicialmente determinado. Este perfil é posteriormente analisado relativamente a
sua forma para determinar a existéncia de varrimentos nulos (auséncia de pico de
intensidade, perfis de muito baixa intensidade e nimero de maximos locais) (3.34)
e relagao sinal-ruido (SNR) (3.35).

u(zi) — plzia)| <2,Vie{2,...,32}, (3.34)
o2
SNR = 10 log —iat | (3.35)
O ruido

2

onde p(z;) é o valor médio de fluorescéncia do plano confocal i e O-ginal € O ido

sdo as variancias dos planos confocais com maior e menor intensidade meédia ao
longo do eixo 6ptico, respectivamente.

Deste modo, apenas aquisicdes cujo perfil de intensidade média de fluo-
rescéncia tem apenas um maximo local e SNR > 9 dB s&o considerados para
processamento.

Deve aqui notar-se que a expressdo para SNR (3.35) pode indicar valores
errados para aquisicoes de dados sintéticos tais como os anteriormente descritos
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para a caracterizagdo do sistema. Neste caso, a aquisicdo em planos confocais
correspondentes a localizagées no interior da cuvette podem determinar uma va-
ridncia reduzida comparativamente a variancia no exterior dessa mesma cuvette,
0 que determinara um pequeno valor de SNR.

Compensacao dos movimentos oculares

Como ja referido, devido as sacadas é necesséario compensar estes movi-
mentos de modo a ser possivel construir um perfil de intensidade de fluorescéncia
ao longo de uma qualquer posi¢cao da imagem do fundo ocular. Esta compensagéao
é efectuada com recurso a correlagao de fase [PHGK77, WBB89], a qual se baseia
na propriedade do deslocamento da transformada de Fourier, i.e.

F(u) = F{f(z)} = F{f(z —a)} = &> F(u). (3.36)

Dadas duas imagens, gi1(z,y) e g2(x,y), as respectivas transformadas de
Fourier podem ser escritas na forma de Euler como

Gl(u, U) = f{gl(fx’ y)} = |G1(u’ U)| 6j¢1(u=v)

. , 3.37
Gou,v) = Flon(e,y)} = [Galu,v)] i) (337)
de onde
G (u,v) G (u,v) = |Gy (u, v)| |Go (u, v)] (@1 (w0 =¢2(uww)) (3.38)
Fazendo ®(u,v) = ¢1(u,v) — ¢2(u,v) (a diferenga de fase) vem,
€j<1>(u,v) — Gl (u7v)G§ (’LL,’U) , (339)
|G (u, )G (u, v)|

e finalmente

d(z,y) = F eI ®w)y (3.40)

O maximo de d(z,y), que ocorre para (x4, yq), indica o deslocamento em
e y, respectivamente dx e dy.
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Este processo é aplicado a todo 0 volume compensando assim 0s movimen-
tos sacadicos ao longo da aquisigao, durante a qual a testa e o queixo do doente
sdo mantidos pressionados contra os respectivos suportes, de modo a minimizar
eventuais deslocamentos, com especial incidéncia nos movimentos em z (ao longo
do eixo Optico) que nado poderiam ser corrigidos e que alterariam os perfis de
intensidade a analisar.

No entanto esses movimentos, a existirem, provocardo o aparecimentos de
dois ou mais maximos locais e a aquisicao sera rejeitada com base nos critérios
de aplicabilidade da técnica mencionados no tépico de pré-processamento.

A figura 3.26 mostra um conjunto de planos confocais pertencentes a mesma
aquisicdo (no topo) e os respectivos deslocamentos determinados segundo (3.40)
no gréafico (em baixo).

150

100f — &+ —dy,

Deslocamento [pixel]

=100

10 ; 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 :;0
Planos Confocais

Figura 3.26: Informacgéo volumétrica composta por 32 planos confocais (no topo) e

os respectivos deslocamentos em x (dx) e y (dy) (em baixo) cujos valores positivos

correspondem a deslocamentos para a direita e para cima, respectivamente.

Devido a rapida diminuigcao da intensidade ao longo do eixo éptico, a medida
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que nos afastamos do plano da retina e os planos confocais se deslocam para
o interior do globo ocular (cavidade vitrea), a relagdo SNR e como consequéncia
o deslocamento determinado entre planos confocais contiguos podem aumentar
devido ao aumento do ruido e diminuigao do sinal (diminuicdo/auséncia de refe-
réncias morfoldgicas do fundo ocular). O limite estabelecido para considerar um
plano como fazendo parte do volume a processar tem em conta pardmetros como
o deslocamento e a intensidade média do respectivo plano confocal. Deste modo,
ainda que todas as aquisigées sejam compostas por 32 planos confocais, nem
todos serdo considerados para o processamento.

Foi considerado um niimero minimo de 17 planos confocais para o processa-
mento e extracgdo da informacao pretendida. Este nimero provou ser o suficiente
enquanto simultaneamente permite o acesso a mais de 90% das aquisigdes
realizadas em ambiente clinico, o qual € um paradmetro de extrema importancia
na aplicabilidade da técnica.

E agora possivel, depois da correcgdo dos movimentos oculares, construir
um perfil de intensidade de fluorescéncia em qualquer posigdo do fundo ocular
sem misturar diferentes estruturas a diferentes profundidades de aquisigao.

O facto de planos confocais correspondentes a leituras efectuadas no vitreo
poderem ser alinhados, deve-se a relativamente elevada largura a meia-altura
(FWHM) da funcao de resposta a impulso unitario, o que permite que parte da
informacdo morfolégica da retina seja ainda visivel nesses planos e do facto
do método de célculo do deslocamento ndo se basear em marcas anatomicas
(pontos fiduciais enddgenos), que seriam de dificil extraccdo. Também o facto
de ndo serem considerados todos os planos confocais néo representa qualquer
desvantagem, ja que o tempo disponibilizado para a difusdo da fluoresceina no
vitreo, tempo este que medeia entre a administragao intravenosa da fluoresceina
e a aquisicdo dos dados, ndo permitem que esta penetre mais de 1,5 mm para o
interior da cavidade vitrea. Assim sendo, mesmo considerando o pior cenario, que
corresponde a obter apenas 10 dos 17 planos confocais como medidas efectuadas
no vitreo, isto corresponde a um varrimento de 2 mm no interior de vitreo, cobrindo
deste modo todo o volume de interesse.
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Filtragem dos perfis de intensidade

Apds a correccdo dos movimentos oculares, o perfil de intensidade de
fluorescéncia para cada localizagéao do fundo ocular necessita de ser filtrado.

Um filtro passa-baixo de resposta finita (FIR) foi determinado para permitir a
remocao das componentes de alta frequéncia que, dada a fungédo de resposta
a impulso unitario ja determinada, ndo poderdo corresponder a leituras reais
mas sim leituras devidas a adi¢cdo de ruido, ao mesmo tempo que permite a
recuperacao da forma do perfil de intensidade de fluorescéncia.

O filtro que permitiu obter os melhores resultados € um filtro de ordem 4 e
frequéncia-de-corte de 0,6 rad/amostra (frequéncia relativa, com 1 rad/amostra
a frequéncia de amostragem).

A figura 3.27 mostra um sinal original tipico e o respectivo sinal filtrado com
o filtro acima especificado, sendo o perfil mais suave o correspondente ao sinal
filtrado, onde o eixo dos x representa o numero do plano confocal e o eixo dos y
representa a intensidade de fluorescéncia.

— & — Original |
Filtrado

Fluorescéncia [ua]
@
g

Figura 3.27: Efeito da filtragem passa-baixo de um perfil de intensidade de

fluorescéncia tipico. A linha a cheio representa o sinal original e a linha a trago-
ponto representa o resultado da aplicagéo do filtro.
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Calculo da imagem do fundo ocular

Uma imagem de referéncia do fundo ocular é gerada determinando a média
das 3 imagens de maior valor médio de todo o volume.

De modo a melhorar esta referéncia, e apenas para inspec¢ao visual, foi
implementado um algoritmo para aumento do contraste local [NSBT00].

Dada a relativamente reduzida dimensao do orificio confocal e o facto do
sensor utilizado ser um diodo fotomultiplicador, a imagem correspondente ao
plano confocal de maior intensidade média, e que corresponde aquele focado no
plano da retina, em doentes de idade mais avang¢ada e/ou olhos com opacidades
dos meios, bem como aqueles que apresentam uma dilatagdo da pupila inferior
a necessadria, apresentam caracteristicamente imagens de intensidade reduzida
comparativamente aos restantes.

Sendo f(z,y) a imagem original, a imagem com aumento de contraste local
é dada por

O(f (%3, Yi), b, Ow) — ¢(fmins bw, Ow)
¢(fmaxa Haw Jw) - ¢(fmma Hw Jw)
onde Maxjeve1 € 0 valor maximo permitido para o sinal de saida (9(z,v)), fmin
(fmaz) € 0 valor minimo (méximo) de f(x,y) e u, € o, S80 a média e o

9(@i, yi) = Maxievel , (3.41)

desvio padrdo de w(z,y), uma sub-imagem de f(z,y) centrada em (z;,y;) e
de tamanho NV x N.
A fungdo ¢ é definida como

pw—z |~

1
AT, o, ) = [1 + e—] . (3.42)

Os valores tipicos para os parametros Maxi.ve1 € N sdo, respectivamente,
255 e 31. O valor estabelecido para N foi escolhido com base numa avaliagdo
subjectiva e que corresponde a percepcao da melhor angiografia fluoresceinica
obtida por este método para diferentes valores do pardmetro em anélise. Por outro
lado, o valor do parAmetro Max;.ye1 fOi escolhido de modo a preservar o nimero
de niveis de intensidade utilizados relativamente a imagem original.

Dada a reduzida dimensdo das imagens obtidas pelo HRA, com o limite
maximo de 256 x 256 pixeis seguindo o protocolo estabelecido, e para reduzir
o efeito dos bordos da imagem, invés de se considerarem os valores exteriores
como nulos considerou-se a imagem como circular.
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O resultado da aplicacdo deste processo a uma imagem tipica pode ser visto
na imagem da figura 3.28. A imagem do fundo ocular mostrada a direita é o
resultado da aplicacdo deste processo a imagem da esquerda. O aumento dos
detalhes é notdrio.

Figura 3.28: Aumento de contraste local. Esquerda: imagem original. Direita:
imagem obtida pelo aumento de contraste local, mostrando uma imagem mais
contrastada (apenas para efeito de referéncia do fundo ocular).

Modelo fisico da difusao

Ainda que o processo que regula o0 movimento da fluoresceina no vitreo seja
conhecido, sendo um processo de difusdo o qual depende apenas do gradiente
de concentragdo, junto ao interface retina-vitreo e para o intervalo de tempo
considerado, é necessario estabelecer o perfil de intensidade de fluorescéncia
esperado de modo a incluir o respectivo modelo no processo de desconvolugéo.
Este depende necessariamente do tempo apds a administragdo intravenosa da
fluoresceina, ja que varias horas ap6s a administragdo da substancia de contraste
a concentragdo na corrente sanguinea serd inferior a concentragédo no vitreo e por
esse motivo a difusdo sera efectuada em sentido contrério. Convém ainda realcar
o facto de existir um processo de transporte activo, portanto contrario ao gradiente
de concentracdo, sendo no entanto o mesmo desprezavel relativamente a quan-

tidade de fluoresceina que atravessa a barreira hemato-retiniana da circulagéao
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sanguinea para o vitreo.

Os factos acima expostos demonstram claramente a necessidade de esta-
belecer um perfil de intensidade junto do interface retina-vitreo para o intervalo
de tempo de interesse para a aplicagao do processo aqui desenvolvido e que é o
intervalo de tempo entre 10 e 20 minutos, sendo o limite superior determinado
pela capacidade de recolha de luz do fundo ocular e 0 menor pela necessidade de
permitir a difusdo da fluoresceina para o interior do vitreo.

O processo de difusao da fluoresceina da corrente sanguinea para o vitreo
pode ser modelada por um sistema de dois compartimentos (figura 3.29) separa-
dos por uma barreira (a barreira hemato-retiniana), modelo do qual se obtém

Compartimento 1 Compartimento 2
Barreira

I

Figura 3.29: Modelo fisico do processo com base num sistema de dois comparti-
mentos separados por uma barreira.

J=PAC, (3.43)

onde J é a densidade de corrente, P a permeabilidade da barreira hemato-
retiniana para a fluoresceina e AC a diferenga de concentragdes entre os dois
compartimentos.

Uma vez no interior do vitreo, 0 movimento da fluoresceina pode ser mode-
lado por um processo uni-dimensional e isotrépico dado por (primeira lei de Fick)

oC
F=-D F (3.44)

onde F' é a taxa de transferéncia por unidade de area, C' € a concentragio de
fluoresceina no vitreo e D é o coeficiente de difus&o.

A equagéao fundamental diferencial da difuséo é obtida da anterior e corres-
ponde a segunda lei de Fick
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oC 0*C
- =D—==- (3.45)
ot ox
Considerando, por hipétese, que a concentragdo de fluoresceina se manti-
vesse constante na corrente sanguinea (o que nao se verifica dada a conversao
da fluoresceina em fluoresceina monoglucoronada no figado e a sua excregéo

pelo sistema renal) obter-se-ia uma solugao deterministica dada por

C(z,t) = Cperfc

X
> VDL’ (3.46)
onde erfc(z) = 1 — erf(z) [Cra70].

Ainda que esta expressédo pudesse ser uma representagdo suficientemente
exacta para os primeiros minutos apés a administragdo intravenosa da fluores-
ceina, esta nao foi considerada de utilidade pratica. Para além do mais, a concen-
tracdo de fluoresceina na circulagdo sanguinea (concentragao de fluoresceina no
plasma) (C)(t)) ndo pode ser considerada constante para o intervalo de tempo
de interesse para o qual ocorrem as aquisigbes (¢t € [10,20] minutos). De
facto Zeimer et al. [ZBCV83a] determinou uma expressao para a concentragao
de fluoresceina no plasma, sendo esta dada por

Co(t) = K (1075178 +0,115 x 107934 40,025 x 1070044¢) | 3.47
p

onde K depende da dose administrada e da absorgao, e t € o tempo apds ad-
ministragédo intravenosa em horas. De acordo com esta equagao a concentragao
de fluoresceina decresce para 76,4% e para 52,0%, respecivamente para 10 e 20
minutos apds a administragdo. Esta é uma expressao semelhante a determinada
em [KONK92] a menos de um termo na soma.

No presente trabalho, foi seguida uma aproximagéao distinta na procura de
uma solugdo para o processo de difusdo expresso por (3.43)-(3.45). Deste
modo foi empregue o método dos elementos finitos para a resolugéo de (3.45)
de modo determinar a forma do perfil de concentragdo no interior do vitreo junto
ao interface deste com a retina e para o intervalo de tempo com interesse para o
modelo/aplicacao.

Este modelo assume a barreira hemato-retiniana como homogénea, o trans-
porte activo como desprezavel e o vitreo intacto. Assim, o coeficiente de difusdo
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(D) e a permeabilidade (P) sdo consideradas constantes [CCK85, DBLA89,
LAKCL85, LDLA90, SLMLAO1]. Foram corridas diversas simulagdes para varios
valores para o coeficiente de difusdo e para o valor de permeabilidade. Para
a simulacdo mostrada (figura 3.30, pagina 86), os valores para D e P séo,
respectivamente, 9,5 x 1075 em?.s71 e 22 x 1077 em.s™ L.

Para o parametro D existem valores distintos publicados na literatura [CCK85,
ZBCV83a, DBLA89] enquanto para P foi escolhido o valor médio do intervalo
estabelecido em [LBSCV99].

A simulagdo considerou o intervalo de tempo de interesse (t € [0,20])
ainda que apenas numa percentagem diminuta de doentes possam ser obtidas
imagens para tempos superiores a 16 minutos apds a administragao intravenosa
de fluoresceina.

Os resultados para a simulagédo para 10, 15 e 20 minutos apds adminis-
tracdo do tragador e nas condi¢des estabelecidas anteriormente podem ser ob-
servadas na figura 3.30 onde é claramente ilustrada a penetracao da fluoresceina
no vitreo ao longo do tempo e como o perfil mono-exponencial em fungdo da
distancia a interface retina-vitreo (eixo dos z em pum) para o periodo de tempo
considerado expressa razoavelmente o perfil obtido. Deste modo é possivel incluir
este modelo mono-exponencial no processo de desconvolugdo como sendo a
melhor representagao da distribuigdo da concentragao de fluoresceina no vitreo.

Os circulos a cheio representam dados calculados e a linha representa
o melhor ajuste obtido aos dados mostrados, os quais resultam nas seguintes
expressoes

y(z) = 246,97 0907z ¢ — 10 minutos
y(r) = 313,1e7009992 ¢ — 15 minutos . (3.48)
y(r) = 366,0e"%0912 ¢ — 20 minutos

Uma andlise mais detalhada permite observar que o ajuste nao é perfeito,
que varia ao longo do tempo e que esta fungdo embora razoavel ndo integra todos
os detalhes do perfil real. No entanto, este grau de exactidao é suficiente para a
presente aplicagao.

Com esta simulagao, foi demonstrado que a curva esperada como perfil de
concentragdo de fluoresceina no vitreo pode ser modelada por uma exponencial,
cujos parametros podem ser estimados a partir dos dados para o intervalo de
tempo considerado para a aplicagcdo deste processo. O conjunto de simulagbes
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efectuadas com a utilizacdo de diversos valores para D e P suportam esta
declaracéo.

Desconvolucao

O perfil de intensidade de fluorescéncia medido pelo HRA nao representa
por si s6 a distribuicdo real da substancia de contraste, mas sim o resultado da
convolucdo desta com a funcéo de resposta a impulso unitario do sistema. E por
isso fundamental desconvoluir cada um destes perfis de modo a recuperar a real
distribuicdo de concentracao de fluoresceina no vitreo.

Ainda que existam diversas metodologias para a desconvolugao, esta aplica-
¢ao tem particularidades préprias que necessitam de ser consideradas, a primeira
das quais é o facto de existir um nimero muito reduzido de amostras, 32 como
limite maximo tedrico, sendo na realidade em ndmero inferior como anteriormente
mencionado. Outra reside no facto de ndo ser possivel obter uma quantidade de
fluorescéncia (e respectiva concentragao) negativa, o que limita a valores néao ne-
gativos a distribuigao desta. Para além do mais, a curva de concentragéo no vitreo,
tal como foi ja estabelecida, devera ser incluida no processo de desconvolugao de
modo a produzir um resultado de acordo com o modelo fisico estabelecido.

De modo a observar estes condicionalismos, foi estabelecida a seguinte
metodologia (procedimental):

e Estabelecimento do perfil da funcdo de resposta a impulso unitario a partir dos
parémetros estimados com amostras a cada 50 pm;

e Substituicao do perfil medido pelo perfil filtrado para redugéo do ruido;
e Utilizagdo de um processo iterativo que:
1. inicialmente considere uma entrada hipotética como um vector de zeros

(espagados de 50 um tal como na fungéo de resposta a impulso unitario);

2. efectue o célculo da saida hipotética pela determinagdo da convolugao entre
a entrada hipotética e a fungéo de resposta a impulso unitario;

3. determine a interpolacao (spline) desta saida hipotética para as posi¢des do
perfil medido;

4. efectue o célculo da diferencga entre a saida teérica e o perfil medido;
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5. determine a interpolagao linear entre a saida tedérica e o perfil medido;

6. actualize a entrada tedrica com uma fracgao do erro (\);

7. verifique a existéncia de valores negativos de concentrag¢édo (para a entrada
tedrica);

8. determine a localizagdo do maximo da versdo actualizada da entrada teérica

(considerada a localizagao do interface retina-vitreo);

9. coloque o foco nesta localizagdo com a actualizagéao do respectivo valor com
50% da actualizagéo anterior;

10. garanta a diminui¢do do perfil com o aumento da disténcia para a interface
retina-vitreo (localizagdo no vitreo) a partir da localizagao anterior;

11. obtenha o melhor ajuste de uma exponencial aos dados;
12. substitua os dados pelos valores calculados pelo ajuste exponencial;

13. repita os passos (2)—(12) deste processo até ao maximo de iteragdes ou até
a diferenca entre a saida medida e a saida teérica seja inferior a 5%.

Este processo determina a defini¢do do interface retina-vitreo como sendo a
localizagao do pico (valor maximo) no sinal desconvoluido, localizagao a partir da
qual o sinal deve obedecer a uma exponencial cujo valor decresce com o0 aumento
da distancia a interface retina-vitreo.

Para o mapeamento da &rea do fundo ocular coberta pela aquisi¢do, este
processo de desconvolugao necessita de ser repetido para cada um dos pixeis da
imagem do fundo ocular.

Modelo fisico da retina

O varrimento efectuado pelo HRA durante a aquisigdo volumétrica do fundo
ocular, considerando uma profundidade de 7 mm tal como estabelecido no
protocolo, significa a existéncia de planos confocais no vitreo, na retina e na
coroide.

A figura 3.31 (pagina 87) mostra que o perfil desconvoluido ndo consiste num
Unico impulso como representagéo da retina, mas antes num trem de impulsos.

A localizagéo do interface retina-vitreo é aqui considerada como a localizagao
do impulso de maior amplitude do sinal desconvoluido, tal como ja mencionado na
seccao anterior. O trem de impulsos desde esta localizagido para a direita traduzem
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as leituras efectuadas no interior do vitreo, enquanto os impulsos localizados para
a esquerda traduzem as leituras efectuadas na retina. As vérias camadas que
compdem a retina podem ser encontradas em [SHH86] e explicam a existéncia do
trem de impulsos mostrado.

Quantificacao do derrame de fluoresceina da circulacdo sanguinea para o
humor vitreo

A fluoresceina presente no vitreo, para uma particular localizagdo do fundo
ocular correspondente as coordenadas (z,y) (mantendo a definicdo do sistema
de coordenadas XY Z como anteriormente definido - pagina 69) é dada por

LU(2,y) = / Cour(itsy,2) dz | (3.49)

onde Cyit(z,y,2) é a concentragdo de fluoresceina no humor vitreo e LU séo
unidades de derrame (leakage units). Os valores tipicos para os parametros zg
e z1 sdo, respectivamente, 100 um e 1000 um, com 2y = 0 a localizagado do
interface retina-vitreo.

Interessa aqui analisar a expressdo da equagéo (3.49) de modo a saber-se
exactamente o que esta a ser medido e as respectivas unidades.

Sendo Cyi(x,y, z) a concentragéo, cujas unidade comuns na area de apli-
cagédo do método séo ng/ml, estas correspondem efectivamente a 10~6 kg/m?
(1 ng = 107%kg e 1 mi = 107%m3). Por outro lado, a concentragio
num particular ponto (z,y, z), a que corresponde o valor Cy;(x,y, z), traduz a
concentragdo média de um volume AxAyAz, com AzAy fungdo da resolugao
da imagem do fundo ocular e do angulo de aquisicdo utilizado. Excepto num
factor de escala, este volume elementar tem unidades de m?, donde resultam
como unidades para LU (z,y) o kg, o que significa que efectivamente estamos a
medir a quantidade de massa que atravessa a barreira hemato-retiniana para uma
particular localizagdo do fundo ocular.

O modelo fisico da difusdo estabelecido anteriormente permite também
determinar a expressao para Cyit(x, y, z) como sendo da forma

Cuit(w,y,2) = k(a,y) e 2@V = (3.50)
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com k(z,y) > 0e a(z,y) > 0,V € {1,..,.M},y € {1,.,N},e M x No
tamanho da imagem do fundo ocular. Os valores de k(x,y) e a(x,y) séo obtidos
pelo processo de desconvolugao anteriormente descrito (pagina 81).
Os mapas de derrame s&do assim dados por
LU(z,y) = ka.y) [e_a(m’y) % _ gmal@y) Zl] , (3.51)
a(z,y)

onde k(x,y) e a(x,y) séo obtidos pelo ajuste de uma exponencial ao perfil des-
convoluido correspondendo a medi¢des efectuadas no interior do vitreo (fazendo
ja parte do préprio processo de desconvolugéo) para as coordenadas (z,y) da
imagem do fundo ocular.

Resultados

Para o teste do sistema aqui apresentado foram seleccionadas uma série de
situagdes clinicas tipicas e ja caracterizadas em estudos prévios [LBSCV99] de
acordo com o seguinte agrupamento:

e Voluntarios saudaveis, situagao de controlo: trés olhos de voluntarios saudaveis de
diferentes grupos etarios;

e Olhos com fluorescéncia endogena: trés olhos com depésitos lipidicos (drusa);

e Olhos com alteragbes da barreira hemato-retiniana: trés olhos com retinopatia
diabética ndo-proliferativa;

e Olhos com alteragbes claras da barreira hemato-retiniana: dois olhos sujeitos a
fotocoagulacéo por /aser de Argon.

Os resultados da aplicacdo da metodologia aqui desenvolvida a casos com
diferentes niveis de alteragdo da barreira hemato-retiniana sdo mostrados na
figura 3.32 (pagina 88), em que as imagens correspondentes ao fundo ocular
se encontram a esquerda e 0s respectivos mapas de derrame de fluoresceina
a direita. Estes 4 casos correspondem ao esperado em fungdo de cada uma
das situagdes representadas e permitem por isso a verificagdo do desempenho
do sistema com casos tipicos e bem caracterizados. O sistema foi ainda testado
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numa série de doentes com retinopatia diabética (diabetes tipo 2) com resultados
de acordo com a evolugao esperada da doenca.

Deve ser chamada a atengao para o facto dos mapas mostrados com uma
falsa escala de cores representarem o derrame tal como definido em (3.49), i.e. o
integral de 2y a 21, com z = 0 a posigao do interface retina-vitreo definida como
sendo a posigdo de maior amplitude do sinal desconvoluido. Cada um destes
perfis representa a distribuicdo da intensidade de fluorescéncia ao longo do eixo
optico uma vez que nao foi efectuada qualquer conversao para equivalentes de
concentragao.

Para os olhos com a barreira hemato-retiniana intacta, os olhos de voluntarios
saudaveis e os olhos com depésitos lipidicos (drusa), tornou-se clara a relativa
independéncia do sistema para o nivel de fluorescéncia do fundo ocular na
medi¢do da quantidade de derrame, e que este quantifica apenas a quantidade de
fluorescéncia relativa as medicoes efectuadas no interior do vitreo e nao na rede
vascular/retina. O facto de qualquer dos mapas nao ser puramente homogéneo,
mostrando focos de derrame na vizinhanga de alguns vasos, deve-se a que
mesmo com a fungdo da barreira hemato-retiniana intacta ocorrer algum derrame
devido a dimensao das moléculas da fluoresceina.

Particularmente significativo é o facto de olhos com multiplos depdsitos
lipidicos, e por isso com elevada autofluorescéncia, mostrarem valores de derrame
dentro dos limites determinados para os olhos com a barreira hemato-retiniana
intacta.

Os olhos com retinopatia diabética ndo-proliferativa mostraram claramente
um aumento do derrame de fluoresceina da circulagdo sanguinea para o humor
vitreo (figura 3.32-c)).

Por outro lado, a fotocoagulagéo focal induz alteragdes profundas e localiza-
das da barreira hemato-retiniana, tendo os mapas de derrame dos olhos sujeitos a
fotocoagulagao de /aser Argon mapeado clara e significativamente essas mesmas
alteracoes.
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Figura 3.30: Resultado do processo de simulagédo do derrame de fluoresceina
para o humor vitreo para 10, 15 e 20 minutos apds "administracdo” (de cima
para baixo). O eixo dos z mostra a distancia ao interface retina-vitreo (z = 0)
em pum. Os ponto mostram os valores calculados e as linhas os melhores ajustes
exponenciais simples. E notéria a penetragdo de fluoresceina para o vitreo ao
longo do tempo.
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Figura 3.31: Resultado do processo de desconvolugao para quatro casos distintos,
sendo notdéria a maior penetragao no caso do gréfico inferior. (Notar também a
diferencas entre as escalas de intensidade).
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Figura 3.32: Resultados obtidos com o sistema de mapeamento de derrame de
fluoresceina da circulagdo sanguinea para o humor vitreo e respectivas referéncias
dos fundo ocular (com aumento de contraste local). a) Olho esquerdo de uma
voluntaria saudavel de 35 anos (barreira intacta). b) Olho direito de uma mulher de
76 anos com pequenos drusa (barreira intacta). ¢) Olho esquerdo de uma doente
de 62 anos com retinopatia diabética ndo-proliferativa. d) Olho esquerdo de uma
doente de 46 anos com retinopatia diabética 3 dias apés fotocoagulacao /aser.
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3.2.2 Quantificacao da fluorescéncia
Introducao a quantificacao de fluorescéncia

A presente seccgao visa reportar o trabalho desenvolvido com vista a quan-
tificacao (objectiva) de uma das técnicas imagiolégicas mais utilizadas em oftal-
mologia, a angiografia fluoresceinica. Deve no entanto salientar-se que embora
este seja o ponto de partida, o processo desenvolvido pode ser efectivamente
aplicado com claras vantagens a quaisquer sistemas baseados na medigdo de
fluorescéncia, podendo inclusivamente ser utilizado com outros tragadores, o que
esta efectivamente em curso para a angiografia com verde de indocianina (/CG).

O principio da fluorescéncia e 0s aspectos com interesse para este trabalho
foram ja abordados no inicio da sec¢éo 2.2 pelo que ndo serdo aqui repetidos.

A técnica objecto deste desenvolvimento regista a presenga do tragcador no
fundo ocular com a utilizagéo de fontes de luz apropriadas, bem como de filtros de
excitacdo e de emisséo igualmente apropriados.

Embora a angiografia fluoresceinica seja uma técnica de diagndstico muito
importante para areas como a retinopatia diabética (RD), a degenerescéncia
macular ligada & idade (DMI) ou a neovascularizagéo coroideia (NVC) [CWMT07,
BY00], esta técnica tem como principal inconveniente o facto de ndo ser quan-
titativa e de estar por isso sujeita a interpretacées que dependem do nivel de
conhecimento e experiéncia de um particular individuo.

Tal como referido em [CWM™07], a literatura é rica em relatérios de analises
de angiografias fluoresceinicas e em métodos que visam tomar em consideragéao
diversos factores com influéncia na imagem adquirida. Factores tdo simples como
o tempo de integragdo da imagem, o tempo equivalente a abertura do obturador
de uma camara fotogréfica, e ndo fornecido pelos fabricantes dos equipamentos,
tém um 6bvio peso no resultado final se se pretender mais do que comparar entre
diferentes regides de uma mesma imagem de uma particular aquisicdo. Significa
isto que multiplos factores intrinsecos & diversa instrumentagdo e ao modo de
operagao condicionam em muito o resultado final e ndo existem correntemente
processos capazes de lidar com os mesmos no sentido de os remover.

Estas limitagdes condicionam a comparacao de angiografias fluoresceinicas
entre laboratérios, entre equipamentos, entre doentes e mesmo entre visitas de um
mesmo doente ainda que realizadas pelo mesmo técnico com recurso a mesma

Mapeamento Multimodal da Macula 89



Capitulo 3. Desenvolvimento de Novos Métodos

instrumentacao.

O objectivo deste trabalho é por isso de remover todos estes factores de va-
riabilidade da técnica de modo a torna-la objectivamente quantitativa, significando
isto que os valores quantitativos a reportar deverao ser dependentes da variabi-
lidade atribuivel ao doente e ndo a técnica. No entanto, isto é apenas apenas
parcialmente realizavel dado que a recuperacdo dos parametros intrinsecos da
instrumentacao e respectiva operagdo podem apenas ser aferidos até a saida do
feixe de excitacdo e de novo apés a entrada da resultante emissdo. Ou seja,
factores como o posicionamento do doente, o didmetro da pupila e a transmitancia
dos meios oculares, entre outros, continuam a ter influéncia no resultado final e
néo poderao ser corrigidos. Ainda assim, o objectivo é valido e corresponde a um
passo importante para a normalizacdo dos dados recolhidos independentemente
da origem relativamente a instrumentagao utilizada e respectiva configuragéo.

Em suma, pretende-se com este trabalho permitir quantificar de modo ob-
jectivo a luz de fluorescéncia que atinge o fotodetector de uma particular instru-
mentagao, usada para a realizagcdo de uma particular angiografia fluoresceinica,
recuperando de forma completamente automatica todos os parametros de utiliza-
¢éo capazes de influenciar o resultado final, ao mesmo tempo que se toma em
consideracao a eficiéncia quéntica da fluoresceina nos meios oculares, o plasmas
e o vitreo.

A técnica a desenvolver deve ainda ser universal no sentido de ser passivel
de ser aplicada a instrumentagéo ja existente de um modo minimamente invasivo
para a mesma, a qual devera manter as suas caracteristica béasicas inalteradas
bem como o seu modo de funcionamento e protocolos de utilizagdo, este um
aspecto principal ja que ndo obrigara a formagao dos utilizadores, ao mesmo
tempo que permite fazer uso da experiéncia acumulada.

A instrumentacdo em causa, e cuja aplicagdo no ambito desta tese é a da
aplicacdo em oftalmologia na pratica clinica de investigacdo numa primeira fase,
e na pratica clinica generalizada numa segunda fase, consiste assim num oftal-
moscopio com capacidade de realizacdo de angiografia fluoresceinica, sistema ja
referenciado no final da secgao 2.2 € na secgéo 3.2.1.
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Métodos

Diversos factores contribuem para a alteragdo da quantidade de fluores-
céncia proveniente da fluoresceina sddica, tais como a concentragdo, o motivo
6bvio e que traduz a informacao pretendida para o método de diagnéstico em
causa, a temperatura, o pH (potencial hidrogeniénico) e o préprio meio onde esta
substancia de contraste se encontra presente.

Perante estes factos, qualquer que seja a solugédo deste problema tera de se
demonstrar a invariabilidade da solucao de fluoresceina para as condi¢des de apli-
cabilidade a pratica clinica, bem como da sua origem relativamente a sua produgéo
e que a afericdo das caracteristicas de fluorescéncia sdo independentes onde sdo
obtidas, pelo que laboratérios distintos e utilizando equipamentos distintos obterdo
essencialmente as mesmas caracteristicas para uma solu¢do equivalente. S6 na
posse destes dados valera a pena resolver o restante processo.

Uma dificuldade adicional em todo este processo resulta da ndo existéncia
de uma solugéo de fluoresceina padrdo a partir da qual outras solugées possam
ser aferidas relativamente as respectivas caracteristicas. Existe no entanto um
conjunto muito diminutos (de apenas algumas doses) de uma solugdo padréo
(NIST SRM 1932 - NIST Standard Reference Material 1932) disponivel no NIST
(National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, EUA), uma
entidade de reconhecida competéncia no estabelecimento de padrdes internacio-
nalmente aceites. Sendo este um trabalho realizado no decurso de um projecto
internacional e com ambigbes globais, é exigivel que qualquer solugéo fornecida
obedeca a principios aceites internacionalmente.

Deste modo, foi realizado um ensaio multicéntrico que englobou a obtencéo
das caracteristicas de fluorescéncia de solugbes de fluoresceina proveniente
de diversos fabricantes, tendo sido efectuadas medicdes na Universidade de
Coimbra, no préprio NIST e na empresa ThermoFisher Scientific (Portsmouth, NH,
EUA).

Foram utilizadas diversas solugdes com concentracoes entre os 0,1 e os
1000 ng/ml em PBS (phosphate buffered saline) com pH 7,4 e com medidas
de emiss@o nos 510 nm. Todas a leituras foram normalizadas para o NIST SRM
1932 de modo a permitir a respectiva comparacgao.

Os resultados obtidos, que podem ser vistos nas figuras 3.33 a 3.35, demons-
tram a rastreabilidade das varias fontes de fluoresceina a este padrdo [SMA107].

Mapeamento Multimodal da Macula 91



Capitulo 3. Desenvolvimento de Novos Métodos

10 ¢

s
5
3
E 10 13
c |
e ]
n 2 L 4
10°t
® ] .
)
o , | | ¢
O 10't u
- ¢
¢ |
o[ &
10 ‘ ‘ ‘ .
10” 10° 10’ 10° 10°

Concentracao de fluoresceina [ng/ml]

M Adolfas SRM @ Adolfas Acros W Adolfas Novartis Adolfas Invitrogen

Figura 3.33: Dados NIST.

Dos dados, pode conclui-se que 0s mesmos sdo comparaveis considerando
todas as potenciais fontes de erro, desde a pesagem aos processos de diluicao, o
que valida as diferentes fontes de fluoresceina incluindo a forma injectavel.

Foi ainda no decurso deste estudo verificada a dependéncia da fluorescéncia
com o pH, como se mostra na figura 3.36, com o pH entre 0s 5,0 e 0s 10,0 e que
mostra o mesmo comportamento para as trés fontes testadas.

Outro teste importante relativamente as solugdes de fluorescéncia é a iden-
tificagcdo da dependéncia do nivel de fluorescéncia com o meio na qual estas se
encontram, por forma a determinar a eficiéncia quantica no plasma e no vitreo.

Com recurso a um espectrofluorimetro, foram realizadas medi¢gdes com
multiplas solugdes de multiplas concentragdes e com diferentes pH's. Na se-
quéncia destes testes foi possivel simular ambos os meios oculares utilizando
PBS evitando deste modo recorrer ao plasma e vitreo humanos, utilizados apenas
durante a fase exploratoria dos testes mencionados.

Devido ao facto das células de calibragdo terem de ser expedidas entre
continentes, foi ainda considerado um novo factor com vista a estabilidade das
solugdes. Por este motivo, foram realizados estudos complementares para a
utilizacdo de solugdes sob a forma de gel em substituigdo da forma liquida,
que além de permitir melhorar a estabilidade da solugéo evitam a evaporagao a
temperatura ambiente.

Juntando todos estes resultados, foi possivel afinar um conjunto de solugdes
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Figura 3.34: Dados ThermoFisher.

que com as respectivas concentra¢des e pH’s permitem simular os meios oculares
relativamente a respectiva fluorescéncia, sem recurso a quaisquer componentes
biol6gicos humanos.

Até este ponto apenas foi aferida a possibilidade de efectuar medigbes de
fluorescéncia a partir de solugdes de fluoresceina sédica, faltando no entanto o
desenvolvimento de todo o processo conducente a sua quantificagao

A exequibilidade deste processo depende assim de uma solugao em que o
factor tracador esta ja colocado de parte.

Interessa agora resolver o problema de calibrar automaticamente um qual-
quer oftalmoscopio para uma particular aquisicdo. Para além desta calibracao,
interessa também aferir as condi¢gdes do sistema durante o processo de aquisicao,
0 que tem como implicagOes praticas ndo apenas a recuperagao de um factor de
ganho (variavel e ajustavel pelo utilizador) mas também saber qual a concentragéao
minima que uma particular configuragao permite medir, i.e. a partir de que valor
do sinal se estd efectivamente a medir fluorescéncia e por conseguinte todos
os valores inferiores estdo ao nivel do ruido, para além de outros factores de
interesse para a instrumentagéo, e finalmente, a conversao de unidades arbitrarias

em unidades de concentragéo, e.g. ng/mil.
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Figura 3.35: Dados Universidade de Coimbra, NIST e ThermoFisher.

Instrumentacao

Neste trabalho foi usado o oftalmoscdpio confocal de varrimento laser Hei-
delberg Retina Angiograph (HRA versao classica — Heidelberg Engineering GmbH,
Heidelberg, Alemanha), embora o principio desenvolvido possa ser aplicado a
outros modelos e inclusive a qualquer sistema de imagem epiluminescente.

O sistema de aquisigdo de imagem do fundo ocular utilizado é assim um
sistema que alia as propriedades confocais com as propriedades de varrimento
laser. Das suas caracteristicas, com significado para o trabalho aqui apresentado,
fazem parte a obtengéo de um conjunto de planos confocais, caracteristicas estas
que foram ja apresentadas na secgao 3.2.1 e que podem ser consultadas em
[BDCVO5].

A solugéo para o problema reside precisamente na possibilidade de efectuar
medi¢gdes em planos confocais distintos ao longo do eixo éptico. Esta carac-
teristica permite-nos colocar o sistema de padrdes de fluorescéncia num plano
confocal distinto do objecto de interesse, a retina, e deste modo obter numa
mesma aquisi¢do a informagdo proveniente de ambos.

Para uma aquisicdo simultanea é assim necessario um sistema divisor de
feixe que permita dividir o feixe de excitagdo de modo a dirigir um dos feixes
resultantes para a nossa amostra bioldgica, que no caso da presente aplicacao
consiste numa retina humana e in vivo, e 0 segundo feixe para um sistema de

padrdes.
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Figura 3.36: Dependéncia da fluorescéncia com o pH.

Este sistema de padrdes terd necessariamente de simular a presenca de
fluoresceina em ambos os meios oculares, bem como o pH padrdo. Deve ainda
permitir a determinacdo do limite inferior de detecgé@o e possuir uma distribuigao
de concentragfes capazes de abranger uma parte significativa da gama din&mica
do sistema, sem no entanto colocar o sistema em risco frequente de saturagao,
i.e. 0s maiores valores de concentragcdo a serem amostrados devem ser tais que
na generalidade das situagdes do dia-a-dia ndo saturem para as condi¢oes de
aquisicdo exigiveis para uma larga percentagem de doentes.

Destas consideracoes resulta a necessidade de obter uma célula de calibra-
¢ao composta por varios compartimentos individuais, cada um dos quais devera
conter uma solugéo de fluoresceina de concentracdo conhecida e que simula um
particular meio do fundo ocular. Um dos compartimentos devera ser composto por
uma solugao de concentracdo nula, para a detecgdo do nivel do sinal na auséncia
de fluoresceina e pelo menos dois outros compartimentos deverdo existir de modo
a proporcionar uma recta de calibragcdo. De facto, optou-se pela existéncia de
4 destes compartimentos seguindo uma progressao geométrica (de razao 2) de
valores de concentracdo de modo a cobrir a gama de leituras possiveis para as
condi¢des anteriormente especificadas.

Resulta assim, que uma célula de calibragdo devera conter 5 compartimentos
para a simulagdo de um dado meio ocular o que significa um total de 10 compar-
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timentos considerando a existéncia do plasma e do vitreo como meios onde se
pode verificar a presencga de fluoresceina, o primeiro dos quais se deve a prépria
administracdo do tracador e o segundo se deve ao derrame desta através da
barreira hemato-retiniana.

A demonstragdo inicial do conceito e da exequibilidade da solugao proposta
foi realizada construindo o protétipo mostrado na figura 3.37 o qual é composto
apenas por um adaptador para fixagao ao porto de saida do HRA (porto éptico),
um divisor de feixe e uma régua onde é possivel ajustar a distancia entre a célula
de calibragéo e o divisor de feixe e assim colocar a célula de calibragdo no plano
confocal de interesse, que estara naturalmente dentro dos limites de aquisicao do
oftalmoscépio mas num plano confocal distinto do plano confocal da retina.

Figura 3.37: Adaptador protétipo para HRA classico composto por: 1 — divisor de
feixe; 2 — adaptador de fixagdo ao porto éptico; 3 — célula de calibragédo; 4 — ajuste
da posicao da célula de calibragéo.

Com este arranjo éptico, faz-se uso do mesmo feixe de excitagdo, do mesmo
sistema de varrimento e do mesmo fotodetector. Todos estes aspectos permi-
tem assegurar as mesmas condi¢gées de aquisicdo, dada a simultaneidade da
aquisicdo na amostra e na célula de calibracdo, o que coloca agora o problema
da separacgao das fontes de informacao j4 que para as posi¢cdes das imagens a
que correspondem leituras nos varios compartimentos existe sobreposicdo com a
contribuicao do fundo ocular. Este aspecto sera abordado mais a frente.

Na figura 3.38 é possivel observar a colocacao deste protétipo no HRA e na
figura 3.39 é possivel observar as imagens obtidas com uma célula de calibragao
de teste, usando duas compensacgdes épticas que permitem simular as condigcoes
de aquisicdo em olhos com poténcias dpticas distintas. E notério o deslocamento
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da imagem da célula de calibracdo entre planos confocais para a sequéncia
mostrada.

Figura 3.38: Adaptador protétipo instalado no HRA cléssico.

Deve salientar-se que o protétipo mostrado se adapta externamente ao HRA
sem haver lugar a qualquer modificagdo no seu sistema éptico original. O divisor
de feixe utilizado é um divisor cubico de banda larga (Melles-Griot 03BSC003)
com um racio de 50/50 e uma transmitancia de 45%. N&o foram empregues
ou removidos quaisquer elementos de Optica refractiva (lentes), cumprindo assim
0 requisito de obter um sistema minimamente invasivo do ponto de vista da
instrumentacao base existente.

Importa no entanto chamar aqui a atengao para o facto deste arranjo 6ptico
implicar a redugcédo em 50% do feixe de excitagdo, bem como de outros 50% da luz
de fluorescéncia emergente do fundo ocular, antes desta atingir o fotodetector. Se
relativamente & atenuacao do feixe de excitacdo esta pode ser compensada pelo
aumento de poténcia do /aser, na exacta propor¢ao da atenuacao, ja relativamente
a atenuacdo da luz de emissédo nada se pode fazer, uma vez que nao constitui op-
¢do um aumento compensatério da poténcia de excitagao por motivo de poténcia
maxima admissivel na retina.

Esta foi efectivamente a solugcao adoptada para evitar uma redugéo a 25% no
sinal adquirido, relativamente as condi¢gdes normais de funcionamento do sistema
na sua configuragao original, ainda que tal fosse aceitavel.
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Figura 3.39: Imagens de célula de calibragdo com -3 e +3 dioptrias mantendo a
posigdo da célula de calibracdo inalterada. Deve notar-se o deslocamento nas
imagens ao longo dos 32 planos confocais da sequéncia da esquerda para a
sequéncia da direita (~ 8 planos confocais).

A demonstragéo do conceito é evidente na figura 3.40 com o fundo ocular e a
célula de calibracao a serem mostradas numa mesma sequéncia que corresponde
a uma unica aquisicao.

Por outro lado, a figura 3.41 mostra a separabilidade das fontes de informa-

céo.
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Figura 3.40: Na sequéncia (da esquerda para a direita e de cima para baixo) é
possivel identificar a célula de calibragao (linhas 2 a 4) e o fundo ocular (linhas 6 a
8).
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Figura 3.41: Os perfis mostram a contribuicdo de cada um dos objectos, o fundo
ocular e a célula de calibragdo, a que correspondem o pico de intensidade da
esquerda e da direita, respectivamente (curva a preto). O resultado do ajuste
de duas Lorentzianas (curva a azul), a contribuicdo devida apenas a célula de
calibragdo (curva a verde), e a contribuigdo devida ao fundo ocular (curva a

vermelho).
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Células de calibragao

Ainda que possa parecer uma questdo marginal e de menor importancia,
existe uma dificuldade na concepcao das células de calibragdo relativamente
ao seu processo de construgdo cuja realizacdo fisica foi responsabilidade da
ThermoFisher Scientific.

Inicialmente as células de calibragdo foram construidas colando duas superfi-
cies de vidro especial, de elevada transmitancia para os comprimentos de onda da
luz de fluorescéncia (ver secgdo 2.2), sendo uma das partes maquinada de modo
a esculpir sulcos mais tarde preenchidos com as solugdes pretendidas. Depois de
maquinada uma das partes, as duas metades sofrem um processo de colagem
seguido da respectiva secagem.

Apbs os primeiros testes tornou-se notoéria a diminuigao da fluorescéncia com
tempo, dependéncia essa que mais tarde e no seguimento de variadissimos testes
se provou ser devida a cola utilizada e a um processo de secagem imperfeito.
Ainda que muitas solugbes tenham sido ensaiadas, com secagens prolongadas
sobre radiacio ultravioleta, nao foi possivel evitar o efeito da dependéncia tempo-
ral, o que levou a necessidade de uma nova abordagem.

Variadissimas solugbdes e geometrias foram utilizadas ao longo do processo
de desenvolvimento pelo que as imagens mostrardo diferentes geometrias, sendo
que o principio de funcionamento se mantém inalterado.

A decisao final foi a de se utilizarem tubos capilares colados sobre um
substrato cuja fungédo se reduz a manter a geometria pretendida. Ainda assim,
embora os problemas de dependéncia temporal do nivel de fluorescéncia tenham
sido reduzidos, novos problemas surgiram com a selagem destes mesmos capi-
lares, que na versao mais recente das células de calibracdo consistem em micro-
tampdes de silicone posteriormente fixadas (externamente e por isso sem contacto
com a solugéao) com cola de resina de epoxi.

Como anteriormente mencionado, estas células de calibragcdo sdo compostas
por 10 compartimentos (tubos capilares com 1 mm? de secgao recta interna), di-
vididos em dois conjuntos de 5 compartimentos cada, um simulando o plasma e o
outro simulando o vitreo, o qual é essencialmente composto por acido hialurénico.

Foram deste modo estabelecidas as concentragdes especificadas na tabela
3.2.
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Tabela 3.2: Concentragdes (em ng/ml) utilizadas nos varios compartimentos das

células de calibracédo e respectivos pH’s.
Compartimento # | Plasma [pH 5,5] Compartimento # | Vitreo [pH 7,3]
1 2400 6 800
2 1200 7 400
3 600 8 200
4 300 9 100
5 0 10 0

O aspecto de um dos modelos de células de calibragéo utilizados ao longo
do processo de desenvolvimento pode ser visto na figura 3.42.
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Figura 3.42: Aspecto do modelo de uma das mudltiplas versdes de células de cali-
bragéo utilizadas ao longo do processo de desenvolvimento. Os compartimentos
1 a 5 contém solugbes que simulam o soro e os compartimentos 6 a 10 contém
solugdes que simulam o vitreo.

A fluorescéncia no vitreo e no plasma

Uma vez que existem dois meios oculares distintos, interessa saber quais
as respectivas eficiéncias quanticas relativamente a fluorescéncia proveniente de
uma solugéo de fluoresceina sodica nesses mesmos meios.

Foi por isso determinada a relagdo entre as medidas de fluorescéncia para
esses meios pelo racio entre os valores maximos obtidos para os respectivos
espectros, medidos num espectrofluorimetro SPEX Fluorog 1681 Spectrometer,
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utilizando para excitagdo o comprimento de onda apropriado a aplicagdo em causa
(Aex = 488 nm) e efectuando as medigdes a 510 nm (Aep,)-

Foi assim determinada a relagcao de fluorescéncia de 1:3,6 do vitreo para o
plasma, relagdo esta que sera agora tomada em conta para todas as medicoes
efectuadas nestes meios.

A figura 3.43 mostra os espectros obtidos para ambos 0s meios e para uma
solugdo PBS (STSF - Solugao-Tampao Salina de Fosfatos).
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Figura 3.43: Espectros de emissao de fluoresceina sddica em STFS, plasma e
vitreo.

Desenvolvimento de instrumentacao para a calibragao automatica de oftal-
moscopios confocais

Apds a demonstragdo do conceito e da exequibilidade do sistema, foi de-
senvolvido um novo adaptador jA com uma concepgao mais elaborada, mantendo
contudo os principios basicos que permitiram solucionar o problema inicial.

A figura 3.44 mostra as partes constituintes deste novo sistema, cuja versao
ja na sua forma final pode ser observada na figura 3.45.

Esta versdo é agora composta por um divisor de feixe, tal como na verséao
anterior, e contém uma nova lente colocada entre o divisor e a célula de calibragao
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1271212008

Figura 3.44: Componentes de um adaptador para o HRA classico (os adaptadores
para o HRA modelo 2 sdo em tudo semelhantes excepto no sistema de fixagcdo ao
porto 6ptico).

de modo a permitir a correcta focagem da mesma e de modo a proporcionar a
visualizacdo de toda a area contendo os compartimentos da célula de calibracao.
Este sistema dispde ainda de um adaptador de modo a aferir a proporg¢éo
entre os feixes resultantes do divisor de feixe, que em teoria sera de 1:1, mas
que necessita de ser aferido para cada divisor de feixe utilizado e em caso de
necessidade afectar as respectivas medidas do factor correspondente.

Nesta implementacéo, o adaptador pode ser rodado até posicoes fixas de
modo a evitar o contacto com os doentes, existindo assim uma posi¢cdo para
obter imagens do olho direito e uma posigao para a obtengao de imagens do olho
esquerdo.

Na figura 3.46 é mostrado o sistema instalado no HRA com o adaptador no
modo de afericdo do divisor de feixe, sendo visiveis duas células de calibragéo,
uma em cada brago do sistema. Em duas aquisi¢ées, com a troca de posi¢ao das
células de calibragéo, é determinada a razdo entre as intensidades de cada um
dos feixes.

Resolvido o problema do hardware, é agora necessario desenvolver o pro-
cesso de extracgdo dos dados de calibragdo. Estes irdo posteriormente ser
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Figura 3.45: Adaptador para o HRA cléassico com e sem sistema de calibragdo do
divisor de feixe, imagem superior e inferior, respectivamente.

utilizados na conversado das imagens de fluorescéncia (em unidades arbitrarias)
em imagens cujas unidades sdo de concentracdo, i.e. o valor de cada pixel
representa agora o valor de concentragéo de fluoresceina na amostra.

Por questbes de facilidade de utilizagdo, o software foi desenvolvido como
um plugin para o EyeExplorer Software, o sistema de gestdo de informagéo do
HRA.

Quando observada pelo sistema de aquisicdo, uma célula de calibragéao
(do tipo J, um dos vérios tipos utilizados) tem a distribuicdo dos respectivos
compartimentos na imagem como mostrado na figura 3.47.

A identificacdo de cada compartimento numa imagem é determinada por um
processo de correlagdo-cruzada da mesma com uma imagem binaria correspon-
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Figura 3.46: Adaptador instalado no HRA classico em modo de calibragdo do
divisor de feixe e onde sao visiveis duas células de calibragao (uma em cada brago
do sistema). A posicdo mais a esquerda corresponde a posigdo de colocagédo de
um doente a analisar.

dente a definigao da célula de calibragéo, existindo uma mascara (imagem binaria)
para cada tipo de célula de calibragdo utilizada.

Determinado o plano confocal correspondente a leitura da célula de calibra-
¢ao e alocalizagao da célula de calibragdo na imagem respectiva, € assim possivel
determinar as leituras correspondentes a cada um dos compartimentos e que sédo
consideradas como o maior valor médio de uma area de 10 x 10 pixeis.

Este processo € obviamente efectuado apds se proceder a separacao das
fontes como acima referido e mostrado na figura 3.41.

Vao assim ser correlacionadas as medidas de intensidade (em unidades
arbitrarias) com os respectivos valores de concentracdo, para cada um dos meios
oculares, de acordo com os valores da tabela 3.2.

O processo de calibragdao é independente de qual o meio em andlise e
consiste em obter o melhor ajuste aos dados (intensidade vs. concentragao).

Por razdes histoéricas que se prendem com os processos utilizados na ci-
tometria de fluxo, uma técnica utilizada para contar e analisar as caracteristicas
moleculares de particulas microscépicas, que sofreu um processo de quantifica-
¢ao e andlise semelhante ao aqui implementado, todo o processo que correlaciona
leituras e concentragdes é transferido para o espago log — log.
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fuln)

Figura 3.47: Esquema da célula de calibragdo vista pelo sistema para a posi¢éo
olho direito e respectiva numeracdo dos compartimentos. Para o olho esquerdo a
imagem sera simétrica relativamente ao eixo horizontal.

A quantificacao de angiografias fluoresceinicas

O processo de determinagédo do melhor ajuste de uma recta a um conjunto de
dados é normalmente entendida como a obtencao dos parametros que minimizam
o erro quadratico médio para a variavel considerada como independente. Este nao
corresponde, contudo, ao melhor ajuste, entendido como aquele que minimiza a
soma das distancias de todos os pontos a recta (figura 3.48).

Este ajuste pode assim ser obtido por um processo de optimizagao para a
determinagéo dos parametros (m, b), respectivamente o declive e o ordenada na
origem, sendo este modelo utilizdvel uma vez que em caso algum iremos ter rectas
do tipo x = xg.

Da figura 3.48 obtém-se

2 )2
{ d1 - (yl yl) = d2 — (mxl +b— yz)2 . (352)
yy=mx1+0b
Por outro lado,
d? = d? cos(a) (3.53)
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YA

d  Recta = f{m,b)

»
>

o X

Figura 3.48: Melhor ajuste de uma recta a dados experimentais que minimiza a
distancia dos ponto a recta segundo a normal a mesma.

e
1 1
2
= = 3.54
o (@) = iy = (3.54)
donde
b i — Yi)?
di:\/( Tmai g (3.55)
m=+1

Pretende-se assim estimar v = [m, b] que minimiza o erro dado por

1 N
= — d2 .
" NZ; (3.56)
N
1 (b+max; —y;)?
- — 3.57
NZ o R (3.57)

=1

com N = 4 o nimero de pontos e (x;, y;) 0s pares leitura/concentragéo.

A equacéo da recta assim determinada, o melhor ajuste aos dados segundo
o critério da menor distancia dos pontos a recta, é precisamente a recta de
calibragdo que permite obter a conversao dos dados de unidades arbitrarias em
unidades de concentragao.
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Uma vez na posse do melhor ajuste, podemos determinar os parametros de
funcionamento do nosso sistema, definidos pela Linearidade (L), pela Janela
de Analise, pelo Nimero de Décadas (/Np) e pelo Limiar de Deteccdo
(L D).

Antes da definigdo de cada um destes pardmetros devemos definir os se-
guintes conceitos (no espago log — log):

o 2V refere-se a abcissa do ponto 7 e corresponde a um valor de leitura na imagem;

) y(i) refere-se a ordenada correspondente a z e corresponde a uma dada
concentragéo;

(@)

o 2\ . ¢éaabcissaque satistaz m i) + b= y¥;

(@

® Yp,,; € aordenada que satisfaz y( 9

Proj —mI()+b

Linearidade A linearidade do sistema é obtida determinando a diferenga entre
as leituras em cada compartimento e os valores esperados para essas leituras
segundo a recta de calibracdo. A linearidade é assim dada por

N O"L‘(” OmP7 oj
=~ Z abs ( — ) , (3.58)

10%Proj

podendo também ser expressa em valor percentual.

Janela de Andlise A janela de analise do sistema define as concentragbes
minima (Ym;n) € maxima (ymq) POssiveis de determinar numa aquisicdo e que
sao funcao da configuragcéo do sistema, e.g. ganho do fotodetector. Os respectivos
valores sao dados por

Ymin = 10b
{ymax = 1™ log(255)+b (3.59)

0 que significa que Y4 € a projecgéo do valor de concentragcao a que correspon-
deria o valor maximo admissivel para a imagem (255 com a codificagdo de 1 byte
por pixel).
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Nimero de Décadas O numero de décadas é definido por
Np =108(Ymaz) — 108(Ymin) - (3.60)

Limiar de Detecgdo O limiar de detecgéo é definido pela menor concentra-
cao possivel de medir para cada aquisi¢do e corresponde a projecgao na recta de
calibragao da leitura efectuada para o compartimento de concentragdo nula (cg),
ie.

Lp = 10m leglco)+b (3.61)

Escala de cores

Embora estejamos a falar de valores quantitativos, pode optar-se pela utili-
zagdo de uma escala de cores que permita uma melhor detecgdo de transigoes
correspondente a pequenas variagdes de intensidade, i.e. de concentragéo, para
além daquela proporcionada pela utilizagdo de pseudo-cor. Por este motivo foi
criada uma escala de cores nao linear.

Assim, para uma mesma diferenga de concentragao, a alteragao correspon-
dente entre niveis de cor é superior para concentragdes inferiores. A escala
utilizada pode ser vista na figura 3.49.

|

0 750 1500 2250 3000

Figura 3.49: Escala de cores nao linear para o mapeamento de concentragdes.
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Resultados

Resultou do processo desenvolvido a aplicagdo de uma patente provisoéria
com o titulo Method and Apparatus for Measuring Quantity of a Fluorochrome in
a Biological Environment (U.S. Application number 60/867,933 - November 30,
2006) [SCFT06] e a aplicagdo de uma patente definitiva United States Patent App!.
Serial No. 11/946,933, November 30, 2007 com o mesmo titulo [SBFMOQ7] (texto
reproduzido no Apéndice C)”.

Como especificado, a aplicagdo do método desenvolvido permite converter
unidades arbitrarias de fluorescéncia em unidades de concentragao recorrendo a
calibragao para o respectivo meio de interesse, o plasma ou o vitreo.

A aplicagédo directa destes principios pode ser vista na figura 3.50, onde
se mostra um fundo ocular apés administragdo da substancia de contraste a a
respectiva calibragdo para ambos os meios a partir do plano de maior intensidade
(em ambas as conversoes).

Voluntario saudavel

Plasma Vitreo

0

Figura 3.50: Conversao entre unidades arbitrérias (esquerda) e unidades de
concentragdo no plasma e vitreo [ng/ml] de um voluntario saudavel. Notar que os
pixeis a preto nas imagens de concentragéo indicam que as leituras efectuadas se
encontram abaixo do limiar de detecgéo

No entanto, recordando o processo desenvolvido na secgao anterior, deve
ter-se em conta que a leitura de fluorescéncia efectuada por uma cdmara conven-
cional, ou mesmo por um oftalmoscdpio confocal de varrimento laser, faz a
integracdo de informacédo ao longo de um dado percurso 6ptico, correspondendo

"Ver referéncia a patente final no capitulo Discussao (pagina 184).
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a totalidade deste percurso no primeiro caso, ou apenas de parte no segundo, 0
que tem como implicacdo a soma das contribuigbes de ambos os meios, qualquer
que seja o processo de leitura utilizado.

Pelo exposto, sera de toda a vantagem utilizar o processo de desconvolugao
desenvolvido na secgéo anterior, permitindo deste modo a remogao de contribui-
¢bes de planos confocais distintos e assim efectuar a calibracdo para cada um
dos meios separadamente e para o plano confocal pretendido. Significa isto que
o processo de desconvolugdo foi também alterado de modo a utilizar o factor de
eficiéncia quantica relativa a cada um dos planos confocais ao longo do respectivo
processo, conforme um dado plano confocal é considerado como correspondendo
a leituras efectuadas no vitreo ou na retina (a que corresponde a calibragéo pelo
plasma).

Os resultados seguintes, e ainda preliminares, incluem ja estas considera-
cbes pelo que as imagens correspondentes ao plasma e ao vitreo significam o
resultado da desconvolugéo no plano da retina e num plano do vitreo a 500 um
do interface retina-vitreo (figuras 3.51 a 3.54).

Voluntéario Saudavel

Vitreo

AV

e

-~

Figura 3.51: Conversado entre unidades arbitrérias (esquerda) e unidades de
concentragdo no plasma e vitreo [ng/ml] (a 500 pwm do interface retina-vitreo).

Os valores numéricos obtidos com alguns casos teste sdo mostrados na
tabela 3.3, tendo tido em consideracéo os respectivos tempos de aquisicdo apoés
administragdo da substancia de contraste, a qual é biologicamente processada e
eliminada como anteriormente referido.
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Doente com Retinopatia Diabética

Plasma Vitreo

Figura 3.52: Conversado entre unidades arbitrérias (esquerda) e unidades de
concentrag&o no plasma e vitreo [ng/ml] (a 500 pm do interface retina-vitreo).

Doente com Neovascularizagao Coroideia

Plasma Vitreo

Figura 3.53: Conversao entre unidades arbitrarias (esquerda) e unidades de
concentragdo no plasma e vitreo [ng/ml] (a 500 pwm do interface retina-vitreo).

Notas finais

Os resultados aqui apresentados, foram obtidos na sua totalidade com
recurso ao sistema Optico desenvolvido para o HRA modelos classico e 2, sendo
o sistema 6ptico constituido por um adaptador externo como mostrado ao longo
desta secgéo.

Um desenvolvimento recente permitiu a inclusdo de um novo tipo de célula
de calibragdo no interior do HRA modelo 2, de tal modo que a mesma se encontra
num plano conjugado da retina e por isso sempre co-focado com a mesma.
Esta nova aproximagé&o vai permitir eliminar a necessidade de qualquer adaptador
optico, sendo no entanto o principio de funcionamento semelhante.
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Doente com RD antes e apos fotocoagulagao laser

Plasma Vitreo

Figura 3.54: Conversao entre unidades arbitrérias (esquerda) e unidades de
concentragdo no plasma e vitreo [ng/ml] (a 500 pm do interface retina-vitreo),
antes e apds fotocoagulagédo /aser, respectivamente na linha superior e linha
inferior.

O novo desenho da célula de calibragdo, mostrado na figura 3.55, tem os
compartimentos contendo as solugdes numa disposicdo que permite a obtengao
da imagem do fundo ocular pela parte central da mesma. Deste modo, operando
o sistema com um &angulo de aquisicdo de 30° é possivel obter a mesma infor-
macao do fundo ocular que a obtida com os 20° habitualmente utilizados, e em
simult&neo, obter as leituras provenientes dos 10 compartimentos da célula de
calibragéo.

A mistura das fontes de informagdo ndo se verifica neste novo arranjo
fazendo a célula de calibragao opaca na parte voltada para o doente, evitando
deste modo que o feixe de excitagdo atinja a retina quando direccionado para
leituras na célula de calibragéo.

O software OphtiCal, desenvolvido como um plugin para o EyeExplorer pode
ser parcialmente visto nas figuras 3.56 e 3.57, onde é possivel observar a curva de
calibragédo determinada automaticamente (figura 3.57) e o resultado da converséo
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Tabela 3.3: Quantificagao de fluorescéncia: resultados obtidos para condigbes
clinicas tipicas, onde Vaso, Hiperfluo. e Fundo significam, respectivamente,
medigbes sobre um vaso, numa area hiperfluorescente e numa area nao corres-
pondente a nenhum dos casos anteriores. Vol. Saudavel — Voluntario Saudavel;
RD - retinopatia diabética; NVC — neovascularizagdo coroideia; pré-fotoc/pds-fotoc
— pré/pés fotocoagulagao laser.

Plasma [ng/ml] Vitreo [ng/ml]
Fundo | Vaso | Hiperfluo. Fundo | Vaso | Hiperfluo.
Vol. Saudavel 327 2514 - 5 37 -
RD 317 1084 8384 6 20 153
NVC 416 1124 5407 39 41 45
RD pré-fotoc 357 3059 4670 21 159 273
RD pés-fotoc 323 1606 4998 23 112 340

-
]
o)
=
af
Ul
=,
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wn

Figura 3.55: Novo modelo de célula de calibragdo para a quantificagao de
fluorescéncia sem recurso a adaptadores 6pticos.

obtida, bem como os par&metros de funcionamento do sistema para a aquisigao
correspondente a imagem mostrada.

Pode ainda ver-se o aspecto das células de calibracdo na nova configuracao
do sistema (figura 3.57), cuja vantagem final inclui a ndo necessidade de modi-
ficacdo da poténcia do laser uma vez que ndo ha lugar a qualquer atenuagéo
relativamente a configuragéo original do equipamento.
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OphtiCal - Patient:
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Figura 3.56: Imagem de concentragao (OphtiCal software).
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Figura 3.57:

Detalhes de calibragao (OphtiCal software).
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3.3 Tomografia por coeréncia optica

3.3.1 Aumento da resolucao do mapeamento da espessura da
macula

Nesta seccao é descrito 0 processo de aumento de resolucdo do mapea-
mento do edema macular a partir de leituras efectuadas pelo Stratus OCT com
base no principio da coeréncia éptica.

A semelhanca dos sistemas de ultrasons, o OCT permite obter leituras nos
modos A e B, indicando em cada uma das leituras em modo A o nivel de transicao
entre indices de refracgdo ao longo do percurso Optico do feixe incidente na
amostra.

Deve chamar-se a atengdo para o facto de serem usados em todo este
processo os valores de espessura da retina determinados pelo OCT, ou seja,
exactamente os mesmos valores utilizados para a construgdo do mapa de es-
pessuras original. Estas medidas de espessura sdo determinadas pela distancia
entre a membrana limitante interna (MLI) e o epitélio pigmentado da retina (EPR)
para cada varrimento em modo A.

O edema macular, caracterizado por um aumento da espessura retiniana
envolvendo a macula [LBACV99], é uma manifestacdo frequente da retinopatia
diabética [LBCVO00] (RD) e da degenerescéncia macular relacionada com a idade
(DMI) e é a principal causa de cegueira legal em doentes diabéticos do tipo
2 [CAZ03]. A monitorizacdo e mapeamento das alteragdes maculares [LBCV00]
ao longo do tempo tem fornecido informagbes preciosas no suporte a decisao
clinica [LBACV01, CVBLA02, LBFT04]. Para além do mais, a monitorizagcdo do
edema macular tem-se ainda revelado da maior importancia noutras circunstan-
cias, tal como na pés-cirurgia da catarata [LFS*04].

A avaliagdo da espessura retiniana tem sido tradicionalmente efectuada por
fotografia estéreo do fundo ocular e mais recentemente pelo recurso ao OCT,
modelos 2 e Stratus (Carl Zeiss Meditec, Dublin, California, EUA) e RTA classico
e 2 (Retinal Thickness Analyzer, Talia Technology, Lod Indst Area, Israel).

A avaliagdo do edema macular por recurso a fotografia estéreo, consiste
na obtencdo de duas fotografias do fundo ocular a partir de duas posicoes
distintas de modo a formarem um angulo entre si. De seguida, um especialista
em andlise deste tipo de imagens fara a observacdo das mesmas com recurso
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a um sistema ocular préprio para este fim (stereoscopic viewers), com vista a
deteccdo de aumentos de espessura relativamente a um padrdo considerado
normal. Esta é uma avaliacdo qualitativa da espessura retiniana que acarreta
consigo toda a subjectividade dai inerente, ainda que estabeleca diversos graus
para o aumento de espessura assim determinado. Em contraste, quer o OCT quer
o0 RTA representam avaliagbes objectivas do edema macular, tornando por isso
possivel quantificar o aumento da espessura retiniana relativamente a um padrao
normal, a0 mesmo tempo que remove toda a subjectividade inerente a técnica da
fotografia estéreoscopica.

Variadissimos relatérios existentes na literatura cientifica estabeleceram ja
a comparagao entre as técnicas qualitativa e quantitativa(s), tendo a maioria
demonstrado a vantagem das Gltimas sobre as primeiras [CVBLA02, SSL*02,
SOB'91, HPD*98, ZSM™96, GRM™97, LSJR97, BT02, SPF04, CRH03, Sch99,
PKPS*98, HIST95, PSHt02, PBLT02].

As limitagcoes da técnica original

Embora tanto o OCT como o RTA sejam técnicas quantitativas, a grande
desvantagem do OCT relativamente ao RTA é a sua baixa resolugdo no mapea-
mento da espessura retiniana. Esta desvantagem néo foi resolvida em qualquer
dos modelos, 2 e Stratus, e permanece por isso por solucionar.?

Como resultado desta limitacdo, 0 mapa de espessura fornecido pelo sistema
original pode considerar-se grosseiro uma vez que apenas fornece 9 valores de
espessura para toda a drea macular, uma &rea centrada na févea e com 6000 um
de diametro.

Até a presente data, os mapas de espessura retiniana obtidas com o OCT
ndo tém em conta as posi¢des relativas dos varios varrimentos em modo B entre
si, nem a sua localizagdo no fundo ocular.

8A existéncia do novo modelo de OCT, o Cirrus OCT, que faz parte dos chamados
Fourier domain OCT, nao sofre ja deste problema uma vez que consegue efectuar um
mapeamento completo numa area de interesse com resolugdes até 200 x 200 varrimentos
em modo A. No entanto, a data da elaboragao deste texto estes sistemas estdo apenas
disponiveis em versdes pré-release para teste e ndo na pratica clinica. Por outro lado,
prevé-se que os modelos Stratus estardo ainda disponiveis durante a préxima década,
sendo a actual capacidade instalada de cerca de 7000 em todo o mundo.
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No trabalho reportado nesta secg¢édo abordaram-se estes problemas e desen-
volveu-se uma técnica para a resolugdo dos mesmos com vista ao mapeamento
do edema macular nas suas fases iniciais. Assim, o aumento da resolugao do
mapeamento da espessura macular é obtido por integragao de varrimentos radiais
e circulares. Simultaneamente, as posi¢des relativas entre os varios varrimentos
e destes com o centro da févea sdo estimadas. Todo o processo € realizado
com recurso a dois conjuntos de varrimentos, um radial e um circular, cada
qual composto por seis varrimentos individuais. O processo baseia-se no registo
destes varrimentos para um atlas (modelo) da espessura da retina humana, o
qual foi estabelecido para a realizagdo deste trabalho sem recurso a referéncias
morfoldgicas do fundo ocular. Neste contexto, atlas refere-se ao modelo que traduz
a geometria de uma amostra de individuos saudaveis e que corresponde a termi-
nologia utilizada na comunidade do mapeamento cerebral [Die06], ao contrario da
utilizagdo comum em que atlas se refere a um conjunto de imagens/mapas.

Uma aproximacao inicial a este processo em 2003 [BMLCV03] permitiu a
integracdo de qualquer conjunto de varrimentos (rectilineos) por um processo
de co-registo assistido pelo utilizador com recurso a referéncia do fundo ocular
fornecida pelo OCT (modelo 2). Em 2004 foi desenvolvido um novo processo
[BNVT04], j4 para o Stratus OCT, que permitia a integracdo de varrimentos
rectilineos e circulares com base num processo de co-registo baseado na mini-
mizagao das diferencas entre leituras para as posi¢coes de intersec¢édo estimadas
dos varios varrimentos. Embora os métodos propostos permitissem o co-registo
de varios varrimentos do OCT entre eles, nenhuma das aproximagdes teve em
conta a localizagdo dos varrimentos na area macular. Em 2005, Soerensen et
al. [STS05] apresentou um método alternativo pela juncao de dois conjuntos de
varrimentos radiais, obtendo deste modo uma reducao do angulo entre varrimentos
consecutivos de /6 rad para 7/12 rad. No entanto, o método proposto nao
considerou qualquer possibilidade para o registo dos varios varrimentos na area
macular ou entre si, considerando apenas que todos eles se cruzariam nos
respectivos centros (centros dos segmentos de recta definidos por cada um deles)
e que todos estes centros se encontrariam sobre a févea.

No processo aqui reportado sdo necessarios varios passos para a prossecu-
¢ao do objectivo deste trabalho, o primeiro dos quais se prende com a necessidade
de estabelecer um modelo de espessura da retina (RT-Atlas) para uma populagéo
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padrdo. Este modelo serve de base para o registo de medi¢des efectuadas
pelo OCT com recurso a um protocolo de aquisicdo que efectua uma série de
6 varrimentos radiais em modo B. A partir deste registo & obtido um mapa ja
com base no OCT e para o qual serdo posteriormente co-registados uma série
de varrimentos circulares, o que permite obter o co-registo entre os varrimentos
radiais e circulares e deste modo obter um mapa com base no conjunto da
totalidade das medicbes efectuadas.

No que diz respeito a instrumentagcao, 0 mapeamento da espessura da retina
humana efectuada pelo OCT baseia-se em 6 varrimentos radiais (varrimentos
em modo B) efectuados em 1,92 s segundo o Fast Macular Protocol. Estes
varrimentos, de 6000 pm de comprimento (por defeito), fazem entre si um &ngulo
de 7/6 rad e por esse motivo ha lugar a uma interpolagéo consideravel do ponto
de vista das dimensdes maculares, sendo esta interpolagdo crescente com a
distancia ao centro do mapa. Para além do mais, é esperado que todos os
varrimentos se cruzem no centro do mapa e que o mesmo esteja localizado no
centro da févea, nao considerando assim eventuais erros de fixagdo por parte
do doente e/ou erros de localizagdo do centro da févea por parte do utilizador
[BT02, SPF04, Sch99].

O OCT utilizado neste estudo, o Stratus OCT, tem disponiveis dois modos
de operacdo com relevancia para este processo, 0 modo Fast Macular Protocol
(j& mencionado) e o0 modo Fast RNFL Protocol. Enquanto o primeiro consiste
na aquisicdo de 6 varrimentos radiais, o modo Fast RNFL Protocol consiste
na aquisicdo de 6 varrimentos circulares com 1440, 1690, 1900, 2250, 2730 e
3400 um de raio. Em ambos os casos cada varrimento € composto por 128
leituras em modo A, o que se traduz num numero igual de medidas da espessura
da retina.

Por outro lado, o RTA (versao 2), é um sistema baseado numa lampada-
de-fenda que efectua uma série de varrimentos em 5 areas de 3 x 3 mm? da
retina, estando 4 destas areas lado-a-lado e a 52 sobreposta sobre as anteriores
e centrada na fovea.

O RTA utiliza um feixe laser de HeNe (543 nim) o qual é projectado obliqua-
mente na retina e do qual resulta a reflexdo e dispersdo do mesmo na membrana
limitante interna e no epitélio pigmentado da retina, luz esta recolhida por uma
camara CCD (charge-coupled device). Devido ao angulo entre a projec¢do do
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feixe e o0 angulo de visualizagdo do fundo ocular a partir da cadmara CCD, é
possivel analisar o perfil de intensidade da luz recolhida. Este perfil consiste na
sobreposicao de duas curvas Lorentzianas, sendo que a cada um dos respectivos
centros corresponde a localizacdo de uma das estruturas que definem a espessura
da retina, resultando assim a mesma na medi¢do entre as respectivas distancias
corrigidas para o &ngulo formado entre o feixe de laser incidente e o &ngulo de
visualizagdo da camara.

Para cada uma das 5 areas analisadas pelo RTA, sao analisadas 16 secgdes
Opticas para o calculo da espessura da retina, sendo estes valores conjugados no
mapa final da espessura da retina numa grelha regular.

Desenvolvimento de um modelo matematico de espessura da retina humana
(RT-Atlas)

Para a realizagdo deste modelo, foi criado um atlas da espessura da retina
humana com base em medi¢des efectuadas com o RTA, para o qual irdo ser
registados os varrimentos efectuados pelo OCT.

Para o estabelecimento deste atlas (RT-Atlas) foram medidas as espessuras
de varias retinas de voluntarios saudéveis, num total de 40 retinas de 20 volunté-
rios, com idades compreendidas entre os 40 e os 64 anos de idade (média+DP:
52,4 £ 5,9 anos). Cada um dos mapas foi individualmente analisado para a
deteccao de eventuais anomalias relativamente ao padrdo considerado normal
do ponto de vista clinico. Deste modo foram eliminados 8 mapas tendo sido
considerados apenas os restantes 32.

A construcdo de um atlas deste tipo é por si s6 um vasto campo de inves-
tigagdo [HRJO5, JFMT03, JDJGO04]. Neste trabalho foi seguido um modelo misto
onde inicialmente foi definido um novo sistema de coordenadas, designado por
coordenadas maculares, cuja origem define o centro da févea, e cujo eixo dos
x (eixo horizontal) define a recta que une este com o centro do disco éptico.
Valores positivos de x encontram-se na area nasal relativamente a fovea, estando
por conseguinte os valores negativos de = na &rea temporal. Relativamente ao
eixo dos y foi arbitrariamente estabelecido (por conveniéncia na implementagao
do software) que valores positivos e negativos neste eixo correspondem as areas
maculares inferior e superior, respectivamente (figura 3.58). Este novo sistema
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de coordenadas é assim independente de ser referido relativamente a olhos
esquerdos ou direitos e independente de uma qualquer retina em analise.

Figura 3.58: Esta figura mostra o conceito de coordenadas maculares, com a
definicdo da origem dos eixos e respectivas orientagdes. De notar que valores
positivos de x sdo sempre nasais relativamente a févea.

Foram assim efectuados 5 passos neste desenvolvimento: o co-registo dos
varios mapas para coordenadas maculares, a determinacao de um modelo inicial
com recurso a analise de componentes principais, a repeticdo do co-registo dos
mapas agora para o modelo inicial, a definicho do modelo final com base neste
segundo co-registo novamente com recurso a analise de componentes principais
e, a definicdo matematica do modelo final que permita a sua determinacédo para
um qualquer ponto em coordenadas maculares.

No primeiro passo, cada um dos mapas obtidos pelo RTA foi objecto de um
registo rigido para coordenadas maculares com base na imagem do fundo ocular
fornecida pelo préprio sistema.

Para estimar a localizagao do centro da févea nos mapas de espessura foram
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obtidos os melhores ajustes da paraboldide definida pela equagao (3.62) aos
mesmos.

fl@,y) =a+b(a(z —x0)* + By —y0)*)" . (3.62)

Neste ajuste é necessdrio estimar os parametros a, b, ¢, «, 3, xg € yo que
minimizam o erro quadratico médio (1) entre os valores de espessura medidos
pelo RTA e a propria paraboldide. Os paradmetros a, b, ¢, «, 3 permitem ajustar a
forma da paraboldide a depresséo foveal e x( € yg s&o 0s parametros de interesse
para o processo.

Sendo R () a matriz i de valores do RTA e F a matriz que resulta da avaliagao
de f() no dominio de R, podem obter-se os vectores r e f, respectivamente pela
concatenagao das colunas de R e F, donde

n=E{r—f)or-1f). (3.63)

Pretende assim estimar-se v = [a, b, ¢, o, 3, x¢, yo| tal que

vV =argminn, (3.64)

e deste modo determinar o centro da depresséo foveal a partir dos mapas de
espessura, um exemplo do qual pode ser visto na figura 3.59.

Espessura Retiniana [pm]

tico limy 3000 3000

Figura 3.59: Exemplo de mapa de espessura da retina humana (para um olho
direito).
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Por outro lado, a rotagédo foi calculada a partir do centro da févea e do
centro do disco éptico, assinalado pelo utilizador sobre a imagem do fundo ocular
fornecida pelo RTA, uma imagem que é obtida ndo em simultaneo com as medidas
de espessura, mas obtida imediatamente apos a ultima leitura efectuada e sem
que ocorra qualquer alteragdo no posicionamento do doente.

Foi deste modo determinada uma transformacéo rigida (translagéo e rotagéo)
que permite expressar 0 mapa de espessuras em coordenadas maculares, i.e.

RO — ¢ (Tﬁ?, R<i>) , (3.65)

onde R®) é o mapai (i = {1,...,K}) como fornecido pelo RTA, Tg) a
transformagéo (rigida) definida em (3.66) e ¢ é uma fungdo que aplica esta
transformagdo ao mapa original e devolve o resultado da interpolagédo e re-
amostragem numa grelha em coordenadas maculares comum a todos os R®.

‘ cos(f) —sen(f) —Ax
Tg) = | sen(d) cos(d) -—Ay | . (3.66)
0 0 1

O segundo passo é entéo dado obtendo uma primeira aproximagao (P)
para o RT-Atlas através da anélise de componentes principais,® tal como definida
no Apéndice A.

O terceiro passo, que visa melhorar a estimativa anterior, € dado efectuando
o registo, com precisdo sub-pixel, de cada um dos K mapas originais (R(i)) para
o modelo P, por um processo de optimizagdo. Este processo de optimizagao
pretende obter a minimizacdo da média do quadrado das diferengas entre cada
um dos mapas R® e PO, pelo que se determinaram novas matrizes de transfor-
magcéo rigida Tg) (i ={1,..., K} tais que

T} = arg min E{(x=y) © (x =)} . (3.67)

R

90 facto de cada um dos mapas puder sofrer uma transformagéo distinta, significa
gue para uma particular posigcdo em coordenadas maculares pode ndo haver K valores
definidos mas sim um numero inferior, razdo pela qual o processo de analise pela analise
de componentes principais € restringida apenas ao dominio definido pela intersecgéo
RYUOARP N...nRE).
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com x o vector coluna resultado da concatenagéo das colunas da matriz dada por
P <T§?, R(i)) , y 0 vector coluna resultado da concatenagao das colunas de P(!)
e ¢)() como definida em (3.65).

Obtém-se assim um novo conjunto de mapas em coordenadas maculares
dados por

RO =y (Tg Rm) : (3.68)

A aplicacao de critérios de aceitacdo dos resultados deste registo levaram a
rejeicdo de 5 dos 32 mapas de espessura considerados, em virtude dos mesmos
apresentarem valores estimados para a translagdo e/ou rotagéo ([:Jc,y]T e 0,
respectivamente) fora do intervalo de 1,75 desvios padrao da respectiva média,
0 que numa distribuicdo normal inclui mais de 90% dos casos.

No quarto passo obtém-se o RT-Atlas final (X) novamente com recurso a
andlise de componentes principais,'’ a partir dos 27 mapas (olhos) correspon-
dentes a 17 voluntarios, com idades compreendidas entre os 40 e os 64 anos de
idade (média+DP: 53,3 £ 5,9 anos — considerando cada um dos olhos como se
proveniente de um individuo diferente).

A diferenca entre os atlas inicial e final, respectivamente Pl e 3, apos o
mapeamento de ambos para o intervalo [0, 1], é de apenas 3, 2%, o que significa
que a aproximagcao inicial era ja satisfatéria.

Antes da obtencdo de uma definicido matematica para X, interessa determi-
nar qual a sua estabilidade, i.e. se 0 nUmero de mapas de espessura utilizados
(27) é suficiente para ser representativo da populagdo alvo. Para esta analise
foram estabelecidos dois conjuntos de dados. O conjunto 1 formado por 18 olhos
dos 12 voluntarios mais jovens — com idades entre 0s 40 e 0s 55 anos (média+DP:
51,3 £ 3,5 anos) — e o conjunto 2 composto por 9 olhos dos 5 voluntarios mais
velhos — com idades entre 0s 57 e 0s 64 anos (média+=DP: 59,3 £ 3,0 anos).

A cada um dos conjuntos agora estabelecidos foram aplicados todos os
passos anteriores, de modo a obter um atlas a partir de cada um deles com vista
a sua comparagao e cujos respectivos mapas podem ser vistos na figura 3.60
(pagina 128).

10Tal como no segundo passo do processo, também aqui o processo de andlise pela
analise de componentes principais é restringida agora ao dominio definido pela intersecgéo
RYUYAR® N...nRE).
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Para estabelecer a comparacao entre estes dois mapas foram consideradas
trés possibilidades (diferencas) dadas por,

“ISoe(z-=
D3 = 2:1—23:2)@(2:1—2:2)

\l[wll

(3.69)

onde X1 e X, sdo, respectivamente, os atlas resultantes dos conjuntos 1 e 2, e
A significa o mapeamento linear de A para o intervalo [0, 1].

A média (u;) e o desvio padréo (o;) foram determinados para cada D; e os
respectivos valores encontram-se na tabela 3.4. Destes valores, pode concluir-
se que mesmo considerando as diferengas etarias entre os grupos criados, 0s
atlas obtidos para cada um deles sdo semelhantes do ponto de vista da respectiva
forma, ja que os desvios padrdo sdo pequenos para todas as diferencas D;, o que
traduz uma uniformidade do mapa diferenca.

Tabela 3.4: Esta tabela mostra a andlise das diferengas detectadas pela criagao
de um RT-Atlas utilizando duas sub-populagdes da populacdo de voluntarios. As
diferengas encontradas demonstram a captura da forma da espessura da retina

mesmo para um reduzido numero de mapas.
D; D, D;
Wi 0,0005 0,0013 0,0030
o 0,0007 0,0014 0,0035

Um segundo teste foi realizado de modo a estabelecer a influéncia do nimero
de olhos de voluntarios no RT-Atlas final. Neste novo teste foram aleatoriamente
seleccionados 3 mapas R® a partir do qual se determinou um atlas inicial <E_0) .

Iterativamente foram sendo adicionados mapas R®, um de cada vez, e para cada

mapa adicionado gerado um atlas Zzn e uma diferenca D,, <Dn = Zzn — Zn,l) ,
para a qual foram determinados os valores médio (u,,) e desvio padréo (o).

Tal como pode ser visto na figura 3.61, com o aumento do numero de
mapas tanto a média como o desvio padrdo da diferenga diminuem segundo
uma exponencial, pelo que fica demonstrado que o nimero de mapas utilizados é
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suficiente e que a adigao de novos mapas néo trard qualquer alteracao significativa
a forma do mapa 32 obtido com base nos 27 olhos seleccionados.

Deste modo, o RT-Atlas aqui estabelecido (X)) é representativo da populagédo
saudavel do ponto de vista da espessura retiniana, transportando por isso as
caracteristicas (formas) principais da populagdo utilizada. E assim possivel ser
utilizado como referéncia para o qual quaisquer medidas de espessura da retina
efectuadas por um qualquer processo quantitativo podem ser registadas e deste
modo colocadas em coordenadas maculares, desde que as formas principais
(caracteristicas) da espessura retiniana estejam preservadas. Tal verifica-se no
caso de edema macular pré-clinico, onde o mapeamento das alteragdes iniciais
tem um papel fundamental no seguimento desta patologia.

Para a obtengéo de uma definigdo matematica do RT-Atlas (X) e conside-
rando a suavidade das superficies em causa para as condigdes de aplicabilidade
definidas, optou-se pela utilizagdo de uma Thin-Plate Spline [CJ00] tal como
definida no Apéndice B.

Definiu-se deste modo uma fungéo x() (B-2) que passa por todos os pontos
de controlo definidos por 3 e que apresenta a menor energia de torcdo. A
definigdo desta fungéo permite determinar o valor de X para qualquer p = |z, y]T
no espago definido pelo RT-Atlas, por interpolagdo, o que significa puderem
realizar-se medidas ao longo de um qualquer percurso em X e assim simular um
varrimento em modo B do OCT neste atlas.

Este facto torna possivel a comparagédo de um qualquer varrimento em modo
B do OCT, efectuado numa retina humana, com um varrimento virtual efectuado
no RT-Atlas.
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Figura 3.60: RT-Atlas de duas populagdes: 18 olhos de 12 voluntarios (médiat+DP:
91,3 £+ 3,5 anos) e 9 olhos de 5 voluntarios (média£DP: 59,3 4 3,0 anos), res-
pectivamente os mapas superior € inferior. Notar a diferenga nas escalas utilizadas
devido ao nimero de casos considerados e para facilidade de comparagao.
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Figura 3.61: A influéncia do nimero de amostras na determinagéo do RT-Atlas
é claramente demonstrada neste dois graficos, na diminuigdo exponencial da
diferenga média e desvio padrdo, donde qualquer niumero superior a 10 mapas
normais pode ser considerado suficiente.
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O registo dos varrimentos do tomagrafo para o RT-Atlas

Na secgéo anterior foi determinada a fungdo x() que permite obter o valor
de X (definido em coordenadas maculares) para um qualquer ponto p = [z, ]
nesse mesmo sistema de coordenadas. Pretende-se agora estimar a localizagao
no mesmo sistema de coordenadas de um qualquer varrimento efectuado pelo
OCT numa retina humana.

Deve comegar por definir-se a realizagdo de um varrimento virtual de X, o
qual consiste em obter valores de x() em pontos p; que definem um percurso no
espago RT-Atlas.

Sejam pg) e p((;j) os vectores cujos componentes correspondem a avaliagdo
de x() ao longo de uma recta e ao longo de um circulo, respectivamente.

Estes vectores equivalem assim a um varrimento efectuado pelo OCT numa
retina humana, em modo B, respectivamente ao longo de uma recta e ao longo
de um circulo. Torna-se deste modo possivel comparar varrimentos virtuais,
realizados no espaco RT-Atlas usando X, com varrimentos reais, realizados pelo
OCT em retinas humanas.

Nesta seccao ird proceder-se ao registo de varrimentos radiais efectuados
pelo OCT para coordenadas maculares e, no final, obter o mapa correspondente
de espessura da retina. Na secgdo seguinte, tratar-se-a de efectuar o registo
de varrimentos circulares neste mapa de modo a obter o registo de todos os
varrimentos efectuados, o que permitira obter um mapa de espessura baseado
numa maior densidade de medidas e por isso com uma resolugao superior.

Em ambos os casos sera inicialmente determinado um registo global para o
respectivo conjunto de varrimentos efectuados em cada um dos protocolos utiliza-
dos, seguido de ajustes individuais em torno dos respectivos registos globais.

Em fungcdo do exposto, pretende agora determinar-se a localizagdo em
coordenadas maculares do conjunto de medig¢des efectuadas pelo OCT utilizando
o Fast Macular Protocol, protocolo este que consiste em 6 varrimentos radiais
realizados consecutivamente e no intervalo de tempo total de 1,92 s.

A realizacao deste conjunto de varrimentos neste intervalo de tempo, e de
modo consecutivo, permite assumir que existe uma coeréncia para a localizagao
dos respectivos varrimentos entre si, tanto no seu posicionamento global como
na respectiva rotacdo. Sera assim possivel estimar a localizagao e rotagdo deste
conjunto (como um todo) determinando os parametros de posicionamento e de
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rotagdo, respectivamente [z, y]T e 0, que minimizam o erro quadratico médio entre
as medigbes reais e as medigdes virtuais, realizadas em X por x(), seguindo o
mesmo protocolo, i.e. ao longo de 6 segmentos de recta que se intersectam nos
respectivos centros e que formam angulos de 7 /6 rad entre si.

Antes do processo de optimizagdo (quer nesta quer na seccao seguinte),
todos os varrimentos do OCT sao filtrados por um filtro passa-baixo Gaussiano
com uma frequéncia-de-corte de 0,132 7 rad/amostra, de modo a prevenir
a existéncia de minimos locais. Independentemente deste processo, para a
construcdo dos mapas de espessura apenas os valores reais (medidos) séo
utilizados.

A determinacao dos parametros que permitem colocar o conjunto de medidas
dos varrimentos radiais do OCT em coordenadas maculares, corresponde a
minimizagao do erro quadratico médio (7)) definido por

S o7 (LT (T RIS AL

N _ . . (Z) . i
com = 6 o nimero de Var”mentos, 0," 0 vector cujas Componentes corres

pondem aos valores filtrados do varrimento ¢ e p@ o vector cujas componentes
correspondem a avaliagdo de x() ao longo de um segmento de recta. Na actual
implementagéo, A ¢ um vector cujas componentes tém um valor dado por
uma Gaussiana em fungédo da distancia do ponto de avaliagdo de /() a origem
do sistema de coordenadas, favorecendo deste modo o melhor ajuste para a
depressao foveal, 0 que esta de acordo com a definigdo de aplicabilidade deste
sistema.

Parametrizando a equacgéo de uma recta pode definir-se pﬁi) como

pl) = x ([z(1), y(®)]) (3.71)

com

xz(t) =z, +tcos(afi))
y(t) =uyr +t sen(a(i)) (3.72)
a(i) = al’ 46,

onde ! & 0 angulo do varrimento i ({0, /6, w/3, w/2, 470 /6, 57 /6} rad).
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Fazendo t = kAt,k € Z, obtém-se pg) pela avaliagdo de x() a interva-
los espagados de At (distancia Euclidiana) independentemente da direcgdo do
varrimento.

Pretende-se num primeiro passo estimar wi = [z, y,, HT]T por um processo
de optimizagao tal que

Wi = argmin, , (3.73)

escolhendo como aproximagao inicial wi = |0, O,O]T e aplicando as restrigdes
2| < 61, yr| < 61 e 0,] < b

Wy = [fr,gj,«,@\r]T estabelece assim a posi¢do e rotagdo globais em co-
ordenadas maculares do conjunto de varrimentos que compbéem o Fast Macular
Protocol.

Para acomodar as diferencas entre 3 e as medigdes na retina pelo OCT
€ necessario considerar 3 novos parametros: uma componente DC (u) que
acomoda a diferenca média, um factor de ganho (v) que acomoda a diferenca
de amplitudes e, um factor de amostragem (7) que acomoda a diferenga entre as
frequéncias de amostragem (resolu¢do espacial na amostragem entre o0 RTA e o
OCT).

Pretende agora estimar-se wy = [, v, 7|7, com [0, 1, 1]7 como aproximagéo

inicial, tal que
Wy = argmin, , (3.74)
com
O =vx([z(rt),y(r1)]) + p (3.75)
e

x(t) =2, +tcos(a(i))
y(t) =7y, +tsen(a(i)) (3.76)
a(l) = aﬁi) + (/9;
sujeitos a |p| < 03,04 < v < d5ed5 <7 < I7.
Tendo estimado W e Wo, e definido p@ como em (3.75), estimou-se o
posicionamento global do conjunto de varrimentos, pelo que o passo seguinte é
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permitir que cada um dos N varrimentos que compdem o Fast Macular Protocol
se ajustem em torno desta posicao.
Isto equivale a realizar N optimizagdes individuais do tipo

W3, = argmin, , (3.77)
\i%

37,

com

D =0x([e@t),y70) + 7 (3.78)

() = (7 + A:cy)) + tcos(a(i))
y(t) = (9 + Ay@) + tsen(a(i)) (3.79)
o)) = (i +aadl") +0,

sujeitos a ‘A:cﬁi)‘ < ds, ‘Ayri)‘ <dge ‘Aeﬁi) < d10.
Como resultado desta sequéncia de passos estimou-se w,. dado por

W, = |:x’r') Yr, 07‘) w, v, T, Awgl)a Ai%(nl), Aag)) e

T
,...,A:cﬁN),Ayan),AaﬁN)] , (3.80)

resultando na possibilidade de obter um mapa de espessura da retina humana,
em coordenadas maculares, baseado no Fast Macular Protocol do OCT. Rela-
tivamente ao mapa fornecido pelo Stratus OCT, este apresenta trés vantagens
significativas.

Em primeiro lugar, o sistema apresentado ndo assume como certo que todos
os varrimentos se intersectem no mesmo ponto. Em segundo lugar, uma vez
que os varrimentos do OCT sao registado para o RT-Atlas, estes passam a
possuir coordenadas maculares absolutas neste espago (RT-Atlas) e desse modo,
independentemente de erros de fixacdo, a févea estara centrada na origem do
sistema de eixos. A terceira vantagem reside no facto da linha que liga o centro da
févea ao centro do disco 6ptico ser agora sempre coincidente com o eixo dos x.
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As vantagens acima enumeradas permitem, por si s6, a obtencédo de dados
normativos de qualidade superior relativamente ao actual sistema, uma vez que
corrigem quer a posigao quer a rotagao entre mapas.

A construgdo do mapa de espessura da retina, a partir dos registos ante-
riores, é conseguida com recurso a utilizagao de TPS, tal como ja referido para a
obtengéo do RT-Atlas, definindo assim uma fungao (() (B-2) que passa por todos
os pontos de controlo [z, y, z]7, com z a espessura medida pelo OCT e [z, y]”
as coordenadas maculares correspondentes e determinadas pelo processo acima
descrito.

Combinacao de conjuntos de varrimentos radiais e circulares na area macu-
lar

Enquanto na seccdo anterior se descreve 0 processo de registo dos var-
rimentos efectuados no modo Fast Macular Protocol para o espago RT-Atlas,
nesta secgao, descreve-se 0 processo conducente ao aumento de resolugédo do
mapa final da espessura da retina humana, com base em medidas efectuadas
com o Stratus OCT. Deve chamar-se a atengao para o facto desta resolugéo ser
uma resolugao espacial (de mapeamento) e ndo uma resolugdo em termos da
discriminagao de estruturas ao longo dos varrimentos de modo A, a resolugao
intrinseca do sistema no que diz respeito a discriminagdo das varias estruturas da
retina humana.

De modo semelhante ao que foi feito para o Fast Macular Protocol, serdo
agora utilizados dados provenientes dos varrimentos obtidos com o Fast RNFL
Protocol. A semelhanca do que ocorreu no processo anterior, varios passos de
optimizacao serdo dados considerando quer parametros globais, quer parametros
locais, os primeiros considerados para o conjuntos total dos varrimentos e os
segundos para cada um dos varrimentos individuais.

A escolha deste tipo de protocolo, o Fast RNFL Protocol, foi o mesmo que
esteve na génese da escolha do protocolo utilizado na seccao anterior, ou seja,
todos os varrimentos efectuados no seu ambito partiilham de uma localizagédo
comum. Por outro lado, enquanto no caso do Fast Macular Protocol nao foram
consideradas as distorgées provocadas pelos eventuais movimentos sacadicos,
estes sdo agora considerados por dois motivos. Em primeiro, porque no registo
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anterior ndo é possivel distinguir entre uma diferenga devida a um movimento
sacadico e uma diferenca devida a uma alteracdo na retina. Por outro lado, no
caso presente, esta agora a proceder-se ao registo de dados provenientes da
mesma instrumentacéo e para o0 mesmo objecto (retina), donde é expectavel obter-
se a mesma medicdo de espessura em diferentes varrimentos para uma mesma
localizagdo da mesma retina, considerando a realizacao intra-visita de ambos os
protocolos.

Um dado importante consiste no facto de se estarem a considerar varrimen-
tos radiais e circulares, que para além de aumentarem a densidade de medidas
utilizadas para a construgédo do mapa final sdo normais entre si, 0 que significa
que optimizam a distribuicdo de medidas de espessura na area de mapeamento e
por conseguinte minimizam a interpolagdo no mapa final.

Enquanto os varrimentos do Fast Macular Protocol foram registados para
o0 RT-Atlas, os varrimentos efectuados segundo o protocolo Fast RNFL Protocol
aqui considerados serdo registados para 0 mapa de espessuras da retina obtido
pelo registo anterior (Fast Macular Protocol) e nao para o RT-Atlas. No entanto,
a terminologia relativamente ao espaco RT-Atlas ser4 mantida ja que o mapa
considerado esta definido neste espago.

Tal como no Fast Macular Protocol, os varrimentos efectuados no Fast RNFL
Protocol sao objecto de filtragem passa-baixo (pagina 131).

O objectivo actual é agora o de estimar w4 o0 qual minimizara o erro quadra-
tico médio para o conjunto de varrimentos efectuados pelo Fast RNFL Protocol.
Pelas razées ja apontadas para o caso do Fast Macular Protocol, também aqui
serd considerado como aproximagéo inicial o protocolo ter sido realizado centrado
na févea.

Pretende-se assim estimar wy = [2¢, Y, HC]T que minimize o erro 7. dado
por

= e {ol —n)e ()} s

onde M = 5 é o nimero de varrimentos circulares, 02” o vector cujas compo-

| il . . (4) :
nentes correspondem aos valores filtrados do varrimento 7 e pe’ 0 vector cujas
componentes correspondem a avaliagéo de ¢() ao longo de um circulo.

Deve realcar-se o facto do varrimento circular de 3400 pum de raio ndo ser
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considerado, ja que este corresponde a medidas efectuadas para além dos limites
do mapa anterior de espessura da retina, mapa esse baseado em varrimentos
radiais de 6000 pum de comprimento, o que estabelece a cobertura de uma area
aproximadamente circular de 3000 pm de raio, logo inferior aquele definido pelo
varrimento circular em causa.

A semelhanga de (3.71),

& =) y0)) (3.82)

com

{ () = ze + p) cos(t + 0,) (3.83)

y(t) = ye + o) sen(t + 0,)

onde p((f) é o raio correspondente do varrimentoie t = k27 /128, k € {0,...,127}
uma vez que todos os varrimentos Fast RNFL Protocol sdo compostos por 128
varrimentos em modo A, independentemente do raio de cada um.

Relativamente a (3.71) ha no entanto duas diferengas fundamentais. Pri-

meiro, p((f) corresponde agora a um varrimento circular e ndo rectilineo e os varios
varrimentos s&o considerados concéntricos e centrados em [z, y.]” e, segundo,
¢() traduz o mapa OCT resultante do registo do Fast Macular Protocol e nao X.

Deste modo pretende-se estimar wy = |2, yc, 0] tal que

W4 = argmin7, , (3.84)
Wy

escolhendo [0, 0, O]T como aproximagao inicial para w4 e aplicando as restri¢des
|xc| <7, |yc| <me |ec| < .

A necessidade de estimar w4 em vez de utilizar w; resulta do facto dos
protocolos Fast Macular Protocol e Fast RNFL Protocol serem realizados em
aquisi¢des distintas (independentes) eliminando deste modo essa possibilidade.

Uma vez que estamos agora a registar medidas do OCT para um mapa
obtido a partir de medidas do mesmo, ndo ha a necessidade de calcular os
parametros u, v e T como no caso do Fast Macular Protocol (equagbes 3.74 —
3.75).

De seguida vamos deixar que cada um dos varrimentos circulares se ajuste
em torno dos parametros estimados anteriormente para todo o conjunto. Significa
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isto que se vao proceder a M optimizagdes individuais onde, para cada varrimento
. . 1T
é necessério estimar w;, = [Ax,(f),Ay,gl),Aﬁg)] ,comi = {1,....,M} e

sujeito a ‘Ax,(f)

<13, ‘Ayﬁi)

<7vse ‘Aﬁ.ﬁi)‘ < 4, ou seja,

W5, = argmin7, , (3.85)
Ws.

O

com pgi) dado por (3.82) e

2(t) = (Ze + Ax((;i)> 1+ o9 cos (t + ((/9} + A@ff’))
o) = (5 00) 4 0 sen (1 (34 20)) O

Os passos até agora referidos, sdo homoélogos aos dados para o registo dos
dados provenientes do Fast Macular Protocol. No entanto, uma vez que vao ser
consideradas deformagdes nos varrimentos devidas aos movimentos sacadicos,
vao ser considerados graus de liberdade adicionais relativamente ao processo
desenvolvido para o protocolo anterior.

Aqui, dois novos passos de registo vao ser considerados. O primeiro consi-
dera a transformacao dos varrimentos circulares em varrimentos elipticos. Neste
passo do processo de optimizacdo pretende-se estimar wg = [rg"),r;”, e(i)]T
sujeito ays < 7t < 6,75 <7y <geyr < € < gl

No segundo passo, as elipses é permitida uma transformacgao de deformacéo
com preservagao de paralelismo de linhas (shear) e transformagao de escala com
factores de escala independentes para cada um dos eixos, 0 que consiste em
estimar wy; = [sg),sg(f),sg,sg; ! sujeito a y9 < s;(f) < 710, Y9 < sg(f) < 710,
711 < 8512 <7i2e711 < 822 < 2.

A transformacéao de varrimentos circulares em elipticos corresponde a trans-
formar (3.86) em

x(t) = (T, + &c?) + ) p((j) cos <t + (56 + &\9?)>>

— (i) N ) (3.87)
y(t) = | ye + Ay, > + 7“3(;) p((;l) sen (t + (HC + A0, >)
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Para permitir a rotacdo desta elipse de um angulo ¢, cada ponto p’ de

. AT
avaliagdo de (() é rodado em torno de |Z.+ Ax,(f),ﬁc + Ayiz) obtendo-se
p’,ie.
x” cos (?) —sen () 0 !
y" | =T" | sen (e(i)) cos (e(i)) 0|7 | o |, (3.88)
1 0 0 1 1
comp’ = [, y/]T ep” = [",4"]", onde
10 —(Z.+ &cf))
"=,y 1 _ ﬂﬁ&;ﬂ”) (3.89)
0 0 1
e
10 7o+ Ar
L S
T =101 g.+a5" | - (3.90)
0 0 1

Este passo do processo consiste deste modo em estimar wg tal que

We = arg min7, , (3.91)
Weg

de acordo com as equagdes 3.87 a 3.90.
As transformagdes de deformagdo e escala correspondem a transformar

cada p// _ [1‘//, y//]T em p/// _ [Z’”/, y///]T por
o SS) 822 0 2
y" | = T+ SS; SZ(/Z) o |7 | o ’ (3.92)
1 0 0 1 1

onde T~ e T s&o, respectivamente, (3.89) e (3.90), e [z”,%”,1]T como em
(3.88).
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Esta optimizagéao final corresponde em estimar wy tal que

W7 = argmin, , (3.93)
w7

sujeito as restricdes ja mencionadas.
Os passos dados para o registo dos varrimentos Fast RNFL Protocol em (()
estimam w.. do tipo

We = |Zes Yoo O, AxD Ay AOD | AzDD ] Ay AGM)

PO D (D00 00 ()

T
1 1 M M M M
sgl),sggl),sgx),s%;, o ,S:(E )’53(; ),sgw ),sgy )] . (3.94)
Todos os passos dados para o registo dos protocolos Fast Macular Protocol
e Fast RNFL Protocol estimam o parametro global w, de 71 x 1, do tipo

w = xr,yT,HT,Axﬁl),Ay(l),Aap),...,Axg,N),Ay,(,N),AaﬁN),

Zey Yes Oy Az, Ay AGD | AxD ] AyD A9

P00 (D) 00 00 (1)

ey

T
SS), 5?81), ng)’ Sgy), e ,S:(EM), S?SM), sg\f), 52];/[)] . (3.95)

Mapeamento da espessura da macula

Com a estimagédo de um total de 74 parametros, com recurso ao processo
acima descrito, dos quais 71 compdem o vector w (3.95), é possivel determinar
a posicdo de cada uma das medidas efectuadas pelo OCT em coordenadas
maculares tal como definidas pelo RT-Atlas.

O numero de amostras (medidas de espessura da retina) que podem ser
agora utilizadas para a constru¢do do mapa final da espessura da retina aumenta
de 768 (6 x 128) para 1408 (11 x 128), o que corresponde a um aumento superior
a 80% relativamente ao mapa original. No entanto, mais importante que apenas
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0 numero de amostras é a sua distribuicdo na area coberta pelo mapa, o que foi
conseguido em virtude da escolha dos protocolos utilizados.

Tendo agora a localizagao e valor de espessura para cada uma das leituras
efectuadas, pode determinar-se a fungdo que interpola estes valores recorrendo
novamente a TPS, que a semelhanga do que for feito para o estabelecimento
do RT-Atlas, apresenta a menor energia de torgdo (B-1). Deste modo o mapa
final & construido com recurso a (B-2), apds determinagdo do novo conjunto de
coeficientes para esta equagao com recurso a totalidade das medidas registadas.

A demonstracdo do desempenho do sistema desenvolvido e da sua capaci-
dade em registar os dados medidos pelo Stratus OCT para o RT-Atlas, pode ser
efectuada fazendo aquisigdes consecutivas e provocando em cada uma delas um
deslocamento relativamente as anteriores, simulando deste modo erros de fixacao.

Para esta demonstragdo, um voluntario saudavel, o que reduz a probabili-
dade de ocorréncia de erros de determinagao dos interfaces da retina (membrana
limitante interna e epitélio pigmentado da retina), foi consecutivamente analisado
com o OCT num total de 3 varrimentos com o Fast Macular Protocol e 3 varrimen-
tos com o Fast RNFL Protocol.

Estes dados permitem obter 3 mapas com a fusdo de dados provenientes de
cada um dos protocolos. Este processo foi efectuado primeiro considerando que
todos os dados foram obtidos centrados na févea e em segundo com recurso ao
processo de registo desenvolvido. Os respectivos resultados podem ser vistos na
figura 3.62.

Para melhor aferir os resultados mostrados na figura 3.62, sdo mostrados os
mapas que resultam da média e desvio padrao desta sequéncia para cada um dos
casos, registados vs. ndo-registados (figura 3.63).

A figura 3.64 mostra o histograma do desvio padrdo da sequéncia dos mapas
da figura 3.63 onde é visivel o menor desvio padrao para os mapas registados,
bem como a sua maior concentragdo em torno da respectiva média.
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Figura 3.62: Na coluna da esquerda sao mostrados os resultados ndo conside-
rando qualquer registo, enquanto na coluna da direita € mostrado o resultado com
base nos mesmos dados mas considerando o processo de registo. Deve notar-se
a diferenca da posicao da depresséo foveal relativamente ao sistema de eixos para
ambos 0s casos.
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Figura 3.63: Na coluna da esquerda é mostrada a média e o desvio padréao para
0S mapas nao registados e na direita para os mapas registados.
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Figura 3.64: O grafico mostra a distribuicdo do desvio padrdo das diferengas de
espessura determinadas para uma sequéncia de 3 aquisicdes comparando 0s
valores obtidos com e sem recurso ao processo de registo.
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Resultados

O sistema apresentado permite obter o registo de varrimentos em modo B
efectuados pelo Stratus OCT, sem contudo fazer qualquer uso de referéncias
morfolégicas do fundo ocular. Este processo baseia-se num atlas da espessura
da macula humana estabelecido com base numa populacao saudavel e especifi-
camente seleccionada para este efeito.

Os resultados obtidos e mostrados de seguida, permitem aferir a vantagem
introduzida por este método num sistema disponivel a escala global e onde os
dados obtidos para a patologia alvo deste processo, o edema macular sub-clinico,
tem uma importancia consideravel para a investigacao clinica em curso, a qual
pretende determinar as causas do mesmo.

O sistema desenvolvido e aqui apresentado foi testado em 12 olhos de
6 voluntarios saudaveis, com idades entre os 21 e os 40 anos (médiatDP:
28,0 £ 6,69 anos), num grupo de 18 olhos de 9 doentes com retinopatia dia-
bética (diabetes Mellitus tipo 2) com idades entre os 55 e os 70 anos (média+DP:
62,1 £+ 5,16 anos) e num grupo de 26 olhos de 14 de doentes com degeneres-
céncia macular relacionada com a idade com idades entre os 56 e os 84 anos
(médiatDP: 75,4 £ 7,17 anos).

Na aferigao dos resultados obtidos foram usadas duas métricas, uma quanti-
tativa e uma qualitativa.

A métrica quantitativa foi definida pela média e desvio padrao da diferenga
entre as medidas de espessura da retina na intersec¢ao dos varios varrimentos,
diferencas essas que podem provir de dois factores distintos. O primeiro desse
factores é devido a erros no proprio processo de registo, resultando na compara-
¢ao de espessuras de duas localizagdes distintas da retina. O segundo, é devido a
determinagao incorrecta dos interfaces que determinam a espessura da retina para
cada localizagao. Estas duas fontes potenciais de erro podem inclusive coexistir
numa mesma intersecgao.

Por outro lado, a avaliagao qualitativa do mapa final toma em consideragéo a
existéncia de alteracbes abruptas e localizadas, bem como a patologia em causa e
a coeréncia com o proprio mapa de espessura. Ainda que este pardmetro pudesse
ser medido pela energia de tor¢ao (B-1), valores relativamente elevados podem
ser encontrados para patologias como a degenerescéncia macular relacionada
com a idade comparativamente a mapas de individuos saudaveis ou com edema
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macular sub-clinico, resultando apenas da prépria condigao patolégica da retina e
néo de erros de registo e/ou medigao da espessura.

Deste modo, os mapa de espessura da retina obtidos com o sistema de-
senvolvido foram classificados numa das seguintes classes: "mau”, "insuficiente”,
"suficiente” e "bom”. Os mapas que receberam a classificacdo de "mau” foram
aqueles onde se verificaram alteragdes abruptas devidas a erros de registo e/ou
determinacao incorrecta da espessura pelo OCT, apés inspeccao da segmenta-
¢ao das estruturas retinianas. Os mapas classificados com “insuficiente” foram
aqueles para os quais 0 mapa final apresenta uma maior suavidade e cujas
diferengas na intersec¢do dos varios varrimentos sao inferiores aos classificados
como "maus”. Os mapas classificados como "bons” foram aqueles para os quais a
diferenga entre espessuras na intersec¢ao dos varrimentos esta dentro do padrédo
normal (limite estabelecido a partir da populagao de voluntarios saudaveis), sendo
os restantes mapas classificados como “suficientes”.

A figura 3.65 mostra o RT-Atlas em que o ponto (0,0) no plano XY re-
presenta a origem do sistema de coordenadas maculares, correspondendo a
localizagdo do centro da févea e em que o eixo vertical (Z) é a "espessura”
resultante da primeira componente do PCA e portanto correspondente ao maior
valor préprio, o que significa representar o eixo ao longo da maior dispersao
dos dados. Deve realcar-se o facto desta superficie representar a forma média
da espessura da retina de uma populagdo saudavel e ndo o valor médio da
espessura dessa mesma populagdo, como facilmente se pode verificar pela escala

correspondente.

Este RT-Atlas, um modelo estatistico definido por 6720 pontos (localizagédo
e respectiva "espessura”), permite o registo dos varrimentos do OCT sem ne-
cessidade de recurso a quaisquer referéncias fotograficas do fundo ocular, que a
existirem teriam de ser obtidas simultaneamente com os varrimentos. A funcéao
Thin-Plate Spline x() (B-2) definida por estes pontos passa por cada um deles e
é definida por um total de 13443 parametros.

Do mesmo modo, cada um dos mapas de espessura da retina obtidos
com o processo aqui descrito sdo definidos por uma funcao Thin-Plate Spline
determinada por 2819 parametros.

Para cada um dos mapas de espessura da retina obtidos nestes testes foram
calculadas as médias e os desvios padrao para as diferencas na intersecgao dos
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Figura 3.65: Superficie 3D do RT-Atlas (modelo estatistico da espessura macular
de uma populagao saudavel) em coordenadas maculares. Este atlas representa
a forma padrdo da espessura da macula e ndo os valores médios dessa mesma
populagao.

varios varrimentos. A média e o desvio padrdo obtidos para o grupo dos volunta-
rios (12 olhos), antes e apds o registo através do RT-Atlas é de 5,93/1,60 pum e
4,17/1,06 um, respectivamente, o que mostra o valor acrescentado do processo
de registo, com uma redugéo de 30% na média e 34% no desvio padrdo. Este
corresponde, no entanto, ao cenario mais desfavoravel para a analise deste
processo, ja que se baseia em dados obtidos num grupo de voluntarios saudaveis
e cooperantes.

Os mapas obtidos pela técnica desenvolvida para o grupo dos voluntarios e
para os grupos dos doentes com RD e DMI foram avaliados quer quantitativa quer
qualitativamente (Tabela 3.5), com os mapas do grupo dos voluntarios a obter as
melhores classificagbes quantitativas e qualitativas e com os mapas do grupo DMI
a obter as piores classificagdes em ambos os classificadores.

Para cada um dos mapas dos 44 olhos dos doentes estudados, a média da
diferenga de espessura na intersecg¢édo dos varrimentos antes e apés o registo foi
calculada, tendo havido uma redugéo de 24/28% (média/desvio padrao) devido
ao processo de registo. Estas redugdes sao ainda mais significativas para o grupo
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Tabela 3.5: Média/desvio padrao da diferenga média de espessura na intersecgao
dos varrimentos efectuado pelo Stratus OCT por classificagio e por grupo. Deve
notar-se o decréscimo geral dos valores apresentados do grupo de voluntarios
saudaveis para o grupo de doentes com DMI, e 0 aumento dos mesmos do grupo
classificado com "bom” para os grupo classificado com "mau” (RD - Retinopatia
diabética; DMI - Degenerescéncia macular relacionada com a idade).

Mau Insuficiente | Suficiente Bom Média por
Grupo
Voluntarios 4,61/1,22 | 3,95/0,89 4,17/1,06
(N=4) (N=8) (N=12)
Doentes 8,78/2,55 6,12/1,54 | 4,50/0,94 5,51/1,98
com RD (N=2) (N=6) (N=10) (N=18)
Doentes 23,67/18,46 9,64/2,59 8,89/3,70 15,52/14,05
com DMI (N=11) (N=13) (N=2) (N=26)
Média por 23,67/18,46 9,52/2,60 6,08/2,45 | 4,25/0,96
Classificagdo (N=11) (N=15) (N=12) (N=18)

de doentes com RD (com 35/43%), sendo de 26,/25% para o grupo de doentes
com DML.

Todos os mapas de espessura da retina do grupo dos voluntarios obtiveram
uma classificagdo de “suficiente” ou "bom”. Por outro lado, a técnica teve um
desempenho modesto para o grupo de doentes com DMI, com apenas 2 dos 26
mapas a obterem uma classificacdo de “suficiente” (7,7%), e nenhum a obter
a classificagdo de "bom”. No entanto, a maioria dos doentes com RD (55, 5%)
obteve uma classificagdo de "bom” com uma diferenga média de apenas 1/2 um
para a populacdo dos voluntarios, e apenas 11, 1% obteve uma classificagio de
“insuficiente”, o que indica a utilidade deste sistema para o mapeamento detalhado
do edema macular para doentes com RD.

As figuras 3.66 a 3.69 mostram casos representativos da aplicacao da técnica
de processamento aqui desenvolvida.

O gréfico 3D da figura 3.66 mostra o aumento de resolugdo do mapa de
espessura obtido a partir de medi¢des efectuadas pelo Stratus OCT para um olho
direito de um voluntario saudavel com 30 anos. O aspecto a realgar é a suavidade
do mapa resultante e a boa fixag@o do individuo demonstrada pela concentricidade
dos varrimentos circulares. A média/desvio padrdo das diferencas na interseccéo
dos varrimentos é de 3,44/2,99 pm e este mapa foi classificado como "bom”.

A figura 3.67 mostra um grafico 3D semelhante ao anterior, do mapa do olho
esquerdo de um individuo com 69 anos de idade, com retinopatia diabética ndo-
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Figura 3.66: Mapa de espessura da macula do olho direito um de voluntério sauda-
vel com 30 anos. De salientar a excelente sobreposigao de todos os varrimentos,
radiais e circulares, a suavidade da superficie resultante e a concentricidade dos
varrimentos circulares. Este mapa obteve uma classificagao de bom.

proliferativa (NPDR). Os aspectos a realcar neste caso, sdo a excelente definicdo
do edema macular localizado e o facto dos varrimentos circulares se intersectarem
entre si. Ainda que tal pudesse ser considerado um erro de registo, deve notar-
se a suavidade da superficie resultante e a boa concordancia entre os valores da
espessura da retina nas intersecgdes dos varrimentos, quando comparada com a
que resultaria se se considerassem estes como perfeitamente concéntricos. Este
mapa obteve uma classificagdo de "bom” e apresenta diferengas de espessura
nas intersecgdes dos varrimentos de 4,76 um e 4,12 pm, respectivamente para
a média e para o desvio padrao.

As figuras 3.68 e 3.69 (pagina 150) sdo ambas de doentes com DMI. O
gréafico 3D mostrado na figura 3.68, correspondente ao olho direito de um doente
com 56 anos, mostra uma superficie irregular para além do facto de apresentar
um aumento drastico na diferengca de espessuras para as intersecgdes entre
varrimentos (12,59 um e 18,42 pum, respectivamente média e desvio padrao).
Este mapa obteve uma classificagéo de "suficiente”.

Um mapa com classificagdo de "mau”, do olho esquerdo de um doente
de 78 anos, é mostrado na figura 3.69 (pagina 150), com uma média e desvio
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Figura 3.67: Mapa de espessura da méacula do olho esquerdo de doente com
retinopatia diabética nao proliferativa. Deve notar-se a clara definicdo do edema na
area peri-temporal inferior. De notar ainda o cruzamento dos varrimentos circulares
e a respectiva concordancia em termos de valores de espessura. Este mapa
obteve uma classificagcao de bom.

padrdo para as diferengas nas intersecgbes dos varrimentos de 18,73 um e
24, 50 pm, respectivamente. E possivel observar duas proeminéncias resultantes
das elevadas diferengas na medida da espessura da retina em areas relativamente
pequenas.

Um passo adicional foi ainda incluido neste trabalho de modo a permi-
tir a integracdo de varrimentos circulares obtidos de forma independente, ao
contrario do que sucede no Fast RNFL Protocol, no seguimento do manual de
procedimentos operacional definido para o OCT no ambito do projecto Europeu
EVI-GENORET. Neste protocolo sdo adquiridos os 6 varrimentos radiais (Fast
Macular Protocol) e 3 varrimentos circulares, cada um dos quais obtido de forma
auténoma. Deste modo, a integracdo destas fontes de informagdo segue um
processo similar ao anteriormente descrito excepto no caso do registo global para
os varrimentos circulares, o que significa que o passo correspondente a w4 (3.84)
néo é realizado, a custa de maiores graus de liberdade para os pardmetros 3 e v4
para a estimacdo de ws,. O resultado da aplicagéo desta técnica a um voluntério
saudavel de 30 anos pode ser visto na figura 3.70, o qual obteve uma classificacao
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Figura 3.68: Mapa de espessura da macula do olho direito de doente com
degenerescéncia macular relacionada com a idade com 56 anos. Este mapa
obteve uma classificagao de suficiente.

de "bom”, com uma diferenga entre medidas de espessurade 5,16 um e 4, 23 um,
respectivamente para a média e desvio padrdo. Ainda que apresente um valor
mais elevado para a média, deve notar-se que embora este mapa resulte de
aplicagdo de um protocolo de aquisicdo distinto dos anteriores, e para os quais
todo o processo foi desenvolvido, o valor obtido estd dentro de 1 desvio padrao
para a distribuicao obtida no grupo de voluntario saudaveis.

Para a afericdo e quantificagdo do edema macular, com recurso a esta
técnica, foi criado um mapa composto por 121 areas, todas elas correspondendo
a uma area do fundo ocular igual a 1/9 do disco 6ptico (0,196 mm?), centrado
na fovea e cuja area central (com 500 um de diametro) foi sub-dividida em
4 quadrantes devido a importancia da mesma e pelo facto daqui haver uma
maior densidade de medidas, obtendo-se assim um mapa de 124 areas que em
virtude do processo de registo podem ser comparadas entre olhos distintos e
independentemente de serem esquerdos ou direitos.

Foi utilizada uma populag¢do saudavel num total de 52 voluntérios, dos quais
39 resultam de uma cooperagado com o Academic Medical Center, Department of
Ophthalmology, Amsterdam, o que permitiu estabelecer para cada uma das 124
areas a média e o desvio padrao correspondente, pelo que cada exame realizado
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Figura 3.69: Mapa de espessura da méacula do olho esquerdo de doente com
degenerescéncia macular relacionada com a idade com 78 anos. As setas indicam
duas proeminéncias resultado das diferengas entre as medidas de espessura em
areas relativamente pequenas. Este mapa obteve uma classificagdo de mau.

pode ser comparado com esta base de dados normativa e assim determinar
estatisticamente o desvio relativamente a populacdo de referéncia e construir o
respectivo mapa probabilistico.

A figura 3.71 mostra um mapa com os valores médios e desvios padrdo para
cada uma das 124 areas a partir da populagao usada para a base de dados nor-
mativos, enquanto as figuras 3.72 e 3.73 (pagina 154) mostram, respectivamente,
um exemplo de um mapa de 124 areas de um voluntario saudavel de 26 anos e de
um doente com retinopatia diabética de 69 anos (valores de espessura e desvios
da base normativa).
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Figura 3.70: Mapa de espessura da mécula do olho direito um voluntario saudavel
com 30 anos seguindo o protocolo definido no projecto europeu EVI-GENORET
do qual fazem parte os 6 varrimentos radiais mas apenas 3 circulares, sendo que
estes sdo obtidos de modo independente.
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Figura 3.71: Mapa de valores médios de uma populagdo padrao (topo —em um) e
respectivos desvios padrao (em baixo —em um).
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Figura 3.72: Mapas OCT de 124 areas de um voluntario saudavel. Valores de
espessura em um (topo) e diferenga para a média (em baixo) em desvios padréo
e em probabilidade do valor ser considerado normal.
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Figura 3.73: Mapas OCT de 124 areas de doente com retinopatia diabética e
edema macular localizado. Valores de espessura em pm (topo) e diferenca para a
média (em baixo) em desvios padrao e em probabilidade do valor ser considerado
normal.
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Capitulo 4. Comb. Dif. Metod. — Mapeamento Multimodal

4.1 O co-registo multimodal

Existe uma variedade de técnicas e ferramentas de diagnostico para o exame
da macula humana, algumas das quais foram referidas ou alvo de desenvolvi-
mento neste trabalho.

Cada uma destas, e de outras, técnicas oferece uma visdo e informacao
fragmentada, no sentido de que apenas é capaz de traduzir parte de um todo. A
necessidade de co-registo multimodal resulta por isso do facto de alteragdes numa
mesma retina serem traduzidas de modo distinto por cada uma das técnicas, seja o
mapeamento do edema macular ou 0 mapeamento da permeabilidade da barreira
hemato-retiniana, entre outras, o que significa que apenas integrando os varios
fragmentos de informacao é possivel obter uma perspectiva mais abrangente dos
efeitos dessas alteragdes.

Ainda que o objectivo principal seja o entendimento das causas e nédo a
simples evidéncia dos seus efeitos, essas s6 poderao ser conhecidas se estiver-
mos na posse do mais vasto conjunto de informagédo e ndo apenas de visdes
parciais de uma realidade claramente complexa.

O co-registo multimodal surge assim como a ferramenta bésica que permite
colocar em perspectiva informagdes distintas, pelo que, se se pretender obter
uma visdo integrada das alteragdes associadas a uma determinada patologia,
sera seguramente fundamental obter informagdes complementares e proceder a
respectiva integragdo num referencial Unico.

O papel do co-registo multimodal é assim o de colocar num mesmo referen-
cial cada uma das varias modalidades, permitindo por isso o estabelecimento de
correlagbes globais e regionais anteriormente nao disponiveis senao por inspec-
¢ao visual.

Se a necessidade de obtencdo de um co-registo multimodal parece assim
6bvia, tal como em [LBACV99, BLCV02], a sua utilidade, que resulta da informagao
obtida ser superior a soma das partes, foi ja demonstrada em [LBCV00, LBACVO01,
LBF*04].

O co-registo até aqui obtido ao longo deste trabalho tem sido realizado
entre imagens de uma mesma modalidade através da identificacdo de marcas
anatémicas comuns, tais como a intersecgao e/ou bifurcagdes de vasos da rede
vascular, i.e. o co-registo tem sido baseado em pontos fiduciais intrinsecos a
proépria retina.
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Este processo pode na realidade ocorrer entre modalidades distintas com
base nos mesmos principios. Do que foi exposto na seccdo 3.1.3, e no que diz
respeito a rede vascular, podera ser aplicado o0 mesmo processo para a deteccao
dos pontos caracteristicos de uma imagem angiografica apés administracdo da
substancia de contraste, aplicando exactamente os mesmos processos (da secgao
mencionada) ao negativo da imagem obtida.

Uma vez determinada a matriz de transformagéo, esta poderé ser aplicada a
imagem angiografica original, pelo que estamos perante um co-registo multimodal
em que as modalidades envolvidas traduzem realidades bastante distintas de uma
mesma retina.

Outros processos de co-registo multimodal necessitam no entanto ser consi-
derados. Podemos por exemplo considerar a necessidade de co-registar o mapa
do edema macular (a partir de medidas do OCT) de uma particular retina com
o respectivo mapa da fung¢do da barreira hemato-retiniana. Nao ha entre estas
modalidades quaisquer pontos de contacto. O mapa do edema macular traduz
a alteracdo da espessura da retina para um padrdao normal, por um lado, e por
outro, 0 mapa da fung¢ao da barreira hemato-retiniana indica-nos a distribuicdo da
permeabilidade da mesma a fluoresceina, ndo havendo quaisquer informagdes
morfolégicas em qualquer um destes mapas, embora por razdes distintas.

Aqui temos naturalmente de recorrer a uma modalidade que possa fazer de
ponto de contacto entre as anteriores.

Consideremos uma retinografia. Esta modalidade permite-nos estimar as
localizagbes da févea e do centro do disco 6ptico, as quais serviram de base ao
estabelecimento do RT-Atlas para o qual sdo registados os varrimentos do OCT
e em cujas coordenadas sdo definidos os mapas de edema macular. E deste
modo possivel estimar uma transformagédo que coloque a imagem retinogréafica
em coordenada maculares.

Por outro lado, é possivel efectuar o registo entre uma angiografia e a
retinografia, pelo que resulta possivel o registo entre o mapa da funcdo da
barreira hemato-retiniana e a retinografia. Daqui se conclui da possibilidade de
efectivamente registar duas modalidades sem referéncias comuns entre si.

Fazendo uso de uma linguagem formal, pode estimar-se uma transformacgéo
T(@) que coloca uma retinografia de uma particular retina em coordenadas macu-
lares (CM), pelo que, sendo R a retinografia, se obtém,
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R — 4 <T(“), R) , (4.1)

onde R contém a fovea em (0,0) e o disco 6ptico sobre o semi-eixo positivo
de x, ou seja, no mesmo sistema de coordenadas em que se encontra o mapa do
edema macular como obtido na secgédo 3.3.

Existe também uma relagdo entre a imagem de referéncia do fundo ocular
(B;cf) e 0 mapa da fungéo da barreira hemato-retiniana (Byy,-) dada por

Bbhr = Qb (I, Bref) ) (42)

com I a matriz identidade.
Uma transformagéao T®) pode também ser obtida de modo a co-registar a
referéncia do fundo ocular (B,..f) com a retinografia R, pelo que

BT, =6 (T, Bs) . (43)

Daqui resulta a possibilidade de obter

CM a
B = (TOT®, B,;) , (4.4)
ou ainda
B(™ — ¢ (T(b) T, Bbhr> , (4.5)

cM ~ . ..
com Béhr) 0 mapa da fungéo da barreira hemato-retiniana em coordenada macu-

lares, pelo que as matrizes de transformacao podem ser concatenadas fazendo

T() = T® Tl@) (4.6)

uma vez que I é a matriz identidade.

T() é assim a matriz de transformagéo correspondente ao co-registo pre-
tendido entre 0 mapa da funcao da barreira hemato-retiniana e 0 mapa do edema
macular.

LA funcao ¢ () implementa o processo de mapeamento directo seguido de um processo
de interpolacdo bi-clbica dos dados. No caso de imagens multi-espectrais, o0 processo é
repetido para cada um dos canais.
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Do exposto resulta a possibilidade de co-registo multimodal entre duas moda-
lidades complementares e sem referéncias anatémicas comuns. Deve salientar-se
no entanto que a cada um dos passos anteriores esta associado um erro de co-
registo, pelo que o erro final sera sempre superior a qualquer um dos anteriores, 0
que advém do produto das matrizes de transformagéo individuais (4.6).

Por outro lado, deve também notar-se a diferenga entre as resolugdes in-
trinsecas entre cada uma das modalidades, pelo que os erros de registo sédo
aceitaveis em fungéo da informacéo adicional que o mesmo fornece.

No actual estado de desenvolvimento, os mapas obtidos para o edema
macular sdo definidos por areas correspondentes a 1/9 da area de um disco 6ptico.
Para a fovea a resolugao é maior, 1/36 da area de um disco 6ptico, o que se traduz

numa &rea de 49078 pm?

. Ainda assim, tal corresponde a uma relagao entre
resolugdes das modalidades consideradas de 2:1, uma vez que a resolugédo do

mapa da funcéo da barreira hemato-retiniana é estimado em cerca de 100 um.
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4.2 A necessidade de modelos deformaveis

Tal como exemplificado na secg¢éo anterior, ha a necessidade de desenvolver
processos de co-registo capazes de lidarem com os mapas da fung¢éo da barreira
hemato-retiniana desenvolvidos na secc¢do 3.2.1. Como também demonstrado,
uma das necessidades prende-se com 0 co-registo destes mapas com uma
referéncia global do fundo ocular, sendo a retinografia a modalidade de elei¢do por
permitir a obtengao da informagdo morfolégica necessaria ao mesmo tempo que
€ a técnica menos invasiva, mais difundida e a de maior facilidade de obtencgéo.

Deve de novo chamar-se a atencdo para o interesse de todas as técnicas
aqui focadas serem realizadas na area macular, motivo pelo qual os processos
seguidos tém como base esta premissa.

Assim sendo, pretende obter-se o processo que realiza o co-registo de um
mapa da funcdo da barreira hemato-retiniana (Byy,-) com uma retinografia (R.).

Foi ja definida a relacédo entre By, e a respectiva referéncia do fundo ocular
(Bref) na equagéo 4.2, pelo que se fara referéncia a By, ou a B,..y em fungéo
do contexto, sem perda de generalidade para o processo de co-registo em causa.

Pretende deste modo determinar-se uma transformagcado T que efectue o
co-registo de By, € R, mais especificamente que permita colocar By, em
coordenadas de imagem de R, i.e.

B = ¢ (T, By - (4.7)

Relativamente a informacao disponivel, as retinografias de interesse para os
processos aqui considerados correspondem ao campo 2 do protocolo ETDRS
(centradas na févea), com um angulo superior ou igual a 40°, e contém essen-
cialmente informagao morfol6gica do fundo ocular.

Por outro lado, a imagem correspondente a referéncia do fundo ocular
da fungao da barreira hemato-retiniana contém uma informagdo do processo
dindmico da circulagdo sanguinea, embora seja possivel extrair algum contetido
morfolégico a partir desses dados, nomeadamente estimar a localizagdo da févea
e proceder a detecgao da rede vascular, ainda que a presenga de areas hiper- ou
hipofluorescentes adicionem um grau de dificuldade a este processo.

Os mapas funcionais que nos interessam co-registar com uma qualquer
retinografia da retina correspondente, bem como as respectivas referéncias do
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fundo ocular (B, ), foram ja mostrados em secgdes anteriores, e.g. figura 3.32.

Dessas referéncias, bem como de exemplos de retinografias ja mostradas,
e.g. figura 3.6 (pagina 35), resulta clara a diferenga ndo sé ao nivel do contetido
da informacdo, mas também a diferenca na area do fundo ocular abrangida por
cada uma das modalidades, correspondendo a area representada por B,..r a um
angulo inferior ou igual a 20°.

Resulta daqui, e das condigbes de operagdo pretendidas para ambas as
modalidades, que a Unica referéncia global comum seja a févea. Existe contudo
uma parte da rede vascular comum a ambas as modalidades, sendo no entanto
de salientar a notéria diferenga ao nivel do detalhe da rede vascular capturada por
cada uma delas.

Pelo exposto, resulta que a abordagem a realizagdo do co-registo seguira
um trajecto semelhante ao realizado na secg¢éo 3.1.3, com a obtengdo de um co-
registo rigido inicial.

Obtém-se assim uma aproximagao, inicial, dada por

B, = ¢ (T", Byy) . (4.8)

com T() g transformacé&o rigida a qual permite colocar B,..; no espago imagem
de R.

A figura 4.1 mostra a retinografia para a qual se pretende co-registar a
referéncia de um dado mapa da funcao da barreira hemato-retiniana (figura 4.2).

O processo de co-registo da rede vascular, em coordenadas polares, e
seguindo o processo detalhado na secgao 3.1.3, € mostrado na figura 4.3 (pagina
166). Deve notar-se a diferenga de detalhe na rede vascular, representada a verde
para a retinografia e a vermelho para a angiografia, e ainda o facto desta ultima
mostrar o resultado da interpolagédo bi-cibica com factor 2 da imagem original
(para efeitos de visualizac¢éo).

O resultado deste processo de co-registo (rigido) pode ser visto na figura 4.4
(pagina 167).

Resulta claro o facto de haver ainda necessidade de introdugdo de melhorias
no processo de co-registo, ndo devendo no entanto de deixar de se considerar a
diferenga de detalhe entre as imagens, nem do tipo de informagéao transportado
por cada uma delas.
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Figura 4.1: Retinografia com a rede vascular mostrada a verde e os pontos
candidatos a cruzamentos e bifurcagées a azul.

Deve ainda chamar-se a atencdo para a presenca de areas hiperfluores-
centes junto a févea, as quais tém influéncia na determinagéo da localizagéo da
févea na aproximacao inicial.

Da analise do resultado pode observar-se a nao uniformidade no erro obtido,
0 que deixa antever a necessidade de se considerar um modelo que ndo o agora
utilizado. Isto esta alids em consonéncia com as consideragdes efectuadas na
seccdo 3.1.1 onde foi justificada a necessidade de obtencdo de um co-registo
néo rigido em funcdo da curvatura de Gauss para a superficie da retina vs. a
representagao num plano.

Tal como ja efectuado no processo descrito em 3.1.3, também aqui vai ser
determinada uma matriz de transformagao projectiva de modo a obter-se o co-
registo multimodal projectivo, o qual é esperado fornecer uma solugdo com uma
exactidao superior & obtida com o modelo rigido.

Deste modo vai determinar-se a matriz de transformacado em funcao dos
ponto caracteristicos disponiveis em ambas as imagens. Deve salientar-se a
diferenca no ndmero e distribuicdo destes pontos (figuras 4.1 e 4.2).

Obtém-se assim uma matriz de transformagéo projectiva T'(¥) (4.9) pelas
equacées 3.20 a 3.23, a qual permite obter Bff;)f por (4.9).
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Figura 4.2: A angiografia fluoresceinica mostrada constitui a referéncia do fundo
ocular de um particular mapa da fungao da barreira hemato-retiniana obtida com o
HRA. E mostrada a rede vascular a verde e os pontos candidatos a cruzamentos
e bifurcagbes a azul.

BY), = ¢ (T"), Byy) . (4.9)
A figura 4.5 (pagina 167) mostra um exemplo do resultado da aplicagédo deste

processo.

Da analise deste resultado é possivel verificar a melhoria do co-registo obtido.
O facto do mesmo se apresentar com uma exactidao inferior aos obtidos entre
imagens retinograficas, deve-se em parte ao facto de estarmos aqui na presenga
de menos pontos de controlo para a determinagdo da matriz de transformacao,
por um lado, e por outro devido a natureza da prépria imagem de referéncia obtida
com o HRA.

Existe contudo um outro factor a ter em conta.

Ao contrario das retinografias, ou de quaisquer outras modalidades que
fagam uso de um sistema de aquisigdo CCD, sejam mono- ou multiespectrais, a
modalidade aqui considerada é adquirida com recurso a um sistema de varrimento
laser, o qual ja foi amplamente detalhado na secgao 3.2.1.

Tal como ai especificado, a imagem obtida ndo corresponde a uma vulgar
imagem fotografica, mas é antes construida pixel-a-pixel. Dado o tempo de
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aquisi¢cdo anunciado e a inevitabilidade da ocorréncia dos movimentos sacédicos,
estamos claramente na presenca de uma imagem que, para além da distorgao
devida a curvatura do fundo ocular, tem ainda deformacgdes locais devido as
sacadas, as quais ndao podem ser corrigidas por quaisquer dos processos até
agora utilizados uma vez que estas implicam o co-registo local (deformavel) ao
contrario do processo anterior que apenas corrige deformagdes globais.

Este aspecto necessita agora de ser considerado para a prossecug¢ao do co-
registo pretendido.

Considerando um bloco de imagem Wg?ef (x0,y0) de tamanho (N + 1) x

(N + 1) da imagem Bffé)f (4.9) centrado em (xg,y0), vai considerar-se um
bloco Wg(xo, ) de tamanho (M + 1) x (M + 1), com M > N, também
centrado em (g, 30) e determinar-se a melhor correlagio entre ambos segundo
uma determinada métrica.

Resulta daqui a determinagéo de um deslocamento (Ax, Ay) a qual indica
que o bloco Wg}ef (x0,y0) representa de facto a posicédo R(zg + Az, yo + Ay)
e ndo R(z, 10), pelo que devera sofrer a translagéo correspondente.

Considerando o tipo de imagens em anélise, a métrica que melhor resultados
permitiu obter foi a partitioned intensity uniformity (PIU), proposta em [HB01].

Esta métrica considera uma imagem A com N niveis de intensidade. Consi-
derando apenas os pixeis com valores num dado nivel, determina o quociente
entre o desvio padrdo e a média dos pixeis correspondentes da imagem B em
fungdo da transformagao que promove o respectivo co-registo. Daqui resulta que
a maiores semelhangas resultam menores valores de PIU, o qual é definido por

naJBa
PIUg = 4.10
=3 N (4.10)
com
ng = >,1
QF
_ 1 T
ppla) = n—ag;B (z4) , (4.11)
op(a) = ¥ (BT(za) - ps(a)’
QT

onde QbT significa a projecgdo do dominio de b (imagem B) em 2, (dominio da
imagem A) e BT a transformagao de B por 7.
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Da determinagdo das translagdes (Ax, Ay) para o bloco wj;”

re

(@0, o),
resulta uma matriz de deslocamentos em x € em y. Contudo o peso computacional
do processo leva a que a avaliagcio se faca apenas em pixeis numa grelha com
espacamento A,

Os deslocamentos (Ax, Ay) para os restantes pixeis séo obtidos por inter-
polagédo (TPS) como no exemplo na mostrado linha superior da figura 4.6 (pagina
168). O resultado combinado da transformacgéo projectiva e da deformacgéao local
€ mostrada na mesma figura (linha inferior).

Aplicado ao caso em andlise, o resultado deste processo pode ser visuali-
zado na deformagéo de uma grelha regular, em B,..r, que em R toma o aspecto
mostrado na figura 4.7 (pagina 169).

A comparagao entre os trés tipos de co-registo aqui abordados é agora
possivel observando a imagem 4.8 (pagina 170).
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Figura 4.3: A figura superior mostra duas redes vasculares antes da correcgéo
da localizagao da origem do eixos e a figura inferior mostra a resultado dessa
mesma correcgdo. Sao ainda mostrado os limites para as distancias as respectivas
origens, sendo o limite inferior obrigatério em funcdo da distorcdo elevada para
pequenas distancias a origem dos eixos. O eixo horizontal representa o angulo
de 0 a 47 (0° a 720°) de modo a permitir a utilizagdo de janelas para correlagéo-
cruzada em torno da origem (0 e 27).
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Figura 4.4: A figura mostra o resultado do co-registo rigido entre uma angiografia
fluoresceinica obtida com o HRA e uma retinografia. Apenas a parte comum é
mostrada para efeitos de visualizagéo.

Figura 4.5: A figura mostra o resultado do co-registo projectivo entre uma
angiografia fluoresceinica obtida com o HRA e uma retinografia. Apenas a parte
comum é mostrada para efeitos de visualizagao.
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Y

Figura 4.6: A imagens mostram o processo de interpolagdo dos deslocamentos
locais (linha superior, esquerda e direita). Na imagem inferior € mostrado o
resultado acumulado da transformagao projectiva e dos deslocamentos locais.
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Figura 4.7: Na imagem superior € mostrado o efeito do co-registo deformavel
aplicado a uma grelha regular. Na imagem inferior € mostrado o resultado do
co-registo aplicado a angiografia fluoresceinica obtida com o HRA na retinografia
de referéncia. Apenas a parte comum é mostrada para efeitos de visualizagao.
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Figura 4.8: Nesta figura sao mostrados os resultados do co-registo multimodal do
tipo rigido e projectivo, na linha superior a esquerda e a direita, respectivamente,
e o resultado considerando deformagdes locais, em destaque na linha inferior.
Deve notar-se o efeito da extrapolacédo pela existéncia de um maior erro de registo
junto aos limites da imagem, o qual é devido ao tamanho dos blocos utilizados na
determinagéo dos deslocamentos locais.
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Do anteriormente exposto, verifica-se a possibilidade de obtengdo de um
co-registo entre uma modalidade de imagem funcional e uma modalidade de
imagem essencialmente morfolégica. Verificou-se a obtengdo de um melhor
registo considerando transformagées do tipo projectivo relativamente ao co-registo
rigido, bem como do co-registo deformavel relativamente ao co-registo projectivo.

Para a demonstracao destes resultados, foram considerados retinografias e
mapas da funcdo da barreira hemato-retiniana de 13 olhos e foram analisados
os resultados dos registos rigido, projectivo e deformavel segundo 3 métricas, o
coeficiente de correlagdo de Pearson, a média do quadrado das diferengas e a
métrica PIU (4.11), os quais se encontram na tabela 4.1.

Tabela 4.1: Comparagao de resultados entre os processos de co-registo rigido
(Rig.), projectivo (Proj.) e deformavel (Def.) segundo as métricas de similaridade
CCP (coeficiente de correlagdo de Pearson), MQD (média do quadrado das
diferencas) e PIU (partitioned intensity uniformity).

CCP MQD PIU
Rig. Proj. Def. Rig. Proj. Def. Rig. Proj. Def.

Média 0311 | 0409 | 0487 553%x10° | 540x10° | 507x10° 0,131 | 0,127 | 0,113
DP 0,118 | 0,103 | 0,084 220%x10% | 219%x10% | 2,30x10° 0,010 | 0,010 | 0,010

Uma sequéncia do processo de co-registo deformavel pode ser acompan-
hada no exemplo seguinte, do qual se mostra a retinografia j& com o centro dos
vasos assinalados a verde e os pontos de cruzamento/bifurcagdes a azul (figura
4.9).

A figura 4.10 mostra o resultado do co-registo rigido (4.8) em formato de
tabuleiro de xadrez, onde é notéria a diferenca de detalhes da retinografia para
a angiografia fluoresceinica, referéncia do fundo ocular do mapa da funcdo da
barreira hemato-retiniana.

A aplicagao da transformagéao correspondente ao co-registo deformavel pode
ser vista na figura 4.11, a qual resulta da determinagao das translagdes determina-
das para cada bloco de imagem apds (4.9). Na figura da esquerda é mostrado o
deslocamento necessario aplicar (setas a amarelo) a um conjunto de pontos sendo
perceptivel a rotacdo global do conjunto. Na figura da direita é possivel observar
o efeito da transformagdo aplicada a uma grelha regular, onde as deformagoes
locais sao visiveis pela deformacgéo das rectas que definem a grelha na imagem
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Figura 4.9: Retinografia com o centro dos vasos assinalados a verde e os pontos
candidatos a cruzamentos/bifurcagdes assinalados a azul.

original.

A aplicagéo da transformacao determinada para a referéncia do fundo ocular
ao mapa da funcao da barreira hemato-retiniana, é mostrado na figura 4.12 na
forma de tabuleiro de xadrez.

O resultado da transformacao anterior pode agora ser observado na figura
4.13, aplicado a referéncia do fundo ocular, a esquerda, e ao mapa da funcéo da
barreira hemato-retiniana a direita (por aplicagdo de (4.2)).

O resultado final pode ser observado na figura 4.14.

Destes processos, é possivel obter o resultado mostrado na figura 4.15, onde
é possivel observar (em perspectiva) o co-registo entre um mapa da espessura
macular (obtido pelos processos desenvolvidos na secg¢do 3.3) e 0 mapa da
fungcdo da barreira hemato-retiniana (obtido pelos processos desenvolvidos na
secgao 3.2.1). A retinografia serviu para o estabelecimento da relagao entre as
modalidades anteriores, as quais nao partilham referéncias comuns que permitam
0 seu co-registo directo.

O mesmo resultado pode ser observado em projeccdo 2D, como na fi-
gura 4.16 (pagina 176).
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Figura 4.10: Resultado do co-registo rigido entre uma retinografia e a angiografia
fluoresceinica referéncia do fundo ocular do mapa da funcdo da barreira hemato-
retiniana. E visivel a diferenga de detalhes entre ambas as modalidades e a
necessidade de melhorar o processo.

Figura 4.11: Na figura da esquerda é possivel observar o deslocamento necessério
em varios pontos para a obtengdo do co-registo deformavel para o caso em
andlise (setas a amarelo). Na imagem da direita, pode observar-se o resultado
da aplicacao da transformagao deformavel a uma grelha regular.
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Figura 4.12: Resultado do co-registo deformavel (em formato de tabuleiro de
xadrez para visualizagdo da exactidao do processo).

Figura 4.13: Na figura é mostrado o resultado do co-registo deformavel para a
referéncia do fundo ocular e para o0 mapa da fungao da barreira hemato-retiniana,
respectivamente a esquerda e a direita.
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Figura 4.14: Resultado final do processo que permite a obtencdo do co-registo
entre uma retinografia e o0 mapa da fungao da barreira hemato-retiniana.
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Figura 4.15: Resultado de um co-registo multimodal entre um mapa de espessura
macular, um mapa da fungdo da barreira hemato-retiniana e uma retinografia de
um mesmo olho.
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Figura 4.16: Resultado de um co-registo multimodal entre um mapa de espessura
macular, um mapa da fungdo da barreira hemato-retiniana e uma retinografia de
um mesmo olho, sendo possivel correlacionar os valores de espessura com o
derrame de fluoresceina para o vitreo e localizar ambas as alteragdes no fundo
ocular. Apenas uma parte da retinografia € mostrada para melhor visualizagao.
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4.4 Perspectivas para o futuro

Os processos abordados neste capitulo estabelecem apenas o ponto de
partida para uma darea que ird seguramente ter um papel preponderante em
desenvolvimentos num futuro préximo.

Foram aqui estabelecidos os principios fundamentais e demonstrada a ne-
cessidade da aplicacao de co-registos reformaveis para uma das técnicas desen-
volvidas ao longo da realizagdo deste trabalho. E alids de registar o facto de
um sistema recentemente tornado disponivel para testes num namero reduzido de
locais, ao abrigo do Early Access Program, o sistema Cirrus OCT, englobar ja uma
abordagem de co-registo multimodal, ainda que incipiente. No entanto, embora os
testes por nés realizados indiquem o deficiente funcionamento mesmo nos casos
mais simples, o sistema continua a n&o considerar o co-registo deformavel e nem
sequer o co-registo projectivo.

Ainda assim, o facto de um sistema com as caracteristicas inovadoras
do sistema mencionado considerar tal necessidade, representa ja um passo
importante no reconhecimento da vantagem de poderem correlacionar-se diversas
fontes de informacgao.

O caminho a seguir parece assim ser aquele trilhado ao longo deste trabalho
com a integracdo de um cada vez maior nimero de fontes de informacao, consi-
derando no entanto a necessidade de obtencdo de um co-registo o mais exacto
possivel em fung¢do das modalidades consideradas.

Devemos no entanto salientar as dificuldades inerentes a todos estes proces-
sos, desde as diferencas de resolugao intrinsecas de cada uma das modalidades,
ao facto de cada uma delas traduzir um aspecto distinto, ainda que de uma
mesma entidade. Mesmo nos casos aparentemente mais simples, tal como o
co-registo de uma retinografia e de uma angiografia fluoresceinica, devem ter-se
em consideracao as diferencas entre as marcas anatémicas utilizadas, as quais
traduzem realidades distintas.

Todos estes aspectos necessitam de ser conhecidos e sé em posse destes
conhecimentos podemos tomar as decisdes mais acertadas para cada um dos
casos, 0 que mais uma vez reforga a ideia de que a transposigdo, para esta
area, de processos com bons resultados noutras dreas, ndo garante por si s6
os resultados pretendidos.
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Ao longo desta dissertagdo foram abordados diversos desenvolvimentos
efectuados em areas que se podem categorizar em quatro tépicos:

1. O desenvolvimento de ferramentas para a obtengéo de novos dados a partir
de métodos existentes;

2. O desenvolvimento de novas metodologias de imagem funcional;
3. O desenvolvimento do processo de quantificacao de fluorescéncia;

4. O desenvolvimento de processos de co-registo multimodal.

Um aspecto fundamental regulou o decurso de todos os trabalhos, a neces-
sidade de criagdo de métodos com aplicacdo em ambiente de investigagao clinica,
e eventualmente em ambiente de pratica clinica diaria.

No primeiro dos quatro pontos enquadram-se os processos abordados nas
secgbes 3.1.1 e 3.1.2, respectivamente a obtencdo de novos indicadores de
progressao da retinopatia diabética por contagem de microaneurismas e detecgéo
de alteragc6es maculares em sequéncias temporais de retinografias.

Relativamente ao primeiro aspecto, deve realgar-se que o processo aqui des-
crito ndo considera a detecgao automatica de microaneurismas, processos estes
que tém merecido a atengao de diversos grupos e resultado em publicagdes tais
como [FUCT98, MCN99, KBMCO01, LCKO1, HA02, GCO™ 03, LGG"03, LGL103,
NGS™04, FPGT06].

O trabalho de [NGS™04] visa a deteccdo de microaneurismas em retinogra-
fias mas ndo efectua a sua analise ao longo do tempo, pelo que nado sdo extraidos
0s parametros necessarios a avaliagdo da progressao das alteragdes da rede
vascular indicadas pela formacao de novos microaneurismas.

Por outro lado, em [HI96] foram utilizadas angiografias fluoresceinicas de
60°, as quais foram projectadas sobre uma mesa digitalizadora sobre a qual
foram assinalados os microaneurismas de forma manual. O “co-registo” foi deste
modo “obtido” pela projecgédo da imagem e utilizando dois pontos de controlo ndo
especificados. Este estudo incidiu sobre 24 doentes diabéticos do tipo 1.

Em [GCO™03] foram utilizados dois grupos de doentes. Do primeiro grupo
fizeram parte 10 doentes diabéticos do tipo 1 e foram utilizadas duas angiografias
fluoresceinicas espagadas de 1 ano, as quais, apos digitalizacao, foram submeti-
das a marcagao manual e automatica para comparacao entre estes dois métodos.
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Do segundo grupo fizeram parte 11 doentes diabéticos do tipo 1 e 14 do tipo 2,
dos quais foram obtidas 3 imagens digitais com intervalos de 1 ano entre si. Neste
segundo grupo, apenas o processo de deteccdo automatico de microaneurismas
foi utilizado para a determinacdo dos parametros taxa de formacdo e taxa de
desaparecimento de microaneurismas.

Relativamente a este trabalho, o aqui desenvolvido, além do facto de néo
considerar a detecgdo automatica dos microaneurismas, utiliza imagens distintas,
embora a diferenga principal, do ponto de vista do processo, seja 0 método de
co-registo utilizado. Aqui optou-se por um co-registo projectivo ao invés de um
co-registo que considera apenas a translagao, rotacao e factor de escala, valores
estimados a partir da correlagdo-cruzada entre imagens (segundo [COMT97], a
referéncia 9 de [GCO103)).

Ainda relativamente ao primeiro ponto, existem varias abordagens para a de-
terminagao automatica de alteragdes do fundo ocular, tais como as abordadas em
[LGGT03, LGLT03, NGS'04]. Estas sdo contudo abordagens distintas daquela
aqui seguida, a qual visa a determinagao das alteragbes ocorridas ao longo de um
intervalo de tempo relativamente a um estado inicial do mesmo fundo ocular e ndo
a sua classificagao ou alteragdes relativamente a um qualquer padrao.

Mais recentemente, ja no decurso de 2007, foi publicado um trabalho o qual
é em tudo semelhante ao aqui desenvolvido [NICRT07]. Os dados apresentados
referem-se contudo a comparacao de duas imagens, embora 0 processo possa
naturalmente ser expandido para uma maior sequéncia de imagens. Estes desen-
volvimentos demonstram claramente a necessidade destes processos e que esta
€ uma area cuja actividade cientifica envolve diversos grupos.

No que diz respeito ao ponto dois, tratado na secgéo 3.2.1, ndo s&o conheci-
dos processos alternativos ao aqui desenvolvido para a determinacgao do derrame
de fluoresceina da circulagdo sanguinea para o humor vitreo para além dos
mencionados na respectiva secgao, os quais incluem as abordagens efectuadas
com recurso ao Coherent Fluorotron Master ou ao sistema anteriormente desen-
volvido por este mesmo grupo de investigagdo, o qual se encontra descrito em
[LBSCV99] e cujos resultados se encontram profusamente divulgados tal como
em [BIST99, BLDCV02, LBSCV99, LBCV00, LBACV01, LBF 04, CVB05, CV06],
para citar apenas os mais relevantes.

O terceiro ponto (seccédo 3.2.2) merece consideragao especial por ndo serem
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conhecidas quaisquer alternativas a solugdo proposta, embora este seja um
problema conhecido e considerado de grande interesse a sua resolugdo. Como
exemplo pode considerar-se o trabalho [CWM™07]. No entanto a tentativa de
solugdo utilizada nao faz mais do que considerar um conjunto de factores de
normalizagdo e a conversdo para uma escala de pseudo-cor, a qual ndo traduz
qualquer processo de calibracao.

No que diz respeito ao quarto ponto (tratado no capitulo 4), esta é uma area
de grande actividade em diversas area da medicina, embora seja recente a sua
aplicagdo na area aqui considerada, a oftalmologia, o que é notério pela falta de
referéncias disponiveis.

Os passos aqui dados mostram a vantagem de uma correlagdo entre moda-
lidades complementares de diagnéstico e alguns dos problemas que devem ser
considerados na sua resolucdo. Este é contudo apenas o inicio de um longo
caminho ainda a percorrer.

Tendo a consciéncia de que muito mais haveria para dizer acerca de qualquer
um dos tépicos abordados, optou-se pela descricdo do que realmente foi aqui
desenvolvido, limitando por isso, genericamente, as referéncias aos trabalhos que
contribuiram para o aqui apresentado. Nao foi por esse motivo feita uma descri¢céo
exaustiva da diversa bibliografia existente, e.g. andlise e co-registo de imagem.

Todos os processos demonstrados ao longo do trabalho foram alvo de comu-
nicagdes cientificas em congressos da especialidade, bem como da publicagdo
em livros de congresso ou alvo de publicagdes em jornais da especialidade.

Outros encontram-se ainda em fase de publicacdo. Um caso deve merecer
consideracao relativamente a divulgacdo (reduzida) ja efectuada, o desenvolvi-
mento do processo da quantificagcao de fluorescéncia. Neste caso particular, o qual
envolve a patente do processo, foi necessério divulgar até agora o estritamente
necessario em comunicagao cientificas orientadas para a aplicagdo. A data da
elaboracéo deste texto, foi submetida a aplicacéo para a patente nos EUA!, pelo
que é de esperar que sejam a partir de agora obtidas publicagdes relacionadas
com este assunto.

A lista que se segue ilustra as principais divulgacdes/publicagdes relacio-

INo intervalo de tempo que ocorreu entre a submissdo desta dissertacdo e a sua
formatacdo final, foi publicada a patente internacional pela World Intellectual Property
Organization (International Bureau), em 5 de Junho de 2008, com a referéncia International
Publication Number WO 2008/067525 A2.
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nadas com cada um dos tépicos abordados e desenvolvidos no trabalho aqui
apresentado.

Merece no entanto uma chamada de atengao especial o facto de todos os
processos aqui desenvolvidos e encontrarem em utilizag@o no dia-a-dia do Centro
de Novas Tecnologias para a Medicina (CNTM) da AIBILI, quer em estudos de
cooperagédo com o Centro de Ensaios Clinicos (CEC) também da AIBILI, quer em
estudos de projectos cientificos nacionais e internacionais (com financiamentos da
FCT — Fundacéo para a Ciéncia e a Tecnologia e da Unido Europeia, respectiva-
mente), quer ainda em ensaios clinicos em curso.

Para além destes aspectos, foram ainda estabelecidas cooperagoes inter-
nacionais para a utilizagao de algumas das ferramentas desenvolvidas. Outros
processos encontram-se em fase de avaliagdo comercial, quer em cooperagéo
com empresas nacionais quer no eventual estabelecimento de sociedades para
esse efeito.

Lista de publicagbes no ambito do trabalho desenvolvido:

1. Bernardes R., Lobo C., Cunha-Vaz J.: Multimodal Macula Mapping. A New
Approach to Study Diseases of the Macula. Surv. Ophthalmol. 2002, 47:580-589.

2. Bernardes R., Lobo C., Dias J., Cunha-Vaz J.: New instrumentation for blood-retinal
barrier permeability analysis. The 2"¢ European Medical & Biological Engineering
Conference (EMBEC’02), Viena, Austria, 4-8 de Dezembro de 2002, Proc Volume
2,994-995, IFMBE, ISBN: 3-901351-62-0, ISSN: 1680-0737.

3. Cunha-Vaz J., Bernardes R.: Multimodal Macula Mapping. Characterization of
phenotypes of diabetic retinopathy. Proceedings of 5! International Symposium
on Ocular Pharmacology and Therapeutics. Monaco, 2004, 15-19, ISBN 88-7587-
100-0.

4. Bernardes R., Dias J., Cunha-Vaz J.: Mapping the human blood-retinal barrier
function. IEEE Trans Biomed Eng 2005, 52 (1): 106-116.

5. Bernardes R., Baptista P., Dias J., Cunha-Vaz J.: Multimodal Functional and
Morphological Nonrigid Image Registration. IEEE International Conference on
Image Processing (ICIP-05), Génova, ltalia, 11-14 de Setembro de 2005, 1133-
1136, ISBN 0-7803-9135-7.
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10.

11.

1.

Baptista P., Bernardes R., Ferreira J., Dias J., Cunha-Vaz J.: Multimodal macula
mapping: study for rigid, perspective and deformable image registration. The
3"? European Medical and Biological Engineering Conference (EMBEC'05), Praga,
Republica Checa, 20-25 de Novembro de 2005, ISSN: 1727-1983.

Bernardes R., Ferreira J., Baptista P., Sebastido A., Dias J., Cunha-Vaz J.: Dis-
tortion free registration between multifocal ERG and retinal leakage analyzer. The
374 European Medical and Biological Engineering Conference (EMBEC'05), Praga,
Republica Checa, 20-25 de Novembro de 2005, ISSN: 1727-1983.

. Ferreira J., Bernardes R., Baptista P., Cunha-Vaz J.: Earmarking retinal changes

in a sequence of digital color fundus photographs. The 3"¢ European Medical and
Biological Engineering Conference (EMBEC’05), Praga, Republica Checa, 20-25
de Novembro de 2005, ISSN: 1727-1983.

. Bernardes R.: Retinal Leakage Analysis. European Vitreoretinal Update 2006. 6

EURETINA Congress, Lisboa, Portugal, 18-21 de Maio de 2006, 5:14-5:15.

Bernardes R., Santos T., Cunha-Vaz J.: Increased Resolution Macular Thickness
Mapping by OCT. Proceedings of the 28" IEEE EMBS Annual International Confe-
rence, Nova lorque, EUA, 30 de Agosto-3 de Setembro de 2006, 4710-4713, ISBN
14244-0033-3.

Bernardes R., Santos T., Cunha-Vaz J.: Increased-Resolution OCT Thickness Map-
ping of the Human Macula: A Statistically Based Registration. Invest. Ophthalmol.
Vis. Sci., 2008, 49:2046-2052.

Patente:?

Schwartz A., Bernardes R., Franke S., and Morgado A.: Method and apparatus for
measuring quantity of a fluorochrome in a biological environment. World Intellectual
Property Organization (International Bureau). WO 2008/067525 A2, 5 de Junho de
2008.

2Na versao submetida desta dissertacdo constava a submissao desta mesma patente
com a seguinte referéncia: Schwartz A., Bernardes R., Franke S., and Morgado A.: Method
and apparatus for measuring quantity of a fluorochrome in a biological environment. United
States Patent Appl. Serial No. 11/946,933, 30 de Novembro de 2007. Ver apéndices C

eD.
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Lista de divulgagdes cientifica em congressos acerca dos métodos desenvol-

vidos:

1.

10.

11.

Bernardes R., Lobo C., Cunha-Vaz J.: Development of new methodologies for
multimodal macula mapping. ISOPP - 4" International symposium on Ocular
Pharmacology & Pharmaceutics, Margo de 2002, Sevilha, Espanha.

. Bernardes R., Lobo C., Cunha-Vaz J.: Retinal leakage analyzer. New developments

in instrumentation and data processing. ARVO Annual Meeting, 5-10 de Maio de
2002, Fort Lauderdale, Florida, EUA.

. Bernardes R., Lobo C., Dias J., Cunha-Vaz J.: New instrumentation for blood-

retinal barrier permeability analysis. EMBEC - ond European Medical & Biological
Engineering Conference, 4-8 de Dezembro de 2002, Viena, Austria.

. Bernardes R., Lobo C., Dias J., Cunha-Vaz J.: New instrumentation for blood-retinal

permeability analysis. CAFIA - 3"¢ International Workshop on Computer Assisted
Fundus Image Analysis, 28 a 30 de Margo de 2003, Turin, Italia.

Bernardes R.: Medicine multimodal imaging inovation - 7° Seminario Biomedicina,
16 de Abril de 2003, Coimbra, Portugal.

Bernardes R., Lobo C., Cunha-Vaz J.: Multimodal macula mapping. ISIE - Inaugural
meeting of the International Society for Imaging in the Eye, 2-3 de Maio de 20083,
Fort Lauderdale, Flérida, EUA.

. Bernardes R., Lobo C., Dias J., Cunha-Vaz J.: Mapping human blood-retinal barrier

function. ISIE - Inaugural meeting of the International Society for Imaging in the
Eye, 2-3 de Maio de 2003, Fort Lauderdale, Flérida, EUA.

. Duarte L., Lobo C., Bernardes R., Soares M., Figueira J., Faria de Abreu J.,

Cunha-Vaz J.: Macular maps of fluorescein leakage during a 3-year follow-up
in patients type 2 diabetes mellitus and mild nonproliferative retinopathy. ARVO
Annual Meeting, 4-9 de Maio de 2003, Fort Lauderdale, Flérida, EUA.

. Bernardes R.: Development of new diagnosis tools (instrumentation/ methodolo-

gies). Xlll Jornadas Internacionais de Oftalmologia, Hospitais da Universidade de
Coimbra, 4-5 de Julho de 2003, Coimbra, Portugal.

Bernardes R., Cunha-Vaz J.: Mapping Macular Function. XXI Congress of the
ESCRS Meeting, 6 de Setembro de 2003, Munique, Alemanha.

Cunha-Vaz J., Bernardes R., Monteiro R.: Retinal thickness mapping using optical
coherence tomograph. Strategies for improved measurements. 7% Michaelson
Symposium, 21-24 de Setembro de 2003, Paris, Franga.
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19.

20.

Cunha-Vaz J., Bernardes R.: Multimodal Macula Mapping: a new approach to study
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Para terminar, deve referir-se que nenhum dos processos aqui referidos se

encontra encerrado do ponto de vista do desenvolvimento e que todos eles séao

alvo de intervengao de modo a melhorar o respectivo desempenho, pelo que este

€ um processo dinamico em curso e ndo um processo encerrado.
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Em fung¢é@o dos desenvolvimentos efectuados no decorrer do trabalho aqui

apresentado, devem realgar-se os seguintes resultados:

e Contabilizagdo de microaneurismas considerando a sua localizagdo no fundo ocu-

lar, o que traduz uma realidade distinta daquela comummente utilizada. Este
processo, baseado na marcacdo manual dos microaneurismas, faz uso do co-
registo da imagem do fundo ocular para comparar as sucessivas marcagoes
de microaneurismas efectuadas para um mesmo olho, o que permite obter os
seguintes indicadores:

— nimero acumulado: numero total de microaneurismas identificados numa
sequéncia temporal;

— taxa de formagdo: numero de novos microaneurismas por unidade de
tempo;

— taxa de desaparecimento: numero de microaneurismas deixados de
detectar por unidade de tempo;

— tempo de vida: distribuicdo do intervalo de tempo entre a primeira e a
ultima detec¢do de um microaneurisma numa dada sequéncia;

— factor de qualidade: numero de falhas de identifica¢cdo de um particular
microaneurisma num dado intervalo de tempo;

Identificacéo de alteragbes do fundo ocular, relativamente a um estado inicial do
mesmo, numa sequéncia temporal de retinografias, considerando a sua importan-
cia relativa por andlise de componentes principais da sequéncia das alteragdes;

Desenvolvimento de processos de co-registo considerando as caracteristicas par-
ticulares do fundo ocular;

Desenvolvimento de um processo de imagem funcional da barreira hemato-retiniana,
a qual permite mapear o derrame de fluoresceina da circulagéo sanguinea para o
humor vitreo, in vivo, e com base numa aquisi¢do Unica;

Desenvolvimento de um processo de quantificagéo de fluorescéncia, o qual permite
a aquisigao simultanea de imagens do fundo ocular e de uma célula de calibragéo,
permitindo a recuperacao dos parametros de funcionamento do sistema de aquisi-
¢édo de imagem;

Desenvolvimento de célula de calibragdo para analise de fluorescéncia tendo em
consideracdo as eficiéncias quanticas da fluorescéncia da fluoresceina para cada
um dos meios oculares;
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e Desenvolvimento de um atlas da espessura da retina humana para a area macular;

e Desenvolvimento de um processo de aumento da resolugdo do mapeamento do
edema macular com base em medidas de espessura realizadas com o Stratus
OCT;

e Determinagédo de mapas probabilisticos de edema macular relativamente a uma
populacao padrao;

e Demonstracdo da necessidade de modelos deformaveis para o co-registo de
imagens do fundo ocular obtidas com sistemas de varrimento;

e Obtengéo de co-registo deformavel entre modalidades morfolégicas e funcionais;
e Definicdo de um sistema de coordenadas maculares;

e Obtengao de co-registo multimodal entre o0 mapeamento do edema macular e o
mapa da fungdo da barreira hemato-retiniana, ambos aqui desenvolvidos.

Este trabalho foi desenvolvido no decorrer de varios projectos dos quais se
devem destacar:

e Fundacéo para a Ciéncia e a Tecnologia

— POCTI/1999/CB0O/35866 - Estudo prospectivo das alteragdes iniciais da
microcirculacéo retiniana na diabetes utilizando novas metodologias de ima-
gem multimodal;

— POCTI/2002/CB0O/43061- Caracterizacdo dos mecanismos de resolugao do
edema macular apés fotocoagulagéo por laser;

— POSI/SRI/45151/2002 - Registo de imagens médicas multi-modais para
diagnéstico no olho humano;

— POSC/EEA-SRI/60716/2004 - Imagiologia estrutura-fungéo para quantifica-
¢ao fenotipica da degenerescéncia da retina.

e Financiamento da Unido Europeia

— EVIGeM — European Virtual Institute of Geometry Measurements;

— EVI-GENORET - Functional Genomics of the Retina in Health and Disease.
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e Investigagéo por contrato

— Pfizer Global: Fluorescein Quantitation;

— Pfizer Global: CNV Markers — Characterization of early markers of choroidal
neovascularization in fellow eyes of patients with AMD and CNV in one eye.
Two-year follow-up.

Tal como reportado ao longo desta dissertagao, foram desenvolvidos proces-
sos diversos os quais se podem enquadrar em niveis distintos.

Dos desenvolvimentos efectuados foram obtidos novos conhecimentos acerca
da evolugdo e progressdo da retinopatia diabética, os quais levaram ao de-
senvolvimento de um processo de fenotipagem de doentes com esta patologia.
Conforme proposto em [CVBO05] e em diversas outras publicagdes/comunicagodes,
o processo de fenotipagem encontra-se em fase de avaliagdo num numero rela-
tivamente elevado de doentes (400) no estudo em curso no projecto PDT/SAU-
OSM/72635/2007 (FCT).

Também a obtencao de um sistema de calibragdo automatico para a normali-
zacgdo de angiografias fluoresceinicas representa um passo importante ao permitir
a comparagao quantitativa das mesmas, mesmo que obtidas em condigées distin-
tas.

Finalmente, mas de nao menor importancia, foram adquiridos conhecimentos
e experiéncia no co-registo multimodal, os quais irdo certamente ter impacto no
conhecimento de diversas patologias num futuro relativamente préximo, sendo no
entanto necessario melhorar e expandir os processos utilizados, ja que os que
aqui se encontram reportados podem apenas ser considerados como pontos de
partida.
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A andlise de componentes principais (PCA) é uma técnica estatistica com um
largo espectro de aplicagdes, e.g. compressao de imagem, e € frequentemente
utilizada para a detecgéo de padrdes em dados de multiplas dimensdes.

Esta técnica permite identificar uma transformacao do sistema de eixos, onde
os dados se encontram inicialmente representados, de forma a que 0s novos eixos
fiqguem alinhados com as direc¢des de maior dispersdo dos dados. Se aplicado a
uma matriz de covariancia, este processo permite obter um novo sistema de eixos
ortogonais em que os dados se encontram descorrelacionados entre si [PB99].

Esta transformagao é determinada calculando uma matriz V (A-3) composta
pelos vectores proprios da matriz de covariancia C dos dados em analise.

Considerando que para este trabalho interessa obter esta andlise para um
conjunto de mapas 2D, estes podem ser tornados vectores pela concatenagéo
das respectivas colunas num vector unico.

Seja R(®) uma matriz de dimensdo M x N. Por um processo de concatena-
¢ao de colunas podemos obter um vector r() de dimensao (MN) x 1. A matriz
de covariancia C relativa a K mapas (matrizes) R® pode ser assim determinada
por

cij=E {(r(i) —F)T (p0) f(j))} ’ (A-1)

onde ¢;; € o elemento (i, j) de C e que corresponde a covariancia entre os mapas
R e RY, comt™ = E {x(™}, m = {i, j}.

Os vectores proprios e valores proprios de C, respectivamente v e A,
correspondem a solugao nio trivial de

Cv=)\v, (A-2)

de onde resulta que a matriz de transformagao V é dada por

v ot U1K
V=] ] (A-3)
VK1 "t UKK
O vector [v;1, V2, - - . , Vix |, Obtido a partir dos elementos da linhai de V, é o

vector transposto do vector préprio v o qual corresponde ao valor préprio @),
com AL > \@) > \E) >
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Pode assim determinar-se qualquer uma das K componentes PCA por,

K
P™ — sz(”) RO | (A-4)
i=1
comn = {1,..., K} e ao qual corresponde uma variancia v A\("),
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Uma Thin-Plate Spline (TPS) é uma funcdo que passa por todos os pontos
de controlo e que simultaneamente apresenta a menor energia de torgao [CJ00].

Sendo x() uma fungéo definida em R2, a energia de torgdo desta fungao é

dada por
()G w

A fungao que minimiza €, a0 mesmo tempo que passa por todos os ponto de

controlo [z;,¥;, 2] ", é definida por

K
X(P) =D wip(p—pi) +ao+ar+ayy, (B-2)

i=1
onde p; = [z;,vi]" (i = {1,...,K}) séo as abcissas dos pontos de controlo,

p = [z,9]” sdo as coordenadas do ponto onde se pretende avaliar x() e w;, ag,
az, € a, sao parametros a determinar em fungéo dos pontos de controlo.

A fungéo base da TPS (¢()) é definida por

0 ,p=20
#e) = { p*log(p) , p#0 (B-3)
com p a norma— Lo (distancia Euclidiana).

Construindo as matrizes T i x i, Sk x3, M (K 43)x (K +3) € 0 vector hgy3)1
(equagbes B-4 a B-7) determina-se ¢ 1 3)x1 (B-8) e por conseguinte todos os
parémetros necessarios a definicdo da fungédo x().

As matrizes T, S, M e o vector h sdo definidas por

0 d(pr2) - 9(p1K)

T ¢(P.2,1) 0

, (B-4)
o(pr1) d(pr2) - 0

com p; ; a distancia Euclidiana entre as abcissas dos pontos de controlo ¢ e j
(b1 = /@i = 2,2+ (i — ;)2 e 6() como em (B-3),
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Thin-Plate Spline

I 1w

I z2 o
S = . . . 9 (B_5)

1 zx Yk

T S
M = , B-6
[ sT 0 ] (B-6)
h =z, 20, ..., 2K, 0, 0, 0] . (B-7)
O vector c é dado por

c=M'h, (B-8)

(desde que M ! exista), e é constituido por

C = [wl) w2, ... , WK, ag, dg, ay]T ’ (B_g)

ficando assim definidos todos os coeficientes da fungdo x () (B-2).
Definindo w como sendo constituido pelos primeiros K elementos de c, i.e.
w = [w1,ws, ..., wk|T, ¢ aenergia de torgao de x(), é dada por

e=w! Tw. (B-10)
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Neste apéndice transcreve-se o texto original da submissdo para a patente
definitiva (U.S. 11/946,993) [SBFM07] de 30 de Novembro de 2007, na sequén-
cia do registo provisério U.S. No. 60/867,933 de 30 de Novembro de 2006.

METHOD AND APPARATUS FOR MEASURING QUANTITY OF A FLUOROCHROME IN
A BIOLOGICAL ENVIRONMENT

[0001] The present application claims the filing benefit of U.S. Provisional Application
Serial No. 60/867,933, filed November 30, 2006, the disclosure of which is incorporated
herein by reference in its entirety.

Field of the Invention

[0002] The present invention relates to a system and method for quantitative analysis
of optical imaging data, particularly fluorescence imaging such as that generated via
angiography, by providing for standardization of fluorescence data.

Background of the Invention

[0003] Vascular and degenerative disorders of the retina and posterior segment of
the eye include age-related macular degeneration (AMD), diabetic retinopathy, glaucoma,
hypertensive retinopathy and vascular occlusions.

[0004] AMD is a common eye disease causing deterioration of the macula, the central
area of the retina, a paper-thin tissue at the back of the eye where light-sensitive cells send
visual signals to the brain. Sharp, clear “straight ahead” vision is processed by the macula.
Damage to the macula results in the development of blind spots and blurred or distorted
vision.

[0005] There are two types of AMD, usually referred to as “wet” and “dry” AMD. Dry AMD
is the most common form, developing slowly and causing gradual loss of central vision. Wet
AMD results from new blood vessels growing behind the retina, causing bleeding, scarring
and loss of sight. Wet AMD can develop quickly but may be responsive to treatment in the
early stages. AMD usually affects individuals older than 50 years of age and is the major
cause of visual impairment in the United States.

[0006] For nearly four decades, ophthalmologists have relied on imagebased techniques,
such as fluorescein angiography which utilizes a specialized fundus camera to capture
rapid-sequence photographs of the retinal vasculature following an intravenous injection
of a fluorescent reagent, for example, fluorescein or indocyanin green. Image-based
techniques have also relied on not only exogenous fluorophores, but also, in vivo auto-
fluorescence. Currently, fluorescein angiography is an important tool for clinical diagnosis
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and for the develop and monitoring of a treatment plan for retinal disorders, including, but
not limited to, AMD, diabetic retinopathy, hypertensive retinopathy and vascular occlusions.
[0007] Even though fluorescein angiography facilitates in vivo observation of retinal
circulation and is used for management of AMD and other retinal disorders, currently
fluorescein angiography provides only a subjective image-based diagnostic tool and has not
been used to provide quantitative data because there is no fluorescent standard available to
calibrate ophthalmaloscopic instruments. There is a need for a device and method useful to
reliably and quantitatively measure fluorescence during angiography to effectively diagnose
and monitor treatment of vascular and degenerative disorders of the retina and posterior
segment of the eye.

Summary of the Invention

[0008] In one aspect the invention comprises one or more fluorescence standard solu-
tions of a fluorochrome providing substantially the same spectral and intensity properties as
the fluorochrome in the tissues of the eye (serum, vitreous humor, corneal tissue, etc.). In
another aspect, the invention comprises a device for containing one or more fluorescence
standard solutions. In another aspect, the invention comprises the use of one or more
fluorescence standard solutions to quantitatively measure the fluorescence of at least one
or more tissues of the eye by comparing the fluorescence data collected from the eye with
the fluorescence data of the standard solution(s).

[0009] Unless otherwise defined herein, scientific and technical terms used in connection
with the present invention have the meanings commonly understood by those of ordinary
skill in the art. Further, unless otherwise required by context, singular terms include
pluralities and plural terms include singular.

[0010] The term “focal axis™” as used herein refers to an axis originating at the eye and
extending toward an object of intended visual recognition.

[0011] The term “fluorochrome” as used herein refers to any fluorescing compound endo-
genous or exogenous to the eye. Examples of endogenous and exogenous fluorochromes
are described below.

[0012] The term “fluorescence behavior” as used herein refers to a phenomenon whereby
the fluorescence emitted by a given fluorochrome is determined by the environmentin which
the fluorochrome is present (e.g. quantum efficiency).

[0013] The term “fluorescence data” as used herein refers to fluorescence emissions
from the eye and/or fluorescence standard solution. Such data includes, but is not limited
to, fluorescence images of the eye and/or standard solution contained within a containment
device.

[0014] The abbreviations used herein have their usual meaning in the art. For clarity, the
meanings of certain abbreviations are as follows: “AMD” means age-related macular de-
generation; “ICG” means indocyanin green; “SLO” means scanning laser ophthalmoscope;
“PBS” means phosphate buffered saline; “BSA” means bovine serum albumin; and “HA”
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means hyaluronic acid.
[0015] The above and other objects and advantages of the present invention shall be
made apparent from the accompanying drawings and the description thereof.

Brief Description of the Drawings

[0016] The accompanying drawings, which are incorporated in and constitute a part of
this specification, illustrate embodiments of the invention and, together with a general des-
cription of the invention provided above, and the detailed description of the embodiments
provided below, serve to explain the principles of the invention.

[0017] FIG. 1 is a view of the upper surface of a standard cell according to one
embodiment of the invention.

[0018] FIG. 2 is a view of the upper surface of a standard cell according to another
embodiment of the invention.

[0019] FIG. 3 is a schematic diagram showing a system for capturing fluorescence data
according to one embodiment of the present invention.

[0020] FIG. 4 is a schematic diagram showing a system for capturing fluorescence data
according to another embodiment of the invention.

[0021] FIG. 5 is a schematic diagram showing a system for capturing fluorescence data
according to yet another embodiment of the invention.

[0022] FIG. 6 is a schematic drawing showing an alternative adaptor for capturing
fluorescence data from a standard cell.

[0023] FIG. 7 is an isometric cross-section of the adaptor of FIG. 6.

[0024] FIG. 8 is an example of a calibration plot showing the concentration of fluorescein
(ng/ml) is serum vs. instrument reading.

Detailed Description of the Invention

Fluorescence Standard Solutions

[0025] Fluorescence standard solutions are prepared using any fluorochrome that allows
the benefits of the present invention to be achieved. The fluorochrome can be naturally
occurring or synthetic and can be endogenous or exogenous to the eye of the subject.
Examples of endogenous fluorochromes are known in the art and include, without limitation,
corneal fluorophores, crystalline lens fluorophores, vitreous fluorophores, lipofuscin and
melanin. Endogenous fluorochromes are described by F. Docchio in Introduction to Ocular
Fluorometry, chapter 4 “A review of endogenous ocular fluorophores” (European Concer-
ted Action on Ocular Fluorometry — EUROEYE, 1997), incorporated herein in entirety.
Exogenous fluorochromes include, without limitation, fluorescein free acid (“fluorescein”),
fluorescein glucuronide, ICG and hematoporphyrin and derivatives thereof. Exogenous
fluorophores are described by F. Docchio in Introduction to Ocular Fluorometry, chapter
5 “A review of exogenous ocular fluorophores” (European Concerted Acion on Ocular
Flurometry — EUROEYE, 1997), incorporated herein in entirety.
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[0026] In order to determine the suitability of a fluorochrome for use as a standard in
fluorescence angiography, it is recommended to determine the reduction of fluorescence
intensity of the selected fluorochrome caused by biological fluids. To do this, a selected
fluorochrome is dissolved in an aqueous solution to make a first set of standards. Examples
of aqueous solutions useful for dissolving the fluorochrome include, without limitation,
deionized water, saline, or a buffered saline solution such as PBS, TRIS-buffered saline
or any other buffer compatible with the purpose of the present invention.

[0027] A second set of standard solutions are prepared in a relevant biological fluid
including, without limitation, serum or vitreous humor so that reduction of fluorescence
intensity of the selected fluorochrome in the biological fluid can be determined. The
same fluorochrome used to make the first set of standard solutions is added to serum,
for example, human serum, or vitreous humor, for example, human vitreous humor.

[0028] The first and second sets of standard solutions are used to determine the
reduction of fluorescence intensity for a particular fluorochrome caused by an environ-
ment comprising a biologic fluid. The reduction of fluorescence intensity for a particular
fluorochrome is determined by first measuring the fluorescence intensities of the selected
fluorochrome in the first set of standard solutions (those prepared in aqueous solution) and
comparing the fluorescence intensities to fluorescence intensities of the fluorochrome in
the second set of standard solutions (those prepared in biological fluids). For example,
the fluorescence intensity of a fluorochrome at one or more concentrations in PBS at pH
7.4 is measured and compared to the fluorescence intensity of the same fluorochrome
at the same concentrations in serum and/or vitreous humor and/or other biological fluid.
Fluorescence intensities are measured and compared using an appropriate instrument, for
example, a spectrofluorometer such as a Spex Fluoromax™ (Horiba Jobin Yvon, Edison,
NJ). A standard curve or linear plot of the fluorescence intensity measurements of each
of a set of concentrations in a first set of standard solutions (in aqueous solution) is
established and compared to a standard curve or linear plot of fluorescence intensity
measurements of each of a set of concentrations in a second set of standard solutions (in
biological fluid) to determine the degree of increase or reduction of fluorescence intensity
of a given fluorochrome. When the effect of a biological fluid environment on the reduction
of fluorescence intensity for the fluorochrome of choice is determined, a working standard
solution is prepared for use in connection with fluorescence angiography of patients.

[0029] A working set of standard solutions is prepared using a synthetic solution that
mimics a biological fluid. For example, a commercially available synthetic human serum
(Irvine Scientific, Santa Ana, CA) or 1% BSA in PBS at pH 7.4 is suitable. Also, PBS at
pH 5.5 or hyaluronic acid (“HA”) in PBS is useful to mimic vitreous humor. For example,
0.1 —5.0% HA, w/v, in PBS serves as a synthetic substitute for vitreous humor. Optionally,
gelatin is added to the working standard solutions, for example, in the range of about 1
— 3% gelatin (w/v). The working standard solutions are contained within a standard cell
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device, described below, during use.

Standard Cell

[0030] Referring to FIG. 1, a standard cell 10 is used to contain one or more working
standard solutions in one or more channels 12. In the embodiment shown in FIG. 1,
ten channels 12 are shown, but the cell 10 may comprise 1 to 100 or more channels 12
depending upon the size of the cell 10 and the channels 12. The channels 12 are arranged
and shaped so as to be impacted by an energy source, such as light, directed at the cell
10. A dotted line indicates the circular area of impact 14. As shown in FIG. 1, some the
channels 12 may be curved so as to be included within the area of impact 14. However, any
alternative configuration of channels 12 is possible as long as a portion of each channel 12
is within the area of impact 14.

[0031] The standard cell 10 as shown in FIG. 1 is formed by any manner known in the
art from a material that is substantially transparent to the spectral range of light used to
excite the particular fluorochrome used. For example, a plate or slide 16, typically glass
or plastic polymer, may be etched, milled or molded to form one or more channels 12. In
use, a cover, such as a coverslip (not shown), may be placed over the channels 12 to seal
the channels and contain the working standard solutions. The cover may be removably or
permanently positioned on the standard cell 10. Also, the cover may be placed on the cell
10 prior to addition of the standard solutions with the channels 12 filling by capillary action
or it may be positioned after the channels 12 are filled.

[0032] In another embodiment, shown in FIG. 2, a standard cell 10 comprises a plate or
slide 16 having attached thereto one or more compartments 13 comprising capillary tubes
or cuvettes attached to the plate or slide 16 by any method, including adhesive attachment
or welding. In use, the channels 13 contain working standard solutions.

System for Angiography

[0033] FIGS. 3 — 5 show various schematic drawings of systems useful for simulta-
neous collection of fluorescence data from the standard cell and a patient’s eye during
angiography as contemplated by the invention. Referring to FIG. 3, the system includes
an instrument 18 that emits a beam of energy, such as a light beam, and collects
fluorescence data; a common instrument for such use is a scanning laser ophthalmoscope
(SLO) 18, known in the art, for example, a Heidelberg Retina Angiograph 2 (Heidelberg
Engineering, Heidelberg, Germany). Such example is not intended to be limiting. The
invention contemplates other SLO instruments and other instruments used for fluorescence
measurements performed on biological fluids and is not limited to any particular instrument
or even to angiography.

[0034] The instrument 18 contains a light source 20 for transmission of excitation light 22
to an eye 24 of a subject patient (injected intravenously with a clinical grade fluorochrome
as is known in the art) over a focal axis 26. A dichroic mirror 28 reflects emission light from
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the eye 24 or from a standard cell 10 to a detector axis 30.

[0035] An adaptor apparatus 32 includes a beam splitter 34 for splitting the excitation
light 22 between the focal axis 26 directed to the eye 24 and a standardization axis 36
directed to the standard cell 10. Excitation light 22 reflected along the standardization axis
36 passes through an adaptor lens 38 to focus the light onto the standard cell 10.

[0036] The excitation light 22 produces fluorescence emissions from the eye 24 and the
standard cell 10. Emissions from the eye 24 are directed to a detector 40 within the SLO
18, or separately contained, by the dichroic mirror 28. Emissions from the standard cell 10
are directed to the detector 40 via both the beam splitter 34 of the adaptor apparatus 32
and the dichroic mirror 28 of the instrument 18. The detector 40 is used to quantitatively
determine the amount of fluorescence emitted from the eye by comparison of the emissions
from the eye 24 with emissions from standard solutions contained in the standard cell 10.
[0037] FIG. 4 is a schematic representation of a system similar to that of FIG. 3 but with
additional features. For example, a pinhole device 42 may be provided along the focal axis
26 to facilitate focusing of the excitation light 22 on the eye 24. The pinhole device 42 is
preferably positioned between theexcitation light 22 and the dichroic mirror 28. Also shown
in FIG. 4 is an optical fiber bundle 44 for receiving light directed along the standardization
axis 36 to a second lens 46 for focusing light on a standard cell 10. Likewise, the optical
fiber bundle 44 can direct emissions from the standard cell 10 to the beam splitter 34. Use
of an optical fiber bundle 44 permits the standard cell 10 to be positioned in an area away
from the patient, reducing the size of the apparatus situated near the patient and decreasing
the risk of damage to the standard cell 10. Optionally, an XY scanner 48, as is known in
the art, may be included in the system, shown in FIG. 4 positioned between the dichroic
mirroe! 38 and the beam splitter 34.

[0038] FIG.5 show yet another embodimentin schematic form for simultaneous collection
of fluorescence data during angiography. The features are as described above with several
additional features. An XY scanner 48 as is known in the art may be placed downstream of
the beam splitter 34 along the focal axis 26. An adaptor XY splitter 50 may be placed in the
standardization axis 36. A synchronization connection 52 may connect the XY scanner 48
and the XY splitter 50 as is known in the art.

[0039] FIG. 6 is a schematic drawing of a system useful for measuring fluorescence
data from a standard cell using the same instrument settings as those used to collect
fluorescence data from a patient’s eye. In this embodiment, an adaptor apparatus 132
is fitted over the eyepiece of the instrument 118, thereby replacing the patient’s eye. As
shown in FIG. 7, the adaptor apparatus 132 comprises an open end 154 for fitting over
the eyepiece of the instrument 118 (not shown in FIG. 7), a closed end 156 and sidewall
158 enclosing the space between the open end 154 and closed end 156. In between the
open end 154 and closed end 156 enclosed within the sidewall 158 is a lens 160 that
approximates or mimics the lens of an eye. Between the lens 160 and closed end 156 is a

I'No texto original esta “mirroe” onde deveria estar “mirror”.
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slot 162 in the sidewall 158 for placement of a standard cell 110 perpendicular to the path
of excitation light 122 transmitted by light source 120 the instrument 118, as shown in FIG.
6. The adaptor apparatus 132 containing a standard cell 110 is used after fluorescence
image data is collected for a patient’s eye wherein another set of fluorescence image data
for the standard cell 110 is collected using the exact instrument settings as those used for
the patient. The adaptor apparatus 132 may be made from metal, such as aluminum, or
plastic polymers, or other suitable material capable of being shaped to fit over the eyepiece
of the instrument 118.

Examples

Determination of reduction of fluorescence intensity of fluorescein caused by biological
fluids

[0040] A fluorochrome, fluorescein, was selected as a candidate for use in the stan-
dardization system and methods of the present invention. To determine its suitability for
such use, a set of standards was prepared by dissolving fluorescein (Acros Organics, Fair
Lawn, NJ) in PBS at pH 7.4 and 25° C in each of the following concentrations expressed
as nanograms (fluorescein) per ml (PBS): 0, 100, 200, 400, 800. This set of standards is
referred to as the “aqueous standards.”

[0041] Another set of standards was prepared by dissolving fluorescein in human vitreous
humor at 25° C in each of the following concentrations (ng/ml): 0, 100, 200, 400, 800. This
set of standards is referred to as “vitreous humor standards.”

[0042] Another set of biological fluid standards was prepared by dissolving fluorescein in
human serum at 25° C in the following concentrations (ng/ml): 0, 300, 600, 1200, 2400.
This set of standards is referred to as “serum standards.”

[0043] The fluorescence intensities of each of the aqueous standards described above
were determined using a spectrofluorometer, as is commonly practiced in the art, and a
plot of fluorescence intensity versus concentration was created. Fluorescence intensities
of each of the vitreous humor standards and of each of the serum standards were
likewise determined and fluorescence intensities versus concentration for each of the serum
standard and vitreous humor standard were plotted.

[0044] Comparison of fluorescence intensities of the serum standards to the plot created
for the aqueous (PBS) solutions showed no shift in spectral position or change in spectral
shape. The reduction in fluorescence intensities of the serum standards was about
82% compared to the fluorescence intensities of the aqueous standards. Comparison of
fluorescence intensities of the vitreous humor standards to the plot created for the aqueous
solutions showed no shift in spectral position or change in spectral shape. The reduction
in fluorescence intensities of the vitreous humor standards was about 5% compared to the
fluorescence intensities of the aqueous standards.

[0045] When testing other fluorochromes, in general, the shift in spectral position or
change in spectral shape should be no greater than about 10% and preferably, less than
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5%. The reduction in fluorescence intensity is corrected by adjusting the concentration of
the fluorochrome in the working solution.

[0046] As a further example, indocyanin green (ICG) was tested for suitability as
fluorescence standard. ICG (Acros Organics, Fair Lawn, NJ) was dissolved in PBS, pH
7.4, with 0.1% Tween 20 at 25° C to make the aqueous standards. Fluorescence of a
series of 1:2 dilutions were made with a spectrofluorometer beginning with a maximum
concentration of 100ng/ml down to a “blank” comprising PBS, pH 7.4, with 0.1% Tween
with essentially no ICG (only trace amounts).

[0047] Since ICG is not completely soluble when mixed directly with serum or vitreous
humor, ICG was first dissolved in PBS, pH 7.4, containing 0.1% Tween 20 at a higher
concentration (> 1000 ng/ml) and then mixed with bovine vitreous humor for one set of
biological fluid standards, or with human serum, for another set of biological fluid standards.
When mixed in this way, ICG was observed to remain in solution in serum and in vitreous
humor and to maintain its spectra and quantum yield as compared to ICG in PBS with 0.1%
Tween 20. Further, the emission intensity of ICG was found to be stable across a pH range
of 5-10.

Preparation of standard cell with working standard solutions

[0048] Due to variability and rather poor shelf life of biological fluids, sets of working
standard solutions were prepared using either PBS at pH 5.5 to mimic human serum and/or
PBS at pH 7.3 to mimic human vitreous humor. For example, fluorescein was dissolved in
PBS at pH 5.6 in the following concentrations: 0, 300, 600, 1200 and 2400 ng/ml, to serve
as working standard solutions to mimic human serum standards. Fluorescein was added to
PBS at pH 7.3 containing 1.0% hyaluronic acid (HA) in the following concentrations: 0, 100,
200, 400 and 800 ng/ml, to serve as working standard solutions to mimic human vitreous
humor. HA may be used in a range from about 0.1% to 5% (w/v) in PBS at pH 7.3 to mimic
vitreous humor.

[0049] To prepare a standard cell, gelatin in a concentration of from 1 — 3% is added to
the working solutions and heated to about 50° C or other temperature sufficient to dissolve
the gelatin, and the working solutions are loaded into the channels 12 or compartments 13
of a standard cell 10 via capillary action or other means, such that different known concen-
trations of fluorescein in working standard solution are contained in separate channels 12
or compartments 13. Allowing the gelatin to solidify prevents formation of bubbles in the
working standard solutions in the standard cell 10. Optionally, after the working standards
are loaded into the standard cell 10, the ends of the channels 12 or compartments 13 may
be sealed, for example, with epoxy or other non-fluorescent sealant that does not leach into
the working standard solutions.
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Acquiring fluorescence intensity images from an eye and from working standards

[0050] Use of a SLO instrument is according to manufacturer’s instructions. Typically,
as an example for use in simultaneous collection of data from a patient’s eye and from
working standards in a standard cell 10 as shown in FIGS. 3 — 5, the gain and focus of the
SLO instrument 18 was adjusted to the retinal plane of the eye 24 such that the fluorescent
image of the retina was optimal for digital fluorescence images in the range from image
23 through 30. The adaptor lens 38 was adjusted on the standard cell 10 such that the
fluorescence data for the standard cell 10 comprised about digital images 3 through 8.

[0051] A subject patient is injected in an arm vein with clinical grade fluorescein
(Novartis AG, Basel, Switzerland) and fluorescence data (images) collected approximately
10 minutes after i.v. injection. For example, about 32 digital fluorescence images were
collected at a focal spacing of approximately 300 microns within about 2 seconds of time
using a SLO instrument. The data from the eye 24 of the subject and the standard cell
10 was taken simultaneously. Alternatively, as shown in FIG. 6, after fluorescence data is
collected from the eye, fluorescence data is then from the standard cell 110 as contained
within an adaptor apparatus 132 fitted over the eyepiece of the SLO instrument using
identical instrument settings for each.

Analyzing fluorescence data from the patient and standards

[0052] In the example of simultaneous collection of data, optimal data from the working
standards was generally about the 5th image of digital data collected and optimal data
from the patient was typically about the 23"% image of digital data. The average intensity
of each of the channels 12 or compartments 13 in the standard cell 10, whether containing
working standards prepared from the serum mimic or from the vitreous humor mimic,
was determined using an area 15 x 15 pixel in size. The values of the fluorescence
measurements of the set of working standard solutions were plotted by linear regression
in ng/ml and served as calibration plots. The blank standard is used to determine the
detection threshold. Point locations or areas on the patient’s optimal image were measured
and intensities were determined by comparison against the appropriate calibration plot.
For measurements made from point locations or areas of the patient’s eye comprising
blood vessels, comparisons were made to the calibration plot for the serum mimic working
standard. For measurements from the “open area” (not within a blood vessel) of the
eye, comparisons were made to the calibration plot for vitreous humor working standard
solutions.

[0053] Calibration plots for the blood and vitreous humor compartments of the eye were
determined by linear regression of the corresponding standard data. These calibration
plots were used to calculate instrument performance parameters. An exemplary calibration
plot is depicted in FIG. 8 for measurements taken within a blood vessel of a patient’s
eye and the serum mimic working standard solutions. As is standard in the art, linear
regression is calculated and plotted on a log-log graph to create a calibration plot. The
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data points are represented in FIG. 8 as solid dots and boxes are used to represent the
regressed values on the calibration plot. A qualitative estimate of linearity of the instrument
was determined by calculating the average residual percent; average residual percent is
calculated by determining the percent each of the data points is not on the regressed
line and then calculating their absolute average. Preferably, an algorithm contained within
computer software is used to convert an instrument’s intensity reading in ng/ml using the
calibration regression plot.

Producing a Quantitative Color Image

[0054] Optionally, fluorescence intensity data from a patient may be “translated” or
converted to a color image record. An exemplary way to produce a color image is to assign
specific colors to specific concentrations of fluorochrome as determined by the fluorescence
intensity calibration plot generated from the set of working standards. For example, 0
ng/ml could be expressed as blue, 100 ng/ml as green, 200 ng/ml as yellow, etc. for
the full range of the calibration plot, with all points in between represented by appropriate
transitional colors. The instrument settings used to generate the patient’s fluorescence
intensity data must be the same as those used to generate the fluorescence intensity data
collected from the working standards. The concentration represented by each pixel of a
patient’s fluorescence image is then “assigned” its corresponding color and a color image
is constructed to represent a quantitative image of the tissue examined. Such quantitative
color images provide an easy means for comparing images collected over time from the
same patient or for comparing images collected from multiple subjects.

[0055] While specific embodiments of the subject invention have been discussed, the
description included herein is intended to be illustrative and not limited. Variation of the
invention will be apparent to those skilled in the art and the invention should be interpreted
to include a full scope of equivalents.

What is claimed is:

1. A device comprising:

a. afirst plate having one or more channels;

b. a calibration reagent comprising a fluorochrome in aqueous solution contai-
ned in said one or more channels; and

c. a second plate covering said one or more channels, wherein at least the
second plate, and optionally the first plate, is transparent to a spectral range
of light capable of exciting the fluorochrome.

2. The device of claim 1 wherein at least one of said first and second transparent
plates comprises glass, quartz, or a plastic polymer.

3. The device of claim 1 wherein said aqueous solution is phosphate buffered saline.
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10.

11.

12.

13.

14.

The device of claim 1 wherein said first plate has at least two channels and the
aqueous solution in at least two channels contains a different concentration of the
fluorochrome.

The device of claim 1 wherein said aqueous solution comprises phosphate buffered
saline at pH 5.5 and optionally containing gelatin at a concentration of between 1 —
3% (w/v).

The device of claim 1 wherein said aqueous solution comprises phosphate buffered
saline at pH 7.3 and further comprises hyaluronic acid at a concentration of between
0.1 — 5%.

The device of claim 1 wherein said fluorochrome is one of: fluorescein, fluores-
cein glucuronide, indocyanin green, lipofuscin, melanin, hematoporphyrin, corneal
fluorophores, crystalline lens fluorophores and vitreous fluorophores.

. A device comprising:

a. aplate having one or more capillary tubes attached to a surface of the plate;
and

b. a calibration reagent comprising a fluorochrome in aqueous solution contai-
ned within said one or more capillary tubes, wherein said one or more
capillary tubes is transparent to a spectral range of light capable of exciting
the fluorochrome.

. The device of claim 8 wherein the plate comprises glass, quartz or plastic polymer

having one or more capillary tubes adhesively attached to the surface of the plate.
The device of claim 8 wherein said aqueous solution is phosphate buffered saline.

The device of claim 8 having at least two capillary tubes attached to the surface
wherein the reagent contained within each of said two capillary tubes comprises a
different concentration of fluorochrome.

The device of claim 8 wherein said aqueous solution comprises phosphate buffered
saline at pH 5.5 and optionally containing gelatin at a concentration of between 1 —
3% (W/v).

The device of claim 8 wherein said aqueous solution comprises phosphate buffered
saline at pH 7.3 and further comprises hyaluronic acid at a concentration of between
0.1 — 5%.

A method for quantitative measurement of fluorescence in one or more tissues of a
human eye comprising:

214
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15.

16.

17.

18.

a. using an instrument capable of emitting a light wherein said light is divided
by a beam splitter into a first beam directed into the eye and a second beam
directed to the device of claim 1;

b. collecting fluorescence data from one or more tissues of the eye and from the
device; and

c. determining the quantity of fluorochrome in said one or more tissues of the
eye by comparing fluorescence data from one or more tissues of the eye with
fluorescence data from the device.

The method of claim 14 wherein said one or more tissues is selected from: blood
within blood vessels, vitreous humor, cornea, lens and retina.

A method for quantitative measurement of fluorescence in one or more tissues of a
human eye comprising:

a. using an instrument capable of emitting a light wherein said light is directed
into the eye and collecting fluorescence data from one or more tissues of the
eye;

b. replacing the eye with the device of claim 1 and collecting fluorescence data
from the fluorochrome contained with said device; and

c. determining the quantity of fluorochrome in said one or more tissues of the
eye by comparing the fluorescence data from one or more tissues of the eye
with fluorescence data from the device.

The method of claim 16 wherein said one or more tissues is selected from: blood
within blood vessels, vitreous humor, cornea, lens and retina.

A method for quantitative measurement of fluorescence in one or more tissues of a
human eye comprising:

a. using an instrument capable of emitting a light wherein said light is divided
by a beam splitter into a first beam directed into the eye and a second beam
directed to the device of claim 8;

b. collecting fluorescence data from one or more tissues of the eye and from the
device; and

c¢. determining the quantity of fluorochrome in said one or more tissues of the
eye by comparing fluorescence data from one or more tissues of the eye with
fluorescence data from the device.
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19. The method of claim 18 wherein said one or more tissues is selected from: blood

within blood vessels, vitreous humor, cornea, lens and retina.

20. A method for quantitative measurement of fluorescence in one or more tissues of a

21.

human eye comprising:

a. using an instrument capable of emitting a light wherein said light is directed

into the eye and collecting fluorescence data from one or more tissues of the
eye;

. replacing the eye with the device of claim 8 and collecting fluorescence data

from the fluorochrome contained with said device; and

. determining the quantity of fluorochrome in said one or more tissues of the

eye by comparing the fluorescence data from one or more tissues of the eye
with fluorescence data from the device.

The method of claim 20 wherein said one or more tissues is selected from: blood
within blood vessels, vitreous humor, cornea, lens and retina.

22. A method of preparing standard reagent comprising:

. preparing a first set of solutions by dissolving a fluorochrome at each of two

or more concentrations in phosphate buffered saline pH 7.4;

. preparing a second set of solutions by dissolving the fluorochrome at each of

two or more concentrations in serum;

. measuring fluorescence intensities of the first set of solutions and preparing

a first graph of fluorescence intensities versus concentration;

. measuring fluorescence intensities of the second set of solutions and prepa-

ring a second graph of fluorescence intensities versus concentration;

. comparing the first graph and second graph for shift in spectral position,

change in spectral shape and change in fluorescence intensities; and

. preparing a third set of solutions by dissolving the fluorochrome at each of

two or more concentration in phosphate buffered saline at about pH 5.5 only
if the shift in spectral position and change in spectral shape of the second set
of solutions compared to the first set of solutions are less than 10%.

23. A method of preparing standard reagent comprising:

a. preparing a first set of solutions by dissolving a fluorochrome at each of two

or more concentrations in phosphate buffered saline pH 7.4;

216
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b. preparing a second set of solutions by dissolving the fluorochrome at each of
two or more concentrations in vitreous humor;

c. measuring fluorescence intensities of the first set of solutions and preparing
a first graph of fluorescence intensities versus concentration;

d. measuring fluorescence intensities of the second set of solutions and prepa-
ring a second graph of fluorescence intensities versus concentration;

e. comparing the first graph and second graph for shift in spectral position,
change in spectral shape and change in fluorescence intensities; and

f. preparing a third set of solutions by dissolving the fluorochrome at each of
two or more concentration in phosphate buffered saline at about pH 7.3
containing hyaluronic acid in a range from about 0.1% - 5.0% (w/v) only if
the shift in spectral position and change in spectral shape of the second set
of solutions compared to the first set of solutions are less than 10%.

24. The method of claim 22 wherein gelatin in a concentration of about 1 — 3% (w/v) is
added to the third set of solutions.

25. The method of claim 23 wherein gelatin in a concentration of about 1 — 3% (w/v) is
added to the third set of solutions.

METHOD AND APPARATUS FOR MEASURING QUANTITY OF A FLUOROCHROME IN
A BIOLOGICAL ENVIRONMENT

ABSTRACT

A device containing one or more aqueous solutions comprising a fluorochrome in varying
concentrations is used to quantitatively measure the fluorescence data collected from one
or more tissues. Examples for making and using such a device during angiography to
quantitatively measure the fluorescence data collected from a patient’s eye is provided.
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