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Resumen

Las técnicas dpticas de tratamiento, diagndstico y cirugia
constituyen una aproximacion del mdximo interés en la prdctica
médica. En particular, la aplicacion de fuentes dpticas a la
cirugia de tejidos aporta precision en el corte sin dafio a tejidos
advacentes. El diagndstico mediante espectroscopia de ruptura
inducida por ldser (LIBS) permite llevar a cabo una
caracterizacion del tejido bajo tratamiento. De esta forma es
posible asegurar el procedimiento quirurgico. En este trabajo se
describe el proceso de ablacion ldser, asi como el diagndstico
mediante LIBS, para aplicarlo a intervenciones craneales.
Mediante espectros LIBS de tejidos craneales de interés, se
desarrolla un algoritmo basado en andlisis de componentes
principales, y se estima su capacidad de caracterizacion para
servir de avuda a la cirugia.

1. Introduccién

En biomedicina se utiliza una gran variedad de fendmenos
relacionados con el electromagnetismo para detectar y
tratar la enfermedad, promoviendo el desarrollo de técnicas
que mejoran la calidad de vida de los pacientes [1].

La técnica de espectroscopia de ruptura inducida por laser
(Laser-Induced Breakdown Spectroscopy, LIBS) utiliza la
luz para interaccionar con los tejidos y producir Ia ablacién
[2]. En el presente trabajo se estudiaran los efectos que se
producen a partir de este proceso y se le dara una aplicacion
en el campo de la medicina. La motivacién de este trabajo
viene dada por la gran demanda de técnicas que mejoran la
forma de hacer cirugia de hoy en dia. En el campo de la
biomedicina se buscan técnicas minimamente invasivas
que apenas tengan efectos adversos en el paciente. Las
técnicas utilizadas en la actualidad requieren una invasion
excesiva en el paciente, dando lugar a posibles efectos
adversos que conllevan efectos secundarios graves. Con la
técnica de espectroscopia de ruptura inducida por laser, una
técnica in-situ, se consigue una mejora en la calidad de vida
del paciente. Ademas de, por supuesto, evitar los riesgos
innecesarios que se producen con técnicas mas invasivas.

Uno de los elementos fundamentales de la aplicacion de
LIBS en intervenciones sobre tejidos bioldgicos es la
ablacion optica de tejidos bioldgicos [3]. Es precisamente
este efecto el que permite la cirugia basada en fuentes
Opticas, asi como la propia generacion del plasma que da
lugar a la espectroscopia. En la seccion 2 de este trabajo se
analiza en detalle el proceso. Este Gltimo sistema consiste
en un elemento de esparcimiento, un detector 6ptico, la
electrénica de deteccidon 'y un ordenador. La
fundamentacién de la técnica LIBS se describe en la
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seccidon 3. La seccion 4 trata del objetivo del trabajo,
relacionado con las intervenciones craneales. Alli se
describen los tipos de tejidos bioldgicos relevantes, asi
como el procedimiento de andlisis para realizar la
distincidon. En la seccién 5 se aplica el procedimiento de
analisis a los espectros de los tejidos identificados, y se
estima la capacidad de deteccidn de la técnica. Por tltimo
la seccion 6 contiene las conclusiones del trabajo.

2. Ablacion épticamente inducida

La ablacion laser viene dada por una variedad de
mecanismos no lineales [4]. La ablacion laser se divide en
tres procesos principales a tener en cuenta: ruptura de
enlaces y la ignicion de plasma, expansion y enfriamiento
del plasma y expulsién de particulas y condensacién. La
duracién de estos procesos, que comienza con la absorcion
electronica de energia Optica laser, va desde 107" hasta
107 segundos, una vez que el pulso laser ha finalizado.
Durante el proceso de ignicién de plasma, las propiedades
que vaya a adquirir el plasma dependen en gran medida de
la irradiancia laser y la duracién del pulso [5].

Para materiales dieléctricos con una banda prohibida ancha
se tiene una determinada absorcion relacionada con la
energia de dicha banda prohibida. Ademas, se producira un
segundo efecto, ionizacion tinel. Este efecto sucede con un
campo eléctrico muy intenso y provoca que los electrones
pasen a través de la barrera de potencial y escapen del
atomo. La barrera por la cual los electrones escapan se crea
debido a un campo eléctrico fuerte, la superposicién del
campo Coulomb y el campo eléctrico resultante del pulso
laser. El paso por dicha barrera puede caracterizarse
mediante:

w,/2meEy

y =2 )
Donde m, vy e son la masa efectiva y la carga del electron
y E4 es la amplitud del campo eléctrico oscilante laser para
una frecuencia w. Siy es mucho mayor que 1 diremos que
la ionizacién multifoténica domina el proceso de
excitacion. Para materiales semiconductores, donde la
energia de fotén es mayor que la banda prohibida, el
proceso dominante serd la absorcion de fotones para excitar
electrones de la banda de valencia a la banda de
conduccidn. La siguiente ecuacién nos sirve para describir
la inyeccién de electrones a la banda de conduccién, bajo
la combinacién de la excitacién multifotén y la ionizacién
de avalancha:
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donde a sera una constante.

A continuacion se describen las particularidades del
proceso de ablacién en funcion de la duracién del pulso [6].

2.1.  Ablacién por laser de nanosegundo

En el caso de tener un laser con una duracion de
nanosegundos, y una irradiancia laser del orden de 107-10"!
W/cm?, tendremos unos mecanismos implicados en
ablacién: punto de fusién, fusién, sublimacion,
vaporizacidn, ionizacidn, etc. Si tenemos una irradiancia
laser lo suficientemente alta, la ablacién no térmica
también es importante y puede coexistir con los
mecanismos térmicos. En caso de tener una irradiacién con
laser menor a 108 W/em?, los procesos térmicos seran los
dominantes. Durante el pulso laser la temperatura en la
superficie de la muestra se elevara, y finalmente, se fundird
y vaporizara. La tasa de vaporizacién térmica viene dada
en funcién de la temperatura superficial suponiendo
equilibrio térmico:

J», = 1.06 x 10%exp (—%’;(l_i)) M @)

2ikpgTs

donde L, es el calor de vaporizacién y M es la masa de
vapor. kg es la constante de Boltzmann y T y Ts la
temperatura y el punto de ebullicién de la muestra. La masa
vaporizada puede ser ionizada mediante la absorcién del
haz laser entrante formando a su vez plasma. La radiacién
laser es absorbida principalmente por la inversa de la
ecuacién de Bremsstrahlung. Esto implica la absorcién de
un foton por electrones libres durante la colisién con
particulas pesadas (iones y atomos).

2.2.  Ablacion por laser de picosegundo

En procesos con laseres de esta duracién, la estructura
puede ser fundida a través de procesos tanto térmicos como
no térmicos, dependiendo de la irradiancia laser. Los
electrones son expulsados de la superficie durante el pulso
laser. Los electrones libres pueden interactuar con el aire y
absorber energfa laser iniciando un plasma de aire durante
la duracion del pulso laser. La densidad de electrones se
mide con el patrdn de interferencia, utilizando la expresién
siguiente:

2egmew?1q(z)

Ne (Z) = e2l(z)

4)

donde q(z) y I(z) son el desplazamiento de fase medio y
la anchura del plasma en la posicién z. w y A son las
frecuencia circular y longitud de onda del haz. La densidad
de electrones en este plasma de aire esta en torno a 1020
em?, un dato mayor a la densidad del aire. Este plasma se
observa inmediatamente y se expande longitudinalmente
durante la duracidn del pulso laser. La principal diferencia
con el laser de nanosegundo es que el blindaje plasma en
este caso estd causado no por la absorcion de plasma, sino
por el aire.

2.3. Ablacion por laser de femtosegundo

En este caso, durante el pulso se puede despreciar la
conduccién térmica en la muestra. Y obtenemos unas
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ventajas claras sobre los otros tipos de pulsos, como son un
rapido proceso de ablacién, muy precisc y mas
reproducible. Para ablacidn con laser de nanosegundos y
femtosegundos, la profundidad del corte aumenta
linealmente con el nimero de pulsos. Sin embargo, en el
caso del laser de femtosegundos, el corte es casi dos veces
mas profundo utilizando la misma afluencia de pulsos. En
cuanto a lo referente a la técnica LIBS, se han encontrado
diferencias significativas en la evolucidén de las lineas de
emision para diferentes duraciones de pulso. Por otro lado,
la temperatura del plasma aumenta con la duracién del
pulso laser, sin embargo, la densidad de electrones se
mantiene relativamente constante.

En comparacion con el laser de nanosegundos, el plasma
se descompone mas rapido cuando se induce por laser de
femtosegundos. Esto se debe a que, con el laser de
nanosegundos, el plasma absorbe parte de la energia y este
se vuelve a calentar, alargando su tiempo de vida.

3. Fundamentos de LIBS

La principal diferencia entre las diferentes configuraciones
de LIBS es la forma 6ptica de recogida de la radiacién que
emite la nube de plasma [2]. Los principales problemas que
nos vamos a encontrar para configurar nuestro LIBS, serdn
la alineacion y la sensibilidad, pudiendo llevarnos a la
pérdida de informacion espectral del plasma generado. El
montaje experimental LIBS creado para el estudio de
muestras sélidas consiste en un conmutador de doble
frecuencia con laser Nd: YAG que nos proporciona una
energfa aproximada de 300 mJ a una longitud de onda de
532 nm con un pulso de 5 ns de duracién. A una frecuencia
de 10 Hz, enfocado con un espejo dicroico y utilizando una
lente de cuarzo para recoger la emisién optica del plasma
inducido por el laser. Dos lentes de cuarzo de 100 mm y 50
mm se utilizan para acoplar la emisién de plasma de un
mazo de fibra, compuesto por 80 fibras individuales de
0.01 mm de didmetro del nicleo. Este se acopla el
espectrometro utilizado como ranura de entrada. El
detector de carga acoplada (ICCD) se adjunta al plano focal
de salida del espectrémetro, resultando util para detectar la
luz esparcida del plasma inducido por laser. Este detector
se sincroniza con la salida del pulso laser. Se acumulan
alrededor de 100 pulsos para obtener un espectro, de los
cuales 30 se registran para la condicién experimental.

Se busca producir suficiente energia, ademas de estable,
para generar plasma. Para esto se utilizan varios laseres con
longitudes de onda desde el infrarrojo al visible. Como
ejemplo, tenemos el laser de estado solido Nd: YAG (1064
nm, 532 nm con una duracién de pulso de 5-10 ns). Este
tipo de laser es el mas utilizado en esta técnica. Las
energias tipicas oscilan entre las decenas y cientos de mJ
con potencias de pico de MW, suficientes para generar
plasma. Los detectores, que en los inicios eran
fotograficos, se han remplazado por tubos
fotomultiplicadores (PMT), matriz de fotodiodos (PDA), o
los dispositivos de carga acoplada (CCD), que nos
proporcionan medidas mas rapidas y precisas. Se ha
comprobado que los CCD son alrededor de tres 6rdenes de
magnitud mas sensibles que los PDA, sin embargo, su
rango espectral es limitado, ya que se detecta mediante
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electrodos transparentes que operan generalmente solo en
el rango visible.

El espectrometro Echelle ofrece una gran potencia de
resolucion espectral (WAL > 10.000) en combinacion con
una cobertura espectral de varios cientos de nanémetros. Si
combinamos el espectrometro con dispositivos de carga
acoplada intensificados, conseguimos una herramienta
muy potente para analizar el plasma, mejorando
sustancialmente en los limites de deteccion. Este tipo de
espectrémetros se han convertido en una gran revolucién
en el estudio de los datos espectrales, ya que con este
método facilitamos la obtencidn de resultados, obteniendo
ademas una mayor precision, determinando los limites de
deteccion y las temperaturas del plasma, ademas de la
densidad de electrones. Por otro lado, gracias a su alta
resolucién tenemos una mayor facilidad para detectar
elementos de una baja concentracién. La principal ventaja
del sistema Echelle es su alta resolucion, que es realmente
util para evitar la interferencia espectral. La segunda
ventaja es su cobertura espectral; el amplio rango que cubre
este sistema (200 — 780 nm) hace posible que se midan un
gran rango de concentraciones. Esta amplia gama es
adecuada para el andlisis multi-elemental, con ello
reconocemos elementos presentes en una muestra
desconocida, siempre que la muestra se encuentre en la
pluma de plasma producida por el laser. La principal
dificultad frente a esta técnica es la variacién de
intensidades de las lineas espectrales, que dependen de la
interaccion laser-tejido. Se ha estudiado como posibilidad
de resolucién para este problema normalizar las sefiales
utilizando la variacidon de temperatura de excitacion del
plasma, realizable con el sistema Echelle y no con un
espectrometro convencional.

4. Aplicacién a tejido cerebral

El método de andlisis de componentes principales (PCA)
se utiliza para extraer informacidn relevante en un conjunto
de datos [7]. Utilizando este método obtenemos una
reduccion de datos complejos, simplificando la estructura
que se ha recogido de los espectros. Lo que buscamos con
el andlisis de componentes principales es calcular una base
significativa para expresar, en nuestro caso, el espectro y
poder compararlo con muestras e interpretar los resultados.
Utilizar esta funcion permite distinguir qué datos son
importantes, cuales son redundantes y cuales no nos
interesan. Para aplicar la funcién PCA en Matlab®
debemos conseguir una matriz que englobe todas las
muestras. El analisis de componentes principales nos
ofrece varios resultados. Por un lado, los coeficientes de las
componentes principales. Por otro lado, obtenemos una
matriz de resultados. Esta matriz es la necesaria en la
aplicacion del trabajo. Por ultimo, podemos obtener las
varianzas de las componentes.

Para la aplicacién al tejido cerebral precisaremos de los
espectros del plasma inducido por diferentes tipos de
tejidos biolégicos [8]. Por un lado, se emplean espectros de
tejido nervioso, tejido muscular y tejido adiposo. Estos
tejidos constituyen componentes basicos del tejido craneal.
De la misma forma, el tejido 6seo o el tejido epitelial se
utilizardn en la aplicacién principal de este trabajo.
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Algunos de estos espectros LIBS promedio aparecen en la
Figura 1.

= Tejds mascuiar |

»

»

— leimis wibipose (1 g

RREREY

=
—~Tefido rpitetial

o

NEINRER!

S

e w
1.00zited de padas (an)

-
Loagited de nads (nm)

Figura 1. Espectros de tejido a) adiposo, b) muscular, c)
nervioso y d) epitelial [8].

Por otro lado, y en aras de comprobar la capacidad
diagnostica de un sistema LIBS, se compararan los
resultados de espectros de muestras de rifion, diente y
encéfalo.

Los espectros obtenidos deben ser filtrados para pasar a
formar parte del sistema de clasificacion. Para ello, se
seleccionan las longitudes de onda mas significativas, con
un total de 106 puntos, entre 350 y 950 nm. Posteriormente
se aplicara el algoritmo PCA a la matriz resultante y se
obtendra el anélisis de componentes principales.

5. Resultados y discusion

El primer paso consistird en la representacion de las dos
primeras componentes de cada observacién, para los
diferentes tejidos craneales, asi como para los tejidos de
comparacion. Estos resultados aparecen en la Figura 2.
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Figura 2. Representacion de las dos componentes principales
de cada una de las muestras de tejido.

En la Figura 2 se puede observar como la mayoria de los
tejidos no basicos se aproximan al tejido nervioso. Esto
puede ser debido a la amplia extension de este sistema
nervioso. Asimismo, se observa en la Figura 2 que una
muestra de diente tiene mayor similitud con el hueso. Para
comprobarlo de forma analitica se calculan las distancias a
los principales tejidos: nervio, musculo, hueso y tejido
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adiposo, utilizando la norma euclidea, aplicada sobre las
cinco primeras componentes. Los resultados obtenidos
son los esperados, reflejados en la Figura 3. La distancia
mas corta con una muestra de diente es el tejido 6seo.
También se puede observar que a una distancia no
mucho mayor se encuentra el tejido nervioso. Esto
puede ser debido a la cantidad de nervios que hay en el
diente, y de alguna forma se ven reflejados en el
espectro de una muestra de dentadura.

i 1wt Distanclas enire diferentes tofldos con una muestra de dientes

Distancia

0 - I
1

Tejidos

Figura 3. Distancia entre tejido de diente y los diferentes
tejidos bdsicos.

Lo que interesa en una cirugia craneal es como podemos
distinguir entre los tres tejidos mas relevantes: piel, hueso
craneal y cerebro. Es una zona en la que el tejido principal
es el 6seo. Por un lado, para diferenciar de la piel, y por
otro lado, y mas importante, para diferenciar del tejido
cerebral. Se puede comprobar en la Figura 4 que la
distancia con la piel es mayor. Esto puede ser debido a que
las diferentes capas que componen la piel aumentan la
distancia con el hueso. En cualquier caso, se observa una
distancia suficiente como para permitir, en su caso, una
distincion entre los tres tipos de tejido.
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Figura 4. Representacion grdfica de las distancias de los
tejidos cerebral y epitelial con respecto al hueso.

6. Conclusiones

Las aplicaciones de LIBS para el analisis de muestras
biolégicas y médicas se han desarrollado en los Gltimos
afios. El estudio sobre tejido blando o duro e incluso sangre
u orina demuestra que la técnica LIBS tiene gran potencial
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para aplicaciones en ciencias de la vida. En este trabajo se
ha desarrollado un sistema, basado en Matlab®, para
analizar diferentes tejidos y comprobar la utilidad de la
técnica. Se ha comprobado su utilidad para distinguir
tejido, asi como para saber en qué momento cambia y
poder detener la cirugia o el correspondiente tratamiento.
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