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@Resumen:

Discriminacién de individuos a partir de tejido 6seo
utilizando espectroscopia de ablacion laser y
procesamientos matematicos.

El método se basa en el analisis de tejido 6seo
empelando la técnica de espectroscopia de ablacion
laser combinada con una red neuronal que permite
manejar un gran numero de datos en un tiempo muy
corto.

La metodologia empleada proporciona un método
adecuado de alta sensibilidad y especificidad en la
discriminacién de tejido 6seo, independientemente de
su antigiiedad, que permite, de forma rapida, agrupar
un conjunto de restos 6seos pertenecientes a un
individuo y diferenciarlos claramente de otros
individuos o restos 6seos que pudieran encontrarse
junto a los primeros. El método desarrollado tiene
aplicacion en diversos campos como, por ejemplo, en
antropologia, arqueologia y, principalmente, en
determinaciones forenses.

FIGURA 1
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DESCRIPCION

Discriminaciéon de individuos a partir de tejido 6seo utilizando espectroscopia de

ablacion laser y procesamientos matematicos.

Objeto y campo de la invencion

Esta invencion se enmarca en el campo discriminacion de individuos a partir de restos
6seos mediante andlisis espectral de material bioldgico, concretamente para analizar
tejido 6seo empelando la técnica de espectroscopia de ablacion laser. La metodologia
empleada proporciona un método adecuado de alta sensibilidad y especificidad en la
discriminacion de tejido 6seo, independientemente de su antigliedad, que permiten
agrupar un conjunto de restos dseos pertenecientes a un individuo y diferenciarlos
claramente de otros individuos o restos dseos que pudieran encontrarse junto a los
primeros. El método desarrollado tiene aplicacion en diversos campos como, por

ejemplo, en antropologia, arqueologia y, principalmente, en determinaciones forenses.

Estado de l1a Técnica

Las técnicas clasicas utilizadas en la identificacion positiva de restos humanos
consisten en el andlisis y comparacion de huellas dactilares, radiografias esqueléticas
o dentales y, en ocasiones, por la presencia de marcas unicas, tales como tatuajes o

cicatrices.

Actualmente, en el entorno forense se utilizan andlisis genéticos (andlisis de ADN)
sobre muestras bioldgicas debido a su objetividad ya que se basan en fundamentos
cientificos. Sin embargo, este tipo de analisis para determinar a qué individuo
pertenece una muestra bioldgica presenta, fundamentalmente, la limitacion del factor
tiempo pues los protocolos exigen unos tiempos minimos de tratamiento de las
muestras; ademds, las muestras a analizar pueden haber sufrido una serie de
modificaciones debido al tiempo transcurrido desde su recogida hasta el momento de
su estudio, a las condiciones ambientales a las cuales se vieron sometidas, a la
cantidad de muestra, al soporte donde se encuentran, al lugar de procedencia o al tipo

de muestra.
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En relacion al tipo de muestra de donde se extrae el ADN, para los cadéaveres ya
esqueletizados en los que la Unica muestra disponible son los huesos y los dientes la

extraccion es mas larga y costosa debido a su estado de degradacién y contaminacion.

Antes de realizar un estudio de ADN existen pasos previos que permiten discriminar
el tipo de resto biologico. Asi, se aplican pruebas orientativas (de bajo coste, sencillas
de realizar y rapidas que revelan la posible naturaleza de la muestra sin ser
concluyentes), pruebas de certeza (que sirven para determinar la naturaleza de la
muestra) y pruebas especificas (que sirven para determinar a qué tipo de organismo
pertenece la muestra). En algunas ocasiones no es posible realizar este tipo de pruebas

preliminares debido a la escasa cantidad de muestra disponible.

Por todo ello, en los casos en que el nimero de restos es grande, los procedimientos
existentes basados en el andlisis de ADN para agruparlos pueden representar un alto

costo tanto temporal como econémico.

En el caso de restos humanos, el anélisis elemental de huesos y dientes puede
utilizarse para discriminar entre diferentes individuos y para conocer determinados

habitos del individuo y su posible exposicion a diferentes condiciones ambientales.

En los ultimos afios, se han planteado otras pruebas alternativas o complementarias al
analisis de ADN basadas en técnicas espectrales que realizan un analisis elemental de
muestras con aplicacion forense. Asi, se ha utilizado la emisién de rayos X inducida
por particulas (PIXE) para el analisis elemental de huesos en casos de cremacién
donde se cuestiona la naturaleza de los restos y casos de muerte por bala como
herramienta diagndstica donde la identificacion de componentes elementales permite
una interpretacion mas exacta de la evidencia (Warren et al. Forensic Science
Internacional 125 (2002)). La espectrometria de masas con fuente de plasma de
acoplamiento inductivo (LA-ICP-MS) se ha utilizado también con fines forenses para
analisis de tierras raras en esqueletos de vertebrados para estudiar su diagénesis
(Rogers et al. PALAIOS, 2010, v. 25), para el analisis de porcentajes de isétopos de Sr

en huesos y dientes enterrados diagenéticamente alterados con el objetivo de


PC022
Nota adhesiva
None definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
None definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC022

PC022
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC022


10

15

20

25

30

ES 2401 143 A2

reconstruir procesos de migracion humana (Prohaska et al. J Anal. At. Spectrom.,
2002, 17) o para el analisis de trazas de metales encontrados en fragmentos de huesos
o dientes de restos enterrados con el fin de conocer su exposicién a fendmenos
medioambientales y poder distinguir entre diferentes individuos (Castro et al. Forensic
Science International 195 (2010)). Aunque estas técnicas permiten obtener una
imagen espectral caracteristica de cada resto, parece haber diferencias en la
composicion elemental de diferentes huesos pertenecientes a un mismo individuo, lo
cual hace que la técnica no consiga discriminar totalmente entre diferentes individuos.
Por tanto, seria deseable disponer de un método analitico que tenga en cuenta la
heterogeneidad que puede darse entre los restos de un mismo individuo para

distinguirlo de otro individuo.

En la presente invencion se planeta la técnica de espectroscopia de plasma inducido

por laser (LIBS) para analisis elemental de restos 0seos.

La técnica de LIBS (Laser Induced Breakdown Spectroscopy) es un método rapido y
versatil y mas econémico que otras técnicas espectrales, como LA-ICP-MS, para
efectuar el andlisis de distintos tipos de muestras que pueden ser inaccesibles o
tediosos por técnicas analiticas convencionales, siendo particularmente util en el
andlisis de muestras con una matriz compleja, (J.O. Caceres et al. Spectrochimica Acta
B: Atomic Spectroscopy 56(6) 831 (2001), WB Lee, et al, Appl Spectrosc. Rev. 39(1)
27 (2004)).

En el andlisis cualitativo por LIBS, no se busca una composicién quimica detallada,
mas bien una identificacién instantdnea de la muestra utilizando una caracteristica
unica de LIBS, la cual es capaz de generar una “huella digital” de la muestra. Esta
“huella digital” es un espectro LIBS de la muestra, el cual proviene exclusivamente de
ésta y por lo tanto depende de su matriz. Ademas, debido a la naturaleza del espectro
de emision, el cual estd dominado por lineas idnicas, que a menudo se ven inhibidas
en su relacion directa entre la concentracién elemental en la muestra y sus
intensidades, proporciona un espectro Unico y solo perteneciente a la muestra bajo

analisis.
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La técnica LIBS ya ha sido utilizada para el analisis de muestras bioldgicas de tejidos
blandos de organismos vivos o muertos (por ejemplo, el documento US 7,092,087
describe el andlisis por LIBS muestras de vejiga, colon, endometrio, pulmon, ovario,
prostata o recto con el fin de detectar cancer y Yueh et al. en Spectrochemica Acta
Part B 64 (2009) describen el uso de LIBS para diferenciar higado, rifién, cerebro,
pulmén, Miusculo o bazo en pollos muertos), de tejidos calcificados de organismos
vives (por ejemplo, andlisis de minerales en pelo de individuos expuestos a
contaminantes ambientales segin describen Corsi et al. en Applied Optics 42(30),
2003) y Smek et al. en Spectrochemica Acta Part B 56(2001), que describe la
aplicacion de analisis por LIBS al analisis de minerales y elementos tdxicos en huesos
o dientes de nifios y adultos con el fin de conocer el efecto de su exposicion a distintos
ambientes), de tejidos calcificados de restos fosiles (por ejemplo, Alvira et al. en
Applied Spectroscopy 64(3), 2010 describen el anélisis de trazas en dientes de Homo
sapiens con el fin de conocer sus habitos o Hrdlickka et al. en Applied Optics 49(13),
(2010) describen el analisis remoto de restos dseos en excavaciones arqueoldgicas o
Martin et al. en Bulletin of Laser and Spectroscopy of India 14 (2005-2006) describen
la aplicacion de LIBS al andlisis de huesos procedentes de restos de diferentes
mamiferos) o de restos humanos incinerados (Martin et al. en Spectrochemica Acta
Part B 62(2007) donde describe la aplicacién de LIBS al andlisis de restos humanos

incinerados para obtener informacion sobre un crimen).

Para que los resultados obtenidos del andlisis LIBS permitan la discriminacién entre
diferentes muestras analizadas, es necesario realizar una correlacion correcta de los
resultados cuantificando el grado de similitud entre dos muestras. Asi, utilizando un
procedimiento de correlacion adecuado el sistema LIBS puede ser entrenado para
reconocer espectros procedentes de diferentes muestras, lo cual significa evaluar la

similitud de espectros desconocidos con un banco espectral de muestras clasificadas.

Actualmente, se han desarrollado métodos de analisis basados en LIBS combinados
con redes neuronales para la clasificacion de muestras como, por ejemplo, aleaciones

de aluminio (Koujelev et al. Planetary and Space Science 58 (2010)) o ceramicas
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arqueoldgicas (Ramil et al. Applied Physics A 92 (2008)). Sin embargo, el nimero de
trabajos encaminados a la aplicacién de redes neuronales en LIBS sigue siendo escaso
y no correcto para todas las muestras utilizadas o el error asociado a la identificacién
es mayor al 30%. Por otra parte el campo de las redes neuronales puede mejorarse en
muchas direcciones para conseguir la aplicacién de LIBS en numerosos campos donde

resultaria de gran utilidad la identificacion y clasificacion eficaz de muestras.

Descripcion de la invencion
La presente invencion consiste en un método rapido y directo para la identificacion y
discriminacion de tejido 6seo y/o andlisis espectral completo de elementos quimicos

presentes en estos mediante la combinacion de la técnica LIBS con redes neuronales.

El método de analisis se basa en un andlisis de un Unico pulso laser que produce un
proceso de vaporizacion y posterior formacion de un plasma de la superficie de la
muestra, la obtencion del espectro de emision de este plasma en el orden de unos
pocos microsegundos sin ningun tipo de tratamiento previo y la posterior comparacion
espectral con una base de datos espectral dindmica. Para ello se utilizan algoritmos
matematicos entrenados y la comparacion de espectros adecuados para el andlisis con
los de las matrices espectrales que pueden tener 2048x100 puntos como minimo y con

un tiempo de andlisis total menor a 60 (sesenta) segundos.

En esta invencion se utiliza un numero muy alto de puntos espectrales obtenidos de la
emision del plasma de restos Oseos, combinado con un sistema de algoritmos
adecuados para manejar un gran numero de datos en un tiempo muy corto y de forma
eficiente y efectiva, asegurando un 100% de sensibilidad y un 100% de especificidad

que permite la caracterizacion, identificacion y discriminacion de las muestras dseas.

El dispositivo utilizado para la identificacion y caracterizacién de muestras, mostrado
en la figura 1, se compone de un laser pulsado (1), en este caso particular se ha
utilizado un laser de Nd:YAG, aunque en la practica podria utilizarse cualquier otro
tipo de laser tanto de estado s6lido o gaseosos (laser de nitrégeno, laser de didxido de

carbono laser de eximeros, laser OPO, etc.) que permita obtener condiciones
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energéticas suficientes para poder producir un plasma. Por este motivo pueden

utilizarse laseres tanto en el ultra violeta, visible o infrarrojo.

El laser de Nd:YAG utilizado trabaja a una frecuencia de 1 a 20 Hertz a una longitud
de onda fija de 1064 nm respectivamente. Esta longitud de onda no es limitativa para
el uso de otras longitudes de onda, que también puede emitir este laser como 266, 355
6 532 nm, u otras longitudes de onda producidas por cualquier otro tipo de laser que
permita obtener condiciones energéticas suficientes para poder producir un plasma.
La duracion del pulso es de 4 nanosegundos. Dicho laser puede proporcionar hasta
180 mJ/pulso de energia de salida. Se han utilizado espejos (2) y lentes (3) adecuados
a fin de focalizar el haz del laser sobre la muestra (4). La emisién del plasma es
colectada utilizando una fibra dptica de 1 metro acoplada al detector, que a su vez es
activado por el pulso laser. El detector es un sensor dptico CCD que proporciona 2048
puntos espectrales en un rango de 200 a 1100 nm. La sefial del detector es
posteriormente comparada con una base espectral almacenada utilizando un sistema
de algoritmos matematicos. Una interfaz grafica permite al usuario el control del
laser, la observacion del espectro de la muestra obtenido y la representacion de los

resultados para su evaluacion.

A pesar de que la calidad del espectro y su reproducibilidad pueden variar
considerablemente, no afectan a la capacidad del sistema para la identificacién de la
muestra. Esto es asi debido a que los espectros utilizados como base para la
comparacion reflejan todas las condiciones de medicién; por lo tanto, la precision y
exactitud de la medicion del espectro LIBS no es relevante. El sistema es adiestrado
para evaluar la similitud de espectros desconocidos con su banco de datos de muestras
clasificadas. Esta caracteristica, en donde los parametros de ablacién, por ejemplo la
distancia lente-muestra, hace menos critica la calidad del espectro y por lo tanto,

factible la identificacidn correcta con un Unico disparo laser.

Con el objeto de crear una base de datos espectral dinamica que recoja las “huellas
dactilares” de cada muestra, se utiliza una red neuronal (NN) con conexiones hacia

delante, concretamente se trata de un modelo de propagacidon perceptron (back-
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propagating perceptron model). La NN empleada consta de tres capas denominadas
de entrada, de salida y ocultas, formadas por neuronas (inico elemento operativo). La
capa de entrada se utiliza s6lo para la entrada de la matriz de datos en la NN. En las
otras capas, se realizan calculos no lineares. En la capa oculta, cada neurona recibe
sefiales de otras neuronas de entrada, sumandose éstas mediante la funcidén activacion,
ecuacion 1. Después, el resultado es transformado por la funcién de transferencia,
ecuacion 2. Finalmente, el resultado es enviado a las neuronas de salida (neuronas en

la capa de salida).

X =D WY M
e

v = flx)= 2 @)

1+ exp(_zlx")

En las ecuaciones 1 y 2, y; e y; representan la salida de las neuronas ocultas (j) y de
las neuronas de salida (k) respectivamente, wy representa el peso entre el 7™ de las
neuronas ocultas y el ¥” de las neuronas de salida. Como funcién de transferencia se
ha utilizado el algoritmo tangente hiperbdlico sigmoidal, ecuacion 2. Los pesos fueron
parametros ajustables de las NN asociados con cada una de las conexiones entre
neuronas y estas pueden modificar la sefial de comunicacion entre éstas. El proceso
de optimizacién de la matriz de pesos de la NN se llevé a cabo mediante el algoritmo
de entrenamiento de gradiente escalado conjugado SCG. Este algoritmo fue
seleccionado con el fin de prevenir el sobreajuste (violation of Occam’s razor) y el
sobreentrenamiento (I.V. Tetko, et all J.Chem. Inf. Coput. Sci. 35, 826 (1995)). El
problema del sobreentrenamiento se refiere al hecho de que la red s6lo memoriza el
conjunto de aprendizaje y pierde su habilidad para generalizar. Por otra parte, el
algoritmo SCG, fue desarrollado para entrenamientos rapidos de sistemas de
aprendizaje de redes neuronales (H. Demuth et all, Neural Network Toolbox for use
whit Matlab User's guide version 4.0.6. ninth printing revised; The math Works:
Natick, MA, 2005). Una importante caracteristica de este tipo de algoritmos de alto
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rendimiento, es que pueden converger cientos de veces mas rapido que otros tipos de
algoritmos, aunque a su vez, consume una gran cantidad de memoria. El SCG
minimiza el error de prediccion empleando una combinacién lineal del error
cuadratico medio (MSE), ecuacién 3. Esto determina la combinacion correcta para
producir una red que generalice nuevos datos de entrada dentro del rango de los datos

de aprendizaje.

N
MSE = %Z(rk -y ) 3)

k

En la ecuacién 3, N corresponde al nimero de observaciones, y;, el valor real, ry, las

estimaciones en el modelo de NNy k capa de salida de NN, respectivamente.

Los algoritmos basicos de backpropagation ajustan los pesos en una fuerte pendiente
de direccion descendente (valores negativos del gradiente), esto es la direccién en la
cual la funcién de rendimiento disminuye mas rapidamente. Resulta que, aunque la
funciéon disminuye mdas rdpidamente a lo largo de los valores negativos de la
pendiente, ésta no produce necesariamente la convergencia més rapida. En el
algoritmo de gradiente conjugado, realiza una bisqueda a lo largo de direcciones
conjugadas, lo que produce generalmente una convergencia mas rapida. (Ver Hagan,
M.T., H.B. Demuth, and M.H. Beale, Neural Network Design , Boston, MA: PWS
Publishing, 1996. para una discusién mas amplia de los algoritmos de gradiente
conjugado.)

Cada uno de los algoritmos de gradiente conjugado requiere de una linea de busqueda
en cada interaccion. Esta linea de bisqueda es computacionalmente costosa, porque
requiere que la red dé respuesta a todas las entradas de entrenamiento varias veces
para cada busqueda. El algoritmo de gradiente conjugado desarrollado por Moller
[(M.F. Moller, Neural Networks, 6 525 (1993)), fue disefiado para prevenir el

consumo de tiempo de la linea de busqueda.

Todos los algoritmos de gradiente conjugado comienzan con la busqueda de la

direccion descendiente del gradiente (gradiente negativo) en la primera interaccion.
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Po =& “4)

Posteriormente, se realiza una linea de busqueda, para determinar la distancia optima

de movimiento a lo largo de esta direccién de bisqueda:
Xp = X TPy )

El procedimiento general para determinar la nueva direcciéon de busqueda es la

combinacién de la nueva pendiente de direccion con la busqueda anterior:

P =& +Bp, —1 (6)

Las distintas versiones de los algoritmos de gradiente conjugado se distinguen por la

manera en que la constante Pr es calculada, para el algoritmo SCG el

procedimiento de actualizacion es:

z_rkrﬂ_rk)/iuk O

B, = Q’" Tl

Este algoritmo combina el enfoque de regién verdadera (usada en el algoritmo de
Levenberg-Marquardt (D. Marquardt, J. Appl. Math. 11, 431-441, (1963)), con la
aproximacion del gradiente conjugado. (ver Moller, para una explicacion detallada de

este algoritmo).

La topologia de la NN empleada en este trabajo consistié en una capa de entrada con
2048 neuronas para las variables de entrada (espectro LIBS). Una capa oculta
(optimizada después) y una capa de salida con dos neuronas para determinar si el
reconocimiento es positivo o negativo. Esta topologia con una sola capa oculta fue
adecuada para resolver los problemas de todas las muestras estudiadas. Cada modelo
de NN empleado en este trabajo se disefié utilizando el programa Matlab,

seleccionado por su eficacia en el calculo vectorial.

10
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Dado que la NN utilizada se basa en el algoritmo supervisado, para optimizar la
matriz de pesos es necesario emplear datos de entrada y salida que caractericen
adecuadamente el proceso que sera modelado. Estos datos han sido tomados
directamente de 50 espectros LIBS obtenidos a partir de las muestras. Cada espectro
corresponde a un Unico pulso laser. Tanto las muestras como los datos espectrales
obtenidos no tuvieron ningin tipo de tratamiento previo. El conjunto de datos
(espectros LIBS de las muestras) fue distribuido al azar en el aprendizaje (80%) y en
la verificaciéon (20%) de las muestras, teniendo en cuenta que ninglin conjunto de
datos o cualquiera de sus réplicas deben ser presentados en la verificacion de la

muestra.

La precision es la principal caracteristica de un procedimiento de reconocimiento
como recurso para la toma de decisidn, motivo por el cual, las métricas para evaluar
procesos de deteccion tienen una importancia significativa e involucran la frecuencia
relativa de los reconocimientos correctos € incorrectos que hace un observador a partir
de los resultados obtenidos. Las medidas basicas son el numero de positivos y
negativos, (verdaderos y falsos, VP, VN, FP, FN), a partir de los cuales se calculan la
sensibilidad (S) y la especificidad (E) y exactitud (Ex) de los procesos de deteccion.

Un verdadero positivo (VP) corresponde a la deteccion correcta de una sustancia,
compuesto o caracteristica en una muestra, cuando esta realmente existe. Un
verdadero negativo (VN) corresponde a la deteccidon negativa de una sustancia,
compuesto o caracteristica en una muestra cuando efectivamente esta no existe. Las
detecciones falsas (FP, FN) corresponden a los casos en los que la detecciéon no

corresponde con la realidad de la muestra.

S y E son dos métricas del desempefio de un proceso de deteccion que se construyen a
partir del nimero de VP, FP, VN y FN en una muestra de validacién. La sensibilidad
de un proceso de deteccion se refiere a la probabilidad de que una sustancia,
compuesto o caracteristica sea detectada cuando realmente existe. La sensibilidad se

especifica como una fraccion entre 0 y 1, o un porcentaje entre 0 y 100.
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La suma de VP y FN corresponde al total de positivos en el proceso de deteccion asi S

de un sistema de deteccion se puede calcular como:

S= VP/(VP+FN) (8)

Una S=1 indica que todas las sustancias, compuestos o caracteristicas son detectados.
S también se denomina Fraccion de Verdaderos Positivos (FVP).

La métrica que complementa a la sensibilidad es la especificidad la cual mide la
probabilidad de que un proceso de deteccion reporte correctamente la no existencia de
una sustancia, compuesto o caracteristica cuando efectivamente no existe. La suma de
VN y FP corresponde al total de falsos en el proceso de deteccién asi E en un sistema

de deteccion se puede calcular como:

E= VN/(VN+FP) (10)

Una E=1 indica que nunca se reporta la existencia de una sustancia, compuesto o
caracteristica cuando éste no existe. La Fracciéon de Falsos Positivos (FFP) esta
definida como (1-E) y es la fraccion de muestras que se reportan equivocadamente.

Para evaluar un proceso de deteccion es necesario tener los valores de sus dos
métricas: (S y E), ya que una sola métrica no puede evaluar correctamente el proceso.
Esto debido a que se puede forzar a S=1 si nuestro sistema de deteccién reporta todos
los casos como positivos (a lo que corresponde a E=0) y también se puede forzar a
E=1 si nuestro sistema reporta todos los casos como negativos (a esto corresponde

S=0).

La exactitud (Ex) es el principal parametro de reconocimiento en un proceso de toma
de decisidn, y la razoén por la cual las métricas para evaluar el proceso de deteccion
son tan impotentes. Esta incluye la frecuencia relativa de la identificacién correcta e
incorrecta de los resultados obtenidos y se puede calcular de acuerdo como:

A = VP+VN/(VP+VN+FP+FN) (11)

El anélisis de la Curva Caracteristica de Operacion del Receptor (ROC) (del ingles

Receiver Operating Chacacteristic) desarrollada en el contexto de la deteccion de
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sefiales electronicas en los inicios de la década de los 50, encontrd una importante
aplicacion en el proceso de toma de decision medicas. La curva ROC es la
herramienta estandar para mostrar todas las posibles combinaciones de sensibilidad y
especificidad de un proceso de deteccion. Usualmente se grafica la Fraccion de
Verdaderos Positivos (FVP) o S en el eje Y, vs la Fraccidn de Falsos Positivos (FFP) o
(1-E) en el eje X. En una curva ROC el punto de operacidn ideal es la esquina superior

izquierda donde FVP=1, FFP=0

Como se muestra en la Figura 3, el procedimiento de identificaciéon permite la
completa separacion y por lo tanto su identificaciéon para muestras con matrices muy
similares. Las curvas ROC de estas muestras muestran que el procedimiento de
identificacién, funciona perfectamente, y a todos los efectos practicos puede

considerarse que se resuelven con un 100% de sensibilidad y un 100% especificidad.

La nueva metodologia permite la identificacion del material dseo sin ningin tipo de
preparacion previa, con un solo disparo laser, en un tiempo menor de 1 segundo. No
obstante, esta metodologia no reemplaza el procedimiento habitual de identificacion
de restos 6seos por odontologia y/o estomatologia forense, antropologia forense,
genética forense o ADN sino que es una herramienta Util que permite agrupar un
conjunto de restos Oseos facilitando la tarea de reconstruccién de un esqueleto o del
material éseo encontrado, con un coste considerablemente inferior al andlisis de ADN

y que puede ser realizada por personal no cualificado.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra una vista esquematizada del dispositivo comprendiendo tanto el
equipo laser (1), los espejos (2), lentes (3), muestra (4), fibra optica (5),
monocromador (6), controlador de retrasos de pulso (7), osciloscopio (8) y ordenador

personal (9).
La figura 2 muestra los espectros LIBS de las muestra dseas de tres individuos,

clasificadas como HI11 (a), H21 (b) y H31 (c), donde se ha utilizando una

nomenclatura basada la letra H y dos nimeros (x € y) de la forma: Hxy donde x
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identifica al individuo e y identifica al hueso utilizado. En todos los casos el hueso 1

corresponde a la primera costilla derecha de cada individuo (ver tabla 1).

La figura 3 muestra los resultados obtenidos de la red neuronal. Dado que la repuesta
de la red es un niimero, la repuesta de ésta se ha correlacionado con los niimeros que
identifican a cada muestra. De esta forma una identificacion perfecta corresponde
cuando la salida de la red neuronal coincide con el valor asignado a la muestra dsea.
El cero siempre se utiliza para indicar que no hay coincidencia. Se muestra los
resultados correspondientes a las muestras H11, H21 y H31 a las que se ha asignado

los nimeros 11, 21 y 31 respectivamente.

La figura 4 muestra la curva de repuesta ROC de las muestras (a) H11, (b) H21 y (¢)
H31. La confianza de la prediccion puede ser expresada por una probabilidad
condicional, es decir, la tasa de clasificacion correcta de los espectros clasificados
(exactitud) expresada en porcentajes y es representado por el indice de correlaciéon
(IC). Para los casos mostrados en la figura el indice de correlacion fue 98,5, 100 y

99,8 respectivamente.

La figura 5a muestra los resultados obtenidos de la red neuronal para un mismo
individuo (1) y tres huesos diferentes (H11, H12 y HI13) correspondientes al
torso=primera costilla, brazo=cubito y pierna=fémur, respectivamente, mientras que la
figura 5b muestra los resultados obtenidos de la red neuronal para dos individuos, el
primero clasificado como 2 (muestras H21 y H22) y el segundo clasificado como 3
(muestra H31). Esta ultima muestra no ha sido introducida en la base de datos. Como
puede observarse todas las muestras han sido correctamente identificadas. Incluso la
muestra H31 fue correctamente identificada como desconocida y no como otra
muestra presente en la base de datos utilizada como referencia, lo cual demuestra la

robustez del método utilizado.
La figura 6 muestra el efecto del nimero de espectros utilizados en el entrenamiento

de la red neuronal, sobre la robustez del método para lograr una identificacion

correcta. La robustez se define como la capacidad del método para identificar
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correctamente una muestra desconocida como desconocida y no como alguna de las

que estan contenidas en su base de datos.

La figura 7 muestra una imagen de la interfase optimizada para mostrar de forma
simple al usuario los resultados de la red neuronal durante el andlisis binario de
muestras. En este caso se utilizan dos muestras d6seas de dos individuos como
referencia (H11 y H21). EIl test se realiza sobre las restantes muestras 6seas. El
resultado se expresa indicando el indice de correlacion porcentual para cada individuo
o como muestra desconocida. El ejemplo muestra el resultado obtenido para la libreria
de espectros de la muestra H25 indicada como 25LHS50 (individuo 2 hueso 5, donde
50 indica la cantidad de espectros contenidos en la libreria), con un indice de
correlacion de 100, lo que indica que todos los espectros analizados de esta muestra

han sido correctamente adjudicados al individuo 2.

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION
La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos que no son en
ningun caso limitativo de su alcance, el cual viene definido exclusivamente por la nota

reivindicatoria.

Ejemplo 1: Discriminacién y clasificacién de individuos.

Como ejemplo, a fin de identificar una muestra 6sea, se procede a la obtencion de
espectros LIBS obtenidos de un tinico disparo laser, procedente de uno de los huesos a
analizar. Un total de 50 pulsos laser de cada muestra son almacenados en una base de
datos como huellas digitales de las muestras. A fin de prevenir la radiacion de cuerpo
negro generada en los primeros momentos del plasma se utilizé6 como tiempo 6ptimo
un retraso de 4 ps entre el pulso laser y la obtencion del espectro en la evolucion del
plasma. Como un ejemplo, los espectros LIBS correspondientes a tres individuos,
clasificadas como H11, H21 y H31, donde se ha utilizando una nomenclatura basada
en la letra H y dos numeros (x e y) de la forma Hxy (ver tabla 1), donde x identifica al
individuo e y identifica al hueso utilizado, se muestra en la figura 2. Dado que la
repuesta de la red es un numero, la repuesta de ésta se ha correlacionado con los

numeros que identifican a cada muestra. De esta forma una identificacidon perfecta
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corresponde cuando la salida de la red neuronal coincide con el valor asignado a la
muestra 6sea. El cero siempre se utiliza para indicar que no hay coincidencia. Los
resultados obtenidos por la red neuronal se muestran en la figura 3. Los primeros 50
puntos corresponden a la muestra del individuo 3 (H31), los siguientes 50
corresponden a la muestra del individuo 2 (H21) y los restantes al individuo 1 (H11).
En todos los casos la muestra de hueso corresponde a la primera costilla derecha de
cada individuo. Como puede observarse en la figura 3, con el primer pulso la red
reconoce el espectro como perteneciente a uno del conjunto de datos de referencia y la
salida de la red es 31. Por lo tanto el modelo de NN no puede “ver” diferencias entre
la muestra analizada y la muestra de referencia con un numero de identificacion igual
a 31. El mismo resultado se obtuvo hasta el espectro 50. Luego, cuando la muestra
usada en el test es remplazada por la muestra H21 la salida de la red neuronal es 21.
Lo mismo ocurre cuando se remplaza la muestra H21 por la H11 produciendo una
salida de lared de 11. En este puto, el modelo de NNs ha asignado correctamente los
espectros para las tres muestras analizadas. La mayoria de los espectros para estas
muestras son asignados correctamente y solo 1 en la muestra H31 y dos en la muestra
H11 se desvian més de un 1%. del comportamiento esperado. Por este motivo son
tomados como valores erréneos y afectan de manera considerable tanto a la curva
ROC como el Indice de Correlacién, los cuales fueron 98,7, 100 y 97,4
respectivamente y son mostrados en la figura 4. Dado que los espectros analizados
provienen de un pulso laser simple, las perturbaciones observadas en solo 3 de 150 es
mas que aceptable, pero es esencial tener en cuenta los resultados del Indice de
Correlacién. La evaluacion del procedimiento, curva ROC (figura 4), muestra que el
100% de los espectros han sido clasificados correctamente, aproximando la
evaluacion realizada a un ideal 100 % de sensibilidad y 100 % especificidad. Se
obtuvieron exactamente los mismos resultados para todos los huesos analizados,

mostrados en la Tabla 2.
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Tabla 1: Nomenclatura utilizada para las muestras dseas.

Seccién del Cuerpo Hueso Clasificacion (y)

Torso Primera Costilla derecha 1

Brazo Ciibito izquierdo 2

Pierna Fémur derecho 3

Huesos (Hxy)*
Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3

Hil H21 H31
H12 H22 H32
H13 H23 H33

* Todos los huesos fueron medidos con un minimo de 3 réplicas.

Tabla 2. Resultados de clasificacion del método de identificacidon

Resultado de clasificacion

Test de identificacion Test de Robustez
Individuo/Hueso | Indicede | No Ml dentificacion | Ml Comecto
correlacion | identificado | identificados correcta identificados desconocido
Individuo 1/Hueso 11 99.8 0 0 100 0 100
Individuo 1/Hueso 12 98.2 0 0 100 0 100
Individuo 1/Hueso 13 100 0 0 100 0 100
Individuo 2/Hueso 21 100 0 0 100 0 100
Individuo 2/Hueso 22 100 0 0 100 0 100
Individuo 2/Hueso 23 100 0 0 100 0 100
Individuo 3/Hueso 31 98.5 0 0 100 0 100
Individuo 3/Hueso 32 98.0 0 0 100 0 100
Individuo 3/Hueso 33 100 0 0 100 0 100

17
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Ejemplo 2: Discriminacién y clasificacion de huesos de un mismo individuo.

Como ejemplo, a fin de identificar diferentes muestras dseas de un individuo se han
utilizado tres muestras correspondientes a un mismo individuo en este caso clasificado
como 1, dos correspondientes a otro individuo, en este caso clasificado como 2 y una
tercera muestra correspondiente al individuo clasificado como 3. Esta ultima muestra
no ha sido introducida en la base de datos y por lo tanto tendréd que ser observada
como desconocida y la salida de la NN debe ser cero. Los resultados de las muestras
del individuo 1 (H11, H12 y H13) se muestran en la figura 5a mientras que los
resultados de las muestras del individuo 2 (H21 y H22) y 3 (H31) se muestran en la
figura 5b. Como puede observarse, todas las muestras han sido correctamente
identificadas. Incluso la muestra H31 fue correctamente identificada como
desconocida y no como otra muestra presente en la base de datos utilizada como

referencia, lo cual demuestra la robustez del método utilizado.

Ejemplo 3: Entrenamiento de la red neuronal

Como ejemplo, a fin de evaluar el nimero 6ptimo de espectros usados en el proceso
de entrenamiento, se estudio la variacion de la robustez como una funcién del numero
de espectros utilizado en la matriz de entrenamiento. La figura 6 muestra un grafico
de estos resultados. Como puede observarse, la robustez aumenta rapidamente con el
numero de espectros. Incluso para un valor muy bajo de espectros utilizados (menor a

10) la robustez es aceptable.

El tiempo requerido para la obtencion de los espectros es muy bajo (menor a 1
minuto). Una vez almacenados, éstos pueden ser seleccionados para un analisis
posterior en tiempo real. Los andlisis llevados a cabo para diferentes muestras dseas
analizadas en diferentes dias, muestran que las librerias son adecuadas para una
correcta identificacion de las muestra dseas, incluso cuando se producen pequefias
variaciones en el sistema experimental, tales como cambios en la energia del laser, la

temperatura de la habitacion o la distancia entre la lenta y la muestra.
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Las medidas con un pulso laser simple fueron suficientes para la identificacion de las
muestras 6seas estudiadas. A la luz de estos resultados, €l modelo optimizado de LIBS
y NN desarrollado, provee resultados confiables para todas las muestras analizadas.
Estos resultados son el mejor indicador de la capacidad de la metodologia presentada

en esta patente.

Ejemplo 4: Presentacion de resultados al usuario

Como ejemplo, la figura 7 muestra una imagen de la interfase optimizada para mostrar
de forma simple al usuario los resultados de la red neuronal durante el analisis de la
muestra H23. En este caso se utiliza como referencia la muestra H21 (Cubito-brazo)
mientras que el test se realiza sobre la muestra H23. Aunque la matriz de datos puede
ser considerablemente grande, el tiempo de calculo para el entrenamiento de la NNs
fue siempre menor a 10 segundos, mientras que el tiempo de célculo para el andlisis

nunca superd los 5 segundos, en todas las muestras analizadas.
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REIVINDICACIONES

Método de discriminacion de individuos mediante la identificaciéon vy
caracterizacion instantinea de tejido Oseo caracterizado porque comprende: (a)
irradiar una muestra empleando un laser focalizado sobre la superficie de una
muestra, (b) detectar la radiacién producida por los elementos quimicos del
plasma que se forma en la superficie sobre la que se focaliza el haz laser,
obteniendo un espectro Unico de la muestra, utilizando un analizador 6ptico (c)
comparar la sefial del detector con una base espectral dindmica utilizando un
sistema de redes neuronales artificiales que incluyen algoritmos matematicos
supervisados.

Método de discriminacién de individuos mediante la identificacion vy
caracterizacion instantanea de tejido 6seo, segun reivindicacion 1, donde le laser
es un laser en estado sélido o gaseoso que emite en el rango ultravioleta, visible o
infrarrojo.

Método de discriminacion de individuos mediante la identificacion y
caracterizacion instantanea de tejido 6seo, segun reivindicaciones 1 y 2, donde el
laser es del tipo Nd:YAG trabajando a una frecuencia de 1 a 20 Hz, a una longitud
de onda fija de 1064 nm, con una duracién de pulso de 4 nanosegundos

Método de discriminacién de individuos mediante la identificacion y
caracterizacion instantanea de tejido Oseo, segun reivindicacién 1, donde la
deteccion de la radiacion producida por los elementos quimicos del plasma se
realiza a través de un sensor 6ptico CCD que proporciona 2048 puntos espectrales
en un rango de 200 a 1100 nm.

Método de discriminacion de individuos mediante la identificacion y
caracterizacién instantanea de tejido 6seo, segin reivindicacion 1, donde la red
neuronal posee conexiones hacia delante basadas en un modelo de propagacion
perceptron, tres capas (entrada, salida y oculta), una funcién de transferencia entre
capas que utiliza una algoritmo tangente hiperbdlico sigmoidal y su matriz de
pesos se optimiza mediante el algoritmo de entrenamiento de gradiente escalado

conjugado SCG previniendo el sobreajuste y el sobreentrenamiento.
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Dispositivo para la identificaciéon y caracterizacion instantinea de muestras de
tejido 6seo que comprende: (a) un equipo laser capaz de producir un proceso de
vaporizacion y posterior formacién de un plasma en la superficie de una muestra,
(b) un analizador 6ptico que detecta la radiacion producida por los elementos
quimicos del plasma, (c) un ordenador personal con interfaz grafica que permite al
usuario el control del laser, la observacion del espectro de la muestra obtenido y la
representacion de los resultados para su analisis y que incluye un base de datos
espectral dinamica que utiliza un sistema de redes neuronales artificiales que
incluyen algoritmos matematicos supervisados.

Dispositivo para la identificacion y caracterizacion instantdnea de muestras de
tejido 0seo, segun reivindicacién 6, donde le laser es cualquier tipo de laser es un
laser en estado s6lido o gaseoso que emite en el rango de ultravioleta, visible o
infrarrojo.

Dispositivo para la identificacion y caracterizacion instantanea de muestras Oseas,
segun reivindicaciones 6 y 7, donde el laser es del tipo Nd:YAG trabajando a una
frecuencia de 1 a 20 Hz, a una longitud de onda fija de 1064 nm, con una
duraci6n de pulso de 4 nanosegundos.

Dispositivo para la identificacion y caracterizacion instantanea de muestras de
tejido dseo, segln reivindicacion 6, donde la deteccion de la radiaciéon producida
por los elementos quimicos del plasma se realiza a través de un sensor 6ptico CCD
que proporciona 2048 puntos espectrales en un rango de 200 a 1100 nm.
Dispositivo para la identificacion y caracterizacion instantanea de muestras de
tejido dseo, segln reivindicacion 6, donde la red neuronal posee conexiones hacia
delante basadas en un modelo de propagacidén perceptron, tres capas (entrada,
salida y oculta), una funcién de transferencia entre capas que utiliza una algoritmo
tangente hiperbdlico sigmoidal y su matriz de pesos se optimiza mediante el
algoritmo de entrenamiento de gradiente escalado conjugado SCG previniendo el

sobreajuste y el sobreentrenamiento.
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