UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

MESTRADO EM BIOFOTONICA APLICADA AS CIENCIAS DA SAUDE

JOAO VAGNER PEREIRA DA SILVA

DIAGNOSTICO DE LESOES INCIPIENTES DE MANCHA
BRANCA POR ANALISE DE IMAGENS DE LASER SPECKLE

SAO PAULO
2016



JOAO VAGNER PEREIRA DA SILVA

DIAGNOSTICO DE LESOES INCIPIENTES DE MANCHA
BRANCA POR ANALISE DE IMAGENS DE LASER SPECKLE

Defesa da Dissertacdo de Mestrado apresentada
ao Programa de Pds-Graduacao em Biofotbnica
Aplicada as Ciéncias as Saude da Universidade
Nove de Julho, como requisito para obtencao do

titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Alessandro M. de Ana

SAO PAULO
2016



FICHA CATALOGRAFICA

Silva, Joao Vagner Pereira da

Diagnéstico de lesdes incipientes de mancha branca por andlise de
imagens de laser speckle / Jodo Vagner Pereira da Silva. 2016.
37 1.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Nove de Julho — UNINOVE,
Séo Paulo, 2016

Orientador : Prof. Dr. Alessandro M. de Ana

1. Laser, 2. Speckle, 3. Diagnostico por imagem, 5. Biospeckle, 6.
Carie dentaria
I.  Ana, Alessandro M. de. II. Titulo.

CDU 615.831




Sao Paulo, 08 de dezembro de 2016.

TERMO DE APROVASAQO
Aluno: JOAO VAGNER PEREIRA DA SILVA

Titulo da Dissertagao: “Diagnéstico de lesdo de manobra branca por anélise de imagens de laser

Presidente: PROF. DR. ALESSANDRO MELO OE AN /M{m

TV

Membro: PROF. DR. RENATO ARAUJO PRATE 7,//‘-—-'

Membro: PROF. DR.NASSER ALIDAGHASTANLI ﬂm 7 %m //j




AGRADECIMENTOS

A Deus, que se mostrou criador, que foi criativo e que me protegeu até a presente
caminhada.

Agradeco a Universidade Nove de Julho e ao Departamento de Biofotdnica
Aplicada as Ciéncias da Saude pela oportunidade concedida para a realizagédo
deste mestrado.

Agradeco ao meu orientador e ao corpo de docentes que me ensinaram muito a

pensar em ciéncia.

Agradeco a minha familia pelo apoio e paciéncia neste periodo.

Agradeco especialmente a minha irm&, ao meu amigo Sildemar e ao meu filho

Jodao Vinicius pelo grande empenho e ajuda nesta empreitada.



DEDICATORIA

Aos meus pais Jodo e Lidia, in memoriam, pelo inicio

de minha formacdo para a vida



EPIGRAFE

“O tempo nao para...”

(Cazuza)



RESUMO

A carie dentéaria é considerada uma doenca infecciosa complexa e multifatorial,
gue determina a destruicdo localizada dos tecidos mineralizados, influenciada
pelo fator tempo e é descrita como um processo dependente da interacao entre
microbiota especifica associada aos carboidratos ingeridos e a uma superficie

dentaria suscetivel.

O objetivo deste trabalho é desenvolver uma metodologia de identificacdo e
quantificdo da lesdo ou micro leséo de cérie de forma ndo invasiva, com premissas
de baixo custo e execucdo em tempo real, pela analises dos padrdes de luz de

retorno da incidéncia do laser sobre a lesdo — laser SPECKLE.

Foram utilizadas 45 amostras de incisivos bovinos divididos em 3 grupos onde
foram induzidas areas lesionadas, cada amostra tera duas areas distintas, metade

saudavel e metade com lesao induzida artificialmente.

As amostras foram iluminadas por luz laser e fotografadas por camera digital onde
foi possivel observar a formacdo de granulados Opticos causados pela
interferéncia entre os varios feixes de luz espalhados e a leséo foi evidenciada

segmentando a imagem através de Teoria Estatistica por softwares proprietario.

Palavras chaves: Laser, Speckle, Diagndstico por imagem, Cérie dentaria,

biospeckle, ensaio nao destrutivo.



ABSTRACT

Dental caries is considered a complex, multifactorial disease that determines the
localized destruction of mineralized tissues. It is also influenced by the time factor
and is described as a process dependent on specific interactions between
microorganisms, carbohydrates and a susceptible tooth surface

The aim of this study was to develop a methodology of identification and
guantification dental decay noninvasively, with low-cost and real-time execution,

by using laser speckle imaging analysis.

We used 45 samples of bovine incisors divided into 3 groups where we induced
injured areas, each sample had two distinct areas, healthy half and half with

artificially induced decay.

The samples were illuminated by light laser and photographed by digital camera it
was possible to observe the formation of optical speckle caused by interference
between the various scattered light beams. The injury was evidenced by

segmenting the image through a proprietary software

Key words: Laser, Speckle, diagnostics, dental decay, Biospeckle, non destructive.
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1. CONTEXTUALIZACAO:

Neste capitulo serdo apresentadas as principais fundamentacfes tedricas e
estado da arte neste trabalho.
1.1. Dentes

Dente, do latim dentis, € o corpo duro que se encontra has mandibulas (maxilares)
do ser humano e de muitos animais e que serve para mastigar os alimentos ou,

no caso de certos animais, como defesa.

Os dentes encontram-se encravados nos 0ssos maxilares através de uma
articulacdo conhecida como gonfose. Nesta articulagdo, é possivel distinguir o

cimento dentéario e o 0sso alveolar, que estdo unidos pelo ligamento periodontal.

Sao estruturas de tecido mineralizado, principalmente o esmalte e a dentina. No
inicio temos uma denticdo temporaria (dentes de leite), que cai de maneira natural

e € substituida pela denticdo permanente.

O esmalte dentario € uma estrutura altamente mineralizada, constituida por
cristais de hidroxiapatita (HA) carbonatada e algumas vezes fluoretada. A HA é
um cristal formado basicamente por fosfato de calcio e tem uma relagdo dindmica

com a saliva que é um fluido organico constituido por ions de célcio e fosfato.
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Figura 1: Esquema de um dente:1- Esmalte, 2- Dentina, 3-Polpa, 4-Gengiva, 5-
Cemento, 6-Osso alveolar, 7-Vaso sanguineo, 8-nervo. A-Coroa, B-Raiz (Fonte:
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dente)
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1.2. Carie Dental

A carie dentaria é definida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como “um
processo patoldgico localizado, de origem externa, que se inicia depois da
erupcao dentéria, determina um amolecimento do tecido duro do dente e evolui

até a formacéo de uma cavidade”.

A carie dentaria € uma das doencgas mais prevalentes, afetando quase 100% da
populacdo, causando uma grande preocupacdo em saude bucal, a deteccao
precoce antes da necessidade de procedimentos invasivos de restauracao
contribui muito para o bem-estar geral da populacdo. E considerada uma doenca
complexa, e multifatorial, que determina a destruicdo localizada dos tecidos
mineralizados. Também ¢é influenciada pelo fator tempo e € descrita como um
processo dependente da interacdo entre microbiota especifica, carboidratos e
uma superficie dentaria suscetivel. A progresséo da doenca € lenta, resultante de
um desequilibrio entre 0 mineral do dente e os substratos da placa presentes

neste dente, causando uma perda mineral.

A carie, normalmente, ndo é auto limitante, podendo causar a destruicao total do
elemento dentario se nédo for tratada, observando-se, assim, a importancia do

diagndstico precoce dos sinais clinicos da doenca [10].

Seu aparecimento tem sinais patognomonicos de atividade, mediada pela
presenca de placa bacteriana, que somente sera considerada cariogénica
ocorrendo durante um determinado periodo de tempo com interacbes de varios

fatores em condig8es criticas [37].

Os fatores que podem interagir e determinar a presenca de doenca carie sao
classificados em microrganismo, hospedeiro e substrato (fatores principais) ; e

fatores secundarios classificados como moduladores, a saliva e exposi¢éo ao fluor

[1].



1.2.1. Micro-organismo

O desenvolvimento da doenca céarie s6 ocorre a partir da interacéo dos fatores em
condic¢Bes criticas por um determinado periodo de tempo. Portanto, € necessario
gue ocorra uma selecéo e dominancia de microrganismos especificos e tolerantes
a acidos causando uma queda do pH da placa bacteriana formada ao esmalte,

criando um potencial desmineralizador.

Os estreptococos do grupo mutans destacam-se como microrganismos

cariogénicos e resistentes ao acido latico conforme a Figura 2.

Figura 2: Estreptococos Mutans (fonte: https://microbewiki.kenyon.edu.)

1.2.2. Hospedeiro
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O esmalte dentario € uma estrutura altamente mineralizada, constituida por
cristais de hidroxiapatita (HA) carbonatada e algumas vezes fluoretada. A HA é
um cristal formado basicamente por fosfato de calcio e tem uma relagdo dindmica
com a saliva (fluido organico constituido por ions de célcio e fosfato). Enquanto o
pH deste meio for superior a 5,5 a saliva esta saturada em célcio e fosfato e a
tendéncia quimica, por difusdo, faz com que o dente receba esses ions, a
Mineralizagao.

Quando ocorre a ingestdo de carboidratos existe a metabolizacdo pelos

microrganismos e a producao de 4cido latico gerando uma queda do pH a niveis


https://microbewiki.kenyon.edu/

criticos (pH < 5,5) e dissolucdo dos cristais de HA. Nesta situacdo, a tendéncia
fisico-quimica passa a ser ao contrario, a perda de minerais do dente para o meio,

a saliva, comecando o processo de desmineralizacao.

Neste momento, 0 esmalte torna-se poroso e 0s espacos criados entre 0s cristais
de hidroxiapatita sdo ocupados por agua. Sabendo que o indice de refracdo dos
cristais de Hidroxiapatita é 1.62, o da agua é 1.33 em referéncia ao ar que é 1.0,
verifica-se uma semelhanca entre o indice de refracdo da agua e da HA e

clinicamente podera passar desapercebido esta ocorréncia.

Com a secagem a agua existente entre os cristais é removida e substituida por ar,
gue tem um indice de refracdo menor, a lesdo assume um aspecto clinicamente
esbranquicado e opaco, determinante do 1° sinal clinico da lesdo da doenca carie:
a mancha branca opaca — ICDAS 1 - denominada também de lesdo n&o cavitada

ou incipiente, mostrado na Figura 3.

O Sistema Internacional de Avaliacéo e Deteccao de Caries (ICDAS - International
Caries Detection and Assessment System) constitui um método de avaliacédo
clinica da céarie variando de ICDAS 0 como tecido sadio, ICDAS 1 como
Opacidade notavel ap6s secagem — “Mancha branca seca”, ICDAS 2 como
opacidade notavel na presenca de umidade- “mancha branca umida” e de ICDAS
3 a ICDAS 6 como cavitacdo do esmalte e dentina indicada pelo grau de

intensidade [7].

Figura 3: Manchas brancas secas (fonte: [10] BUSATO at el , 2005)



1.2.3. Dieta

A dieta é definida como a escolha dos alimentos consumidos independente do seu
valor nutricional [30]. Em relacéo a odontologia, ela tem influéncia local e direta
sobre os dentes, reagindo com a superficie dentaria e servindo de substrato para

0s microrganismos pela criagcdo de uma pelicula organica adesiva.

De acordo com APFEL (2002), os aspectos da dieta a tornam mais ou menos
cariosas [3] : tipo de alimento, tipo de carboidrato, intensidade de aderéncia e
adesividade sobre a superficie, presenca de alimentos protetores e a frequéncia

e quantidade ingerida.

Os nutrientes denominados carboidratos (acUcares) sdo responsaveis pelo
fornecimento de energia e sdo os alimentos mais cariogénicos da dieta. Estao
presentes nos cereais, milho, frutas, raizes e tubérculos, mel e acucar. A
guantidade de carboidrato em uma dieta deve ser de 75%, sendo que o0s acucares

simples n&o devem passar dos 10% [28].

1.2.4. Formacdao da placa cariogénica

Sendo assim os dentes sdo revestidos por uma fina pelicula orgéanica (filme)
composta por proteinas salivares que associadas aos microrganismos
Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis e Streptococcus mitis, entre outros
e aos canais de agua entre os cristais é produzido um biofilme com liberacdo de
acido latico. Por consequéncia gera-se uma interdependéncia e um mecanismo
de sucesséo entre as espécies e depois de 24 horas neste ambiente tem-se uma
maior quantidade de Streptococcus mutans, entre outros, que € um dos principais

causadores da placa cariogénica.

1.2.5. Diagndsticos atuais

A leséo de carie gera uma perda mineral no tecido afetado, o que resulta em

alterac6es na rugosidade e consequentemente nas propriedades oOpticas.



A comunidade cientifica tem desenvolvido e aplicado diversas técnicas baseadas
nas mudancas das propriedades do tecido dentdrio doente e saudavel,
objetivando a deteccéo precoce de lesdes de carie antes que exista a necessidade
de procedimentos restauradores. KARLSON (2010) enumerou as Varias técnicas
Opticas para deteccao de lesbes cariosas [24], conforme pode ser observado na
Tabela 1.

Técnica Sigla Disponivel
comercialmente

Optical Coherence Tomography OCT
Polarized Raman Spectroscopy PRS
Polarization Sensitive Optical PS-OCT
Coherence Tomography
Fiber Optic Transillumination FOTI and DiFOTI X
Quantitative Light-Induced QLF X
Fluorescence
Laser-Induced Fluorescence LF X
Transillumination with Near- TI-NIR X
Infrared light
Infrared fluorescence IR fluorescence X
Near-Infrared reflectance imaging NIR reflectance

imaging
Terahertz Pulse Imaging TPI
Multiphoton imaging
Time-Correlated Single-Photon TCSPC FLIM
Counting Fluorescence Lifetime
Imaging

Tabela 1: Técnicas de visualizacdo de lesdes de caries fonte: (KARLSON - 2010)

— adaptada

Na técnica Laser Induced Fluorescence- LF - (fluorescéncia induzida
por Laser), a superficie dentéria é irradiada por um laser emitindo na regido entre
488 nm e 650 nm, e a fluorescéncia resultante € medida. Superficies
desmineralizadas e com biofilme apresentam maior fluorescéncia, quando
comparado aos tecidos sadios, possibilitando a detec¢céo da lesdo. Apesar de este
processo permitir boa precisdo no diagnostico de lesbes com perda mineral, o
mesmo nao foi eficiente para quantifica-la. E consenso na literatura que tal técnica,
apesar de apresentar grande sensibilidade, pode resultar em falsos positivos na

presenca de manchas e calculos [17].



Ha um aparelho comercialmente disponivel que utiliza tal técnica,
porém estudos em estudos in vitro mostram que este ndo detecta
desmineraliza¢des artificiais, provocadas por acidos de origem nao bacteriana. A
Figura 4 representa um diagrama esquematico de um equipamento comercial que

utiliza tal técnica [27].

LASER Emission

Transmitter
& Receiver

Fluorescence

Electronics

Digital Reading Loudspeaker

-_q)

Figura 4: Diagrama esquematico do diagnodent ® (kavo), fluorescéncia de uma
area sadia (a) e desmineralizada (b). Fonte: http://www.d-p-s.uk.com/odiagno.htm

No método Quantitative Light-Induced Fluorescence - QLF, a radiacéo
com comprimento de onda entre 290 nm e 450 nm, incide sobre a superficie
dentéria gerando a autofluorescéncia dos tecidos envolvidos, que diminui com a
desmineralizacdo decorrente de um maior espalhamento da radiacdo incidente e
da fluorescéncia emitida por tecidos lesionados. A imagem capturada € avaliada
de modo a determinar regiées com diminui¢cdo na fluorescéncia, como pode ser
observado na Figura 5. Apesar de ser uma técnica comercialmente, ainda ndo ha
uma metodologia para sua aplicacdo em dentina, ficando restrita a alteracdes

superficiais no esmalte .


http://www.d-p-s.uk.com/odiagno.htm

(a) (b)

Figura 5: Aplicacéo (a) e processamento de dados (b) para determinacao da
presenca da lesao caridésa no tecido dentario. Fonte: [ 24] KARLSSON -2010

Na transiluminacéo por infravermelho proximo (comprimento de onda
entre 780 — 1550 nm), uma fonte de luz é utilizada para retro-iluminar o tecido
dentario. Na regido sadia a luz sofre um menor espalhamento apresentando uma
maior profundidade de penetracdo. Na regido lesionada sofre um maior
espalhamento aparecendo como uma area escura na imagem do dente
retroiluminado. As pigmentacdes do tecido dentario sdo oriundas de moléculas
organicas e nao sdo detectadas por esta metodologia pois tais manchas néo
absorvem os comprimentos de onda nesta regido, evidenciando a identificacéo de

regides de desmineralizacéo.

Apesar de varias técnicas estarem suficientemente desenvolvidas para
serem empregadas nos consultérios dentarios, segundo AMAECHI BT at el,2005
nao existe até o presente nenhuma técnica comercialmente que atenda a todos
0s requisitos para o diagnéstico e o acompanhamento das lesdes de tecido
dentéario e que permita um controle qualitativo e quantitativo das lesdes adequado
para uso intra-oral [2].

As limitagbes em relagéo aos tecidos em estudo, as dificuldades ao uso
in vivo e adequacao ao uso na cavidade oral sdo obstaculos que ainda precisam

ser superados e melhorados.

A inspegdo visual é o meétodo mais comumente utlizado para
diagnostico da lesdo de carie (Padrdo Ouro) , utilizada em diversos indices

desenvolvidos para padronizagédo desse diagndstico como o ICDAS, ALA e



NYVAD. Porém trata-se de um exame subjetivo, e a utilizacdo de métodos
objetivos e quantitativos deve ser indicada para um melhor diagndstico e

monitoramento dessas lesdes.

Atualmente e internacionalmente utilizamos somente os indices
ICDAS-International Caries Detection and Assessment System, os indices ALA e

NYVAD ja estdo em desuso.

1.3. Processamento de Imagem Digital

Vem crescendo muito nos ultimos anos a area de Processamento de Imagens
Digitais (PID) que pesquisa desde sua morfologia matematica, processamento,
compressdo e interpretacdo de imagens, aplicagdo de algoritmos de

aprendizagem e maquinas de visdo computacional, entre outros [18].

A sequéncia padrdo deste estudo é dividida em trés blocos basicos: Aquisi¢ao;
Processamento Digital de Imagem (PDI) e Analise Digital de Imagem (ADI),

conforme pode ser observado na Figura 6.

Aquisica
-

= N\

{ Quialitativo
AD
Objeto I
I Extracdo de
Dado Quantitativo

Reconhecimento e Classificacédo

Figura 6: Diagrame=de-precessamente-e anal-iselde imagem
(Repositério PUC-RIO, ADAPTADO-
http:webserver2.tecgraf.puc-rio.br/~scuri/inf1378/)
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A etapa de aquisicdo engloba a formacdo da imagem e sua digitalizacdo tendo

como saida uma imagem digital.

O PDI (Processamento Digital de Imagem) consiste fundamentalmente na etapa
de pré-processamento, também chamada de realce - Brilho, contraste, nitidez,

crominancia e outros.

A ADI (Analise Digital de Imagem) compreende as etapas seguintes:
segmentacdo, pos-processamento, extracdo de atributos e reconhecimento e
classifica¢ao.( Figura 6).

Uma imagem digital é definida como: Representacdo de uma imagem
bidimensional usando numeros de modo a permitir seu armazenamento,
transferéncia, impressao ou reproducao, ou seja, uma imagem digital pode ser
entendida como uma matriz bidimensional, expressa pela funcéo f(x,y), onde x e
y sdo coordenadas espaciais que fornecem a intensidade ou nivel de cinza de
cada ponto da imagem que € o menor elemento de uma imagem digital,
denominado pixel [18 e 29]. Por convencéo, a origem da imagem esta localizada

no canto superior esquerdo da imagem.

Segundo WOODS e GONZALEZ (20011), a matriz numérica € utilizada para
processamentos e desenvolvimento de algoritmos [18]. Na forma de equacéao, a
representacdo de uma matriz numérica M x N é dado pela funcao abaixo mostrada

na Figura 7.

J(0.0) fon - f(O.N-1)

1.0 L) - LN-1

fap-| OO SO SAN-D
f(M-10) f(M-11) - f(M-LN-1)

Figura 7:Matriz representativa de uma imagem digital
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A Figura 8 demonstra a decodificacdo de uma imagem digital através de suas
matrizes de intensidade coloridas em vermelho (Red), azul (Blue) e verde (Green)
por pixels denominada matriz RGB.

o

Figura 8: extracdo de dados de valores de intensidade da imagem digital em
tabelas (padrao RGB).

As imagens representadas no modelo RGB consistem de trés componentes de
imagens, uma para cada cor primaria: [(R,G,B)]. As cores de um pixel podem ser
representado por trés valores, um para cada tabela, como um inteiro de 8 bits
variando entre 0 e 255, sendo o valor O correspondente a Intensidade minima e
255, a intensidade méxima.
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1.4.Laser e Speckle

Neste capitulo serdo apresentados os fundamentos de laser e consequente o

speckle necessarios para a compreenséao deste trabalho.

1.4.1. Laser

Luz pode ser entendida como uma radiacao eletromagnética que se situa entre a
faixa do infravermelho — 800 nm e afaixa ultravioleta — 400 nm. Assim como toda
e qualquer onda eletromagnética a luz tem como grandezas bésicas a
intensidade/brilho, comprimento de onda que define a cor e a polarizagdo também

denominado angulo de vibracdo. Espectro descrito na Figura 9.

Penetra a = -
Atmosfera da Terra? —=tM | nao [_sim_| nao

tipo de radiacdo  radio micro-ondas infravermelho visivel ultravioleta raios X raios gama

comprimento de onda 10°m 107%m 10°m  05x10°m  10°m  10m 10%m

Escala aproximada
do comprimento
de onda 01 \‘

nucleo
edificios humanos borboletas pomada protozoarios moléculas  atomos .

10* 10° 102 10°° 10'° 10 10°
Temperatura de corpos

COrpos em que essa : |

radiacao represen | )
o comprimento de '

onda mais intensament 1K 100K 10,000 K 10,000,000 K

emitido -272°C -173°C  9,727°C ~10,000,000 °C

Radiagao Visivel ——

Comprimento de Onda (nm)
700 600 500 400

Radlagao

Radlagao
Ultravioleta (UV)

Infravermeiha (IR)

Figura 9: Espectro e comparativo das ondas eletromagnéticas e da luz visivel.

(fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Espectro_eletromagnético - adaptada).

LASER acr6nimo de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiaton,

significa ampliacdo da luz por meio da emisséo estimulada de radiacoes.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_eletromagn%C3%A9tica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_infravermelha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_ultravioleta
https://pt.wikipedia.org/wiki/Intensidade_de_radia%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Frequ%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Polariza%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%82ngulo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vibra%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Espectro_eletromagnÃ©tico
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O laser é formado por um feixe de luz coerente (em mesma fase), colimado
propagacéo paralela e monocromético (somente um comprimento de onda muito
bem definido) diferentemente de outras emissdes de luz incoerentes onde 0s
fotons se propagam de forma aleatoria e em todas as direcdes representadas pela

Figura 10.

5
e

\V \V/

Figura 10: 1. Colimacdo — ondas paralelas em mesma direcdo, 2. Coeréncia —

ondas em mesma fase e 3. Monocromacidade — ondas em mesma frequéncia

Das caracteristicas do laser a mais importante para nosso trabalho € a fase, ou

seja, os fotons caminhando com a mesma frente de onda (figura 10-2).
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1.4.2. Speckle

O principio de Huygens-Fresnel afirma que quando um raio de luz (as ondas)
atinge uma superficie cada ponto desta atua como um emissor de pequenas
ondas secundarias, esta reflexdo pode ser especular (Figura 11 A) ou reflex@o
difusa (Figura 11 B).

A-Especular B-Difusa

Figura 11: Reflexdo de luz em superficies microscopicamente lisas (A) e superficies
microscopicamente rugosas (B)

Decorrente da propriedade de luz coerente temos que a imagem do espalhamento
de fétons de um laser em um determinado objeto (conhecido com laser speckle
image — LSI - ou simplesmente speckle) possui um padrao de “granulado 6ptico”
unico e impossivel de ser mimetizado por uma fonte de luz ndo coerente, a qual

tem emissao de ondas aleatorias.

Este fenbmeno ocorre pela refracdo de diferentes distancias do caminho 6tico do

feixe sobre a superficie iluminado no objeto, descrita pela Figura 12.

Pela monocromacidade do laser em 650 nm temos, neste caso, somente a

camada Red no padrdo RGB.
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Red

Figura 12: Imagem granulada pela iluminagéo laser em 650nm — SPECKLE.

Os padrdes das interferéncias formados pela imagem speckle ocorre pela
diferenca de fase dos feixes de luz retro espalhadas, interferéncias, tornando os
granulados da imagem claros ou escuros. (Figura 13 e Figura 14). Este granulado
otico resultante € a principal caracteristica do speckle, apesar de formas aleatorias

temos informacdes da superficie [19 e 20].

Interferéncia Construtiva Interferéncia Parciais Interferéncia Destrutiva

Ondas em Fase Ondas Ligeiramente Defasadas | Ondas Inversamente Defasadas

Figura 13: Diagrama de Interferéncia causada pela defasagem dos fotons

refletidos pela superficie
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Interferéncia
construtiva

Interferéncia
Destrutiva

Figura 14: Interferéncias construtivas (graos claros) e Destrutivas (graos escuros)

Tal padrao obtido pela refracdo das ondas coerentes nos diferentes caminhos
opticos é sensivel as propriedades superficiais do objeto iluminado, como:
rugosidade; textura e bordas do que o padréo originado por uma iluminagdo com
fonte de luz ndo coerente com ondas aleatdrias. Em outras palavras, o padrao de
espalhamento da luz coerente por um objeto € sensivel as menores alteracdes na

superficie e até mesmo a sub-superficie do objeto.

Apesar de possuir um carater aleatdrio, pode-se extrair informagBes desse

granulado no contexto da Teoria Estatistica [19, 6].
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A Figura 15 representa Laser Speckle Image (LSI's) de materiais diversos

.

Plastico LSI de Plastico
Metal LS| de Metal

LS| de Madeira

Madeira
Granito LS| de Granito

Figura 15: Imagem de Speckle sob varios tipos de superficies rugosas.

1. Plastico, 2. Metal, 3. Madeira e 4. Granito (do autor)
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2. JUSTIFICATIVA

A carie dentaria € uma das doencas que afeta quase 100% da populagdo, a
deteccdo precoce contribui muito para o bem-estar geral da populacdo e sem

necessidade de procedimentos invasivos de restauracao.

Enquanto o exame visual € baseado em aspectos subjetivos, os métodos de
diagndstico auxiliares evidenciariam o sinal fisico derivado da interacao entre a

luz e a estrutura dentaria.

Dado o estado da arte acima aludido bem como as limitacdes das atuais técnicas
disponivel e visando atender aos objetivos relacionados abaixo, este trabalho
apresenta resultados visando a deteccdo da lesdo de carie em estagios iniciais
associado a quantificacdo do grau de perda mineral, garantindo uma correta
intervencdo e também o monitoramento dessa lesdo, além de ser objetiva, ndo

invasiva, ndo destrutiva, de baixo custo e em tempo real.
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3. HIPOTESE

A incidéncia de luz coerente sobre uma determinada superficie 6ptica rugosa gera
uma imagem de granulado optico (padrdo de speckle). Como a céarie do dente
altera a estrutura do esmalte resultando em diferentes rugosidades, tem-se a
hipétese de que ao iluminar o esmalte dental com uma fonte de luz coerente, o
espalhamento da luz oriundo da superficie sadia e da superficie lesionada
apresentara diferencas de padrdes, permitindo qualificar a lesdo e quantificar sua

progresséo.
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4. OBJETIVO

4.1.Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € desenvolver uma metodologia de identificacdo e
guantificacdo da leséo ou micro lesdo de forma nao invasiva, com premissas de
baixo custo e execucdo em tempo real, através de analises dos padrées de
interferéncia da luz de retorno da incidéncia do laser sobre a lesdo — 0 SPECKLE

4.2.0bjetivos Especificos

a) Correlacionar o padrdo de espalhamento de luz coerente de uma
imagem de dente com a presenca de leséo inicial de cérie
b) Correlacionar o padréo de espalhamento de luz coerente de uma

imagem de dente com severidade de uma lesao inicial de cérie
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5. METODOLOGIA:

5.1. Amostras

Para este trabalho utilizaremos 45 amostras de dentes incisivos bovinos divididos
randomicamente em 3 grupos onde iremos induzir quimicamente uma lesao
semelhante aos estagios iniciais de uma carie comumente denominadas de
mancha branca (Umida ou seca) em diferentes estagios (ICDAS 1 e 2). Sera
mantido uma regido de esmalte dentario sadio (ICDAS 0) para comparacao das
lesdes induzidas respectivamente com ataques da solucéo por 24, 48 e 72 horas.
A Figura 16 demostra as amostras finais.

Figura 16: Amostras de dentes bovinos

Para cada amostra, foi obtido um fragmento da superficie vestibular de dente
incisivo bovino de 4 x 6 mm (no minimo) incluidos em tubo de PVC com resina
acrilica, deixando exposto o esmalte dental de maneira plana e paralela (Figura
17 A). Cada amostra foi polida utilizando lixas d’agua com diferentes
granulometrias de 600 a 2000 lixadas em lixadeira de cinta, lixadeira orbital e nas
granulacdes menores em procedimento manual. Apds a planificacdo foram
polidas manualmente com liquido de desbaste (Liquido para polir 3M - n° 3), todo
o processo foi conferido e validado por microscopia digital USB (figura 17 B).
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Figura 17: A - polimento: B- microscoépio digital USB (50 a 500 X).

Nas amostras de dentes bovinos foram criadas duas regifes: uma regido controle
(regido sadia — ICDAS 0) que permanecera inalterada e uma outra regido onde
sera induzida artificialmente a mancha branca similar a uma lesao inicial de carie
(Mancha branca seca ou Umida — ICDAS 1, 2, respectivamente) realizada por

imersdo em solucédo acida (PH 5.0) rica em hidroxopatita (Figura 18)

Figura 18: Placa com amostras preparadas

5.2.Inducdo da leséo

Para a inducéo da leséo similar a carie foi utilizada a metodologia proposta por
ARAUJO GSA. e SFALCIN RA, (et al -2013) [4].

Induzimos uma lesédo similar a carie (mancha branca) realizando um ataque acido
rico em hidroxapatita em metade da amostra, a outra metade é protegida por uma
fita adesiva mantendo a superficie em estado original (ICDAS 0) para obtencéo
dos resultados comparativos com a regido onde ficara lesionada. (Figura 19)
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Colocamos os 3 grupos de amostras separados e imersos em 50 ml de uma
solugéo desmineralizante (pH 5,0) contendo 0,05 M de solug&o tampé&o de acetato
e hidroxiapatita a 50% saturada de p6 de esmalte durante 24, 48 e 72 h a 37 °C

respectivamente.

Para preparar a solucéo, agitou-se p6 de esmalte (particulas de 74 a 105 um) em
solucao tampéo de acetato de sddio 0,05 com pH 5,0, durante 96 h a 37 ° C (0,50
g / I). A solucéo foi utilizada numa relacdo de 2,0 ml / mm? de area exposta do

esmalte.

ApOs o processo de inducdo da lesdo retiramos a fita e lavamos as amostras com

agua Milli-Q.

Figura 19: Amostra preparada para ataque quimico

5.3. Arranjo experimental

Para obter a imagem de laser speckle, cada amostra foi iluminada com um diodo

laser vermelho com comprimento de onda de 650 nm e poténcia de 300mW.

Na montagem do experimento colocamos o laser a uma distancia de
aproximadamente 12 cm da amostra e foi posicionada uma lente para expandir a

area de lluminacéo obtendo uma visivel iluminagéo uniforme de toda a regido de
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interesse na amostra (@ 10mm). Ambas as regides do esmalte dental (sadia e

lesionada) foram iluminadas simultaneamente.

A imagem iluminada por laser foi capturada por camera digital CMOS colorida com
captacdo das imagens em RGB modo RAW (Cannon EOS Rebel T3i) com uma
distancia de aproximadamente 9 cm da amostra. As cameras foram configuradas
com velocidade do obturador 1/4000, abertura da lente em F5.6 e sensibilidade

fotografica ISO100 obtendo o melhor contraste possivel

Na camera foi acoplada uma lente macro 100 Canon. O diagrama esquematico

do arranjo experimental pode ser observado na Figura 20.

2 - Lente 3 — Superficie Dentaria

1- Laser

4 — Camera Digital

5 — Speckle
Figura 20: Diagrama do processo de Obtencdo da imagem ( 1 — Diodo Laser, 2 —

Lente Biconvexa, 3 — Superficie do esmalte dentario, 4 — Camera Digital, 5 — Laser

Image Speckle ( LSI).
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5.4.Analise da imagem de laser Speckle

Basicamente € uma analise da estatistica de primeira ordem de um Laser Speckle
Image (LSI) consiste em calcular a média de intensidade da imagem speckle com
uma pequena janela deslizante, de 4x4 pixels, que percorre toda a imagem
capturada. Esta métrica é registrada para cada pixel da janela deslizante. O valor
dessa média é atribuido a um pixel em uma nova imagem, na mesma sequéncia
do deslizamento da janela. Repetindo o processo para cada passo do
deslizamento, compde-se uma nova imagem [25]. (figura 21)

O valor é calculado por:

2!

n

<[ >=

onde < | > é a intensidade média, | é a intensidade do pixel e N é tamanho da

janela deslizante.

44 70 88 110[128 147 161 171|174 178 190 190

38 59 77 99 |120 140 1 2|165 170 190 190

34 47 TTS%112 122 132 145 170 190 190

28 41 64 84 NM 178

24 36 48 66 66 180 18Q

20 27 37 61 145 189 \

19 26 35 50 105 175 167 167] > |oMs]107,6] 141,
17 28 33 44 143 157 187 187> | 20,85 137,2
15 16 32 46|57 8 7 118|136 149 190 190 17,7 | 68,95 [ 131,3
14 17 13]130 147 189 189 10,5 | 65,7 | 118,6
12 1¢ 136 154 187 187

11 10 . 94 123|154 154 167 167

11 11 34 58 86 125[145 155 187 187

11 7 32 45 68 106|127 143 178 178

12 12 13 15|24 36 48 67|89 126 170 170

11 12 15 16 | 34 432 54 65| 78 126 156 156

Figura 21: Analise estatistica sobre a intensidade

A reducao da resolucdo da imagem fica inversamente proporcional ao tamanho

da janela deslizante [8 e 9] .
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Apés a obtencdo de um mapa de médias da LSI, foi aplicado um algoritmo de

falsas cores a imagem de modo a evidenciar a lesdo, conforme pode ser

observado na Figura 22 e Figura 23

=
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 — ——
Figura 22: Processo Speckle — analise — cores falsas
Lesao Sadio

EE—— 000000
285

0

Count: 22477 Min: 113 Gount: 22477 Min: 92
Mean: 158.907 Max: 221 Mean: 127.643 Mayx: 189
StdDev: 13.403 Mode: 156 (715) StdDev: 10.718 Mocle: 127 (908)

Figura 23:Andlise estatistica de primeira ordem

(Fonte: software imageJ V2.0 [23])

O contraste relativo entre as regides sadia e lesada foi calculado segundo a

equacao:

uoooog

0=1- —
D0ODDAD

Onde VR é o valor relativo, Csadio € a média de intensidade da regido sadia e

Cleséo € a média de intensidade da regido lesionada [26] .
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A vantagem de se utilizar dados relativos e ndo absolutos é que retiramos 0s erros
ou desvios causados pelas diferentes fotometrias que podem ser utilizadas por
diferentes equipamentos como, por exemplo: tempo de exposicdo, abertura,

angulo de incidéncia laser/ angulo da fotografia entre outros.

As imagens digitais de laser speckle obtidas foram tratadas em processamento
digital aplicando calculos estatisticos por software proprietario escrito em SciLab
5.4 e JAVA 8.1, onde obtivemos evidencias da regido lesada em relacéo a regiao
sadia. Ao final com a imagem normalizada trocamos por cores falsas obtendo
assim a delimitacdo da lesao de carie (Figura 23 A, B e C).

A B e

Figura 24: A) amostra sadia e lesada, B) fotografia digital do speckle, C) imagem
normalizada e trocada para cores falsas

5.5. Andlise Estatistica

Neste trabalho os dados serdo analisados quanto a sua normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk.

Como todos os dados apresentaram uma distribuicdo normal ou quase normal, a
comparacdo entre grupos correlacionados foi realizada utilizado o teste t de
Student pareado.

Para correlacdes foi utilizado o valor de R? e coeficiente de correlacao de Pearson.

O nivel de significancia adotado foi a = 0.05
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6. RESULTADOS

Os gréficos de linha abaixo representa por amostra a média dos valores de
intensidade ( 0 a 255) das areas lesionadas e sadias nos grupos de 24, 48 e 72

horas. Valores absolutos mostrados no anexo

A Figura 25 mostra os valores experimentais tipicos de intensidade média de
todas as amostras na regido sadia (linha solida laranja) e doente (linha solida

cinza) para o grupo de 24h.

Observamos que a amostra niumero 6 tem a regido lesionada abaixo da linha
meédia das amostras sadias, porém ela apresenta a mesma relacéo entre o valor

da amostra lesionada x sadia.

24 horas

160
150
14

130
120
110
100

Intesnidade Média (u.a.)

o
=]

1 2 3 - 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15

Amostras: lesionado sadio

Figura 25:Comparativo com inducéo de lesdo em 24 horas

A Figura 26 mostra os valores experimentais tipicos de intensidade média de
todas as amostras na regido sadia (linha sélida laranja) e doente (linha sélida

cinza) para o grupo de 48h.

Observamos também a ocorréncia anterior na amostra nimero 8 tem a regiao
lesionada abaixo da linha média das amostras sadias, porém ela apresenta a

mesma relagcéo entre o valor da amostra lesionada x sadia.
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48 horas
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Amostras: —==lesionado essadio

Figura 26: Comparativo com inducéo de lesédo em 48 horas

A Figura 27 mostra os valores experimentais tipicos de intensidade média de
todas as amostras na regido sadia (linha sélida laranja) e doente (linha sélida

cinza) para o grupo de 72h

72 horas

T 170
e
o 150
o
-
o 130 _—__/W\/\
o
m
o
€ 110
=
[
= 90

1 2 4 5 3 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Amostras: = |esionado e Sadio

Figura 27: Comparativo com inducédo de lesdo em 72 horas

A Figura 28 mostra um grafico de médias de intensidade normalizada de todas as
amostras em funcdo do tempo de ataque acido (grupos 24, 48 e 72 horas), 0s
valores absolutos sdo mostrados nas tabelas em anexo, veja que o resultado é

proporcional a severidade da leséo

Normalizar as medias é calcular a porcentagem dos valores médio do grupo de
amostras sobre o valor maximo possivel (media normalizada = media do grupo de

amostras / 255).
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M Sadio ® Lesionado
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Figura 28: Normalizacdo das medias das intensidades Sadias e Lesionadas

A Figura 28 mostra que todos os grupos experimentais diferem estatisticamente
entre com a regido sadia da mesma amostra (p < 0.0001- teste t pareado). As

barras de erro representam o erro padréo.
A Figura 29 mostra um ajuste linear dos contrastes médio das amostras.

Contraste médio € a média total da relacéo entre (media amostra do lado sadio /

media amostra do lado lesionado) — 1.

_ bobobooooobobd
0oooo oo oooooodoo

0,25

02 %
0,15 {

o .
2
s 0,1
c
o
O

0,05

0
12 24 36 48 60

Tempo de ataque &cido (h)

Figura 29:Correlacao entre 0s grupos
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A Figura 29 mostra que ha uma correlacéo linear muito forte entre o contraste
relativo e os tempos de ataque acido.
Coeficiente de correcao de Person: r = 0,9989
Rz =0,9978

A linha de tendéncia foi obtida através do método dos minimos quadrados e
demonstra que para cada variacao de 24 h de ataque acido, ha uma variacao de

aproximadamente 43 % no contraste relativo da imagem de laser speckle
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7. DISCUSSOES

Verificamos que em iluminacdo ndo coerente, a intensidade do contraste entre a
regido do esmalte lesionado em relacéo a regido do esmalte sadio € ligeiramente
mais elevada, ou seja, o contraste € fraco, portanto somente um dentista bem

treinado e experiente estaria habilitado a detecta-lo.

Entretanto, na imagem obtida iluminada por laser este contraste € evidenciado,

facilitando, portanto, a deteccdo da lesédo, mesmo em seus estagios maisiniciais.

A Figura 30 demostra as imagens e 0 processo de deteccao.

Imagem com luz ndo coerente

Imagem Speckle

M Analise de intensidade

Imagem Normalizada

Cores Falsas

Figura 30: Diagrama comparativo do processo de deteccéo de caries.

A Figura 30 mostra que a analise das imagens de laser speckle utilizando

metodologia adotada foi capaz de determinar a presenca ou auséncia da lesao.
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O contraste relativo do grupo submetido a 24h de ataque foi de 11,5(15)%. Ao
nivel de significancia a = 0,05, ha diferenca estatisticamente significativa entre
este grupo e a regiao sadia (p < 0,0001), demonstrando que a analise dos mapas
estatisticos da imagem de laser speckle do esmalte dental é sensivel suficiente
para detectar mudancas sutis da microestrutura dental provocadas pelo processo

de inducéo da leséao.

Aumentando-se o tempo de ataque &cido, ha uma evolugédo no contraste relativo
para 16,5(23)% e 20,8(20)%, respectivamente, para 48 h e 72 h de ataque,
demonstrando uma correlagéo entre o processo de inducédo (tempo de ataque) de
lesdo similar a carie incipiente (mancha branca) e aimagem de laser speckle. Este

tempo de ataque € proporcional a severidade da leséo.

A Figura 29 mostra que a proporcéo entre a severidade da lesdo e o contraste da
imagem é linear (R2 = 0.9978), o que demonstra a habilidade do método proposto
de ndo apenas detectar a lesdo, mas fornecer informacdes quantitativas sobre a

mesma.

E importante mencionar que as lesées induzidas para este trabalho foram muito
incipientes. Dependendo do avaliador, tais lesdes sequer atingem o nivel 1 na
escala de ICDAS, entretanto o método proposto foi sensivel o suficiente para

determinar as alterac6es nas amostras.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo procurou demonstrar, pela primeira vez, que utilizando a analise de
padrédo de espalhamento da luz coerente speckle, aumentou-se o contraste entre
tecido dental sadio e tecido dental lesionado sendo possivel detectar a mancha
branca com base em suas propriedades 6pticas, de forma ndo destrutiva e ndo

invasiva.

Com a aplicagdo da estatistica de primeira ordem nas imagens provenientes deste
retro espalhamento da luz coerente aplicado sobre a superficie do esmalte dental,
foi possivel quantificar a progressdo da lesdo incipiente similar a carie (mancha
branca), verificando, dessa forma, uma correlacao linear existente entre o padréo

de espalhamento Optico e a severidade da lesdo nessa superficie.



9. ANEXOS

9.1. Tabelas de intensidades
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Os valores absolutos das medias de intensidades dos lados lesionados e sadios
sdo mostrados abaixo.

24
horas
Media de intensidade
Amostras Regido lesionada Regido sadia
1 145,717 134,037
2 135,332 122,637
3 137,845 122,618
4 143,341 136,414
5 149,145 133,619
6 112,102 102,222
8 117,602 123,346
9 137,263 129,724
10 138,550 131,562
11 146,584 126,581
12 137,481 119,672
13 134,335 126,473
14 147,571 132,714
15 135,383 114,735

Tabela 2: valores de intensidade grupo 24 horas.

48
horas
Media de intensidade
Amostras Regido lesionada Regido sadia
1 147,193 131,506
2 155,967 127,543
3 156,306 131,132
4 146,126 112,103
5 158,907 127,643
6 175,870 147,556
7 147,375 129,687
8 128,689 118,742
10 138,657 134,205
11 158,790 145,175
13 135,472 125,141
14 146,709 113,992
15 136,063 117,104

Tabela 3: valores de intensidade grupo 48 horas.
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horas

Media de intensidade

Amostras Regido lesionada Regido sadia
1 136,359 111,267
2 139,408 114,375
4 148,001 113,576
5 156,682 129,872
6 165,876 129,705
7 154,268 116,100
8 141,070 128,305
9 127,576 111,065
10 146,739 129,224
11 150,500 137,278
12 146,064 126,042
13 145,221 111,596
14 149,874 130,524
15 145,293 115,092

Tabela 4: valores de intensidade grupo 72 horas.
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