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- Lo studio del]e fluttuazioni del diametro pupillare & da sempre stato considerato un potenziale metodo per
oftenere informazioni rilevanti sul funzionamento del sistema nervoso centrale. Nonostante i dati di letteratura, 1a
pupillometria non ha ancora trovato una sufficiente attenzione in ambito fisiopatologico efo clinico. Le difficolta
tecnologiche insite nella metodologia rappresentano sicuramente it pidl grande impedimento ad un pid diffuso
utilizzo. In questo lavoro & stato presentato un sistema pupillografico basato sulle piti recenti tecnologie digitali, di
facile utilizzo e soprattutto facilmente integrabile con le altre metodiche strumentali tipicamente impiegate
nell’esplorazione funzionale neurologica ¢ neurovegetativa, Sono inoltre presentati alcuni rsultati, di carattere
preliminare, che evidenziano la fattibilitd dell’approccio integrato proposto.
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The analysis of the spontaneous pupil diameter fluctuations has always been considered a promising method to
obtain relevant information about the central nervous system functioning. Despite literature data, pupillometry has
not yet gained large interest for pathophysiogic and clinical investigations. The technological difficulties of the
methodology are the most.important limitations for a wider diffusion. In this work, a pupillographic system is
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INTRODUZIONE

L’analisi delle variazioni del diametro puplllare in varie condizioni ha sernpre
suscitato notevole interesse nello studio di disturbi visivi, di problemi neurologici e di
patolog1e legate al sistema nervoso autonomo. L’esame della pupilla & infatti ritenuto
una misura oggettiva dell’integritd dei percorsi visivi afferenti e dell’innervazione
sunpatlca e parasimpatica dell’occhio nonché di stati mentali di stress, di affaticamento,
di concentrazione. In ambito clinico Panalisi del diametro puplllare riveste un ruolo
fondamentale sia nella diagnosi di patologie legate ai suoi propri meccanismi di
controllo, sia soprattutto come indice secondario di patologie neurologiche a carico di
altri centri nervosi, ad essi funzionalmente o anatomicamente connessi. Neppure la
recente disponibilitda di sofisticati strumenti di esame neurologici per immagini (in
particolare la Tomografia Assiale Computerizzata e la Risonanza Magnetica Nucleare)
ha ridotto I’lmpoﬂanza dei test pupillometrici che continuano ad essere Iargamente
impiegati tra gh esami neurologici preliminari.

Le prime ricerche riguardanti la pupilla risalgono a pit di 40 anni fa. In
particolare sono state oggetto di studio le fluttuazioni spontanee del diametro pupillare e
le caratteristiche della rlsposta pupillare a variazioni dell’illuminazione ambientale, alla
somministraziorie di farmaci, o durante particolari stati psicologici. I risultati ottenuti
suggeriscono che la puplllometrla potrebbe fornire informazioni importanti per un
numero elevato di patologie come la depressione, il morbo di Alzheimer, il diabete,
Ialcolismo, la sclerosi multipla. Per quanto nguarda lo studio del sistema nervoso
autonomo, 1’analisi delle fluttuazioni del diametro pupllla:re potrsbbe “assumere
un’importanza notevole nell’identificazione dei meccanismi di funzionamento del
sistema neurovegetativo e nella definizione di indici di attivitd autonomica. Questa
deriva, oltre che dalla centralitd delle fibre nervose pupillari, anche dalla presumibile
assenza di effetti di disturbo diretti di origine meccanica, che influenzano e talvolta
falsano ’analisi dei ritmi condotta sugli altri segnali di variabilitd. E’ spesso infatti
difficile valutare con certezza in che misura comportamenti ritmici presenti nei segnali
cardiovascolari comunemente analizzati (variabilitd cardiaca e pressione arteriosa) siano
dovuti ad autoscillazioni spontaneee autonomiche, ovvero vengano evocate da
periodiche variazioni di pressione arteriosa in distretti critici riconducibili a
conseguenze emodinamiche dirette dell’attivita respiratoria. Estendere le teorie
interpretative delle componenti ritmiche neurovegetative al segnale pupillare metterebbe
a disposizione dello studio (e un domani auspicabilmente anche della pratica clinica) un
potente indicatore, presumibilmente indipendente da interazioni meccaniche di aftivita
autonomica centrale.

La maggior parte delle metodiche di analisi tutt’ora adottate si basano su una
misura statica dell’ampiezza dall’apertura pupillare, in risposta a somministrazioni
locali di farmaci e/o a condizioni di illuminazione ambientale differenti. Pit raramente
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viene anche misurata la velocita di costrizione e/o dilatazione pupillare in risposta ad un
repentino modificarsi della illuminazione ambientale.

Alla luce delle metodiche di analisi ed estrazione di informazione disponibili e
di fatto. utilizzate per lo studio di altre variabili biologiche (a titolo di esempio si
consideri . I’analisi del segnale elettroncefalograﬁco ~oppure eletirocardiografico),
I’analisi del dlametro puplllare appare ancora. scarsamente approfondlta ‘Una possibile
causa di tale arretratezza ¢ ricercabile nella diffi golta mcontrata nel passato d1 ottenere
delle reg1stra210ne contlnue deIIe ﬂuttuazmm“'_ 'deI dlametro puplllare m formatr

t1po avanzato Il recente sv1luppo dl_hérdware e software per 1’acqu1s1z1one di sequenze
video, prevalentemente sospmto dall’interesse commerciale 'Verso apphcaZI ni_di tipo
multlmedlale . permette oggi lo sv1luppo d1 31stem1 d1g1ta11 d1 acqmsmone cont1nuét e
prolungata di tracciati puplllometncl '
, -Obiettivo del presente lavoro & la reahzzazxone di un 51stema puplllograﬁco
portatlle di t1po dlgltale utlhzzablle come elemento di un sistema di acqu131z1one
mult1parametnco di segnali ﬁsmlogm 11 sistema prevede l’acqmslzlone dell’1mmag1ne
‘pupillare’ medlante una microtelecamera CCD ad infrarossi montata su un caschetto
oculistico e collegata ad un convertitore A/D Un software approprlato permette il
nconosmmento automatico, del diametro pupillare e I’ eliminazione degli artefatti dovuti
alla chmsura delle palpebre 11 sistema sviluppato permette dunque I"analisi dmamlca
delle modlﬁcazmm del diametro puplllare Come esempio di apphcazmne nel carnpo
della ricerca_fisiopatologica, il sistema & usato con I’obiettivo di stabilire se sono
presentl ritmi caratteristici nel segnale di variabilita spontanea del diametro pup1llare e
in che misura questi sono Iegan alle oscillazioni presenti nei segnah di var1ab1hta del
ritmo cardiaco e della pressione arteriosa sistemica.



1. CENNI DI FISIOLOGIA ED ANATOMIA DEL CONTROLLO PUPILLARE

Il sistema nervoso autonomo & preposto all’innervazione della. muscolatura
liscia, delle ghiandole ¢ del miocardio. Il suo compito & di mantenere costante lo stato
-dell’organismo anche in condizioni di emergenza; a tal fine regola parzialmente o
totalmente variabili quali la circolazione, la respirazione, il metabolismo,.la temperatura
corporea, ecc. In particolare il sistema nervoso autonomo oculare innerva i muscoli
dilatatore e sfintere della pupilla e controlla il muscolo ciliare, - responsabile
dell’accomodazione, e la ghiandola lacrimale, ciog tutte quelle azioni muscolari e quelle
funzioni legate all’apparato visivo che sono sottratte al controllo della volonta. -

1.1 I controlio del diametro della pupilla

La funzmne della pup1Ha esclusivamente ottica, & quella di regolare la quantlta
di luce che raggiunge la retina, allo scopo di rendere ottimale Pacuitad visiva. Tale
quantitd & proporzionale all’area della pupilla, ovvero al quadrato del suo diametro.
Nell’uomo il diametro della pupilla pud ridursi fino a circa 1.5 mm e aumentare.fino a
circa 8 mm, Grazie a questa variabilita- dell’apertura pupﬂlare la quantita: di Iuce che
entra nell’occhio e che i 1mpressmna la retina pud variare di circa trenta yolte (1). . ,

~Accade .quindi che, in, cond1z1on1 di elevata. ﬁlumlnazmne estema la. pupllla si
restrmge per impedire I’ abbaghamento mentre all’oscurita si dllatawper mlghorare la_
sensibilita.- retinica. . Il ‘diametro. pupillare nei. -soggetti . svcgh : ns ltante delle
cond1z1on1 di: 1llum1na210ne amblentale €, dell’adatta.mento -a -questa degli; stimoli
emotivi e, dell’affatlcamento muscolare Nel. «caso.di stanchezza fisic i
si-ha costrizione, mentre sela, stanchczza ¢ heve si ha dllatazwne :

axieinid Ncl soggetti-normali di-eta. medla, adattatx al bulo in nposo ed T sﬂenzw i
dlametro :pupillare & di circa 7 mm..Inoltre le pupllle dei mlopl sono in, genere piil, larghe
di quelle degli axpermetropl -come; pure quelle delle persone.con. iridi chiare.rispetto a
quelle con iridi scuri.

Altra causa di restringimento ¢ la visione da vicino, durante la quale il diametro
pupillare diminuisce per ridurre le aberrazioni cromatlche e sferiche prodotte dal diottro
oculare.

oL ampiezza. della. pupilla--&.tegolata .dai muscoli -sfintere. (o costrittore) e
d11atatore, sitl mell’iride; che eserc1tano -azioni; antagomste 11 costrittore &. costxtulto da
fibre muscolari lisce che si raccolgono. in-una ‘banda anulare lunga.0.7. mm e 'spessa
0.1-0.2: mm intorno al bordo pupillare. Il dilatatore & costituito da elementi migepiteliali,
aventi-cioé una struttura in parte di tipo muscolare ed in parte di tipo-epiteliale. Questi
elementi sono situati negli strati profondl dell’iride, con una disposizione radiale per cui
dalla parte pill esterna dell’iride si portano verso il bordo pupillare che. tuttawa non




raggiungono. Questo muscolo ¢ molto pit sottile (3-4 Lm) e piu esteso del costrittore. Ii
muscolo sfintere ha un’innervazione prevalentemente parasimpatica. I corpi cellulari dei
neuroni pregangharl parasimpatici costituiscono i nuclei di Edinger-Westphal (EW) nel
mesencefalo; i loro prolungamenti si uniscono al terzo nervo cranico e raggiungono il
ganglio ciliare nella cavita orbitaria; qui formano sinapsi con i neuroni postgangliari.

-1 céntri parasimpatici pupillari (nuclei. di EW) ticevono impulsi ' eccitatori che
provocano costrizione (miosi), ed inibitori che provocano dilatazione (midriasi) della
pupilla. I primi sono evocati  dagli' stimoli" luminosi- (nﬂesso fotomotore), - gli - altri
provengono dall’ipotalamo, sono provocatl dalle emozmm e: danno luogo alla
cosiddetta midriasi emotiva. - B ¢

1l muscolo dllatatore della pupllIa e mnervato dalla sezrone sunpatlca del
ciliospinali di Budge uno per lato a livello del primo &' secondo segmento del nndollo
dorsale. I loro prolungamentx raggiungono, attraverso la catena cervicale simpatica, il
ganglio cervicale superiore, dove contraggono sinapsi con i neuroni postgangliari.

I centri di Budge sono collegati con Pipotalamo mediante ‘ufi sistema di fibre
discendenti, il cui decorso nel tronco celebrale non & del tutto noto; ricevono impulsi
nervosi dall’ipotalamo causati da stimoli emotivi, che si traducono, a livello oculare,
nella stimolazione del muscolo dilatatore e quindi in una midriasi (emotiva). :

L’ampiezza del foro pupillare & dunque la risultante dell’equilibrio, o dello
squilibrio, esistente fra I’attivita simpatica ¢ quella parasimpatica. La conferma di cio, in
‘condizioni fisiologiche, & data dal diverso comportamento della pupilla nel sonno; in
questo caso ¢ infatti presente miosi a causa della diminuzione del tono simpatico e della
riduzione degli impulsi inibitori dell’ipotalamo sui nuclei d1 EW, con conseguente
prevalenza del tonio parammpahco

A causa delle connessioni centrali e del decorso periferico delle fibre preposte
alla sua innervazione, la pupilla, pur avendo funzione solamente ottica, si comporta da
vera € propria spia della reattivita vegetativa sia a livello centrale che periferico.

A livello centrale questa reattivita si modifica sia in condizioni normali (sonno-
veglia) che patologiche (coma-anestesia). A livello periferico risente delle lesioni lungo
la catena neuronica, e I'impiego di adatti test permette talvolta di localizzare la sede
della lesione, che puod essere simpatica o parasimpatica, pre o postgangliare.

1.2 II sistema parasimpatico pupillare

I corpi cellulari dei neuroni pregangliari parasimpatici pupillari si riuniscono
nella parte superiore del mesencefalo, dove formano i gia citati nuclei di EW, uno per
lato. Tali strutture costituiscorio la compornente vegetativa del terzo nervo cranico.
Questo nervo motore & di tipo misto, con una componente somatica per i muscoli
oculari esterni (muscoli dei movimenti volontari dell’occhio e muscolo elevatore della
palpebra), ed una componente vegetativa per lo sfintere della pupilla ed il- muscolo
ciliare (Figura 1).



I neuroni dei nuclei di EW possiedono una propria attivit2 tonica, con
meccanismi autoctoni, indipendenti da ogni riflesso, come & stato dimostrato
sperimentalmente nel gatto, in cui l’interruzione di tutte le loro afferenze provoca
pupillocostrizione. Questa risposta & espressione dell’attivitd tonica, normalmente
mascherata dagli impulsi inibitori di origine ipotalamica.

Ciascun nucleo di EW provvede, oltre alla costrizione pupillare, anche
all’innervazione del muscolo ciliare e quindi all’accomodazione. Nella scimmia ¢ stato
dimostrato che le due diverse stimolazioni si possono evocare stimolando con
microelettrodi aree-diverse: in particolare la stimolazione pupillare € evocata da una
sollecitazione della parte anteriore dei nuclei; al contrario la sollecitazione della
porzione posteriore provoca una risposta dei muscoli ciliari.

Acquedotto celebrale.”
Nucleo di E-W.
Nuclei somatici del HI,
Fascicolo longitudinale mediale.
Lemnisco mediale. -
Peduncolo celebrale.
Sostanza nera.
Nucleorosso.”
Corpo gemcolato mediale.
0 Sostanza grzgta centrale
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_ _Figﬂfa 1.- Di’segﬂo schematico di una sezione del meseﬁcqﬁ_rld’.

Le ﬁbre nervose della porzmne vegetatlva del terzo nervo cramco st numscono



fuoriuscire dal tronco celebrale attraversa, nel mesencefalo, il nucleo rosso e la sostanza
nera con un percorso arcuato (Figura 1). A questo livello le fibre autonome e quelle
somatiche sono mescolate fra loro, tanto che un’eventuale lesione provoca
invariabilmente effetti sull’uno e I’altro sistera. :

Uscite dal tronco encefalico; le fibre nervose del terzo nervo cranico si -
riuniscono a formare il nervo vero'e proprio che decorrre in avanti per raggiungere la
cavitd orbitale. Dopo aver costeggiato il margine del fentorio del cervelletto (Figura 2),
il nervo penetra nel seno cavernoso (Figura 3). Nel “tronco” del nervo sono state
individuate delle fibre piti spesse (12-15 tm) che condurrebbero gli impulsi per la
porzione somatica, e delle fibre pit sottili (3-5 pm) pet la porzione viscerale®

Grande
falce . Nervo ottico
cerebrale ™.
Arteria
carotide
_interna
Ipofisi

Nervo oculomotore

-
-

Seno Tetto

Grande
fa{)cel Seno sagittale Territorio del
cerebrale : cervelletto

Figura 2.- Sezione trasversale del cranio

Penetrato dunque nel seno cavernoso, il nervo occupa una posizione superiore,
attraversa il seno, e, in corrispondenza della fessura orbitaria, si divide in due rami, uno
superiore ed uno inferiore. Le fibre autonome seguono il ramo inferiore, che presto
abbandonano per raggiungere il ganglio ciliare di cui costituiscono la radice motoria
(Figura 3).

~ 11 ganglio ciliare & una piccola formazione appiattita, della grandezza di qualche
millimetro, sito a circa 2 cm dal globo oculare, lateralmente al nervo ottico, con tre
radici. La prima & la radice motoria, costituita come abbiamo visto dalle fibre autonome



del terzo nervo cranico, che nel ganglio contraggono sinapsi con i neuroni postgangliari
(caratteristica comune del sistema nervoso parasimpatico & la prossimita dei gangli agli
organi effettori). Le altre due radici sono rispettivaments una radice sensitiva, preposta a
trasmettere la sensibilithi corneale, ed una radice simpatica che contiene fibre

vasomotorie oculari.

Falce cerebrale  jnfariore

Territorio del
cervelletto

Seno sagittale

superiore

Seno intracavernoso

Senc sagittale .
posteriore

Seno caverneso
di sinistra

Seno intracavernoso
anteriore

ERTAS

f

N e,

Vena oftalmica
superiore

iy

It s
"-

Ny

Seno cavernoso

. ‘en-o petroso
di destra

inferiore

. Falce ’\ I
Seno occipitale cerebellare - AN N 75

i REE Seno sigmoideo

Figura 3.- Sezione sagittale del cranio

-Nel ganglio ciliare la maggior parte.dei neuroni sono di tipo parasimpatico, ma

‘song state riscontrate anche piccole cellule multipolari simpatiche e cellule con funzioni
sensitive. Queste fibre attraversano il ganglio senza contrarre pressoché sinapsi; le fibre
-parasimpatiche:contraggono invece sinapsi con i-neuroni postgangliari, i quali seguono i
nervi ciliari brevi che, in numero di 12-20, penetrano nel globo oculare intorno al nervo

ottico (Figura 4).

[
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‘Ramo nasociliare dell’aftalmico
Nervo ciliare lungo
. Newvi ciliari brevi
Ganglio ciliare
" .Radice motoria
Radice sensitiva
Radice simpatica
I nervo cranico
Nervo oftalmico
. Nervo mascellare
. Nervo mandibolare
. Sifone carotideo
. Ganglio di Gasser
. Nervo trigemino
. Plesso simpatico pericarotideo

R e Rl e

b et ek ek
th B W — O

Figura 4.- Disegno schematico illustrante il ganglio ciliare, le sue radici e i nervi ciliari

Le afferenze ai nuclei di E.-W. costituiscono la prima parte deli’arco riflesso
pupillare per quanto riguarda la sua porzione parasimpatica. Esse hanno una triplice
origine: provengono dalle vie ottiche (per la regolazione del diametro pupillare in
risposta alla variazione della luminosit), dal talamo e dall’ipotalamo (e questo rende
conto della midriasi emotiva). Inoltre studi relativamente recenti (2) hanno mostrato
I’esistenza di afferenze provenienti dalla sostanza reticolare del tronco celebrale ¢ dalla
corteccia, che sarebbero responsabili della miosi nella visione per vicino (Figura 5).
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[a] dalla corteccia celebrale
[b] dal talamo

[e] dall’ipotalamo

[d] dalla sostanza reticolare
1. nucleo di E-W

2. HI nérvo cranico

3. gunglio ciliare

4. nervi ciliari brevi.

Figura 5.- Origine degli impulsi inibitori ai nuclei di E-W

Le fibre pupillari provenienti dalle vie ottiche hanno origine dalle cellule
gangliari retiniche connesse con i fotorecettori, entrano quindi a far parte del nervo
ottico, si incrociano parzialmente nel chiasma ottico (Figura 6) e seguono le bandelleite
ottiche, che abbandonano poco prima dei corpi genicolati laterali. A questo livello le
fibre penetrano in ciascuno dei bracci congiuntivi superiori e raggiungono il
mesencefalo. .

Nel mesencefalo le fibre ottiche contraggono sinapsi con particolari neuroni detti
pretettali, raggruppati in nuclei omonimi, le cui terminazioni stabiliscono il contatto
elettrico con i nuclei di EW. I neuroni pretettali costituiscono dunque I’unione tra il
ramo afferente e quello efferente dell’arco per il riflesso fotomotore (Figura 6).
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hervo ottico
chiasma ottico
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peduncolo celebrale
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. hucleo rosso

. I nervo cranico
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. nervi ciliari brevi
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Figura 6.- Schema dell’arco riflesso fotomotore diretto e consensuale
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Le afferenze responsabili della midriasi emotiva hanno origine invece da neuroni
distribuiti in un’estesa area nella porzione dorsale dell’ipotalamo e nel talamo. E’ stato
dimostrato sperimentalmente che la stimolazione di queste aree provoca midriasi
massima anche in condizioni d’interruzione della catena simpatica.

Infine i nuclei di E.-W. ricevono fibre afferenti dalla formazione reticolare del
tronco celebrale e da particolari aree defla corteccia. A tal riguardo in particolare & stato
dimostrato che nel gatto la stlmolazmne di queste aree provoca effetti parasimpatici
. pupillart bllaterah (miosi).

1.3 TI sistema simpatico pupillare

Per quanto riguarda la porzione simpatica del sistema di controllo pupillare, i
corpi cellulari dei neuroni pregangliari si raggruppano nelle colonne intermedie-laterali
del midollo spinale a livello dei segmenti toracici. Tali raggmppamentl (uno per lato)
sono detti centri ciliospinali di Budge.

I prolungamenti nervosi dei centri di Budge fuoriescono dal midollo spinale
seguendo per un breve tratto il percorso del primo e del secondo nervo dorsale. Presto lo
abbandonano per passare nei rami comunicanti bianchi (Figura 7) attraverso i guali
raggiungono il tratto cervico-toracico della catena gangliare paravertebrale. Vale la pena
di osservare come ancora una volta venga rispettata la struttura generale del simpatico,
che prevede la presenza di gangli disposti in catena, prossimi ai centri nervosi e dunque
spesso molto distanti dagli organi effettori.

La porzione .cervico-toracica della catena gangliare € appogglata alla prlma
costa, dietro D’arteria succlav1a ed & coperta da tutte le. strutture del collo. Essa &
solitamente costituita da una sola struttura il ganglio stellato, che in alcuni soggetti si
presenta perd bilobato, dando luogo cosi‘a due distinte strutture gangliari.

11 tratto cervico-toracico prosegue nella catena ganghare cervicale vera e propria,
. fino al gangho cervicale superiore, lungo quasi. 2 cm, posto alla base del cranio.

In esso i neuroni pregangliari conu'aggono smap31 con: quelh postganghan che
“vanno a costituire il nervo carotico interno. (Flgura 7). _

Le fibre simpatiche pupﬂlan ‘seguono poi il percorso del nervo oftalmico.
Attraverso questo penetrano nella cavita orbitaria e, quando Ioftalmico si apre nei suoi
‘rami terminali, i neuroni simpatici seguono il nervo. naso-ciliare ed i nervi ciliari lunghi.

- Questi ultimi (sen31t1v1 oltre che motori attonomj) perforano in numero di due: la sclera,

si Tiuniscono con i nervi ciliari brevi raggiungendo :infine I’iride, dove le fibre nervose
simpatiche vanno ad innervare il muscolo dilatatore della pupllla

mo




centro ciliospinale di Budge

‘primo nervo toracico

ramo comunicante bianco

ganglio stellato

Jfibra simpatica pregangliare
arteria carotide interna

ganglio cervicale superiore

fibra simpatica postgangliare
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16. plesso simpatico pericarotideo
17. I nervo cranico
18. radice motoria per il ganglio ciliare
19. ganglio ciliare
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Figura 7.- Disegno schematico illustrante I'origine e il decorso della via simpatica pupiliare.
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Dal ganglio cervicale si dipartono anche fibre destinate alla costrizione dei vasi
della testa; inoltre il tratto cervicale della catena simpatica provvede all’innervazione
pilomotoria delle ghiandole sudoripare e a quella vascolare della cute, della testa, del
collo e degli arti superiori.

Le afferenze al centro di Budge hanno origine in un’estesa area dorsale
dell’ipotalamo (centro di Karpus e Kreidl). Il decorso delle fibre non & ancora
completamente noto, anche se & certo un coinvolgimento del tronco encefalico.

A sua volia I'ipotalamo, per quanto concerne 1’attivita simpatica oculare, riceve
afferenze da alcune parti della corteccia. A tal riguardo ¢ stato dimostrato, mediante
sperimentazione su animali, che la stimolazione di quelle zone dell’area frontale
connesse con i movimenti oculari estrinseci provoca [’eccitazione del simpatico
pupillare con conseguente midriasi, anche se va detto che i risultati sperimentali non si
prestano ad una interpretazione univoca, essendosi riscontrate in taluni casi risposte
differenti.

1.4 T riflessi pupillari

La risposta neurovegetativa pupillare comprende cinque distinti riflessi:

1) Il riflesso fotomotore diretto e quello consensuale: consistono nel
restringimento bilaterale delle pupille che si verifica quando si proietta in un occhio luce
di sufficiente intensitd. Il restringimento della pupilla direttamente interessata
costituisce il riflesso diretto, quello dell’altra il riflesso consensuale (o indiretto).
Nell’vomo DPintensita di contrazione della pupilla & uguale nei due riflessi, ed ¢
condizionata dallo stato di adattamento retinico e dalla parte di retina che subisce la
stimolazione. La latenza del riflesso & di 0.2 secondi in caso di intensa illuminazione, e
di 0.5 secondi se lo stimolo ¢ piii debole. La contrazione pupillare alla luce, come ¢
stato possibile dimostrare mediante la moderna pupillografia, & costituita da una fase
primaria rapida, parasimpatica, ¢ da successive due fasi, pit lente dipendenti dal
simpatico, Cid indica che il riflesso fotomotore non & una funzione esclusivamente
parasimpatica. Va inoltre menzionato il fatto che ricerche sperimentali condotte sugli
animali (gatti) hanno dimostrato la presenza di un controllo superiore celebrale (3).

2) 1l riflesso pupillare per vicino: consiste nella costrizione bilaterale delle
pupille nella visione da vicino, quando cioé si passa dall’osservazione all’infinito
all’osservazione a una distanza di 30-40 cm. La miosi & contemporanea
all’accomodazione e alla convergenza, ma non dipende né dall’una né dall’altra: ¢ stato
infatti osservato che abolendo ’accomodazione mediante lenti sferiche positive, ovvero
la convergenza, mediante lenti prismatiche, la miosi si manifesta ugualmente, I tre
movimenti sono dunque da considerarsi associati, evocati da un comune stimolo, ma
indipendenti. Infine, poiché la miosi da vicino pud manifestarsi anche in condizioni
patologiche che pregiudicano il riflesso fotomotore (pupilla di Argyll Robertson), si é
pensato che nel nucleo di EW esistano aree distinte per i due riflessi, oppure che le fibre
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del terzo nervo cranico da esst rlspettxvamente interessate abbiano un percorso diverso,
anche se a tutt’oggi tale separazione non ¢ stata individuata.

3) Il riflesso pupillare all’oscuritd: consiste nella dilatazione pupillare che
consegue ad una breve interruzione dell’illuminazione che si era mantenuta costante per
un tempp sufficientemente lungo da aver permesso all’occhio di adattarsi. Perché lo
stimolo -sia evidente & necessario che I'occhio sia-adattato’ ad una luce 1ntensa e che lo
stimolo al buijo abbia una durata di almeno 0.3 s. o S :

4) Il r:ﬂesso pupillare agli stimoli emotivi e sensorializ le emozmm 'SOno
provocate' da determinati stati'd’animo- quali i pens1er1 spontanel e'la paura, oppure
conseguono a sensazioni quali i dolore.’ Esse’ provocano eccitazione del simpatico ¢
inibizione del para31mpat1co a'livello pupiktare cid'si traduce una midriasi bilaterale che
spesso’ & associata ad un lieve sbarrarmento delle ‘palpebre. Si tratta’di un meccanismo di
chiara orlgme corticale mediatosia dal simpatico cervicale; che attiva il dilatatore della
pupilla, sia dal terzo nervé cranico che inibisce il tono dello sfintere puplllare (4).

5) Il riflesso pupillare alla chiusura delle palpebre: consiste in una breve
costrizione e ridilatazione della pupilla per la chiusura spontanea o intenzionale delle
palpebre. Sembrerebbe dipendere da brevi stimoli all’oscuritd, conseguenti alla chiusura
delle palpebre, e allo stato emotivo del soggetto. Non vengono generalmente considerati
tra i riflessi pupillari quello cosiddetto oculosensoriale (o trigeminale) che consiste nella
dilatazione puplllare b1laterale Segmta da immediata costrizione, che si verifica quando
si stimola la cornea, ¢ la miosi, seguita da midriasi conseguente alla stimolazione
acustica mediante un diapason.  Queste risposte pupillari sarebbero la nsultante di
r1ﬂ6331 puplllan a stlmoh emiotivi ¢ alla chlusura palpebrale
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2. ANALISI DELLE FLUTTUAZIONI DEL DIAMETRO PUPILLARE E
SIGNIFICATO CLINICO

I primi studi sulle fluttuazioni spontanee del diametro pupillare in assenza di
- stimolazioni esterne come la luce o Paccomodazione visiva si devono a Usui e Stark

(5). Questi studi non individuarono componenti armoniche specifiche nelle fluttuazioni
spontanee del diametro pupillare. Al contrario, Stark introdusse un input stocastico nel
modello del controllo della pupilla e concluse che il rumore nella banda di frequenza
0.03-0.5 Hz ¢ la maggiore componente delle fluttvazioni spontanee del diametro
pupillare (5). Tuttavia, ¢ generalmente accettato che I’innervazione simpatica e
parasimpatica dei muscoli dell’iride svolga un ruolo significativo nella genesi ¢ nella
modulazione delle fluttuazioni spontanee della pupilla nell’animale ¢ nell’'uomo. In
particolare & stata dimostrata prima negli animali (6) e poi nell’vomo (7,8), la presenza
di oscillazioni pupillari sincrone con [’attivita respiratoria: in generale I’inspirazione ne
provoca la dilatazione, ’espirazione ne induce la costrizione (6,7). L’interesse nella
ricerca di specifiche componenti armoniche & alimentato dai risultati ottenuti nello
studio delle componentt oscillatorie nei segnali di variabilitd cardiovascolare (9). La
quantificazione mediante analist nel dominio della frequenza dell’ampiezza delle
oscillazioni del ritmo cardiaco ha infatti permesso una migliore comprensione della
fisiologia del controllo autonomico cardiovascolare e 1’individuazione di indiet
quantitativi per la valutazione del bilanciamento simpato-vagale. Il ritmo respiratorio,
presente in varie fibre nervose simpatiche e parasimpatiche e nel segnale di variabilita
della frequenza cardiaca (9), e indicato come componente in alta frequenza (High
Frequency, HF, 0.15-0.4 Hz), & considerato un indice del controllo parasimpatico sul
nodo del seno. Nel segnale di variabilitd della frequenza cardiaca ¢ individuabile anche
un’altra componente, nella cosiddetta banda in bassa frequenza (Low Frequency, LF,
0.04-0.15 Hz). Una dettagliata esposizione di questo argomento & riportata in (9).

Risale al 1978 il primo studio mirato ad analizzare la funzione pupillare in
soggetti diabetici con neuropatia autonomica (10). Si dimostrd che 1 diabetici
neuropatici avevano un diametro pupillare minore dei soggetti di controllo, e che la
risposta a riflessi di luce era ridotta in ampiezza. Inoltre, le oscillazioni del diametro
pupillare in presenza di luce costante erano minori nei diabetici rispetto ai normali,
anche se la distribuzione delle oscillazioni nel range di frequenza analizzato (0-2.0 Hz)
risultava identica. _

Recentemente Yoshida ef «l., mediante I’acquisizione simultanea della pupilla e
dell’attivitd respiratoria, ha individuato fluttuazioni del diametro pupillare sincrone con
Iattivitd respiratoria (8). Lo stesso gruppo, mediante analisi cross-spetfrale delle
fluttuazioni del diametro pupillare e della variabilitd della frequenza cardiaca, ha
evidenziato un legame tra i ritmi della variabilitd cardiovascolare e quelli della pupilla

(11). ﬁ
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Recenti studi hanno inoltre dimostrato come le componenti spettrali LF delle
fluttuazioni del diametro pupillare aumentino durante uno sforzo mentale (12) ¢ durante
attivazione simpatica mediante head-up TILT test (13).
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3. PUPILLOMETRIA E PUPILLOGRAFIA

Lo studio delle fluttuazioni spontanee o indotte del diametro pupillare come
indicatori dell’attivitd neurovegetativa, dell’integritd dei riflessi e del sistema visivo,
obbliga a porre il problema della pupillografia, cioé dell’analisi delle variazioni nel
tempo delle oscillazioni pupillari, da un punto di vista nuovo. Sono infatti molte le
problematiche connesse ad una corretta valutazione delle reazioni pupillari, che rendono
molte delle pit diffuse soluzioni proposte in letteratura o presenti nella pratica clinica
inadatte o fortemente sconsigliabili.

I limiti fondamentali della pupillometria sono diversi e tutti essenzialmente
dipendenti dalle caratteristiche della pupilla sotto osservazione. Buona parte dei metodi
ad esempio, e certamente la grandissima maggioranza di quelli comunemente usati in
sede di esame clinico, prevedono una misura statica dell’ampiezza dall’apertura
pupillare. Una tale misura é fortemente penalizzata dalla continua fluttuazione della
grandezza misurata, Il diametro pupillare, come osservato in precedenza infatti, ¢
Iespressione di un particolare equilibrioc neuromuscolare, che si modifica
continuamente nel tempo e che & causa di irregolari variazioni del suo diametro. Inoltre
tali variazioni non riguardano soltanto I’ampiezza della pupilla, ma anche la sua forma,
essendo talvolta localizzate in settori del margine interno dell’iride. A tal riguardo
occorre mettere in evidenza come quasi tutti 1 metodi pupillometrici utilizzati partano
dall’assunzione di perfetta circolaritd della pupilla. Si tratta in effetti di un ipotesi
accettabile con un buon grado di approssimazione, anche se va ricordato che essa a
rigore non & esatta: la pupilla in realti non & riconducibile ad una forma geometrica
semplice, e questa sua ‘caratteristica pud occasionalmente essere particolarmente
pronunciata (inficiando cosi la misura) in particolari soggetti. Altra difficolta a cui
vanno ‘incontro buona parte dei metodi di misura impiegati € 1a poco chiara
delimitazione del margine pupillare a causa del basso contrasto-che presenta’ con il
bordo interno dell’iride. Paradossalmente questa difficolta ¢ comune sia ai p1u
rudimentali metodi pupillometrici, basati sull’osservazione diretta, <he a quelh piu

sofisticati che fanno uso di tecniche di elaborazione delle immagini.

- Infine occorre evidenziare un problema che sorge quando si vuole fomlre una
misurazione accurata delle dimensioni pupillari. Esso deriva dal fatto che la pupilla
osservata appare ingrandita rispetto alle sue dimensioni reali.- Questo ingrandimento
ottico & dovuto al diottro presente davanti al foro pupillare composto dall’'umor acqueo,
dalla cornea e dal mezzo ambientale (aria). La modellistica oftalmologica ha permesso
di calcolare approssimativamente quest’aberrazione che ¢ ‘stata quantitativamente
espressa da un coefficiente’ di ingrandimento pari a 1,1333. In realta questo- errore viene
quasi sempre trascurato anche in consideérazione del fatto-'che in una ‘indagine

‘pupillometrica quello che interessa sono solitamente le variazioni relative del diametro
pupillare, essendo il suo valore assoluto una caratteristica in Iarga misura vanablle da

soggetto a soggetto e di scarso contenuto informiativo.
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I metodi di misurazione della pupilla si dividono essenzialmente in metodi di
confronto .¢ metodi fotografici. I primi a loro volta si dividono ulteriormente in metodi
di confronto diretto, tangenziale e a proiezione.

- Confronto diretto. In questo metodo si confronta I’ampiezza pupillare con una
serie di dischi o fori di diametro crescente (pupillometro di Morton), il confronto pud
anche essere effettuato in trasparenza facendo uso di una sottile lastra di vetro che viene
posta davanti all’occhio del paziente (puplllometro di Schloesser)

a) Confronto tangenziale. Si tratta di un metodo generalmente considerato pit
accurato. Vengono fatte passare tangenmalmente alla circonferenza pupillare delle linee
parallele il cui scartamento fornisce fa misura voluta.. &

b) Confronto a proiezione. A differenza degli altri metod1 di confronto la misura
non viene effettuata direttamente sulla pupilla, ma su una sua immagine proiettata per
mezzo di vari apparati ottici (alcuni dei quali molto ingegnosi) su una scala graduata

- Metodi fotografici. 1 pup1110metr1 fotograﬁm permettono la misurazione del
diametro della pupilla su- una. sua immagine fotografica facendo uwso di pellicole
all’infrarosso; L’introduzione’ negli - studi pupillometrici della luce alle frequenze
dell’infrarosso, largamente impiegata in queste applicazioni fin dagli anni trenta, si
giustifica con la necessitd di ottenere una adeguata illuminazione dell’occhio nelle
riprese fotografiche senza con cid stimolare il riflesso fotomotore. In realta, vedremo
pill avanti, questo non & il solo vantaggio che essa presenta.

La progressiva introduzione di tecniche fotografiche, cinematografiche ed infine
elettroniche ha portato alla nascita di un ben pitt completo metodo di studio della pupilla
che prende il nome di pupillografia.

I metodi pupillometrici fin qui esaminati, che restano i plu utlllzzatl in ambito
clinico, effettuano tutti una -misura statica dell’ampiezza del forame pupillare. La
pupitlografia & invece in grado di fornire un vero e proprio tracciato (pupillografico) che
evidenzia, in dipendenza del tempo, I’andamento dell’ampiezza pupillare.

La metodica pupillografica pili usata consiste nel registrare un flusso di raggi
infrarossi riflessi dall’occhio, sfruttando la caratteristica della pupilla di avere una
riflessione molto minore rispetto alle altre parti visibili dell’occhio (iride ¢ sclera). La
quantita di radiazione riflessa complessivamente avrd dunque una componente
proporzionale, istante per istante, all’ampiezza della pupilla. L’accusa principale mossa
a questo metodo di misurazione & che la calibrazione dipende fortemente dal soggetto su
cui si effettua la misura. Cid & causato dal fatto che iridi diverse presentano in funzione
del loro colore una diversa capacita di riflettere gli infrarossi (maggiore nei soggetti con
gli occhi scuri ad esempio rispetto ai soggetti con gli occhi chiari), e ¢id si traduce in un
artefatto che modifica le dimensioni apparenti della pupilla. '

In ambiti di ricerca la pupillografia & stata recentemente associata a tecniche di
inseguimento ed individuazione della posizione della pupilla nell’orbita oculare, ¢ sono
stati realizzati apparati in grado di fornire istante per istante posizione e dimensioni
della pupilla. Buona parte di questi metodi & basata su algoritmi di elaborazione
analogica delle immagini, mcapam tuttavia di risolvere movimenti oculari inferiori a 0.2
gradi o con una dinamica superiore ai 100 Hz (movimenti saccadici). Una metodica
particolarmente diffusa consiste ad esempio nel porre una soglia sulla componente di
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luminanza del segnale video per individuare nell’immagine l’occorrenza del bordo
pupillare; ovvia critica a questo metodo & la sua alta sensibilitd al rumore che
suggerirebbe invece un criterio di misura basato su una stima dell’area; si segnala a tal
riguardo il pupillografo realizzato nel 1991 all’universita dello Iowa che, pur partendo
dall’elaborazione del segnale analogico, consente una valutazione piuttosto accurata del
diametro pupillare attraverso la stima della superficie del foro (14).
Altre soluzioni infine fanno uso delle diverse proprieta di riflessione dell’iride e
. della sclera: illuminando con luce all’infrarosso il confine tra di esse € misurando la
quantitd di luce riflessa & possibile un’accurata misurazione dell’angolo di rotazione
dell’occhio. :

.........
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4.'PROGETTO E REALIZZAZIONE DI UN SISTEMA PUPILLOGRAFICO
INNOVATIVO

Uno studio pupillografico & generalmente rivolto ali’analisi di caratteristiche del
comportamento volontario (saccadi di puntamento, inseguimento di oggetti ecc.). ¢ della
risposta pupillare ad uno stimolo esterno, che si realizza a pochi . secondi
dall’applicazione dello stimolo. Le apparecchiature € gli strumenti esistenti sono spesso
piuttosto scomodi, in quanto prevedono sempre il bloccaggio del capo e del mento del
paziente, ¢ molto spesso lo costringono a tenere le palpebre aperte. L’impiego di una
tecnica diversa che permetta innanzitutto un’acquisizione piuttosto lunga (almeno
qualche decina di minuti) in condizioni di massimo “comfort” per il paziente ¢ quindi
importante, Questo deve poter stare sdraiato su un lettino ¢ deve essergli consentito di
muovere liberamente il capo e gli occhi, anche se gli si potrd naturalmente chiedere di
guardare un oggetto posto davanti a sé.

4.1 Acquisizione dell’immagine pupillare

1l sistema pupillografico realizzato prevede la digitalizzazione del segnale video
relativo all’occhio, ripreso da una microtelecamera ad infrarossi (4x4x3 cm, 35 g,
Figura 8) montata su un leggero caschetto solidale con il capo (Figura 9).

La telecamera & montata rigidamente al caschetto per mezzo di supporto
snodabile che le permette di puntare uno degli occhi del paziente. Lo snodo consente un
ampio margine di movimento prima del fissaggio, molto utile per una preliminare
ottimizzazione dell’inquadratura e delle condizioni di messa a fuoco. La forma del capo
¢ la posizione degli occhi presentano infatti delle piccole variazioni da soggetto a
soggetto. La telecamera & collegata con un convertitore A/D di tipo commerciale,
installato su PC. Lo schema del sistema & mostrato in Figura 10.

La distanza finale che viene raggiunta tra !’obbiettive e la cornea vana
leggermente da paziente a paziente, ma comunque non supera mai i 2-3 centimetri.
Questo allo scopo di evitare ’accomodazione visiva sulla telecamera ed il riflesso
pupillare ad essa associato. D’altra parte avere un oggetto cosi vicino all’occhio
potrebbe costituire motivo di disagio per il paziente. Per ovviare a questo inconveniente
& bene far precedere l’acquisizione vera e propria delle immagini da un periodo di
tempo di qualche minuto, tale da permettere al paziente di abituarsi alla presenza del
caschetto e della telecamera (oltre che agli altri strumenti di acquisizione).

Le riprese vengono effettuate con una illuminazione agli infrarossi (780 nm),
assicurata da un diodo LED, posizionato sul bordo esterno dell’obiettivo (Figura 8). I
diodo illumina la pupilla emettendo una densita di potenza di circa 4 mW/sr, la potenza
incidente sulla cornea del paziente essendo al di sotto dei limiti posti sulla esposizione
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dei lavoratori agli agenti fisici dall’ ACGIH (American Conference of Governmental
Industrial Hygienists).

Rl T . DicdoLED

Flgura 8.- Microtelecamera: ca ad infrarossi (4x4x3 em; 35°g),
e diodo LED che consente 1’ 1zione agli infrarossi (780 nm),
posrzzonato sul bordo estemo dell abzett:vo ,

L’impiego della luce nel campo mfrarosso (dlffusamente utilizzata in oculistica
a partire dagli anni trenta), oltre'al vantagglo ovvio di non indurre il riflesso pupillare
fotomotore, ha la caratteristica di rendere la - pupilla particolarmente definita
nell’immagine, indipendentemente dal colore | dell’itide. Questo ¢ dovuto alle
caratteristiche di riflessione _d_el;__f_tgssuto irideo, ¢ consente di utilizzare immagini in
bianco e nero, con un sostanziale risparmio di costo della telecamera nonché di memoria
magnetica necessaria per1’acquisizione. In effetti I'impiego di i unmaglm a colori, molto
utile per una corretta definizione del contorno pupillare in luce normale, e
particolarmente per soggetti con gli occhi scuri, diventa del tutto superfluo in queste

condizioni di illuminazione.
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Figura 9.- Caschetto su cui la telecamera & montata rigidamente per mezzo di supporto snodabile
che le permette di puntare uno degli occhi del paziente '
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Figura 10.- Rappresentazione schematica del sistema pupillografico.

La ripresa dell’immagine pupillare effettuata con queste modalita permette tutti i
movimenti  del capo. Analogamente la- scelta dell’analisi = automatica previa
dxgltahzzaZlone del segnale permette I’applicazione di algontml di 1nsegu1ment0 della
pupilla, il che i traduce nell’ultenore possibilita per il paziente di compiere movimeiiti-
oculari (non: essend001 costrleone atenere lo sguardo fisso). -

L’elaborazmne delle immagini della pupilla - effettuata off-line permette d1 _
eser01tare un controﬂo sull’ apertura della palpebra e qu1nd1 di scartare. i datl campionati |
eventualmente: pr631 in occasione di una sua chiusura. In ‘questo caso i dati ‘mancanti
relativi alla’ stima " del “diamietro pupillare vengono . oftenuti operando un’opportuna
1nterpolaz10ne Inﬁne la dlspomblhta del segnale d1g1tal1zzato relatwo all’intero penodo
iniziare lelaborazmne e debbano essere forniti i valori pup1110metr101 permette di
ottemperare alle esigenze di sincronizzazione imposte da un’acquisizione multipla.

1l convertitore analogico digitale da utilizzarsi in questo schema di‘misura deve
accettare in ingresso il segnale analogico televisivo (ovviamente in banda base e
conforme allo standard europeo PAL) e convertirlo in digitale. Lo standard PAL (ed
altri standard di codifica analogica del segnale video) prevede la rappresentazione del
segnale televisivo a 625 righe ¢ con una frequenza di semlquadro di 50 Hz. L’immagine
da riprendere ¢ composta'da 2 semiquadri successivi; vengono quindi resi disponibili 25
frame/secondo. Il convertitore analogico digitale utilizzato nel sistema pupillografico ha
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una frequenza di campionamento di 25 frame/secondo e permette una risoluzione di
576x768 pixels.

I’acquisizione simultanea di immagini pupillari e di eventuali altre variabili di
interesse fisiologico e/o di segnali di stimolo visivo richiede 1’utilizzo di un appropriato
circuito di sincronizzazione. Tale necessita origina dalle peculiari caratteristiche poste
dallo standard televisivo analogico. Le singole immagini pupillari sono infatti
disponibili ad istanti discreti (40 ms nello standard PAL), mentre generalmente le altre
variabili di interesse sono di tipo analogico e quindi continue del tempo (ECG, EEG
ecc...). Sono dunque questi ultimi segnali a dover essere acquisiti in modo sincrono con
1 frame ‘video. Cid & possibile utilizzando il segnale di sincronismo video disponibile

nello standard PAL. In questo modo si riesce a sincronizzare 1’inizio della conversione
analogico-digitale dei segnali con la generazione dei frame video.

In partlcolare il convertitore A/D video utilizzato rende dlsponlblle in uscita il
segnale di sincronismo di frame. In Figura 11 & rappresentato il diagramma a blocchi
implementato ifi ambiente LabView per acquisire il segnale video e generare il segnale
di sincronismo di frame. '

=

imMAn[] M
:

'

critiura su file

i[O ;m
I: !ramas acquisiti i

« Irigger estarmno
lqp Inizio -l

quCreare o rimpiazzare I

Figura 11.- Diagramrﬁa a blocchi in ambiente Labview per la configurazione delia scheda video,
per Pacquisizione del segnale video e per la configurazione del sincronismo di frame.
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4.2 Calibrazione del pupillometro

L’utilizzo di una microtelecamera solidale alla testa del soggetto e la necessita di
adattare la distanza della telecamera dall’occhio al fine di ottenere una ottimale ripresa
implica un processo di calibrazione da effettuarsi all’inizio di ogni esame.

A tale scopo & stata implementata una procedura di calibrazione mediante una
ripresa di una circonferenza di diametro noto posta sulla palpebra del soggetto (Figura

12). Tale procedura permette la stima dell’ingrandimento ottico introdotto dal sistema di
ripresa, consentendo quindi la calibrazione del sistema.

Figura 12.- Calibrazione del pupillometro mediante la ripresa di circonferenze di dzametro noto
{pannello smzstro) poste sulla palpebra del soggetto

4.3 Algoritmo di riconoscimento e misura del diametro pupillare

Al fine di estrarre serie temporali che rappresentino le fluttuazioni del diametro
pupillare sono necessari algoritmi di misura delle dimensioni pupillari a partire dalla
rappresentazione numerica di un singolo frame. Tale misura & ripetuta su tutti i frame
della ripresa video, e fornisce Pandamento temporale del - segnale pupillare, cioe il
tracciato pupillografico che verra successivamente campionato in maniera opportuna.

4.3.1 Algoritmo di riconoscimento

La prima cosa di cui bisogna accertarsi prima di individuare la posizione
pupillare & che la pupilla sia ben visibile nell’immagine. Potremmo infatti avere
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incidentalmente a che fare con un frame durante il quale il paziente ha sbattuto le
palpebre ¢ la pupilla potrebbe essere del tutto o parzialmente coperta. Per ovviare a
questo inconvenierte, I algoritmo di anahsl automatica prevede un semphce conteggm
preliminare dei pixel a bassa luminanza’ (nspetto ad un opportuna soglid).  Grazie
all’illuminazione -fomita’ dai' LED all infrarosso; l’nnmagme si’ presenta generalmente
piuttosto fuminosa’fatta eccezmne per la' Figura molto scura’della’ pupﬂla che & cosi
facﬂmente 1nd1v1duablle con un’ ’opportuna sogha sulla Timinaiza déi pixel.- -
‘Accertata’la | presenza della ‘pupilla; si puo procedere 'all’md1v1dua210ne della sua
posizione, che per noi sara una valutazxone’ appr0551mat1va dellé ‘coordinate-del suo
centro. La tecnica utlhzzata a questo scopo ¢ pluttosto semphce ma anche

Spesso a rlsultatl grossolanamente;
__1tutto se & vero che una soglia sulla g

canle i Per .ovv1are' al pnmo degh 'Amcornvementl 01tat1 si é utlhzzato un algorltmo_ :
':1terat1vo che calcola i barlcentro non dell’lntera nnmagme ma di una sua porz1one -

procedlmento d1 mlsura (NXM) Queste d1mens1on1 devono essere le minime che ancora'-
assicurano di essere maggiori delle massime dimensioni verosimilmente raggiungibili
dalla pupilla durante I’acquisizione. E chiaro come questa valutazione debba essere fatta
al momento di cominciare ogni acquisizione tenendo. conto. delle dimensioni che Ia
pupilla, per quel soggetto e in quelle particolari condizioni di ripresa, assume
neil’immagine. In particolare la prima immagine (Ip) su cui si calcola il baricentro & di
376x568 pixel, centrata attorno all’immagine iniziale, come mostrato in Figura 13.
L’algoritmo viene inizializzato ponendo come baricentro iniziale il baricentro

dell’immagine Iy (x,, yo) Successivamente si calcola il baricentro (x;,3,) del
rettangolo NxM con. centro in . (x4,y,). Si calcola poi nuovamente il baricentro
(x,,y,)diun rettangolo NxM centrato nel baricentro (x,,,). Ogni volta che si ottiene
una nuova coppia di punti se ne valuta la distanza con la precedente; il procedimento
iterativo si arresta all’annullar51 d1 tale dlstanza (0 megho quando questa dlstanza e"__
minore di 2 pixel).” R '

L’algoritmo appena descritto permette di non considerare i pixel prossimi ai
bordi dell’immagine che eventualmente si trovassero ad essere sotto soglia e che
renderebbero imprecisa la valutazione del baricentro. Esso non ha mai mostrato
problemi di convergenza, a patto che il primo rettangolo’ (Ig) del quale si calcola il
baricentro contenga gid una parte della pupilla, condizione questa facilmente

realizzabile per mezzo ch un opportuna 1llum1nazxone assoc1ata ad un adeguata scelta
dei valori N ed M. - :
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100 pixels
<>

100 pixels 1

Figura 13.- Porzione rettangolare iniziale (I;) per Ualgoritmo iterative di ricerca del baricentro

- ‘Nel caso ideale di immagine costituita da un cerchio completamente nero, anche
se fortemente disturbata ai bordi, il proced1ment0 converge dopo al pit quattro o cinque
iterazioni (Flgura 14). Con :

i Pl

Figura 14.- Esempio d: apphcazzone dell algontmo di mdzwduazwne
del centro pupzllare su una schematizzazione della pupilla.
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In realtd, come abbiamo osservato, la situazione reale, a causa della luce
all’infrarosso proveniente dai LED riflessa dalla sclera si avvicina al caso mostrato in
maniera molto enfatizzat: in“F igura 15. Nei casi. reah dunque il valore ottenuto come
centro della pupilla, costltu‘ ce solo-una. sua. approssimazione. _tanto migliore quanto
minore & il rapporto tra il numero di pixel sopra sogha del:riflesso dei diodi e 1’area
della pupilla. :

Questa mancanz
questa fase non si & mf
pupilla nell’immagine, m
porzione dell’immagine

procedimento iterativo

I risultati dell"
MOStrato per un caso re;
enfatizzato in Figura
corretta individuazione..

Pud infine accadere chc la pupllla r1su1t1 parmalmeute nascosta non gla daila
palpebra, ma dal fatto che una ampia rotazione del bulbo oculare ha portato la pupilla
fuori - immagine. -Questa“in-‘realtd ¢ una“condizione che in- generale non' dovrebbe
verificarsi: la ripresa deve-essere fatta in modo tale da comprendere nel campo visivo
della telecamera tutta l'orbita oculare. Nonostante cid, pud succedere ‘che - per
determinati pazienti; a causa di particolari caratteristiche fisionomiche, vengano tagliate
fuori dall’immagine le part""flu esterne dell’ orbita. In” questl casi un controllo della
distanza tra il centro individuato della pupxlla e 11 bordo dell’immagine impedisce una
misura che risulterebbe inaccettabile:

tutto accettabile: in
ella posizione della
zza contenuta nella
.» Y. ), Tisultante dal

o dell’immagine ¢
lel diodo ad infrarossi
abile anche ai fini di una

‘&nei "¢a31 reali pratlcamente ra

Figura 15.- Convergenza non accurata dovuta alla presenza
* di un artefatto luminoso all’interno della pupilla.
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Figura 16- Pannello superiore: immagine pupillare con pupilla decentrata
¢ riflesso del diodo ad infrarossi. Pannello inferiore: porzione rettangolare
su cui opera I'algoritmo di misura del dtametro pupillare

Individuata la posizione della pupilla, I’algoritmo di riconoscimento e misura del”
diametro pupillare utilizzato in questo lavoro, parte dall’assunzione che la pupﬂla sia di
forma perfettamente circolare, € che la sua immagine video sia ottenuta in maniera tale
da mantenere questa sua caratteristica. In".altre parole si assume che le’aberrazioni
ottiche introdotte dal diottro della telecamera possano essere considerate trascurablh €
che l’angolo sotto il quale viene effettuata la ripresa sia sufﬁc1entemente plCCO]D da non
causare una deformazione prospettica della pupll}a

4.3.2Algoritma di misura ‘ o
Il procedimento di individuazione della pupilla nell’immagine descritto nel
paragrafo precedente $i conclude con la definizione di una zona dell’lmmagme di forma
rettangolare al cui interno & contenuta la pupﬁla. ‘In generale la pupilla non sara
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perfettamente concentrica rispetto a tale zona, occupando una posizione che potra essere
di volta in yolta pill 0 meno eccenirica. Si pone dunque il problema di come effettunare
in maniera raplda e sufflclentemente pre01sa a partire da queste- cond1z1on1 la misura
del diametro della pupilla. ~

L’algoritmo prevede innanzitutto il filtraggio dell’lmmagme per il rilevamento
dei contorni (edge detection, Fxguf f pannello B);1 puntl che’ ‘indicano i contorni
dell’i 1rnmagme vengono ultcrlo” nte - ﬁltratl al fine di- _estrarre solo i punti

minimi quadrati pesat1 fra Sttt 1 punt1 trovati (16). Alla’ pr iterazione il peso
assegnato a tutti i puntl e tinitario, Dalla seconda iterazione ‘i oi viene stimata la

procedimento scarta cosi iterazione dopo iterazione 1 punu “¢he “distano dal cerchlo
calcolato nell’iterazione precedente piit del doppio della deviazione standard attuale, e
attribuisce un peso inversamente proporzionale alla distanza da tale cerchio provvisorio
a tutti gli altri. I calcolo del cerchio approssimante viene per ogni iterazione eseguito
minimizzando I’errore quadratico medlo J deﬁmto come :

J = Zwi [(x; ~x,)° +(y; _yu)z—

il che porta alle espressioni delle coordinate del centro e del raggio 17):

B,C,-BC,
xo S AnC SN 0 &
AB, -AB,’
AC,-4C,
P T AB.-AB,
= LS o - )2+~ 3002,
W
dove

o o |
W = zw x=ﬁ,—.2wjx,.,, y:W‘zw,.y,.,-
A; :-Zwi(xf —X)x; . By :ZWi (6, =Xy, ,
A=W =N%, B,=Yw(n-Ny,
C, =5 Xowx, =D +32),

= =D+ ).

La Figura 17 par_inell_o C, mostra il cerchio ottenuto alla fine del procedimento.
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. FRERILY
# "

Flgura 17. Esempio di riconoscimento. e misura del kd:ametra pupillare. A, Individuazione della pupilla.
"B Rmonosamento ‘dei contorni (edge d_etectwn) C, Determmazzone dei punti
veroszmtlment" appartenentz alla pupzlla D Interpolazwne c:rconferenzlale
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‘Unitamente alla stima del diametro pupillare, questo algoritmo permette una
stima affidabile delle coordinate del centro' della pupilla. Questi dati possono essere
usati per controllare e vahdare la quahta della registrazione.: Inoltre la varianza del
residuo dell’interpolazione clrconferenzmlc fornisce .informazioni s1gn1f1cat1ve per il
riconoscimento di artefatti dovuti ad una. s1gn1ﬁcat1va copertura della pupilla da parte
della palpebra. Tali artefatti sono. stati corretti .me fé:‘ un 1nterpolaz1one con filtro
mediano nell’intorno dell’artefatto. stesso In Flgur rappresentato I’andamento
dell’errore di interpolazione (m pixels )] e l’andame 0_ del diametro della pupilla (in
mm) per una registrazione di 30 secondi. Sinoti come: andamento dell’errore permetta
di individuare gli artefatti da chlusur"f’della palpebra L

40

Errore
{pixels?]

30

Diametro

pupiliare
{mm] /\J

30

Diametro
pupiltare
corretto
{mmj

»

secondi 30

Figura 18.- Andamento dell’errore di interpolazione (varianza del residuo dell’interpolazione
circonferenziale) ¢ stima del diametro della pupilla
per una registrazione di 30 secondi prima e dopo la correzione mediante filtro mediano.
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4.3.3 Valurazione dell’accuratezza

La valutazione dell’accuratezza della misura del diametro pupillare passa
principalmente per I’analisi degli effetti di tre ordini di cause. In primis occorre valutare
Ierrore introdotto dall’inevitabile compressione che il singolo frame subisce. Si tratta di
una . compressione con perdite, di tipo JPEG, di tasso 1:3.8. 1 suo effetto & stato
quantificato applicando gli algoritmi di misura agli stessi frame compressi in misura
sempre maggiore. Il test & stato condotto su 5 frame diversi ciascuno di essi compresso
con livelli compresi tra 1:5 e 1:99 ad intervalli di cinque. Si & verificato un andamento
dell’errore (rispetto alla misura del frame incompresso) non monotono che si mantiene
all’interno dello 0.08% del valore misurato fino a livelli di compressione di 10 - 15 :1
per degradare in maniera significativa le misure da livelli di 60 - 80 :1 in poi.

Una seconda causa di errore & costituita dalla deformazione che la pupilla
subisce nell’immagine a causa della rotazione del globo oculare. La pupilla assume
I’aspetto di un’ellisse il cui asse maggiore & pari al diametro reale, quello minore al
djametro reale moltiplicato per il coseno dell’angolo formato dal piano dell’immagine
con il piano tangente all’occhio nel centro della pupilla. In conseguenza di cid ’area
della pupilla risuita diminuita di un fattore pari a tale coseno.

Un ultimo test da noi condotto per valutare la robustezza degli algoritmi

‘esaminati & consistito nella misura di 20 repliche della stessa immagine a cui sono state

sommate altrettante realizzazioni di rumore bianco gaussiano a media nulla e varianza
pari a 0.001. La tabella 1 riporta i risultati ottenuti. "

. Tabella 1.Valore medio e varianza della stima del diametro pupillare per I'algoritmo iterativo di
interpolazione circonferenziale descritto nel paragrafo 5.3.2.

'Misura non affetta da o N
_ rumore . Valor medio Varianza
Algoritmo . 70.8712 pixel 72.01 3.82

" iterativo’ 05 pixel 14

Le pr_estaiioni ‘dell’algoritmo ai minimi quadrati degradano pesantemente se.
I’'immagine & affetta da rumore. Questo deriva dal fatto che il riconoscimento del bordo
rende 1’algoritmo particolarmente sensibile alle alte frequenze spaziali.
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‘5. STUDIO SPERIMENTALE SUL CONTROLLO NEUROVEGETATIVO
DELLA PUPILLA

La reahzzazmne del sistema pupﬂlograﬁco clescrltto ha permesso di anahzzare le
fluttuazioni = spontanee’ del = diametro - pupillare - e~ di " individuare nel"* segnale
rappresentativo. del dlametro pupﬂlare i-ritmi propn del- controllo’ neurovegetatlvo
cardlovascolare

A tal fine'si & resa necéssaria un’ achISIZIOIle contemporanea de1 segnah di
variabilitd' cardiaca (tacogramma), di pressione sistolica (sistogramma), del segnale
resplratorlo e, appunto; del segnale di variabilitd del diametro pupillare (Figura 19)
Questa acquisizione ambisce ad estendere al nuovo segnale in esame le conoscenze che
si hanno sulle interazioni tra le componenti frequenziali caratterizzanti gli spettri dei
-segnah di varlablhta cardlovascolare ed il Ioro legame con I’attivitd neurovegetativa:

5 1 Protocollo e setup sperlmentale

L’ acquisizione dei segnah di interesse per questo studio ¢ stata effettuata su 10
soggettl giovani (5 maschi e 5 femmine), normali, in buona salute, di eta compresa tra i
19 128 annt € con un’etd media di 25 anni. Nessuno di esst aveva nei g10m1 precede,ntl
assunto farmaci o sostanze attive sul sistema nervoso autonomo.

L’acquisizione & avvenuta presso il Servizio Specxale di Fisiopatologia Clinica
dell’Universita di Roma “La Sapienza”, sempre alla stessa ora, ed € stata posta cura nel
mantenere le condizioni microclimatiche e di illuminazione del laboratorio costanti.

11 protocollo sperimentale prevedeva che i-soggetti restassero seduti in posizione
comoda per tutto il tempo dell’acquisizione. E’ stato chiesto loro di respirare all’ascolto
di un segnale acustico periodico alla frequenza costante di 0.25 Hz (15 respiri/minuto),
allo scopo di separare le componenti spettrali LF ¢ HF. E’ stato dimostrato che un
siffatto controllo della frequenza respiratoria non influisce sul controllo autonomico e
permette una migliore stima spettrale dei segnali di interesse (17). Infine, per evitare
I'insorgenza di riflessi nervosi pupillari di accomodazione, ai soggetti veniva chiesto di
guardare un pannello posto alla distanza fissa di un metro.
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' U ( ATTIVITA’
X RESPIRATORIA

r"

PRESSIONE ARTERIOSA

Figura 19.- Setup di acquisizione dei segnali ECG, di pressione arteriosa, di attivita respiratoria
e del segnale video pupillografico.

L’ECG di superficie ¢ stato vamSltO medlante un eIettrocardmgrafo analogico.
Si € ritenuta sufflcwme la registrazione di una sola derivazione, in particolare & stata
uuhzzata la seconda, caratterizzata da. una morfologla del complesso QRS -pilt
pronuncmta e quindi magglormente prestantcs1 al proced1ment0 di r1conosc1mento d1 cui
si parlera in seguito. : L :

- La pressione arteriosa e’ stata registrata. in modo contmuo e. non invasivo

_‘1mplegando una tecnica fotopletlsmograflca (18) adatta ad cffettuare reglstrazwm

contmue anche per temp1 relatlvamente 1ungh1 (qualche decina d1 m1nut1)

]] segnale resplratorlo c, stato rilevato mediante luso di. una, fasc1a elastlca

cstenmmetnca apphcata sul torace {19). Esso viene espresso in unlta d1 nusura arbltrarle
.(arbltrary umts, a, u ) per la dxfﬁcolta d1 ottenere una valutazm \(alorc assoluto del

comunque 1 1rnp1eg0 d1 pid fasce. D’altra partc ¢id & non costituisce una I1m1taz10ne ai
fini del nostro studio, essendo noi interessati ad investigare le proprieta armoniche del
segnale piuttosto che ad una sua accurata caratterizzazione quantitativa.

Le registrazioni di questi tre segnali sono state effettuate in modo sincrono via
conversione analogico-digitale (risoluzione 12 bit, 250 campioni/s, istallata su PC Intel
Pentium 100).

1l segnale video pupillografico, generato da una micro telecamera di tipo CCD, &
stato convertito in numerico da una scheda video anch’essa istallata su una piattaforma
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PC Pentium 100, in grado di convertire in standard MIPEG ad una frequenza di 5
frame/sec con un rapporto di compressione lossy di 1:3.8.

Al fine di sincronizzare I'acquisizione dei segnali cardiovascolari e di attivita
respiratoria con I’acquisizione del segnale video pupillografico si & introdotto un marker
temporale rappresentato dall’accensione del LED. di illuminazione. A tal fine uno dei
canali del convertitore per I’acquisizione dei- -segnali riceve in ingresso la tensione di
alimentazione dei LED, e 1'istante dell’accensione dei- diodi viene preso come tempo
zero della registrazione. A partire da questo istante vengono considerati validi i valori
dei segnali acquisiti, mentre la misura del diametro della pupilla procede dal primo
frame “illuminato”. Operéndd in' questo modo si raggiunge la sincronizzazione dei
tracciati con un margine di errore di al pid 0.2 s. (intervallo tcmporale tra du¢ frame).
Tale approssimazione, introducendo uno sfasamento: costante fra i segnali; & catisa di un
errore sistematico sulle loro relazioni di fasc, innocuo nelle stime spettrali monovariate
e nella stima della coerenza quadratica; che costituiscono gli strumenti analitici utilizzati
in questo lavoro. L’errore interesserebbe 1’analisi delle relazioni di fase tra i segnali,
certamente interessanti dal punto di vista fisiologico, che perd non costituiscono per noi
oggetto di studio, implicando tra ’altro’ una pitl complessa trattazione del problema
della definizione delle serie temporali di variabilita, e I’adozione di opportuni modelli di
interazione tra frequenza cardiaca e pressione arteriosa (20).

52 Pfeelaborazione deidati

In questo studio per la costruzione delle serie di variabilita & stato adottato
’approccio battito-battito, in quanto risulta essere il pii frequentemente usato nelle
rappresentazioni adottate nelle stime spettrali dei segnali di variabilita cardiovascolare.
Pertanto le tecniche di costruzione dei segnali di variabilitd cardiaca, pressoria,
respiratoria e pupillare, necessitano di una precisa identificazione degli istanti di
occorrenza dei battiti cardiaci.

In condizioni fisiologiche il battito cardiaco ha inizio dalla depolarizzazione di
particolari cellule situate nel nodo senoatriale. L’individuazione di questo impulso
elettrico sarebbe quindi una determinazione estremamente accurata dell’occorrenza
dell’evento che a noi interessa. Purtroppo la rilevazione diretta dell’impulso senoatriale
non & possibile senza fare uso di tecniche invasive cruente (cateterismo cardiaco). Le
informazioni a nostra disposizione per la rilevazione dell’istante di attivazione cardiaco
SOno dunque solo quelle contenute nel tracciato elettrocardlograﬁco di superficie
(Figura 20).
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Figura 20.- Onda elettrocardiografica

L’evento che corrisponde all’origine dell’attivita elettrica del ciclo cardiaco e
I’inizio dell’onda P. Ancora una volta perd si tratta di una condizione rigorosa dal punto
di vista teorico, ma scarsamente utilizzabile in pratica. L’onda P ha infatti un’ampiezza
relativamente piccola, poco adatta ad un riconoscimento automatico, e risulta quindi
complesso stimarne [’istante iniziale.

La soluzione che viene utilizzata ¢ di prendere come evento rappresentativo
dell’occorrenza di un ciclo cardiaco il complesso QRS, piti facile da rilevare anche in
segnali piuttosto rumorosi (essendo caratterizzato da un migliore rapporto
segnale/rumore). In particolare, del complesso viene scelta I’onda R, che ha 1’ulteriore
vantaggio di presentare una morfologia sostanzialmente costante.

Con questa scelta viene commesso un errore del tutto trascurabile, essendo esso
dipendente dall’intervallo temporale tra 'inizio dell’onda P e I’occorrenza dell’onda R.
Tale intervallo dipende a sua volta dalla struttura del tessuto di condozione
atrioventricolare e, in assenza di comportamenti non fisiologici di quest’ultimo, & stato
dimostrato essere in ottima approssimazione costante.

Per il riconoscimento dell’onda R uno degli algoritmi pib utilizzati & quelIo della
“derlvata pilt sogha” (21) E’ scons1g11ab1le infatti limitarsi a cercare il massimo del
tracciato elettrocardlograﬁco nell’intervallo di interesse, magari dopo aver verificato il
superamento di una preflssata sogha La causa di cid & che potrebbero verificarsi errori
dovuti ad un’oscillazione della linea di base dell’ ECG che fosse in grado di portare il
picco del complesso QRS sotto soglia, ovvero alI’occorrenza di un’onda T
particolarmente pronunciata (come talvolta accade) chc fosse tale da superarla. La
derivata invece riesce ad 1nd1v1duare con grande prec151one il complesso QRS che ¢

_sempre morfologicamente carattcrlzzato da una dmarmca pit raplda di quella delle altre

onde.
cui la derivata si annulla dopo aver superato la soglia, e questo per due motivi.
Innanzitutto la derivata & particolarmente sensibile al rumore; inoltre la risoluzione
nell’individuazione del punto di massimo sarebbe per forza di cose limitata dal periodo
di campionamento usato nella conversione analogico - digitale del segnale, essendo pari
alla meta di tale periodo. In realtd una volta che il superamento della soglia sulla
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derivata ha fatto individuare I’occorrenza di un gruppo QRS, esso viene stimato
mediante un’interpolazione parabolica ai minimi quadrati (I’ interpolazione migliora la
stima essendo il risultato di una minimizzazione dei quadrati degli errori), a seguito
della quale viene preso come istante corrispondente all’onda R 1’asse della parabola.

L’algoritmo appena descritto permette una misura dell’intervallo R-R, e quindi
della frequenza cardiaca istantanea, caratterizzata da un accuratezza sufficientemente
alta.

Per la costruzione delle serie di variabilitd, & necessario determlnarc anche i
punti di massimo e di minimo dell’onda di pressione per ogni ciclo cardiaco, cio® i
valori di pressione sistolica e diastolica.

Una tipica onda di pressione, o sfigmogramma (Figura 21) registrata in distretti
arteriosi periferici, & caratterizzata da una rapida salita durante la contrazione
ventricolare seguita da un pilt lento decadimento interrotto, prima del raggiungimento
del livello di base (valore di pressione diastolica) dall’occorrenza di un secondo punto
di massimo relativo dovuto ad un fenomeno di r:ﬂessmne dell’ onda di pressu)ne
conosciuto come effetto Wmdkcssc]

Figura 21.- Onda di pressione nei distretti arteriosi periferici,

Per la stima del valore di pressione sistolica, 1’algoritmo prevede la ricerca del
punto di massimo assoluto dell’onda nell’intervallo di tempo compreso tra due
successivi complessi QRS (determinati per mezzo dell’algoritmo di riconoscimento
dell’onda R prima descritto applicato al segnale elettrocardiografico). Anche in questo
caso per migliorare 'accuratezza della stima si ricerca in realtd il.massimo di una
parabola analiticamente determinata secondo una stima ai minimi quadrati.

Per quanto riguarda invece la stima dei valori di pressione diastolica, essi
vengono determinati per ogni onda da un algoritmo che calcola il valore minimo dello
sfigmogramma come intersézione tra una funzione esponenziale inferpolante il tratto di
decadimento dal valore sistolico dell’onda e un 1nterpolaz10ne lineare del rapido tratto
iniziale dell’ onda successiva.
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5.3 Le serie di variabilita

Effettuato il riconoscimento delle onde R, & possibile costruire una serie
temporale detta tacogramma degli intervalli, che rappresenta la var1ab111t21 della
frequenza cardiaca.

Si tratta della serie uniforme di valori costitunita dalla successione degli intervalli
di tempo che separano un battito cardiaco dall’aliro, la serie ciog delle distanze

- temporali tra due successive onde R. Una serie di valori cosi concepita non contiene
tuttavia alcuna informazione temporale; questa viene recuperata assumendo la distanza
temporale tra' due elementi della serie (cioé tra due successivi valori dell’intervallo
temporale R-R) costante ¢ pari al periodo medio di ripetizione dei battiti. Il tacogramma
assume cosi le caratteristiche di una funzione campionata uniformemente ad una
frequenza di campionamento pari alla frequenza di attivazione cardiaca media
nell’intervallo di osservazione. :

Perché il tacogramma cosi costruito possa descrivere adeguatamente la
variabilita della frequenza cardiaca & necessario che siano verificate due ipotesi.

Innanzitutto deve essere rigorosamente rispettato il teorema di Shannon, che
impone, come & noto, che la frequenza di campionamento sia almeno pari al doppio
della massima componente spettrale del segnale da campionare. Nel caso in esame si
tratta di vetificare che lo spettro del segnale di variabilith non ecceda in larghezza di
banda la meta del periodo medio di ripetizione dei cicli cardiaci. o

Inoltre (e questa condizione ¢ di pil difficile valutazione quantltatlva) occorre
che la dinamica del segnale di variabilita, ossia la sua escursione Tispetto al valor medio,
sia tale da’ permettere di trascurdre I'errore che si commette attrlbuendo i'valori degli
intervalh temporali battito - battito ad istanti di tempo equispaziati. :

Queste due condizioni sono fortunatamente sempre rlspettate per acquisizioni di
3durata non superiore a qualche “decina - di- minuti-che ‘siane: effettuate in ‘condizioni
fisiologiche stabili e su soggetti (e sono'la grandissima maggloranza) la cui frequeriza
cardlaca media non sia-inferiore al dopplo della frequenza degli atti respiratori. '

T segnah di varjabilita-della pressione sistolica (massima)-o diastolica (minima)
si‘ottengono dalla successione di valori otteritta facendo uso degli algoritmi descritti nel
-precedente paragrafo, corrispondono ¢iod ai‘valori massimo e minimo dl ciascuna delle
onde di pressione (sistogramma e disstogramma). = : RS

<z Questo :procedimento & equivalente ad un campionamento non. umforme del
segnale pressorio. 1l segnale ottenuto pud tuttavia, sotto opportune ipotesi ancora una
volta dettate dal teorema di Shannon e-dalla necessita di trascurare 1’errore ‘commesso
considerando-costante la frequenza cardiaca, essere assimilato ad una setie uniforme e
considerarsi ‘ben rappresentatlvo della vanablhta della pressmne arteriosa s1st011ca ‘0
diastolica,’ D

" Acausa tuttavia dclla pamcolare fonna di camp1onamcnto effettuata l unita. d1
misura che compare sull’asse delle ascisse nello spettro .del segnale & cicli/battito,

sancora una volta ciod si.& persa I'informazione temporale, essendosi effettuato il
campionamento in corrispondenza di ogni ciclo cardiaco del tutto indipendentemente
dall’istante temporale in cui esso si & verificato. Per recuperare tale informazione, in
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modo del tutto analogo a quanto si ¢ fatto nel caso del tacogramma, si assume che la
distanza temnporale tra gli elementi della serie sia pari al periodo cardiaco medio. Con
I’adozione di tale accorgimento, le grandezze sull’asse deile ascisse dello spettro
saranno.moltiplicate per, la frequenza media di ripetizione dei battiti, e quindi su tale
‘asse non  comparira pill 'unitd di misura cicli/battito, ma (cicli/battito)x(battiti/s).
Questa unitd di misura, avente l¢ dimensioni degli hertz, & in letteratura riferita con il
nome di hertz equivalente. E’ stato dimostrato che I’errore che si commette ricorrendo a
questo tipo di rappresentazmne risulta accettabilmente trascurabile. (22)..:

 Restano da esaminare i criteri di definizione dei restanti due segnali di. mteresse
in questo lavoro: il segnale respiratorio ed il pupillogramma. Le considerazioni da farsi
a tal riguardo sono del tutto: analoghe a. quelle fatte per il 31stogramma e per-il
diastogramma.

In considerazione del fatto che in conchzwm normah fac1lmente I'lpl‘OdllClblll in
acquisizioni di laboratorio, il contenuto frequenziale di questi segnali & tale da rispettare
largamente il teorema di Shannon ad una frequenza di campionamento. di circa un Hertz,
si pud campionare I’attivitd respiratoria e la funzione di variazione del diametro
pupillare in corrispondenza dell’evento di un. battito recuperando l’informazione
nello spettro per- la frequenza media di attivazione cardiaca. I segnali oftenuti sono
rispettivamente il. respirogramma -ed il pupillogramma. Si pud dimostrare che per
segnali “lentamente” variabili la distorsione introdotta dal campionamento non
uniforme & sostanzialmente trascurabile.

Questo procedimento di camplonamento non presenta part:colarl dlffiCOIta se
applicato al segnale respiratorio, che viene acquisito ad una frequenza di 250 Hz, pari a
quella con la quale vengono acquisiti il segnale elettrocardiografico e I'onda di
pressione. In considerazione del contenuto frequenziale significativo del segnale
respiratorio, il quale & praticamente una lenta sinusoide (nel nostro protocollo a 0.25
Hz), non si commette un grande errore a considerare come campione corrispondente
all’occorrenza dl battito, quello ad essa temporalmente pill vicino.

Un po’ pit complicata & invece la costruzione della serie di variabilitd del
diametro pupillare (pupillogramma). La frequenza di campionamento temporale con la
quale vengono acquisiti i frame della pupilla & stata scelta pari a 5 Hz, troppo bassa per
poter accettare Ierrore legato alla scelta del frame pill vicino all’occorrenza del battito,
che risulterebbe di +0.1 secondi. I tracciato pupillografico viene allora
sovracampionato operando uno zero-padding opportuno sui campioni della sua
trasformata e antitrasformando lo spettro cosi ottenuto (senza quindi alterare il suo
contenuto informativo). A seguito di questa operazione, la frequenza di campionamento
viene portata a 250 Hz (scelta fatta per ragioni di omogeneita con ghi altri segnali). A
questo punto la costruzione della serie di variabilitd pud procedere con la scelta del
campione pil vicino all’istante di occorrenza del battito (come viene fatto per il respiro)
commettendo un errore massimo di £0.001-secondi. La Figura 22 mostra le convenzioni
usate per la costruzione delle serie di variabilita dei segnali cardiovascolari, dell’attivita
respiratoria e del diametro pupillare.
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5.4 Risultati

In Figura 23 & mostrato I’andamento nel tempo (c) e lo spettro di densita di
potenza (f) di una serie pupillografica ottenuta durante il respiro controllato a 15
respiri/minuto, unitamente alla serie del respirogramma (a) e del tacogramma (b), per
uno dei soggetti analizzati. Dallo spettro di densita di potenza del pupilogramma (f)
sono evidenti le componenti spettrali LF ed HF che caratterizzano anche lo spettro di
densita di potenza del tacogramma (e).

La Figura 24 mostra come le componenti LF ed HF dei segnali di variabilita

cardiovascolare (tacogramma e sistogrammay} siano correlate a quelle presenti nelle serie
pupillografiche.
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Figure 23.- Respirogramma {a), tacogramma (b), e pupillogramma (c). '
Spettro di densita di potenza del respiragramma (d), tacogramma (¢} e del pupillogramma (f).

o
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Figura 24.- Coerenza spettrale tra il tacoéramma ed il pupillogramma (pannello A) e tra il
. sistogramma ed il pupillogramma (pannello B).

La componente respiratoria presente nelle fluttuazioni del diametro pupillare
conferma risultati ottenuti da studi precedenti (8)(10). L’identificazione di una
componente spetirale nella banda LF delle fluttuazioni spontanee del diametro pupillare
rappresenta invece un risultato nuovo. La coerenza spettrale di questo ritmo con quelli
presenti nel tacogramma e sistogramma ¢& risultata significativa (>0.5) in 6 soggetti su
10. Questo risultato pud essere spiegato considerando che la potenza di questa
componente nel tacogramma e nel sistogramma & relativamente bassa a causa della
condizione di REST dei soggetti e/o dell’effetto del respiro controllato.

I risultati ottenuti da questo studio sperimentale suggeriscono la possibilita di
usare 1’analisi spettrale come una misura non invasiva della funzionalita del sistema
nervoso autonomo, che potrebbe fornire informazioni aggiuntive rispetto all’analisi
della variabilita delle grandezze cardiovascolari.

A questo scopo, specifici protocolli e test dovrebbero essere adottati al fine di
investigare e chiarire in che misura questi ritmi sono espressione di cambiamenti
meccanici della pressione arteriosa o di fenomeni puramente neurali.
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CONCLUSIONI E PROSPETTIVE

Obiettivo dello studio era quello di realizzare un sistema pupillografico
innovativo adatto ad un utilizzo di tipo clinico, come parte di un sistema di acquisizione

‘multisegnale. A tal fine & stato utilizzato una microtelecamera analogica montata su un

caschetto e connessa ad un convertitore A/D. E’ stato inoltre sviluppato il software per
I’acquisizione, il riconoscimento dei diametri pupillari e la rimozione degli artefatti. Il
software prevede inoltre la generazione del segnale di sincronismo per 1’acquisizione
simultanea di altri segnali fisiologici. Le prestazioni del sistema sono state
accuratamente valutate. I risultati preliminari di un utilizzo combinato del sistema
pupiliografico € di un sistema di acquisizione di segnali cardiovascolari ha permesso di
identificare nelle fluttuazioni spontanee del diametro pupillare ritmi presenti nei segnali
di variabilitd cardiovascolare, considerati indici dell’attivitd di controllo della pupilla
mediata dal sistera nervoso autonomo. I risultati presentati in questo studio e quelli
riportati nella letteratura disponibile sull’argomento, suggeriscono che I’analisi delle
fluttuazioni spontanee del diametro pupillare rappresenti tuttora un campo di sicuro
interesse, ma largamente inesplorato. Il pupillometro progettato permettera in futuro di
descrivere in maniera pill completa le fluttuazioni del diametro pupillare in diverse
condizioni fisiologiche e patologiche. L’analisi nel dominio della frequenza sembra
poter fornire degli indici significativi per la valutazione del controllo autonomico
pupillare e, indirettamente, del bilanciamento simpato-vagale.

Possibili applicazioni pupillografiche riguardano lo studio dell’affaticamento e
dell’effetto della dilatazione sulla visione e sulla capacita di guida. Recenti studi hanno
infatti dimostrato che la fatica dovuta alla mancanza di sonno cambia significativamente
molti parametri pupillari (23) e che la dilatazione della pupilla provoca un
peggioramento della capacita visiva e delle performance di guida anche in periodi diurni
e in soggetti giovani (24). Questi risultati, che necessitano studi piii approfonditi su
ampie popolazioni, indicano una possibile applicazione della pupillografia nella
prevenzione di colpi di sonno, una della cause maggiori di incidenti stradali.

Un’altra applicazione interessante riguarda lo studio della depressione: & infatti
stato mostrato che la dimensione pupillare fornisce un indice di una funzione
noradrenergica diminuita in pazienti depressi (25). I monitoraggio della funzione
neurovegetativa mediante la stima del diametro pupillare € stato utilizzato anche nello
studio del morbo di Alzheimer, che porta anche ad un deficit colinergico. E’ opinione
diffusa che la dinamica pupillare pud fornire informazioni importanti nella diagnosi
precoce del morbo (26). Gli studi sopra citati hanno in comune !’analisi del diametro
pupillare attraverso metodi estremamente semplificati, prevalentemente di tipo statico,
non approfondendo ciog gli aspetti dinamici delle fluttuazioni pupillari.

Infine molto potrebbe essere fatto in termini di modellizzazione neuromuscolare
del controllo della pupilla, sia in condizioni fisiologiche che in condizioni che
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prevedano il blocco della branca simpatica o parasimpatica. A tal fine potrebbe essere
studiata in termini modéllistici la risposta-della pupilla in soggetti normali a diversi tipi
di stimoli luminosi, e analizzare quali parametri del modello variano per un blocco
simpatico efo parasimpatico. Il modello potrebbe poi essere usato per studiare patologie
quali diabete, alcolismo, neoplasie cerebrali, sclerosi multipla e/o altre caratterizzate da
deficit neurovegetativi. ' S
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