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Resumen

Introduccién: La presente tesis doctoral que lleva por titulo “Alteraciones oculares
embrionarias por déficit dietario materno de 4acido félico: analisis de imagen,
caracterizacion Optica y bioldgica” aborda el estudio éptico y biolégico de tejidos oculares
de embriones de ratén cuyas madres fueron sometidas a una dieta carente en acido félico
(AF). Los objetivos generales y especificos del estudio eran: identificar el tipo de
malformaciones oculares congénitas producidas a causa del déficit materno de AF y realizar
un estudio estadistico para conocer su frecuencia en los embriones, estudiar cambios
producidos en la biometria de algunas estructuras oculares aplicando la técnica estadistica
de remuestreo de datos Bootstrap, determinar algunos mecanismos alterados
implementando una metodologia automatizada para cuantificar y regionalizar la expresion
de dos moléculas de la matriz extracelular, coldgeno IV y laminina-1, en el interior de
algunas estructuras del ojo, utilizar las técnicas de procesado y de analisis de imagen para
analizar los cambios producidos en la textura de los tejidos, utilizar la herramienta de
andlisis multifractal para, evaluar, cuantificar y compara los cambios en la textura de los
tejidos. Finalmente, averiguar cambios en el comportamiento espectral de los tejidos

mediante dos técnicas dpticas: polarizacion de la luz e imagenes multiespectrales.

Material y métodos: Mediante programas de procesado de imagen (Image]) y programas
propios desarrollados en Matlab, se implementa un nuevo método para cuantificar y
regionalizar el patrén de expresion de dos proteinas, colageno IV y laminina-1, en el
cristalino, retina neural y estroma corneal. Por otra parte, se aplica a varias estructuras
oculares (cornea, cristalino, retina y vitreo), marcadas con anti-coldgeno IV o anti-laminina-
1, una comparacidon basada en el analisis multifractal para determinar si se producen
cambios en la estructura fractal de dichas estructuras. Por dltimo, se estudia la interaccion
luz-materia mediante dos experimentos realizados sobre tejidos oculares embebido en
parafina (sin tefiir). Para ello, hemos montado dos experimentos: el primero esta basado en
la polarizacién por transmisién en el cual se averiguan cambios en el estado de polarizaciéon
de la luz tras incidir sobre los tejidos oculares del grupo control y los grupos con déficit
materno de AF. El segundo experimento plantea aplicar el andlisis de componentes
principales a imagenes multiespectrales capturadas en la region visible del espectro a fin de
aprovechar la informacién multiespectral para analizar las diferencias espectrales entre los

grupos estudiados.



Resultados: los resultados confirman que el déficit dietético materno de AF produce en los
embriones muchas malformaciones oculares estadisticamente significativas. Asimismo,
produce alteracion en la biometria ocular. En general, los ojos y cristalinos se vuelven mas
pequefios de lo normal, mientras que las retinas se hacen mas gruesa. Por otra parte, hemos
observado cambios en el patrén de expresion de las dos proteinas colageno IV y laminina-
1, especialmente en el interior del cristalino, retina neural y cérnea. Dicha alteracion en la
expresion va acompafiada de cambios en la textura de las estructuras oculares observada
mediante el analisis multifractal y 1a autocorrelacién. Finalmente, hemos podido comprobar
cambios en el estado de polarizacion de los tejidos acompanados por diferencias espectrales

entre los grupos.

Conclusion: en esta tesis, han sido utilizadas una amplia serie de técnicas, cada una de ellas
ha aportado nuevos datos especificos sobre los cambios producidos en los tejidos oculares
de los embriones debido al déficit materno de AF. La informacién que aportan estas técnicas
conjuntamente puede ser empleada para entender los cambios en la organizacion de los

tejidos debido a patologias.



Summary

Introduction: The present doctoral thesis entitled "Embryonic eye disorders due to
maternal dietary deficiency of folic acid: image analysis, optical and biological
characterization" addresses the optical and biological study of ocular tissues of mouse
embryos whose mothers were subjected to a diet lacking in folic acid (FA). The general and
specific objectives of the study were: identify the type of congenital eye malformations
produced due to the maternal FA deficiency and perform a statistical study to know their
frequency in embryos, to study changes in the biometry of some ocular structures by
applying the bootstrap resampling technique, determine some altered mechanisms by
implementing a methodology to quantify and regionalize the expression of two molecules
of the extracellular matrix, collagen IV and laminin-1, inside some structures of the eye, use
the techniques of image processing and analysis to analyze the changes produced in the
texture of the tissues, use the multifractal analysis tool to evaluate, quantify and compare
changes in the texture of tissues. Finally, find out changes in the spectral behavior of the

tissues by means of two optical techniques: polarization of light and multispectral images.

Material and methods: Through image processing programs (Image]) and own programs
developed in Matlab, a new method is implemented to quantify and regionalize the
expression pattern of two proteins, collagen IV and laminin-1, in the lens, neural retina and
corneal stroma. On the other hand, it is applied to several ocular structures (cornea, lens,
retina and vitreous), marked with anti-collagen IV or anti-laminin-1, a comparison based on
the multifractal analysis to determine if changes occur in the fractal structure of said
structures. Finally, the light-matter interaction is studied through two experiments
performed on paraffin-embedded tissue (unstained). To do this, we have set up two
experiments: the first is based on transmission polarization in which changes in the
polarization state of the incoming light after passing through the ocular tissues of the
control group and the groups with maternal FA deficiency. The second experiment proposes
to apply the analysis of principal components to multispectral images captured in the visible
region of the spectrum in order to take advantage of the multispectral information to

analyze the spectral differences between the groups studied.

Results: the results confirm that the maternal dietary deficit of FA produces in the embryos
many statistically significant ocular malformations. Also, it produces alteration in ocular
biometry. In general, eyes and lenses become smaller than normal, while retinas become

thicker. On the other hand, we observed changes in the expression pattern of the two
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proteins collagen IV and laminin-1, especially inside of the lens, neural retina and cornea.
This alteration in the expression is accompanied by changes in the texture of the ocular
structures observed through the multifractal analysis and autocorrelation. Finally, we have
been able to verify changes in the polarization state of the tissues accompanied by spectral

differences between the groups.

Conclusion: in this doctoral thesis, a wide range of techniques have been used, each of them
has provided new specific data on the changes produced in the embryonic eye tissues due
to the maternal FA deficiency. The information that these techniques contribute together

can be used to understand the changes in the organization of tissues due to pathologies.
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I. INTRODUCCION

10



1. EMBRIOGENESIS DEL 0JO DE RATON

La embriogénesis es el desarrollo de un embrion a partir del gameto femenino fecundado.
Durante el desarrollo embrionario, el embrion aumenta de tamafio, incrementa su
complejidad morfoldgica y funcional debido a una serie de actividades celulares conocidas
como mecanismos morfogenéticos entre otros, la proliferacién, migracion, diferenciacion y
apoptosis. Estos eventos estan modulados a través de la comunicacidn entre las células y su
entorno. La comunicacion celular se inicia con ligandos extracelulares tales como factores
de crecimiento o componentes de la matriz extracelular (MEC) [1].

El desarrollo del ojo se produce por interacciones coordinadas entre el neuroectodermo, el

ectodermo superficial y el mesénquima, cuyo origen es de cresta neural y mesodermo [1].

La primera evidencia de desarrollo ocular en el ratén comienza en el octavo dia de gestacion,
correspondiente al estadio embrionario E8 [2] (22 dias de gestacion en el humano), cuando
el tubo neural atin esta abierto. En este momento, los surcos 6pticos surgen en la region mas
anterior de los pliegues neurales. Al fusionarse los pliegues neurales, los surcos dpticos
quedan ubicados a nivel del prosencéfalo, y alrededor de E8.5, por evaginacién de las
paredes laterales del prosencéfalo aparecen las vesiculas dpticas que quedan unidas a él por
el tallo 6ptico. Entre E9 y E10 las vesiculas dpticas inducen al ectodermo de superficie a
engrosarse para formar la placoda del cristalino. Mas adelante, aproximadamente entre
E10-E11 (32 dias de gestacion en el humano), la placoda del cristalino y la superficie distal
de la vesicula 6ptica se invaginan. La invaginacién de la placoda del cristalino, la fusién de
los extremos de la placoda invaginada, asi como su separacidn del ectodermo de superficie
daralugar alavesicula de lalente. De la invaginacion de la vesicula 6ptica se formara la copa
Optica, de la cual se desarrollaran la retina neural y el epitelio pigmentario de la retina (EPR)

1, 2].

1.1 Retina y cuerpo vitreo

La retina tiene un origen neural ya que deriva del prosencéfalo o cerebro anterior. Un
cambio en la forma de las células de la superficie distal de la vesicula éptica es el que facilita
la invaginacién de la copa éptica. En E11, alo largo de la superficie ventral de la copa éptica
y del tallo 6ptico se desarrolla un surco llamado fisura coroidea, por donde pasan a la
cavidad de la copa optica células mesenquimatosas y vasos sanguineos. Estos vasos
hialoideos nutren la capainterna de la copa 6ptica y se ramifican anteriormente para formar
la tdnica vascular posterior del cristalino. A lo largo del desarrollo estos vasos desaparecen

en su porcion mas distal, los de su porcién proximal van a formar los vasos retinianos que
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portan nutrientes a las capas mas internas de la retina [1, 2]. En el ratén, esta fisura se cierra
a finales de E12 [3], en el humano se cierra en la séptima semana; un fallo en el cierre

produce colobomas, entre otras estructuras, de retina e iris [1].

El EPR se forma a partir de la capa externa de la copa éptica, de la capa interna se diferencia
laretina neural [1, 2]. Aunque las dos estructuras derivan del mismo origen, son tejidos muy
distintos [4]. Cabe senalar que el EPR empieza a diferenciarse antes que la retina neural [5].
Se considera necesario para mantener la estructura laminar de la retina embrionaria y es

un tejido fundamental para la correcta morfogénesis de la retina neural [6].

En E11, aumenta la division celular en la parte neural de la retina dandole un aspecto mas
grueso y se compone ya de algunas capas celulares. Asimismo, en este periodo, el EPR

consiste en una sola capa delgada de células con poco pigmento [7].

Desde aproximadamente E12, el espacio que se encuentra entre la retina neural y el EPR
desaparece y ambas capas se unen sutilmente. En E13, la retina neural empieza a

diferenciarse para dar lugar a dos capas neuroblasticas, interna y externa [2].

Entre E14-E15, gracias al crecimiento continuo de la retina su tamafio y grosor son notables.
Asipues, las células de la capa neuroblastica externa adyacente al EPR muestran una mitosis
muy activa y al parecer la mayoria de las células divididas mantienen su unién apical en
todo momento, incluso durante la mitosis. Algunas células de la capa neuroblastica interna
se convierten en las células ganglionares cuyos axones se diferencian rapidamente y por lo
tanto a finales de E15 son abundantes en la mencionada capa [5, 7]. Estos axones crecen

hacia el futuro nervio optico [3].

Otras células localizadas en la zona basal de la retina comienzan también a proliferar y se
convierten en las células de Miiller [5]. Dichas células, son células gliales especializadas que
abarcan todo el grosor de la retina llenando todo el espacio retiniano no ocupado por
neuronas [8]. Los extremos internos de las células de Miiller estan intimamente unidos con
una Membrana Basal (MB) denominada Membrana Limitante Interna (MLI) localizada en la
superficie interna de la retina [9]. Cajal sefial6 la primera aparicion de las células de Miiller

en el raton cuando éste tiene aproximadamente 15 mm de longitud (~E12.5-E13) [10].

Por otro lado, se ha observado que desde el inicio del desarrollo de la retina, tanto el EPR
como la retina neural tienen una MB [5]. La MB del EPR forma la capa maés interna de la
membrana de Bruch de la coroides; en cambio, la MB de la coriocapilar forma la capa mas
externa de dicha membrana, cuya localizacion entre la coroides y el EPR le permite obtener

componentes derivados de ambas estructuras [3]. La siguiente figura (Fig. [-1) muestra una
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representacion esquematica de las células y capas constituyentes de la retina ya

desarrollada.

Ch
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FIGURA I- 1: Representacidon esquematica de los componentes celulares de la retina: gliay
neuronas. Células amacrinas (A). Astrocitos (As). Células bipolares (B). Vasos sanguineos (BV).
Conos (C). Células ganglionares (G). Células horizontales (H). Células de Miiller (M). Microglia
(Mi). Bastones (R). Las localizaciones de las diferentes capas de la retina (desde las capas mas
internas hasta las mas externas): Capa de las fibras del nervio 6ptico (NFL). Capa de las células
ganglionares (GCL). Capa plexiforme interna (IPL). Capa nuclear interna (INL). Capa plexiforme
externa (OPL). Capa nuclear externa (ONL). Capas del segmento externo (0S). Epitelio
pigmentario (PE). Nervio 6ptico (ON). Coroides (Ch) (adaptada a partir de [11] con permiso de
Elsevier).

Respecto al vitreo, es una estructura que se encuentra en la parte posterior del ojo entre el
cristalino y la retina. A partir del dia E11, el vitreo primario comienza a llenar la cavidad

vitrea [3, 7].

En E14, los vasos sanguineos que ocupaban la camara vitrea en los estadios iniciales, se
encuentran desplazados en dos zonas: en la parte posterior del cristalino y a lo largo de la
superficie interna de la retina [2, 7], ésta es la MLI. Este proceso estd mediado por la

induccién de apoptosis por parte de macrofagos [12].

La siguiente figura (Fig. [-2) representa el vitreo de un embridn de ratén control E14.5.
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FIGURA I- 2: Vitreo de un embrién de ratén control E14.5 procesada en nuestro laboratorio
mediante la técnica inmunohistoquimica con anticuerpo anti-coladgeno IV. Cristalino (Cr).
Membrana Limitante Interna (MLI). Retina neural (Rn). Vitreo (V). Vasos sanguineos (Vs).

1.2 Cristalino

La placoda del cristalino se forma a partir del crecimiento y la diferenciacién de las células
ectodérmicas [2]. En E9, la MB que rodea la placoda del cristalino, en el ratén, tiene un

grosor de 40 nm aproximadamente [13].

A continuacion, la placoda se invagina y se forma la vesicula del cristalino con una gran
cavidad central. Las células que se encuentran en el segmento anterior de la vesicula se
diferencian para formar el epitelio del cristalino, mientras que las que se encuentran en el
segmento posterior se alargan hacia el anterior llenando el lumen de la vesicula del
cristalino y pasan a denominarse fibras primarias del cristalino. Dichas fibras pronto
pierden su capacidad proliferativa a medida que avance la diferenciacion celular de las
fibras. La proliferacién inicialmente se produce en todo el sector epitelial, pero durante el
desarrollo este proceso se restringe a un pequefio grupo de células localizadas en una zona
ligeramente por delante del ecuador de la lente, conocida como la zona germinativa. La
progenie de células que se desplazan por delante del ecuador entra en una regién llamada

zona de transicion [14].

Entre E14 y E15, el cristalino contintia creciendo y en este periodo la capsula del cristalino
tiene un aspecto mas grueso [3]. Segin avanza el desarrollo, las fibras secundarias se
forman a partir de las células en la zona ecuatorial. Estas células se elongan en la direcciéon
anteroposterior, creando de ese modo capas de células muy alargadas que constituiran el
nucleo y a la corteza del cristalino. Las fibras del cristalino abarcaran el 99% del contenido
de la lente [15]. La siguiente figura (Fig. I-3) muestra un esquema representativo del

desarrollo embrionario del cristalino.
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Ectodermo de superficie

Epitelio del
cristalino

Fibras primarias

Cérnea Vesicula del
cristalino

Fibras
primarias
' Fosa del
— cristalino
T— Vesicula del c

cristalin

FIGURA I- 3: Desarrollo embrionario del cristalino. A, Las células del ectodermo de superficie
crecen y se diferencian para formar la placoda del cristalino. B, placoda del cristalino. C,
invaginacién de la placoda del cristalino. D, vesicula del cristalino. E, diferenciacién de las fibras
primarias del cristalino. F, el cristalino crece a lo largo de la vida mediante la adicién continua de
células de fibra del cristalino sobre las células de fibra mas antiguas. (Adaptada y modificada a
partir de [14] con permiso de Elsevier).

Cabe sefialar la importancia de las uniones celulares dentro del cristalino. Aunque la lente
es avascular, cada célula se une a su vecina por los canales intercelulares que son uniones
gap (uniones intercelulares que facilitan el paso de iones y pequefias moléculas solubles de

agua) [16].

Estudios experimentales realizados en cristalinos de embriones muestran la existencia de
diversas uniones gap: entre las células epiteliales, entre las fibras, y entre las células
epiteliales y fibras. El alto nimero de uniones tipo gap localizadas dentro del cristalino esta
relacionado con una diferenciacién normal de las fibras y son sumamente importantes para

el crecimiento postnatal de la lente y el mantenimiento de su transparencia [17-19].
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1.3 Cornea

El epitelio corneal deriva de la diferenciacién del ectodermo de superficie [20]; en cambio,
los queratocitos estromales y las células endoteliales provienen de las células

mesenquimaticas de la cresta neural [21].

En E11, el epitelio anterior de la cérnea se desarrolla cuando el cristalino induce al
ectodermo de superficie. Al inicio, dicho epitelio consiste en una capa basal de células
cubicas recubierta de una capa de células planas [1]. A microscopia electrénica se observan
pocas microvellosidades dispersas sobre la parte superficial del epitelio corneal y una MB
se encuentra debajo de su parte basal [22]. Las células de la capa basal del epitelio corneal
son las responsables de sintetizar los componentes de la MEC para la formacién del estroma
primario, acelular, [1, 3] que posteriormente serd invadido por dos oleadas de migracién de
las células mesenquimatosas. En el ratdn, la primera oleada de células ocurre alrededor de
E12.5. Estas células mesenquimatosas migran sobre el estroma primario y se diferencian en

el epitelio posterior de la cérnea o endotelio [1, 21].

Las células mesenquimatosas de la segunda oleada penetraran en el estroma primario y se
convertiran en los queratocitos o fibroblastos que son los responsables de la formacién del
estroma secundario, que es celular. Estos fibroblastos sintetizan y secretan los elementos

extracelulares de la cérnea [1].

En E14-E15, la cérnea empieza a parecerse a una coérnea madura, aunque sus células
estromales estan dispuestas con menos regularidad [2]. Las uniones celulares de las capas
superficiales, intermedias y basales del epitelio corneal han completado su desarrollo. Hay
uniones estrechas en la superficie libre y desmosomas entre las células de las capas
internas. Sin embargo, atin no hay uniones celulares especializadas tipo hemidesmosomas
en el extremo basal. Estas uniones desarrolladas, proporcionan la cohesidn necesaria de las
células epiteliales para que puedan mantener su forma y las relaciones estructurales [22].

La siguiente figura (Fig. I-4) representa una cérnea de un embrién de raton control E14.5.
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FIGURA I- 4: Cérnea de un embrién de ratdn control E14.5 procesada en nuestro laboratorio
mediante la técnica inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-laminina-1 (A) y posteriormente
con el programa de procesado de imagenes Image] (B). Epitelio (Ep), Endotelio (En) y Estroma

(Es).
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Mantener una cornea transparente requiere la expresion espacial y temporal coordinada de
varias moléculas durante el desarrollo embrionario, lo cual precisa una organizacién
sublime de los componentes de la MEC en el estroma para una diferenciaciéon adecuada de
las células epiteliales y endoteliales, asi como de los queratocitos. Se cree que la migracion
y la diferenciacién celular estan perfectamente ordenadas debido a que estan controladas
por seifiales de diversos factores de crecimiento y por los componentes de la MEC, que se

someten a la remodelacion constante durante el desarrollo embrionario [23, 24].

1.4 Coroides, esclera, cuerpo ciliar, iris y parpados

El desarrollo de la retina requiere, como las demas estructuras del ojo, la formacién de un
complejo sistema vascular lo cual va a proporcionar a los tejidos, que en estos periodos del
desarrollo se encuentran en plena diferenciacion celular, oxigeno y nutrientes [25]. En el
ojo, el desarrollo de la vascularizacién coroidea comienza en el dia E14 [3]. La coroides es
la que se encarga de nutrir a la retina y se localiza entre ésta y la esclerédtica. Tanto la
coroides como la escleroética se desarrollan a partir de una capa de células mesenquimatosas
cuyo origen es la cresta neural [1]. La coroides esta formada por un tejido conectivo muy
vascularizado con abundantes melanocitos [1], constituido a partir de las células mas
internas de la capa mesenquimatica. Durante el desarrollo embrionario, el sistema vascular
ocular emerge del mesodermo que rodea la copa Optica [25]. La esclerética la forman las
células mas externas de la capa mesenquimatosa que circundaran la copa 6ptica formando

un tejido conectivo [20].

El cuerpo ciliar, el iris y la red trabecular son estructuras tardias en el desarrollo. La
diferenciacion del cuerpo ciliar y del iris tiene lugar en los bordes de la copa éptica. El
estroma del iris y del cuerpo ciliar, entre E17 y E19, estd representado por células
relativamente indiferenciadas inseparables de la formacion de la red trabecular. La capa
anterior del epitelio del iris estad pigmentada, pero la capa posterior sélo tiene unos pocos
granulos de melanina cerca del borde pupilar. El angulo iridocorneal queda ocupado por
una masa densa de células mesenquimatosas. Mas tarde, después del nacimiento, estas
células se alargan, se aplanan y quedan separadas por pequeios espacios abiertos
parcialmente rellenos de fibras extracelulares. A continuacion, las fibras extracelulares del
angulo de la camara se organizan en laminas o tabiques que se cubren de células planas
parecidas a las endoteliales. Entonces se forma la red trabecular, que consta de tabiques
trabeculares separados por espacios intertrabeculares a través de los cuales se filtra el

humor acuoso [20].
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Los parpados comienzan a desarrollarse en E13 (la séptima semana de gestacién en el
humano) mediante pliegues de ectodermo, en cuyo interior se localiza mesénquima. Entre
E14 y E15 estos pliegues crecen y van cubriendo la cérnea. Alrededor de E15 (novena
semana en el humano) los parpados se fusionan. En el caso del ratén, los parpados no se
separan hasta después del nacimiento, sin embargo, en el humano lo hacen en el séptimo

mes [1, 3].

El ojo del ratén al nacer no esta totalmente desarrollado. El estroma corneal es mas celular
que en el adulto. El cuerpo ciliar, iris y red trabecular tienen una apariencia primitiva. El
sistema hialoideo atin no ha desaparecido, la retina no tiene todas sus capas diferenciadas

y los parpados estan cerrados [3].
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2. EL PAPEL DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN EL DESARROLLO DE
LAS ESTRUCTURAS OCULARES

La matriz extracelular (MEC) es una red organizada de materiales extracelulares que se
encuentra en intima asociaciéon con la superficie de la célula que la produce [26]. La MEC se
considera una estructura intrinsecamente dinamica en el desarrollo, ya que proporciona
espacios intersticiales entre las células y actia como andamio para la adhesién celular. Sin
olvidarse de su papel principal en la migracién celular y en permitir que las células ejercen
fuerzas mecanicas [27]. Por lo tanto, el entorno local de la MEC puede influir en la polaridad,
supervivencia, proliferacién y diferenciacion celular [28]. Segin la composicion, la
estructura y la localizaciéon de la MEC, ésta se puede clasificar en dos tipos: intersticial y

pericelular [29](Fig. I-5).

La matriz intersticial se localiza en los tejidos conjuntivos, rodea las células y contiene
varios tipos de proteinas que proporcionan un andamiaje estructural para los tejidos [30].
En los espacios intersticiales del mesénquima embrionario, la arquitectura y el ensamblaje
de las MECs podrian aportar la integridad estructural necesaria para promover o restringir
los movimientos celulares, ademas de proporcionar sitios de unién para receptores
especializados en la superficie celular para la MEC, los cuales pueden detectar informacién
incrustada en la MEC lo que influiria profundamente en los comportamientos celulares
afectando a la funcién de adhesidn, polaridad y migracion celular. Asimismo, a otras sefiales

intracelulares que regulan la supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular [28].

Por otra parte, la matriz pericelular suele contactar intimamente con la célula. Un ejemplo
de dicha matriz es la membrana basal (MB) [29]. Las MBs se consideran MECs altamente
especializadas que forman capas acelulares y delgadas que subyacen a las células y las
conectan a su matriz intersticial [31]. Por lo tanto, proporcionan un suporte estructural a
las células influyendo y modificando el comportamiento celular a través de sefializaciones
externas [32]. Los principales componentes de la MB son especialmente el colageno [V y la
laminina. Estas dos proteinas se detallardn méas adelante en la préxima seccién. Cabe
senalar, que estas dos moléculas, junto con otras, son las que otorgan a las MBs papeles tan
importantes como la regularizaciéon de la supervivencia y de la migracion de las células
durante el desarrollo embrionario, la homeostasis tisular, la respuesta a la infeccion, lesion

y enfermedad. Asi como, sirve como una barrera selectiva y andamio estructural [33].
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FIGURA I-5: Descripcion esquematica de las matrices extracelulares: pericelular e intersticial. Con
sus principales componentes y receptores celulares (adaptada y modificada apartir de [29] con

permiso de Elsevier)

A nivel ocular, las MBs localizadas en el periodo embrionario se hallan en las siguientes

estructuras:

» MB del epitelio corneal, localizada entre las células epiteliales basales y el estroma

corneal. Su funcidn es anclar las células epiteliales al estroma. A su vez, proporciona

andamios durante el desarrollo embrionario, la migracion, diferenciacién y el

mantenimiento del fenotipo epitelial [34].

» La capsula del cristalino es una MB que rodea completamente el cristalino. En el

embridn, tanto las células epiteliales como las fibras de la lente sintetizan y secretan

moléculas de MB que facilitan el crecimiento de la capsula de la lente [13, 35-37].

» La membrana limitante interna (MLI) es la MB de la retina neural, sirve como un

sitio de unién para el pie terminal de las prolongaciones de las células gliales de

Miiller y astrocitos. Ademas, evita el crecimiento aberrante de los axones [38].

» Lamembrana de Bruch se localiza entre el EPR y la coriocapilar de la coroides y esta

compuesta por 5 capas, la mas interna corresponde a la MB del EPR y la capa mas
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»

externa es la MB de los capilares de la coroides. Los componentes de la membrana

de Bruch proceden tanto del EPR como de la coroides [3, 39].

Por tultimo, la MB que rodea a los vasos sanguineos [40]. A nivel ocular se sitdan
entre otras estructuras en la coriocapilar, la parte posterior del cristalino y alo largo

de la MLI.
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2.1 El papel del colageno IV y la laminina-1 en el desarrollo ocular

2.1.1 Colageno IV: estructura y localizacién

A) Estructura

El coldgeno es una familia de glucoproteinas fibrosas que s6lo esta presente en la MEC. Se
produce sobre todo en los fibroblastos, en las células del musculo liso y en las células
epiteliales. Varios colagenos, como el colageno tipo |, se describen como colagenos fibrilares

porque se disponen en fibrillas rigidas que a su vez se disponen en fibras méas gruesas [41].

El coldgeno IV es una proteina no fibrilar especifica de las MBs [42]. Segun el tipo de
molécula de colageno, ésta forma parte de los coldgenos formadores de redes. Por lo tanto,
el coldgeno IV forma redes bidimensionales en las laminas basales proporcionando un
andamio para el depoésito de otras moléculas en la MEC. Asimismo, juega un papel
importante en la interacciéon de la MB con las células. Por ultimo, interactiia con varias

moléculas de la MB y con algunos factores de crecimiento [43-45].

Los genes Col4al, Col4a2, Col4a3, Col4a4, Col4a5'y Col4a6 son los que codifican las 6 cadenas
alfa del colageno IV (a1(IV) — a6(IV)), llamadas monémeros, que se ensamblan en tres
protémeros diferentes alala2(1V), a3ada5(IV) y a5a5a6(IV) [46, 47] (Fig. I-6). Los
cromosomas implicados en la sintesis de estas cadenas alfa en el humano son el cromosoma
2 donde se sittian los genes para a3 y a4, el cromosoma 13 (en el ratén corresponde al

cromosoma 8) donde se localizan los genes para al y a2 y el cromosoma sexual X donde se

localizan los genes para a5 y a6 [48]

Lo cierto es que el colageno IV es el componente mas abundante de las MBs [49]. En este

caso, la cadena mas comun es alala2(1V).Las moléculas del coldgeno IV se agregan entre

si para generar una red extracelular flexible, plana y en forma de lamina (Fig. I-7) que
proporciona gran resistencia a la traccion en los tejidos epiteliales y une las diversas

moléculas de la MEC [50].
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FIGURA I-6: Colageno IV, representacion esquematica de la formacidon de la triple hélice de los
protémeros

FIGURA I-7: Red de moléculas de colageno IV

B. Localizacion en el ojo

Segun Dziadek y Timpl [51], la isoforma alala2(IV ) empieza a detectarse en el raton

durante el desarrollo embrionario temprano, concretamente en la etapa de 32-64 células.
Varios estudios han examinado la distribucion de las distintas isoformas del colageno IV en
las estructuras del ojo durante el desarrollo embrionario. La tabla I-1 resume la distribucion
de las 6 isoformas del colageno IV en las MBs oculares del ratén durante el desarrollo

embrionario.
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Tabla I-1: La intensidad relativa de la sefial fluorescente entre tejidos para cada uno de los anticuerpos se
indica como:

-, negativo; #*, débilmente positivo; +, positivo; ++, positivo fuerte; +++, positivo muy fuerte. MLI: membrana
limitante interna; ND: no disponible; EPR: epitelio pigmentario de la retina.

a expresado solo en el polo posterior. b expresado solo en el polo anterior. (Tabla adaptada y
modificada a partir de [52] con permiso de Elsevier). Esta resaltado en amarillo el periodo objeto
de estudio en esta tesis doctoral.

S Membranas basales oculares
del Cuerpo ciliar | Capsula Membrana de Bruch
colageno Periodo Epitelio | Endotelio y angulo del Vasos
\") gestacional | Conjuntiva | corneal corneal Iridocorneal | cristalino MLI hialoideos | EPR Coriocapilar
al/a2(v) E12.5 ND ++ ND ND ++ ++ ++ ++ +
E14.5 ND + + ND +++ ++ +H+ ++
E16.5 ND + + + +++ + +H + +
E18.5 + + + + +++ + +H ++ ++
P1 ++ ++ ++ ++ +++ + +H+ ++ +
P4 + ++ ++ + +++ + +HH + +
a3/a4(Iv) E12.5 ND = ND ND = = = * =
E14.5 ND = - ND - - - +
E16.5 ND = = = - - - + -
E18.5 = = * = * = = ++ =
P1 - - ++ - +2 = ++ =
P4 - - +++ - +++ - - ++ -
a5(IV) E125 ND - ND ND ++ ++ = +2 =
E14.5 ND + * ND ++ ++ - + -
E16.5 ND + + ++ +++ ++ - ++ -
E18.5 + ++ ++ +H+ +++ ++ - ++ -
P1 ++ ++ +++ +++ ++ - ++ =
P4 ++ ++ +++ +++ +++ ++ = ++ =
as(Iv) E125 ND - ND ND ++ ++ = 4 =
E14.5 ND + + ND + ++ - 4+ =
E16.5 ND + + ++ +H ++ - - -
E18.5 + + + + +H ++ - - -
P1 ++ ++ ++ +++ +++ ++ - - -
P4 ++ ++ ++ ++H+ +H ++ - - -

Cabe sefialar que varios estudios mostraron la distribucion de dichas isoformas en las
matrices intersticiales de varias estructuras oculares. En el cristalino del embrién, por
ejemplo, se ha observado que tanto las fibras del cristalino como sus células epiteliales
sintetizan y secretan las moléculas de las MBs tal como el coldgeno 1V facilitando asi el
crecimiento de la capsula del cristalino [36, 37]. Por otra parte, en la retina, se ha observado
que esta proteina se expresa en el interior de la capa neuroblastica [53]. Ciertamente, el
colageno IV no es una molécula estrictamente de las MBs, se ha demostrado que se expresa

ademas en los tejidos conectivos como por ejemplo el estroma corneal [54, 55].
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Todo lo anterior parece confirmar la importancia funcional del coldgeno tipo IV en las
distintas estructuras oculares. Varios estudios han constatado que la mutacién o alteracion
de una o varias isoformas que constituyen esta molécula provoca trastornos

multisistémicos tanto en ratones como en humanos [56, 57].

2.1.2 Laminina-1: estructura y localizacién

A. Estructura

Las lamininas son una familia de glucoproteinas heterotriméricas compuestas por tres tipos

de cadenas &, B y y.Actualmente, se han identificado 5 genes que codifican la subunidad
Q& , 4 codifican 3y 3 codifican . La combinacién entre estas subunidades puede formar al

menos 16 formas de laminina [58, 59].

Se ha observado que las lamininas poseen varias actividades biolégicas, Kleinman et al. los
han resumido en el siguiente articulo [60], donde destacan el papel de la laminina en la
adhesioén, crecimiento, diferenciacion y migracion celular, sin olvidar su labor sustancial en
el ensamblaje de la matriz. [gualmente, las lamininas desempefian un papel importante en

la morfogénesis y la homeostasis de los tejidos [61].

Lalaminina-1 (laminina 111) (Fig. I-8) es de las primeras expresadas en el embrién durante

la preimplantacién temprana [62] y esta formada por las siguientes cadenas a1/31y1.

FIGURA I-8: La estructura proteica de la laminina-1, formada a partir de las tres cadenas

111,
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La estructura de la laminina-1, contiene la repeticiéon de dominios lineales denominado
dominio EGF o dominio LE dispuestos en tdindem, ademds de dominios globulares internos
(L4) con una distribucién idéntica. Posee también tres brazos cortos con dominios
globulares N-terminales (LN) esenciales para la incorporacién a la MB, y un brazo largo en
forma de espiral enrollada acabada con un domino denominado G (LG). Los dominios LG se
unen a varios receptores de la superficie celular y a algunas moléculas de la MEC [58, 59,

63].

Al igual que el colageno IV, la laminina-1 es capaz de auto-ensamblarse por medio de
interacciones entre los dominios globulares LN y forma redes poliméricas hexagonales [64]

(Fig. I-9).

FIGURA 1-9: Red de moléculas de laminina-1

Hay que subrayar que tanto la red del colageno IV como la laminina-1 se auto-ensamblan
en una red tridimensional independiente la una de la otra [64]. La laminina media el anclaje

de las células epiteliales y endoteliales a la red del colageno IV [65].
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B. Localizacién en el ojo

La laminina-1 forma parte de las MBs. A nivel ocular, varios estudios observaron que la
laminina-1 se encuentra ubicada en la MB del epitelio corneal [66, 67], en la MB de las dos
conjuntivas bulbar y palpebral [66] y en la capsula del cristalino [35, 67, 68], en esta zona,
se ha observado que a medida que el periodo de gestacién vaya avanzando, el marcaje de
dicha molécula se incrementa en las regiones ecuatorial y posterior del cristalino donde la
capsula es mas gruesa [69]. Asimismo, se ha demostrado la localizacion de la laminina-1 en
la MB de los vasos hialoideos y en la MLI [69, 70]. La membrana de Bruch contiene también
la laminina-1 [67] sintetizada por las células del EPR [71]. Por otra parte, se ha detectado
una notable inmunoreactividad de la isoformas alfa-1, beta-1 y gamma-1 que forman la
laminina-1 en la membrana de Descemet corneal en el embrién humano [67].

Asimismo, la laminina-1 se ha localizado en el estroma corneal [72] y en todo el epitelio del
cristalino [70]. Como se ha dicho anteriormente, las células epiteliales y las fibras del

cristalino son las que sintetizan y secretan las moléculas de la MEC [35].

Para terminar, se ha observado que durante el desarrollo embrionario de la retina el
crecimiento de las células ganglionares depende de la presencia de las moléculas de la MEC,

sobre todo la laminina [70].
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3. EL ACIDO FOLICO Y SU PAPEL EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO

El acido f6lico (AF), también conocido como vitamina B9 o folato (en su estado natural), es
una vitamina hidrosoluble esencial para las mujeres embarazadas y para las que estan en
edad fértil. El AF, a diferencia del folato, no esta presente de forma natural en los alimentos,
sino que se produce sintéticamente. El ser humano no puede sintetizar folato por lo tanto
tiene que ingerirlo en la dieta [73], por el contrario, los roedores pueden sintetizarlo por
bacterias de su flora intestinal [74]. En general, el AF es la forma mas comun del folato

utilizada como suplemento nutricional [75].

El folato puede encontrarse en muchos alimentos naturales, tales como legumbres,
levadura, frutas y verduras de hoja verde. De igual forma, estd presente en algunos
alimentos de origen animal como el higado y el rifién [76]. Sin embargo, parte del folato en
los alimentos naturales puede destruirse durante el proceso de coccién, especialmente con

altas temperaturas y tiempos prolongados de coccién [77].

Durante el embarazo, el requerimiento de AF aumenta y se vuelve crucial tanto para la salud
de la madre como para el desarrollo del feto. Por lo tanto, se debe tomar un suplemento de

AF (400ug / dia) durante el primer trimestre de embarazo [78].

Varios estudios en la literatura han examinado el efecto del bajo nivel del folato, tanto antes
como durante la gestacion, en la salud de la progenie. Como resultado, los estudios
mostraron que los niveles bajos de AF estan asociados con varios defectos congénitos, como
por ejemplo los defectos de tubo neural (especialmente anencefalia y espina bifida) [79, 80],
malformacién craneofacial [81], paladar hendido [82], entre otros. No obstante, algunos
estudios han demostrado que la administraciéon preconcepcional del AF ayuda a prevenir la
aparicién y la recurrencia de muchas de estas anomalias congénitas [83], especialmente

aquellas relacionadas con el tubo neural del cual se origina el sistema nervioso central.

Asi pues, el AF es esencial para el desarrollo normal del sistema nervioso y sus estructuras
derivadas como el ojo [84, 85]. Su importancia reside en su contribucion en la regulacion
regional de la apoptosis y la proliferacién celular [86]. Asimismo, es imprescindible para el

crecimiento y la diferenciacién celular normal [87].

El derivado activo del AF es el acido 5,6,7,8-tetrahidrofélico conocido por tetrahidrofolato,
una coenzima que desempeila un papel vital en la transferencia de unidades de un solo
atomo de carbono. El metabolismo de un carbono es requerido para diversas reacciones
biosintéticas tales que la sintesis de purinas y pirimidinas para la biosintesis de acidos

nucleicos y la remetilaciéon de homocisteina a metionina [88, 89].

28



3.1 El 4cido félico en el ojo

El folato y sus derivados de un carbono no pueden penetrar las membranas biolégicas por
simple difusion. Por esta razon, utilizan tres tipos de procesos de transporte para entrar en
las células: los receptores de folato (RF), el transportador de folato reducido (TFR-1), y el

transportador de folato acoplado a protén (PCFT) [90-93], (Fig. I-10).

®
Folato Qakema de Folato
({RF)

Transportador de Transportador de Folato
Folato Reduddo Acoplado 3 Protén

FIGURA 1-10: El folato es transportado a la célula por tres proteinas diferentes: el Receptor de
folato (RF), el Transportador de Folato Reducido y el Transportador de Folato Acoplado a Protdn.
(Imagen adaptada y modificada a partir de [94] con permiso de Springer Nature).

3.1.1 Receptores de folato

A. Definicion

El receptor de folato (RF), también conocido como proteina de unién a folato, se expresa en

la superficie celular. Se han identificado las siguientes isoformas de RF («, £3,y,5) en el

humano [95-97]. Sus respectivos analogos en los roedores son las proteinas de unién a
folato (folate-binding proteins-FBP o Folbp): FBP1 y FBP2 [98, 99], andlogos a RFay

RF £ humanos, respectivamente. Por otra parte, Folbp3 es el andlogo de RF¢& humano

[97], no obstante los ortdlogos del RF y no se han descrito alin en ratones o ratas [100].

La primera isoforma RF«, también conocida como Receptor de folato-1 (Folrl), es una

glicoproteina unida a la membrana celular apical de las células epiteliales [101].
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Por otra parte, RF 3, conocida como Receptor de folato-2 (Folr2), es el receptor de folato

mas comun. Se localiza en la superficie de la mayoria de las células. Su expresién es mas alta

en las células fetales y del sistema nervioso [102]. RF /3 esta presente especialmente en la

placenta y los macréfagos activados [103, 104]. Evidentemente, los macréfagos estan

presentes en todos los tejidos oculares [105].

Poco se ha publicado sobre el receptor RFy y su papel en el transporte de folato [106].
Parece que se encuentra en los tejidos hematopoyéticos y otros fluidos fisiolégicos [107].
Por dltimo, estudios recientes sobre el receptor RF¢ , indican que se expresa
predominantemente en las células T reguladoras (células Treg) [108], desempefiando asi
un importante papel en el control de la respuesta inmune [109]. A nivel ocular, los tejidos

pigmentarios poseen la capacidad de usar las células Treg para establecer la regulacion

inmune en el ojo [110].

B. Localizacién en el ojo

Numerosos estudios han demostrado que RF« es presente en todas las capas de la retina
[111, 112]. Se ha detectado en zonas especificas tales como la capa de las células
ganglionares y en las células de Miiller, en la membrana limitante externa y en la capa

plexiforme externa [113, 114] y en la region basolateral del EPR [115].

Por otra parte, el AF es un metabolito necesario para el desarrollo del cristalino, sobre todo
el receptor RFa [116]. Se ha observado que RF« ejerce un papel importante durante la
embriogénesis. La primera aparicion de este receptor en el desarrollo embrionario del
globo ocular del ratén se manifiesta en el periodo E10.5 concretamente en las vesiculas
Opticas. Mas tarde en E12.5 y E15.5, se restringe al epitelio del cristalino y a los bordes de

laretina [117].

Hay que mencionar ademas, la presencia funcional y molecular del receptor RF« en el

epitelio corneal [118].

Hasta la actualidad, sélo se ha encontrado un Unico estudio que haya investigado la

localizacion del receptor RF 3 en el ojo [119]. En este estudio, se detecté dicho receptor en

los macréfagos activados en la retina.

Finalmente, respecto al receptor RF ¢, se ha ubicado en las células del EPR [113].
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3.1.2 Transportador de folato reducido

A. Definicién

Al igual que RF«, el TFR-1 regula el transporte del folato a través de la membrana. Sin
embargo, a diferencia de RF« la expresion de TFR-1 se limita a aquellas células que estan

involucradas en la transferencia vectorial de los folatos de un lado de la célula al otro [92].

B. Localizacion en el ojo

TFR-1 se distribuye en la membrana apical del EPR [111, 112, 115]. Smith et al. [112] han
demostrado que este receptor media el eflujo del folato desde la células del EPR hacia el
espacio subretiniano a través de la membrana apical. Los autores concluyeron, al igual que
muchos otros, que la expresidn de TFR-1 exclusivamente se limita al EPR. Las células de este
epitelio son las que median el transporte vectorial de nutrientes, como el folato, desde la

sangre coroidea hasta las células fotorreceptoras de la retina [115, 120].

3.1.3 Transportador de folato acoplado a proton

A. Definicion

El PCFT se expresa en el intestino delgado, placenta e higado. Media tanto la absorcion
intestinal de folatos como el transporte de folatos al sistema nervioso central [121]. Tanto
en humanos como en roedores, el intestino delgado proximal es el sitio principal de

absorcion de folato y el PCFT se expresa altamente en él [121].

B. Localizacion en el ojo

La expresion del ARNm de PCFT en la retina humana fue investigado por Umapathy et al.
[122] donde observaron que todas las capas celulares de la retina expresan este receptor.
El PCFT fue detectado en las células de la capa ganglionar, la membrana limitante externa,
la capa nuclear interna, los segmentos internos de los fotorreceptores y en las células del
EPR.En 2010, Bozard et al. [114] sugirieron que los dos receptores PCFTy RF«a funcionan

en coordinacién para mediar la absorcion de folato en las células de Miiller.

Por ultimo, a nivel corneal, se ha demostrado que la proteina PCFT junto con RF ¢ ambas

estan involucradas en el flujo de AF en las células epiteliales corneales [118].

Introduccion
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II. JUSTIFICACION

El AF es un nutriente fundamental durante las primeras etapas del desarrollo humano.
Como se afirm6 anteriormente, el requerimiento del AF aumenta durante el embarazo,
sobre todo para mantener la rapida proliferacion celular y para el crecimiento normal del
tejido fetal. Un bajo nivel de AF materno esta asociado con mayor riesgo de tener fetos con
defectos del tubo neural como consecuencia del desarrollo incompleto del sistema nervioso
central [79]. En el ser humano, el cierre del tubo neural tiene lugar en el vigésimo octavo

dia de gestacién [123], a menudo antes de que la madre sepa que estd embarazada.

Dado que el déficit de AF ocasiona diversas alteraciones a nivel del tubo neural, y en vista
de que la formacién de las vesiculas 6pticas comienza en el momento del cierre del tubo
neural [124], es de esperar la ocurrencia de malformaciones oculares congénitas en

situaciones de deficiencia de AF.

Algunos estudios relacionaron el déficit de AF con varias alteraciones oculares entre las
cuales cabe citar la ambliopia nutricional [125, 126] y la neuropatia dptica nutricional [127],
ambas alteraciones visuales suelen manifestarse en el adulto. Hoy en dia, existe una escasa
bibliografia que relacione las malformaciones oculares congénitas con el déficit de AF [128,
129]. Sin embargo, no ha sido objeto de estudio el como interfiere el déficit de AF en el

desarrollo de las estructuras oculares ni de qué manera altera a la MEC.

Pocos 6rganos del cuerpo humano tienen una MEC tan extensa como el ojo [130]. En el caso
particular del colageno IV y la Laminina-1, ambas moléculas forman una red tridimensional
que proporciona fuerza y estabilidad al propio tejido [35]. Son dos proteinas cruciales para

las MBs y son responsables de mantener la adhesion y la migracidén celular [131].

Se desconoce si el déficit de AF afecta a la expresion de estas dos moléculas. Sin embargo,
algunos estudios han observado que la alteracion de su expresion conduce a varias
anomalias oculares, como por ejemplo cataratas y defectos severos del cristalino [132-134],

displasia retiniana [135] y otros defectos oculares [136].

Mediante esta tesis, se pretende comprender mejor cémo afecta el déficit de AF a la
expresion del colageno IV y laminina-1 y, lo mas importante, como dafia a la integridad de
las estructuras oculares. Para ello, se plantea el estudio de las malformaciones oculares
congénitas producidas en embriones de ratén debido al déficit dietético materno de AF
durante dos periodos, corto (2 semanas) y largo (8 semanas). Asimismo, estudiar los

cambios producidos en la textura de dichos tejidos. Con este proposito, se llevan a cabo
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varios experimentos inmunohistoquimicos y 6pticos con el fin de aportar datos relevantes

en este area de investigacidn.
A continuacion, se describe la estructura de la tesis:
Capitulo I: contiene la introduccion, justificacion, objetivos y materiales y métodos.

Capitulo II: describe el estudio estadistico de las malformaciones oculares y cambios en la

biometria ocular.

Capitulo III: representa un nuevo método automatizado para cuantificar y regionalizar el
patrén de expresion de colageno IV y laminina-1 en el cristalino, retina neural y en el

estroma corneal.

Capitulo IV: se aplica a varias estructuras oculares, marcadas con anti-colageno IV o anti-
laminina-1, una comparacion basada en el analisis multifractal para determinar cambios en

la estructura fractal en estas estructuras.

Capitulo V: estudia la interaccién luz-materia mediante dos experimentos realizados sobre
tejidos oculares embebido en parafina. El primer experimento estid basado en la
polarizacién por transmision en el cual se averiguan cambios en el estado de polarizacion
de la luz tras incidir sobre los tejidos oculares del grupo control y los grupos con déficit
materno de AF. El segundo experimento aplica el analisis de componentes principales (ACP)
aimagenes multiespectrales a fin de aprovechar la informacién multiespectral para analizar

las diferencias espectrales entre los grupos estudiados.

Hay que sefialar que, en el apartado de materiales y métodos, expuesto en el capitulo I, solo
hemos descrito las técnicas de marcaje que hemos utilizado en esta tesis. Dado que cada
capitulo consta de una método distinto, hemos optado por explicar detalladamente en cada

uno de ellos el procedimiento seguido.

Justificacion
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III. OBJETIVOS

La finalidad de esta tesis es investigar la relacion que existe entre el déficit dietario materno
de AF y las alteraciones oculares congénitas. Para ello, en el presente trabajo se plantearon

los siguientes objetivos:

i.  Objetivo 1:

Evaluar las posibles malformaciones oculares en los embriones de ratén de 14.5 dias de
gestacion, cuyas madres fueron sometidas a dieta deficitaria de AF en periodo corto (2

semanas) y largo (8 semanas). Por eso, nos proponemos investigar los siguientes puntos:

1) Identificar el tipo de malformaciones oculares congénitas producidas a
consecuencia del déficit materno de AF, y realizar un estudio estadistico para

conocer su frecuencia en los embriones.

2) Estudiar cambios producidos en la biometria de algunas estructuras oculares.
En este caso, se aplicara la técnica estadistica de remuestreo de datos conocida

como Bootstrap.
3) Determinar algunos mecanismos alterados. Por este motivo, se analizara el
patrén de expresion de dos moléculas de MEC, colageno IV y laminina-1.
ii. Objetivo 2:
Estudiar las caracteristicas 6pticas de los tejidos y evaluar numéricamente los cambios
producidos en los tejidos. Para llevarlo a cabo, se investigaran los siguientes puntos:

1) Implementar una metodologia automatizada para cuantificar y regionalizar la
expresion del coldgeno IV y la laminina-1 en el interior de algunas estructuras del
ojo.

2) Utilizar las técnicas de procesado y de andlisis de imagen a fin de analizar los

cambios producidos en la textura de los tejidos a causa del déficit materno de AF.

3) Utilizar la herramienta de analisis multifractal para, evaluar, cuantificar y compara

los cambios en la textura de los tejidos.

4) Averiguar cambios en el comportamiento espectral de los tejidos mediante varias

técnicas Opticas: imagenes multiespectrales y polarizacion de la luz.

Objetivos
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES Y DIETAS

Este material ha sido obtenido, elaborado y cedido por el Grupo de Investigaciéon UCM
920202, al que pertenecen las directoras de la tesis, parala realizacion de esta tesis doctoral.
Los animales utilizados en esta tesis son ratones silvestres C57/BL/6] (Harlan, Inglaterra)
de ocho semanas de edad. Fueron alojados en el Animalario de la Facultad de Medicina a
temperatura constante de 2212 °C y a ciclos de 12/12 horas de luz/oscuridad. Los
experimentos realizados fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad

Complutense de Madrid (UCM).
Las hembras se dividieron en dos grupos segin la dieta administrada [137]:

» Grupo control en el cual las hembras tomaron una dieta estandar para roedores

(SAFEA04/A03 Harlan), con 2mgAF / kg dieta.

» Grupo deficitario, dividido a su vez en dos grupos:
v' El grupo D2: grupo deficitario que tomaron una dieta carente de AF,
OmgAF / kg dieta + 1% de Succinil Sulfatiazol, que fue administrada durante
las dos semanas gestacionales.
v'El grupo D8: grupo deficitario que tomaron una dieta carente de AF,
OmgAF / kg dieta + 1% de Succinil Sulfatiazol, fue administrada durante 8
semanas: seis semanas previas a la prefiez y 2 gestacionales.
Los cruces se realizaron durante una noche, retirando por la mafana al macho. Este

momento se considera dia de gestacion 0 (0DG). Las hembras prefadas, se sacrificaron en

el dia 14.5 de gestacion que corresponden al Estadio E14.5.

Los sacrificios por dislocacién cervical tuvieron lugar tras la anestesia con monoxido de
carbono. Los embriones fueron extraidos y lavado en PBS al 1% y fijados en

paraformaldehido al 4% durante 48 horas.

El proceso de fijacion, inclusidn en parafina, protocolo de desparafinado y rehidratacién de

los tejidos se puede consultar en [137].
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2. INMUNOHISTOQUIMICA EN SECCIONES

La inmunohistoquimica, es la identificacion y localizaciéon de un constituyente tisular
(antigeno) in situ mediante una reaccién especifica de antigeno-anticuerpo. Se utilizara esta

técnica para estudiar la expresion de las dos proteinas: colageno IV y laminina-1.

2.1 Tincién inmunohistoquimica para el colageno IV

2.1.1 Inhibicién de la peroxidasa endbégena

Una vez los tejidos estan hidratados, se lavan en solucién tampén PBS durante 5 minutos en
dos pases, y se procede a inhibir la enzima del anticuerpo segundario para minimizar el
numero de falsos positivos. En el caso del coldgeno IV, la enzima del anticuerpo secundario
utilizada es la peroxidasa, por ende, hay que bloquear primero los sitios donde haya

actividad peroxidasa enddgena del tejido.

Se prepara una solucion de peroxido de hidrégeno (Panreac) al 2% en metanol, los portas
se sumergen en esta solucion durante 10 minutos en oscuridad, después se lavan con agua

destilada (2 pases de 5 minutos).

2.1.2 Desenmascaramiento del coldgeno IV con pepsina

Para realizar el marcaje con anti-colageno IV, primero se prepara una diluciéon de Pepsina
(Sigma, N.2 de catalogo: P-7012) al 0.2% en acido clorhidrico 0.1N (Panreac). Hay que
incubar los portas en la soluciéon durante una hora a 37°C en una cdmara humeda. Se lavan

los portas en Buffer TRIS durante 5 minutos en dos pases (Tabla I-2).

TABLA I-2: Preparaciéon del BUFFER TRIS (PH=7.4-7.6). Cantidad para preparar un litro.

Solucion Cantidad
TRIS base (Sigma) 6.05g
Cloruro sédico (Panreac) 8.76 g
Acido clorhidrico 1N 40 ml
Tritén X-100: 1ml
Agua destilada Hasta obtener 11
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2.1.3 Bloqueo de la tincién de fondo y las uniones inespecificas con suero
bloqueante

Uno de los problemas de las tinciones inmunohistoquimicas es la tincién de fondo que
aparece en sitios donde no deberia haberla. Por ello, primero hay que bloquear dicha tincién

de fondo, el procedimiento seguido es el siguiente:

Se incuban los portas en una solucién de BSA (Bovine Serum Albumin), al 1% en TRIS
durante 10 minutos en una cdmara himeda y en oscuridad. Después hay que decantar el

BSAy se procede a incubar con el anticuerpo primario.

2.1.4 Anticuerpo primario

Se ha usado el anticuerpo policlonal de conejo anti-colageno IV de humano isotipo IgG (ICN
Immunobiologicals, N.2 de catdlogo:68-124-1). Dilucién 1:200 en TRIS, incubando los portas
durante 2 horas a 37°C en cadmara himeda y en oscuridad. Tras la incubacion, se lavan en

TRIS en dos pases de 10 minutos.

2.1.5 Anticuerpo secundario

Se emplea el policlonal (N.2 de catalogo: K-4003) del sistema EnVision® de Dako. Es un

polimero de dextrano conjugado al anticuerpo secundario y a la enzima peroxidasa.

Se incuban los portas con el anticuerpo secundario durante 30 minutos a 37°C en oscuridad
y en cdmara humeda. Después, se vuelven a lavar con TRIS en dos pases de 10 minutos cada

uno.

2.1.6 Revelado con el cromoégeno

Para revelar se utiliza el kit DAB (Diaminobencidina) de Dako (N.2 de catalogo: K-3468)

como cromogeno. Se mezcla 1 ml de Buffer sustrato con 204l del DAB. Luego, se lava con

TRIS en dos pases de 10 minutos cada uno, con agua corriente y con agua destilada.

2.1.7 Deshidratar y montar con Eukitt

Las preparaciones se mantienen en agua destilada durante 10 minutos. Después, se
deshidratan realizando pases de 5 minutos en alcoholes crecientes 70°, 80°, 90°, 100°
repitiendo cada pase 2 veces. Mas adelante, se realizan 2 pases de xilol de 10 minutos cada
uno. Finalmente, se montan con medio Eukitt (Eukitt mounting médium; Electro

Microscopy Sciences, Hatfield, Reino Unido).
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2.2 Tincién inmunohistoquimica para la laminina-1

En primer lugar, hay que inhibir la peroxidasa endégena, por ello se seguiran los mismos

pasos detallados que en el caso del colageno IV en la seccién (2.1.1).

2.2.1 Desenmascaramiento de la laminina-1 con EDTA 1Mm

Primero, se prepara una solucién con 600 ml de agua destiladay 1.2 ml de EDTA (Sigma, N.2
de catdlogo: E7889), ajustando su pH a 8-8.2. La solucion se calienta durante 10 minutos en
microondas (hasta su ebullicién). A continuacién, se sumergen los portas en estas solucién
y se mantiene en estufa a 140-150 °C durante 40 minutos. Luego, se deja enfriar 10 minutos
a temperatura ambiente y otros 10 en hielo. Finalmente, se lavan en TRIS durante 10 min

(5 minutos por pase).

En el siguiente paso, se bloquea la tincién de fondo y las uniones inespecificas segiin se ha

descrito en la seccidn (2.1.3).

2.2.2 Anticuerpo primario

Se ha utilizado el anticuerpo policlonal de conejo anti-laminina-1 de ratén isotipo IgG
(Sigma Immunochemicals, N.2 de catdlogo: L-9393). Dilucion 1:200 en TRIS, incubandose
los portas durante 2 horas a 37°C en oscuridad y en cAmara hiumeda. Después de la

incubacién se lava otra vez en TRIS en dos pases de 5 minutos cada uno.

Por ultimo, para terminar, se realizan los mismos pasos descritos en las secciones (2.1.5),

(2.1.6) y (2.1.7).

3. TINCION CON HEMATOXILINA-EOSINA (H&E)

El protocolo de esta tincion se inicia desparafinando los tejidos en Xileno durante 30 min. A
continuacién, los cortes se hidratan mediante bafios sucesivos en alcoholes de
concentracion decreciente: 100°, 96° y 80°. Se lavan en agua destilada en dos pases de 10
minutos. Se tifien 5 minutos en hematoxilina, se lavan en agua destilada en dos pases de 10
minutos, se tifien de 15 a 30 segundos en Eosina, se realiza un lavado en agua destilada en
dos pases de 10 minutos, se efectia la deshidratacion de los cortes mediante bafios
sucesivos de 5 minutos en alcoholes de concentracion creciente: 80°,96° y 100°. Finalmente

se sumergen en un bafio de Xileno y se procede a montarlos.

Una vez finalizada la inmunohistoquimica y la H&E, todos los portas se examinan mediante
un microscopio éptico Leica DMR y acto seguido se fotografian con una cdmara digital Leica

DFC320 (Leica Geosystems AG). Estas fotografias son las que se utilizaran en esta tesis para
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la evaluacién de las malformaciones, del patrén de expresion del colageno IV y la laminina-
1. Posteriormente, se utilizaran en el procesamiento de imagenes para el estudio de la
morfologia y la textura de los tejidos. Algunos portas sin tefiir/marcar se utilizaran para

estudiar el grado de polarizacion y para la toma de imagenes multiespectrales.

Materiales y Métodos
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[. ANALISIS ESTADISTICO DE LAS MALFORMACIONES
OCULARES CONGENITAS

1. TIPOS DE MALFORMACIONES OCULARES CONGENITAS
OBSERVADAS

Para la evaluacién de las alteraciones oculares congénitas debidas a una dieta materna
carente en AF, fueron evaluados 19 embriones de cada grupo (Control, D2 y D8). Lo que

constituye un total de 57 individuos de 14,5 dias de gestacién (E14.5).

El material analizado esta formado por cortes coronales de cabezas de los embriones.
Mediante los diferentes aumentos del microscopio se procede a identificar las distintas

malformaciones congénitas.

1.1 Malformaciones oculares observadas en los embriones del grupo D2

La administraciéon de una dieta carente en AF a las hembras durante las dos primeras
semanas de gestacion produce varios tipos de alteraciones oculares en los embriones, en su

mayoria del segmento anterior del globo ocular, tabla II-1.

A través de estos datos se ha visto que el engrosamiento corneal es la alteracién observada
con mayor frecuencia afectando al 57.9% de los embriones (Fig. [I-1B) comparada con el
grupo control (Fig. [I-1A). Seguida por la adherencia entre la retina y el cristalino que afecta
al 52.6% de los embriones (flecha en la Fig. [I-1B y II-1F) comparada con el control (Fig. II-
1E). El aumento del tamafio de los vasos sanguineos coroideos fue observado en el 47.4%
de los embriones (flechas en la Fig. 1I-1]), estos vasos son mas grandes que los del control
(Fig. II-11). Por otro lado, las alteraciones morfolédgicas del cristalino han tenido la misma
prevalencia (47.4%), donde los cristalinos de los embriones exhiben defectos en la formay
el tamafio, con la presencia de vacuolas. Ademas, se han observado microftalmias
unilaterales o bilaterales en el 42.1% de los embriones (Fig. II-1H). La prevalencia de las
alteraciones oculares restantes era la siguiente: adherencias entre la cornea y el cristalino
en el 36.8% de los embriones, la cAmara anterior era practicamente ausente en la mayoria
de los casos (Fig. II-1D), adherencia entre el parpado y el ojo en el 31.6% (Fig. 1I-1L),
normalmente en un ojo control existe un espacio entre el parpado y la conjuntiva (Fig. II-
1K), camara anterior reducida en el 26.3% de los casos (Fig. II-1C). Finalmente, se ha
observado en el 21.05% de los embriones cdmaras vitreas reducidas (Fig. II-1F) y la misma

prevalencia con desprendimiento de retina.
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TABLA II- 1: Prevalencia de las malformaciones oculares congénitas presentes en el grupo D2

debido al déficit materno de AF. DR: Desprendimiento de Retina. VR: Vitreo Reducido.

Malformacion/Alteracion

Grupo
. Grandes
D2 . . i Alteraciones | Camara
Adherencia | Adherencia Adh .| Cérnea . . . . Vasos
cornea- retina- pérp:trj%ngl'?) morfoldgicas | anterior | VR [Microftalmia| DR )
At At -0j ruesa sanguineos
cristalino - cristalino g del cristalino | reducida g-
coroideos
N
7 10 6 11 9 5 4 8 4 9
0
) 36.8 52.6 31.6 57.9 474 26.3 |21.05 421 21.05 474
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Figura II- 1: A E, G, I, y K cortes de cabeza de embriones control E14,5. B, C, D, F, H, ], y L cortes de cabeza de embriones del grupo D2. A, control con buen desarrollo corneal y del
cristalino. B, la cérnea es gruesa, presenta también adherencia entre la retina y el cristalino (flecha). C, cimara anterior reducida (*). D, presenta adherencia entre la cérnea y el cristalino
con ausencia de la camara anterior. E, ojo control bien desarrollado. F, presenta camara vitrea reducida, adherencia entre la retina y el cristalino (flecha) y un ojo rotado. (G-H), visién
general de la cabeza mostrando una microftalmia unilateral (flecha). I, vascularizacién coroidea bien desarrollada. ], se observan grandes vasos sanguineos coroideos anémalos (flechas).
K, distancia normal entre el parpado superior y el ojo. L, adherencia entre el epitelio del parpado y el ojo. G y H amplificacion original X5. F, amplificacién original x10. E, amplificacién
original X20.A, B, C, D, I, ], Ky L amplificacién original x40. A, E y G, secciones tefiidas con H&E. B, H, ], Ky L secciones marcadas con anti-colageno IV. C, D, F y I secciones marcadas con
anti-laminina-1. Abreviaciones: cérnea (C), cristalino (Cr), parpado superior (Ps), retina (R) y vitreo (V).
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1.2 Malformaciones oculares observadas en los embriones del grupo D8

La administracién de una dieta severa carente de AF a las hembras durante 8 semanas (seis
semanas previas a la prefiez, mas dos semanas gestacionales) ocasiona en la progenie
malformaciones oculares mucho mas graves. En este grupo, D8, las alteraciones observadas

en los embriones son tanto del segmento anterior como del posterior, tabla II-2.

TABLA II- 2: Prevalencia de las malformaciones oculares congénitas presentes en el grupo D8
debido al déficit materno de AF. CG: Cérnea Gruesa. CAR: Cadmara Anterior Reducida. DR:
Desprendimiento de Retina. VR: Vitreo Reducido.

Malformacion/Alteracion

Grupo
D8 | Grandes Ojo
Alteraciones ;
Adherencia| Adherencia | , oo o Vasos _ _ el
cérnea- retina- oo CG |morfolégicas| CAR | VR sanguineos Microftalmia| DR | pacia
cristalino cristalino -
del cristalino coroideos abajo
N 7 10 10 10 12 7 8 13 13 12 4
% 36.8 52.6 52.6 52.6 63.1 36.8 |42.1 68.4 68.4 63.1] 21.05

En el grupo D8 se observan una gran variedad de anomalias oculares (tabla II-2). Las mas
frecuentes son microftalmias (Fig. II-2C) y vasos sanguineos coroideos de gran calibre (Fig.
[1-2B) que afectan a un 68,4% de los embriones. Por otra parte, y como se puede observar
en la figura II-2C, ademas de las alteraciones oculares hay diversas alteraciones del sistema
nervioso. Por otro lado, se ha observado que el tamafio de los vasos coroideos cambia
dependiendo de su localizacion (Fig. 1I-2D): cuando se produce un desprendimiento de
retina el tamafio de los vasos, en la mayoria de los casos, es similar al del grupo control (Fig.
[I-2E comparada con II-2A), a veces, incluso pueden estar ausentes, sin embargo, si no hay
desprendimiento de retina los vasos coroideos tienen un calibre mas grande que el control
(Fig. I1-2B y II-2F). El desprendimiento de retina (Fig. [I-2D y II-2E), por una parte, y las
alteraciones morfoldgicas del cristalino (Fig. [I-2G y [I-2H), por otra parte, ocurren en 63.1%

de los embriones.

En cambio, el engrosamiento corneal (Fig. [I-2G y 1I-3) y las adherencias: entre la retina y el
cristalino y entre el parpado y el ojo (Fig. II-2D) se han visto en el 52.6% de los embriones.
En cuanto a la reduccion del tamarfo de la cAmara vitrea, ésta se ha observado en el 42.1%
de los embriones al compararlos con el control. En algunos casos, como por ejemplo en la

figura I1-2H, el tamafio del vitreo se redujo drasticamente.
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En cuanto a la adherencia entre cérnea-cristalino (Fig. II-2D y II-2H), por una parte, y la
disminucion del espacio anterior que les separa, por otra, se ha visto que afecta al 36.8% de
los embriones. Por tltimo, se ha comprobado que 4 de los embriones (21.05%) han tenido

al menos uno de los ojos totalmente rotado (Fig. II-2C y I1-2G).
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Figura II- 2: A, corte frontal de la cabeza de un embrién control E14,5. B, C, D, E F, G, y H, embriones del grupo D8. A, control con desarrollo normal de la
vascularizacién coroidea. B, vasos coroideos mas grandes de lo normal (flecha). C, alteraciones oculares con desarrollo anémalo del sistema nervioso. D, adherencia
cornea-cristalino con ausencia de la cAmara anterior. Adherencia parpado-ojo (area seleccionada) y desprendimiento de retina (*). E, desprendimiento de retina
(*) asociado con pequefios vasos sanguineos coroideos (flechas). F, vasos sanguineos coroideos mas grandes de lo normal (flechas) donde no hay desprendimiento
de retina. G, cérnea gruesa, camara vitrea reducida y ojo rotado. Adherencia retina-cristalino (flecha). H, adherencia cérnea-cristalino con ausencia de la cAmara
anterior y del vitreo. Adherencia retina-cristalino (flecha). C, amplificacién original x5. D y H, amplificacién original x10. E, F y G amplificacién originalx20. Ay B
amplificacion original x40. Cy G secciones teflidas con H&E. A y B secciones marcadas con anti-coldgeno-IV. D, E, F y H secciones marcadas con anti-laminina-1.
Abreviaciones: cérnea (C), cristalino (Cr), parpado superior (Ps), parpado inferior (Pi), retina (R), vitreo (V).
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Figura II- 3: Corte frontal de la cabeza de un embrién control de E14.5 (A) y grupo deficitario D8
(B, C, y D), marcado con anti-colageno IV. Figuras A, B, C y D con aumento de xX40. Figura A, la
cornea del control es mas fina y sus células son mas organizadas. Figuras B, C, y D representan

corneas mas gruesas y desorganizadas.

1.3 Alteracidn en la expresién de coldgeno IV y laminina-1 en algunas MBs oculares

La inmunohistoquimica para el colageno IV revela que una corta duracién de déficit
materno de AF (grupo D2) altera la expresion de colageno IV en todas las MBs del ojo. La
intensidad de marcaje se ha visto aumentada en los embriones de este grupo (Fig. [1-4B, 4C,
4E y 4G) respecto al control (Fig. [I-44, 4D, 4F). Asimismo, se ha observado que el patréon de
distribucion de colageno IV en varias MBs tiene un aspecto corrugado y rizado, apreciable
especialmente en la capsula del cristalino (Fig. [I-4C y 4E), en la MLI (Fig. II-4E), MB del
epitelio palpebral (Fig. [1-4G) y en la MB del epitelio corneal (Fig. [1-4B) respecto al control
(Fig. 11-4A, 4D y 4F). Otro hallazgo entorno a la cérnea es la fragmentaciéon o pérdida de
continuidad de colageno IV en la MB (Fig. [1-4B). Curiosamente en las zonas de adherencia
entre las conjuntivas palpebral y bulbar, el patrén de distribucion espacial del colageno IV

es claramente distinto del control (Fig. [I-4G comparada con II-4F).

Respecto a la distribucién de la laminina-1, se ha observado en su caso también cambios en
el patron de marcaje. En epitelios oculares normales, se observa una linea delgada y
continua que representa el marcaje de la laminina-1. Generalmente, es apreciable en la MB

epitelial de la cérnea, donde aparece extremadamente delgada (Fig. 11-4H). También se
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observa en la MLI de la retina (Fig. [1-4]) asi como en la capsula del cristalino y epitelio

conjuntival.

No obstante, con el déficit de AF, la laminina-1 exhibe un marcaje muy intenso en las MBs
del ojo. Se aprecia sobre todo en la MB del epitelio corneal (Fig. [1-4], flecha) y en MLI (Fig.
[I-4K, flecha). El incremento en la intensidad del marcaje también se observa entre las

células del epitelio del cristalino.

Por ultimo, la lamina basal del endotelio que rodea los vasos hialoideos de los embriones
con déficit materno de AF muestra mas positividad para colageno IV y laminina-1 (Fig. II-
4E y 4K) que el control (Fig. [I-4D y 4]). Se ha detectado el mismo incremento en la expresion
de ambas moléculas en la MB de los vasos coroideos (Fig. II-1] comparado con el control II-
11). Estos vasos fueron mas abundantes y con gran calibre en los embriones de los grupos

D2y DS.
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Figura II- 4: Andlisis de la expresidn de coldgeno IV y laminina-1 en las MBs oculares. A, D, F, H y J, embriones control E14,5. B, C, E, G, y K embriones del grupo D2.
I, embrion del grupo D8. A y D muestran distribucion normal de colageno 1V en la MB del epitelio corneal, capsula del cristalino y MLI. B, mayor intensidad en el marcaje
de colageno IV en epitelio corneal, con aspecto corrugado y rizado, la flecha muestra discontinuidad de la MB. C y E, muestran mayor intensidad en el marcaje de colageno
1V en la capsula del cristalino y la MLI de la retina con aspecto rizado, comparados con el control (D). F, distribucién normal del colageno en la MB palpebral y bulbar. G,
el patron del marcaje de colageno 1V es corrugado y rizado. La distribucién espacial también es distinta del control. H y J, muestran una linea fina y continua que representa
el marcaje de laminina-1 en la MB del epitelio corneal y en la MLI de la retina. 1 y K, marcaje muy intenso de la laminina-1 en la MB del epitelio corneal (I, flecha) de D8
y MLI (K, flecha) de D2. D, amplificacion original x20. A, B, C, E, F, G, H, I, J, y K amplificacién original x40. Abreviaciones: cérnea (C), cristalino (Cr), retina (R),
vitreo (V), Parpado inferior (Pi).
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2. TECNICA DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO DE LOS
DATOS

2.1 Tabla de contingencia

La técnica empleada para este tipo de datos es el analisis de tablas de contingencia. Es un
método destinado a estudiar la intensidad de asociacién entre dos o mas variables
cualitativas categdricas. Mediante este método se puede identificar y confirmar
estadisticamente la conexidn entre las malformaciones oculares congénitas y el déficit

materno de AF.

Por definicidn, una tabla de contingencia también denominada tabla de clasificacion cruzada
esta definida por el nimero de variables categéricas analizadas y el nimero de categorias o

modalidades de estas.

Sean X e Y dos variables categoéricas donde X tiene I categorias e Y tiene J categorias. La tabla
de contingencia es entonces una distribucién de frecuencias colocadas en [ filas para las
categorias de X y J columnas para las categorias de Y. Una tabla de contingencia con [ filas y

J columnas se denomina una tabla IxJ [1].

De este modo, el resultado total observado en la fila I, columna ] seria ni,j que refleja la

distribucién conjuntadeXeY,con i =01,2...1 y j=0,12...0 (tablaII-3).

TABLA II- 3: Tabla de contingencia. El subindice ‘+’ denota la suma sobre ese indice.

Y
A Y, yj yJ MARGINAL
X, Ny, N, n, j N, e
X Xs Ny Ny, an an n,,
Xi nll ni2 nij nIJ ni+
X, n; n,, n” nU n.
MARGINAL n n n
+1 +2 n+] n+J
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Teniendo en cuenta que las distribuciones marginales son los valores totales de filas o
columnas que resultan al sumar las probabilidades conjuntas [1]. De este modo, los

margenes totales se podrian calcular mediante las siguientes formulas:

J

n, = Znij )

=L

(2.1)

Es la frecuencia marginal de X = X; que representa el nimero de casos con X = X;.

nj+ :Znij ’

i=1

(2.2)

Es la frecuencia marginal de Y=y j que representa el nimero de casos con Y=y -

J
n =Zni+ =Zn+j’

I
n es la suma total,
i=1 j=1

(2.3)

Las variables cualitativas que se utilizaran en nuestro caso son:

» X=tipo de malformacién congénita.

» Y= grupo: Control, D2 y D8.

Analizaremos la relacion entre cada una de las malformaciones, por separado, con los tres
grupos en varias tablas de contingencia, véase ejemplo en tabla II-4. Se han utilizado tablas
tipo 2X3 para reducir el nimero de tablas representadas. Sin embargo, a la hora de realizar
el estudio mediante el programa estadistico SPSS se utilizaran tablas de contingencia 2x2

para comparar el control con D2 y otras tablas de contingencia 2X2 para comparar el

control con D8.

TABLA II- 4: Un ejemplo de tabla de contingencia 2X3, adherencia entre el cristalino y la cérnea

Grupo
C(n=19) | D2 (n=19) | D8 (n=19) | Marginal
Adherencia entre SI 0 7 7 14
cristalino y cérnea NO 19 12 12 43
Marginal 19 19 19 57
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Para constatar si existe una relacién de asociacién entre el déficit de AF y las
malformaciones oculares congénitas, formularemos las siguientes hipotesis nula (Hy) y

alternativa (H,):

» Hy: las malformaciones oculares congénitas son independientes del déficit de AF.
» Hg: existe una asociacién entre las malformaciones oculares congénitas y el déficit

de AF, es decir ambas variables no son independientes.

Para analizar si existe una relacion de dependencia o independencia entre ambas variables

de nuestro estudio, hay que contrastar la hipétesis. Para ello, realizaremos la prueba de

2 [ ;
independencia de chi-cuadrado de Pearson / . Mediante este estadistico podriamos

conocer el grado de asociacion entre las dos variables X e Y. Previamente, seleccionamos un
nivel de significancia de 0.05, es decir la probabilidad de que se rechace la hipétesis nula es

del 5%.

2.2 Prueba de chi-cuadrado de Pearson

Este estadistico fue introducido por Karl Pearson en 1900, compara entre las frecuencias
observadas en el experimento (nij) con las frecuencias esperadas teéricamente (mij) bajo
la hip6tesis nula de independencia [2].

Matematicamente, los valores esperados se pueden calcular mediante la férmula:

mij =, (24)

Donde n es el namero total de casos analizados.

Por lo tanto, el valor del estadistico chi-cuadrado de Pearson se puede obtener mediante la

formula:

2

2 J (n _mij)
X :ZZ , (2.5)

I -
I
i=l j=1 mij

Con (I —1) x (J —1) grados de libertad y para una significacién de 0.05.

Para el caso de la tabla II-4, la representacion grafica de la distribucién chi-cuadrado se

observa en la figura II-5A y II-5B:
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Figura II- 5: Representacion grafica de la distribucién chi-cuadrado para el ejemplo de la tabla II-
4.

2
Estas graficas se obtienen calculando el valor de } y su p-valor mediante la funcién

“chisquarecont.m” que proporciona Matlab® [3]. El p-valor obtenido al comparar esta

malformaciéon entre Control-D2 y Control-D8 es, (8,2-10_4 z0) y (2,7-10_4z0)

respectivamente. Un p-valor <0.05 afirma que la asociacion entre las adherencias cristalino-

cérneay el déficit materno de AF es significativa.

De ahora en adelante, analizaremos la distribucién estadistica de chi-cuadrado para todas

las malformaciones mediante el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 19 [4].
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2.3 Andlisis e interpretacion de los resultados

2.3.1 Comparacidn entre el grupo control y D2

La tabla II-5 muestra los resultados del andlisis estadistico realizado. La aceptacién o
rechazo de la hipétesis nula que hemos establecido va a depender en todo caso del valor de
la significacién estadistica fijado (5%). Esta, comtinmente conocida por p-valor (p), indica la
probabilidad a partir de la cual se acepta la hipétesis nula. Si este valor es pequefio, es decir

p < 0.05, se rechaza la hipétesis nula de independencia; y si es mayor, p > 0.05, se acepta

Ho [5].

En los resultados mostrados en la tabla, la prueba de chi-cuadrado nos indica que el p-valor

es extremadamente pequefio, p < 0.05lo que indica que todas las anomalias oculares

congénitas detectadas en este grupo son estadisticamente significativas.
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TABLA II- 5: Malformaciones oculares congénitas presentes en el grupo D2 debido al déficit materno de AF y su grado de significaciéon estadistica (p-valor).

Malformacion/Alteracion
Grupo | Adhesion | Adhesion | Adhesion | Cérnea | Alteraciones | Reduccion | Vitreo | Microftalmia | Desprendimiento | Grandes
D2 Cornea- | Retina- | Parpado- | gruesa | morfolégicas | cadmara | reducido de retina vasos
cristalino | cristalino Ojo . 7
del anterior sanguineos
cristalino coroideos
N 7 10 6 11 9 5 4 8 4 9
) 8.581 13.571 7.125 15.481 11.793 5.758 4471 10.133 4471 11.793
p-
o 0.003 0.000 0.008 0.000 0.001 0.016 0.034 0.001 0.034 0.001
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2.3.2 Comparacion entre el grupo control y D8

Los resultados de la prueba chi-cuadrado para los grupos control y D8 se observan en la
tabla II-6. La prueba de significacién estadistica determina que todas las malformaciones
oculares observadas en el grupo D8 son estadisticamente significativas ya que todos los p-
valores son muy pequefios (inferiores a 0.05). Estos resultados significan que la hipotesis

nula es totalmente increible.

Para este grupo, concluimos que se rechaza totalmente la hipdtesis nula de independencia
y aceptamos la hipotesis alternativa de asociacion entre el déficit materno severo de AF y la

ocurrencia de las malformaciones oculares citadas anteriormente.

En resumen, podemos condensar lo dicho hasta aqui en lo siguiente: el déficit de AF en
periodos cortos o largos tiene una consecuencia en los embriones de ratén que se traduce
en varios tipos de malformaciones oculares congénitas. Todas las alteraciones son

estadisticamente significativas y con una importante trascendencia a nivel clinico.
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TABLA II- 6: Malformaciones oculares congénitas presentes en el grupo D8 debido al déficit materno de AF y su grado de significacion estadistica (p-valor).

Malformacion/Alteracion

Grupo
Grandes Ojo
D8 Alteraciones | Camara .
Adherencia | Adherencia Adh .| Cérnea Vitreo VEEI0D Desprendimiento | 8irado
e e aherencia morfolégicas| anterior ] Microftalmia :
o o parpado-ojo | gruesa reducido [Sanguineos de retina hacia
cristalino cristalino del cristalino | reducida
coroideos abajo
N 7 10 10 10 12 7 8 13 13 12 4
X2 8581 13.571 13751 | 13571 | 17.538 8581 | 10.133 | 19.760 19.760 17.538 4.471
p_
valor 0.003 0.000 0.000 0.000 0.000 0.003 0.001 0.000 0.000 0.000 0.034
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II. ESTUDIO DE LA BIOMETRIiA OCULAR USANDO LA
TECNICA ESTADISTICA DE REMUESTREO: BOOTSTRAP

En esta seccién se va a cuantificar si se producen cambios en la biometria de algunas
estructuras oculares como consecuencia del déficit materno de AF. Con este propdsito,
estudiamos dos parametros de tres estructuras concretas: area y circularidad del cristalino,

areay circularidad del ojo y para finalizar medimos el area de la retina.

Para llevar a cabo estas medidas, utilizamos el programa de procesamiento de imagen
digital Image]® [6, 7]. Este programa es una herramienta versatil que facilita la seleccion
de la region de interés (ROI-de sus siglas en inglés Region Of Interest) en la imagen y

cuantificarla.

1. METODO Y PROCEDIMIENTO

Mediante el programa Image]J® procedemos a realizar las medidas indicadas. Nuestra
muestra (n) esta compuesta por ojos pertenecientes a los tres grupos mencionados en la
seccion anterior: control (n=19), D2 (n=19) y D8 (n=19). Todas las imagenes analizadas

tienen un aumento de X10 y un tamafio de 2088x1550 pixeles.

La seleccidn de las regiones que nos interesan se realiza manualmente usando los comandos
del ImageJ®. De modo que, marcamos las ROI en cada uno de los ojos (Fig. 1I-6),

seleccionando para cada globo ocular: el ojo entero, el cristalino y la retina neural.

Figura II- 6: Corte frontal de la cabeza de un embrién control de E14.5 marcado con anti-coldgeno
IV. Medidas de los pardmetros area y circularidad del ojo (A) y del cristalino (B) y el area de la
retina (C) usando el programa Image]®.

La realizacion de este tipo de experimentos manuales requiere mucha concentracién para
no cometer errores en la medida. Con miras a minimizar el margen de error que pueda

afectar a los resultados, todas las medidas se realizan por la misma persona. Por otro lado,
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con el fin de obtener una validez estadistica en los resultados de las medidas, se realiza una
prueba con los cristalinos control, eso quiere decir, repetir la medicion del area y la
circularidad en el cristalino de cada individuo control 4 veces y calcular su media aritmética
y su desviacidon estandar. De esta manera, comprobamos si el error cometido por el
observador es muy pequefio. Si es asi, entonces consideramos que las medidas se realizan

con precision y para ello sélo hay que realizar una tinica medida para cada ROL

Las siguientes tablas (tablas II-7 y II-8) muestran los resultados. Tras realizar las cuatro
medidas es el propio programa que nos calcula el valor medio (del area o circularidad) y la

desviacion estandar (el error cometido por la persona al realizar las 4 medidas).

TABLA II- 7: Representacién de los valores obtenidos de las cuatro medidas del 4rea del cristalino
y su desviacion estandar.
Error cometido por el
observador al realizar las
cuatro medidas (area del
cristalino en pixeles)

Valor medio de las 4
Individuo medidas realizadas (area
del cristalino en pixeles)

1 315200 546.7
2 299500 848.4
3 297800 989.3
4 319600 1383
5 301300 1807
6 307200 661.5
7 352900 1285
8 169400 1195
9 285000 1498
10 274000 1449
11 215800 1177
12 210700 933.3
13 287800 1417
14 307900 1360
15 294600 1217
16 337100 1862
17 235600 3317
18 286000 1234
19 330000 1275
Valor medio 285653 + 45562 1340 + 569
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TABLA II- 8: Representacidn de los valores obtenidos de las cuatro medidas de la circularidad del
cristalino y su desviacién estandar.

Error cometido por el

i i observador al realizar

L. medidas realizadas .
Individuo . . . . las cuatro medidas
(circularidad del cristalino . .
(circularidad del

en pixeles
P ) cristalino en pixeles)

Valor medio de las 4

1 0.9646 0.003803
2 0.9542 0.03432
3 0.9564 0.002182
4 0.9563 0.05256
5 0.9737 0.00295
6 0.9659 0.00845
7 0.9758 0.00377
8 0.9728 0.00437
9 0.9684 0.0151

10 0.9574 0.0355

11 0.9749 0.00448
12 0.9719 0.00523
13 0.9746 0.0053

14 0.9725 0.00433
15 0.9802 0.00134
16 0.9738 0.00773
17 0.9714 0.0047

18 0.9799 0.0021

19 0.9675 0.0034

Valor medio 0.970 £+ 0.008 0.01+0.01

Segun estos resultados, la desviacion estandar de la media del area del cristalino es mucho
mayor que el error medio cometido por la persona que realiza las medidas 45562 > 1340
(pixeles). Lo que significa que las mediciones son precisas, por ello hay que descartar el
error cometido por el observador. De ahora en adelante, se realizara una tnica medida del

area para cada ROI.

En el caso de la circularidad, el error cometido por el observador es ligeramente mayor que
la desviacidn estandar entre individuos. Por ende, se tomara en cuenta también este error.

La incertidumbre total seria:

5. =+/(0.008)% + (0.01)% + (0.01)> =0.02, (2.6)

Por consiguiente, después de comprobar que la incertidumbre se mantiene evitaremos la

repeticiéon de las mediciones. Solo se realizard una medida de circularidad a cada individuo
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y se tomara el error cometido por el observador como el mismo para todos los individuos
(/2 * (0.01)2).

Hecha esta comprobacién, proseguimos nuestro trabajo seleccionando las estructuras
oculares antes mencionadas guardando los valores de sus areas y circularidades. Una vez
terminadas todas las medidas se trataran estos datos mediante un analisis estadistico
utilizando el programa estadistico IBM SPSS Statistics 19. Para tener un andlisis mas preciso
de los resultados, se van a estudiar 4 parametros estadisticos: por una parte, la media y
desviacion estadndar, y por otra parte los estadisticos de orden superior: skewness y
curtosis. Un segundo andlisis usando Matlab se efectiia para estimar los parametros
anteriores (media, desviacion estandar, skewness y curtosis) utilizando un método de

remuestreo denominado Bootstrap. A continuacién, se describe brevemente este método.

2. PROCEDIMIENTO BOOTSTRAP

La técnica estadistica de remuestreo de datos denominada Bootstrap se basa en la
estimacién de probabilidades empiricas a partir de datos experimentales originales. Es un
método estadistico computacional no paramétrico que fue propuesto por Efron en 1979 [8]
a fin de realizar ciertos tipos de inferencias estadisticas. Este método se utiliza como
alternativa cuando el tamafio de la muestra original es muy pequefio, como en nuestro caso.

Es una nueva forma para estimar la variabilidad del parametro que se desea evaluar.

Basicamente el procedimiento consiste en realizar un remuestreo sobre los datos originales
(n), aplicando el método de Monte Carlo, y sobre los nuevos datos se realiza la inferencia

[9], véase figura II-7.
El procedimiento del método es el siguiente [10]:

a) Dada una muestra n que toma los x valores posibles (n4, ..., n,), el remuestreo se
realiza al extraer una muestra aleatoria de tamafio x de la original mediante el
método de Monte Carlo. La muestra extraida no coincidird con la original y se
llamaria muestra Bootstrap (yy, ..., Y )- La muestra Bootstrap esta definida como una
muestra aleatoria de tamafio x.

b) Se calcula en la muestra Bootstrap el parametro o estimador que se desea estimar
9; = (4, ..., ¥,). De los parametros que se pueden estimar mediante este método
podriamos mencionar: los intervalos de confianza, la distribucion muestral de la

media y del error estandar... etc.
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c) Se repiten los pasos a) y b) sucesivas veces (en nuestro caso 100 veces), el nimero
de repeticiones S debe ser muy grande. Al final, se obtiene una secuencia de S valores
del estimador, 95, ..., 95 lo cual se considerara como la distribucion de valores de 9.

El calculo de su media se obtiene mediante la formula:

A 1 A
19# = Ezﬁi' (27)

Dondei =1,...,S.

Por otra parte, se estima la desviaciéon estandar como el error estandar de las S

réplicas, su férmula sera:

Gy = |=35.(0 -9, (2.8)

El nimero de réplicas necesarias para estimar la desviaciéon estandar no es tan
grande como lo propuesto en el punto c), segiin Efron y Tibshirani, con S=50 se
obtendria un buena estimacion [9]. Aunque a mayor S, mas se aproxima el estimador

de la desviacion estandar a su valor real.

Finalmente, la estimacion de los intervalos de confianza se obtiene de la siguiente forma:

P(ims <0 <dgyp)=1-a, (2.9)
(1§inf) y (gsup) son limites de confianza inferior y superior, respectivamente. Entonces el

intervalo de confianza viene dado por [gmf , gsup] connivel 1 — a.
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7 muestras y su distribucién

- __w.oSeso__

B Remuestreo

Bootstrap

\

Estimacién Bootstrap
de la distribucion

Figura II- 7: Ilustracién esquematica del método Bootstrap [11]. (A) Los datos originales (para
este ejemplo, n=7) y su distribuciéon. (B) Para mantener la probabilidad de muestreo, las siete
bolas muestreadas que se muestran en la caja hexagonal gris se pueden dibujar repetidamente
con reemplazo. Para cada bucle, el nimero de repeticiones de bootstrap fue 7, igual al nimero de
muestras originales. El nimero de réplicas de bootstrap podria llegar a 10.000. (C) Las nuevas
muestras se produjeron utilizando el proceso de remuestreo antes mencionado y una estimacién
para la distribucién de dicha cantidad se indica por la curva roja en la Fig. C. (Adaptada y
modificada a partir de [12] con permiso de Elsevier)

En esta tesis, se emplea la técnica de Bootstrap en el andlisis de nuestros datos obtenidos al
medir la biometria del ojo entero, cristalino y retina. Para ello, el remuestreo bootstrap se
realiza mediante la funciéon de Matlab “bootstrp.m”, con 100 réplicas. Normalmente este
numero de réplicas es suficiente para obtener intervalos de confianza adecuados [13]. Una
vez realizado el remuestreo de nuestros datos originales, se representa la estimacién de la
distribucion de la media, desviacidn estandar, skewness y curtosis. Posteriormente, se va a
utilizar la prueba estadistica Kruskal-Wallis para probar la hipotesis de que las
distribuciones de probabilidad de la media, desviacion estandar, skewness y curtosis son
diferentes entre el grupo control y los grupos D2 y D8. El nivel de significaciéon estadistica

elegido es p<0.05.

Acto seguido para explorar més a fondo los cambios en estos parametros (solo en el caso de
la circularidad), se va a utilizar la distribucidn de los Valores Extremos Generalizada (GEV
de sus siglas en inglés Generalized Extreme Value) a fin de ajustar los datos de cada grupo
a una distribucion de probabilidad. La distribucién GEV es una familia de distribuciones de
probabilidad contintias establecidas dentro de la teoria del Valor Extremo, que es una rama
de la estadistica que estudia las desviaciones de la media de las distribuciones de

probabilidad. La distribuciéon GEV combina tres familias de distribuciones: Gumbel, Fréchet
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y Weibull en una tnica familia con funcién de distribucién Eq.(2.10) para permitir un rango
continuo de formas posibles. Estas tres familias de distribuciones se pueden establecer en
una sola representacion paramétrica. A menudo se usa como una aproximacién para
modelar el maximo de una larga secuencia de variables aleatorias [14-16]. En esta tesis, se
recurre a esta distribuciéon porque es aplicable a datos “anormales”, en nuestro caso

alteraciones en la biometria ocular.

-1

G(z) =exp —{1+§(Z_’uﬂ§ , (2.10)
(o

donde p es el parametro de localizacidn, o de escala y § de forma. Este ultimo determina el

comportamiento de la cola de la distribucién. Estos parametros satisfacen, —oo < @ <+o0,

0>0y —0<&<+m.

Se modelan los datos de la circularidad con la distribucién GEV usando Matlab®. Este
programa tiene funciones de biblioteca para ajustar los datos a una funcién de distribucién
de probabilidad GEV (pdf GEV) utilizando un proceso de estimacién de maxima
verosimilitud (mle). El resultado del ajuste es un vector de parametros estimados

0 =(&,0, )" Y Una matriz de covarianza S, para estos parametros.

Para probar el significado de la diferencia entre las pdf, se realizd el siguiente analisis (el

proceso se explica en dos pasos para describirlo con claridad):

i. La estimacion por maxima verosimilitud es un método de optimizaciéon
asintomaticamente insesgado que sigue una distribucién normal multivariante
dada por la Eq.(2.11) definida como [10, 17]:

1

WeXp{_E(H_é)T Sgrl(e—é)}, (2.11)

Esta ecuacion describe una distribucidn de probabilidad de tres variables ya que el vector

£(0) =

de los parametros estimados 6 = (&, o, )" tiene tres componentes. Es posible calcular el

término dentro del exponencial, (0 - é)T Sgl (6’ - é): D? en el caso en el que la matriz de

covarianza s, sea diagonal. Dada la normalidad de los datos, el resultado es la suma de tres

2
variables normales independientes con varianza unidad. Por lo tanto, D? sigue un } pdf

con N=3 grados de libertad [18]. Esta distancia, D, se puede considerar como una desviacion
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de los valores de 0 desde & , medida en unidades de la desviacién estandar en la direccién
de (9-9).

ii.  El procedimiento de ajuste anterior se aplic6 al grupo control. El resultado fue un

vector de distribucién de parametros ajustados y una matriz de covarianza para

; ) \
esos parametros: O = (&, 00, 14c ), Sje

A continuacion, se calculé el valor de la distancia para los grupos deficitarios D2 y D8 de la

siguiente manera:

A

Dé,DZ = (9D2 - c) S;C(Aoz _éc)

DCZZ,DB = <9D8 - éc )T S‘;’lC(ADS - éc ) ,

D>

(2.12)

y, al mismo tiempo, la probabilidad acumulada del valor D2, en ambas expresiones de la

Eq.(2.12) sabiendo que sigue una distribucién de }(2 pdf con 3 grados de libertad. Esta

probabilidad se puede interpretar como el grado de diferencia entre la pdf GEV de los grupos
deficitarios con la pdf GEV del grupo control, en otras palabras, indica a qué distancia esta

la distribucion de probabilidad de los grupos deficitarios con respecto al grupo control.
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3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS BOOTSTRAP

3.1 Resultados del calculo del area

Una vez seleccionadas las zonas, se realizaron los calculos y el andlisis estadistico de los

resultados. Respecto al calculo del drea, los resultados estan recogidos en las tablas I1-9 y II-

10; sus pdfs y la prueba estadistica Kruskal-Wallis para la media se muestran en las figuras

[1-8, 11-9 y 11-10 para el cristalino, ojo y retina, respectivamente.

TABLA II- 9: Valores medios del area y circularidad (Circ.) para estimadores bootstrap de la media
y desviacién estandar del cristalino, ojo y retina de los tres grupos: C: grupo control, D2 y D8:

grupos con déficit materno de AF. Diferencias estadisticamente significativas comparadas con el
control (p<0.05).

Media y desviacion estandar (pixeles)
Parametros

C D2 D8

Area 285653 + 46811 271500 + 52489 237862 + 97979

Cristalino
Circ. 0.97 £ 0.02 0.97 £0.03 0.97 £0.02
1072368
Area | 1175368 + 159071 1010537 £ 200348
Ojo 201419
Circ. 0.96 + 0.02 0.97 £0.02 0.97 £0.02

Retina Area 548126 + 72675 512521 + 115492 520332 + 66423

TABLA II- 10: Valores medios del drea y circularidad (Circ.) para estimadores bootstrap de la
skewness y curtosis del cristalino, ojo y retina de los tres grupos: C: grupo control, D2 y D8:
grupos con déficit materno de AF. El simbolo (*) marca las diferencias no significativas.

Skewness Curtosis
Parametros
C D2 D8 C D2 D8
Area -1.11 0.64 1.03 0.92 -0.77 1.38"
Cristalino
Circ. -0.66 -2.23 -1.75 -0.62 431 3.06
Area -0.02 0.13 0.73 -1.11 -1.42 1.37
Ojo
Circ. -0.59 -1.60 -0.98 -0.37 3.50 2.23
Retina Area 1.45 -0.17 -0.13 3.50 -1.26 -0.68
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Las tablas muestran los datos estadisticos correspondientes a los parametros estudiados en
el cristalino (areay circularidad), el ojo (area y circularidad) y la retina (area). La tabla II-9
muestra que el promedio del drea estimado de estas estructuras, excepto la retina, se hace
mas pequefio a medida que aumenta el déficit de AF. Esto, incrementd la dispersion
(desviacion estandar) entre los individuos estando de acuerdo con las malformaciones
observadas en los grupos D2 y D8, con mayor severidad en D8. Lo cierto es que incluso con
dos semanas de déficit materno de AF la variabilidad entre los individuos aumenté para los
parametros del cristalino y ojo. No obstante, en el caso de la retina, el area no sufrié grandes

cambios.

En cuanto a la circularidad, las diferencias en los valores medios entre los grupos no fueron
muy altas, especialmente en el caso de la circularidad del cristalino, tabla II-9. Esta fue la
razon por la cual se han calculado los estadisticos de orden superior, tabla 11-10. El resultado
del contraste de la prueba Kruskal-Wallis para los estimadores bootstrap de los parametros
aparece en las dos tablas. El asterisco indica los estimadores cuya distribuciéon no es
significativamente diferente del grupo control. Como se ha indicado anteriormente en el

apartado de métodos, estos casos son aquellos en los que el p-valor es mayor que 0.05.

Para conocer la distribucidn de la muestra, el papel de la skewness (32 momento estadistico
central) es describir la simetria alrededor de la media. Si es igual a cero, la pdf es simétrica,
si es mayor que cero se dice que es asimétrica positiva o sesgada a la derecha, por el
contrario, si es menor que cero se dice que es asimétrica negativa o sesgada a la izquierda.
Enlo que concierne a la curtosis (42 momento estadistico central), mide el grado de agudeza
o achatamiento de la pdf con relacién a una distribucién gaussiana; en otra palabras mide
cuan puntiaguda es una distribucién [19]. Si existe una mayor concentracién de datos en la
zona central de la pdf (curtosis mayor que cero) la distribucién se llama leptocurtica (mas
puntiaguda). Si la curtosis es nula, la distribucién es gaussiana y recibe el nombre de
mesocurtica. Por udltimo, si la curtosis es negativa los datos estdn muy dispersos, la

distribucion se llama en este caso platicurtica.

Dicho lo anterior, los datos del area del cristalino muestran que el valor de la skewness
obtenido en el grupo control es negativo lo que indica que hay cierta asimetria negativa
entre los individuos control. Por lo cual, la mayoria de los datos del grupo control estan por
debajo de la media aritmética. Sin embargo, los grupos D2 y D8 tienen un comportamiento
diferente. El valor positivo de la skewness indica que los datos estan sesgados a la derecha.
La mayoria de estos datos se encuentran por encima del valor de la media. Por otra parte, el
coeficiente de la curtosis indica que los grupos control y D8 tienen una distribucion

leptocurtica. Sin embargo, D2 tiene una distribucion platicurtica (Fig. I1-8).
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Figura II- 8: Resultados del proceso Bootstrap y del test estadistico Kruskal-Wallis para el calculo del area del cristalino para los distintos grupos: control, D2 y

D8.
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Respecto al area del ojo, como muestra la figura II-9 y a partir de los resultados de la tabla
[1-10, para el grupo control y D2 la pdf es simétrica; no obstante, la distribucién para D8

presenta asimetria positiva.

El coeficiente de la curtosis es negativo en el control y D2 lo que indica una distribucion

platicurtica. Por otra parte, D8 tiene una distribucién leptocurtica.

Finalmente, con respecto a la retina, a partir de los datos de la tabla [1-10 y de la figura II-10
se observa que la distribucién del control adopta distinta forma con respecto a los grupos
D2 y D8. En el control presenta asimetria a la derecha, sin embargo, en D2 y D8 la presentan
alaizquierda. Luego, la distribucion del control presenta un coeficiente de curtosis positivo
superior a la distribucién gaussiana. En cambio, D2 y D8 presentan un coeficiente inferior

al de la distribucion normal.
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D8.

83



Los resultados detallados anteriormente sugieren que los ojos desarrollados en condiciones
de deficiencia de AF son mas pequefios que los controles. Calculamos la disminuciéon relativa

(4) en comparacion con el control con la siguiente formula (Eq. 2.13):

A (AreaMedia_ GrupoControl) — (AreaMedia _ GrupoDeficitario) “00, (2.13)
( (AreaMedia_ GrupoControl) + (AreaMedia _ GrupoDeficitario) j

2

El resultado se observa en la tabla II-11:

TABLA II- 11: Disminucién del valor relativo en las estructuras con déficit de AF comparado con el

control.
Estructura D2 (%) D8 (%)
Cristalino 5.08 18.26
Ojo 9.16 15.08
Retina 6.71 5.20

La tabla muestra que el déficit materno de AF provoca en los embriones una disminuciéon
en el tamafio del ojo, el cual se reduce un 9.16% en D2 y un 15.08% en D8. Esta reduccion
fue acompafiada con bajada en el tamafio del cristalino, 5.08% en el caso de D2y 18.26% en
D8. No obstante, la retina no sufre una disminucién acusada a medida que aumenta el déficit
como las otras dos estructuras: D2 disminuye un 6.71% y D8 un 5.20%, ambos valores son

comparables y dentro del margen de error del control.

Analizando la tabla II-11, se observa que con el aumento del déficit de AF tanto el ojo como
el cristalino se vuelven mas pequenos, sin embargo, no hay cambios relevantes en el area
de la retina. Con el fin de encontrar respuesta se plantea la siguiente hipédtesis: “la retina
cambia de forma para adaptarse en un ojo pequeiio”. Para comprobar esta hipoétesis, se
analiza estadisticamente la altura y anchura de la retina (véase Fig. II-11) de los tres grupos

estudiados. Los resultados se muestran en la tabla II-12.

x10jpg (333%)
J08Ex1 550 pinels ROB. 1248

Figura II- 11: Seccidn frontal de la cabeza de un embrién de ratén E14.5 donde se muestra uno de
los ojos, con aumento X10 marcado con anti-coldgeno IV. Medicion de la altura (flecha 1) y
anchura (flecha 2) de la retina.
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TABLA II- 12: Valores medios de la altura y anchura de la retina para estimadores bootstrap de la
media, desviacion estandar, skewness y curtosis de los tres grupos: Control, D2y D8. Diferencias
estadisticamente significativas comparadas con el control (p<0.05).

Altura de la retina (pixeles) | Anchura de la retina (pixeles)
Parametro
Control D2 D8 Control D2 D8
Media 1150.6 | 1097.1 | 1041.5 | 321.3 301.6 337.0
Desviacion estandar 98.3 139.6 136.7 20.5 35.4 36.0
Skewness 0.208 0.093 | -0.053 | 0.775 | -0.481 -0.107
Curtosis -0.720 | -1.213 | 0.082 0.403 | -0.257 -0.436

De la tabla II-12 se deduce que a medida que aumenta el déficit materno de AF la altura de
la retina decrece, sin embargo, la anchura aumenta en el grupo D8 en comparacién con el
control. Asi mismo, se observa que la desviacién estdndar de ambas medidas es mayor en
D2 y D8 que el control. Por otra parte, el grado de asimetria tiende a disminuir con respecto
al grupo control. Por ultimo, la anchura de la retina control tiene una curtosis positiva lo
que indica mayor concentracion de datos en la zona central de la pdf (distribucién
leptocurtica). En cambio, D2 y D8 tienen curtosis platicurtica (los datos estan dispersos).
Otra forma de evaluar los parametros de la tabla II-12 es a partir de la distribucién de la
estimaciéon bootstrap representada en las figuras II-12 y 1I-13, en ellas se representa
también la prueba Kruskal-Wallis. En suma, la altura de la retina se hace mas pequefia con
el aumento del déficit materno de AF. Esto coincide con la disminucién en el tamaiio del ojo.
Sin embargo, los resultados muestran un aumento significativo de la anchura de la retina
invadiendo asi el espacio vitreo. Con este andlisis se confirma la veracidad de la hipotesis

planteada anteriormente “la retina cambia de forma para adaptarse en un ojo pequefio”.
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Figura II- 12: Resultados del proceso Bootstrap y del test estadistico Kruskal-Wallis para el calculo de la altura de la retina para los distintos grupos: control, D2 y
D8.
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Figura II- 13: Resultados del proceso Bootstrap y del test estadistico Kruskal-Wallis para el calculo de la anchura de la retina para los distintos grupos: control,
D2 y D8.
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3.2 Resultados del calculo de la circularidad

A. Circularidad del cristalino:

Respecto a la circularidad del cristalino, tal como muestran la tabla II-10 y la figura 11-14,
los tres grupos tienen una asimetria negativa, mas acusada en los grupos D2 y D8. La
curtosis, sin embargo, cambia de negativa (control) a positiva (D2 y D8). Esto indica colas
extendidas de la distribucién, en caso de D2 y D8 revelan la presencia de valores atipicos
(aumento de la probabilidad de una gran desviacidn con respecto a la media y mediana de

la distribucién en comparacidn con el control, probablemente debido a las malformaciones).
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B. Circularidad del ojo:

En la figura I1-15 se muestra la representacion grafica de la pdf de la circularidad del ojo,
mientras que la tabla II-10 muestra los datos. Al igual que el cristalino, los tres grupos tienen

una asimetria negativa mas acusada en los grupos D2 y D8.

La curtosis, sin embargo, cambia de negativa (control) a positiva (D2 yD8), en la figura II-

12D se observa que la pdf disminuye su apuntamiento en estos ultimos grupos.
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Figura II- 15: Resultados del proceso Bootstrap y del test estadistico Kruskal-Wallis para

y D8.
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C. Resultados del ajuste GEV

Analizando los resultados del procedimiento de ajuste a la funcion GEV explicado

anteriormente se observa que aporta mejores resultados (Fig. II-16).
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Figura II- 16: Distribucién de probabilidad de la circularidad del cristalino y ojo para el control,
D2y D8.
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En la figura se muestra que las pdfs de D2 y D8 son diferentes del control. Por un lado, la
distancia D, entre los parametros ajustados del control y los parametros ajustados de D2 y
D8, es bastante grande. Por otro, la probabilidad de que fueran diferentes distribuciones es
muy alta (practicamente 1). En general, los cristalino y ojo de los embriones con déficit

materno de AF son mas circulares de lo normal.
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III. DISCUSION DEL CAPITULO II

Desde hace afios se acepta que una dieta materna deficitaria en AF produce defectos en el
tubo neural de la progenie. En el presente capitulo, nuestro objetivo fue evaluar la posible
relacion entre la dieta materna deficitaria en AF, los defectos oculares congénitos y la
presencia de alteraciones en el patron de expresion de dos proteinas de la MEC, colageno IV

y laminina-1.

A dia de hoy se ha investigado poco sobre las anomalias oculares congénitas debidas a la
deficiencia de AF [20, 21] y parece que es necesaria una privacion muy drastica de AF antes
de la concepcién para detectar alteraciones oculares [21]. Sin embargo, en esta tesis
presentamos una evidencia estadistica de que el ojo es muy sensible a la falta de AF, ya que
solo con dos semanas gestacionales de déficit materno existen malformaciones
estadisticamente significativas en los segmentos anterior y posterior y en los vasos
coroideos. Nuestros resultados muestran que el riesgo de defectos oculares congénitos

incrementa con el aumento de la deficiencia materna de AF.

Las alteraciones observadas en el segmento anterior, tanto en D2 como en D8, tales como el
engrosamiento corneal, adherencias y reducciéon de la cdmara anterior podrian estar
relacionadas con los cambios en el patron de expresion de colageno IV y/o laminina-1.
Varios estudios han sugerido que la alteraciéon de una o ambas moléculas causa defectos
similares a los observados en nuestro trabajo. El papel del coldgeno IV y la laminina-1 en el
desarrollo ocular es bien conocido [22, 23]. Por ejemplo, las mutaciones nulas de los genes
deratén Cold4al y Col4a2 dan como resultado adherencia entre la corneay el cristalino,
coérnea gruesa y camara anterior reducida [24]. Por otra parte, se observo disgenesia del

segmento anterior en ojos de pez cebra mutante para laminina-al [25].

Ademas, las anomalias morfoldgicas del cristalino probablemente se originaron a partir de
la alteracion del colageno IV y la laminina-1. El sindrome de Alport, por ejemplo, es el
resultado de la mutaciéon del colageno IV. Se ha diagnosticado en pacientes con este
sindrome la presencia de lenticono anterior, asi como anomalias oculares que afectan al

cristalino, cérnea y retina [26].

Simbléfaron es un término usado en patologia oftalmoldgica para indicar la adhesion entre
las conjuntivas palpebral y bulbar. Nuestros resultados revelan que el déficit materno de AF

podria ser una de las causas que producen esta anomalia congénita.
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Respecto a la retina, observamos diversos desprendimientos de retina. Las mutaciones de
colageno IV y laminina-1 en ratones también se asocian con numerosas anomalias

retinianas congénitas [27, 28].

Nuestros resultados muestran que diversos embriones presentan microftalmia y cAmara
vitrea reducida, varios estudios relacionaron estas anomalias con alteraciones en la MB

[25].

El andlisis de la vascularizacién coroidea revela que existen anormalidades claramente
visibles en ambos grupos D2 y D8. El tamafio y la densidad de los vasos sanguineos
coroideos y hialoideos aumentan en numerosos embriones. El AF se requiere durante la
embriogénesis para la vasculogénesis. La hiperhomocisteinemia severa se asocié con
alteracién de la vascularizacién retiniana, incluida la isquemia concomitante con
neovascularizacion [29]. En condiciones de hipoxia, los astrocitos liberan el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) que estimula la migracién, diferenciaciéon y
proliferacion de las células endoteliales. Los niveles elevados de VEGF en la retina causan
cambios fisiopatologicos en la coroides [30]. Se ha demostrado que, bajo condiciones de
hipoxia durante la vasculogénesis, el diametro de los vasos sanguineos cerebrales
(capilares) aumenta, lo que conduce a senos vasculares aberrantes grandes [31]. Nuestros
resultados son consistentes con estos hallazgos. Parece que los altos niveles de VEGF
desempefia un papel importante en la alteracion del patréon vascular [32]. Adema3s, se ha
demostrado que VEGF induce proteinas de la MEC en la arteria umbilical, de modo que, el
colageno IV y la laminina-1 aumentan después del tratamiento con VEGF [33]. Por lo tanto,
el aumento en la vasculogénesis podria estar relacionado con el aumento en la intensidad
del marcaje en las MBs oculares del coldgeno IV y la laminina-1 observado en nuestro
estudio. La alteracion en el patron de expresion puede estar asociada con diversas

anomalias oculares.

Por lo que se refiere al andlisis de la biometria de algunas estructuras oculares, hemos
observado disminucién en el tamafio del ojo y cristalino incluso en el grupo D2 en el cual las
madres solo fueron privadas de AF durante las dos primeras semanas de gestacion. Se sabe
que el AF es necesario para los procesos normales de proliferacion de células embrionarias;
su deficiencia interfiere en el desarrollo del embrion [34]. De hecho, se ha asociado la baja
ingesta materna de AF con un riesgo aumentado de bajo peso al nacer [35]. Ciertamente, en
los embriones de los grupos D2 y D8 el tamafio del ojo y el cristalino en la mayoria de los
casos fue mas pequeino que el grupo control, posiblemente debido a reducciéon de la
proliferacion celular. Algunos estudios han demostrado que la deficiencia de AF disminuye

la proliferacion celular [36, 37].
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Curiosamente, al comparar la retina neural hemos observado que, a pesar del déficit de AF,
el tamafio del &rea no cambid, ni siquiera en el grupo D8. Para comprobar esto, se ha medido
la altura y la anchura de la retina de todos los grupos y se ha comparado con el control.
Nuestros resultados revelaron que la retina neural vuelve mas gruesa de lo normal en los
embriones del grupo D8. El aumento en el tamafio de la retina neural también se ha visto en
otros estudios por otras causas [38, 39]. Algunos estudios experimentales [40, 41] han
revelado que la reduccién de la apoptosis del sistema nervioso central resulta en multiples
hiperplasias, masas de células ectopicas, estructuras celulares desorganizadas y un nimero
excesivo de neuronas en la corteza, el cerebelo y la retina. Se sabe desde hace mucho tiempo
que la eliminacién de células por muerte programada (apoptosis) es un mecanismo de
desarrollo. El exceso de células se genera durante el desarrollo de varios sistemas como el
sistema nervioso central [42] incluida la retina [43] por eso la apoptosis es fundamental en
esta etapa. Se ha demostrado que los cambios tanto en la cantidad como en la composicion

de la MEC inducen modificaciones en la apoptosis/supervivencia celular [44, 45].

En cuanto a las medidas de circularidad, hemos observado que los embriones de los grupos

D2 y D8 tienen ojos y cristalinos mas circulares de lo normal.

La mayoria de los embarazos no son planificados. En promedio, la primera visita prenatal
se realiza en la 92 semana de embrazo [46]. Sin embargo, el ojo humano comienza a
desarrollarse a partir de la 72 semana de gestacion. Por lo tanto, el embarazo puede empezar
con un déficit materno de AF. Debido a la gran susceptibilidad del desarrollo ocular en
ausencia de AF, como hemos demostrado con nuestros resultados, en los recién nacidos con
alguna disfuncioén visual sin ninguna otra alteracidn aparente cabe sospechar que es debido

a un pequefio déficit materno de AF al principio del embarazo.

No queremos cerrar este capitulo sin plasmar una tltima reflexion. La contribucion del AF
en la dieta no solo es esencial durante el desarrollo embrionario, para la correcta formaciéon
del sistema nervioso, sino que se requiere también para el crecimiento, maduracion y el
buen funcionamiento del sistema nervioso en nifios y ancianos [47]. En personas de edad
avanzada una dieta deficitaria en AF puede deberse no solo a la baja ingesta de AF sino
también a otras circunstancias (mala absorciéon, alcoholismo, medicaciéon, etc.). Se ha
demostrado que la neuropatia 6ptica [48-50] y la degeneracién macular [51, 52] estan

relacionadas con el déficit de AF.
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I. ANALISIS AUTOMATIZADO DE IMAGENES
INMUNOHISTOQUIMICAS

1. MATERIAL Y METODOS: ANALISIS DE COMPONENTES
PRINCIPALES APLICADO A IMAGENES INMUNOHISTOQUIMICAS

El Analisis de Componentes Principales (ACP) es una técnica estadistica bien conocida,
utilizada originalmente para tratar grandes volimenes de datos. La finalidad del método es
reducir la dimensionalidad de los datos tratando de encontrar los factores mas relevantes
de éstos que nos permiten descartar algunos de ellos como no relevantes y asi reducir el
volumen de datos a tratar [1]. De hecho, este método se ha aplicado al tratamiento de

imagenes en diferentes contextos.
En relacién con las imagenes de inmunohistoquimica ha habido varios tipos de uso:

1. Enun tejido se puede expresar un gran niimero de proteinas o compuestos, pero no
es posible marcarlos todos a la vez. Para ello, el método ACP se ha utilizado en varios
estudios para determinar qué proteinas son las mas representativas de toda la
variabilidad de los datos. Mas adelante solo se marca el tejido con estas proteinas y
no con las demas. Esto reduce la cantidad de muestra utilizada y el tipo de marcaje
[2-4]. En otros casos, las imagenes inmunohistoquimicas se utilizaron para ilustrar
los patrones morfologicos caracteristicos de la expresion de los marcadores

moleculares [5].

2. Mejora del contraste de imagenes inmunohistoquimicas mediante el analisis de ACP
en la imagen RGB tomada con camara CCD, junto con algoritmos de clasificacion

automatizados [6-10].

3. El grado de marcaje de una imagen inmunohistoquimica generalmente se realiza a
través de una puntuacidn subjetiva que asigna un valor numérico a cada imagen. El
método ACP se utiliza normalmente en los datos de estos valores numéricos [11].

Este suele ser el uso mas comtn del ACP.

La técnica inmunohistoquimica es un método que se utiliza para evaluar la expresion de
antigenos en los tejidos [12]. La interpretacion de este tipo de marcajes se basa en la
distribucién microanatémica de la tincién, la proporcién de células positivas y la intensidad
de la inmunotincion [13]. No obstante, no es siempre facil de interpretar. La mayoria de los
estudios inmunohistoquimicos evaldan los cambios en la expresiéon de la proteina

basandose en una estimacién visual. Una tarea que requiere mucho tiempo. A juicio de
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muchos estudios, este tipo de cuantificacion de expresion proteica tiene un enfoque muy

subjetivo caracterizado por una gran variabilidad intra e interobservador [14-16].

Para minimizar las limitaciones de esta técnica tales como el tiempo invertido y subjetividad
en la interpretacidon de los resultados, hemos implementado un sistema automatizado
basado en el procesamiento de imagenes inmunohistoquimicas a fin de ser una herramienta
alternativa para cuantificar la expresién de las proteinas y su distribucién en los tejidos. En
esta tesis, con la aplicacién de esta metodologia se pretende medir el porcentaje de
expresion del colageno IV y la laminina-1 en algunas estructuras oculares, asi como

regionalizar el marcaje.

En segunda instancia, con este procedimiento se procura mejorar la variabilidad intra e
interobservador y crear asi un método objetivo capaz de reducir la variabilidad

interobservadores en la evaluacién de los tejidos.

El método que se va a emplear para llevar a cabo el analisis automatizado de imagenes se
basa en la técnica estadistica ACP. En esta seccidn, se va a evaluar el patrén de expresion del
colageno IV y la laminina-1 en distintas estructuras oculares: cristalino, cérnea y retina. Se
parte de un conjunto de imagenes de ojos marcados con anti-coldgeno IV o anti-laminina-1
tomadas mediante microscopia éptica con aumentos de x10 (el procedimiento de marcaje
de las dos proteinas y toma de imagenes estan explicados en el capitulo I). Los ojos
pertenecen a los tres grupos muestrales: Control, D2 y D8. La siguiente tabla (Tabla III-1)

resume el nimero total de ojos analizados:

TABLA III- 1: Cantidad de muestra analizada para cada tipo de marcaje.

Cantidad de observaciones
Muestra (n)
Colageno IV Laminina-1
Control 9 9
D2 9 9
D8 9 9
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El procedimiento comienza con la seleccién de las distintas ROI. Asi, pues, con la ayuda de

Matlab se convierten todas las imagenes RGB originales a escala de grises y se normalizan

llevando a 0 el valor de gris mas pequefio y a 255 el maximo valor. Finalmente, se

seleccionan las siguientes zonas (para cada o0jo):

1.

Cristalino: la selecciéon de todo el cristalino se realiza aplicando una mascara
circular. Para ello, se crea una matriz con las mismas dimensiones rellena de ceros.
Para que la mascara tenga una forma circular, se modifica esta matriz para que tenga
unos en un circulo de radio 190 y como centro de la imagen los valores (Cy, C,) =
(258,289). Mas adelante, se multiplica cada una de las imagenes por la mascara. El
resultado final seria, convertir a negro todos los pixeles que estan fuera del circulo
y s6lo quedarian visibles los pixeles que estan dentro del cristalino. Dado que los
cristalinos de los grupos deficitarios son mas pequefios que los del control se aplica
a las imagenes de los cristalinos de los grupos D2 y D8 la funcién de Matlab
imresize.m que se utiliza para el redimensionamiento de imagenes. Esta funcién
conserva la relacion de aspecto de la nueva imagen. Para realizar esta

transformacién geométrica se utilizas el siguiente comando:
Imagensing = imresize(Imagen,yiginai, [nrows, ncols])

Donde [nrows,ncols] indica las nuevas dimensiones deseadas en pixeles filas
nrows y columnas ncols. El tamafio final para cada imagen de cristalino es

601 x 665 pixeles (Fig. IlI-1A).

Cornea: para este caso se selecciona una zona rectangular que abarca toda la region
central de la cérnea (estroma corneal). No se ha seleccionado toda la cérnea dada
su curvatura. Todas las imagenes tienen un tamafio de 42 X 200 pixeles (Fig. IlI-

1B).

Retina: se selecciona una zona local en la retina neural (parte posterior) del tamafio
160 x 187 pixeles (Fig. [1I-1C). En todo los ojos analizado, se selecciona siempre la

misma zona.
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Figura IlI- 1: Esquema general del método de seleccién de las estructuras oculares a partir de una
imagen de ojo control marcado con anti-colageno IV. A, seleccién del cristalino, B, seleccién local
de la cornea y C, seleccion local de la retina.

Una vez realizada la seleccion de las zonas anteriormente mencionadas, comienza el analisis
del patrén de expresion de colageno IV y laminina-1 dentro del cristalino, retina y cérnea.

Dicho procedimiento se detalla a continuacion.

1.1 Evaluacion del patron de expresion mediante el ACP

Una imagen monocroma es una funcién bidimensional que se puede considerar como una
matriz M de tamafio R X C, donde R es el nimero de pixeles por fila y C lo es por columna

creando un espacio N-dimensional teniendo que N = RC.

Sea X un conjunto de imagenes del tamafo R X C. Consideramos el vector columna x

compuesto por n pixeles y localizado en la misma posicién de cada imagen (Fig. I1I-2):

X1
X = [ : ] (3.1)
Xn
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Figura III- 2: Representacién de un vector x de pixeles formado a partir de n imagenes del mismo
tamafio ordenadas en una matriz.

De la misma forma, se puede determinar una matriz X n-dimensional que comprende todos

los pixeles en las n imagenes:

X=X, Xp o X)) = 0 (3.2)

Donde Xj = X1,%X2,X3, ., X ¥y jJ=1,23,...,RC.

Se puede determinar la media p, para la variable genérica x mediante:

1
=7 X (3.3)

Por otra parte, sea Sy la matriz de covarianzas de X de dimensién n X n y que viene

determinada por:

N
1
Sy = mZ(Xj — ) (X; — Mx)T (3.4)
]:

Para ordenar las observaciones, el ACP se basa en la descomposicion del autovalor de la

matriz de covarianza, que toma la forma,
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S, = ADAT (3.5)

donde D = diag(A4,4;, ..., Ay) es la matriz diagonal compuesta por los autovalores de la
matriz de covarianza. Por otra parte, A es la matriz ortonormal n-dimensional compuesta

por los autovectores correspondientes ax (k = 1,2,3, ..., n) de Sy de la siguiente manera A =

(aq,ay, ..., ap).
La transformacidn lineal en componentes principales se define por:
Y =AX — py) (3.6)

Se pueden recuperar los datos originales X con una pequeia pérdida de la informacién

realizando la transformacién inversa:
X =ATY + p, (3.7)

Entonces, la transformaciéon de los componentes principales es evidente cuando sélo se
utiliza un conjunto g reducido de autovectores. En este caso, la matriz A se convierte a una

matriz q X n y se denota como Aq. De este modo, la reconstruccién es una aproximacion:
X = ALY + iy (3.8)

El error cuadratico medio e, entre la reconstruccién exacta y la aproximada de los datos

originales X esta dada por la expresion:

= = (3.9)

n (3.10)
ems = 2 /1]
j=q+1

] Eq.(3.9) .
sig=n — e, =0, esto ocurre cuando se utilizan todos los autovectores en la

transformacién inversa.

Como se puede observar, el error puede ser minimizado seleccionando para A4 los g

autovectores asociados a los autovalores de mayor modulo [17].

En esta tesis, vamos a utilizar esta técnica para comparar entre las imagenes del grupo
control con los deficitarios. El esquema general del procedimiento, en el caso del cristalino,

se observa en la figura (Fig. I1I-3).
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Figura III- 3: Representacion esquematica de la seleccion de los cristalinos. Se ha aplicado una
mascara circular sobre todos los ojos de todos los grupos muestrales: Control, D2 y D8. M4s tarde,
se realizan tres grupos de nueve imagenes de cristalinos para estudiarlas estadisticamente por
medio del Andalisis de Componentes Principales-ACP.

1.2 Representacion de nuestras imagenes mediante el ACP

La técnica de ACP nos permite estudiar la varianza de un conjunto de imagenes a partir de
la varianza del grafico de dispersion de sus pixeles. La siguiente figura I11-4 muestra, como
un ejemplo, este diagrama de dispersion para el caso de tener solo tres imagenes. En este
caso se restringe el ejemplo a tres imagenes o ‘frames’ porque es el nimero maximo que
debe representarse con un grafico tridimensional en el cual las tres direcciones ortogonales
estan asociadas a los frames. La sefial dada para cada pixel se representa mediante un punto
en un diagrama 3D cuyas coordenadas son los tres valores diferentes de ese pixel en las tres
imagenes, después de restar el valor medio de cada imagen a cada coordenada de pixel.
Cuando todos los pixeles se encuentran en este diagrama, se obtiene una nube de puntos;

donde cada punto es un pixel. Para una descripcion completa del método, véase [18].
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Figura III- 4: Diagrama de dispersién para un conjunto de tres imagenes del grupo control

El punto de partida del método de componentes principales es el calculo de la matriz de
covarianza S, entre las imagenes. Una de las propiedades de esta matriz es que nos permite
calcular cudl es la varianza V,, de los datos a lo largo de una direccién u en el diagrama de

dispersion como [1]:

v, =u'Su (3.11)

Donde u es un vector columna de médulo unidad en la direcciéon considerada. Los
autovectores (e,) de la matriz S son vectores normalizados en direcciones mutuamente
ortogonales que maximizan la varianza Vj, en esas direcciones. Estas varianzas maximizadas
son los autovalores (Aq) de S. Como ejemplo, dichas direcciones se han representado en el
caso particular de la figura I1I-4 (lineas rojas). Ademas, cada una de las direcciones del
diagrama de dispersion se puede asociar con una imagen Y,,, combinacién lineal de las

imagenes iniciales con media cero I, mediante:

N
Y,= ) u(k)l (3.12)
Z ;
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donde N es el nimero de imagenes. En el caso de tomar las direcciones de los autovalores
ey, esas imagenes Y, son las imagenes correspondientes a los componentes principales
(CPs). Debido a la ortogonalidad del ACP, la varianza total de las imagenes es la suma de la
varianza asociada a cada direccidn, es decir, la suma de los autovalores, de modo que, a cada
uno de ellos se le puede asignar un peso relativo en la varianza total dado que:

Aq

Qp = =—
© Xi=1la

(3.13)

N)

. . . . o101 1 .
Por otra parte, la imagen media esta en la direccidn (ﬁ,ﬁ, 'ﬁ) correspondiente a la

direcci6én normalizada u,, = 1/\/N(1,1, L ,1). Por lo tanto, podemos calcular la
varianza de los datos en esa direccién como V,, = u’, Su,,. El peso relativo en los datos de la

imagen promedio se puede calcular mediante:

Vin Vin

QO =—T" _
m Zg’:lla VT

(3.14)

siendo Vrla varianza total. Como ejemplo, esta direccién media se dibuja en la figura I11-4

(linea azul).

Cabe sefialar que se puede comparar la descomposicion en ACP con s6lo tomar la imagen

promedio a través de tres consideraciones:

1. Dado que la extracciéon de los componentes principales es de mayor a menor
representacion en la varianza media, se pueden comparar ; con Q. Por
construccion, (; siempre sera mayor que (,, ya que es el porcentaje de varianza en
la direcciéon de maxima dispersidn. Por lo tanto, si hay que elegir una imagen como
representativa del todo deberia ser la del primer componente principal. La
diferencia entre (; y Q,, proporcionara una idea del error que se cometeria al

tomar la imagen promedio como la mas representativa.

2. Por lo tanto, para que la media de las imagenes sea la méas representativa de todas,
su direccion deberia coincidir con la del primer autovector. De modo que, se puede

calcular el angulo entre estas dos direcciones 6 como un segundo indicador.

3. Ademas, la diferencia entre Q; y Q,, nos puede proporcionar la idea de que podria
tratarse de informacién en los datos que no esté bien expresada por una sola imagen

representativa.
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A. Protocolo de analisis de componentes principales

Como se ha dicho anteriormente, la idea fundamental del ACP es formar nuevas variables
(imagenes en nuestro caso) no correlacionadas entre ellas denominadas componentes
principales, CPs, que son combinaciones lineales de las originales. Los coeficientes de la
combinacién lineal se eligen para maximizar la varianza de los CPs. Ordenados de modo que
los primeros conservan la mayor parte de la variacién presente en todas las variables
iniciales [19, 20]. Esa es la razén por la cual se consideré el ACP como técnica de reduccion
de dimensionalidad. Ya que podria reducir las variables originales en un nimero menor de

variables, CP, que conducen a una descripcidén mas simple de los datos [21].

El punto de partida es la matriz de covarianza entre las imagenes, S. Los coeficientes de las
combinaciones lineales utilizadas para calcular los CPs son los autovectores de S y sus
autovalores (Aq) son las varianzas de los CPs. E1 CP, Ys, se expresan como combinacién lineal

de las imagenes originales con media cero, Iy, mediante:
N N
Y, =Y e, (K, 1 =>e,(Kk)Y, (3.15)
k=1 a=1

donde €, (k) es K-componentes del autovector a y N es el niumero de imagenes analizadas

(nueve en cada grupo muestral). Como se muestra en la Eq.(3.15) las imagenes iniciales se
pueden expresar también como combinaciones lineales de los CPs. El porcentaje de la
varianza de los datos (imagenes) explicados por a-CP viene dado por Q. definido en la

Eq.(3.13).

Las ecuaciones 3.13 y 3.15 expresan la posibilidad de reconstruir las imagenes teniendo en
cuenta solo los CPs relevantes o grupos de CPs considerados importantes por cualquier
motivo. Este proceso normalmente se denomina rectificaciéon. Los CPs mds relevantes se
pueden identificar por diferentes métodos, la mayoria de ellos seleccionan aquellos que
representan una gran cantidad de varianza. En esta tesis, se ha desarrollado otro método
para agrupar automaticamente diferentes CPs. El método se basa en el estudio de las
incertidumbres en la varianza de las CPs, es decir, A.. La incertidumbre en A, depende de los
estadisticos de orden superior de las imagenes (acumulantes de cuarto orden) [18]. En
cualquier caso, este método permite reconstruir el conjunto de imagenes seleccionando
cualquier CP o grupos de ellos considerados relevantes. Esto permite estudiar toda la
varianza de las imagenes y la importancia de cada una de las estructuras espaciales
reveladas por cada CP sobre ellas. El esquema general del procedimiento, en caso del

cristalino, se observa en la figura I11-3.

111



B. Distancia de Mahalanobis

Los componentes principales son combinaciones lineales de las imagenes iniciales que
tienen cero covarianzas entre ellas. Las imagenes de cada grupo muestral provienen de la
misma distribucién de probabilidad subyacente, por lo que las imagenes de los CPs tienden

a distribuirse juntas conforme a una distribucién multinormal, de modo que:

1
) = exp -5 Y@)'S7 Y () (3.16)

1
@m)N/2|Sy|1/2

donde Y(p) es el vector formado por las coordenadas del pixel p en la base de los
autovectores de S (base de los CPs). La expresion anterior permite calcular una probabilidad
para cada uno de los pixeles del grupo de imagenes. El exponente que aparece en la
Eq.(3.16) se denomina Distancia de Mahalanobis y tiene propiedades estadisticas
interesantes [1]. De hecho, se puede usar como tal para comparar probabilidades entre
pixeles, ya que la dependencia de probabilidad en pixeles solo aparece en el exponencial de

la Eq.(3.16) (distancia de Mahalanobis).

Por otro lado, en el diagrama de dispersion de los pixeles de las imagenes la transformacion
de los CPs se puede interpretar geométricamente como una translacién del origen al punto
promedio de cada imagen seguida de una rotacién rigida de ejes al nuevo sistema de
coordenadas dado por los autovectores. Por lo tanto, la distancia de Mahalanobis se puede

escribir también en la base de las imagenes originales como:

D =((P) = 1)"S™ (1 (P) - 1) (3.17)
donde |, (p) =[1,(P)y-eens |k(p)]T,siendo l., «(P) elvalor del pixel p enla imagen i para

cada grupo, |, es el valor medio de la imagen correspondiente al ojo k en cada grupoy S™1

es la inversa de la matriz de varianzas. Esta distancia se ha utilizado para detectar valores
de pixeles defectuosos con el fin de clasificarlos como diferentes del resto. En algunos casos,
se pueden clasificar como ‘pixeles andmalos’ [22] o como estructuras relevantes dentro del
conjunto de datos [23]. En nuestro caso, se emplea la distancia de Mahalanobis para detectar
aquellos pixeles relevantes de la imagen cuya distancia es mayor que un cierto umbral de
probabilidad. Estos pixeles tienden a correlacionarse con estructuras significativas en el
conjunto de datos [23]. En definitiva, los pixeles anémalos suelen aparecer mas brillantes

respecto a los demas.
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C. Un ejemplo practico

Tomamos como ejemplo las 9 imagenes de los cristalinos del grupo control marcados con
anti-colageno IV. Estas imagenes se guardan como una matriz de datos de 399665 x 9

(pixeles x N.2 de imdgenes).

El ACP se realiza utilizando la funcién princomp de Matlab. Este comando tiene la siguiente

sintaxis:
[COEFF,Score, latent, tsquare] = princomp (datos)
Esta funcion devuelve:

e (COEFF, es una matriz p X p. Cada columna contiene coeficientes para un CP. Las

columnas estan en orden decreciente de varianza.

e Score, son los datos formados al transformar los datos originales en el espacio de los

CPs.

e Latent, es un vector que contiene los autovalores de la matriz de covarianza de los

datos.
e Tsquare, contiene el estadistico T2 de Hotelling.

Después de aplicar la funcién princomp a estas imagenes obtenemos los valores de los CPs.
De modo que, la primera componente CP1 contiene el 94.1% de la variabilidad total, la
segunda CP2 representa el 1.8%, la tercera CP3 representa 1.1%, y el resto de las
componentes suman el 3%. La siguiente figura (Fig. I1I-5) muestra los CPs#1,2,7 en escala
de grises ajustada para cada uno con el fin de mejorar su estructura espacial. Con este
método, las diferentes estructuras espaciales de la imagen se muestran en orden

decreciente de importancia.
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Cristalinos del grupo control-Colageno IV
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Figura III- 5: Estructura de los componentes principales para el grupo control con el anticuerpo
anti-colageno IV. Los CPs#1, 2, 7 se muestran al lado de sus autovalores.

Por otra parte, la funcion de densidad de probabilidad (pdf) mide las probabilidades con
que una variable aleatoria continua toma diferentes valores [24]. En el caso de nuestras

imagenes, la pdf normal multivariante se puede definir como:

1 _ _
£ = 1275172 exp (= () — RS () — )} (3.18)

Lo que significa que es una funcién exponencial de la distancia de Mahalanobis del punto

I (p) al centro de la distribucién .
La funcién de probabilidad acumulada (cdf) de una variable aleatoria X es la probabilidad

P(X < xg) de que X sea menor o igual a un valor especifico de X, [24]. La cdfes una funcién
FX R— [0,1] ,que adquiere valores en el intervalo [0,1] y se obtiene integrando la funcién

pdf (f(x)) entre los limites —co y X

F(xy) = P(X < x) = f " o) dx (3.19)

Utilizaremos dos funciones de Matlab para generar ambas funciones pdf'y cdf.
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La pdf y la cdf de la distancia de Mahalanobis para el grupo control marcado con anti-
colageno IV se muestran en la figura III-6. Fijamos el umbral en el valor que representa
distancias 10% mas altas, es decir, cdf mayor que 0,9. En el caso de la figura III-6 el valor del
umbral seria 27,07. Este umbral se ha seleccionado para poder visualizar mas claramente
la zona de alta distancia relevante. Un umbral muy alto selecciona puntos individuales en
lugar de zonas, mientras que uno menor no difiere mucho del mapa de la distancia total de
Mahalanobis. Por lo tanto, hemos elegido un nivel intermedio del 90% que parece ser el
umbral mas adecuado en este caso. El resultado se observa en la figura IlI-6, donde se
representa el mapa de la distancia de Mahalanobis total junto a los pixeles cuya distancia es
superior al 10%. En esta misma figura, se puede ver que los pixeles seleccionados

representan principalmente la parte anterior del cristalino.

Umbral de la Distancia de Mahalanobis
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Figura III- 6: Funcién de distribucién de probabilidad (pdf, eje izquierdo) y funcién de
distribucién acumulada (cdf, eje derecho) para las imagenes de cristalino del grupo control
marcadas con anti-coladgeno IV. La imagen de arriba muestra los pixeles con la distancia de

Mahalanobis mayor que el umbral utilizado (27.07 para una cdf mayor que 0.9) mientras que la
imagen de abajo muestra el mapa total de la distancia de Mahalanobis.
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II. APLICACION DEL METODO Y RESULTADOS

1. EVALUACION DEL PATRON DE EXPRESION DE COLAGENO IV Y
LAMININA-1 EN EL CRISTALINO

1.1 Resultados de la distancia de Mahalanobis

El método de la distancia de Mahalanobis se ha aplicado a las imagenes de los cristalinos de
los tres grupos (Control, D2 y D8) marcados con anti-colageno IV o anti-laminina-1. Los

resultados se observan en la figura I11-7.

Cdf type IV collagen Cdf Laminin
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Figura III- 7: Funcidn de distribucion acumulada (cdf) para la distancia de Mahalanobis para los
grupos control, D2 y D8 marcados con anti-coldgeno IV (izquierda) y anti-laminina-1 (derecha).
Las imagenes muestran los pixeles con una distancia de Mahalanobis mayor que el umbral. El
umbral de la distancia seleccionado es cuando la probabilidad acumulativa es superior a 0.9 para
todos los grupos muestrales.
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Las graficas de la funcidn cdf muestran, en el caso del colageno IV, una ligera diferencia entre
el grupo control y los deficitarios. No obstante, las cdfs de la laminina-1 son parecidas. Por
otra parte, la comparacién entre las imagenes del umbral de la distancia de Mahalanobis del
colageno IV y la laminina-1 muestra una cierta diferencia sobre todo en toda la zona de las
células epiteliales. En el caso del colageno [V, el nimero de pixeles seleccionados se extiende
hacia el interior del cristalino en los grupos D2 y D8 comparados con el control. Sin embrago,
en el caso de la laminina-1, en la region interna del cristalino la diferencia entre los grupos

no es muy relevante, pero lo es en la zona epitelial.

Lo mas destacado del analisis mediante la distancia de Mahalanobis es que la expresion
espacial del colageno IV y de la laminina-1 es distinta comparando el grupo control con los
grupos D2 y D8. A continuacidn, estudiamos la cuantificaciéon de la expresion de colageno IV

y laminina-1 y su regionalizacién en toda la estructura del cristalino.

1.2 Expresion espacial del colageno IV y laminina-1 en el cristalino

Para valorar la expresién de ambas moléculas se aplica el ACP sobre los cristalinos de los
grupos: control, D2 y D8 marcados con anti-coldgeno IV o anti-laminina-1. Los porcentajes
de varianza de los datos para cada CP se muestran en la figura III-8. En los dos casos,
colageno IV y laminina-1, y para todos los grupos hay un primer CP que comprende la mayor
cantidad de varianza (superior a 94%). Sin embargo, al fijarse en el grafico de
sedimentacion correspondiente al colageno IV observamos que el resto de CPs del grupo
control, CP#2,3,4,5,6,7,8 representan varianzas mayores que las de D2 y D8. En cambio,
observamos en el grafico correspondiente a la laminina-1 que las CPs #2,3 del grupo D2 son
similares a las del grupo control, mientras que el resto de los componentes #4,5,6,7,8 de los
grupos D2 y D8 tienen varianzas mas bajas que el control. Por esta razén, se agruparan los

CPs en “procesos” de la siguiente manera:

e En el caso del colageno 1V, se va a denominar proceso 1 (P1) al primer componente
CP1 que representa la mayor variabilidad en los datos y se llamara resto de procesos

(RP) ala agrupacién de los CPs restantes, es decir del CP2 al CP9.

e En el caso de la laminina-1 hay 3 procesos, el primero P1 corresponde al
componente CP1 que contiene la mayor variabilidad, el segundo P2 comprende los
componentes CP2 y CP3 y finalmente el tltimo proceso seria aquel que contiene la

agrupacion de los componentes restantes, desde CP4 hasta CP9.
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Figura I1I- 8: Diagrama de Scree Plot para los autovalores de todos los grupos muestrales (control,
D2 y D8) expresado en % de varianza. Arriba, diagrama para cristalinos marcados con anti-
colageno IV. Abajo, diagrama para cristalinos marcados con anti-laminina-1.

El porcentaje de varianza representado por los diferentes procesos se da en la tabla III-2.

Este porcentaje esta calculado mediante ZQa donde €, = ",y Les el conjunto de

ael ZAQ

a=1

CPs indexadas en los procesos.
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TABLA I1I- 2: Porcentaje de varianza representado por la suma de los distintos autovalores en %
para los cristalinos de los tres grupos muestrales: control, D2 y D8.

Colageno IV Laminina-1
CPs del Control | CPsdel D2 | CPsdel D8 CPs del Control CPsdel D2 CPs del D8
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 2-9 1 (291 |29 1 23|49 1|2-3|49| 1 |2-3]|49

94 6 96 | 4 | 96 | 4 | 95 2 3 |196| 2 2 197 | 1 2

Con el fin de determinar alteracién en la expresion espacial de las dos moléculas colageno

IV y laminina-1 debido al déficit de AF, se ha definido un nuevo parametro al que se ha

denominado Indice de Marcaje O|Pi (I={colageno, laminina}; P;={CP1, CP2, and RP}) tal que:

R R
o' = RU_1o ) -RA_Ic) x100, (3.20)
1,

donde R(l I}

ot ) €s el valor medio de la rectificaciéon respecto del proceso P; de las

imagenes de los grupos deficitarios (D2 o D8) marcadas con la molécula I, R(I _12)

representa lo mismo pero aplicada al grupo control, finalmente | _ | es el valor medio del

grupo control para la molécula I. Este indice indica la expresion espacial de la molécula
analizada en porcentaje con respecto al grupo control. Ademas, analiza la expresion debida
a cada P; por separado (P1 y RP en el caso del colageno IV y P1, P2 y RP en el caso de la

laminina-1).

Como ejemplo, la figura III-9, representa el resultado para el proceso P2 del grupo D2

marcado con anti-laminina-1.
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PC2 Sobreexpresion grupo D2-laminina

Figura III- 9: indice de marcaje correspondiente al proceso P2 del grupo D2 marcado con anti-
laminina-1 (rectificacién con los CPs #2,3). Izquierda, visién frontal. Derecha, grafico de nivel de
contorno.

Los resultados del indice de marcaje para coldgeno IV y laminina-1 se observan en las

figuras I11-10 y I1I-11.

120



Proceso1grupoD2 Proceso RP grupo D2

Proceso RP grupo D8

Figura III- 10: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 (Ay B) y grupo D8 (Cy D)
marcados con anti-colageno IV. La expresion del coladgeno IV para las imagenes reconstruidas con
el proceso P1 se observa en las figuras A y C (escala desde -60% hasta +30%), mientras que la
reconstruccion para el resto de los procesos RP se observa en las figuras By D (escala desde -6%
hasta +6%)
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A Proceso 1 grupo D2 B Proceso 2 grupo D2 C Proceso RP grupo D2

Proceso RP grupo D8

0

Figura III- 11: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 (A, By C) y grupo D8 (D, Ey F)
marcados con anti-laminina-1. La expresion de la laminina-1 para las imagenes reconstruidas con
el proceso P1 se observa en las figuras A y D (escala desde -60% hasta +30%), la reconstruccién
para el segundo proceso P2 se observa en las figuras By E (escala desde -6% hasta 6%),
finalmente, la reconstruccién para el resto de los procesos RP se observa en las figuras Cy F
(escala desde -10% hasta +6%)

D Proceso 1 grupo D8

Segun estos resultados, el déficit de AF afecta a la expresién de ambas proteinas,
colageno IV y laminina-1, en el cristalino. Para entender mejor los resultados, las
imagenes se analizaran en las siguientes subsecciones. Las zonas donde se aprecian
los cambios: las células epiteliales del cristalino (zona central y germinativa), zona
de unién entre las fibras del cristalino y las células epiteliales, zona de transicién,
y finalmente en la zona de las fibras del cristalino. La siguiente figura (Fig. I11-12)

muestra un esquema explicativo en el que se muestran estas zonas.
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Figura III- 12: A, Dibujo esquematico del cristalino embrionario. B, cristalino embrionario de
ratén control marcado con anti-colageno IV. A, zona central (cuadrado superior), zona
germinativa (cuadrado lateral) de la figura A.

Antes de proceder con el andlisis de los resultados, hay que decir que la comparaciéon
cuando se toma solo la imagen media de cada grupo (Control, D2 y D8) no es una buena
opcion, ya que solo con la media se pierde mucha informacién. A continuacién, se muestra
una comparacién usando los parametros Q4, Q,, v 0 definidas previamente. Los resultados
de estos pardmetros aparecen en la tabla III-3 para los grupos control, D2 y D8 marcados

con colageno IV o laminina-1.
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TABLA III- 3: Valores de porcentaje de varianza representados por CP1 () y la imagen media
(24)- El dngulo (8°) entre la direccién representativa de la media y el primer autovector para los
distintos grupos muestrales marcados con colageno IV o con laminina-1 aparece en la tercera fila
de la tabla.

Colageno IV Laminina-1
Control D2 D8 Control D2 D8
Q1% 91.76 95.18 92.78 94.88 96.03 97.20
Q. % 91.03 94.95 91.77 91.51 94.99 96.07
0° 5.15 2.81 6.03 10.91 5.98 6.20

Como se puede ver, ni la media ni el CP1 representan la estructura completa de los datos.
En nuestro caso, existe una variacion de entre el 5% y el 10% en las imagenes que no se
explica por estos parametros. Ademas, esta varianza inexplicada tiene una estructura
espacial en la imagen ya que el dngulo entre la direccién de la media y el CP1 tampoco
coincide. Particularmente en el caso de la laminina-1 es donde ocurre un cambio llamativo

entre el grupo control y los grupos D2 y D8.

Dado que los CPs son una combinacién lineal de las imagenes y por la ortogonalidad de los
autovectores [18] podemos reconstruir las imagenes iniciales a partir de ellas usando la
Eq.(3.15). De esta forma podemos reconstruir el resto de la varianza no representada por el
CP1 manteniendo su estructura espacial para el estudio. Esta posibilidad no se da si solo
tomamos la imagen media como representativa, porque, implicitamente, tomamos el resto
de la varianza como ruido o algo que se debe ignorar. Esta es una de las grandes ventajas
del método ACP. Es de destacar que el método muestra que hay una estructura en el 10%
de los datos, lo cual es muy dificil de apreciar a ojo o mediante un método subjetivo, que es

la forma habitual de evaluar este tipo de imagenes de microscopia.

Para comparar con la imagen media de cada grupo, se calcula un indice de marcaje similar

al descrito anteriormente en la Eq. (3.20):

Tpor — I 3.21
om =2 %100 (3.21)
c

donde E es la media del grupo deficitario (D2 o0 D8),y I es la media del control.

Para los resultados de la tabla III-3, el resultado de este indice debe coincidir con el indice
del CP1. La comparacién de imagenes para los grupos D2 y D8 marcados con anti-colageno

IV o anti-laminina-1 se muestran en las figuras I11-13 y I11-14:
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Sobreexpresion del coldgeno IV Sobreexpresién del coldgeno IV

Valor medio del grupo D2 CP1 del grupo D2

Sobreexpresion del colageno IV Sobreexpresion del colageno IV
valor medio del grupo D8 CP1 del grupo D8

Figura III- 13: Indice de marcaje del coldgeno IV para los grupos D2 (fila superior) y D8 (fila
inferior). A la izquierda, se representan las imagenes medias para cada grupo en comparacién con
el grupo control. A la derecha, se representa el primer componente CP para cada grupo en
comparacién con el control.

Sobreexpresién de la laminina-1 Sobreexpresion de la laminina-1
valor medio del grupo D2 CP1 del grupo D2

Sobreexpresion de la laminina-1 Sobreexpresion de la laminina-1
valor medio del grupo D8 CP1 del grupo D8

Figura III- 14: indice de marcaje de la laminina-1 para los grupos D2 (fila superior) y D8 (fila
inferior). A la izquierda, se representan las imagenes medias para cada grupo en comparacién con
el grupo control. A la derecha, se representa el primer componente CP para cada grupo en
comparacién con el control.
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Como se esperaba de la tabla III-3, los resultados son distintos al comparar el indice

utilizando el promedio de las imagenes con el indice usando la reconstruccion del CP1.

El verdadero poder del método de CPs se observa en las figuras I1I-11 y III-12. Donde la
imagen del indice mencionado anteriormente se da por otros componentes principales
distintos del CP1. Esto es especialmente interesante en el caso de laminina-1, donde se
puede distinguir una alteracidn en el marcaje entre la zona de unién y zona epitelial con
posible relevancia bioldgica y con una sobreexpresion de alrededor del 3% en comparaciéon
con el grupo control. Esto serfa muy dificil de detectar mediante una evaluacion
microscépica de la imagen inmunohistoquimica, y eso es una de las grandes ventajas del
método ACP. Asimismo, la técnica permite cuantificar y regionalizar el marcaje de las
moléculas de forma automatizada, eliminando de forma sencilla la puntuacién (scoring)
subjetiva que suele tener lugar en estas imagenes. Finalmente, hay que recordar que el
método ACP permite reconstruir todas las imagenes con los CPs requeridos. Es decir, para
calcular el indice de la Eq. (3.20), las imagenes de cada grupo se reconstruyen con, por
ejemplo, CP1. Obtenemos un total de 9 imagenes, cada una correspondiente a un cristalino
diferente. En el indice tomamos el valor medio de la reconstruccién como representativo
del grupo. De todos modos, es posible examinar cualquiera de estas nueve imagenes
reconstruidas para ver la relevancia del CP1 en cada uno de los cristalinos individuales. Esto

no se puede hacer si solo tomamos el valor promedio de las imagenes.

En las siguientes secciones se describen los cambios encontrados con respecto al grupo
control para las dos proteinas (colageno IV y laminina-1). Se analizan distinguiendo entre

las diferentes partes del cristalino (véase Fig. I11-12).
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1.2.1 Expresion espacial del colageno IV en el cristalino

Para el caso de las imagenes de colageno IV, el método selecciona las imdagenes
reconstruidas con el proceso 1 (P1) y con el resto de los procesos (RP). En esta seccidn, se
van a discutir los resultados observados para cada proceso junto con sus posibles causas
bioldgicas. Es importante tener en cuenta que el método selecciona automaticamente las
partes del cristalino y al mismo tiempo cuantifica la cantidad de sobre/infraexpresion de la

proteina.

i. Reconstruccion con el primer proceso P1

La reconstruccién de imagenes con P1 se observa en las figuras I1I-10A y I1I-10C. En estas
imagenes se observa una sobreexpresion de colageno 1V del 1%-20%, aproximadamente,
en la zona de las fibras. Se puede visualizar claramente esta sobreexpresion en la zona de
las fibras en la figura I1I-15 (C y D), donde se ha aplicado a las imagenes una nueva mascara
que marca solamente los puntos donde hay una sobreexpresion entre el 1%-10%. La
sobreexpresion es mas evidente en la zona de unién entre las fibras y las células epiteliales
en el caso de D8 (figuras I1I-15H) que en D2 (figuras III-15D). Por lo contrario, hay una
disminucién de entre el 25% y el 10 % en la zona epitelial tanto en el grupo D2 como en el
D8 (figuras I1I-15A y 15E) y (figuras I1I-10A y 10B). También se observa una disminucién
de entre el 1% y el 10% en otras zonas de las fibras, figuras I1I-15B y 15F.

En el dia E14, durante el desarrollo normal del ratén, la superficie apical de las células
epiteliales esta en contacto con la mayor parte de la zona apical de las fibras del cristalino
subyacentes, pero dicha unién ain no estd completa. Firtina et al [25] relacionaron la
sobreexpresion del colageno IV en esta area con una pérdida de contacto entre las fibras y
las células epiteliales, dando como resultado la formaciéon de un espacio que separa las
fibras de las células epiteliales. En nuestras secciones histoldgicas, esta pérdida de contacto
en la zona de unidn también se detecta y coincide con un aumento en el indice de marcaje

en esta region (véase Fig. [11-16).

Por otra parte, la sobreexpresion del colageno IV observada en nuestro caso en las fibras
del cristalino también ha sido observada por Firtina et al. que la atribuyen a la retencion del

colageno IV dentro de las células de las fibras y al parecer induce cataratas [25].

Ademas, se ha observado una disminucion de la expresion de colageno IV en todas las
células epiteliales. Se sabe que el déficit de AF produce disminucién en la proliferacion
celular [26]. Dicha disminucién podria dar como resultado una reduccidn en la sintesis de

colageno IV. Igualmente, una anomalia en la sintesis del colageno puede reducir también la
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proliferacion de las células epiteliales del cristalino. De hecho, la alteracion de la sintesis de
colageno en la piel se atribuye a la deficiencia de AF en la dieta [27]. Asimismo, se ha
demostrado que la sintesis alterada de colageno IV produce vacuolas en el cristalino y
origina capsula irregular [28, 29]. En nuestro caso, las vacuolas son visibles en varias

secciones histolégicas.
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P1 del
grupo D2

P1 del
grupo D8

S K

Figura III- 15: Regionalizacién y cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en las distintas zonas del cristalino. Datos obtenid os del primer proceso
P1.
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Figura III- 16: Zonas de unidn entre las fibras y las células del epitelio del cristalino (*). Cristalino
de un embrién control de E14,5 (arriba). Cristalino de un embrién D2 (abajo izquierda). Cristalino
de un embriéon D8 (abajo derecha). C: cérnea. CE: células epiteliales del cristalino.

ii. Reconstruccion con el resto de los procesos (RP)

La reconstruccidon con el ultimo proceso, RP, muestra un ligero aumento de casi el 4% en la
zona de union entre las fibras y las células epiteliales, en ambos grupos D2 y D8 (véase Fig.
[1I-10By 10D). También se observa en el grupo D8 una sobreexpresion del 4% en el epitelio
del cristalino (Fig. I1I-10D, I1I-17D). Y nuevamente, como en el caso del primer proceso P1,
se observa una disminucién de 4% en otras zonas de las células del epitelio (Fig. [l1I-17A y
17B). Dada la ortogonalidad de los procesos dados por los CPs, estos cambios no ocurren
exactamente en los mismos puntos que el proceso P1, lo que sugiere un mecanismo
diferente de sobreexpresion o infraexpresion. Por lo tanto, el método puede usarse como
una guia para el disefio de pruebas o experimentos que buscan encontrar estos mecanismos

diferentes ya que, en si mismo, solo proporciona informacién cuantitativa.
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RP del grupo D2 RP del grupo D8

Figura III- 17: Regionalizacién y cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en las
distintas zonas del cristalino. Datos obtenidos del segundo proceso P2.
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1.2.2 Expresion espacial de la laminina-1 en el cristalino

Como se ha mencionado anteriormente, para el caso de laminina-1, los componentes CP#2-
3 en el grupo D2 se comportan como en el grupo control. Para el grupo D8, el
comportamiento es distinto mostrando una varianza menor que el grupo control (véase Fig.
[11-8). Para el resto de los componentes (RP), su peso es menor que en el grupo control, tanto
para D2 como para D8. Por este motivo, se agruparan los CPs en procesos de la siguiente
manera: un primer proceso (P1) que contiene la mayor variabilidad en los datos. Un
segundo proceso (P2) que contiene los CPs 2 y 3 y, por dltimo, un proceso final (RP) que

contiene la reconstruccion de los datos con los CPs del #3 al #9.

i.  Reconstruccion con el primer proceso P1

En este caso, la sobreexpresion es mayor del 10 % en la zona de las células epiteliales, la
zona de unioén entre éstas y las fibras, y en la zona germinativa (Fig. [1I-11 Ay D, [lI-18 D y
H). Respecto al grupo D2, hay una sobreexpresion entre el 1% y el 10 % en la zona de las
fibras (Fig. 11I-18C). Esta sobreexpresion es ausente en el grupo D8 (Fig. II1I-18D), sin
embargo, en este grupo se aprecia una sobreexpresion mas pronunciada entre el 1% y el
10% en varias zonas epiteliales, especialmente, en la zona germinativa y de transicién. Se
ha demostrado que la laminina promueve el crecimiento, la adhesion y la sintesis de
proteinas en células epiteliales en vivo [30]. De hecho, se considera un potente regulador
del comportamiento de las células epiteliales [31]. La laminina-1 es esencial para la
formacidn de estructuras epiteliales, facilita que las células adquieran polaridad apicobasal
y adopten un caracter epitelial [32]. Por lo tanto, la expresion de niveles mas altos de
laminina-1 en las células epiteliales en comparacion con el grupo control puede tener un
impacto notable en la funcién de las células epiteliales del cristalino. Yan et al. [33] han
observado que la laminina-1 se expresé abundantemente en las células epiteliales del
cristalino. En primer lugar, la consecuencia de este aumento en la expresion de laminina-1
interrumpié la sefalizacion intracelular normal, asi como la diferenciacién celular, la
polarizacién y la adhesion; todos son necesarios para el mantenimiento de la variabilidad e
identidad de las células epiteliales y para la formaciéon normal de las fibras del cristalino.
Una deposicion anormal de la laminina-1 puede causar desorganizacion de las proteinas de
la MEC en la capsula del cristalino, lo que puede influir en la homeostasis del epitelio del

cristalino [34].

Por otro lado, el grupo D2 presenta una sobreexpresion entre el 1% y el 10 % en la zona de

las fibras. No obstante, el grupo D8 presenta resultados opuestos: una infraexpresion de
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hasta el 20 % en todas las fibras (Fig. [II-18E y 18F). La disminucidn en la expresion de la
laminina-1 en las fibras del cristalino podria conducir a una variedad de defectos y
degeneracion severa del cristalino. Estudios previos de embriones mutantes de laminina-1
han mostrado que las células del epitelio del cristalino y sus fibras no se diferencian

adecuadamente [35].
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Figura III- 18: Regionalizaci6on y cuantificacién de sobre/infra expresion de la laminina-1 en las distintas zonas del cristalino. Datos obtenidos del primer proceso
P1.
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ii.  Reconstruccion con el segundo proceso P2

El segundo proceso, P2, sugiere un aumento de la expresion de lalaminina-1 ~4% en la zona
de unio6n (Fig. I11-19 B y D). En cambio, se observa una disminucién de 4% en algunas zonas
del epitelio y las fibras (Fig. [1I-19 Ay C). Esto podria ser un hecho relevante, tal vez porque

la sobreexpresién es pequefia en comparaciéon con el enmascaramiento producido en la

imagen no tratada con el método ACP.

P2 del grupo D2

P2 del grupo D8

Figura III- 19: Regionalizacién y cuantificacién de sobre/infra expresién de la laminina-1 en las
distintas zonas del cristalino. Datos obtenidos del segundo proceso P2.
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. Reconstruccion con el resto de los procesos RP

Respecto al dltimo proceso, RP, las imagenes obtenidas de sobreexpresién (Fig. I11-20 B y
D) revelan un aumento en la expresion del 6%, sobre todo, en toda la zona que rodea al
cristalino, lo que se ve marcado puede que sea la capsula del cristalino. Por otra parte, las
figuras I1I-20A y III-20C, muestran una infraexpresion de la laminina-1 de hasta un 6%

practicamente en todas las zonas del cristalino.

RP del grupo D2 RP del grupo D8
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Figura I1I- 20: Regionalizacién y cuantificacién de sobre/infra expresién de la laminina-1 en las
distintas zonas del cristalino. Datos obtenidos del tercer proceso P3.

Es importante sefialar el hecho de que el comportamiento general del colageno IV es
opuesto a la laminina-1. Debido al déficit de AF, el colageno IV tiende a aumentar su
expresion en la zona de las fibras mientas que disminuye en la zona de las células epiteliales.
No obstante, lalaminina-1 aumenta su expresion en todas las zonas de las células epiteliales:
zona central, de transicién y germinativa. Por otra parte, suele tener infraexpresion en la

zona de las fibras.

136



2. EVALUACION DEL PATRON DE EXPRESION DE COLAGENO IV Y
LAMININA-1 EN LA CORNEA

Como se ha mencionado en el capitulo I, las macromoléculas como el colageno 1V y la
laminina-1 que al principio se pensaba que estaban restringidas a las MBs también se
expresan en los tejidos conectivos incluido el estroma corneal [36-38]. En este apartado se
aplicaran los mismos pasos descritos en el apartado anterior para estudiar cambios en el

patron de expresion de dichas moléculas debido al déficit materno de AF.

Los porcentajes de varianza de los datos para cada CP se muestran en la figura I1I-21. Como
se puede observar, el grafico de sedimentacién correspondiente al colageno IV muestra que
existe un primer CP que comprende la mayor cantidad de varianza, en ella el grupo control
tiene una mayor varianza que D2 y D8. Luego, el grupo D2 en el segundo componente tiene
mayor variabilidad que el control y D8. Los CPs #3-4 de D2 y D8 tienen varianza mas baja
que el control. Finalmente, los CPs #5,6,7,8,9 del grupo D8 tienen mayor varianza que el
control y D2. En cambio, el grafico de laminina-1 muestra que el primer componente del
grupo D2 tiene mayor varianza que el control y D8. Luego, los CPs #2-3 del grupo control
tienen varianza mas alta que D2 y D8. Finalmente, el resto de los componentes del grupo
D8, CPs # 4,5,6,7,8 supera los del control y D2. De modo que, al igual que en el cristalino,

vamos a agrupar los CPs en “procesos” de la siguiente manera:

e En el caso del colageno IV, el primer proceso P1 corresponde al CP1 que contiene la
mayor variabilidad, el segundo P2 contiene al CP2, el tercero P3 se obtiene al
agrupar los componentes CPs #3-4. Finalmente, el dltimo proceso RP seria aquel

que contiene la agrupacién de los componentes restantes, desde CP5 hasta CP9.

e En el caso de la laminina-1, se llamara proceso 1 (P1) a ICP1. Después, llamaremos
proceso 2 (P2) alaagrupacion de CPs #2-3. Finalmente, el resto de los procesos (RP)

sera la agrupacion de los CPs restantes, del CP2 al CP9.

137



) Pesos para corneas con anti-colageno IV
10° T T T T T
_ I Control
D2
- I b8
10" F B ¥ = - ]
©
N
c -
8 -
= il
©
>
100 .
10‘1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10
#CP
) Pesos para cérneas con anti-laminina-1
10 [ T T T T
I Control
D2
I D8
S R -
< T -
s 10'F z )
8 - -
L -
©
> - -
100 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10

#CP
Figura IlI- 21: Diagrama de Scree Plot para los autovalores de todos los grupos muestrales

(control, D2 y D8) expresado en % de varianza. Derecha, diagrama para cérneas con anti-
laminina-1. [zquierda, diagrama para cérneas con anti-colageno IV.

El porcentaje de varianza representado por los diferentes procesos se da en las tablas I11-4
y III-5.
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TABLA I1I- 4: Porcentaje de varianza representado por la suma de los distintos autovalores en %
para las cérneas marcadas con anti-colageno IV de los tres grupos muestrales: control, D2 y D8.

Colageno IV
CPs del Control (%) CPs del D2 (%) CPs del D8 (%)
1 2 3-4 5-9 1 2 3-4 5-9 1 2 3-4 5-9

372 | 16,1 | 27,5 19,2 27,6 | 20,8 | 23,3 | 283 25 20 | 21,6 | 334

TABLA I1I- 5: Porcentaje de varianza representado por la suma de los distintos autovalores en %
para las cérneas marcadas con anti-laminina-1 de los tres grupos muestrales: control, D2 y D8.

Laminina-1

CPs del Control (%) CPs del D2 (%) CPs del D8 (%)
1 2-3 4-9 1 2-3 4-9 1 2-3 4-9
28,3 37,3 34,4 31,1 29,3 39,6 17,4 30 52,6

2.1 Expresion espacial del colageno IV en la cornea

Para el caso de las imagenes de coldgeno IV, el método selecciona las imdagenes
reconstruidas con el proceso 1 (P1), el proceso 2 (P2), el proceso 3 (P3) y el resto de los

procesos (RP). A continuacion, se analiza cada uno de los procesos por separado.

i.  Reconstruccion con el primer proceso P1

Hay que recordar que la zona seleccionada de la cérnea contiene solo el estroma corneal,
tanto su porcioén anterior como posterior. La reconstruccién de P1 se muestra en la figura
[1I-22 para el grupo D2 y en la figura IlI-23 para el D8. En estas misma figuras, se
representan también dos figuras donde se observa la cuantificacién de la
infra/sobreexpresion del coldgeno IV después de aplicar a las imagenes una nueva mascara
que marca en negro Unicamente los puntos donde hay una infraexpresion entre -20% y -1%

o0 sobreexpresion entre 1 % y el 15%.

En general, para el grupo D2, se observa una disminucién en el marcaje del colageno IV en
la porcién anterior del estroma acompafiada por una sobreexpresién en su porcién

posterior.
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Por otra parte, los resultados de P1 para el grupo D8 muestran un comportamiento distinto
del colageno IV. Existe una sobreexpresion del colageno IV de hasta un 15% en gran parte
del estroma corneal. El déficit de AF altera la sintesis de dicha molécula de forma mas
destacada en el grupo D8 que en el D2. En ambos casos podemos decir que la composicién

del estroma corneal se altera debido al déficit materno de AF.
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Figura III- 22: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en la cérnea. Datos obtenidos del primer
proceso P1.
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Figura III- 23: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizaciéon y
cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en la cérnea. Datos obtenidos del primer
proceso P1.
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ii.  Reconstruccion con el segundo proceso P2

En esta reconstruccidn, se observa una sobreexpresion de colageno IV entre 1% y 6% (Fig.
[1I-24 y I1I-25). Una cdrnea transparente requiere una expresion espacial y temporal
coordenada de diversos genes durante el desarrollo embrionario. Por eso es necesario una
organizaciéon unica de la MEC en el estroma ademdas de un apropiado estado de
diferenciacion de las células [40]. Los queratoblastos son las células principales que
sintetizan los componentes moleculares del estroma corneal embrionario. Contindan
proliferando y se diferencian en queratocitos. Estos proliferan mas lentamente y sintetizan
altos niveles de colagenos y proteoglicanos [41-43]. Los queratocitos interactian para
coordinar los pasos de reguladores del estroma, las alteraciones en éstas moléculas resultan
en alteracion en la transparencia de la cérnea lo que lleva a una biopatologia del estroma

corneal, como distrofias del estroma, cornea plana y queratocono [44].

Por otra parte, se observa un infraexpresion de colageno IV de hasta un 6 %. Este resultado
puede que signifique que los haces de colageno o las laminillas estdn separados por
multiples espacios incluso mas amplios que los observados en el grupo control. En esta
reconstruccion podemos decir que la organizacion del estroma corneal se altera debido al

déficit materno de AF.
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Figura III- 24: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresiéon del coldgeno IV en la cérnea. Datos obtenidos del segundo
proceso P2.
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Figura III- 25: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en la cérnea. Datos obtenidos del segundo
proceso P2.

143



. Reconstruccion con el tercer proceso P3

~y
P~y

La siguiente reconstruccién muestra, sobre todo, una sobreexpresién de hasta un 15% en
diversas zonas del estroma corneal distintas de las zonas detalladas en las reconstrucciones
anteriores. Como se ha dicho en el apartado del cristalino, dada la ortogonalidad de los
procesos obtenidos por los componentes principales, los cambios no ocurren exactamente

en las mismas zonas que los procesos anteriores.

Respecto a la infraexpresion observada, entre un 1% y un 15%, en este caso también al

parecer indican el espaciado entre las laminillas (Fig. I11-26 y I11-27).
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Figura III- 26: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en la cérnea. Datos obtenidos del tercer
proceso P3.
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Figura III- 27: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresion del coldgeno IV en la cérnea. Datos obtenidos del tercer
proceso P3.
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iv.  Reconstruccion con el resto de los procesos RP

Las figuras III-28 y III-29, muestran el resultado de la reconstruccién con RP. La
sobreexpresion estad marcada mayoritariamente en la zona central y posterior del estroma.
La sobreexpresion no es homogénea, sino irregular y fragmentada. En un estudio realizado
por Fitch et al. se muestra que en la matriz estromal de la cérnea aviar existen unas
estructuras en forma de placas que contienen coldgeno IV. Dichas placas tienen una forma
irregular y son dispersas a lo largo del estroma [45]. Es probable que la sobreexpresiéon

indicada en esta reconstruccion esté en estas placas.

La infraexpresion probablemente indica disminucién del marcaje en estas zonas o bien

marca zonas espaciadas o huecos.
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Figura III- 28: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en la cérnea. Datos obtenidos del tltimo
proceso RP.
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Figura III- 29: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresion del coldgeno IV en la c6rnea. Datos obtenidos del altimo
proceso RP.
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2.2 Expresion espacial de la laminina-1 en la cérnea

En la cornea del ratén, la laminina-1 se ha localizado en distintas areas del estroma. En
concreto, se ha detectado en estructuras o placas alargadas amorfas, que parecen
morfolégicamente similares a la lAmina densa. Algunos de estos elementos alargados estan
en contacto con un lado de los queratocitos mientras que otros estan localizados entre
grandes fibras de colageno cruzadas. A través de la inmunofluorescencia se ha observado

que estas placas se distribuyen homogéneamente por todo el estroma corneal [46].

i.  Reconstruccion con el primer proceso P1

Contrariamente a lo observado en la reconstruccién con el primer proceso del coldgeno IV,
la laminina-1 en el estroma corneal sufre una infraexpresion de hasta un 15% (Fig. [1I-30 y
[1I-31 para los grupos D2 y D8, respectivamente). Por otra parte, en el grupo D2, existe una
sobreexpresion de hasta el 8% en una zona concreta del estroma posterior.

Las glicoproteinas, como las lamininas, juegan un papel cardinal en la cérnea. Actiian como
factores reguladores manteniendo en equilibrio la naturaleza biolégica de la cérnea [47].
Varios estudios han demostrado que la laminina a nivel corneal mejora la adhesion celular,
apoya y protege las células con el fin de mantener la transparencia [48]. En la c6rnea, las
células responsables en sintetizar la laminina-1 son las del epitelio corneal y los fibroblastos
estromales [49]. Aunque en cultivo, se ha observado que los queratocitos corneales
sintetizan laminina en cantidades mayores que las células epiteliales corneales [36]. La alta
disminucién en el indice de marcaje de la laminina-1 observada en la parte central del
estroma puede que sea debida a una alteracién en la sintesis, fundamentalmente en los
fibroblastos.

Asimismo, es posible que la disminucion en el estroma anterior sea debida a una alteraciéon
en una parte de las células epiteliales lo cual va a dafiar a las propiedades adhesivas y

migratorias de dichas células.
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Figura III- 30: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacién y
cuantificaciéon de sobre/infra expresién de la laminina-1 en la cérnea. Datos obtenidos del primer
proceso P1.
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Figura III- 31: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacidon de sobre/infra expresién de la laminina-1 en la cérnea. Datos obtenidos del primer
proceso P1.

149



ii.  Reconstruccion con el segundo proceso P2

La reconstruccion con P2 observada en las figuras I11-32 y 111-33, muestra una mezcla entre
sobreexpresion, aproximadamente de hasta 11%, y una infraexpresion, hasta un 15%, en
todas las areas del estroma corneal. Es probable que la infraexpresién aqui se refiere a los
espacios en el estroma ya que no es tan acusada. Por otra parte, la sobreexpresion es debida
a un aumento en la expresidén de la laminina-1 en las zonas marcadas. Se sabe que los
queratocitos estromales producen grandes cantidades de laminina-1 [50]. Posiblemente,
estas células estromales que producen los componentes de la MEC, como el colageno [V y la
laminina-1, son los responsables de su acumulacién anormal en las cérneas de los grupos
D2 y D8. Se ha observado que en la cicatriz hipercelular estromal la deposicion de laminina
era mas elevada de lo normal [49]. Algo similar se ha observado también en las cérneas

humanas después de la cirugia refractiva [51].
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Figura III- 32: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacién y
cuantificaciéon de sobre/infra expresidon de la laminina-1 en la cérnea. Datos obtenidos del
segundo proceso P2.
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Figura III- 33: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizaciéon y
cuantificacién de sobre/infra expresion de la laminina-1 en la cérnea. Datos obtenidos del
segundo proceso P2.
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iii.  Reconstruccion con el resto de los procesos RP

En la ultima reconstruccion, figuras 111-34 y 111-35, se observa el mismo comportamiento
que el proceso anterior. Es decir, una infraexpresién de hasta un 15% y sobreexpresion
hasta el 11%. La diferencia entre ambas reconstrucciones se halla en que los cambios no
ocurren exactamente en las mismas zonas que el proceso anterior. Por lo tanto, es de
suponer que la regulaciéon de la sintesis de la laminina-1 se ve alterada en las células

estromales.
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Figura III- 34: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresién de la laminina-1 en la cérnea. Datos obtenidos del tltimo
proceso RP.
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Figura III- 35: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacion de sobre/infra expresion de la laminina-1 en la cérnea. Datos obtenidos del tltimo
proceso RP.
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Para concluir esta seccidn, hay que decir que, al igual que en el analisis del cristalino, el
colageno IV y la laminina-1 tienen un resultado opuesto en la cérnea. Es decir que el déficit
materno de AF altera inversamente a la expresion del colageno IV y laminina-1. Pratt y
Madri [39] observaron que ambas moléculas en el estroma corneal de ratén muestran un
patréon formado por filamentos lineales intensamente fluorescentes. En este mismo estudio,
la inmunolocalizacién a microscopia electrénica mostré una asociacion de colageno IV y
laminina con los haces de microfibrillas del estroma corneal. Por otra parte, otro estudio
[41] demuestra una estrecha relacion entre las microfibrillas estromales y sus proteinas con
los queratocitos en desarrollo. Todo esto nos lleva a pensar que es muy probable que el

déficit materno de AF altere la sintesis de ambas proteinas por parte de los queratocitos.
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3. EVALUACION DEL PATRON DE EXPRESION DE COLAGENO IV Y
LAMININA-1 EN LA RETINA

Durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso, la MEC proporciona una fuente de
senales extrinsecas para guiar la migraciéon de neuroblastos, el crecimiento del axdn, la
formacién de sinapsis y dirigir la diferenciaciéon celular hacia una via particular. Se ha
demostrado que la MEC a nivel de la retina, contactada por células precursoras
neuroepiteliales, contiene una variedad de moléculas como el colageno IV y la laminina-1y
es capaz de proporcionar sefiales extrinsecas que dirigen la diferenciacién de una célula por

una via particular [52].

En esta seccion, se va a estudiar los cambios producidos en ambas proteinas en una zona

local de la retina neural.

Los porcentajes de varianza para cada CP se muestran en la figura III-36. El grafico de
sedimentacion correspondiente al coldgeno IV muestra que existe un primer CP que
comprende la mayor cantidad de varianza, en ella el grupo control tiene una mayor varianza
que D2 y D8. Después, el grupo D2 en el segundo componente tiene mayor variabilidad que
el control y D8. En el tercer componente, el grupo control vuelve a estar por encima del D2
y D8. Finalmente, los CPs #4,5,6,8 y9 del grupo D8 tienen varianza mas alta que el control y
D2. Por otro lado, el grafico de la laminina-1 muestra que el primer componente del control
tiene mayor varianza que D2 y D8. Luego, el segundo componente del grupo D2 tiene
varianza que supera el control y D8. Finalmente, casi todo el resto de los componentes del
grupo D8, CPs # 3,4,5,6,7 supera los del control y D2. Por tanto, del mismo modo que las

estructuras anteriores, agrupamos los CPs en “procesos” como sigue:

e En el caso del colageno 1V, el primer proceso P1 corresponde al CP1, el segundo P2
incluye al CP2, el tercero P3 contiene al CP3, finalmente el Ultimo proceso RP

contiene la agrupacién de los componentes restantes, desde CP4 hasta CP9.

e Paralalaminina-1, el primer proceso P1 contiene al CP1. Luego, el segundo proceso
P2 abarca al CP2. Por ultimo, el resto de los procesos (RP) sera la agrupacion de los

CPs restantes, del CP3 al CP9.
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FIGURA I1I- 36: Diagrama de Scree Plot para los autovalores de todos los grupos muestrales
(control, D2 y D8) expresado en % de varianza. Derecha, diagrama para retinas con anti-laminina-
1. Izquierda, diagrama para retinas con anti-colageno IV.
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El porcentaje de varianza representado por los diferentes procesos se da en las tablas I1I-6

y I1-7.

TABLA I1I- 6: Porcentaje de varianza representado por la suma de los distintos autovalores en %
para las retinas marcadas con anti-colageno IV de los tres grupos muestrales: control, D2 y D8.

Colageno IV
CPs del Control (%) CPs del D2 (%) CPs del D8 (%)
1 2 3 4-9 1 2 3 4-9 1 2 3 4-9

326 | 193 | 17,6 | 30,5 | 24,8 | 22,8 14 | 384 | 21,3 18,5 15,7 | 44,5

TABLA III- 7: Porcentaje de varianza representado por la suma de los distintos autovalores en %
para las retinas marcadas con anti-laminina-1 de los tres grupos muestrales: control, D2 y D8.

Laminina-1

CPs del Control (%) CPs del D2 (%) CPs del D8 (%)
1 2 3-9 1 2 3-9 1 2 3-9
25,8 17.2 57 25,1 19.7 55.2 17.5 16.8 65.7

3.1 Expresion espacial del colageno IV en la retina

i.  Reconstruccion con el primer proceso P1

Las figuras I1I-37 y 111-38 muestran el resultado de la reconstruccién. En cada una de estas
figuras, la imagen de arriba representa el resultado del indice de marcaje, mientras que las
dos imagenes de abajo corresponden a la cuantificaciéon de sobre/infraexpresion del

colageno IV representada en distintos rangos.

Los resultados de las figuras revelan que en el grupo D2 la retina sufre una infraexpresion
del coladgeno IV de hasta un 10%, sin embargo, en el grupo D8 ocurre exactamente lo

contrario, sobreexpresion del colageno IV entre el 1% vy el 4%, aproximadamente.
p g y p
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FIGURA III- 37: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizaciéon y
cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en la retina. Datos obtenidos del primer
proceso P1.
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FIGURA III- 38: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresién del colageno IV en la retina. Datos obtenidos del primer
proceso P1.
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ii.  Reconstruccion con los procesos P2, P3y RP

Los demas procesos, P2 (Fig. I11-39 y 111-40), P3 (Fig. I11-41 y 11I-42) y RP (Fig. 111-43 y III-
44), muestran distintas zonas en la retina con sobre o infraexpresién. Como se puede
observar en las imagenes, la alteracion en la produccion del coldgeno IV no engloba las
mismas zonas. Dada la complejidad de la estructura de la retina y los diferentes tipos
celulares que estan en fase de desarrollo no se puede valorar exactamente las zonas de los
cambios observados, solo se puede indicar que el déficit materno de AF altera la sintesis de

colageno IV la cual afectara al desarrollo de la retina.

Segun la revision bibliografica, una sobreexpresion de coldgeno IV puede ser inducida por
diabetes o glucosa alta [53]. Se ha observado en estudios realizados sobre la retinopatia
diabética que la diabetes induce un aumento doble de la expresion del coldgeno IV por parte
de las células productoras de MBs en la retina humana [54]. Es verdad que esta tesis dispone
de muy poca evidencia para sugerir que el déficit de AF conduce a la diabetes o retinopatia
diabética en los embriones estudiados. Sin embargo, algunos estudios observaron
deficiencia significativa de AF plasmatico y de folato de los glébulos rojos en pacientes con

diabetes mellitus tipo 2 independientemente de la presencia o no de la retinopatia [55].

Respecto a la infraexpresion de colageno IV en la retina neural, no se ha encontrado en la

bibliografia ninguna referencia sobre patologias retinianas asociada con esta alteracion.
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FIGURA III- 39: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacion y
cuantificacién de sobre/infra expresion del coldgeno IV en la retina. Datos obtenidos del segundo
proceso P2.
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FIGURA III- 40: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en la retina. Datos obtenidos del segundo
proceso P2.
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FIGURA III- 41: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizaciéon y
cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en la retina. Datos obtenidos del tercer
proceso P3.
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FIGURA III- 42: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacion de sobre/infra expresiéon del coldgeno IV en la retina. Datos obtenidos del tercer
proceso P3.
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FIGURA III- 43: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresion del colageno IV en la retina. Datos obtenidos del cuarto

proceso RP.
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FIGURA III- 44: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificaciéon de sobre/infra expresion del colageno IV en la retina. Datos obtenidos del cuarto

proceso RP.
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3.2 Expresion espacial de la laminina-1 en la retina

A diferencia del colageno IV, el andlisis de las imagenes marcadas con anti-laminina-1
muestra que las imagenes reconstruidas se forman en tres procesos: proceso 1 (P1),

proceso 2 (P2) y el resto de los procesos (RP).

i.  Reconstruccion con el primer proceso P1

Tanto en el grupo D2 como en el D8 lo que mas predomina es la sobreexpresion de la
laminina-1 entre el 1% y el 5% (Fig. 11I-45 y 111-46). Dicha sobreexpresion es mas acusada
en el grupo D2. Aunque parece que la sobreexpresiéon aumenta primero con un nivel bajo
de déficit (D2) como si fuera un mecanismo compensatorio luego comienza a disminuir a
medida que aumenta el déficit (D8). Song et al. [56] han observado este mismo mecanismo
compensatorio al estudiar el efecto de los niveles altos de glucosa en la expresion de la
isoforma laminina-al (LAMA1) en las células endoteliales de la retina. La expresion de
LAMA1 aumentaba primero con glucosa alta a través de un mecanismo compensatorio y

luego comenzd a disminuir.
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Figura III- 45: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacion y
cuantificacién de sobre/infra expresion de la laminina-1 en la retina. Datos obtenidos del primer
proceso P1.
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Figura III- 46: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresién de la laminina-1 en la retina. Datos obtenidos del primer
proceso P1.
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ii.  Reconstruccion con los procesos P2 y RP:

Respecto a la laminina-1, al igual que el coldgeno 1V, los procesos P2 (Fig. I11-47 y 111 48) y
RP (Fig. 111-49 y I1I-50), muestran distintas zonas en la retina con sobre o infraexpresion.
Varios estudios han observado que la diabetes provoca en la retina un aumento en la
expresion de laminina-1 [57] y del mismo modo ocasiona infraexpresion de esta molécula

en las membranas basales vasculares de la retina [58].

Por otra parte, en un estudio sobre el glaucoma [59] se ha observado una disminucién en la
expresién de la laminina en la capa de las células ganglionares. En este estudio se ha
demostrado que el aumento de la presién intraocular produce degradacién de la laminina
en la retina lo que causa apoptosis de las células ganglionares. A nivel cerebral se ha
observado también que la muerte de las neuronas del cerebro esta asociada con la pérdida
de lalaminina [60]. Ademas, algunos estudios relacionan el glaucoma pseudoexfoliativo con

la disminucion de AF en el suero [61, 62].
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Figura III- 47: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresion de la laminina-1 en la retina. Datos obtenidos del segundo
proceso P2.

etina Proceso P2 grupo D8
T W Gt B R Fpldhs

) S

[-6-1]

SRR ATy
et f-‘[éﬂ

Figura III- 48: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresion de la laminina-1 en la retina. Datos obtenidos del segundo
proceso P2.
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Figura III- 49: Resultados del indice de marcaje para el grupo D2 y de la regionalizacion y
cuantificacién de sobre/infra expresion de la laminina-1 en la retina. Datos obtenidos del segundo
proceso RP.
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Figura III- 50: Resultados del indice de marcaje para el grupo D8 y de la regionalizacién y
cuantificacién de sobre/infra expresiéon de la laminina-1 en la retina. Datos obtenidos del segundo
proceso RP.
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III. DISCUSION DEL CAPITULO III

Para una correcta interpretacion del marcaje inmunohistoquimico se requiere experiencia.
Sin embargo, no siempre es facil de interpretar. En este capitulo, hemos utilizado un nuevo
método para cuantificar y regionalizar la expresion de dos componentes de la MEC,
colageno [V ylaminina-1, en varias estructuras del ojo aplicando la técnica ACP. Por lo tanto,
analizamos las imagenes desde un punto de vista estadistico utilizando el ACP y
comparando el grupo control con los grupos D2 y D8. Esta técnica nos permite reconstruir
las imagenes originales considerando diferentes estructuras espaciales (procesos) para
analizar de forma independiente. Estos procesos podrian estar asociados a una
organizacion espacial diferente de colageno IV y laminina-1. Hoy en dia, poco se sabe sobre
como afecta el déficit materno de AF a las moléculas de la MEC del ojo. Creemos que la
alteracion de alguna de estas moléculas o de ambas puede tener un papel importante en el

desarrollo de las enfermedades o anomalias oculares.

Nuestros resultados muestran que la deficiencia de AF altera el patréon de expresion de las
dos proteinas. Nuestro método nos permitié detectar alteraciones en la expresién en
distintas zonas de la misma estructura, es decir, en algunas regiones se observo

infraexpresion mientras que en otras se detect6 sobreexpresion.

El cristalino estd formado principalmente por unas células polarizadas, las fibras y células
epiteliales que estan rodeadas por una MB especializada, la capsula del cristalino. Se ha
demostrado que la cdpsula estd compuesta mayoritariamente por colageno IV y laminina-1,
secretados por las células que la rodean [63]. La reduccion en la ingesta materna de AF
modific6 el patrén de expresion de las dos moléculas en las estructuras oculares de la
descendencia. Firtina et al. [25] observaron que los cristalinos con sobreexpresion de
colageno IV tienen fibras defectuosas. Al parecer, la acumulacién intracelular de colageno
IV interfiri6 en el desarrollo y la diferenciacion del cristalino. Asimismo, Semina et al [35]
observaron, en embriones mutantes del gen LAMA-1, degeneracion severa del cristalino
debido a que las células del epitelio y las fibras no se diferenciaron normalmente. En este
mismo estudio detectaron una infraexpresion de colageno IV en la capsula de cristalino, y

sobreexpresion o acumulacion de colageno IV en las fibras del cristalino.

Las anomalias en la expresion observadas en nuestro estudio probablemente influyen en la
adherencia de las células epiteliales y en la diferenciacion de las fibras dando lugar a la
formacién de cataratas, cambios morfologicos del cristalino y a la disminucién en el tamafio
del ojo y cristalino. De hecho, Biehlmaier et al. han demostrado que la mutacién de la

laminina-1 es la causante de la formacién de cristalinos mas pequefios de los normal en ojos
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del pez cebra [64], esto concuerda con nuestros resultados observados en el capitulo II. Por
otro lado, dicha alteracién en la expresion también podria ser responsable de las

adherencias entre el cristalino-cornea y cristalino-retina observadas en el capitulo II.

Varios estudios proporcionaron pruebas de que el cristalino es crucial para el desarrollo
normal del segmento anterior del cual forma parte la cérnea [65, 66]. Otro estudio sugiere
que el epitelio del cristalino es importante también para la diferenciacién normal de la
cornea del ratén [67]. Asi mismo, otro indica que el cristalino es necesario para la
diferenciacion normal de las células del estroma corneal [68]. En el capitulo II, habiamos
observado en los grupos D2 y D8 un engrosamiento corneal estadisticamente significativo.
Mientras que en este capitulo hemos visto que ambos grupos tienen sobre e infraexpresion
de colageno IV y laminina-1 en el estroma corneal. Basandose en los resultados presentados
anteriormente, parece probable que la alteracion en la expresion de coldgeno IV y laminina-
1 en el cristalino resulta en defectos en la morfologia del cristalino. Podria ser que la
alteracion del cristalino influya en la diferenciacién corneal. Estas alteraciones son debidas
a los cambios detectados en ambas moléculas en el estroma corneal. Lo que indica que la
integridad estructural de la cérnea se ve comprometida dando lugar a engrosamiento

corneal y desorganizacion celular.

En cuanto a la retina, nuestro método muestra cambios en la expresiéon de colageno IV y

laminina-1 debido el déficit materno de AF.

Algunos estudios sobre individuos con diabetes o galactosemia han observado cambios en
la expresion de colageno IV y/o laminina-1 en la cérnea [69], cristalino [70] y retina [54,
57]. Otros sugieren que la laminina-1 sufre cambios en su patrén de expresion inducidos
por el aumento de la presion intraocular en individuos glaucomatosos causando la
apoptosis de las células ganglionares de la retina [59]. Es sabido que el déficit de AF esta
relacionado con ambas enfermedades [61], diabetes y glaucoma, aunque no podemos dar
por sentado que los cambios observados en nuestros embriones pueden generar estas

patologias.
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Capitulo IV




L. ESTUDIO DE TEXTURA MEDIANTE EL ANALISIS
FRACTAL

1. EL ANALISIS FRACTAL

1.1 Concepto

La mayoria de los objetos presentes en la naturaleza tienen una cierta complejidad en sus
estructuras. Asfi, por ejemplo, si se observa a mayores aumentos el sistema de ramificaciéon
de los pulmones se verd que sus estructuras tienen detalles muy similares. En el cuerpo
humano, ademas de las ramificaciones pulmonares existen otras a nivel neuronal y vascular

que se comportan de igual manera [1].

Una estructura fractal es una construcciéon geométrica que tiene la peculiaridad de ser
autosimilar. Esto significa que a distintas escalas de observacién se ve en la propia

estructura la repeticion del mismo patrén.

La geometria fractal fue desarrollada por Benoit Mandelbrot en 1975 [2, 3], este matematico
definid el conjunto fractal como aquel en el cual se debe cumplir que la dimensién de
Hausdorff sea mayor que la dimensién topoldgica. La primera dimension se refiere al
numero de variables requeridos para determinar el conjunto en un espacio euclidiano nulo,

mientras que la segunda describe el nimero de variables dentro del espacio topolégico [4].

Los objetos considerados autosimilares deben satisfacer la siguiente relacion de ley de

potencia,
L(r)=cr”, (4.1)

donde L(r) se puede considerar como cualquier medida fisica de la estructura: superficie,
volumen, distancia..., r es la unidad de medida lineal, c una constante y « es el espacio que
ocupa el conjunto alrededor de cada uno de sus puntos [5]. En términos topoldgicos, a se
pondera mediante valores estrictamente enteros. En otras palabras, se puede mostrar si la
superficie estudiada se comporta como una linea si a=1, en este caso se estaria hablando de
una longitud (medida unidimensional), si fuera un plano @=2 (medida bidimensional) y por
ultimo si fuese un espacio o superficie =3 (medida tridimensional). En el campo de las
matematicas, a la geometria de los objetos cuyos valores dimensionales son enteros se le

conoce como ‘geometria euclidea’.
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Ahora bien, en la naturaleza no todos los objetos tienen este tipo de geometria. Al contrario,
la gran mayoria suelen tener valores dimensionales no enteros, ésta es la denominada
‘geometria fractal’, atil para describir aquellos objetos que no se pueden definir mediante la
geometria euclidiana [2]. Es necesario recalcar que, para describir formas y figuras, la
geometria euclidiana aplica modelos matematicos; sin embargo, la geometria fractal recurre

a algoritmos.

Falconer describi6 en su libro ‘“Techniques in fractal geometry’ [6] una definicién exacta de
los fractales. Segtin este matematico, se puede considerar que un conjunto S en el espacio

euclidiano ser un fractal si cumple todas o la mayoria de las siguientes caracteristicas:

[. S tiene una estructura fina, que es irregular en detalle a escalas arbitrariamente

pequenas.

II. S es demasiado irregular para ser descrito por el calculo o el lenguaje de la

geometria tradicional, tanto local como globalmente.

III.  Frecuentemente S tiene algin tipo de autosimilitud o auto-afinidad, quizas en un

sentido estadistico o aproximado.

IV.  Generalmente la ‘dimensién fractal’ de S es estrictamente mayor a su dimensién

topoldgica.

V.  En muchos casos de interés, S tiene una definicién muy simple, tal vez repetitiva o

recursiva.
VI. A menudo S tiene una apariencia ‘natural’.

En nuestro entorno natural, existe un sinfin de objetos con geometria fractal. En particular,
se podria destacar los copos de nieve, el romanesco, la ramificacién de las ramas de los
arboles, las nubes, la forma en la que se extienden los afluentes de rios, etc. (Fig. IV-1). Los
patrones fractales se pueden generar también matematicamente a través de procesos de
iteracion; la iteracidn es la repeticion de un proceso n veces. El conjunto de Julia, las curvas

de Koch y el conjunto de Mandelbrot son solo algunos ejemplos (Fig. [V-2).
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FIGURA IV- 1: Algunas estructuras fractales encontradas en la naturaleza. Arriba, copo de nieve y
romanesco. Abajo, circulos en el desierto de Kalahari en Australia

Conjunto de Julia Conjunto de Mandelbrot

Curva de Koch
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FIGURA IV- 2: Fractales matematicos elaborados mediante scripts de Matlab.
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Algunas aplicaciones del analisis fractal

Fractales en la fisica:

Los modelos fractales son de gran interés en muchas disciplinas tales como la
caracterizacion de microestructuras desordenadas en medios porosos [7], el estudio de los
fendmenos de mesoescala de los plasmas no lineales como las turbulencias

electromagnéticas [8], la astronomia [9, 10], etc.

Fractales en la geologia:

El andlisis fractal es una herramienta muy util a la hora de cuantificar el tamafno y la
rugosidad de los suelos granulares [11], evaluar la ocurrencia y distribuciéon de minerales

[12], estudiar la distribucidn del epicentro, hipocentro y energia de los terremotos [13], etc.

Fractales en la biologia:

El andlisis fractal se utiliza en la caracterizacién de varios procesos biolégicos, tales como la
morfogénesis, la carcinogénesis, el sistema arterial, el sistema respiratorio [14] y muchos
mas. En el sistema arterial, por ejemplo, varios estudios mostraron que los vasos sanguineos
tienen propiedades fractales. Este método de andlisis ha sido de gran ayuda para
diagnosticar y clasificar patologias en la vascularizacidn retiniana [15, 16]. Asimismo, como
un sistema de diagnostico no invasivo para detectar enfermedades respiratorias
obstructivas [17]. De igual forma, el analisis de complejidad de los tejidos cancerigenos fue
objetivo de muchos estudios. La aplicacidn de este método ayudd a los cientificos a entender

la arquitectura patoldgica del cancer y su mecanismo de crecimiento [18].

El andlisis fractal aplicado a imdgenes médicas:

El andlisis fractal tiene muchas aplicaciones en el estudio de imagenes biomédicas. Una
investigacién reciente aplicé dicha herramienta en la evaluaciéon de imagenes PET/CT con
melanoma metastasico con el fin de controlar la evoluciéon de la enfermedad, asi como su
reaccion ante el fairmaco antes y después de administrarlo [19]. Otros, se enfocaron en el
examen de imagenes mamograficas con el objetivo de detectar microcalcificaciones, un

signo muy precoz de cancer de mama [20, 21].

Las aplicaciones mencionadas anteriormente son en realidad una gota en un inmenso
océano de ejemplos; la aplicacion de este tipo de andlisis se ha extendido practicamente en

todas las areas.
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En el capitulo anterior, se ha demostrado que el déficit materno de AF altera el patrén de
expresion de las dos proteinas: colageno IV y laminina-1, en el cristalino, cdrnea y retina. En
el presente capitulo, se va a evaluar con mas precisién mediante el analisis multifractal los
cambios producidos en la textura de las estructuras mencionadas anteriormente junto con
otra, el vitreo, para comprobar si las alteraciones son generalizadas en todo el ojo y en qué
medida. Asimismo, cuantificar con mas profundidad las alteraciones y distinguir entre las

estructuras alteradas.

Como se ha dicho en el capitulo I, los experimentos inmunohistoquimicos suelen ser
costosos, y el nimero de muestras que se puede obtener suele ser pequefio desde un punto
de vista estadistico, aunque es normal en estudios histologicos y médicos. Por este motivo,
se ha incorporado a la técnica multifractal un analisis estadistico utilizando la técnica de
remuestreo Bootstrap, explicada en el capitulo II [22, 23] junto con una prueba de

significacion no paramétrica: test Kruskal-Wallis [24] que se detallara mas adelante.

Por otra parte, cada uno de los grupos estudiados en esta tesis presenta también una
variabilidad debido a los propios individuos. Por ello, el objetivo principal de este capitulo
no es solo diferenciar entre individuos dentro de su propio grupo, sino distinguir entre
individuos de todos los grupos para determinar si la estructura fractal de los tejidos cambia
debido al déficit materno de AF o no. Por esta razon, es necesario caracterizar también la
varianza y covarianza entre los resultados de los individuos del propio grupo. Para esto, se

van a utilizar métricas de distancias estadisticas como la distancia de Mahalanobis [25, 26].
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2. METODO Y PROCEDIMIENTO

2.1 Los principales parametros del analisis fractal

2.1.1 Dimension fractal

El andlisis fractal facilita mucho la cuantificaciéon de patrones dificiles de describir y la
dimensién fractal (DF o Dg) se considera el concepto principal de dicho andlisis. Este
pardmetro es una medida numérica que detalla el grado de irregularidad del contorno o la
rugosidad de la superficie [27]. Esta medida es util para describir cémo tan cerca esta una
geometria de ser un punto (Df=0), una linea (Dr=1), un plano (Dr=2), 0 un volumen (Dr=3).
Para cuantificar esta medida existen varias metodologias con sus propias bases tedricas
[28]. La mas popular, quizds, es el método de conteo de cajas o ‘Box-Counting’ que fue
definido por Russell et al. 1980 [29]. Consiste en colocar una serie de rejillas o cajas de

tamafio € sobre una imagen binaria y registrar el nimero total de cajas L (&) necesario para
cubrir toda la imagen (Fig. [V-3). La Dr es un indice de escala y la escala de medida en este
caso seria €.

La relacién entre € y L(&) cumple la ley de potencia mencionada anteriormente en la

Eq.(4.1) y se puede escribir como,
L(ge)=¢&"F (4.2)

Entonces, cuando & — 0 , la dimensién de Box-Counting se puede estimar como:

D, = lim| 109(L(£)

F e |098 (4.3)

Es importante considerar que las cajas de tamafio € son conjuntos no vacios para evitar asi

las complicaciones que pueden surgir con log(0) y log().

Lo cierto es que, este método es mas facil de aplicar en los programas de procesado de
imagenes; eso es porque el propio programa es el que estima, para un tamafio &, el nimero

de cajas L(&) necesarias para rellenar toda la imagen. Por consiguiente, la Dr seria la

pendiente del grafico logaritmico donde se representa el tamafio de las cajas (eje x) frente
al namero de cajas necesarias para cubrir todo el objeto (eje y) [30]. La Figura IV-3 muestra
la cantidad de cajas necesarias para cubrir completamente las imagenes de las distintas
estructuras del ojo que vamos a estudiar en esta seccién: retina neural, cuerpo vitreo,

cristalino y cérnea.
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En resumidas cuentas, si el objeto analizado es un fractal puramente matematico este
pardmetro se calcula algebraicamente; en cambio, si es biolégico la medida debe ser
empfirica porque el limite cero no puede aplicarse a objetos bioldgicos. En este caso, la Dres,

como se ha dicho antes, la pendiente de la grafica logaritmica que relaciona € con L(g) [31].

FIGURA IV- 3: Método de box-counting aplicado a imagenes de distintas estructuras de un ojo
control con sus aumentos locales (retina(A,a), vitreo(B,b), cristalino(C,c) y c6rnea(D,d)).

2.1.2 Lacunaridad

La Drno es un identificador completo de la textura del tejido, por eso se han propuesto otros
conceptos para distinguir entre estructuras que tienen la misma Dr, pero parecen diferentes.

Uno de estos conceptos es la Lacunaridad o Lagunaridad.

La lacunaridad (A), en términos generales, es una medida analitica multiescala que evalda
la heterogeneidad o la textura del tejido. Proporciona informacién sobre la estructura
espacial dentro de la imagen a distintas escalas [32]. En particular, se refiere a la
distribucion de los huecos dentro de la estructura. Cuanto mayor es la lacunaridad, mas

espacios vacios hay en la imagen [33].

Para determinar esta variable de manera totalmente segura, se analizan las fluctuaciones
de la funciéon de distribucion de masa de los pixeles. Para ello, existe un algoritmo eficiente,
denominado ‘algoritmo de la caja deslizante o caja mévil’, que analiza la desviacién de una

forma geométrica de la invariancia traslacional mediante un muestreo en caja deslizante
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[34]. Es un algoritmo que esta implementado en casi todos los programas de procesado y

analisis de imagenes.

Este método sigue el siguiente procedimiento: coloca el conjunto en estudio (imagen) sobre
una red enrejada. Luego, una caja o ventana de dimensiones £X& se sitia en el pixel
superior izquierdo de dicha imagen para obtener asi la masa M que corresponde a esa
ventana. A continuacién, la caja se desliza sobre la red moviéndose hacia la siguiente
columna de la primera fila y se vuelve a calcular la masa de la ventana para este sitio. El
proceso se repite hasta cubrir todas las filas y columnas de la imagen (Fig. IV-4). En
resumen, el software calcula en cada posicién el nimero de huecos que hay. En nuestro caso,
cada posicion de pixel en la zona de interés sera considerada vacia si el pixel es blanco, u

ocupada si es negro.

FIGURA 1V- 4: Esquema explicativo del algoritmo de la caja deslizante usado para el analisis de la
lacunaridad en una imagen binaria.

Si n(M, &) es el nimero de cajas deslizantes, la funcién de probabilidad Q(M, &) se obtiene

dividiendo n(M, &) por el nimero total de cajas

Q(M,¢) :% (4.4)

El primero y el segundo momento de la distribucién se definen como ZM MQ(M,¢) y

ZM MZQ(M ,€) , respectivamente. Ahora, se puede definir la lacunaridad para este

tamafio de caja como [34]:

Ae) =

M2Q(M, & 2
ZM Q )—G—§+1 (4.5)

D> MQM, &) u

Donde 052 es la varianza de la distribuciéon Q(M, &) y qu es el valor medio de dicha

distribucién. La lacunaridad depende de la escala €. Para escalas grandes, el tejido tendera
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a aparecer homogéneo y la desviacion estdndar sera pequefia. Sin embargo, para escalas
pequefias la desviacidon sera mayor, creando huecos en el tejido y por ende aumentara la

lacunaridad A(g).

En general, la lacunaridad depende de la escala € como A(é‘) ~g” , donde el exponente
/3 se puede calcular por regresion lineal [35]. Hay que sefialar que la lacunaridad es un

parametro sensible tanto a la densidad de la imagen como a su configuracién espacial [36].
Por ultimo, los indices de lacunaridad se representan como una grafica log-log. Segun Allain
y Cloitre [34], la curva de la lacunaridad de un objeto monofractal autosimilar debe ser una

linea recta con una pendiente igual a(D — E), donde D y E son las dimensiones fractal y

euclidiana, respectivamente. Si el conjunto es unidimensional dicha curva tendria distintas
rupturas que corresponderian a distintas escalas dentro del conjunto. Sin embargo, si el

conjunto es fractal, la recta es lineal [37].

El siguiente esquema (Fig. IV-5) resume los pasos realizados para el calculo y la

representacion grafica de la lacunaridad:

Mapa binario ‘Tamano de caja Calculo de masa
(€) (M)
81 1L@o |00 190 o (o 10|00
1 o o o 1 o o o 1 o a o
D Iz 1 1 1 o 1 1 1 o 1 1 1 o
1 1 1 o , 1 1 1 o aTa'e 1 1 1 [} M(El)
&2 Bifofo]o 1ffofofo 1|o]o|o
1/o0foj0 zl 1 ofofo] [1folofo 1t{ofo]o
1/0|0|0 — [1]1]1]0 1110 11|10
1 1 10 | 1(1f1]o )’ 1 | 1|10 prapn 11|10 M(Ez)
11|10 =
Representacion grafica de la lacunaridad
- Célculode la
-
= funcionde
g _
z distribucién de
3 probabilidad
(Q
&1 €2 €3 &4 &n

FIGURA IV- 5: Representaciéon esquematica del calculo de la lacunaridad para una imagen binaria,

usando dos tamafios caja distintos 51 y 52 (imagen modificada a partir de la ilustracién del

articulo [38] con permiso de Elsevier).
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2.1.3 El espectro multifractal o de singularidad

Los objetos multifractales son estructuras constituidas por la superposicién de otras
monofractales. Estos conjuntos ya no se definen inicamente por una sola DF sino por varias.
Por lo tanto, cuando un conjunto estudiado presenta esta complejidad se analiza mediante
el andlisis multifractal. El objetivo de este tipo de andlisis es evaluar estructuras que
muestran fluctuaciones de Dr punto a punto. Ahora bien, este tipo de analisis no deja de ser

una técnica del analisis fractal, ttil para estudiar conjuntos autosimilares mas complejos.

Lo cierto es que este tipo de andlisis es el mejor indicado para estudiar las imagenes médicas
y bioldgicas [39], como en este caso. Esta herramienta facilita a los cientificos analizar,
cuantificar, interpretar y detectar posibles anomalias. En particular, se utiliza para
cuantificar la textura de los tejidos. Para ello, se han desarrollado varios algoritmos para
facilitar la interpretaciéon de este tipo de imagenes y cuantificar asi la composicién de la

textura.

Los parametros caracteristicos de la multifractalidad son, ademas de la DF y lacunaridad, el

espectro de singularidad f («) [40]. Este espectro permite caracterizar una estructura

como mono- o multifractal. Para medirlo, la imagen se cubre con una serie de cajas de

tamafio €, L(g) . Entonces se puede definir la probabilidad P,(c‘f) para cada caja como:

R () = (4-6)

Donde Ni (5) es el numero de pixeles ocupados (pixeles negros) en la caja i, dividido por el

numero total de pixeles NT. Esta medida nos da la probabilidad de que un pixel elegido al

azar pertenezca a la caja i. En un tejido homogéneo, la probabilidad previa varia
homogéneamente con el tamafio e como P ~ £®, donde D es la dimension fractal del tejido.

Por otra parte, si el tejido es heterogéneo, la probabilidad se escala localmente en diferentes

regiones k del tejido como P(k,g) ~g% , siendo & el exponente de Lipschitz-Hoélder o
fuerza de singularidad [41]. Si medimos ahora el nimero de cajas B(«), cuyas

singularidades estan en el intervalo [a,«+d«a] , veremos que se escalan como
f
B(Of) ~& () ; f(a)esla DF del conjunto de cajas con singularidad o [42].

Para calcular f («), es habitual proceder de la siguiente manera. De la ecuacion (4.6), una

medida de probabilidad que depende de un parametro q se define como [43]:
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@)= P

NGIO)

El parametro q actiia como una lupa. Los valores de q >1 amplifican las regiones con alta
probabilidad, mientras que los valores de g <1 amplifican las de baja probabilidad. Para

un cierto rango de valores de g [(-10,10), (-20, 20), etc.], 1a Dr f («(q)) se calcula como la
pendiente de la recta de regresion de Zi 4,(0,&)log 4,(q, €) frente a log(e), mientras
que la singularidad «(q) se calcula como la pendiente de la regresion
zi,ui (9,¢)logP(q, &) frente a log(e) [35]. Asi, para cada valor de g tenemos un par

(a(q), f (a(q)) denominado espectro multifractal [44]. Dicho espectro indica informacién

sobre la estructura y posee varias propiedades de las cuales se destaca:

e Silaestructura examinada es una distribuciéon multifractal, el espectro presenta una

forma parabdlica y céncava.

e A medida que aumenta la multifractalidad, la parabola es mas ancha.

e Para g =0, la pardbola alcanza su valor maximo f (0!0) que corresponde al valor

de la capacidad de la dimension Do .
e Para q=1, f(«)=a«a yelvalor corresponde a la dimensién de informacion D1-

e La parte izquierda del espectro, medida a partir de &, corresponde a las grandes
fluctuaciones (g > 1), mientras que la parte derecha corresponde a las pequeias
fluctuaciones (g < 1) . Por lo tanto, una estructura multifractal tendra una curva en
la parte izquierda mas abierta que la derecha debido a su heterogeneidad (Fig. IV-

6).

e Sila estructura, por el contrario, es monofractal la grafica colapsa en un solo punto

(una sola singularidad).
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FIGURA IV- 6: Representacidon grafica del espectro multifractal.

El algoritmo detallado anteriormente esta implementado en el programa FracLac aplicado
al Image] [45]. En este capitulo se han tomado las curvas proporcionadas por el software

junto con una medida de multifractalidad llamada Divergencia p . Este pardmetro se basa
en los valores minimo y maximo para los espectros multifractales f («) versus a para los
dos conjuntos de valores alrededor de cada lado de g = 0. Matematicamente (ecuacidén 4.8),

es la relacion de las areas definidas por los espectros dentro de esos dos espacios, x100,

calculada en el espacio definido por las Qset utilizadas para determinar los espectros

multifractales (Karperien, A. Comunicacién personal. 12 de Julio de 2016).

(ag —ay,) (Flay) = f(ay,)) <100
(amax _ao) (f (ao) ~f (amax))

p= (4.8)

Para usarlo para comparar patrones, se deben utilizar las mismas Qset para todas las

imagenes. En nuestro caso, este rango va desde -30 a 30. Por ejemplo, en el caso de la figura

IV-6, p es igual a 100 porque la parte multifractal con grandes fluctuaciones es igual a la
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parte de pequeiias fluctuaciones. Como puede verse en la figura IV-6, el valor maximo del

espectro multifractal corresponde a la singularidad dominante o Do .

En suma, el espectro multifractal nos va a aportar el grado de rugosidad, complejidad,
anomalia y asimetria de los tejidos [43]. Mientras que, la curvatura y la simetria del espectro

nos va a proporcionar informacion sobre la heterogeneidad del tejido [46]. A partir de las

curvas de los espectros multifractales podemos obtener los valores &,y &p,ih, que indican

la probabilidad de fluctuacién maxima y minima de los pixeles, respectivamente [47]. A

partir de estos parametros, podemos calcular la anchura del espectro multifractal

Aa =0, —a,,, un indice que proporciona informacién sobre la heterogeneidad de la

textura, es decir, realiza una determinacidon cuantitativa del grado de multifractalidad.
Ademas, hemos evaluado la asimetria de la forma del espectro mediante la siguiente

férmula [48, 49]:

A= Ay = Qi (4.9)
(04

max

Donde @, eselvalorde & cuando f («) asume su maximo valor. El parametro 4 es también

un indice importante de multifractalidad.
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2.2 Procedimiento matematico para comparar espectros multifractales

El apartado anterior describe el procedimiento para obtener el espectro multifractal de una
estructura dada. En este apartado se quiere caracterizar las diferencias en el espectro
multifractal de estructuras oculares de los tres grupos estudiados: control, D2 y D8. Cada
uno de estos grupos comprende 18 ojos de embriones diferentes. Nueve de ellos estan
marcados con anti-colageno IV y los otros 9 con anti-laminina-1. De cada ojo, se analizaron
4 estructuras (cornea, cristalino, vitreo y retina). En total, se analizaron 216 espectros
multifractales. Para extraer informacion de todos ellos hemos considerado dos métricas de
comparacion. La razéon por la que hemos utilizado varias métricas es para verificar la

consistencia de los resultados:

La primera métrica consiste en lo siguiente: cada espectro multifractal obtenido se puede
caracterizar por un vector Vg]i =[060,A0!, f(Olo),Af ) A] , que describe los parametros,

“«:

definidos en la seccion anterior, para el espectro multifractal de la estructura del ojo “i” que

pertenece al grupo “g” (control-C-, D2, D8). El grupo control se puede caracterizar por un

vector medio V. :(1/N)ZiN:1VC,i , donde N es el numero de ojos en este grupo. Una

distancia (dgyi) entre Vc y el espectro representado por Vg,i se puede definir como:

dy = (Vs —Ve) (Vg —Ve) (4.10)

Las estructuras del grupo control analizadas estaran a una distancia media de ese vector
medioVC dada por <dCi>_, donde el subindice denota que el valor medio debe tomarse
il

promediando sobre las estructuras estudiadas de cada ojo. Finalmente, se puede definir una

“«_n

distancia entre un grupo determinado “g” y el grupo control C como:

<d9’i>i

d(g,C) :m (4.11)

Esta distancia mide la diferencia media de un grupo de estructuras de cada ojo con la media
del control, normalizandola por la distancia media de las estructuras del grupo control a su
media. De este modo, valores mayores que 1 nos indican cuantas veces las estructuras de

ese ojo difieren de las del control.

Por otra parte, la segunda métrica consiste en lo siguiente: cada espectro multifractal esta

caracterizado por un vector hq (a (Q), f (0! (Q))) , segun lo expuesto anteriormente. Para cada
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“q” el vector anterior define una variable estadistica bidimensional con una matriz de

covarianzas Sq teniendo en cuenta un grupo de espectros (Control, D2 y D8). Podemos

definir el vector hqC = (l/N)Z:il(ai (a), f,(«(a))) como el vector medio que caracteriza al

“«_n

grupo control, siendo N, de nuevo, el nimero de ojos en el grupo control. En cada punto “q”,

-

. . : c .
el grupo control tendra una matriz de covarianzas Sq . Para cada espectro de cada ojo “i

dentro de un grupo “g” y para cada punto “q” del espectro podemos definir una distancia

como:

op' = ((ne ) [sE ] (¢ -h¢) (12

Esta distancia es la distancia de Mahalanobis [25, 26] entre un punto del espectro y la media

«_n

para el grupo control, para un determinado “q”. Mide la distancia entre estos dos puntos,
pero normalizandola por la desviacion estandar de los datos en la direccién del punto hc?’i
considerado. Con la definicion de la ecuacién (4.12) podemos dar una distancia del espectro
considerado al espectro control como un valor medio dado por Q%' = <Qg">q , donde el

«_n “«_n

subindice “q” significa que debe tomarse la media en “q”. Finalmente, podemos definir la

“«_n

distancia de un grupo “g” al control, €2(g,C) como:

Q(g,C)=(Q%") (4.13)

i
“«_n

Analogamente, también podemos estudiar el valor de estas distancias para cada punto “q

por medio de:
Q, (@)= <QS" >i (4.14)

Esta dltima distancia Qg (9) nos da informacién sobre qué parte del espectro (q <1 o

q > 1) tiene mayores variaciones respecto al grupo control. Esto nos da un parametro mas

para estudiar si la diferencia entre las estructuras se produce mas en la parte monofractal

o multifractal.
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2.3 Test de significancia estadistica

Como se ha mencionado anteriormente, hemos calculado también los valores de la DF,

lacunaridad (Lac) (valor medio de Gj/,ugz definido en la ecuacion (4.5) ) [45] y de la

Divergencia (Div), para todas las estructuras.

Para tamafios de muestras pequefias, como en nuestro caso, se proporciona el método
Bootstrap para estimar sus distribuciones. Este método es el mas popular utilizado para
estimar estadisticas sobre la muestra original al muestrear un conjunto de datos con
reemplazamiento [23]. Al igual que en el capitulo II, vamos a usar este método para estimar
la media, desviacién estandar, skewness y curtosis. Aqui también vamos a utilizar un total
de 100 réplicas, este nimero deberia ser suficiente para darnos los niveles de confianza que
necesitamos [50]. Posteriormente, utilizamos el test estadistico no paramétrica
denominado Kruskal-Wallis para determinar si hay diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y los grupos D2 y D8. La idea de este test se basa en

comparar medianas entre k grupos (en nuestro caso k=3).

2.4 Procesamiento digital de imagenes

Para realizar el andlisis multifractal, se cargan las imagenes en el programa Image]. Luego,
para cada imagen se seleccionaron cuatro ROI: cdrnea, cristalino, vitreo y retina. En total, se
analizaron 54 ojos. Previamente al uso del programa FracLac [45], cada ROI se procesé
mediante la aplicacién de las siguientes funciones: se ha utilizado la herramienta ‘Sharpen’
es un filtro espacial perfilado de bordes que acentia el detalle en la imagen, es decir, trata
de reemplazar cada pixel de la imagen por el promedio ponderado de la vecindad usando la

siguiente mascara 3x3[51]:

-1 -1 -1
-1 12 -1
-1 -1 -1

Asimismo, se ha realizado un aumento del contraste (30%) con el fin de mejorar la calidad
de segmentacion de laimagen, y se ha aplicado una reduccién del ruido. Todas las imagenes
estan en formato RGB, sin embargo, para analizarlas con el FracLac hay que transformarlas
en formato binario. Eso se debe a que el algoritmo solo compila este tipo de formato. Para
ello, a través del programa, las imagenes se convirtieron de RGB a binario siguiendo la ruta:
“Image]>Process>Binary>Make binary”. Los parametros fractales se calculan examinando el
pixel negro; en cambio, el pixel blanco se consideraria como fondo [52, 53]. La figura IV-7

presenta un ejemplo de cristalino antes y después de la binarizacion.
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FIGURA IV- 7: Ejemplo de la binarizacién de un cristalino control mediante el programa de
procesado de imagen Image]. La imagen original se enfatiza, se realza el contraste (30%),
finalmente, se convierte a binaria.

El procesamiento estadistico de los resultados obtenidos con Image] se realizé mediante
Matlab [54].
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3. RESULTADOS

Los resultados para el espectro multifractal y la lacunaridad dependiendo de la estructura
del ojo analizada (cdrnea, cristalino, vitreo o retina) se dan en las figuras IV-8, V-9, 1V-10 y

IV-11, respectivamente.

Los valores de la lacunaridad dependen del tamafio de la caja y de la distribucién de los
huecos: una lacunaridad baja implica homogeneidad, ya que todos los tamafios de los
huecos son iguales; mientras que, una lacunaridad mayor implica mayor heterogeneidad, lo
que significa que la textura tiene huecos variables. En todos los casos, las figuras muestran
que a medida que aumenta el tamafio de la caja, el valor de la lacunaridad disminuye. Por
otro lado, en la mayoria de los casos, D2 y D8 son mas lacunares (los tejidos tienen mas

huecos) que el control, excepto en cérneas y retinas marcadas con anti-laminina-1.

El exponente — 2 nos da informacién sobre cémo la homogeneidad del tejido cambia con la
escala. Un valor nulo de £ nos indica que el tejido es uniforme independientemente de la

escala. De esta manera, podemos observar que, tanto en el cristalino como en el vitreo, la
heterogeneidad con la escala tiende a aumentar. Por el contrario, en el caso de la retina y
cornea, tiende a disminuir en ambos tipos de marcaje. Aunque parece que para el caso de

las corneas marcadas con anti-laminina-1 este valor es casi el mismo que en el control.

En las figuras IV-8D, IV-9B, IV-9D, IV-11B y IV-11D se observa que el grupo D8 exhibe los
tejidos mas heterogéneos entre todas las muestras, lo que indica una disposicién espacial

mas compleja.

Las figuras IV-8(A,C), IV-9(A,C), IV-10(A,C) y IV-11(A,C) muestran espectros multifractales
correspondientes a las distintas estructuras marcados con anti-coldgeno IV o anti-laminina-

1.
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FIGURA IV- 8: Espectros multifractales y curvas de lacunaridad para cérneas marcadas con anti-
colageno IV (A y B) o con anti-laminina-1 (C y D), para todos los grupos estudiados.
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FIGURA IV- 9: Espectros multifractales y curvas de lacunaridad para cristalinos marcados con
anti-colageno IV (A y B) o con anti-laminina-1 (C y D), para todos los grupos estudiados.
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FIGURA IV- 10: Espectros multifractales y curvas de lacunaridad para retinas marcadas con anti-
colageno IV (A y B) o con anti-laminina-1 (C y D), para todos los grupos estudiados.
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FIGURA IV- 11: Espectros multifractales y curvas de lacunaridad para vitreos marcados con anti-
colageno IV (A y B) o con anti-laminina-1 (C y D), para todos los grupos estudiados.
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En la seccion anterior, hemos definido ciertos parametros para comparar los espectros
multifractales entre el grupo control y los grupos D2 y D8. Los resultados se dan en las tablas

IV-1yIV-2.

Para D2 y D8, los valores del parametro A muestran que los cristalinos, retinas y vitreos
marcados con anti-laminina-1, asi como los vitreos marcados con anti-coldgeno IV tienen
valores mas altos que el control, lo que indica la presencia de un grado fuerte de
multifractalidad en estas estructuras. Sin embargo, la c6rnea de ambos grupos mostré un
grado de multifractalidad menor que el control, tanto para el colageno IV como para la

laminina-1.

Por otro lado, la asimetria puede presentar tres formas: asimetria sesgada hacia la derecha
(A>1), sesgada a la izquierda ( A<1) o simétrica ( A=1). Se observa que todas las
muestras de los tres grupos tienen valores de A<1, por lo que la curva del espectro
multifractal esta sesgada a la izquierda. Un espectro sesgado a la izquierda denota altos
exponentes fractales y grandes fluctuaciones en los datos. Las tablas IV-1 y V-2 también
revelan que, para los grupos D2 y D8, las cérneas, cristalinos y vitreos marcados con anti-
colageno 1V, asi como los cristalinos y vitreo con anti-laminina-1 tienen valores mas altos
de A que el control. En resumen, en la mayoria de los espectros multifractales, el espectro

tiene una forma y simetria diferentes entre el control y los grupos D2 o D8.

Respecto a los resultados de d(g,C) (véase Tablas IV-1 y IV-2), considerando que esta

métrica esta normalizada por la escala del grupo control (véase ecuacion 4.11), los valores
superiores a 1 muestran cambios relevantes con respecto al grupo control. Los resultados
indican que la distancia con respecto al control es alta en el caso del marcaje con anti-
laminina-1, especialmente en el cristalino y vitreo. Ademas, la variabilidad de esta distancia
es muy grande en estos dos casos (véase la desviacion estandar en las tablas V-1 y IV-2).
Por otro lado, las estructuras marcadas con anti-colageno IV muestran una distancia
ligeramente mayor que control (véase caso de la retina y cdrnea). Finalmente, la distancia
con respecto al control no es significativa en algunas estructuras marcadas con anti-

laminina-1 (cdrnea, retina y vitreo) y anti-colageno IV (cristalino y vitreo).
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TABLA IV- 1: Pardmetros obtenidos del espectro multifractal de la cérnea y el cristalino para todos los casos analizados. C: grupo control. D2 y D8: grupos
deficitarios.

Estructura Cornea Cristalino
Marcaje Col-1V Lam-1 Col-1v Lam-1
Grupo C D2 D8 C D2 D8 C D2 D8 C D2 D8
Q, 1.59 1.68 1.70 1.62 1.64 1.69 1.83 1.82 1.91 1.86 1.93 1.92
Aa 1.22 1.01 1.22 1.14 1.06 1.26 0.62 0.63 0.98 0.83 0.91 1.02
f (ao) 1.52 1.62 1.61 1.44 1.56 1.60 1.83 1.76 1.78 1.82 1.85 1.80
Af 1.37 1.28 1.31 0.88 1.11 1.28 1.38 1.02 0.98 1.22 1.53 1.16
A 0.33 0.41 0.45 0.83 0.35 0.47 0.22 0.28 0.59 0.31 0.41 0.40
d(g,C) 1.3+0.4 | 1.5+0.5 1.2+0.4 | 1.0£0.4 1.0+£0.6 | 1.1+0.4 2.2+1.1 | 2.2+1.4
Q(g,C) 1.2+0.5 | 1.7£0.4 | 1.8+0.3 | 1.2+0.3 | 1.6+0.4 | 1.4+0.5 | 1.2+0.3 | 1.5+0.6 | 1.9+0.6 | 1.3+0.2 | 3.1+1.2 | 2.7+£1.3
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TABLA IV- 2: Parametros obtenidos del espectro multifractal de la retina y el vitreo para todos los casos analizados. C: grupo control. D2 y D8: grupos
deficitarios.

Estructura Retina Vitreo
Marcaje Col-1V Lam-1 Col-1v Lam-1

Grupo C D2 D8 C D2 D8 C D2 D8 C D2 D8

Q, 1.65 1.73 1.73 1.71 1.69 1.72 1.57 1.56 1.38 1.51 1.61 1.34

Aa 0.72 0.73 0.86 0.81 0.99 0.78 0.67 0.78 1.33 0.92 1.06 1.38

f (0(0) 1.63 1.71 1.72 1.69 1.69 1.72 1.58 1.51 1.25 1.44 1.50 1.17

Af 1.14 0.92 1.26 1.09 1.23 1.32 0.77 1.0 1.25 0.84 1.03 1.20

A 0.21 0.22 0.21 0.20 0.05 0.16 0.09 0.30 0.61 0.22 0.47 0.72
d(g,C) 1.5+0.4 | 1.5+0.3 1.0£0.5 | 1.0+0.3 0.8+0.6 | 1.2+0.9 1.1+0.6 | 1.8+1.1

Q(9,C) |[1.2+0.4 | 1.7£0.6 | 1.8+0.2 | 1.2+0.4 | 1.7+£0.7 | 2.1£0.5 | 1.2+0.4 | 0.9+0.5 | 1.5+0.9 | 1.2+0.3 | 1.4+0.7 | 32
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Respecto a la segunda métrica (g, C), la distancia con respecto al grupo control aumenta

significativamente en las estructuras marcadas con anti-laminina-1 (cristalino, retina y
vitreo) y con anti-colageno IV (cornea, cristalino y retina). Por otro lado, la distancia es
ligeramente mayor en las coérneas marcadas con anti-laminina-1 y permanece
practicamente igual en el caso del vitreo marcado con anti-colageno IV. Se puede observar
que, la mayor diferencia con el grupo control se produce en el caso del cristalino y retina,

ambos marcados con anti-laminina-1 o con anti-colageno IV.

Esta segunda métrica también nos permite hacer una comparacién para cada valor del
parametro "q" en los espectros multifractales (véase ecuaciéon 14). En la figura IV-12 es
posible ver, parametro Q, () = <Qg'i >i promediado para los ojos del mismo grupo, algunas
estructuras con las mayores distancias respecto al control (Fig. [V-12 arriba) y otras con

diferencias minimas importantes (Fig. [V-12 abajo). Esta figura nos permite comparar en

qué parte del espectro multifractal se produce la mayor diferencia (parte monofractal q <1
o parte multifractal g >1).Como se puede observar, en el caso de valores mas grandes (Fig.

IV-12 arriba), la diferencia con el grupo control se encuentra principalmente en la parte
multifractal de los espectros. En el caso de las diferencias menos importantes (Fig. [V-12

abajo), los cambios afectan a la parte monofractal y multifractal por igual.
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8 2.5 3
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FIGURA IV- 12: Valores de la métrica definida por la ecuacién 14, para los casos mas relevantes
(fila superior) y para las distancias ligeramente mas altas que el grupo control (fila inferior). En
el caso de distancias mayores, la mayor diferencia entre los espectros de los diferentes grupos
ocurre en la parte multifractal q > 1.
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En cuanto a los resultados de significacion estadistica, los resultados se resumen en las
tablas IV-3 y IV-4. En las que aparecen los valores de la estimacion de la media, desviacion
estandar, asimetria y curtosis de las distribuciones de probabilidad de las variables (DF, Lac,
Div) para las diferentes estructuras estudiadas. Después de aplicar la prueba de
significancia Kruskal-Wallis, si el p-valor es menor que 0.05, existen diferencias
significativas entre los grupos. Por otro lado, si el p-valor es mayor que 0.05, un asterisco
marca los parametros cuya diferencia con respecto al control no es estadisticamente
significativa. Como puede verse en las tablas, en casi todos los casos, todos los parametros
de las distribuciones de probabilidad tienen diferencias significativas. Lo que demuestra
que los cambios en la estructura fractal del tejido ya se producen a partir de una dieta
materna con déficit leve de AF (grupo D2). Para facilitar la comprension de estas tablas,
usamos una funcién elipsoidal de Matlab para ajustar las medidas (D¢, Lac y Div) a una
superficie elipsoidal. Las figuras [V-13 y [V-14 muestran el valor del bootstrap para estimar
los valores medios de la DF, lacunaridad y divergencia junto con sus intervalos de
incertidumbre utilizando la forma de los elipsoides en el espacio [55], para las diferentes
estructuras estudiadas. Las diferencias con el grupo control son evidentes practicamente en
todas las estructuras. La diferente orientacion de los elipsoides también nos informa que la
correlacién entre estas tres variables (Df, Lac, Div) cambia entre el grupo control y los

grupos D2 y D8.

TABLA IV- 3: Valores estadisticos para la media &£, desviacién estandar O , Skewness y curtosis

de todas las estructuras oculares para el grupo D2 en comparacién con el control.

. Parametros o .
Estructura Marcaje {Skewness CurtosJ
DF Lac Div
Collagen IV 1.55, 0.06 0.23*, 0.04* 50.96, 19.32
Comea _ 0.03, 1.62 0.30*, 1.86 0.35*,1.78
Laminina-1 1.49, 0.06 0.29, 0.09 36.55, 20.71*
0.15, 2.40 0.77*,1.85 0.15, 1.56
Collagen IV 1.78, 0.02 0.33,0.10 23.08, 15.95
Cristalino _ -0.03, 1.69 0.83*, 2.58 1.11, 2.68
Laminina-1 1.77,0.07* 0.37, 0.07 79.79, 57.86
-0.34, 1.89 0.43*,1.97* 0.70, 2.25*
Collagen IV 1.64, 0.02 0.363, 0.04 34.11, 14.87
Retina _ -0.12, 2.13 1.08, 2.55 0.36, 2.28
Laminina-1 1.63, 0.02 0.39, 0.06 20.63*, 13.55
0.15*, 1.85* 1.06, 2.54 0.64, 2.18*
Collagen IV 1.48*,0.04 0.52, 0.06 35.61, 18.62
Vitreo _ -0.51, 1.74* -0.28, 2.12* 1.01%*, 2.48*
Laminina-1 1.47,0.06 0.54,0.14 46.25, 24.11*
-0.56, 2.31* 0.21*,1.67* 0.71, 2.19*
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TABLA IV- 4: Valores estadisticos para la media &£, desviacién estandar O |, Skewness y curtosis

de todas las estructuras oculares para el grupo D8 en comparacidén con el control.

. Parametros # .
Estructura Marcaje {Skewness CurtosJ
DF Lac Div
Collagen IV 1.59, 0.06 0.25, 0.03 40.18, 21.61
Comea _ -0.49%, 2.18* 0.09, 2.30 0.75, 2.05
Laminina-1 1.49, 0.06 0.30, 0.06* 34.88, 11.28
-0.64, 2.56 0.32, 2.35* 0.32,2.11
Collagen IV 1.76, 0.03 0.41,0.17 23.31,12.7
Cristalino _ 0.29, 1.57 0.38, 1.58 0.29, 2.01
Laminina-1 1.68, 0.09 0.50, 0.11* 54,27, 56.89
-0.13, 1.52 1.23, 2.64 0.90, 2.61
Collagen IV 1.66, 0.02 0.38,0.04 17.94, 7.88
Retina _ 0.20, 2.12 0.41*, 2.00* 0.67, 2.28
Laminina-1 1.65,0.02 0.37,0.03 13.52,7.44
-0.23, 1.70* 1.00, 2.67 0.63, 2.55*
Collagen IV 1.44,0.11 0.53,0.12 38.10, 27.85
Vitreo _ -1.06, 2.46 -0.23,1.73 0.77,2.10
Laminina-1 1.36, 0.12 0.53,0.21 61.21, 42.60
-0.48, 1.81 0.89, 2.15 0.55, 1.87

Como se muestra en las figuras IV-13 y IV-14, las cérneas marcadas con anti-coldgeno IV o
con anti-laminina-1, para D2 y D8, tienen valores mds altos de DF y lacunaridad que el
control, mientras que ambos grupos tienen menor valor de divergencia. Por otro lado, para
D2 y D8, los cristalinos marcados con anti-colageno IV tienen valores de DF y divergencia
mas pequefios que el control, asi como mayor lacunaridad. Respecto a las retinas marcadas
con anti-colageno IV o con anti-laminina-1, D2 y D8 tienen los valores més bajos de DF y
divergencia mientras que el control experimenta los valores mas altos. Las retinas marcadas
con anti-colageno IV tienen el mayor valor de lacunaridad para D2 y D8 que el control,
mientras que las retinas marcadas con anti-laminina-1 tienen el menor valor de lacunaridad
para D2 y D8 que el control. Finalmente, el vitreo marcado con anti-coldgeno IV o anti-
laminina-1 exhibe valores mas altos de DF y divergencia que el control; sin embargo, ambos

casos presentan un valor mas bajo de lacunaridad con respecto a los controles.
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FIGURA IV- 13: Representacion grafica en forma de elipsoides para los datos de la distribucién de

la media, para todos las estructuras marcados con anti-colageno IV.
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II. ESTUDIO DE TEXTURA: DIMENSION FRACTAL LOCAL
CONECTADA

Todos los pardmetros estudiados hasta hora en este capitulo nos facilitaron el
entendimiento de como cambia la textura dentro de las estructuras estudiadas. Por otra
parte, en el capitulo III, hemos demostrado que el déficit materno de AF altera el patrén de
expresion de colageno IV y laminina-1 en la cornea, cristalino y retina. En este sentido, es
interesante investigar la relacién entre la sobre- o infraexpresion de estas moléculas y la
organizacion espacial de ellas en el tejido, caracterizada por sus caracteristicas fractales.
Para hacer eso, es necesario tener parametros fractales locales que permiten esta
comparacion. Por ello en la siguiente seccion, vamos a comparar localmente las alteraciones
de la fractalidad del cristalino con datos de sobre/infraexpresién de ambas moléculas en
esta misma estructura (capitulo III). La raz6n por la que se va a estudiar solo el cristalino se
debe a su forma circular, su estudio se adapta muy bien al andlisis de los componentes
principales, ya que las principales diferencias entre las imagenes no estaran en su forma,

sino en el contenido local de su DF.

Un "conjunto fractal puro” es invariante con la escala. Por el contrario, los objetos biolégicos
son solo "estadisticamente fractales". Es decir, sus propiedades de invariancia con la escala
de observacion solo se mantienen en un cierto rango de escalas. Ademas, debido a la forma
en que crecen los fractales, estan sujetos a variaciones locales condicionadas por su
desarrollo, por lo que sus caracteristicas fractales cambian de un punto a otro [56]. Algunos
estudios han desarrollado y probado medidas locales de fractalidad en varios tipos de

tejidos bioldgicos como comparacion entre tejidos sanos y patoldgicos [56-58].
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1. METODO Y PROCEDIMIENTO

1.1 Dimensién fractal conectada local

En la literatura podemos encontrar varios parametros asociados a una DF local. La mayoria
estan relacionados con la distribucion de masa sobre la imagen. Por distribucidon de masa se
refiere al nimero de pixeles que forman la imagen después de ser binarizada (pixeles en
blanco y negro). En esta seccién, adoptaremos la DF "local" que se calcula utilizando la
aplicacion FracLac de Image], cuyos algoritmos se basan en el trabajo de Landini y sus
colegas [57, 59]. Este mismo algoritmo ha sido utilizado ampliamente en la literatura [56,

60, 61].

La figura IV-15 muestra una representacion esquematica del procedimiento de calculo. En
primer lugar, se localizan en la imagen binarizada los pixeles marcados en negro. Se
estudian las propiedades de la escala fractal para cada uno de ellos mediante la estimacion

del nimero de pixeles N(€) que los rodean, contenidos en una caja variable de dimensién €
D
centrada en un pixel P. El nimero de pixeles cambia con la escala como N (8) ~Fe™ ,donde

F es un parametro conocido como prefactor y DL es un namero analogo a una Dr local,

aunque con propiedades ligeramente diferentes, que se pueden obtener como la pendiente

de la linea log N (¢) frente a log & [57]. Generalmente, los valores de € se eligen entre un

valor minimo y maximo, normalmente en pixeles, seglin la imagen [56]. Una variante de la

medida anterior es la Dimension Fractal Conectada Local (DFCL) [57, 58]. En este caso, solo

se tiene en cuenta el numero de pixeles Nc (8) (véase conjunto de puntos en negrita en la

Fig. IV-15) que estdn conectados al pixel P. Este nimero cambia con & como

N.(£)~ F.-£™, donde D; esla DFCL.

FIGURA 1V- 15: Diagrama para el calculo de las dimensiones fractales locales. Se toman las cajas
de tamafo € alrededor de un pixel P. Para cada caja de tamafio ¢, se cuenta el nimero de pixeles
que contiene, ya sea total, N (&) , o conectado a P, N (&) (conjunto de pixeles en negrita en la

imagen de la derecha). La dimensién local se calcula como la pendiente de |Og(NC(€)) frente a

loge.
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1.2 Procesado de imagenes

Para cada imagen de 0jo, se seleccion6 el area del cristalino. Estas imagenes se procesaron
y analizaron utilizando el software Image] [62]. Las imagenes se pre-procesaron de la
siguiente forma: mejora del contraste (30%), sharpen, eliminacion del ruido y binarizacion.
El ndmero final de imagenes estudiadas es 54, nueve en cada grupo (control, D2 y D8) y
marcaje, colageno IV y laminina-1. El algoritmo implementado en FracLac para obtener la
dimensién fractal local (DFL) y DFCL se aplic6 a todas ellas. Finalmente, todas las imagenes
de los cristalinos fueron estandarizadas con un radio de 375 pixeles (tamafio de cada
imagen final 750x750 pixeles) para poder estudiar estadisticamente el comportamiento de
las diferentes zonas de los cristalinos. Los métodos utilizados para el analisis estadistico
son: los CPs y la distancia de Mahalanobis. Ambas técnicas han sido explicadas
detalladamente en el Capitulo III, por lo que a continuacion, solo se centrara en visualizar y

comentar los resultados.
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2. RESULTADOS

Los mapas de la DFL y DFCL son muy similares para todas las imagenes analizadas (véase
Fig. [V-16). Tal como se esperaba, los mapas de la DFL se extienden sobre un area mas
grande, ya que los conjuntos de puntos conectados en los que se basa la DFCL son mas
pequefios. Esta ultima parece estar mejor adaptada al tipo de imagenes procesadas. Dado
que las moléculas utilizadas para este tipo de marcajes (colageno IV y laminina-1) estan

articuladas en forma de redes [63].

A o — Zona de las células epiteliales
Pl SR Summm—

. Zona de unidn entre las células epiteliales y fibras

\ Zona de las fibras

Zona de transicién

*. F”/ Zona posterior de las fibras

B DFCL control C DFL control D DFCLD8 E DFLDS8

FIGURA IV- 16: Distribucién de la Dimensién Fractal Local (DFL) y Dimensién Fractal Conectada
Local (DFCL) para cristalinos marcados con anti-colageno.

Los resultados para la distancia de Mahalanobis se muestran en la figura IV-17. En general,
las distancias son menores para los grupos marcados con anti-colageno IV que para aquellos
con anti-laminina-1, lo que indica una distribucién de la DFCL mas homogénea para el
colageno IV que para la laminina-1. En el caso del colageno 1V, el grupo control presenta
variaciones principalmente en el epitelio, zona de transicién y en la parte posterior de las
fibras del cristalino. Sin embargo, para los grupos D2 y D8, la diferencia aumenta en
comparacion con el control, especialmente en el epitelio, zona central de las fibras y zona
de transicion. En el caso de la laminina-1, a medida que aumenta el déficit materno de AF,
hay una mayor diferencia en la DFCL en la zona de unién entre el epitelio y las fibras y en la

zona de transicion. La diferencia en la DFCL es mayor en laminina-1 que en coladgeno IV.
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FIGURA IV- 17: Distancia de Mahalanobis para los mapas de la DFCL para los grupos estudiados.
Los valores altos marcan pixeles con una distancia creciente respecto al comportamiento medio
de pixeles.

Por otro lado, con respecto a los resultados del ACP, el porcentaje de varianza por cada
componente aparece en la Tabla IV-5. Segtin estos datos, se pueden establecer dos grupos
de componentes para rectificar las imagenes. De los datos, podemos distinguir un primer
grupo o Proceso (P1) que comprende los dos primeros CPs y un segundo Proceso que
comprende el resto de los componentes (RP). Como puede verse en la Tabla IV-5, los dos
primeros componentes estan por encima del 10% en todos los grupos. En el caso del grupo
D2, hay un tercer componente justo en ese limite. Por lo tanto, se decide tomar como CPs

los primeros dos para todos los grupos.
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TABLA IV- 5: Valores del porcentaje de varianza por cada componente principal (CP). En la
mayoria de ellos, los dos primeros estan por encima del 10%, por lo que estos dos se toman para
la reconstruccién de las imagenes.

Colageno IV Laminina-1
Control D2 D8 Control D2 D8
CP1 37.10 29.26 37.76 4433 43.35 46.77
CpP2 11.32 13.73 10.32 12.08 11.25 15.77
CP3 9.03 11.01 9.75 8.99 10.03 8.96
CP4 8.23 8.71 9.06 7.00 8.16 6.91
CP5 7.72 8.27 8.64 6.90 7.25 5.67
CP6 7.51 7.53 7.92 5.86 6.45 4.98
CP7 6.65 7.40 6.62 5.60 5.02 4.38
Cp8 6.51 7.30 5.58 5.00 4.48 3.61
CP9 5.93 6.79 4.35 4.24 4.01 2.95

Las imagenes rectificadas se restan al grupo original para dar un conjunto de imagenes
como "Resto". Por tanto, para un grupo de 9 imagenes originales, tenemos 9 imagenes
rectificadas y otras 9 en el grupo llamado "Resto". Para cada uno de estos dos subgrupos,
podemos calcular el valor medio de cada pixel (imagen media) y su desviaciéon estandar. De
esta forma, podemos resumir esta informacién proporcionando dos imagenes para cada
subgrupo, la de la imagen media y una imagen de la sefial-ruido de cada punto (imagen
media dividida por laimagen de la desviacion estdndar). Una sefial de ruido alta nos informa
de que el valor medio del pixel es representativo de todos los individuos en el mismo grupo.
Una sefial de ruido baja (<1) nos dice que el valor promedio de ese pixel varia mucho entre
individuos. Expresa, por tanto, la variabilidad dentro del grupo y no significa representativo
de todo el grupo. El resultado de este procedimiento para los grupos control (colageno IV'y
laminina-1) se muestra en la figura IV-18. Como puede verse, la variabilidad entre los

individuos de este grupo no tiene una marcada distribucién espacial.
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FIGURA IV- 18: Descomposicidon de las imagenes del grupo control para el marcaje con anti-
coladgeno 1V (izquierda) o anti-laminina-1(derecha). El grupo de imagenes esta representado por
una sola imagen. El promedio de las imagenes reconstruidas con el proceso P1 (primer y segundo
componente principal). La media de las imagenes reconstruidas con el resto del proceso aparece

como Mean RP.

El método de CPs nos permite dividir los datos en una parte representativa del grupo y otra
que nos da la variabilidad de éste, ademas de poder estimar el porcentaje entre ambas, a
través del tanto por ciento de la varianza explicada por los componentes que utilizamos
para estimar la “sefial” del grupo frente al “ruido”. Por tanto, la “sefial” es 1a media para cada
pixel de la reconstruccion de las imagenes del grupo con los dos primeros CPs. El valor del
incremento de la DFCL para cada grupo se calcula como la diferencia de esta “senal”
(reconstrucciéon con P1) para cada grupo menos la “sefial” dada por el control. Los
resultados pueden verse en la figura [V-19 (grupo D2 colageno V), figura IV-20 (grupo D8
colageno 1V), figura IV-21 (grupo D2 laminina-1), figura IV-22 (grupos D8 laminina-1).
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FIGURA 1V- 19: En la parte izquierda puede verse el seccionamiento del valor medio de las
imagenes para el grupo D2 marcado con anti-colageno IV (Mean D2), en una parte representativa
del grupo (mean D2 P1) mds un resto (Mean D2 RP). Para el caso del ""Mean D2 P1" su sefial ruido
es alta, mientras que la ""Mean D2 RP" presenta una seflal ruido menor que 1 en todos los pixeles

(ruido o variacién entre individuos). Sin embargo, la variacién entre individuos no es aleatoria,
muestra una clara distribucién espacial. La figura de la derecha representa el incremento de DFCL
respecto al proceso P1 del grupo control.

SNR D8 P1 SNR D8 RP

FIGURA 1V- 20: En la parte izquierda puede verse el seccionamiento del valor medio de las
imagenes para el grupo D8 marcado con anti-coldgeno IV (Mean D8), en una parte representativa
del grupo (mean D8 P1) mas un resto (Mean D8 RP). Para el caso del ""Mean D8 P1" su seifial ruido
es alta, mientras que la ""Mean D8 RP" presenta una sefial ruido menor que 1 en todos los pixeles

(ruido o variacion entre individuos). Sin embargo, la variacién entre individuos no es aleatoria,
muestra una clara distribucién espacial. La figura de la derecha representa el incremento de DFCL
respecto al proceso P1 del grupo control.
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FIGURA IV- 21: En la parte izquierda puede verse el seccionamiento del valor medio de las
imagenes para el grupo D2 marcado con anti-laminina-1 (Mean D2), en una parte representativa
del grupo (mean D2 P1) mds un resto (Mean D2 RP). Para el caso del ""Mean D2 P1" su sefial ruido
es alta, mientras que la ""Mean D2 RP" presenta una sefial ruido menor que 1 en todos los pixeles
(ruido o variacién entre individuos). Sin embargo, la variacién entre individuos no es aleatoria,
muestra una clara distribucién espacial. La figura de la derecha representa el incremento de DFCL
respecto al proceso P1 del grupo control.

SNR D8 P1

FIGURA IV- 22: En la parte izquierda puede verse el seccionamiento del valor medio de las
imagenes para el grupo D8 marcado con anti-laminina-1 (Mean D8), en una parte representativa
del grupo (mean D8 P1) mas un resto (Mean D8 RP). Para el caso del ""Mean D8 P1" su sefial ruido
es alta, mientras que la ""Mean D8 RP" presenta una sefial ruido menor que 1 en todos los pixeles
(ruido o variacién entre individuos). Sin embargo, la variacién entre individuos no es aleatoria,
muestra una clara distribucién espacial. La figura de la derecha representa el incremento de DFCL
respecto al proceso P1 del grupo control.
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En dichas figuras puede verse como la imagen media para cada grupo puede
descomponerse en la imagen media de la reconstrucciéon con el proceso P1 (Mean P1), que
tiene una SNR (sefial/ruido) elevada, mas pequeias variaciones locales medias con una SNR
baja (Mean RP). Ambas imagenes tienen una estructura espacial definida. La primera de
ellas (Mean P1) nos informa sobre las zonas que son representativas de todo el grupo junto
con su nivel de representacidon (suma de los porcentajes de varianza por los CPs #1 y 2).
Para todos los grupos este nivel de representacion es del 50%+7%. Por tanto, la variacién
entre los individuos dentro de cada grupo es casi del 50% del total de la variabilidad de los
datos. La distancia de Mahalanobis ya nos da informacioén sobre qué zona esta relacionada
con esta variacion entre individuos (véase Fig. IV-17). Para profundizar, en este estudio se
ha representado la desviacion estandar de cada pixel para las imagenes del proceso RP para
los grupos control, D2 y D8 (Fig. IV-23). Comparando entre moléculas, la dispersién entre
individuos es mas uniforme para el colageno IV que para la laminina-1. En este tltimo caso
la diferencia entre la parte de las fibras del cristalino y la zona anterior del cristalino va
aumentado con el déficit de AF, concentrandose la variabilidad entre individuos en la zona
de transicion y la zona de unién entre las fibras y el epitelio. En el caso del colageno 1V, el
aumento de la variabilidad entre individuos del mismo grupo aumenta también en la zona

central de las fibras.

STD RP D2 (col-lV) STD RP D8 (colHV)

STD RP control (col-1V)
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FIGURA IV- 23: Imégenes de la desviacién estandar para cada pixel de las imagenes
correspondientes a la reconstrucciéon con el proceso RP para cada grupo (control, D2, D8) y
molécula de marcaje (anti-coldgeno 1V, anti-laminina-1)
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Tal como se comento al principio de esta seccion, es de gran interés comparar los mapas de
la DFCL del cristalino con medidas similares realizadas para la sobre o infraexpresion de las
moléculas colageno IV y laminina-1 (capitulo III). A diferencia del caso de la DFCL, con el
primer CP se consigue un nivel de representacion en torno al 97%=+1% (ver resultados del
capitulo III). En las figuras 1V-24 y IV-25 aparece la comparaciéon entre los mapas de
infra/sobreexpresion de colageno IV y laminina-1 y la distribucién de la DFCL. Para ello, se
calcula el coeficiente de correlacién de Pearson entre los pixeles de las imagenes del
incremento de la DFCL (D2 y D8) respecto al grupo control (imagenes a la derecha, Fig. IV-
19 a IV-22) y los mapas de la infra/sobreexpresion de coldgeno IV y laminina-1 mostrados
en el capitulo III (Fig. [1I-10 (A y C) y Fig. IlI-11 (A y D). Los resultados se muestran en la
Tabla IV-6 junto con una estimacion de su incertidumbre realizada mediante técnicas de
remuestreo Bootstrap implementadas en Matlab. Todos los valores que aparecen en la tabla
son significativos (p<0.05). Ademas, todos los valores de la correlaciéon son positivos,
aunque pequefios, indicando que un aumento o disminucién de la expresién de colageno IV

o laminina-1 conlleva un aumento o disminucidn de la DFCL, respectivamente.

TABLA IV- 6: Valores del coeficiente de correlacién de Pearson entre los pixeles de las imagenes
de infra/sobreexpresiéon de colageno IV y laminina-1 y las de la DFCL, junto con su incertidumbre.
Todos los valores son significativos (p<0.05).

Coeficiente de correlaciéon

de Pearson
Cristalinos  del _ 8rupo D2 0.261+0.003
marcados con anti-colageno IV
Cristalinos  del ~grupo D2 0.111£0.003
marcados con anti-laminina-1
Cristalinos  del _ 8rupo D8 0.127+0.003
marcados con anti-colageno IV
Cristalinos  del ~grupo D8 0.216+0.003
marcados con anti-laminina-1
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Las figuras IV-24 y IV-25 muestran un andlisis mas detallado de las correlaciones de la Tabla
V-6 para los casos mas altos: grupo D2 marcado con anti-colageno IV (Fig. [V-24) y grupo
D8 marcado con anti-laminina-1 (Fig. IV-25). Dichas figuras muestran que el grado de
correlaciéon no es uniforme sobre toda la imagen (diagramas de puntos no son
perfectamente elipticos). En las imagenes de la derecha de dichas figuras aparecen
marcados en negro los puntos donde se produce sobreexpresidon (datos del capitulo III).
Puede verse como, en el caso del coldgeno 1V, la correlacion se da principalmente en la zona

de las fibras, mientras que para la laminina-1 en la zona epitelial y de transicién.

% Sobreexpresion Col-IV [1,40]
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FIGURA 1V- 24: Estructura de la correlacién entre la sobreexpresién de colageno IV y su DFCL
para el caso del grupo D2.
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FIGURA 1V- 25: Estructura de la correlacién entre la sobreexpresién de laminina-1y su DFCL para

el caso del grupo D8.
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III. ESTUDIO DE TEXTURA MEDIANTE EL PARAMETRO
“TAMANO DEL GRANO” Y LA TRANSFORMADA DE
FOURIER

En el capitulo III, el principal objetivo a resolver era cuantificar la variacién de la expresién
de colageno IV y laminina-1, en diferentes estructuras oculares de los grupos D2 y D8 con
respecto al grupo control. La expresion de estas proteinas se estudio6 a través de imagenes
inmunohistoquimicas, donde la escala de grises de la imagen es proporcional al nivel de
expresién de las proteinas marcada. Una cuestién diferente es la forma en que esta
infra/sobreexpresion se manifiesta en la textura del tejido. Por ejemplo, ;estan las
fibras/células orientadas uniformemente? ; Estan agrupadas en distintas zonas de diferente
manera? Para responder a estas preguntas, se debe hacer el siguiente andlisis morfolégico

de textura en la imagen. En esta seccidn, se han implementado dos medidas de textura.

En primer lugar, se mide el parametro tamano del grano y se evalian sus dimensiones
horizontal y vertical. El tamario del grano es un parametro importante, generalmente se usa
en imagenes de Speckle para caracterizar la rugosidad y la suavidad de la superficie. Se
determina a partir de la autocorrelacién de la imagen y se define como el ancho de dicha
autocorrelacion [64]. En nuestro caso, utilizamos este parametro para determinar si hay
cambios significativos en la textura de las estructuras: cristalino, cérnea y retina. Dichos

cambios, normalmente son dificiles de detectar en las imagenes microscopicas.

En segundo lugar, se estudia la orientacién de las células/fibras. Para ello, la Transformada
de Fourier permite obtener informacion sobre la orientacion, ya que los puntos del espacio
de Fourier simbolizan direcciones. Si la imagen consistiera en un conjunto de lineas
horizontales, se veria una variacion en su intensidad al moverse verticalmente. Esta imagen
apareceria codificada como un par de puntos en el eje vertical central. La distancia de estos
puntos al punto (0,0) del espacio de Fourier nos da la frecuencia espacial de las lineas de la
imagen. En la siguiente figura IV-26, se muestra una de las imagenes inmunohistoquimicas.
Especialmente, es de un ojo control marcado con anti-colageno IV. Se ha introducido en
Matlab, se ha normalizado y luego se ha cambiado artificialmente la intensidad del marcaje
(véase Fig. IV-26, imagen oscurecida artificialmente). La Uinica distincién entre estas dos
imagenes es de intensidad. Es decir, "simula" una sobreexpresion de colageno IV (sube el
marcaje de coldgeno IV). A continuacién, hemos tomado el area marcada en rojo en ambas
imagenes y se realizé una deteccion de bordes. Los resultados se muestran en la parte
inferior de la figura IV-26. Como puede verse, se produce el mismo resultado. Lo que se

pretende con estas medidas es saber si, ademas de cambiar la cantidad de coldgeno IV o
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laminina-1 en una zona, esta variacién también implica una modificacién en la textura,
debido a variacion en la organizacién del colageno IV o laminina-1, o simplemente hay més

o menos colageno IV o laminina-1.

Imagen oscurecida artificialmente Imagen Original

0.3

FIGURA IV- 26: Comparacidn entre los resultados del detector de bordes Canny entre dos
imagenes con la misma morfologia, pero con diferentes niveles de marcaje. Para hacer esto, se
toma una imagen original y se alteran sus valores de gris usando Matlab (imagen oscura
artificialmente). Dado que la morfologia es la misma, el resultado es el mismo (fila inferior).
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1. METODO DE PROCESAMIENTO DE IMAGENES

Como se indicé en la seccion anterior, se usaron 9 cortes de ojos de cada muestra (control,
D2, D8) y marcaje. Todas las imagenes utilizadas se normalizaron en escala de grises (véase
Fig. IV-27B) para tener el mismo rango de sefial. La figura IV-27A representa las ROI que se

pretenden estudiar en cada ojo.
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FIGURA IV- 27: A, corte de cabeza de un embridon control marcado con anti-colageno IV. Las areas
seleccionadas son las zonas analizadas (C: cérnea, L: cristalino, R: retina). B, region local del
cristalino en escala de grises. C, region local del cristalino con detector de borde Canny. D, imagen
de lineas verticales espaciadas 3 pixeles y (E) es su imagen de la Transformada de Fourier.

Todos los cristalinos marcados con anti-coladgeno IV tienen un tamafio de 293x308 pixeles,
mientras que los marcados con anti-laminina-1 miden 176x245 pixeles. Por otro lado, la
dimensidn de las imagenes de la cornea es la misma para los dos marcajes 42x200 pixeles.
Por tltimo, el tamafio de las imdgenes de retina para ambos marcajes es de160x187 pixeles.
La figura IV-27B representa una de estas areas seleccionadas (cristalino) y la figura IV-27C
muestra el resultado al aplicar el detector de bordes Canny en la zona seleccionada. El
detector de bordes Canny es una herramienta de procesado de imagenes que se usa para
encontrar el borde de una imagen. Asi, se simplifica el analisis de dicha imagen al reducir la
cantidad de datos a procesar. La segmentacion basada en la deteccion de los bordes es un

método caracterizado por su rapidez y no requiere una gran potencia computacional [65,

66].
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El procedimiento seguido para la determinacién del tamario del grano se detalla a
continuacion: para cada grupo estudiado (control, D2 y D8), se realizd la autocorrelacién de
cada imagen individualmente tras la sustraccién de su valor medio. La correlacién coge
todos los puntos en todas las direcciones que se encuentran a una distancia determinada de
un cierto punto y realiza un promedio. Esto lo repite con todos los puntos que forman la
imagen, por lo que se obtiene finalmente es una imagen con la forma aproximada de la
molécula y su tamafio. De esta forma se obtiene un valor medio del tamaifio de la molécula
en unidades de pixeles.

Es posible medir el tamafio medio del grano como el ancho de la funcién de correlacion. En
nuestro caso, tomamos el ancho de media altura en las direcciones horizontal y vertical. El
valor final del tamafio de grano fue tomado como el valor medio geométrico de ambas
direcciones. Finalmente, se considera el valor medio del ancho de la funcién de
autocorrelacién como una correlacidn representativa de todo el grupo. Asi, la correlaciéon
entre los pixeles de la imagen proporciona informacidn sobre la forma y el tamafio del grano
promedio en la imagen digital. Como resultado final, 1a correlacién proporciona una imagen
con el tamafio del marcaje: colageno IV o laminina-1.

Por otro lado, el segundo método utilizado en esta seccidn para el andlisis de textura es la
Transformada de Fourier (TF). Es una herramienta importante en el procesado de
imagenes, utilizada a menudo para obtener informacion sobre la estructura geométrica de
la imagen en el dominio de frecuencias. De hecho, la TF se ha vuelto indispensable en
muchas areas cientificas como la biomedicina [67]. Para este analisis, utilizamos las mismas
imagenes del analisis de autocorrelacion anterior, pero ahora con un tratamiento previo
mediante el Canny (véase Fig. [V-27C) con el fin de encontrar contornos presentes en las
imagenes.

Para cada grupo, realizamos la TF para cada imagen individualmente. Para ello, usando
Matlab, aplicamos las funciones, fft2 (para devolver la TF bidimensional de la imagen) y
fftshift (cambia el componente de frecuencia cero al centro del espectro). Para aumentar la
precision, el fft2 se calcula con 1000x1000 puntos, por lo que cada imagen original se
rellena con ceros. De esta manera, el punto (0,0) en el plano de frecuencia de Fourier se
ubica en el punto 500x500 . Como ejemplo, la imagen de lineas verticales espaciadas 3
pixeles mostrada en la figura IV-27D. Su TF se muestra en la figura IV-27E, consta de dos
puntos de frecuencia en el eje horizontal que indican que la imagen contiene lineas
verticales de alta frecuencia (los puntos estan lejos de (0,0)). Luego, se puede estudiar el
espaciado y la orientacion de las lineas de la imagen tratada con Canny mediante la imagen

de su TF.

220



Posteriormente, se promedi6 el conjunto de 9 imagenes con TF para cada grupo y laimagen
final se tom6 como representante de todo el grupo. De esta forma, la TF nos permite analizar
la distribucion del marcaje para coldgeno IV y laminina-1, y al mismo tiempo detectar la
orientacion de las fibras/células.

Por ultimo, para estimar la distribucién y los intervalos de confianza de la media, desviacién
estandar, skewness y curtosis del tamario del grano se utiliza el método de remuestreo
Bootstrap, explicado previamente en el capitulo II. Como se ha dicho anteriormente, este
método extrae repetidas muestras que tienen el mismo tamafio de una estimacién
poblacional reiteradas veces. Para ello, utilizamos un total de 100 réplicas bootstrap para
calcular los pardmetros anteriores. Este tamafio de muestra suele ser suficiente para dar
intervalos de confianza adecuados [50]. Luego aplicamos la prueba estadistica no
paramétrica Kruskal-Wallis para probar cuando las distribuciones (media, desviacion
estandar, skewness y curtosis) son diferentes entre el grupo control y los grupos D2 y D8,

para un nivel de significancia p<0.05.
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2. RESULTADOS

2.1 Cristalino: tamafio del grano

Los resultados se muestran en la figura [V-28 ((A,a), (B,b) y (C,c)) en el caso del colageno 1V,
yenlafiguraIV-28 ((D,d), (E,e) y (F,f)) paralalaminina-1. Al analizar las imagenes marcadas
con anti-colageno IV encontramos que el tamario del grano vuelve mas grande a medida que
aumenta el déficit materno de AF. Especialmente en D8, donde se ve claramente que el
tamafio del grano es mucho mas grande tanto en altura como en anchura. Sin embargo, la
situacion para las imagenes marcadas con anti-laminina-1 es totalmente opuesta. Es decir,
el tamario del grano se hace mas pequeno a medida que aumenta el déficit materno de AF.
El tamario del grano comienza a reducirse en D2 y es mucho mas pequeiio en D8 en

comparacion con el grupo control.

Control

Colageno IV ﬂ

TER

Laminina-1

FIGURA IV- 28: Resultados del tamafio del grano obtenidos a partir del analisis de imagenes de
cristalino. Las figuras A, By C representan a los grupos control, D2 y D8, respectivamente,
marcados con anti-colageno IV. Las figuras D, E y F representan los grupos control, D2 y D8,
respectivamente, marcados con anti-laminina-1. Las figuras a, b y c corresponden cristalinos de
los grupos control, D2 y D8, respectivamente, marcados con anti-colageno IV. Las figuras d, e y f
corresponden a cristalinos de los grupos control, D2 y D8, respectivamente, marcados con anti-
laminina-1.
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Las figuras IV-29 y 1V-30 muestran el resultado del andlisis estadistico realizado con los
datos del tamario del grano de los cristalinos marcados con anti-colageno IV o anti-laminina-
1, respectivamente. Como se ha mencionado anteriormente, se han simulado muestras de
100 datos con el método bootstrap. Hemos probado con muestras de diferentes tamaios y
el nimero 100 dio resultados estables, sin tener que aumentar demasiado el ndmero de
muestra bootstrap respecto al original [50]. Con este método, se obtuvieron 100 muestras
de los valores de la media, desviacion estandar, skewness y curtosis a partir de los nueve
valores de tamario del grano para los grupos control, D2 y D8. Después de esto, se aplica la
prueba de Kruskal-Wallis para resumir graficamente la distribuciéon de frecuencias de los
pardmetros anteriores.

Los resultados se muestran en forma de diagrama de caja y bigotes, que fue descrito por
John Tukey en 1977. Este grafico consiste en una caja rectangular, atravesada por una linea
vertical que indica donde se posiciona la mediana y los extremos representan los valores
minimo y maximo de la variable. Por otra parte, las lineas que sobresalen de la caja
representan los bigotes superior e inferior, los casos por encima de este limite se consideran
atipicos [68]. La figura IV-29 muestra los resultados para los cristalinos marcados con anti-
colageno IV y la figura IV-30 para cristalinos marcadas con anti-laminina-1. Cada figura
contiene tres diagramas de caja que representan la distribucidn espacial de los grupos
control, D2 y D8. En el caso de colageno 1V, las diferencias son estadisticamente
significativas (p <0.05) entre el control-D2 y el control-D8 en todos los pardmetros (media,
desviacion estandar, skewness y curtosis). En el caso de la laminina-1, todos los parametros
son diferentes y con significancia estadistica entre control-D2 y control-D8, excepto la
curtosis. Ambos resultados muestran que la distribuciéon de probabilidad del tamario de
grano es diferente entre el grupo control y los grupos D2 y D8. En promedio, a medida que
aumenta el déficit materno de AF, el tamafio del grano crece en los cristalinos marcados con

anti-colageno IV y disminuye en el caso de laminina-1.
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FIGURA 1V- 29: Diagramas de caja para las distribuciones: media, desviacién estandar, Skewness y
curtosis del tamafio del grano de los cristalinos marcados con anti-colageno IV. Todos los grupos
muestran una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05).
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FIGURA 1V- 30: Diagramas de caja para las distribuciones: media, desviacién estandar, Skewness y
curtosis del tamafio de grano de los cristalinos marcados con anti-laminina-1. Todos los grupos
muestran una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05) excepto para la curtosis
(marcados con 'puntos negros' en la figura).
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2.2 Cristalino: Transformada de Fourier

La figura IV-31 muestra los resultados para el andlisis de orientacion de las fibras del
cristalino utilizando la TF. En cada una de las imagenes, se puede observar que el espectro
tiene sus valores principales en una forma circular lo que indica que las moléculas cambian
principalmente sus orientaciones y no la distancia entre ellas. Las imagenes de colageno IV
(véase Fig. IV-31 ((A, a), (B, b) y (C, c))) muestran que la dispersion es menor en D2 y D8,
pero con mayor cambio en la orientacién de las moléculas en ambos grupos comparados
con el control. No obstante, las imagenes marcadas con anti-laminina-1 (véase Fig. [V-31
((D, d), (E, e) y (F, f))) muestran lo contario: la dispersién es mayor en D2 y D8 con cambio

en la orientacion de las fibras.

Control

Colageno IV

Laminina-1

AN

FIGURA 1V- 31: Analisis de transformada de Fourier del cristalino. Las figuras A, By C representan
los grupos control, D2 y D8 marcados con anti-coldgeno IV. Las figuras D, E y F representan los
grupos control, D2 y D8 marcados con anti-laminina-1. Las figuras a, b y c corresponden a la
deteccién de borde mediante el filtro Canny en los grupos control, D2 y D8 marcados con anti-
colageno IV. Las figuras d, e y f corresponden a la deteccién de bordes mediante el filtro Canny en
los grupos control, D2 y D8 marcados con anti-laminina-1.
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2.3 Cornea: tamaiio del grano

La figura IV-32 muestra los resultados para el tamaiio del grano. En el caso de colageno IV
(véase Fig. IV-32 (A, a), (B, b) y (C, c)), encontramos que el tamario del grano se hace mas
grande al aumentar el déficit materno de AF. En ambos grupos, D2 y D8, se observa que el
tamano de grano es mayor en altura y anchura. Al comparar las imagenes de las corneales
marcados con anti-colageno IV (véase Fig. IV-32 (a, by c)), se observa que las cérneas de los
grupos D2 y D8 tienen una textura mas granulada y rugosa. Sin embargo, el grupo control

presenta una textura lisa y uniforme.

Por otra parte, la situacién con las imagenes de laminina-1 es completamente diferente
(véase Fig. IV-32 (D, d), (E, ) y (F, f)). Encontramos que el tamaiio del grano se hace mas
pequefio con el aumento del déficit materno en comparacién con el grupo control.
Asimismo, en las imagenes de las corneales marcados con anti-laminina-1 (véase Fig. [V-32
(d, e y f)), se observa que la textura de las cérneas control es rugosa y granulada, pero se

vuelve uniforme, homogénea y suave en ambos grupos D2 y D8.

Carnea control col-IV Cérnea D2 Col-IV Cérnea D8 Col-IV

2 .«,}e\}.v;x ,’Q f

= ”‘1‘\‘*

FIGURA IV- 32: Correlacion del tamafio del grano obtenida a partir del analisis de imagenes
corneales. Las figuras A, By C representan al control, D2 y D8, respectivamente, marcados con
anti-colageno IV. D, E y F representan los grupos control, D2 y D8, respectivamente, marcados con
anti-laminina-1. Las figuras a, b y c corresponden a imagenes corneales de los grupos control, D2
y D8, respectivamente, marcado con anti-coldgeno IV. Las figuras d, e y f corresponden a iméagenes
corneales de los grupos control, D2 y D8, respectivamente, marcado con anti-laminina-1.

226



Tal como se observa en las figuras 1V-33 y IV-34, correspondientes al coldgeno IV y
laminina-1, respectivamente, las diferencias son estadisticamente significativas (p <0.05)

entre control-D2 y control-D8 en todos los parametros (media, desviaciéon estandar,

skewness y curtosis).
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FIGURA 1V- 33: Diagramas de caja para las distribuciones: media, desviacién estandar, skewness y
curtosis del tamafio del grano de las cérneas marcadas con anti-coldgeno IV. Todos los grupos
muestran una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05).
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FIGURA 1V- 34: Diagramas de caja para las distribuciones: media, desviacién estandar, Skewness y
curtosis del tamafio del grano de las cérneas marcadas con anti-laminina-1. Todos los grupos
muestran una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05).
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2.4 Cérnea: Transformada de Fourier

Los resultados de la TF para ambos marcajes se observan en la figura IV-35. Tanto las
imagenes de coldgeno IV (véase Fig. IV-35 (4, a), (B, b) y (C, c)) como las marcadas con anti-
laminina-1 (véase Fig. IV-35 (D, d), (E, e) y (F, f)) muestran un ligero cambio en la
orientacion de las células en los grupos D2 y D8. Por otra parte, la dispersidn de la
orientacion aumenta ligeramente en los grupos D2 y D8 marcados con anti-laminina-1.
Como puede verse en la figura, la TF consta de puntos de frecuencia en el eje vertical lo que
indica que la imagen contiene células dispuestas en lineas horizontales. Se puede observar
también que existe una ligera inclinacién de los puntos, esto indica que las células estan

ligeramente inclinadas respecto a un plano horizontal.
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FIGURA IV- 35: Anadlisis de transformada de Fourier de la cérnea. Las figuras A, By C representan
los grupos control, D2 y D8 marcados con anti-coldgeno IV. Las figuras D, E y F representan los
grupos control, D2 y D8 marcados con anti-laminina-1. Las figuras a, b y c corresponden a la
deteccién de borde mediante el filtro Canny en los grupos control, D2 y D8 marcados con anti-
colageno IV. Las figuras d, e y f corresponden a la deteccién de bordes mediante el filtro Canny en
los grupos control, D2 y D8 marcados con anti-laminina-1.
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2.5 Retina: tamafio del grano

Respecto al andlisis de textura de la retina, las imagenes marcadas con anti-colageno IV
muestran un aumento en el tamario del grano especialmente en el grupo D8 (Fig. [V-36 (A,
By (C)). Asimismo, en las retinas control marcadas con anti-colageno IV el tejido es uniforme

y homogéneo; pero se cambia a rugoso y granulado en D2 y D8 (Fig. [V-36 (a, by c)).

Por otra parte, el marcaje con anti-laminina-1 muestra mayor tamario del grano en ambos
grupos D2 y D8 (Fig. IV-36 (D, E y F)). La textura de la retina en los individuos control es
muy homogénea y uniforme. Sin embargo, cambia en los grupos D2 y D8 y vuelve granulada

y rugosa (Fig. IV-36 (d, e y f)).

Control

Colageno IV

Laminina-1

FIGURA IV- 36: Correlacion del tamafio del grano obtenida a partir del analisis de imagenes
retinianas. Las figuras A, B y C representan al control, D2 y D8, respectivamente, marcados con
anti-colageno IV. D, E y F representan los grupos control, D2 y D8, respectivamente, marcados con
anti-laminina-1. Las figuras a, b y c corresponden a imagenes de tejidos retinianos de los grupos
control, D2 y D8, respectivamente, marcado con anti-coldgeno IV. Las figuras d, e y f corresponden
a imagenes de tejidos retinianos de los grupos control, D2 y D8, respectivamente, marcado con
anti-laminina-1.

Los resultados del andlisis estadistico en forma de diagrama de cajas y bigotes se muestran
en las figuras IV-37 y IV-38 para los dos marcajes colageno IV y laminina-1,
respectivamente. Como puede verse, todas las diferencias entre el grupo control-D2 y
control-D8 son significativas (p<0.05) excepto en el caso de la curtosis del tamario de grano

de retinas marcadas con anti-colageno IV.
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FIGURA 1V- 37: Diagramas de caja para las distribuciones: media, desviacién estandar, Skewness y
curtosis del tamafio del grano de las retinas marcadas con anti-coldgeno IV. Todos los grupos
muestran una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05) excepto para la curtosis
(marcados con 'puntos negros' en la figura).
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FIGURA 1V- 38: Diagramas de caja para las distribuciones: media, desviacién estandar, Skewness y
curtosis del tamafio del grano de las retinas marcadas con anti-laminina-1. Todos los grupos
muestran una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05).
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2.6 Retina: Transformada de Fourier

Los resultados de la TF para las imagenes retinianas marcadas con anti-colageno IV
muestran que la orientacidn es la misma en todos los grupos, pero hay mayor dispersién en
los grupos D2 y D8 (Fig. IV-39 (A, B, C)). Del mismo modo, analizamos las retinas marcadas
con anti-laminina-1, con respecto a la orientacion se observa cambio en la orientaciéon en

D8, ademas de mayor dispersiéon en D2 y D8.

Control

Colageno IV

Laminina-1

FIGURA 1V- 39: Analisis de transformada de Fourier de la retina. Las figuras A, By C representan
los grupos control, D2 y D8 marcados con anti-colageno IV. Las figuras D, E y F representan los
grupos control, D2 y D8 marcados con anti-laminina-1. Las figuras a, b y c corresponden a la
deteccién de borde mediante el filtro Canny en los grupos control, D2 y D8 marcados con anti-
colageno 1V. Las figuras d, e y f corresponden a la deteccién de bordes mediante el filtro Canny en
los grupos control, D2 y D8 marcados con anti-laminina-1.
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IV. DISCUSION DEL CAPITULO IV

En este capitulo, hemos examinado los cambios de la textura de algunas estructuras
oculares utilizando nuevos métodos de procesamiento y analisis de imagenes basados en
teorias matematicas. Estas herramientas nos han facilitado extraer informacion util de las
imagenes. Por ello, pueden ser los primeros pasos hacia el desarrollo de algiin algoritmo
que se puede utilizar como método de diagnéstico inicial para diferenciar estructuras

alteradas, como se hace en las biopsias que discriminan tejidos sanos de patolégicos.

La primera herramienta introducida en este capitulo es el analisis multifractal. Mas
precisamente, proponemos el uso de algunos parametros fractales que son: DF, lacunaridad,
divergencia y espectro multifractal para evaluar la complejidad estructural e irregularidad

de las estructuras.

Utilizamos la lacunaridad en la medicién de la textura en la imagen esencialmente por su
capacidad para estimar la falta de homogeneidad en un objeto [69]. Mide la distribucién de
huecos en el tejido, esos huecos nos pueden proporcionar informacién sobre la
homogeneidad de la distribucién celular o molecular [70]. Por regla general, las estructuras
con baja lacunaridad son homogéneas debido a que todos los tamafios de los huecos son

iguales, no obstante estructuras con alta lacunaridad son heterogéneas.

Seglin nuestros resultados, en promedio la lacunaridad tiende a aumentar en los grupos D2
y D8 con respecto al control en todas las estructuras estudiadas, excepto en retinas y
corneas marcadas con anti-laminina-1 (véase Fig. [V-13 y IV-14). Esto significa que casi

todas estructuras de los grupos D2 y D8 se vuelven mas heterogéneos.

Por otra parte, los resultados del espectro multifractal indican que los cambios mas grandes
en los espectros multifractales se dan, en orden decreciente, en el cristalino, retina, vitreo y
coérnea. En el caso del cristalino y el vitreo, el cambio tiende a hacer que los tejidos sean mas
multifractales para el marcaje con anti-laminina-1, mientras que en el caso del coldgeno IV,
los cambios se producen principalmente en la parte monofractal. En el caso de la retina, se
producen cambios en la parte multifractal del espectro (marcadas con anti-colageno V) y
en ambas partes del espectro para el caso de la laminina-1. Finalmente, para la cérnea, los
cambios se producen igualmente en ambas partes del espectro para ambos tipos de marcaje.
El uso de la segunda métrica nos ha permitido hacer una comparacién para cada valor del
parametro "q" en los espectros multifractales (véase ecuacion 4.14). Asi, hemos podido
comparar en qué parte del espectro multifractal se produce la mayor diferencia entre el

control y los grupos D2 y D8 (parte monofractal q <1 o multifractal q >1). Al parecer, en
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el caso de valores mas grandes, la diferencia con el grupo control se encuentra
principalmente en la parte multifractal de los espectros. Sin embargo, en el caso de las
diferencias menos importantes, los cambios afectan a la parte monofractal y multifractal
por igual. En resumen, los hallazgos de la primera seccién sugieren que, para casi todos los
casos analizados, existen muchos huecos grandes e irregulares y las estructuras tienden a

ser mas heterogéneos de lo normal para ambos marcajes.

Por otra parte, comparando los resultados obtenidos mediante el analisis multifractal y los
conseguidos mediante el parametro tamaiio del grano hemos encontrado evidencias de que
una dieta materna carente de AF altera la textura de las estructuras, en el interior del
cristalino, cérnea y retina, lo que produce cambios en el grado de rugosidad e irregularidad
de los tejidos: los tejidos de los grupos D2 y D8 marcados con anti-colageno IV se vuelven
mas rugosos e irregulares, sin embargo los marcados con anti-laminina-1 vuelven mas lisos.
Estos cambios en la textura de los tejidos hacen que las estructuras se vuelvan mas
heterogéneos de lo normal y con mas irregularidad espacial. El empleo conjunto de ambos
métodos, andlisis multifractal y tamano del grano, podria ser ventajoso para evaluar la
textura de tejidos biolégicos. Primero, porque ambas técnicas no son destructivas ya que no
hacen sufrir ningtin dafio visible a la muestra. Segundo, aprovechar las técnicas de tincion,
como en nuestro caso la inmunohistoquimica, podria ayudar a identificar cambios
especificos en las moléculas dentro de las estructuras. Gracias a este tipo de tinciones, se
pueden revelar texturas con una disposicién espacial mucho mas fina, eso se debe a que la
tincion resalta complejos moleculares muy pequefios, como proteinas, lipidos, etc. [71]. Por
lo tanto, cualquier disposicidn no aleatoria de las células va a generar distintas texturas de
tejido con distinta coloracién en la imagen [72]. Asi que, aprovechando tales imagenes
realizando un analisis automatizado de la textura ayudaria en el diagnostico diferencial de
una serie de enfermedades o para identificar tejidos especificos, ttil para varios propdsitos

clinicos.

Por tultimo, el segundo método utilizado en este capitulo, el andlisis de la dimensidn fractal
conectada local (DFCL), también podria resultar util para evaluar posibles variaciones
locales en estructuras. La DFCL muestra una mayor variabilidad en la estructura espacial de
los cristalinos entre individuos, esto no era posible observarlo en el capitulo anterior
cuando estudiamos los cambios en la expresion de colageno IV y laminina-1. Debemos hacer
notar que en el caso de la infra/sobreexpresion de estas moléculas, el primer CP
representaba en promedio casi el 97% de los datos para todos los grupos (control, D2 y D8),
sin embargo, para la DFCL este porcentaje se calcula solamente entre 30% y 47%. Cabe

afiadir que, en el capitulo anterior, hemos definido una métrica que proporciona el angulo
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entre el autovector asociado al primer CP y el que se asociaria con la toma del valor medio
de las imagenes. En el caso de la DFCL este angulo es de 102, mucho mas alto que el obtenido
en el estudio de la infra/sobreexpresion. Esto muestra que la variacion entre individuos no
se distribuye de forma aleatoria, sino con una estructura espacial marcada. Como puede
verse en la figura IV-23, las células epiteliales del cristalino y la region de transicién son las
zonas donde la variabilidad es mayor. En el caso del colageno IV, para D2, también existe
una variacidn en la zona de las fibras del cristalino, que coincide con la sobreexpresion

observada en esta region en el capitulo anterior.

A pesar de que las zonas de sobreexpresion de colageno IV y laminina-1 en el cristalino se
correlacionan positivamente con un aumento de la DFCL con respecto al grupo de control,
la correlaciéon no es muy alta. En este sentido, es util recordar que la correlacién se
establecié con las imagenes reconstruidas para la DFCL solo con el primer proceso P1, el
mas representativo para todos los grupos, con un porcentaje de la varianza total en torno al

50%.

La alteracidén en la organizacion espacial de las moléculas estudiadas en el cristalino descrita
anteriormente sugiere que puede causar cambios en sus caracteristicas 6pticas. Algunos
estudios relacionan el espectro fractal de los tejidos con sus parametros de esparcimiento
(scattering) [73, 74] que podrian estar también relacionados con patologias como la
catarata en sus etapas iniciales [75]. Para averiguar los posibles cambios en las propiedades
de scattering de los cristalinos, vamos a estudiar en el préximo capitulo las variaciones en

el grado de polarizacién de la luz después de su interaccion con estas estructuras.
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Capitulo V




L. CARACTERIZACION OPTICA DE LOS TEJIDOS: LUZ
POLARIZADA

Las imagenes polarizadas son una nueva modalidad utilizada en muchas ramas de la ciencia,
especialmente en biologia [1]. Hoy en dia, existe un gran interés en las técnicas de imagen
Optica basadas en luz polarizada, debido a sus potenciales aplicaciones como método de
diagnostico dptico no invasivo. Este método permite un analisis detallado de los cambios en
la textura de tejidos, midiendo propiedades fisicas que no son detectables utilizando
imagenes convencionales. Estas propiedades tratan de extraer nueva informacion sobre el
tamarfio, la forma y concentracién de particulas dispersas, asi como extraer la mayor
cantidad de informacion posible sobre procesos de scattering y el grado de despolarizacién
de la luz [2]. Se sabe que muchos tejidos bioldgicos exhiben birrefringencia debido
fundamentalmente a su contenido celular y estructural [3]. Por este motivo, el uso de las
propiedades de polarizacién de los tejidos se ha establecido como un mecanismo de

contraste en la imagen biomédica [4].

En el presente capitulo, a diferencia de los capitulos anteriores, se van a evaluar estructuras
oculares incluidas en parafina procedentes de cabezas de embriones de los grupos contro],
D2 y D8. Pretendemos desarrollar una nueva técnica para evaluar los cambios en las
estructuras respecto al grupo control sin tener que realizar ninguna tincién ni marcaje
biolégico. Esto significa que la nueva técnica puede utilizarse como un indicador para
proporcionar informaciéon sobre la anisotropia espacial de los tejidos. El método no
reemplaza la estimacion histoldgica, pero ayudaria a evaluar el dafio estructural antes del
marcaje. En general, los tejidos bioldgicos que forman parte de las estructuras corporales
abarcan una amplia variedad de distintos tipos de moléculas con una composicién

bioquimica variada.
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1. LUZ POLARIZADA: MODELO MATEMATICO

1.1 Parametros de Stokes

1.1.1 Polarizacion lineal

Un polarizador es un material que transmite de forma selectiva el campo eléctrico haciendo
que este vibre en un determinado plano. Existen varios tipos de polarizadores, pero en esta
tesis utilizaremos polarizadores lineales que solo dejan pasar la componente del campo

eléctrica que vibra paralela a su eje.
Consideramos un rayo incidente de luz polarizada formado por dos componentes
ortogonales EX y Ey , que tienen diferentes amplitudes y fases. Ambas son las componentes

del campo eléctrico en las direcciones x e y, y que viajan en la direccion z. Las dos ondas

incidentes se pueden expresar como[5]:

E, (z,t) = iE,, cos(kz — wt) (5.1)
E, (z,1) = jE,, cos(kz — ot + Ae) (5.2)
donde E0x y Eoy son las amplitudes, (kz—wt) es la fase, (A¢) es la diferencia de fase

relativa entre las dos ondas. La adicién de A¢ positivo significa que Ey queda detras de EX

en Ag >0. No obstante, si es negativo Ey procede a E,en Ag <0. Finalmente, si A¢ =00

multiplo entero de +27, ambas ondas estan en fase y la onda resultante es:

E = (iE,, + JE,,) cos(kz — at) (5.3)

Esta onda resultante, por tanto, tendra una amplitud fija igual a (iE,, + JE,,) que es a su

vez linealmente polarizada (Fig. V-1).
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Luz no polarizada

Polarizador

Luz linealmente
polarizada

FIGURA V- 1: Obtencidén de luz linealmente polarizada a partir de una emisién de luz no
polarizada.

A partir de las componentes paralela y perpendicular del campo incidente se pueden definir
los parametros de Stokes. Stokes [6] mostré que un haz de luz se puede caracterizar por
cuatro elementos del vector de Stokes conocidos como Parametros de Stokes (I, M, C, V),
que especifican la intensidad incidente (I) y el estado de polarizacidn del haz de luz (M,C,V).
Los elementos del vector de Stokes se definen de la siguiente manera [5]: , es la intensidad
total de la luz medida sin ningln analizador delante del detector. M, representa la tendencia

de la polarizacién a asemejarse a una polarizacién horizontal (M > 0) o vertical (M < 0).
C, representa la tendencia de la luz a asemejarse a una polarizacién lineal en la direccion

+45° (cuando (C >0))oenladirecciéon —45" (cuando (C <0) ). Finalmente, V, representa la
tendencia del haz a tener sentido a derechas (V > 0), izquierdas (V <0) o ninguno de los

dos (V =0).

De esta forma, para una luz cuasimonocromatica [5]:

E, (t) = iE,, (t) cos((kz — at) + &, (t)) (5.4)
E, (t) = iE,, (t) cos((kz — @t) + &, (1)) (5.5)

donde E(t) = EX (t) + Ey (t) . Utilizando estos parametros, el Vector Stokes se puede definir

como:
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donde €=¢&,-¢, y <>T significa promedio temporal. Por otra parte, para luz

perfectamente monocromatica los parametros de Stokes serian:

17 [ EL+EL
M E. —E;

— 0 Oy (57)
C 2E,E,y, cose
Vv

2E,,E, sing

A partir de los parametros de Stokes se pueden definir el grado de polarizacién (DOP), grado
de polarizacién lineal (DOLP), y el grado de polarizaciéon circular (DOCP) de la siguiente
forma [2, 7, 8]:

VM2 4+C%+V?2

DOP = | (5.8)

JM?+C?

DOLP = 0 (5.9)

DOCP =\Ii (5.10)

Los parametros de Stokes también permiten calcular el retardo, Ag , entre las dos

componentes perpendiculares del campo eléctrico, dado por A. — atan (V/ M2 +c2 ) [9].

El valor del DOP es un ntimero entre 0 y 1. Entonces, para luz completamente polarizada,
DOP = 1 y para luz no polarizada DOP = 0 (para este tipo de luz el plano de polarizacién
cambia de manera aleatoria en la propagacion). Por lo tanto, la luz parcialmente polarizada

que esta representada por 0 <DOP <1, se puede considerar como una superposicion de un
vector de Stokes completamente polarizado Sp y un vector de Stokes no polarizado SU .De

esta forma, el vector de Stokes par luz parcialmente polarizada se puede definir como:
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S +DOP

< 0L

=S, +S, = (1- DOP) (5.11)

0
0
0

< 0L

Andlisis de la elipse de polarizaciéon: También puede darse el caso de que el campo
eléctrico “gire” ala vez que se propaga. En estas situaciones, el extremo del campo eléctrico
genera, en un plano perpendicular al eje z de propagacion, una elipse denominada elipse de
polarizacion, caracterizada por una serie de parametros. Se pueden definir los parametros
de la elipse de polarizacién, A (semieje mayor), B (semieje menor) y angulo de polarizacion
O denominado también azimut (comprendido entre el semieje mayor de la elipse y el eje x

del plano contra el cual se esta analizando), mostrados en la figura V-2, como sigue [9]:

Definimos la intensidad de una polarizacidn total, | 0 tal que:
I;=M?*+C*+V? (5.12)

Del mismo modo, definimos la intensidad compleja de polarizacién lineal como L =M +iC.

Yaque M =Re(L) y C =Im(L), podemos definir L como

Ll=vM?+C? (5.13)
L=+

De esta forma, podemos representar los parametros de Stokes en términos de los

parametros de la elipse de polarizacién de la siguiente manera:

|, = A*+B%

M = (A* - B?)cos(26);
C = (A*-B?)sin(20);
V =2AB-sgn(V)

(5.14)

De las ecuaciones anteriores se puede deducir el valor de A, By O:
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|, =A*+B*= A’=1 -B’

p

IL| =M% +C? = [((A? - B?) cos(26))? + (A? — B2)sin(26))’
IL| = /(A2 - B2)?(cos(20))? +sin(26))?) = A? — B?

(5.15)

|L|=A2—BZ=Ip—BZ—BZ:Ip—2|32:>|32=%(|p—||—|)

/l
Por tanto, el valor de B es: B= E(I , —| L|); (5.16)

Por otra parte:

1 1 1
A= Ip_52 = Ip_(E(Ip_“‘D: Ip_5|p+§|l‘|
1 (5.17)
A’ :E(Ip +|L|)
1
A= /§(|p+||_|); (5.18)
H:%arg(L); (5.19)

Dado que hemos normalizado el valor de la intensidad I, los parametros de la elipse, Ay B,

se pueden expresar también en funcién de DOP y DOLP:

A= \/%(DOP +DOLP) (5.20)
B= \/% (DOP — DOLP) (5.21)
1 C
6==tan'| —
5 an [M) (5.22)
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FIGURA V- 2: Elipse de polarizacién

El uso de los parametros de Stokes permite caracterizar la polarizacion de la luz mediante

un vector: luz linealmente polarizada horizontal 1 1 0 0), linealmente polarizada
vertical (1 -1 O 0) , lineal a +45 grados (1 0 1 0) , lineal a -45 grados
@ 0 -1 O0),circularlevéogira @ 0 0 -—1),circulardextrégira (1 0 0 1) oluzno
polarizada (1 0 0O 0).Paraello, se suele normalizar los valores de intensidad anteriores
(1,M,C,V) respecto al valor de intensidad I.

En un medio biol6gico, los cambios en el grado de polarizaciéon (DOP) suelen estar asociados
a procesos de scattering en el tejido. Un aumento del scattering esta relacionado con una

disminucién del grapo de polarizaciéon [2]. Ademas, el scattering también influye en las

caracteristicas de transmisién del medio biolégico ya que la transmisiéon a distancias

grandes de la muestra puede escribirse como T =€Xp (—(,ua (A)+ u, (/1)) L, siendo 4,(4) el

coeficiente de absorcidn de la muestra, K, (A) el coeficiente de scattering y L el espesor de

la muestra. Asi, zonas en las que el DOP sea muy pequefio puede producir transmisiones
también bajas, incluso con coeficientes de absorcion pequerfios, si lo que denota es un

scattering grande.
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1.1.2 La lamina de cuarto de onda

La lamina de cuarto de onda es una lamina retardadora que introduce un desfase relativo
de% entre las dos componentes ortogonales de la onda de luz polarizada. Al colocar tras
un polarizador lineal una ldmina de un cuarto de longitud de onda con su eje éptico a 45°

con respecto al plano de polarizacién de la luz incidente, la luz emergente se convierte en

luz polarizada circular [5].

Polarizaciéncircular

Polarizacién lineal

FIGURA V- 3: Polarizaciéon de la luz a través de una ldmina de cuarto de onda
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1.2 Descripcién del experimento

El primer objetivo de este capitulo sera el montaje de un sistema de laboratorio para la
medida del estado de polarizacion de la luz tras atravesar las muestras bioldgicas que
estamos analizando. El sistema del montaje experimental se muestra en las figuras V-4 y V-
5. Asimismo, la figura V-6 muestra las distancias del banco de montaje. Estas figuras
describen el proceso realizado para llevar a cabo la medicién de los parametros de Stokes.

En general, el sistema estad compuesto de los siguientes elementos:

e Una fuente de luz sintonizable TLS 25C de la casa Optometrics que nos permite
cambiar la longitud de onda A de la luz de entrada al sistema. Su rango espectral es
de 360 nm a 1000 nm con una resolucién de 25nm. Tal como se muestra en la figura
V-7, los espectros tienen una anchura de banda pequeifia. Por esta razén, vamos a
considerar la fuente sintonizable como una fuente cuasi-monocromatica. En esta
misma figura, se puede ver que el nivel de intensidad es distinto para las diferentes
longitudes de onda. En este experimento de medida de los parametros de Stokes,
para cada ojo, se van a medir los parametros de Stokes para 3 longitudes de onda:
Azul (445nm), verde (540nm) y roja (660nm).

e Doblete acromatico: de la fuente sintonizable sale una fibra que se sittia en el foco
del doblete a fin de colimar la luz. Dicho doblete se monta sobre un tornillo
micrométrico con unaresolucion de 0.01 mm, de esta forma se puede situar la salida
de la fibra en un punto cercano al foco.

e Tras el doblete, se coloca el primer polarizador lineal (P1). Este polarizador fuerza
a tener luz polarizada lineal. Se coloca de tal modo que la direccién de polarizacion
es vertical.

e Tras P1 se coloca la muestra sobre un posicionador micrométrico con tres ejes de
libertad (X,Y,Z) (figura V-8). Tras la muestra, se sittia la lamina de cuarto de onda
seguida por el segundo polarizador o analizador (P2). Para conocer la posicién del
eje del polarizador P2 respecto al de P1, se realiza una calibracion previa en la que
se gira el segundo polarizador respecto al primero para encontrar el maximo de
sefal (ejes paralelos), junto con la posicion de sefial minima (ejes cruzados). Las
distancias entre todos los elementos aparecen en la figura V-6.

e A continuacion, se coloca una lente (L2) de +20D (f=50 mm), seguida por otra lente
(L3) de +2.50D (f=400mm).

e Finalmente, la transmision de la luz a través de 1.3 se colecta por una camara CCD de

la casa IMAGINGSOURCE modelo DFK21AF04. La cAmara tiene un sensor de un 1/4

de pulgada con 640x480 pixeles de tamafio 5.6 m cada uno. La camara posee una

251



conexion firewire a través de la cual se conecta al ordenador control. La
configuracién de la cdmara se realiza a través del software IC Capture de la propia
casa. Con él se fija el tiempo de exposicion de 1/15 segundos y un nivel de brillo de
51 adecuado al rango dinamico de la caAmara. Las imagenes se toman con el interfaz
de imaqtool de Matlab. Para cada toma de imagenes, se toma un conjunto de 50
imagenes consecutivas. Los 50 fotogramas son promediados pixel a pixel para
rebajar la influencia del ruido temporal de los detectores de la cAmara CCD. Las

imagenes son tomadas en escalas de gris de 0 a 256 niveles de gris con la toolbox de

Matlab.

A
P1 2 P2

Fuente I:'- .

muestra

L1 L2 L3

FIGURA V- 4: Esquema general del dispositivo experimental para la toma de imagenes y medir los
parametros de Stokes. L1: lente colimadora, L2 y L3: lentes convergentes. P1 y P2: polarizadores
lineales.

Las imagenes tomadas por la cAmara fueron procesadas y analizadas mediante el programa
de calculo Matlab. En este Software, disefiamos varios programas para el tratamiento de los
parametros de Stokes, que nos van a permitir calcular la distribucién de polarizaciéon en

cada pixel del conjunto de imagenes.
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A
FIGURA V- 5: Componentes del montaje experimental. L1, lente colimadora, P1, polarizador, —

ldmina de cuarto de onda, P2, analizador, L2 y L3, lentes convergentes.

FIGURA V- 6: Distancias del banco de montaje. Todas las distancias estan en cm.
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FIGURA V- 7: Espectros de la fuente sintonizable desde 450 nm a 657 nm.
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v

FIGURA V- 8: Fotografia de la plataforma porta muestras con tornillo micrométrico.
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Tras situar las muestras en su posicion, estas se enfocan sobre la cAmara con ayuda de los
posicionadores. El montaje éptico utilizado permite enfocar con comodidad tanto la capa
anterior y posterior de la parafina, asi como la muestra que se encuentra en su interior. Se
calcula y mide experimentalmente el aumento del sistema sobre el plano de la CCD

resultando un valor de 3,5.

El registro de la imagen sobre la CCD permite calcular los parametros de Stokes para cada

punto de la imagen segtn el procedimiento siguiente:

| I, +1,
S M L, =1,
=l |= (5.23)
C |+45v_|745v
V]| -1, ]

Donde |H es la intensidad de la imagen con el polarizador de analisis P2 en horizontal, Iv ,

las

la intensidad de la imagen con el polarizador de andlisis P2 en vertical, |+45 , |_45 ,

imagenes con el polarizador P2 a +45 y -45 grados respectivamente e |R , |L las imagenes

con el eje de la lamina retardadora a +45 y -45 respectivamente [10, 11].

1.3 Calibracién de los polarizadores cruzados

El proceso de medida consiste en hacer pasar un haz de luz con longitud de onda 540nm
(verde) a través de P1, la luz polarizada linealmente incide sobre la muestra. En este caso,
vamos a hacer incidir la luz polarizada sobre tres muestras: una del grupo control, otra del
grupo D2 y la ultima del grupo D8. La luz transmitida por la muestra va a atravesar al
analizador P2 y a los siguientes componentes hasta que este captada por la caAmara. Para
cada muestra, se comienza el giro de la rueda de grados del analizador P2, donde se sitda el
punto cero cuando el eje de P2 esta horizontal. Las imagenes captadas, para cada muestra,
corresponden a cada grado de giro. En total, se tomaran 90 imagenes correspondientes a
angulos que van desde 0° a 356° en pasos de 4°. La figura V-9, muestra las graficas de
calibracién de los polarizadores para cada grupo. En este caso se ha tomado la media de

toda la imagen. La figura V-9 muestra que le polarizador P2 esta paralelo a P1 en torno a 95
grados. Las figuraV-10 y V-11 representan las imagenes capturadas cuando Pl I Pz y P1 1 P2

, en el caso de toda la cabeza o del ojo, respectivamente.
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FIGURA V- 9: Valor medio de la sefial en funciéon del dngulo barrido en las mediciones.
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Control
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FIGURA V- 10: Imagenes de cortes de cabeza frontales tomadas cuando P1 y P2 estan paralelos o
cruzados.
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Control (P1 ] Pz) Control (P1 1 Pz)

D2(P, LP,)

D8 (P, LP,)

FIGURA V- 11: Imagenes de ojos tomadas cuando P1 y P2 estan paralelos o cruzados.

Las figuras V-10 y V-11 muestran claramente que el tejido observador cambia el estado de
polarizacién de la luz ya que cuando los polarizadores estdn cruzados subsiste luz
transmitida, sobre todo en el caso D8, en la zona de vitreo y coroides. En la siguiente seccién

se van a estudiar mas detenidamente estos cambios en el estado de polarizacién de la luz.
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2. RESULTADOS

2.1 MAPAS DE DISTRIBUCION DE POLARIZACION

En las siguientes figuras (Fig. V-12, V-13, V-14, V-15 y V-16), se encuentran los resultados
obtenidos de los mapas de distribucion del grado de polarizacién DOP, DOLP, DOCP, el ratio
entre los ejes de la elipse de polarizacion (B/A) y el angulo de giro, respectivamente. Cada
figura incluye ejemplo de un ojo control (primera fila), de D2 (segunda fila) y el dltimo
pertenece a D8 (tercera fila), iluminados con tres longitudes de onda: 445nm (primera

columna), 540nm (segunda columna), 660nm (tercera columna).

Tanto en la figura V-12 que muestra los resultados del DOP como en la figura V-13 que
representa el DOLP se puede observar, para el caso del control, un alto grado de
despolarizacién de la luz sobre todo en la parte posterior del ojo que comprende la coroides.
No obstante, para el D2, el aumento del grado de polarizacién solo se observa en el vitreo y
en una pequefia parte de la coroides. En cambio, en el tercer grupo (D8) es en el que se
observa un alto grado de despolarizacién de la luz sobre todo en la coroides, en todo el
vitreo, en algunas zonas del cristalino, en la membrana pupilar préxima al endotelio corneal

y en la retina.

Por otra parte, las imagenes de DOCP, mostradas en la figura V-14, y las del ratio B/A,
mostradas en la figura V-15, indican que cuando la luz polarizada linealmente incide sobre
los tejidos de los grupos D2 y D8 cambia su estado de polarizacion y se convierte en luz
polarizada circularmente. Ambas figuras revelan la capacidad de estos tejidos para generar
polarizacidn circular a partir de una luz incidente polarizada linealmente. Al observar estas
imagenes se puede deducir un aumento en el estado de polarizacién en varias estructuras
oculares: membrana pupilar pegada a la cdrnea, cristalino, vitreo, retina, coroides y vasos

que rodean la parte posterior del globo ocular.

Es conocido que los cambios en el estado de polarizacidn incidente en una muestra se deben
a dos fendémenos: la birrefringencia del tejido, asi como la despolarizacién por scattering.
Aunque, en el caso de la birrefringencia, ésta solo cambia el estado de polarizacién incidente

y no despolarizalaluz [12]. Por ende, esto puede significar dos cosas: en primer lugar, puede

que se induzca un efecto de birrefringencia An= Ny —N,, adquirido cuando las hembras de

ratén son sometidas a una dieta carente en AF. En general, la birrefringencia induce desfase
o retardo A& entre los dos componentes del rayo polarizado incidente: ordinario y
extraordinario. Ambos rayos estan polarizados en direcciones perpendiculares y con

distintas velocidades de propagacién. Al atravesar el tejido, los dos rayos mantienen el
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retardo hasta que vuelvan a transmitirse a la misma velocidad. Podemos entonces calcular

la birrefringencia teniendo en cuenta la siguiente ecuacion:

A-Ag
27-d

Asz%(no—ne)d = An=n,—n, =

(5.24)

donde d, es el espesor de la muestra 5um, A es la longitud de onda de la luz incidente, y A&
es el retardo que habiamos calculado previamente para las tres longitudes de onda. Medido
en estas unidades de incremento de indice de refracciéon los mapas de retardo son mas
facilmente interpretables. De ahi que podamos realizar mapas de “variaciones de indice
equivalentes” a comparar con los mapas de despolarizacion, a fin de poder apreciar los
efectos de orientacion de fibras (birrefringencia), respecto de los cambios mas generales de
despolarizacion. De esta forma, medimos y representamos en la figura V-17 la
“birrefringencia equivalente” de los tejidos para las tres longitudes de onda A=445nm,

A=540nm y A=660nm.

-3
Por lo tanto, tomando un valor de AN = N, —N, = 5.10 , Se observa claramente un aumento

en la birrefringencia en los grupos D2 y D8 comparados con el control. Dicha birrefringencia
se ve incrementada practicamente en todas las estructuras del ojo especialmente en el
grupo D8. En este sentido, es muy interesante comparar estos mapas de birrefringencia con
los mapas del grado de polarizacién de la luz circular (DOCP). Dado que la luz que entra ala
muestra es lineal, los puntos de la imagen con un DOCP alto seran aquellos en los que la luz
ha tenido un retardo considerable sin perder su grado de polarizaciéon. Véase como estos
puntos coindicen en la imagen con los vasos que rodean la parte posterior del globo ocular.
Esto sugiere el aumento de la birrefringencia en las muestras D2 y D8 respecto al grupo

control, donde ésta es pequefia en comparacion.

También es interesante destacar como el DOLP baja en los puntos donde el DOCP aumenta.
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FIGURA V- 12: Mapas del grado de polarizacién DOP para los tres grupos muestrales (control, D2 y D8). Obtenidas al iluminar los tejidos o culares con tres
longitudes de onda distintas: 445nm, 540nm y 660nm.
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FIGURA V- 13: Mapas de polarizacién lineal DOLP para los tres grupos muestrales (control, D2 y D8). Obtenidas al iluminar los tejidos oculares con tres
longitudes de onda distintas: 445nm, 540nm y 660nm.
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FIGURA V- 14: Mapas de polarizacién circular DOCP para los tres grupos muestrales (control, D2 y D8). Obtenidas al iluminar los tejidos o culares con tres
longitudes de onda distintas: 445nm, 540nm y 660nm.
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FIGURA V- 15: Mapas que representan el ratio entre los dos ejes de la elipse de polarizacién para los tres grupos muestrales (control, D2 y D8). Obtenidas al
iluminar los tejidos oculares con tres longitudes de onda distintas: 445nm, 540nm y 660nm.
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FIGURA V- 16: Mapas que representan el angulo de giro para los tres grupos muestrales (control, D2 y D8). Obtenidas al iluminar los tejidos oculares con tres
longitudes de onda distintas: 445nm, 540nm y 660nm.
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FIGURA V- 17: Mapas que representan la birrefringencia en los tres grupos control, D2 y D8, obtenidas al iluminar los tejidos oculares con tres longitudes de onda
distintas: 445nm, 540nm y 660nm.
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En segundo lugar, es probable que el cambio en el grado de polarizacién (sobre todo DOP)
en los tejidos de los grupos D2 y D8 se deba a sus diferentes propiedades 6pticas. Hay que
indicar que la polarimetria es ademas sensible a la absorcién y esparcimiento (scattering)
de los tejidos, lo que significa que son también importantes de medir, ya que son las dos
propiedades principales que difieren entre un tejido sano y otro patoldgico, mas que la

diferencia en la rugosidad de las superficies [13] o birrefringencia.

En este sentido seria muy interesante correlacionar los cambios en el grado de polarizacién
con la infra o sobreexpresién de las moléculas que hemos visto en capitulos anteriores
(colageno IV y laminina-1), con el fin de ver si esta infra o sobreexpresion afecta solamente
a la absorbancia o también al scattering en el tejido. Esta idea viene reforzada por los

cambios en la estructura fractal y multifractal que hemos detectado en el capitulo anterior.

Para ello, vamos a realizar el mismo tratamiento establecido en el capitulo IIl donde hemos
implementado un sistema automatizado para cuantificar la expresién de las proteinas y su
distribucién en los tejidos. Aunque es este caso, solo vamos a tratar los cristalinos para
cuantificar y regionalizar el incremento del DOP dentro de esta estructura. Por otro lado, en
la segunda parte de este capitulo vamos a medir las propiedades de absorbancia en todo el
ojo para arrojar luz sobre si los cambios en el grado de polarizacién entre el control y los
grupos D2 y D8 se debe en parte a cambios en la absorbancia 6ptica de estos tejidos debido

al déficit materno de AF.
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2.2 Evaluacién del incremento del DOP en el cristalino

En esta seccion, el procedimiento seguido para evaluar el incremento del DOP dentro del
cristalino es practicamente idéntico al explicado en el capitulo IIl. Razén por la cual, no
vamos a volver a explicarlo y pasaremos directamente a exponer los resultados obtenidos.
Unicamente hay que sefialar, que la estimacién del incremento del DOP dentro del cristalino
se va a realizar para las tres longitudes de onda incidentes mencionadas anteriormente

comparando los resultados de los grupos D2 y D8 con el control.

2.2.1 Incremento del DOP para la luz incidente con A= 445 nm

El grafico de sedimentacion para A= 445 nm (Fig. V-18) muestra que solo el primer CP
comprende varianza que supera el 99 %. Por ello, al realizar el tratamiento, vamos a
considerar unicamente dos procesos: el primero, P1, contiene el primer CP y el segundo
proceso comprende el resto de los procesos (CPs #2-10). Los resultados del incremento de
DOP respecto al grupo control para la luz que incide con longitud de onda 445nm se
observan en la figura V-19. Se recuerda al lector que, de acuerdo con lo expuesto en el
capitulo I1I, las imagenes de la figuras siguientes representan el valor medio sobre los ojos
de la reconstruccidn de los datos con el CP#1(grupo D2 o D8) menos el valor medio de la

reconstruccion de los datos con el CP#1 para el grupo control.

A=445 nm
100 - B ‘ , =445 nm , ]
! I Control
100.5 - ! g:
80 L 100 - |
.g 99.57
- °>: 99
N 607 1
8 |
a 98 -
> 40 [ 0.!;95 1 1.005 1.01 1.615 1.02 7
X #CP
20 1
0 L - - — - - - - - - 4
0 2 4 6 8 10 12
#CP

FIGURA V- 18: Diagrama de Scree Plot para los autovalores de todos los grupos muestrales
(control, D2 y D8) expresado en % de varianza.
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Incremento de DOP (D2 P1) ( A=445nm) o Incremento de DOP (D8 P1){ A=445nm) o

FIGURA V- 19: Incremento de DOP para los grupos D2 (primera columna) y D8 (segunda columna)
en comparacién con el grupo control. Arriba, se representa el resultado del primer proceso P1.
Abajo, se representa el resultado del resto de procesos RP (#2-10).

El primer proceso, P1, de la figura V-19 muestra una disminucién en el valor de DOP del 4%
en la zona germinativa, zona de transicién (Bow region) y algunas zonas de las fibras (grupo
D2) y solo en la zona germinativa y Bow region (grupo D8). Por otra parte, se observa un
aumento del 10 % en pocas zonas del cristalino (grupo D2) y casi en todas las areas del
cristalino (grupo D8). Respecto al resto de procesos, RP, para ambos grupos D2 y D8 se
reduce el valor del DOP a una cantidad muy pequeia (0.5%) en todo el cristalino. Ya que P1

contiene mas del 99% de la variabilidad, solo vamos a evaluar este proceso.

En general, el DOP disminuye a medida que aumenta el scattering [2]. Asi que, es posible
que la disminucion de DOP en los cristalinos de D2 y D8 se deba a fendmenos de scattering.
Para averiguar si estos fendmenos ocurren debido a cambios en la concentracién de
proteinas en el cristalino, vamos a comparar los mapas del primer proceso, P1, del
incremento del DOP en el cristalino con los mapas obtenidos en la reconstruccién de P1
realizados en el estudio de la sobre/infraexpresion de las moléculas colageno IV y laminina-
1 (capitulo IIT). Aunque, es verdad que no estamos comparando entre las mismas imagenes
ni individuos, creemos que seria interesante hacer esta comprobacién ya que la forma y las
zonas del cristalino a comparar son las mismas. De hecho, es el tinico analisis de este tipo

que podemos realizar ya que las imagenes del capitulo III son las que se encuentran
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marcadas con anti-colageno IV y anti-laminina-1. Sobre estas imagenes también se ha
realizado en el capitulo IV un analisis de la dimension fractal conectada local (DFCL) en las
zonas del cristalino. Una comparacién entre estos tres elementos del cristalino (incremento
del DOP, infra o sobreexpresion de colageno IV y laminina 1 y DFCL) es a lo que se dedica el

resto de la seccidn. La caracteristica principal de comparacion sera el DOP.

Las figuras V-20 y V-21, muestran la comparacion entre los mapas del incremento del DOP
respecto al grupo control y la sobre/infraexpresion para los dos grupos D2 y D8,
respectivamente. Ademas, la tabla V-1 muestra los valores del coeficiente de correlacién de
Pearson entre los pixeles de las imagenes del incremento de DOP (D2 y D8), los mapas de la
infra/sobreexpresion de colageno IV y laminina-1 expuestos en el capitulo III (Fig. I1I-10 (A
y C) y Fig. 11I-11 (Ay D) y el incremento de la DF del cristalino respecto al grupo control (Fig.
IV-19, IV-20 para el colageno 1V y Fig. IV-21 y IV-22 para la laminina-1). En resumen, la

comparacion a realizar sera:

e Incremento DOP & zonas con sobreexpresion de colageno IV o laminina-1: se toma
la parte de la imagen con sobre o infraexpresion de coldgeno IV o laminina-1. A
continuacion, se toman s6lo los mismos puntos sobre las imagenes de incremento
del DOP. Previamente, todas las imagenes son escaladas y remuestreadas para que
el tamafio del cristalino coincida en todas ellas y que todas tengan el mismo nimero
de pixeles. De este modo los pixeles de cada una de ellas representan la misma zona
del cristalino.

e Incremento DOP & incremento de la DFCL: para este andlisis se toma para cada
punto sélo los puntos de la imagen donde el software ha podido calcular una DF.
Estos mismos puntos se toman en la imagen que muestra el incremento medio del
DOP. Previamente también las imagenes se remuestrean con el mismo

procedimiento anterior.

Parallevar a cabo la comparacidn, las imagenes de sobre o infraexpresion también se toman
como la media de las rectificadas con el proceso P1 (mayor varianza) e igualmente para el
caso del incremento de la DFCL. Seguidamente se realiza un andlisis de correlacién de
Pearson de las imagenes, utilizadndose la técnica Bootstrap (libreria estadistica de MATLAB)
para obtener una incertidumbre del coeficiente de correlacion. Los resultados aparecen en

la tabla V-1.
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TABLA V- 1: Valores del coeficiente de correlacién de Pearson entre los pixeles de las imagenes de
infra/sobreexpresion de coldgeno IV y laminina-1, las del incremento de la DFCL y las del DOP con
luz incidente con A= 445nm, junto con su incertidumbre. Todos los valores son significativos

(p<0.05).
Coeficiente de correlaciéon

de Pearson
DFCL Col-1V grupo D2 0.131+0.003
DFCL Col-1V grupo D8 -0.009+0.003
DFCL Lam-1 grupo D2 -0.179£0.003
DFCL Lam-1 grupo D8 -0.094+0.003
Sobreexpresién Col-IV grupo D2 0.025+0.003
Sobreexpresién Col-1V grupo D8 0.088+0.004
Sobreexpresién Lam-1 grupo D2 -0.109+0.003
Sobreexpresién Lam-1 grupo D8 -0.01+0.01
Infraexpresion Col-1V grupo D2 0.028+0.004
Infraexpresion Col-1V grupo D8 -0.107+0.004
Infraexpresiéon Lam-1 grupo D2 0.050+0.006
Infraexpresion Lam-1 grupo D8 -0.109+0.003

El mismo tipo de andlisis puede realizarse de manera mas visual representado las zonas
donde el incremento del DOP es mayor o menor que cero, con las zonas de sobre e
infraexpresion de colageno IV y laminina-1 (Fig. V-20 y V-21). En vista de los resultados
observados en las figura V-20 y V-21 y en la tabla V-1, existe una pequefia correlacién entre
el DOP y la sobre/infraexpresion de las moléculas especialmente la laminina-1 (correlaciéon
negativa). Se observa que cuando el incremento del DOP < 0 (eso ocurre especialmente
en la zona germinativa, Bow region y en la parte posterior de los cristalinos) la
sobreexpresion de ambas moléculas sucede en las mimas zonas. Como se ha dicho
anteriormente, la disminucién del DOP estd relacionada con el scattering. Esto puede
significar quizds que el scattering se deba a un aumento en la concentracién de las

moléculas/proteinas en el tejido.

Por otro lado, DOP >0 se observa en la zona de fibras y células epiteliales. Si lo
comparamos con las imagenes de infraexpresiéon de ambas moléculas observamos que
practicamente coinciden. Eso quiere decir que es posible que el aumento del DOP signifique

una disminucion de la expresion de algunas moléculas en el tejido.

En cuanto al incremento de la DFCL, ésta se correlaciona negativamente de manera
apreciable con el incremento del DOP solamente en el caso de la laminina-1, lo que sugiere
que la organizacion espacial de dicha molécula esta involucrada en el cambio de los
procesos de scattering. Recordemos que un aumento de la DF quiere decir que la estructura

del tejido “llena” mas eficazmente el plano y, por tanto, los centros de scattering deberian
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de estar mas cerca entre si (aumento de la densidad de fibras), lo cual produce un aumento

del coeficiente de scattering [10].

Incremento <0 Sobreexpresion Col IV [+1,+10] Sobreexpresién Lam-1 [+1,+10]

<

N

| to>0
— Infraexpresion Col IV [-10,-1] Infraexpresion Lam-1 [-10,-1]

T

FIGURA V- 20: Comparacién entre mapas de DOP (A=445nm) y mapas de sobre y infraexpresion de
colageno IV y laminina-1, para el grupo D2.
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Incremento < 0

Sobreexpresion Lam-1 [+1,+10]

Incremento > 0

Infraexpresion Col IV [-10,-1] Infraexpresién Lam-1 [-10,-1]

FIGURA V- 21: Comparacién entre mapas de DOP (A=445nm) y mapas de sobre y infraexpresion de
colageno IV y laminina-1, para el grupo D8.
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2.2.2 Incremento del DOP para luz incidente con A=540 nm

En este caso se repite esencialmente el mismo tratamiento que en el caso anterior. En el
grafico de sedimentacién para A= 540nm mostrado en la figura V-22 se ve que solo el primer
CP contiene varianza que supera el 99 %. Por ello, al realizar el tratamiento, vamos a
considerar en este caso también solo dos procesos: el primero, P1, contiene el primer CP; y
el segundo proceso comprende el resto de los procesos (CPs #2-10). Los resultados del
incremento de DOP para la luz que incide con longitud de onda 550 nm se observan en la

figura V-23.

A= 540 nm
1 O2 Eo- ' A= 540 nm ‘ E
298 . I g;ntrol
I b8
99.75
g 99.7
E 99.65 -
© &5
S 4000 1
© 1 0 99.6
&
99.55 -
>° 0.99998 1 1.00002
o~ N #CP
102 : ) - :
0 2 4 6 8 10 12
#CP

FIGURA V- 22: Diagrama de Scree Plot para los autovalores de todos los grupos muestrales
(control, D2 y D8) expresado en % de varianza
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Incremento de DOP (D2 P1) (A=540nm) ~ Incremento de DOP (D8 P1) (A=540nm) =

0.06 0.06
0.04 0.04
0.02 0.02
0 0

-0.02 002
-0.04 0.04
-0.06 -0.06

Incremento de DOP (D2 RP) { A=540nm) .16  |ncremento de DOP (D8 RP) ( A=540nm) x 10
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0.5

0

-0.5

-1 1

FIGURA V- 23: Incremento de DOP para los grupos D2 (primera columna) y D8 (segunda columna)
en comparacién con el grupo control. Arriba, se representa el resultado del primer proceso P1.
Abajo, se representa el resultado del resto de procesos RP (#2-10).

0.5

-0.5

El grado de polarizacién con luz incidente verde disminuye en muchas zonas del cristalino,
sin embargo, aumenta en la parte anterior de éste. Para ambos grupos, D2 y D8, el primer
proceso, P1, muestra una disminucién del 6% en el DOP practicamente en todo el cristalino,
salvo en la zona epitelial y una parte de las fibras. Por otro lado, se observa un aumento del
8% en la zona de las células epiteliales y gran parte de las fibras. Respecto al resto de
procesos, RP, para ambos grupos D2 y D8 se reduce el valor del DOP una cantidad muy
pequefia (0.1%) en casi todo el cristalino y aumenta muy poco (0.1%) en la parte posterior

del cristalino (D2).

A continuaciéon, vamos a realizar el mismo estudio de correlacién comparando entre los
mapas del DOP y sobre/infraexpresion, explicado en el apartado anterior, junto con la
correlacion del incremento del DOP respecto al incremento de la DFCL. Las figuras V-24 y
V-25, muestran la comparacion entre los mapas de DOP y la sobre/infraexpresion para los
dos grupos D2 y D8, respectivamente. El calculo del coeficiente de correlaciéon de Pearson
entre los pixeles de las imagenes del incremento de DOP (D2 y D8), los mapas de la

infra/sobreexpresion de colageno IV y laminina-1 y la DFCL, se resume en la tabla V-2.
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TABLA V- 2: Valores del coeficiente de correlacién de Pearson entre los pixeles de las imagenes de
infra/sobreexpresion de coldgeno IV y laminina-1, las del incremento de la DFCL y las del DOP con
luz incidente con A= 540 nm, junto con su incertidumbre. Todos los valores son significativos

(p<0.05).
Coeficiente de correlaciéon
de Pearson

DFCL Col-1V grupo D2 0.085+0.003
DFCL Col-1V grupo D8 0.017+0.003
DFCL Lam-1 grupo D2 -0.103+0.003
DFCL Lam-1 grupo D8 -0.076x0.003
Sobreexpresién Col-IV grupo D2 0.056+0.004
Sobreexpresién Col-1V grupo D8 0.090+0.004
Sobreexpresion Lam-1 grupo D2 -0.026+0.004
Sobreexpresién Lam-1 grupo D8 0.10+0.01

Infraexpresion Col-1V grupo D2 -0.063+0.005
Infraexpresion Col-1V grupo D8 -0.091+0.004
Infraexpresiéon Lam-1 grupo D2 -0.044+0.006
Infraexpresion Lam-1 grupo D8 -0.103+0.003

En el caso de la luz incidente verde, la correlaciéon entre el DOP y la expresién de las
moléculas es muy débil. Pero, aun asi, se observa cierta coincidencia. Tanto los datos de las
figuras V-24 y V-25 como los de la tabla V-2, muestran que existe una correlacién débil sobre
todo entre el DOP y la infraexpresion. Para ambos grupos D2 y D8, DOP < O se muestra en
la zona germinativa y Bow Region, en estas mismas zonas se observa una sobreexpresion
de ambas proteinas. Por otra parte, las zonas donde aumenta el DOP > 0 coinciden, en
parte, con la infraexpresion. De nuevo, la correlacién negativa se da de manera mas fuerte
con la expresion de la laminina-1. En el caso del incremento de la DFCL, también la
correlacién negativa es mas fuerte en el caso de la laminina-1, por lo que, de nuevo, es esta

molécula la que parece estar mas relacionada con los procesos de scattering.
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Incremento < 0

Sobreexpresién Col IV [+1,+10] Sobreexpresién Lam-1 [+1,+10]
. P L IR

Incremento > 0 .. ..
- Infraexpresion Col IV [-10,-1] Infraexpresién Lam-1 [-10,-1]

FIGURA V- 24: Comparaciéon entre mapas de DOP (A=540nm) y mapas de sobre y infraexpresion de
colageno IV y laminina-1, para el grupo D2.
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Incremento <0

Sobreexpresion Lam-1 [+1,+10]
fE

s
A Incremento de DOP (D8 P1) ( A=540nm) o

0.06
0.04

0.02

-0.02

-0.04
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Incremento > 0

-0.06

Infraexpresién Col IV [-10,-1] Infraexpresion Lam-1 [-10,-1]

FIGURA V- 25: Comparaciéon entre mapas de DOP (A=540nm) y mapas de sobre y infraexpresion de
colageno IV y laminina-1, para el grupo D8.
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2.2.3 Incremento del DOP para luz incidente con A=660 nm

Para el caso de la luz incidente roja (A=660 nm), en el grafico de sedimentacién mostrado
en la figura V-26 se observa también que el primer CP abarca una varianza que supera el 99
%. Asi que, al realizar el tratamiento, vamos a considerar en este caso también solo dos
procesos: el primero, P1, contiene el primer CP y el segundo proceso engloba el resto de los
procesos (CPs #2-10). El resultado del incremento de DOP para esta longitud de onda se

observa en la figura V-27.

A=660 nm
2 . T T T ]
10 A= 660 nm
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E 99.5
>
° 0.9996 1 1.0004
N #CP
102 - - ]
0 2 4 6 8 10 12
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FIGURA V- 26: Diagrama de Scree Plot para los autovalores de todos los grupos muestrales
(control, D2 y D8) expresado en % de varianza.
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Incremento de DOP (D2 P1) (A=660nm) Incremento de DOP (D8 P1) (A=660nm) ~

-0.02

-0.04 -0.04

FIGURA V- 27: Incremento de DOP para los grupos D2 (primera columna) y D8 (segunda columna)
en comparacién con el grupo control. Arriba, se representa el resultado del primer proceso P1.
Abajo, se representa el resultado del resto de procesos RP (#2-10).

El primer dato que llama la atencién al comparar la figura V-27 con la V-19, es que el
resultado del incremento de DOP es casi similar tanto si la luz incidente es azul como si es
roja, sobre todo para el grupo D8. A partir de los datos de la correlacién mostrados en la
tabla V-3 y como se puede observar también en las figuras V-28 y V-29, la infraexpresion de

la laminina-1 en el grupo D8 tiene una correlacidn débil negativa con el DOP.

En suma, las zonas donde el incremento del DOP es inferior a cero coinciden con las zonas
donde hay sobreexpresiéon y viceversa. Respecto al incremento de la DFCL, de nuevo la
correlacion es mucho mas negativa en el caso de la laminina-1 que en el caso del colageno
IV con el incremento del DOP, lo cual indica de nuevo que esta molécula parece estar mas

relacionada con cambios en el proceso de scattering.
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TABLA V- 3: Valores del coeficiente de correlacién de Pearson entre los pixeles de las imagenes de
infra/sobreexpresion de coldgeno IV y laminina-1, las del incremento de la DFCL y las del DOP con
luz incidente con A= 660 nm, junto con su incertidumbre. Todos los valores son significativos

(p<0.05).
Coeficiente de correlaciéon
de Pearson
DFCL Col-1V grupo D2 0.013+0.003
DFCL Col-1V grupo D8 0.017+0.003
DFCL Lam-1 grupo D2 -0.157+0.003
DFCL Lam-1 grupo D8 -0.156+0.003
Sobreexpresién Col-IV grupo D2 0.048+0.004
Sobreexpresién Col-1V grupo D8 0.078+0.004
Sobreexpresion Lam-1 grupo D2 -0.095+0.004
Sobreexpresién Lam-1 grupo D8 -0.03+0.01
Infraexpresion Col-1V grupo D2 0.026+0.005
Infraexpresion Col-1V grupo D8 -0.047+0.004
Infraexpresiéon Lam-1 grupo D2 -0.020+0.006
Infraexpresion Lam-1 grupo D8 -0.124+0.003
Incremento <0 Sobreexpresian Col IV [+1,+10] Sobreexpresién Lam-1 [+1,+10]

y

A

Incremento > 0
Infraexpresion Lam-1 [-10,-1]

FIGURA V- 28: Comparaciéon entre mapas de DOP (A=660nm) y mapas de sobre y infraexpresion de
colageno IV y laminina-1, para el grupo D2.
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Incremento <0 Sobreexpresién Col IV [+1,+10] Sobreexpresién Lam-1 [+1,+10]
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Incremento > 0
Infraexpresion Col IV [-10,-1] Infraexpresiéon Lam-1 [-10,-1]

FIGURA V- 29: Comparaciéon entre mapas de DOP (A=660nm) y mapas de sobre y infraexpresion de
colageno IV y laminina-1, para el grupo D8.
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II. CARACTERIZACION OPTICA DE LOS TEJIDOS: IMAGENES
MULTIESPECTRALES

La Espectrometria se define como el estudio de la interaccidn entre la radiacién y la materia.
El andlisis espectral nos permite detectar la absorcion o emisién de radiacion
electromagnética por la materia/sustancia a ciertas longitudes de onda. Este tipo de analisis
se obtiene mediante las imagenes multiespectrales que se adquieren a partir de la captura
de varias imagenes con dimensiones (X, y, A) donde, X e y, indican dimensiones espaciales y

Aindica la dimensién espectral como se muestra en la figura V-30.

FIGURA V- 30: Cubo de datos multiespectrales de 22 bandas obtenido a partir de un ojo control.

En esta seccion, para tomar las imagenes multiespectrales, vamos a utilizar el mismo
dispositivo experimental usado en la seccion anterior. El objetivo principal es aprovechar la
informacién multiespectral para analizar las diferencias espectrales entre el grupo de
control y los grupos D2 y D8. La toma de estas imagenes se realiza cuando los ejes de
transmision del polarizador P1 y el analizador P2 estan paralelos. La razén por la cual se
colocan de esta forma es porque cuando el eje de P2 estd orientado de forma paralela
respecto al primero, la luz lo atravesara sin perder casi nada de su intensidad.

El procedimiento de la toma de imagenes multiespectrales es el siguiente: para cada ojo
analizado, se enfoca la muestra y se toman 50 fotogramas consecutivos a una determinada

longitud de onda. En total se han capturado imagenes de 30 ojos (10 por cada grupo). La
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toma de imagenes se efectiia desde 390 nm hasta 705 nm en pasos de longitud de onda de
15 nm. Al igual que el experimento anterior de polarizacidn, los 50 fotogramas son
promediados pixel a pixel para no tener en cuenta el ruido temporal de los detectores de la
camara CCD. Las imagenes son tomadas en escalas de gris de 0 a 256 niveles con la toolbox

de Matlab.

Por otra parte, para cada longitud de onda se toma también la imagen de la caAmara sin el
ojo muestra. La razon por la cual se toma dicho valor es para dividir la imagen recogida por
la cAmara con la muestra por lo que la imagen final registrada es la transmision de la

muestra. De esta forma, para cada uno de los 30 ojos analizados se obtiene un conjunto de

imagenes multiespectrales TGi (X,y,/io), siendo G el grupo (Control, D2, y D8), i el ojo

analizado (i=1...10), xy el pixel en laimagen y lo la longitud de onda seleccionada mediante

la fuente sintonizable. En total, todas las imagenes forman un grupo de 660 imagenes
multiespectrales. Como se ve, es una enorme cantidad de informaciéon por lo que para
analizarla vamos a utilizar la técnica estadistica de Analisis de Componentes Principales

(ACP) descrita en los capitulos anteriores.
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1. CALCULO DE LA ABSORBANCIA O DENSIDAD OPTICA

Para una determinada longitud de onda A , se puede definir la absorbancia de una

determinada muestra como:
AGi (X’ Y, ﬂvo) = _InTGi (X; y,io) (5.24)

Donde las transmitancia de la muestra, TGi , se puede definir de la siguiente forma:

—Zn:é‘j (40)Cj (x,y)L
TGi (X, Y, X“O) =e (5.25)

De esta forma, la absorbancia definida en la ecuacién (5.24) se escribir como:
n
Ag (XY, 24y) = Jlegj(z@)cj(x,y)l_ (5.26)

donde, € es el coeficiente de absorcion total de un determinado componente j presente en

la muestra, Cj (X, Y) es la concentracién de j en el punto (x,y) de laimagen, y L es el espesor

de la muestra que en nuestro caso es de 5pm. Si aplicaAramos ahora una descomposicién de
componentes principales sobre los datos de absorbancia definidos en la (5.26),

obtendriamos

A3, 20) (A (), =7, () CP,(4Y) (527

Hay que sefalar que se ha quitado a cada una de las imagenes de absorbancia su valor medio

<Abi (ﬂo)>Xy con el fin de obtener imagenes con media 0. Donde a representa los

autovectores y & los autovalores.

La varianza de las imagenes resultantes se descompone en CPs. Dicha descomposicion ve
cada una de las imagenes como una mezcla de las imagenes originales que tienen una
correlaciéon nula entre ellas. Dichas imagenes son los CPs. Los autovectores a nos dicen cémo

debemos mezclar los CPs para obtener las imagenes de partida. Dado que las distintas

imagenes estdn tomadas a diferentes longitudes de onda /10 los autovectores son los que
llevan la tendencia en 4, , mientras que los CPs llevan la dependencia espacial. Si

comparasemos entonces (5.27) con (5.26) veremos que los autovectores estan relacionados
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con los coeficientes de absorcién y los CPs con la distribucién espacial de dicho componente.

Los autovalores » representan la varianza total de cada CP.

Para clarificar los conceptos anteriores, vamos a realizar un ejemplo practico sobre un ojo

control.

1.1 Ejemplo practico de un ojo control

Hemos calculado la absorbancia para un ojo control, los resultados se muestran en la figura
V-31. En esta figura proyectamos 3 longitudes de onda, solo para clarificar el tipo de

imagenes analizadas en esta seccién.

A= 450 nm

A= 660 nm

2
15
1
0.5

0

FIGURA V- 31: imagenes de absorbancia para un ojo control, obtenidas a partir de 3 longitudes de
onda 450nm, 555nm y 660nm.

Los autovalores calculados para las 22 longitudes de onda se observan en la figura V-32
expresados en % de la varianza. Al lado de cada autovalor, figura el CP de dicha varianza.
Los 5 primeros CP representan el 99% de la varianza total. Como se puede ver en la figura,
el componente nimero 15 representa practicamente ruido y que no tiene ninguna

estructura espacial.
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FIGURA V- 32: Pesos relativos de los componentes principales para un ojo control analizado.

Para entender mejor el significado de los CPs y los autovectores, la figura V-33 sirve como

resumen. Las imagenes originales estan situadas en un espacio de configuracion, donde

cada direccion simboliza una determinada A. En negrita aparecen tres ejes asociados a 21

/12 y ﬂg tomadas, respectivamente que estan asociadas por tanto a las direcciones (1, 0...0),

0,1,...0)y (0,0, 1,...0). Al lado de estos ejes aparecen las imagenes de absorbancia tomadas
para cada una de estas longitudes de onda. Las imagenes tienen un covarianza no nula ya
que muestran un gran parecido entre ellas. Podemos ver la descomposicion de los CPs como
una busqueda de nuevas direcciones en este espacio (los autovectores) tal que cuando
mezclamos las imagenes originales tomando como coeficientes de la combinacion lineal los
componentes de los autovectores obtenemos unas nuevas imagenes (los CPs) que muestran

una correlacion nula entre ellas. Estas nuevas direcciones principales (los autovectores

a, (/10)) aparecen como linea punteadas en la figura. Junto a ellas estdn representados los

autovectores y el CP asociado a esa direccion. Por ultimo, los autovalores representarian la
varianza del CP asociado a esa direccidn (dispersién de los datos a lo largo de esa

combinacién de longitudes de onda).

286



Autovectores [U.A]

4 =(10,...0)
3,00

0.15
400 500 600 700 P CA 1

¥ Longitud de onda (nm)

PCA3

a0\y) 4, =(01,...0)

7, =(0,01...0)

Autovectores [U.A]

a 2(/\0)‘7

“a00 500 600 700 PCA2

Longitud de onda (nm)

FIGURA V- 33: Ejemplo de descomposiciéon en CPs. Los autovectores (en linea discontinua)
designan formas de mezclar las imagenes originales (al final de las lineas continuas) para obtener
imagenes descorrelacionadas (CPs). Los CPs son combinaciones lineales de las imagenes
originales. Los coeficientes de estds combinaciones lineales son los componentes de los
autovectores

1.2 Caracterizacion de los tres grupos: control, D2 y D8

Para la caracterizacion de un conjunto de ojos que forman un grupo muestral, hay que
evaluar 3 cosas para cada ojo: los CPs, autovectores y autovalores. Estos datos los

representariamos como

[IBa’aa’CPa]Gi (5'28)

Siendo ﬂa el autovalor, d, el autovector CPD, el componente principal, del ojo i (i=1...9),

(aunque en la captura de imagenes habiamos tomada para cada grupo 10 ojos, hemos tenido
que prescindir de un ojo en cada grupo porque los datos de uno de los ojos del grupo control

ocasionaba errores en el andlisis), del grupo G (control, D2, D8).

Asi que, para cada grupo se van a considerar solamente los autovalores que represente
aproximadamente el mismo porcentaje de varianza en todos los ojos. Los autovectores
asociados a los autovalores deben de representar direcciones en el espacio de configuraciéon

mas o menos iguales, y finalmente los CPs se analizaran con mas cuidado, ya que son
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imagenes diferentes para cada ojo. Y dado que existe una diferencia intrinseca entre los ojos
ya que provienen de individuos diferentes, su individualidad anatémica (diferencia de
tamafio, orientacion de la muestra, centrado del ojo en la imagen, etc.), puede enmascarar
la informacion espectral. Por tanto, lo que va a caracterizar al grupo es el conjunto de
autovalores que representa mas o menos el mismo porcentaje de varianza y sus
autovectores asociados, siempre que representen la misma direccién en el espacio de
configuracién. Para ver la informacién contenida en los CPs examinaremos ojo a ojo. A

continuacion, veamos lo explicado anteriormente en cada grupo.

1.2.1 Grupo control

La siguiente figura V-34 muestra el valor medio de los autovectores para los ojos del grupo
control, representados como barras de error que indican la desviaciéon estandar de los
autovalores para cada uno de los ojos. Por regla general, los CPs mas relevantes se
seleccionan tomando los que tengan autovalores cuya incertidumbre en varianza no solapa
con los demas. Esto significa que la estructura aparece en todos los ojos del mismo grupo.
Si nos fijamos en los autovectores del 6 al 22, vemos que se solapan de forma continua por

lo tanto estarian asociados a lo aleatorio de la muestra, los individuos.

Los autovalores del grupo control expresados en % de la varianza total se observan en la
figura V-35. Como se puede ver, existen 5 autovalores relevantes que comprenden el
99.49% de la variabilidad total entre los ojos del grupo control. La figura V-36 muestra el
valor medio de los autovectores del 1 al 5 junto con su error para el grupo control. A partir
de esta figura se puede deducir que cada autovector es aproximadamente el mismo para
todos los o0jos ya que las barras de error son pequefias. Por esta razdn, sus valores medios
se tomaran como una base de autovectores representativa de todo el grupo control. Por
comparacion, en la figura V-37, se representa el sexto autovector junto con su desviacion
estandar para ver que a partir del este autovector comienza a ser importante la variabilidad

entre los individuos y por tanto no representa a todo el grupo.

288



100,
— : .
< s
D27 5 ER 1
[— g i
— ,,g B
2 < !iiili
g IIEIEI
o 1 L 0 5 10 15 20 25 _
'5 # Autovalor
<
-
0 ® 2 06 0606060600060 600900600
0 5 10 15 20 25
# Autovalor

FIGURA V- 34: Autovalores del grupo control, representados en escala lineal y logaritmica para
apreciar el solape entre las barras de error desde el autovalor #6 hasta #22.
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FIGURA V- 35: Autovalores del grupo control expresados en % de varianza explicada.
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FIGURA V- 36: Representacion de los 5 autovectores mas relevantes del grupo control.
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FIGURA V- 37: Representacion del sexto autovector del grupo control.

A continuacién, en las figuras V-38, V-39 y V-40 representamos los CPs#1,2,3,
respectivamente, para cada uno de los ojos control con el fin de relacionarlos con algunas

estructuras oculares relevantes.

En la figura V-38, representamos el primer CP (distribucion espacial de la varianza) para los
nueve ojos del grupo control. Dicha CP comprende el 88.08% de la variabilidad. Estas
imagenes indican las zonas de gran varianza en el ojo control que son: cornea, cristalino,

retina y algunos vitreos.

La figura V-39, representa el segundo CP para el mismo grupo. Representa el 9,27% de la

variabilidad. En él aparece marcado el vitreo, la coroides y la lamina basal del EPR.

Finalmente, el tercer CP estd representado en la figura V-40. Contiene, el 1.25% de la
varianza total. Lo mas destacado en estas imagenes, quizas, es la textura del cristalino y la

retina. Aunque ambas estructuras estdn menos marcadas.
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FIGURA V- 38: CP#1 para los nueve ojos control
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FIGURA V- 39: CP#2 para los nueve ojos control
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FIGURA V- 40: CP#3 para los nueve ojos control
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Por tultimo, en la figura V-41 representamos la absorbancia media para el grupo control:

<ACi (/10)>X - Como se puede ver, la longitud de onda donde mas se absorbe esta alrededor

de 420 nm.
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FIGURA V- 41: Absorbancia del grupo control
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1.2.2 Grupos D2 y D8

En este apartado, vamos a seguir los mismos pasos realizados para el grupo control. Las
figuras V-42 y V-43 muestran los cinco autovalores mas relevantes para el grupo DZ;

mientras que las figuras V-44 y V-45 muestra los del grupo D8.
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FIGURA V- 42: Autovalores obtenidos para el grupo D2. Para apreciar mejor el solape entre las
barras de error de los autovalores desde el #6 al #22 se representan también en escala

logaritmica.
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FIGURA V- 43: Autovalores del grupo D2 expresados en % de varianza.
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FIGURA V- 44: Autovalores obtenidos para el grupo D8. Para apreciar mejor el solape entre las
barras de error de los autovalores desde el #6 al #22 se representan también en escala

logaritmica.
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FIGURA V- 45: Autovalores del grupo D8 expresados en % de varianza.
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Resumimos en las tablas V-4 y V-5 la media de los pesos relativos de cada grupo en los 5 CPs
relevantes. Se observa que en los grupos D2 y D8 disminuye la importancia del primer CP
en favor a los demas. Ademas, vemos que los grupos D2 y D8 tienen una varianza en los

datos mayor que el control para casi todos los componentes estudiados.

TABLA V- 4: Valor de la varianza para cada componente principal de cada grupo: control, D2 y D8.

# CP Control D2 D8
1 2,41 1,83 1,93
2 0,25 0,24 0,19
3 0,03 0,03 0,06
4 0,02 0,01 0,02
5 0,01 0,01 0,01

TABLA V- 5: Valor de la varianza asociada para cada componente principal de cada grupo control,

D2y D8.

# CP Control D2 D8
1 88,08 85,63 86,79
2 9,27 11,04 8,65
3 1,25 1,39 2,51
4 0,56 0,65 0,79
5 0,33 0,42 0,49

Si representdsemos los cinco autovectores mas relevantes, observamos que es posible
formar también una base igual que la del control, promediando de nuevo sobre el nimero

de ojos. La figura V-46 indica los resultados.

Dentro del grupo de D2 y D8, los cinco autovectores forman también una base para esos
grupos de ojos ya que se mantienen relativamente estables entre individuos, las
desviaciones estandar de sus valores son mayores en D2 y D8, ambos grupos al parecer
tienen mayor variabilidad entre individuos. Como se puede ver, los autovectores son
bastante parecidos, pero con una ligera diferencia en el comportamiento espectral entre el

control y los grupos D2 y D8.
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FIGURA V- 46: Autovectores asociados a los CPs#1, 2, 3, 4 y 5 para los tres grupos control, D2 y D8 promediados sobre los 9 ojos de cada grupo.
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Dado que los 27 ojos son distintos entre un individuo y otro serd dificil comparar
directamente las imagenes entre los mismos. Aun asi, vamos a realizar una primera
comparacion para ver si la pequefia diferencia espectral puede considerarse relevante. Para
ello vamos a representar los dos primeros autovectores mas representativos del grupo
control (Fig. V-47). Dicha figura muestra una representacion grafica de la relacion entre la
base media representativa del grupo de control (se toma el valor medio a lo largo de los ojos
para tener una base de todo el grupo) y la base del grupo de D8. Los autovectores de cada
uno de los ojos control sostienen un determinado angulo con el autovector medio
representativo de todo el grupo, dando un cierto valor de incertidumbre en el alineamiento
alo largo de esa direccion (en el grafico conos verdes). Si al colocar los autovectores de los
ojos de otros grupos (D2 y D8), estos sostienen angulos mayores podriamos decir que la

diferencia en el comportamiento espectral es significativa.

Realizamos la misma operacién para cada uno de los ojos de los grupos D2 y D8 para
obtener la estadistica sobre el parametro angulo, asi distinguimos si los autovectores
calculados muestran comportamiento espectral distinto del control. Los resultados se
presentan en las tablas V-6, V-7 y V-8 para los grupos control, D2 y D8, respectivamente.
Mediante el test estadistico Kruskal-Wallis hemos comparado los valores del grupo control
con los grupos D2 y D8. Con el asterisco marcamos los valores que no son estadisticamente

significativos (p>0.05).
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FIGURA V- 47: Representacion grafica de la relacién entre la base media representativa del grupo
de control y la base del grupo de D8.
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TABLA V- 6: Estadistica del &ngulo de los autovectores del grupo control con la base media del

control.
#CP Media (2) STD(9) Skewness(2) Curtosis(?)
1 2.9 0.3 0.6 2.2
2 3.9 0.5 0.9 2.6
3 10.2 1.7 1.0 2.5
4 42.3 22.1 2.5 7.1
5 30.3 12.8 2.4 6.8

TABLA V- 7: Estadistica del angulo de los autovectores del grupo D2 con la base media del control.
El ‘asterisco’ marca los valores que no son estadisticamente significativos (p>0.05).

#CP Media (2) STD(9) Skewness(2) Curtosis(?)
1 5.4 49 2.3 6.6
2 12.8 15.3 1.4 3.3
3 34.1 35.4 2.0 5.7
4 57.4 28.9 1.0 2.2
5 43.3 28.9 156 241

TABLA V- 8: Estadistica del angulo de los autovectores del grupo D8 con la base media del control.
El ‘asterisco’ marca los valores que no son estadisticamente significativos (p>0.05).

#CP Media (2) STD(2?) Skewness(2) Curtosis(?)
1 3.8 0.9 0.7 2.2
2 6.8 1.5 -0.3 1.9
3 24.7 13.6 0.6 1.9%
4 46.2 14.9 1.0 2.4
5 75.2 54.3 0.6 1.5

Los resultados de las tablas muestran que los grupos D2 y D8 sostienen angulos mayores
paralos 5 CPs, esto significaria que la diferencia en el comportamiento espectral entre estos
grupos y el control es significativa. Respecto a los valores de la desviacién estandar, los de
D2 y D8 son mas altos que en el control. Esto significaria que el comportamiento espectral

comienza a alejarse del grupo control y va en la linea de los grupos D2 y D8.

Respecto a los valores de la skewness, se observa que del grupos D2 tienen valores mas

positivos que el control, esto quiere decir entonces que los elementos de la muestra en
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general estan sesgados hacia los valores que se agrupan mas en los niveles bajos. La
distribuciéon del grupo D8, sin embargo, tendra una cola asimétrica hacia los valores
negativos, es decir los valores se agrupan mas en los niveles mas altos (hay mas diferencias
en el comportamiento espectral). Respecto a los valores de curtosis, el coeficiente del grupo
D2 es mas positivo que el control, por ende, hay mayor concentracion de los datos en torno
a la media. Por otra parte, el grupo D8 tiene una distribucién similar al control en CP#1,3, y
en los demas se aleja de la media. En suma, hemos comprobado que el comportamiento

espectral es diferente entre el control y los grupos D2 y D8.

Después de realizar esta ultima comparacién, vamos a realizar otra calculando una nueva
estadistica a la que llamamos ‘Coordenadas”. Antes de explicar el procedimiento seguido
para calcularla, hay que recordar que los autovectores representan los coeficientes de
combinaciones lineales de las imagenes originales. Los autovalores son la varianza de las
imagenes resultantes que hemos interpretado como la dispersién de los datos a lo largo de
las direcciones marcadas por los autovectores en el espacio de configuracién de las
longitudes de onda. Por todo ello, la base del control que ya hemos calculado tiene estas
direcciones principales (autovectores) y la varianza media asociada a cada una de ellas. De

esta forma vamos a calcular las Coordenadas de la siguiente forma:

e Para cada ojo, proyectamos sus imagenes en la direccion del autovector mas

relevante de la base de control, <aic > La imagen resultante la dividimos por el

autovalor medio de la base control en esa direccién <ﬂic > Al final, obtendremos en

el resultado la Coordenada de ese ojo en dicha direccion de la base de control. Ya
que la base de control ha sido calculada a partir de los ojos de este grupo, para
calcular el valor de las coordenadas para todo ellos su valor promediado a lo largo
de todos los ojos del grupo deberia estar proximo a 1. Este valor nos servird como
referente de comparacion.

e Vamos a realizar el mismo procedimiento para los ojos de los grupos D2 y D8.
Primero calculamos sus coordenadas en la base media del control. Luego,

promediamos entre los ojos del grupo (D2 o D8).
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Los resultados se exponen en la tabla V-9.

TABLA V- 9: valores medios de las coordenadas de los ojos de los grupos control, D2 y D8 en la
base media del control.

Control D2 D8
#CP Media Std Media Std Media Std
1 1.0 0.1 0.8 0.1 0.8 0.1
2 1.00 0.05 1.2 0.2 1.1 0.4
3 1.1 0.1 2.4 2.2 1.5 0.7
4 0.67 0.08 0.9 0.4 0.8 0.4
5 0.9 0.1 1.3 0.7 1.0 0.3

Segun los datos de esta tabla, el valor de las coordenadas en el control es 1 en casi todas los
CP, salvo en el #4. Respecto a los grupos D2 y D8, se observa un aumento en el valor de las
coordenadas en los CP# 2,3,4,5 en comparacidn con el control. Esto indica que la diferencia
principal entre los grupos de control, D2 y D8 no esta tanto en los autovectores principales
como en la dispersién de los datos a lo largo de ellos. Esto indica que los espectros que
representan los autovectores tienen una distinta distribucién espacial en el grupo control,

D2 y D8. A estudiar esta distribucion espacial se dedica la siguiente seccion.
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1.2.3 Otros analisis zonales

En esta seccion vamos a realizar un analisis mas detallado de las diferentes zonas que nos
permite distinguir el ACP. Una de las primeras acciones del ACP es la de sustraer la
absorbancia media y analizar las desviaciones respecto a este valor. En la figura V-48
aparece esta absorbancia media, junto con su incertidumbre (desviacion estandar) para los

nueve ojos de cada grupo.

Absorbancia media de todos los grupos

—I—Control

D2 T

Absorbancia
-—
- o

o
()]

0 1 1 1 1
400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

FIGURA V- 48: Absorbancia media para los grupos de imagenes estudiados.

Para que sirva también como comparacion, se ha procedido a medir la absorbancia del
vidrio utilizado en las muestras a fin de ver si puede tener alguna influencia sobre las
medidas. Los resultados aparecen en la figura V-49. Como puede verse, su influencia sobre

las medidas es muy pequefia.
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FIGURA V- 49:Absorbancia del vidrio utilizado como soporte para las muestras.

En la figura V-50 aparece la distribucién de probabilidad (pdf) de la absorbancia para tres
longitudes de onda seleccionadas, realizando la media para los nueve ojos de cada grupo
(control, D2 y D8). En las figuras de la izquierda aparecen junto con las barras de error
(desviacion estandar) para el grupo control, a fin de poder estimar el nivel de significacion
de las diferencias. Como puede verse, estas diferencias no son muy grandes, siendo mayores
en el caso de la longitud de onda central de 540 nm. En todos los casos hay valores de
absorbancia donde el grupo control esta o bien por encima o bien por debajo de los grupos
D2 y D8 (aunque como hemos dicho anteriormente, estas diferencias no son muy grandes),
con dos puntos de corte de las curvas de control y D2 /D8 en cada caso. Estos puntos de corte
de absorbancia son entre 0.61 y 1.34 para la longitud de onda azul, 0.33 y 1.1 para el verde,

0.17 y 0.57 para el rojo.
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FIGURA V- 50: Funcién de distribucién de probabilidad (media de los nueve ojos-dcha., con barras
de incertidumbre para el caso del grupo control-izqda.) de la absorbancia para tres longitudes de

En las figuras V-51, 52, y 53 aparecen seleccionados los puntos (en blanco) de las imagenes
que cumplen con el criterio de que la absorbancia esté por debajo (grafica izquierda), entre
(grafica central) o por encima de los anteriores limites (grafica derecha) para cada longitud

de onda. Por motivos de concrecidn sélo se ha representado un ojo de cada grupo: control

1.2

0.8
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0.4

0.2

onda.
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(fila superior), D2 (fila intermedia), D8 (fila inferior).
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FIGURA V- 51: Representacién de los puntos de la imagen cuya absorbancia estd por debajo de
0.61 (izq.), entre 0.61 y 1.34 (central) y por encima de 1.34 (dcha.) para el caso de un ojo control
(arriba), D2 (fila central), D8 (fila inferior). Longitud de onda del azul.
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Figura V- 52: Representacién de los puntos de la imagen cuya absorbancia esta por debajo de 0.33 (izq.),

entre 0.33y 1.1 (central) y por encima de 1.1 (dcha.) para el caso de un ojo control (arriba), D2 (fila central),

D8 (fila inferior). Longitud de onda del verde.
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Figura V- 53: Representacién de los puntos de la imagen cuya absorbancia est4 por debajo de 0.17 (izq.),

entre 0.17 y 0.57 (central) y por encima de 0.57 (dcha.) para el caso de un ojo control (arriba), D2 (fila central),

D8 (fila inferior). Longitud de onda del rojo.

Como puede verse, para las tres longitudes de onda, los valores “bajos” de absorbancia
suelen darse en las estructuras de cristalino y retina, mientras que los valores “altos” suelen
estar asociados la coroides y zona del vitreo, con una zona central de transicién que aparece
mucho mas marcada en el caso del verde que en el caso del rojo y azul. En cualquier caso, si
que aparecen zonas con estructura en la imagen, asociadas a los valores de absorbancia
donde las curvas de densidad de probabilidad del grupo control y los grupos D2y D8 se

cruzan.

Seria muy dificil repetir este analisis para cada una de las longitudes de onda estudiadas y
ver qué zonas de la imagen aparecen marcadas como diferentes. Aqui es donde el analisis
de CPs nos puede ayudar. Recordemos que este andlisis sustituye las 22 imagenes (cada una

con una longitud de onda diferente) por sélo 5 relevantes (los cinco CPs relevantes que
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hemos encontrado en las secciones anteriores y que mantienen su estructura en los tres

grupos en cuanto a los autovectores, como direcciones principales).
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FIGURA V- 54: Funcién de distribucién de probabilidad (pdf) para los valores medios de los componentes principales (CPs) relevantes del #1 al #5 para los
grupos control, D2 y D8.
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En la figura V-54 aparece el mismo tipo de analisis realizado sobre las imagenes de
absorbancia para tres longitudes de onda, pero ahora para las imagenes de los cinco CPs
encontrados como relevantes en las secciones anteriores. La pdf mostrada como
representativa del grupo es la media de los CPs de cada ojo de ese grupo. En esta figura
vemos que los inicos componentes que muestran claramente unos valores diferentes en su
distribucion entre los grupos control y D2, D8 son el #1 y el #3, y de nuevo, zonas donde la
curva de control se cruza con las de D2 y D8. Andlogamente al caso anterior, en las siguientes
figuras se representa los puntos del CP #1 y #3 para varios ojos de cada grupo: control, D2
y D8 divididos en tres zonas de acuerdo con los puntos de corte entre las graficas del grupo

control y D2, D8 de la figura V-54.

CONTROL

FIGURA V- 55: Puntos de la imagen del CP #1 para tres ojos del grupo control (fila superior,
central e inferior) para la zona inferior a -1 (Z1), entre -1y 1 (Z2) y mayor que 1 (Z3).

312



GRUPO D2

FIGURA V- 56: Puntos de la imagen del CP #1 para tres ojos del grupo D2 (fila superior, central e
inferior) para la zona inferior a -1 (Z1), entre -1y 1 (Z2) y mayor que 1 (Z3).
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GRUPO D8

FIGURA V- 57: Puntos de la imagen del CP #1 para tres ojos del grupo D8 (fila superior, central e
inferior) para la zona inferior a -1 (Z1), entre -1y 1 (Z2) y mayor que 1 (Z3).
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CONTROL

FIGURA V- 58: Puntos de la imagen del CP#3 para tres ojos del grupo control (fila superior,
central e inferior) para la zona inferior a -0.2 (Z1), entre -0.2 y 0.2 (Z2) y mayor que 0.2 (Z3).
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GRUPO D2

FIGURA V- 59: Puntos de la imagen del CP #3 para tres ojos del grupo D2 (fila superior, central e
inferior) para la zona inferior a -0.2 (Z1), entre -0.2 y 0.2 (Z2) y mayor que 0.2 (Z3).
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GRUPO D8

FIGURA V- 60: Puntos de la imagen del CP #3 para tres ojos del grupo D8 (fila superior, central e
inferior) para la zona inferior a -0.2 (Z1), entre -0.2 y 0.2 (Z2) y mayor que 0.2 (Z3).

Para analizar las imagenes anteriores es importante recordar que la varianza de cada CP es
su autovalor y estos estdn ordenados en orden decreciente de importancia, siendo el
primero el mayor de todos. Por otro lado, la varianza de una imagen puede ponerse en
relacion con el “contraste” que presenta, ya que un fondo uniforme tendra una varianza
cero, mientras que una imagen muy contrastada tendra una varianza alta. En este sentido
es logico que el CP #1 presente imagenes de mucho mayor contraste que las imagenes del
CP#3, donde casi no se advierte ninguna separacion importante de estructura en las mismas
(véase Fig. V-58, V-59 y V-60). Es en las imagenes del CP#1 donde se ve una clara diferencia
entre los puntos de la zona Z1 y los de la zona Z3, correspondientes a los valores menores
de -1 y mayores de 1, respectivamente. Estas zonas se corresponden con la zona de vitreo y
coroides, frente a la de cristalino y retina, con comportamientos diferenciados. Aunque en
los grupos de D2 y D8 esta divisioén entre zonas sigue estando presente (véase Fig. V-56, V-
57), su extension es algo menor que en el grupo control (véase Fig. V-55) y las estructuras

espaciales del ojo aparecen mas difuminadas y entremezcladas.
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Sin embargo, el hecho de que los CPs tengan valores negativos y positivos dificulta a veces
su interpretacion y comparacion entre grupos. Es por ello por lo que se ha realizado un
andlisis en donde se intente formar imagenes analogas a los CPs, pero con valores positivos

a interpretar. A esto se dedica la préxima seccién.

1.3 Andlisis de abundancias

El analisis de CPs supone descomponer las imagenes de Absorbancia segin la

descomposicion:

A(x, A1) = A(2)+ Y a,(4)-CP,(x) (5.29)

Siendo x, una coordenada espacial dentro de la imagen, A la longitud de onda, @, (/1) el

autovector, y CPO, (X) la imagen correspondiente al CP a. Es esta descomposicién la que

hace que los valores de cada CP tengan de media cero y valores tanto positivos como
negativos. Del mismo modo, los autovectores son dificiles de interpretar directamente como
espectros ya que también tienen valores positivos y negativos que reflejan valores por
encima o por debajo de la Absorbancia media A(4) .

Es por esta razon que en el entorno del analisis de imagenes hiperespectrales haya surgido
la necesidad de realizar una descomposicidn analoga a la descrita por la ecuacién 5.29, pero

del modo:

A(x,2) =Y E,(2)- Ab(x) (5.30)

Siendo Ek (/1) un espectro real que se suele tomar como el de algin pixel representativo en

la imagen y denominado “endmember k" y Abk (X) una imagen espacial de valores positivos

que nos da el peso o concentraciéon del endmember k en ese punto [14, 15]. La ecuacién
(5.30) supone resolver no un solo sistema de ecuaciones, sino uno para cada punto x de la
imagen, con la condicidn de que las abundancias deben de ser nimeros mayores que cero

(no negativos).

Este algoritmo de minimos cuadrados no negativos (NNLS), estd sujeto a que todas las
soluciones sean mayores o iguales a cero. Matematicamente, obtener las abundancias
equivale a resolver para cada punto “X” un sistema del tipo UX =b, donde se calcularia x
como, x=U"-b. Sin embargo, la matriz U, en nuestro caso la coleccién de endmembers k
generalmente no es una matriz cuadrada (el nimero de longitudes de onda habitualmente

es mayor que el nimero de espectros considerados relevantes), por lo que sélo tiene sentido
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hablar de resolver el sistema de manera aproximada mediante el uso de pseudo-inversas.

T N1y (T
Esto es, usar que U "Ux =U "best, con solucién X= (U U) U beSt, que no es exacta ya

que best es una aproximacion de b [14]. Ademas, la solucion esta restringida a considerar
s6lo valores en los que “x” toma valores positivos. Este algoritmo se conoce como NNLS
(“Non Negative Least Squares”) y requerir tiempo y potencia de calculo. Para este trabajo
se ha utilizado la implementacién del NNLS que aparece en la libreria de funciones

HyperSpectralToolbox de Matlab de acceso libre [16]. En concreto su funciéon [14].

El problema inicial del calculo de abundancias es encontrar los espectros que se van a
considerar como endmembers. Para ello hay varios algoritmos en la literatura, muchos de
los cudles pueden encontrarse en la libreria de MATLAB resefiada mas arriba, se basan en
diferentes propuestas y estan adaptados a diferentes contextos. En general, lo que buscan
es que sean espectros que aparezcan en el propio cubo de imagenes y que estén lo mas
alejados posibles del espectro medio, pero no tanto como para ser considerados como
espectros anémalos. Ademas, una propiedad deseable es que estan situados en el espacio
de configuracién de tal modo que, respecto a ellos, el conjunto de los espectros forme un
conjunto convexo con los endmembers en los extremos de dicho conjunto [15, 17]. Siendo
este el requerimiento principal, otras consideraciones como que representen
caracteristicas disjuntas entre si (ortogonalidad) o que representen estructuras con

decreciente orden de varianza, no suelen ser tan relevantes.

Podemos utilizar la estructura de los autovectores asociados a los CPs para producir unos
“endmembers” con propiedades interesantes. En la figura V-61 se ha representado en un
diagrama “Scatter plot” el valor de los pixeles de las imagenes de absorbancia de un ojo
control para las longitudes de onda de las figuras anteriores (azul, verde, rojo). En la misma
se han representado las direcciones asociadas a los autovectores de ese “Scatter plot”. Su

longitud es proporcional a la dispersion de los datos a lo largo de esas direcciones.
Recordemos que la desviacion estandar de esa dispersion viene dada por \/i, siendo ra
el autovalor asociado a la direccion a, y que los autovectores tienen moédulo unidad. De ahi
que si formamos el vector E, (1) = A(1)+2T,a,(1), estamos formando un espectro que

se representaria como un pixel situado en los extremos de las flechas rojas de la figura V-
61. Estos nuevos vectores seguirian relacionados con los autovectores y a la vez
representarian espectros situados en el “exterior” de la nube de puntos que forma el

“Scatter plot”, cumpliendo también las condiciones para ser considerados endmembers.
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FIGURA V- 61: Representacién en diagrama de nube de puntos (scatter plot) de los pixeles de tres
imagenes de absorbancia, junto con el vector que representa la absorbancia media, A(A), en

azul, junto a los autovectores de las direcciones principales, aa (Z) en rojo. En la parte izquierda,

representacion de la formacion de los endmembers Ea.

Con estos endmembers Ea se puede ya aplicar el algoritmo NNLS que da la imagen de
abundancia Ab(x) para cada uno de ellos como un nimero positivo que podemos

relacionar directamente con la “concentracién” de dicho espectro en la imagen. Ademas,
dada la ortogonalidad de los autovectores de los que provienen, reflejaran estructuras en la
imagen lo mas disjuntas posibles y ordenadas en orden de importancia en los datos [18] (es
decir, los mapas de abundancia del E1 tenderan a tener valore mas altos que los del E2, estos

mayores que los del E3, etc.).

En el presente trabajo se va a aplicar el procedimiento anterior, trabajando con los
autovectores relevantes del grupo control que hemos visto son representativos también del
grupo D2 y D8, dentro de los margenes de incertidumbre que hemos visto anteriormente.

En ese caso, hemos visto que hay cinco autovectores relevantes, por lo que, ahora tendremos
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cinco endmembers, segin lo explicado anteriormente. Estos endmembers aparecen
representados en la figura V-62. Por motivos de visibilidad, sélo se representan los cuatro

primeros (el quinto representa una porcién de varianza muy pequena).

2.5

Absorbancia

0.5

O ! I L I
300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)
FIGURA V- 62: Endmembers E_ del grupo control

Estos endmembers del grupo control seran los usados para calcular los mapas de
abundancia, tanto del grupo control como de los ojos del grupo D2 y D8. Para analizar estos
mapas, vamos a utilizar de nuevo el procedimiento anterior de estudiar primero la
distribucion de probabilidad media (media sobre los ojos de cada grupo) de los mapas de
abundancia de cada uno de los endmembers de la figura V-62. Los resultados aparecen en
la figura V-63. En dicha figura puede verse como las mayores abundancias son para el
endmember 1 (primer componente). El segundo tiene valores muy bajos, de ahi que se haya
optado por representar sus valores en escala logaritmica. Ademas, el comportamiento de
este endmember es distinto del resto. Para él, los valores de abundancia altos son mas
probables en el grupo control que en D2 y D8, al contrario que el resto, donde las graficas

del grupo control se sitian ligeramente por debajo de D2 y D8 para valores altos.
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FIGURA V- 63: Distribucién de probabilidad media de los mapas de abundancia para cada endmember estudiado para los ojos del grupo control, D2 y D8. Los
endmembers utilizados son los del grupo control.
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A continuacion, se detallan las imagenes de los mapas de abundancias para cada uno de los
nueve ojos de cada grupo. Se empieza por el endmember 1 (primer componente), que es el
que tiene mas relevancia en los datos y el que parece mas distinto en su comportamiento

entre el grupo control (Fig. V-64) y los grupos D2 y D8 (Fig. V-65 y Fig. V-66).
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FIGURA V- 64: Mapas de abundancia para el endmember 1 (primer componente) para los nueve ojos del grupo control.
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FIGURA V- 65: Mapas de abundancia para el endmember 1 (primer componente) para los nueve ojos del grupo D2.
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FIGURA V- 66: Mapas de abundancia para el endmember 1 (primer componente) para los nueve ojos del grupo D8.
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En los mapas de la abundancia del endmember 1 para los ojos del grupo control (Fig. V-64)
puede verse como ese espectro se concentra fundamentalmente en el vitreo y zonas de
epitelio, sefialando, en la mayoria de los ojos, las zonas de vasos sanguineos. Sin embargo,
en los mapas para las abundancias en el grupo D2 y D8 (Fig. V-65 y V-66, respectivamente),
estos puntos de alta abundancia disminuyen, sobre todo en la regién del vitreo. En este
sentido es de destacar que, en capitulos anteriores, hemos visto como la zona del vitreo

tiende a disminuir su tamafio sobre todo en el grupo D8.

El endmember 2 tiene un mapa de abundancias practicamente igual en todos los grupos.
Sus imagenes de abundancias, para todos los ojos, aparecen en las figuras V-67, V-68 y V-
69. Tal como se ve, no hay estructuras relevantes asociadas a él, sino que parece deberse a
un efecto de la parafina al extenderse por todo el ojo. Los puntos con mayor abundancia (en
torno a 1) son escasos y estan aislados. Esto remeda un tipo de ruido “salt and pepper” que

puede ser debido a efectos de scattering de los granos de parafina sélida.
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FIGURA V- 67: Mapas de abundancia para el endmember 2 (segundo componente) para los nueve ojos del grupo control.
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FIGURA V- 68: Mapas de abundancia para el endmember 2 (segundo componente) para los nueve ojos del grupo D2.
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FIGURA V- 69: Mapas de abundancia para el endmember 2 (segundo componente) para los nueve ojos del grupo D8.
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En las figuras V-70, V-71 y V-72 se representan los mapas de abundancia de los ojos del
grupo control, D2 y D8 para el endmember niimero 3 (tercer componente). Aparece
claramente asociado a estructuras de retina y cristalino y casi ausente en el vitreo y
coroides. En el grupo D8, sobre todo por la reduccion del vitreo, se produce una extension
espacial de dicho componente y de ahi la mayor presencia de abundancias altas (mayores
de 0.2, véase Fig. V-63, 32 componente) en este grupo. En los grupos D2 y D8 el contraste

entre coroides y cristalino y retina se hace menos evidente.

Practicamente el mismo comportamiento puede observarse en los mapas de abundancia del
endmember 5 (quinto componente, Fig. V-76, V-77, V-78), también relacionado con las

estructuras de cristalino y retina principalmente.

En cambio, los mapas de abundancia asociados al endmember 4 (cuarto componente, Fig.
V-73, V-74, V-75) presentan una interesante asociacion con la zona de epitelios y laminas
basales que rodean vitreo y cristalino, de forma mucho mas precisa que los mapas de
abundancia del endmember 1. Este efecto no es debido solamente a la distribucion de la
parafina ya que es distinto en las zonas epiteliales respecto a las zonas anteriores a la crnea
donde s6lo hay parafina. Esto permite ver cdmo, respecto del grupo control, en los grupos
de D2 y D8, las lineas que marcan estas zonas estan mas desdibujadas sugiriendo una
posible desestructuracion de los epitelios de los grupos D2 y D8 respecto al control (véase

Fig. V-63).
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FIGURA V- 70: Mapas de abundancia para el endmember 3 (tercer componente) para los nueve ojos del grupo control.
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FIGURA V- 71: Mapas de abundancia para el endmember 3 (tercer componente) para los nueve ojos del grupo D2.
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Mapas de abundancia para el endmember 3 (tercer componente) para los ojos del grupo D8.
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FIGURA V- 73: Mapas de abundancia para el endmember 4 (cuarto componente) para los nueve ojos del grupo control.
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FIGURA V- 74: Mapas de abundancia para el endmember 4 (cuarto componente) para los nueve ojos del grupo D2.
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FIGURA V- 75: Mapas de abundancia para el endmember 4 (cuarto componente) para los nueve ojos del grupo D8.
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FIGURA V- 76: Mapas de abundancia para el endmember 5 (quinto componente) para los nueve ojos del grupo control.

338



into componente) para los nueve ojos del grupo D2

Mapas de abundancia para el endmember 5 (qu

77:

FIGURA V

339



FIGURA V- 78: Mapas de abundancia para el endmember 5 (quinto componente) para los nueve ojos del grupo D8.
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III. DISCUSION DEL CAPITULO V

En este capitulo presentamos una descripcion de un método mediante el cual se mide a la
vez el estado de polarizacion y la diferencia espectral entre las estructuras oculares del
control y los grupos deficitarios D2 y D8. Ambos experimentos presentados en este capitulo
resultan utiles en la medida en que ciertos cambios observados en las estructuras de los
ojos de los embriones (D2 y D8) pueden ser empleados para estudiar con otras técnicas, y
mas detalladamente, las alteraciones encontradas. En general, dado que las alteraciones se
ven reflejadas tanto en el experimento de polarizacion como en el de imagenes
multiespectrales hace de ambas técnicas una herramienta excelente para diagnosticar

cambios en los tejidos.

Los resultados de polarizacién muestran que a medida que aumenta el déficit materno de
AF, algunas estructuras oculares (cristalino, cérnea, retina, vitreo y coroides) de los
embriones de los grupos D2 y D8 tienen valores de DOP y DOLP menores que el control, esto
significa que la luz en estos lugares se despolariza. Al analizar los resultados obtenidos del
DOCP se observa que en estas mismas estructuras se produce un aumento de DOCP. La
explicacion es que, al incidir luz polarizada lineal sobre estas estructuras se convierte en luz
polarizada circular. Como se ha dicho anteriormente, los cambios en el estado de
polarizacién incidente en una muestra se deben a dos fenémenos: la birrefringencia del
tejido, asi como la despolarizacion por scattering. Basandonos en los resultados, hemos
decidido comprobar el primer fenémeno calculando la birrefringencia de los tejido oculares
y hemos observado un aumento en la birrefringencia en los grupos D2 y D8 comparados con
el control. Cabe sefialar que la birrefringencia circular (retardo) en el tejido puede surgir
debido a la presencia de moléculas quirales Opticamente activas asimétricas como la
glucosa, las proteinas y los lipidos [19]. Ademas, los cambios en la anisotropia en los tejidos
se deben a varias causas como por ejemplo la progresién de una enfermedad. Esta suele

alterar las propiedades 6pticas de birrefringencia [20].

Nuestra técnica de polarimetria usa tres longitudes de onda distintas (445nm, 540nm y
660nm) para evaluar el DOP, DOLP, DOCP y la birrefringencia y, en general, el resultado
obtenido esta formado por mapas de imagenes que contienen informacion detallada de la
estructura estudiada (el ojo) con un buen contraste y resolucién. La informacién que nos

aporta las tres longitudes de onda es practicamente similar con una pequefia diferencia en
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algunas zonas. Por ello, con usar solo una de ellas podriamos comprobar cambios espaciales

relevantes en el estado de polarizacion de la luz transmitida desde el ojo.

Por otra parte, se ha demostrado que la despolarizacion esta asociada intrinsecamente con
el scattering [21]. Por esta razén se ha aplicado el método de ACP a una secuencia de
imagenes DOP (tomadas en diferentes longitudes de onda) de cristalinos control y de los
grupos D2 y D8 para comprobar este hecho. Hemos observado que en muchos casos la
disminucién de DOP esta correlacionada negativamente con la sobreexpresion de las
proteinas, especialmente con la laminina-1. Esto, se observa fundamentalmente cuando
correlacionamos la DFCL con el incremento del DOP. Si trasladamos toda esta informacién
al ojo, donde la diminucién del DOP se da sobre todo en el vitreo y la coroides, es probable
que esté relacionada también con la sobreexpresion de la laminina-1 (y seguramente otras
moléculas) ya que la laminina-1 y el coldgeno IV son dos constituyentes importantes de las

laminas basales vasculares [22].

Por otra parte, hemos observado en el capitulo IV que los cambios mas grandes en el
espectro multifractal, con un aumento de la DF se daban en el vitreo para el caso de marcajes
con anti-laminina-1. Lo cual concuerda con la disminucién del DOP que hemos visto en esta

Zona.

Respecto a la caracterizacion de las imagenes multiespectrales hemos visto como el
componente 1 y 4 marcan varias estructuras como el vitreo, la lamina basal del EPR y la
coroides de manera mas notable, mientras que el 3 y 5 aparecen asociados al cristalino y
retina. El componente 2 es el que aparece mas ligado a una distribucién espacial de la
parafina reflejando componentes claramente aleatorios. La forma espectral del componente
2 también se parece al comportamiento espectral de las capas de parafina sélida, aunque
estas son fuertemente dependientes del grosor y también del modo en que se agregan
formando estructuras granulares que pueden cambiar las propiedades de scattering de las

muestras [23].

Por orden de relevancia es el componente 1 el que da un mayor contraste por estructuras
tanto en las imagenes del propio CP como en las de abundancia. Su comportamiento
espectral muestra la tendencia general de la absorbancia media. Las zonas donde hay mas
diferencia son 450-500 nm, un pico a 550 nm y una caida a partir de 600 nm. De todos los
cromo6foros que pueden estar presentes en el 0jo y que puedan exhibir un comportamiento
de este tipo se ha seleccionado a la Hemoglobina-Oxihemoglobina, cuyo coeficiente de

absorcién molar se muestra en la siguiente figura V-79.
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FIGURA V- 79: Coeficiente de absorcién molar de la Hemoglobina y Oxihemoglobina.

Es conocido que el déficit de AF afecta muy directamente al metabolismo de los glébulos
rojos y el balance de oxigeno que estos pueden llevar a los tejidos. De hecho, es la falta de
oxigeno en los tejidos es la que, por déficit de acido félico, desencadena toda una serie de
respuestas adaptativas por parte del organismo. En especial la proliferaciéon y cambio de
tamafio de vasos sanguineos, asi como cambios en la forma de los glébulos rojos (suelen

deformarse tendiendo a una forma esférica) [24, 25].

Estas alteraciones deberian verse, por tanto, en aquellas zonas donde es normal ver vasos
sanguineos, como vitreo y coroides. Estas zonas son, precisamente, las que aparecen como
marcadas en las imagenes de diferencias en comportamiento espectral entre el grupo
control y los grupos D2 y D8 para el primer CP (ver también endmember 1). Es tentador,
por tanto, vincular los cambios detectados, a un desequilibrio en los niveles de Hemoglobina
y Oxihemoglobina producidos por el déficit de AF. De hecho, ya hemos observado en el
capitulo II que en los embriones con déficit materno de AF se observan alteraciones en el
patrén vascular. En los individuos donde el epitelio pigmentado continda su desarrollo sin
conexién con la retina neural, los vasos de la coroides estan poco desarrollados y son muy
pequefios. En contraste, cuando ambas capas permanecen juntas los vasos aumentan
considerablemente de tamafio y son mayores que los de embriones control. En algunos
mutantes de ratdn, los vasos de la coriocapilar estan muy dilatados como consecuencia de

un incremento de factores angiogénicos [26].
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La alteracidn del patrén vascular observado en el cuerpo vitreo y en la coroides, podria estar
desencadenada por la hipoxia dependiente del déficit de AF. Como consecuencia de la
hipoxia se produce angiogénesis, eritropoyesis y vasodilatacién [27]. Asi, las alteraciones
del patrén vascular que hemos observado en nuestro estudio, tanto en la coroides como en

el vitreo, podria ser causado por la hipoxia generada por el déficit de AF.

El resto de los componentes que representarian la variabilidad restante estarian asociados
a un diferente componente espectral en el cristalino y retina fundamentalmente y también
estarian asociados a los componentes de la MEC. Nos podemos aventurar y pensar que esto
se deberia a modificaciéon en la expresion de los componentes de las laminas basales
(colageno 1V, laminina-1, fibronectina...), ya que en el capitulo III hemos mostrado que el
déficit dietario materno de AF altera la expresion de las moléculas del coldgeno 1V y la

laminina-1, en varias estructuras oculares.

Nuestros resultados experimentales muestran que la caracterizacién 6ptica de tejidos
mediante la polarimetria y las imagenes multiespectrales se puede utilizar para discriminar
tejidos patologicos de manera eficiente. Los dos métodos revelan informacién sobre
cambios estructurales y bioquimicos en los distintos componentes de los érganos

corporales.
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Alavista de los resultados y discusiones que hemos desarrollado en esta tesis se concluye:

v

El déficit dietario materno de AF durante las dos primeras semanas de gestacion
produce malformaciones estadisticamente significativas en el segmento anterior del
ojo y en los vasos coroideos. Periodos méas prolongados de déficit de AF producen

aumento de defectos oculares congénitos.

La biometria ocular estd afectada por la falta de AF. El cristalino resulté mas

pequefio y esférico, y la retina mas engrosada respecto al control.

El déficit de AF altera la expresion de las proteinas de la MEC, colageno IV y
laminina-1, en el cristalino, cérnea y retina. Ademas, hemos determinado cambios

en la localizacion de la expresidon de estas moléculas.

La utilizacién conjunta de varias técnicas de procesamiento de imagenes tales como
el andlisis multifractal, la Transformada de Fourier y la autocorrelacién, han
determinado alteraciones en la organizacidn espacial de las moléculas estudiadas y
cambios significativos en la textura de estructuras oculares. Estas herramientas se
muestran como métodos faciles y rapidos para un andlisis preliminar de tejidos

biolégicos.

Los cambios encontrados de colageno IV y laminina-1 estan relacionados con el
déficit dietario materno de AF y por tanto involucrados en la apariciéon de

malformaciones oculares congénitas.

La aplicacion de las técnicas 6pticas, polarimetria e imagenes multiespectrales, para
caracterizar los tejidos nos ha proporcionado excelente informacion sobre todo a
nivel vascular. Hemos podido comprobar cambios en el grado de polarizacién y en
el comportamiento espectral en el vitreo y en la coroides. Ademas de cambios en la
textura del cristalino y la retina. Los dos métodos descritos podrian ser aplicados en
diagndsticos clinicos ya que permiten visualizar mejor los detalles en los tejidos o

estructuras.
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APENDICE: cédigos de céalculo

A continuacién, se detallan algunos c6digos de Matlab elaborados:

e Capitulo III: Calculo de la sobreexpresion de proteinas

load Matriz total C.mat %Datos del grupo control
load Matriz total D2.mat %Datos del grupo D2
load Matriz total D8.mat %Datos del grupo D8

[pc_C,score C,latent C,tsquare Cl=pca(Matriz total C);
[var pc C]=covpc (score C);
[errores Cl=sqgrt(diag(var_pc C));

[pc_D2,score D2,latent D2,tsquare D2]=pca(Matriz total D2);
[var pc D2]=covpc (score D2);
[errores D2]=sqgrt (diag(var_pc_D2));

[pc_D8,score D8,latent D8, tsquare D8]=pca(Matriz total D8);
[var pc D8]=covpc (score D8);
[errores D8]=sqgrt (diag(var_pc_D8));

%% Representaciones graficas
figure;imagesc (reshape (tsquare C,601,665), [5

80]) ;colorbar;title('Dispersidén Control colageno IV');
figure;imagesc (reshape (tsquare D2, 601, 665), [5

80]) ;colorbar;title('Dispersidén D2 colageno IV')
figure;imagesc (reshape (tsquare D8,601,665), [5

80]1) ;colorbar;title('Dispersidén D8 colageno IV');

%% Representaciones de las reconstrucciones control
rec pca_ 1 control=recons2(pc C,Matriz total C,[1]);

rec pca_resto control=Matriz total C-rec pca 1 control;
media 1 control=mean(rec_pca 1 control,2);

std 1 control=std(rec pca 1 control,0,2);

media resto control=mean(rec pca resto control,2);

std resto control=std(rec pca resto control,0,2);

%% Representaciones de las reconstrucciones grupo D2
rec pca_1 D2=recons2(pc_C,Matriz total D2, [1]);

rec pca resto D2=Matriz total D2-rec pca 1 DZ2;

media 1 D2=mean (rec _pca 1 D2,2);

std 1 D2=std(rec_pca 1 D2,0,2);

media resto D2=mean(rec _pca resto D2,2);

std resto D2=std(rec_pca resto D2,0,2);

%% Reconstrucciones grupo D8
rec pca_1 D8=recons2(pc_C,Matriz total D8, [1]);
rec pca resto D8=Matriz total D8-rec pca 1 D8§;
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media 1 D8=mean(rec pca 1 D8,2);
std 1 D8=std(rec _pca 1 D8,0,2);
media resto D8=mean(rec pca resto D8,2);
std resto D8=std(rec pca resto D8,0,2);

%% Sefial ruido control
snrControll=media 1 control./std 1 control;
sanontrolresto=media_resto_control./std_resto_control;

o°

% Sefial ruido D2
snrD2 l=media 1 D2./std 1 D2;
snrD2 resto=media resto D2./std resto D2;

%% Seflal ruido D8
snrD8 l=media 1 D8./std 1 D8;
snrD8 resto=media resto D8./std resto D8;

Representaciones de sobre/infraexpresién.

o°  o°
o°  o°

Formacién de medias.

media control=mean (Matriz total C,2);
%% Formacién de la méscara.
mascara= (media control>0.2);

%% Calculo de la sobre/infraexpresidén (control & D2).
sobre D2 1 mascara=((media 1 D2.*mascara) -
(media_l_control.*mascara))./(media_control.*mascara);
sobre D2 resto mascara=((media resto D2.*mascara)-
(media_resto_control.*mascara))./(media_control.*mascara);

%% Calculo de la sobre/infraexpresidn (control & D8). Esta estd en
positivo.

sobre D8 1 mascara=((media 1 D8.*mascara)-

(media 1 control.*mascara)) ./ (media control.*mascara);

sobre D8 resto mascara=((media resto D8.*mascara) -
(media_resto_control.*mascara))./(media_control.*mascara);

%% Representaciones graficas de la sobre expresidén del grupo D2
figure;imagesc (reshape (-sobre D2 1 mascara*100,601,665), [-60
30]);colorbar;title('Expresiébn D2 rec PCA 1');axis off
figure;imagesc (reshape (-sobre D2 resto mascara*100,601,665), [-6
6]);colorbar;title ('Expresién D2 rec PCA resto');axis off

%% Reprresentacién gréafica de la sobre expresidén del grupo D8
figure;imagesc (reshape (-sobre D8 1 mascara*100,601,665), [-60
30]) ;colorbar;title ('Expresién rec D8 PCA 1');axis off
figure;imagesc (reshape (-sobre D8 resto mascara*100,601,665), [-6
6]);colorbar;title('Expresidén rec D8 PCA resto');axis off

355



e CapituloIV:

%$Andlisis estadistico Bootstrap & Kruskal-Wallis tamafio de grano
$%cristalino
%% Se va a calcular la skewness, luego se hard lo mismo con la media,
la std, y la kurtosis para dar rangos de confianza, para los tres
grupos.

%$%calculo skewness
ps_CD2 m=[];
ps _CD8 m=[];

for n=100:100;

oe

]

n
for veces=1:1
ps_CD2=[];
ps _CD8=[];

mc=bootstrp (n, @skewness,Bl Ccol);
mD2=bootstrp (n, @skewness,B2 D2col);
mD8=bootstrp (n, @skewness,B8 D8col);

pc_D2=kruskalwallis ([mc mD2], {'Control’
'D2'},'on');title ('Skewness cristalino colédgeno C/D2'")

pc_D8=kruskalwallis ([mc mD8], {'Control’
'D8'},'on'");title('Skewness cristalino coladgeno C/D8')

ps _CD2=[ps CD2 pc D2];

ps_CD8=[ps CD8 pc D8];

end

ps_CD2 m=[ps CD2 m mean (ps_CD2)];

ps _CD8 m=[ps CD8 m mean(ps CD8)];
end
figure;pp=kruskalwallis ([mc mD2 mD8], {'Control' 'D2'
'D8'},'on'");title('Skewness cristalino col&geno')
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e Capitulo IV: polarizacion

Calculo de los parametros de Stokes

o°

% Calcula los parametros de Stokes y a partir de ellos se calcula el
% DOP, DOLP,B/A, &ngulo.

oe

function

[DOPC, DOLPC, DOPCPC, DOPCPCpara, ratio ejesC,thetaC _dnoise,retardance, SOC
,S1C,82C,S83C]=calculo_stokes ojo retardo(C 0,C 135,C 45,C 90,C 1 135,C
1 135para,C 1 45,C 1 45para);

%% Toma de valores medios

=mean (C_0,4);C 135=mean(C_135,4);C 45=mean(C_45,4);C 90=mean(C_90,4
1 135=mean(C_1 135,4);C 1 135para=mean(C_1 135para,4);C 1 45=mean (

~45,4);C 1 45para=mean(C_1 45para,4);

% Calculo de los parédmetros de Stokes.
I0C=C 0; IS%0C=C 90; I45C=C 45; I135C=C 135;
145C=C 1 45;

1135C=C 1 135;

145Cpara=C_1 45para;

1135Cpara=C_1 135para;

IC=I0C+I90C;
MC=I0C-I90C;
CC=I45C-I135C;
SC=145C-1135C;

SCpara=145Cpara-1135Cpara;

S0C=IC./IC;
S1C=MC./IC;
S2C=CC./IC;
S3C=SC./IC;

S3Cpara=SCpara./IC;
$% Calculo de DOPC, DOLPC AC, BC, thetaC

DOPC=sqgrt ( (S1C."2)+ (S2C."2)+(S3Cpara.”2));
[DOPC,mascaraC]=prueba denoising v3 (DOPC) ;
DOLPC=sqgrt ( (S1C."2)+(S2C."2));
[DOLPC,mascaralLC]=prueba denoising v3 (DOLPC) ;

mascara= (DOPC>1) ;

DOPCPC=sqgrt (S3C."2);

[DOPCPC, mascaraCC]=prueba denoising v3 (DOPCPC) ;
DOPCPCpara=sqrt (S3Cpara.”2);
[DOPCPCpara,mascaraCCpara] =prueba denoising v3 (DOPCPCpara) ;

Q

% retardance

retardance=atan2d (S3C, sqrt ((S1C."2)+(S2C."2)));

%% Pardmetros de la elipse de polarizacidn

AC=sqrt (0.5* (DOPC+DOLPC) ) ; [AC_dnoise,mascaral=prueba denoising v3 masc

ara (AC,mascara) ;
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BC=sqrt (0.5* (DOPC-

DOLPC) ) ; [BC_dnoise,mascara]=prueba denoising v3 mascara (BC,mascara);
thetaC=0.5*atan2d (S2C, S1C); [thetaC dnoise,mascara]=prueba denoising v3
_mascara (thetaC,mascara) ;

ratio ejesC=real (BC dnoise)./real (AC_dnoise);

%% Funcidén para comparar un ojo con la luz correspondiente.

function

[DOP, DOLP, DOPCP, ratio, angulo, retardance,diferencia ratio,diferencia an
gulo,diferencia retardo]=calculo comparacion ojo luz retardo verde(C 0
,C 135,C 45,C 90,C 1 135,C 1 135para,C 1 45,C 1 45para,V 0,V 135,V 45,
v 90,v_1 135,V 1 135para,V_1 45,V 1 45para);

[DOPC, DOLPC, DOPCPC, DOPCPCpara, ratio ejesC, thetaC dnoise,retardance, SOC
,S1C,S82C,S53C]=calculo_stokes ojo retardo(C 0,C 135,C 45,C 90,C 1 135,C
1 135para,C 1 45,C 1 45para);

[DOPCluz, DOLPCluz, DOPCPCluz, DOPCPCparaluz, ratio ejesCluz, thetaC dnoise
luz, retardanceluz, S0Cluz,S1Cluz, S2Cluz, S3Cluz]=calculo_stokes ojo reta
rdo(v_0,v_135,Vv _45,v 90,v_1 135,V 1 135para,V_1 45,V 1 45para);

%% Generacidén de graficas y grabar los datos. El programa pedird una
ruta de acceso junto con un nombre para los datos.

1);title ('DOP control');colorbar
1]);title ('DOLP control');colorbar
11);title ('DOPCPC control');colorbar

figure; imagesc (DOPC, [0 1
figure; imagesc (DOLPC, [0
figure; imagesc (DOPCPC, [0
figure;imagesc(ratio ejesC);title('B/A control');colorbar

figure;imagesc(thetaC dnoise);title('theta control');colorbar
figure;imagesc (retardance);title('retardo control');colorbar

figure;imagesc (thetaC dnoise-

thetaC dnoiseluz);colorbar;title('Diferencia de angulo del control luz
de entrada');
figure;imagesc(ratio ejesC-ratio ejesCluz);colorbar;title('Diferencia
entre ratios de la elipse control luz');

figure;imagesc (retardance-retardanceluz);colorbar;title('Diferencia
entre retardo control luz');

%% Asignacidén de variables de salida

DOP=DOPC;

DOLP=DOLPC;

DOPCP=DOPCPC;

ratio=ratio_ejesC;

angulo=thetaC dnoise;

diferencia ratio=ratio ejesC-ratio ejesCluz;
diferencia angulo=thetaC dnoise-thetaC dnoiseluz;
diferencia retardo=retardance-retardanceluz;

%% Grabacidén de datos.

directorio=input ('directorio para los datos: ','s')
nombre fichero=input ('nombre para el fichero: , 's!
nombre=[directorio nombre fichero];
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eval ([nombre fichero ' DOP=DOPC;']);

eval (['save ' nombre

eval ([nombre fichero
eval (['save ' nombre

eval ([nombre fichero
eval (['save ' nombre

eval ([nombre fichero
eval (['save ' nombre

eval ([nombre fichero
eval (['save ' nombre
' retardance;']);

eval ([nombre fichero
eval (['save ' nombre

eval ([nombre fichero
eval (['save ' nombre

eval ([nombre fichero
eval (['save ' nombre
' dif retardo;'l);

A}

A}

A}

A}

A}

L}

A}

A}

A}

L}

L}

L}

L}

1

L}

_DOP.mat ' nombre fichero ' DOP;']);

_DOLP=DOLPC; ']) ;
_DOLP.mat ' nombre fichero ' DOLP;']);

_ratioejes=ratio ejesC;']);
_ratioejes.mat ' nombre fichero ' ratioejes;']);

_theta=thetaC dnoise;']);
_theta.mat ' nombre fichero ' theta;']);

_retardance=retardance;']);
_retardance.mat ' nombre fichero

_dif theta=thetaC dnoise-thetaC dnoiseluz;'])
A\l

_dif theta.mat ' nombre fichero ' dif theta;']);

_dif ratio=ratio ejesC-ratio ejesCluz;']);

_dif ratio.mat ' nombre fichero ' dif ratio;']);
_dif retardo=diferencia retardo;']);

_dif retardo.mat ' nombre fichero
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Calculo del Incremento de DOP:

load Matriz total CL.mat %datos cristalinos control (longitud de onda
azul)

load Matriz total DLZ.mat %datos cristalinos D2 (longitud de onda
azul)

load Matriz total DL8.mat %datos cristalinos D8 (longitud de onda
azul)

[pc_C,score C,latent C,tsquare Cl=pca(Matriz total CL);
[pc_D2,score D2,latent D2, tsquare D2]=pca(Matriz total DL2);
[pc_D8,score D8, latent D8, tsquare D8]=pca(Matriz total DL8);

%% Representaciones graficas

figure;imagesc (reshape (sgrt (tsquare C),224,238), [0,sqgrt(30)]);colormap
('jet');colorbar;title('Distancia de Mahalanobis Control
({\lambda}=540) ') ;axis off;axis equal

figure;imagesc (reshape (sqrt (tsquare D2),224,238), [0,sgqrt (30)]);colorma
p('jet');colorbar;title('Distancia de Mahalanobis D2
({\lambda}=540) ') ;axis off;axis equal

figure;imagesc (reshape (sgrt (tsquare D8),224,238), [0,sgrt (30)]);colorma
p('jet');colorbar;title('Distancia de Mahalanobis D8
({\lambda}=540) ') ;axis off;axis equal

%% Representaciones de las reconstrucciones control

rec pca_ 1 control=recons2(pc C,Matriz total CL, [1]);
rec pca_ 2 control=Matriz total CL-rec pca 1 control;

media 1 control=mean (rec_pca 1 control,2);
std 1 control=std(rec pca 1 control,0,2);

media 2 control=mean (rec_pca 2 control,2);
std 2 control=std(rec pca 2 control,0,2);

%% Representaciones de las reconstrucciones grupo D2

rec pca_ 1 D2=recons2(pc_C,Matriz total DL2Z, [1]);
rec pca_ 2 D2=Matriz total DL2-rec _pca 1 D2;

media 1 D2=mean(rec pca 1 D2,2);
std 1 D2=std(rec pca 1 D2,0,2);

media 2 D2=mean(rec_pca 2 D2,2);
std 2 D2=std(rec pca 2 D2,0,2);
%% Reconstrucciones grupo D8

rec pca 1 D8=recons2(pc_C,Matriz total DLS8, [1]);
rec _pca_ 2 D8=Matriz total DL8-rec pca 1 D8;

media 1 D8=mean (rec pca 1 D8§,2);
std 1 D8=std(rec_pca 1 D8,0,2);

media 2 D8=mean(rec _pca 2 D8,2);
std 2 D8=std(rec_pca 2 D8,0,2);
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%% Representaciones del incremento del DOP.

%% Formacién de medias.
media control=mean (Matriz total CL,2);

%% Formacidén de la méscara.

mascara= (media control>0);

%% Calculo del incremento del DOP (control & D2).
sobre D2 1 mascara=((media 1 D2.*mascara) -
(media 1 control.*mascara));
sobre D2 2 mascara=((media 2 D2.*mascara) -
(media 2 control.*mascara));

%% Calculo del incremento del DOP (control & D8).
sobre D8 1 mascara=((media 1 D8.*mascara) -
(media 1 control.*mascara));

sobre D8 2 mascara=((media 2 D8.*mascara) -
(media 2 control.*mascara));

%% Representaciones graficas del incremento del DOP del grupo D2

figure;imagesc (reshape (sobre D2 1 mascara,224,238), [-
0.06,0.08]) ;colorbar;title('Incremento de DOP (D2 P1)
({\lambda}=540nm) ') ;axis off;colormap ('jet'")
figure;imagesc (reshape (sobre D2 2 mascara,224,238), [-
0.001,0.0012]1);colorbar;title('Incremento de DOP (D2 RP)
({\lambda}=540nm) ') ;axis off;colormap ('jet')

%% Representacidén gréfica del incremento del DOP del grupo D8

figure;imagesc (reshape (sobre D8 1 mascara,224,238), [-
0.06,0.08]);colorbar;title('Incremento de DOP (D8 P1)
({\lambda}=540nm) ') ;axis off;colormap ('jet")
figure;imagesc (reshape (sobre D8 2 mascara,224,238), [-
0.001,0.0012]);colorbar;title('Incremento de DOP (D8 RP)
({\lambda}=540nm) ') ;axis off;colormap ('jet')
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e Capitulo IV: imagenes multiespectrales

function
[matriz pca,latent,pesos,errores pesos,pca,autovectores,distancias]=an
alisis pca camara v2 tesis v2(ruta grupo,ruta vidrio,nombre);

cd(ruta_grupo) ;

g muestra=[1023 1023 1023 1023 1023 994 965 939 925 914 923 942 941
868 781 738 704 702 694 730 788 843];

g _aire=[1023 1023 1005 961 934 915 874 849 821 808 805 810 798 766 701
658 632 630 651 672 730 798];

longitudes=[78:3:141];

tam long=max (size (longitudes));

matriz pca=[];

for t=1l:tam long;

eval (['load ' nombre int2str (longitudes(t)) '.mat;']):;
eval (['Imag trabajo=' nombre int2str(longitudes(t)) ';']);

Imag_trabajo gris=double (mean (Imag trabajo,4));
Imag trabajo gris=Imag trabajo gris/g muestra(t);

cd(ruta vidrio);

eval (['load landa ' int2str(longitudes(t)) '.mat;']);

eval (['Imag trabajo vidrio=landa ' int2str(longitudes(t)) ';']);
Imag_trabajo vidrio=double (mean (Imag trabajo vidrio,4));

Imag trabajo vidrio=Imag trabajo vidrio/g aire(t);

Imag_trabajo gris norm=(Imag trabajo gris)./mean2 (Imag trabajo vidrio)

mascara=(Imag trabajo gris norm>1);

[transmision,mascara]=prueba denoising v3 mascara(Imag trabajo gris no
rm,mascara) ;
matriz(:,:,t)=transmision; %Esto seria la transmision

matriz pca=[matriz pca -log(transmision(:))]; %% Esto analiza en
pca, las absorbancias

cd(ruta_grupo) ;
end

componentes=size (Imag_ trabajo);

pc, score, latent, tsquare]=pca (matriz pca);
covas=covpc (score) ;

pesos=(latent/sum(latent)) *100;

errores _pesos=4*sqrt (diag(covas))* (100/sum(latent));

%% Generacidén de los autovalores y autovectores.

for t=1l:tam long
pca(:,:,t)=reshape(score(:,t),componentes (1), componentes (2));

end

[autovectores, s, v]=svd(cov(matriz pca));

distancias=tsquare;
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%% Para calcular todo el anadlisis pca para un grupo de ojos.

%% Estas rutas y programas son para ojos control. Los datos de las
imadgenes estén en matriz pca

rutas _controll='C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\Con
trol\COD\"';

rutas control2='C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\Con
trol\COI\';

rutas_control3='C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\Con
trol\C655D\"';

rutas control4='C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\Con
trol\C655I\"';

rutas control5='C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\Con
trol\C660D\"';

rutas_control6='C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\Con
trol\C660I\"';

rutas _control7='C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\Con
trol\C698D\';

rutas_control8='C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\Con
trol\C698I\"';

$rutas control9='C:\Users\Usuario\Desktop\Imédgenes multiespectrales\Co
ntrol\C750D\"';

rutas _control9='C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\Con
trol\C750I\"';

nombre="'landa '
ruta vidrio='C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\imagen
es multiespectrales sin vidrio\';

%% Analisis de los pca del grupo de control.

pesos_totales=[];
errores pesos totales=[];
distancias_totales=[];

latent totales=[];
Absortancias_ totales control=[];

for c=1:9
c

eval (['[matriz pca,latent,pesos,errores pesos,pca,autovectores,distanc
ias]=analisis pca camara v2 tesis v2(rutas control' int2str(c)
',ruta vidrio,nombre);']);

pca totales(:,:,:,c)=pca;
autovectores totales(:,:,c)=autovectores;

latent totales=[latent totales latent];
pesos_totales=[pesos totales pesos];
errores pesos_ totales=[errores pesos totales errores pesos];
distancias_ totales=[distancias_ totales distancias];
Absortancias_ totales control(:,:,c)=matriz pca;
cd('C:\Users\Usuario\Desktop\Imdgenes multiespectrales\"');

end
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tam matriz autovectores=size (autovectores totales);
%% Comparamos con el primer ojo
autovectores comparacion=autovectores totales(:,:,1);

for t=1:tam matriz autovectores(2);

autovector comparacion=autovectores comparacion(:,t);
[maximo indice]=max (autovector comparacion);

for ojos=2:9
if (sign(autovectores totales(indice,t,o0jos))~=sign(maximo))
autovectores totales(:,t,ojos)=-
autovectores totales(:,t,o0jos);
pca totales(:,:,t,o0jos)=-pca totales(:,:,t,0jos);
end
end
end
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%% Programa para calcular las abundancias de determinados espectros en
las absortancias de grupos. Se utiliza el algoritmo hyperFnnls de la
toolbox multiespectral de mathworks.

%% Formacién de los espectros relevantes.

relevantes=5;

factor=2;

load autovectores totales control.mat;

load Absortancias totales control.mat;

load latent totales control.mat;

autovectores totales=-autovectores totales;

autovectores totales(:,3,:)=-autovectores totales(:,3,:);

%% Todos los datos anteriores estdn para los 10 ojos. Para hacer una
base control hay que hacer las medias.

pixel medio todos los ojos control=mean (mean (Absortancias_totales cont
rol,3),1)"';

autovectores control=mean (autovectores totales,3); %% Media de los del
control

autovalores medios control=mean(latent totales,2);

endmembers=[];

for t=l:relevantes;

endmember=pixel medio todos los ojos control+autovectores control(:,t)
*sqgrt (autovalores medios control(t)) *factor;

sendmember=pixel medio todos los ojos control+autovectores control(:,t
) *factor;
endmembers=[endmembers endmember];
end
for ojo=1:9
ojo
[X]=hyperNnls (Absortancias_totales control(:,:,0jo)"',endmembers);
abundancias(:, :,0j0)=X;
end

o
°

o\

Programa para reconstruir los datos de cada ojo teniendo en cuenta
agrupacién por procesos.

Se hard uno que serd Pl (sb6lo la media y el primero), P2(2-5) y P3
resto,hasta 22).

o°

1
(

load Absortancias_ totales control.mat;
load autovectores totales control.mat:

0jos=3;

for t=l:0jos;
absortancia ojo=Absortancias_ totales control(:,:,t);
autovectores_ ojo=autovectores totales(:,:,t);

%% reconstruccidén con el Pl. Lleva la media.

pl=recons2 (autovectores ojo,absortancia ojo, [1]);

p2=absortancia ojo-recons2 (autovectores ojo,absortancia ojo, [1
6:221);

p3=absortancia ojo-(pl+p2);

o
oe

Representaciones graficas.
P1l;

o
oe
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figure;
imagesc (reshape (mean(pl,2),480,640)) ;colormap('gray') ;title('valor
medio pl');axis off;colorbar

figure;
imagesc (reshape (std(pl,0,2),480,640)) ;colormap ('gray') ;title('std
pl');axis off;colorbar

oe
oe

P2

figure;
imagesc (reshape (mean (p2,2),480,640)) ;colormap ('gray') ;title('valor
medio pl');axis off;colorbar

figure;
imagesc (reshape (std (p2,0,2),480,640)) ;colormap ('gray') ;title('std
pl'),;axis off;colorbar

o\
o\

P3

figure;
imagesc (reshape (mean (p3,2),480,640)) ;colormap('gray') ;title('valor
medio pl');axis off;colorbar

figure;
imagesc (reshape (std(p3,0,2),480,640)) ;colormap ('gray') ;title('std
pl'),;axis off;colorbar
end
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