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Introduccidn

La espectrometria de masas en imagenes (MSI) es una tecnologia capaz de visualizar la
distribucién espacial de las moléculas en tejidos bioldgicos. La técnica de ionizacién
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI) es una de las mas utilizadas para
analizar muestras bioldgicas por MSI, puesto que es una técnica de ionizacidn suave que
permite obtener la molécula completa sin fragmentarla. Habitualmente MALDI, se
utiliza en combinacidn con el tiempo de vuelo (TOF) como analizador de espectrometria
de masas.

La fuente de ionizacion MALDI requiere una “matriz” (una molécula organica pequefia
gue absorbe la radiacidn del laser) que cubra la muestra a analizar para poder ionizarla.
Para cubrir la muestra con matriz existen diferentes técnicas. En el presente estudio se
pretende optimizar un método de deposicion de matriz con un evaporador en capa fina
de baja temperatura usando como matriz el compuesto 2,5- acido dihidroxibenzoico

(2,5-DHB).

Objetivos

Los objetivos del estudio han sido: 1) Validar la precisién del evaporador a la hora de
evaporar una capa fina de compuesto, tanto la repetibilidad como la reproducibilidad.
2) Optimizar el grosor de capa de matriz adecuado para el analisis de tejido bioldgico en
MSI. 3)Valorar la necesidad de introducir una etapa de rehidratacidon para mejorar la
interaccidon matriz-analito y asi mejorar la calidad de las imagenes y espectros obtenidos

con MALDI-TOF.



Metodologia

En primer lugar, para validar la precision del evaporador para depositar matrices
organicas se estudiaron los siguientes pardmetros: la cantidad de matriz, el grosor de la

capa creada y la homogeneidad de la misma.

En segundo lugar, para optimizar el grosor adecuado para el analisis de tejido bioldgico
en MALDI se estudiaron diferentes grosores de capa, se analizé la homogeneidad de la

capa, y las muestras de higado se analizaron por MALDI-TOF.

Por ultimo, para el estudio de la recristalizacion se compararon dos muestras de cerebro
de ratén, una de ellas sin recristalizar y la otra recristalizada y fueron analizadas en

MALDI-TOF.

Resultados y discusién

Como resultados se obtuvo en cuanto a la precisidon del evaporador, un grosor de capa
de 699,44£102,85 nm, una cantidad de matriz depositada reproducible y una capa
homogénea. El tiempo de deposiciéon adecuado para proporcionar un grosor 6ptimo de
matriz orgdnica en la muestra es de 30 minutos. Puesto que, al disminuir el tiempo de
deposicidn se obtiene una capa de matriz insuficiente para el andlisis en MALDI-TOF,
dando una sefial de pico poco intensa, y al aumentar, se forman cristales de tamafos

diferentes que producen una disminucién de la resolucion espacial.

El paso de rehidratacidon que se estudié en este proyecto no fue efectivo, creando
cristales de gran tamano en la muestra y dejando zonas sin matriz. Lo cual redujo la

intensidad de sefal en MALDI-TOF.

Conclusiones

El evaporador nanoPVD-T15A es reproducible en cuanto a la cantidad de 2,5-DHB
depositado a 809C, entre diferentes deposiciones del mismo dia y diferentes dias. El
tiempo de deposicién adecuado para obtener una capa dptima para el analisis en
MALDI-TOF es de 30 minutos que equivale a un grosor de capa de 1,714+0,097 um para
la matriz seleccionada. Y, por ultimo, el paso de rehidratacion no parece mejorar la
intensidad general del espectro de masas se requieren mas estudios para poder confirmar

o refutar la afirmacion.



