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I_e origini dell’elettroforesi capillare (CE), conosciuta anche come “Elettroforesi Capillare ad Alta Performance
(HPCE)”, risalgono in realta ai primi anni ‘80, quando in alcuni centri di ricerca negli USA e in Europa si punto
all’ottimizzazione della tecnica elettroforetica tradizionale su gel, attraverso I'applicazione di tecnologie strumentali
evolute. E’ in realta a partire dai primi anni *90 che la CE ha iniziato ad essere introdotta nel in alcuni settori appli-
cativi della chimica analitica e da allora ha interessato una moltitudine di ricercatoti afferenti ad aree diverse, dalla
chimica alla biochimica, dalla farmacologia alle biotecnologie. Nata con I'intenzione di ottimizzare la separazione
di proteine, sin dalle sue prime applicazioni, la CE ¢ stata impiegata per ’analisi di farmaci, assumendo importanza
gradualmente crescente nell’ambito della ricerca farmaceutica, soprattutto nel campo dei farmaci biotecnologici.
La CE ¢ oggi lo standard analitico nel sequenziamento degli acidi nucleici. Alquanto inspiegabilmente, la CE ¢ stata
per lungo tempo negletta nella tossicologia analitica e particolarmente nella tossicologia forense, ma nei tempi piu
recenti anche questo settore particolarmente conservativo si sta muovendo ad apprezzare questo nuovo e potente
strumento di indagine per la sua grande versatilita e per la possibilita di integrarsi con le tecniche analitiche piu
tradizionali.

11 presente articolo vuole fornire una presentazione generale della tecnica nota come CE, con la descrizione del
principio separativo e della piu classica configurazione strumentale. Verranno anche descritte alcune delle applica-
zioni ritenute significative per la ricerca tossicologica.

Capillary electrophoresis: a modern research tool in analytical toxicology

Capillary Electrophoresis (CE) [known  also as High-Performance Capillary Electrophoresis (HPCE)] originated, abont 30 years
ago, from the optimization of the traditional gel electrophoretic techniques, by inplementation of modern instrumental technology. After
more than a decade of development, at the beginning of 1990%, CE started being introduced in the application field and since then it
bas attracted the interest of a host of researchers in the most diverse areas of chemistry, biochemistry, biotechnology, pharmacology and
pharmacentical chemistry. Indeed, with the same instrumental hardware, separations based onto completely different physical-chenzical
mechanisms (electrophoretic and chromatography-like) can be performed. Because of this high versatility, the potential applications of
CE are exctremely vast, ranging from inorganic ions up to big biopolymers. Strangely enough, for may years CE bas been overlooked in
analytical toxicology, and particularly in forensic analysis, where its high versatility and complementarity to gas and liguid chromato-
graphy matke it most promising. Only recently the attention of toxicologists has been focused on CE, mainly for its easy coupling with
mass spectrometry. The present paper will introduce the reader into the basic concepts on which CE is grounded including the discussion
of some fundamental applications to the toxicological research.
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Elettroforesi capillare

Infroduzione

na recente indagine condotta sul motore di ricerca Go-
ogle, mostra oltre 17.000.000 pagine web contenenti le
parole chiave “capillary electrophoresis”. La medesima ricer-
ca condotta su Pubmed permette di identificare oltre 17.000
articoli scientifici. Invece, impiegando le parole chiave “capil-

>

lary electrophoresis AND toxicology” si raccolgono, sempre
su Pubmed, solo poco piu di 170 lavori.

Per comprendere le origini di questa discrasia bisogna torna-
re alle origini dell’elettroforesi capillare (CE), che, conosciu-
ta anche come Elettroforesi Capillare ad Alta Performance
(HPCE), puo essere fatta risalire ai primi anni ‘80, quando
alcuni centri di ricerca statunitensi ed europei proposero 'ot-
timizzazione della tecnica elettroforetica tradizionale basata
su gel, mediante 'applicazione di tecnologie strumentali evo-
lute. E’ a partire poi dai primi anni *90 che la CE ha iniziato
ad essere introdotta nel campo delle applicazioni e da allora
ha coinvolto numerosissimi ricercatori afferenti a discipline
assai diverse, dalla biochimica alla genetica, dalla biomedici-
na alla chimica e dalla farmacologia alle biotecnologie. Sin
dalle sue prime applicazioni, la CE ¢ stata impiegata per ’a-
nalisi di farmaci, assumendo importanza gradualmente cre-
scente nell’ambito della ricerca farmaceutica, particolarmente
nell’ambito dei biofarmaci!. Da questo ambito all’analisi di
tossici e droghe illecite e dei loro metaboliti sia in preparazio-
ni clandestine che in campioni biologici il passo sembrerebbe
breve, ma in realta ha richiesto vari decenni, come la ricerca
bibliografica sopra esposta ha dimostrato.

In realta, grazie alla sua versatilita, la CE puo venir applicata
ad un ampio spettro di sostanze, da ioni inorganici a biopo-
limeri di notevoli dimensioni quali proteine, DNA e persino
particelle virali. Inoltre, in CE, servendosi dello stesso har-
dware strumentale ¢ possibile eseguire separazioni basate su
meccanismi chimico-fisici differenti (ad esempio il meccani-
smo clettroforetico e il cromatografico). Un’importante ca-
ratteristica della CE, oltre alla grande versatilita di applica-
zioni, riguarda I'elevata efficienza separativa (oltre un milione
di piatti teorici), I'alta sensibilita (in termini di massa e, con
specifiche procedure, anche di concentrazione), la richiesta
di quantita di campione da caricare estremamente bassa (nL.),
tempi di analisi piuttosto brevi (in genere meno di 30 minuti),
consumo minimo di solventi (pochi mL di buffer di corsa al
giorno) e di altri consumabili (come i capillari), Popportunita
di accoppiamento con diversi sistemi di rivelazione, compre-
sa la spettrometria di massa. Per quanto concerne quest’ulti-
mo aspetto, proprio 'accoppiamento con la spettrometria di
massa ha permesso all’elettroforesi capillare di rivestire una
sempre piu crescente importanza nella tossicologia analitica
moderna’, permettendo la non equivoca identificazione di
composti in matrici biologiche complesse.

Principi separativi e strumentazione

11 termine “elettroforesi” indica un meccanismo di separazio-
ne molecolare basato sulla migrazione differenziale di mole-
cole elettricamente cariche in un campo elettrico. Nell’elet-
troforesi “capillare” il potenziale ¢ applicato appunto tra le
due estremita di un capillare del diametro di poche decine di
micrometri riempito di soluzione elettrolitica. Le cariche delle
molecole derivano dai gruppi ionizzabili che le stesse conten-
gono quando presenti in soluzione e che fanno di esse dei ca-
tioni (con carica positiva) o degli anioni (con carica negativa).
La velocita di migrazione degli ioni in questione per effetto
del campo elettrico varia in rapporto a due fattori:

* le forze di spinta generate dalla differenza di potenziale

applicata;
* le forze frenanti tra ioni e mezzo circostante.

Uno ione in soluzione ¢ quindi soggetto a due componenti:

— una forza di spinta (Fs) ovvero Fs = q* E
In cui:
q = carica elettrica della molecola o ione
E = campo elettrico (potenziale/distanza di appli-
cazione)
— una forza frenante Ff = 6mnr e v
In cui:

6mnr = legge di Stokes
r = raggio della particella
7 = viscosita del mezzo

v = velocita di migrazione elettroforetica
In condizioni di equilibrio, eguagliandosi la Fs alla Ff si ha
che:
qeE=06mrev
Ricavando v (velocita di migrazione) dall’equazione si ottiene:
v=q°*E

6mne
da cui si deduce che la velocita di migrazione elettroforetica
¢ direttamente proporzionale alla carica elettrica dello ione e
al gradiente di potenziale, ma inversamente proporzionale al
raggio r della molecola.
Poiché, pero, per in una specifica corsa elettroforetica, le mo-
lecole sono immetrse nello stesso mezzo, e su di esse viene
applicato lo stesso campo elettrico, alcuni dei parametri visti
risultano costanti, ovvero
E,omm =K
si evince che la velocita di migrazione delle specie ioniche
dipende dal rapporto catica/ raggio:
v=q/R
Inoltre, dato che il raggio ionico di una molecola ¢ correlato
al suo peso molecolare, si dice, comunemente, che la migra-
zione dipende essenzialmente dal rapporto carica/massa.
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La strumentazione

Un elettroferografo capillare ¢ composto da un sistema di
iniezione, da un capillare di silice di lunghezza e diametro va-
riabili (L= 20-100 c¢m, D= 20-100 pm), da una sorgente di
potenziale elettrico (10-30 kV) e da un “rivelatore”. La sepa-
razione avviene all’interno del capillare successivamente alla
fase di iniezione (Fig1). I capillari maggiormente impiegati
nella pratica moderna sono in silice fusa, rivestiti esterna-
mente da un polimero opaco in grado di conferire resistenza
e flessibilita al capillare. Tale materiale va rimosso in corri-
spondenza della finestra di rilevazione al fine di permettere
una corretta rivelazione degli analiti. Per quanto riguarda le
caratteristiche interne dei capillari, questi si possono suddivi-
dere in “uncoated” (ovvero non rivestiti) ed esporre la super-
ficie interna di silice al buffer e ai soluti oppure in alternativa,
“coated”, ovvero tivestiti internamente da un sottile strato di
polimeri (adsorbiti o legati chimicamente), che proteggono
la silice dalle interazioni con i soluti, cambiandone le caratte-
ristiche superficiali. I capillari possono anche essere riempiti
con gel, in modo da simulare la gel elettroforesi, o con par-
ticelle contenenti una fase stazionatria, riproducendo cosi un
sistema cromatografico.

Le tecniche diiniezione prevalentemente utilizzate in CE sono
due: 'idrodinamica e Pelettrocinetica. La prima ¢ condotta
applicando una pressione positiva all’estremita di iniezione
del capillare (oppure una pressione negativa all’estremita op-
posta) mentre I'iniezione elettrocinetica si esegue applicando
una differenza di potenziale tra la vial del campione e quella
dell’estremita opposta del capillare (pochi kV per pochi se-
condi), realizzando cosi una specie di mini-elettroforesi.

La principale differenza tra queste due modalita di iniezione
consiste nel fatto che nell'iniezione idrodinamica (pressione-
guidata) cio che viene iniettato ¢ rappresentativo della com-
posizione del campione, mentre nell’iniezione elettrocinetica
(potenziale-guidata) le sostanze presenti nel campione entra-
no nel capillare in base alla loro mobilita elettroforetica.
Affinché nel sistema venga mantenuta una elevata efficienza
di separazione, il volume di iniezione non deve superare po-
che decine di nL. (1-2% del volume totale), dal momento che
il volume totale del capillare ¢ minimo (dell’ordine del pL).
Allinterno del capillare si verifica un fenomeno cruciale al
fine della separazione elettroforetica, ovvero la generazione
di un flusso elettrosmotico (EOF). Esso si forma in presenza
di tamponi di separazione a pH >2. In tali condizioni, la pare-
te interna (in silice fusa) del capillare espone gruppi silanolici
ionizzati negativamente (SiO-) in grado di interagire elettro-
staticamente con gli ioni positivi presenti in soluzione. I catio-
ni, essendo attratti dalle cariche negative dei gruppi silanolici,
si concentrano all’interfaccia con la parete del capillare e al
momento dell’applicazione di una differenza di potenziale,
essi migrano verso il catodo (elettrodo negativo) richiamando
acqua per osmosi. Tale fenomeno genera un flusso di liquido
all’interno del capillare chiamato appunto flusso elettroendo-
osmotico (EOF). Una caratteristica di questo flusso ¢ il suo
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profilo piatto (simile ad un pistone) in grado di limitare la dif-
fusione delle bande di migrazione durante la separazione (Fig.
2). Tale flusso, in alcune speciali applicazioni, ¢ propriamente
responsabile della separazione. In conseguenza della sua na-
tura, PEOF ¢ fortemente influenzato dal pH, dalla composi-
zione del tampone e dalla forza ionica. Al fine di eliminate o
di invertite 'EOF, la parete interna del capillare puo essere
rivestita di “agenti modificanti” che possono essetre adsorbiti
fisicamente alla parete stessa. I rivestimenti pitt comunemente
usati sono in poliacrilammide, cellulosa, aminoacidi, surfat-
tanti, polivinilacetato (PVA), ammine, composti aril-penta-
fluorurati, polietileneimmine, poli(vinilpirrolidinone) ecc.
L’elettroforesi capillare ¢ stata accoppiata con successo a di-
verse modalita di rivelazione. La pitt comunemente impiegata
con la moderna strumentazione ¢ la rivelazione UV, la quale
sfrutta la capacita dei vari composti di assorbire la radiazione
luminosa. Per questo motivo, nella rivelazione “on-column”,
parte del rivestimento opaco viene rimossa in corrispondenza
della finestra di rivelazione. Nel caso di analiti trasparenti alla
radiazione luminosa, mediante I'aggiunta di un cromoforo al
tampone di corsa, ¢ possibile eseguire una rivelazione di tipo
indiretto. In questo modo diventano rilevabili molti piccoli
ioni inorganici, consentendo la loro determinazione in CE,
anche senza un rivelatore specifico. Alla rivelazione UV si ¢
recentemente affiancata la rivelazione con diode array (DAD)
in grado di registrare anche lo spettro di assorbimento UV
degli analiti.

I limiti di sensibilita intrinseci alla CE (dovuti soprattutto alla
minuscola quantita di campione iniettabile, dell’ordine dei
nl) possono essere superati adottando tecniche di rivelazione
piu sensibili, ad esempio, la fluorescenza laser-indotta (sensi-
bilita > 1012 M), la rivelazione elettrochimica (sensibilita >
10 M), oppure pit recentemente la spettrometria di massa.
Al medesimo scopo possono essere impiegati anche metodi
di pre-concentrazione del campione, come il field amplified
sample stacking (FASS) che assicura miglioramenti nella sen-
sibilita di 2-3 ordini di grandezza.

In realta, i principali avanzamenti tecnologici ottenuti di re-
cente in CE, coinvolgono 'accoppiamento con la spettrome-
tria di massa tradizionale (MS) e ad alta risoluzione (HRMS).
Questo ¢ stato possibile grazie soprattutto alla diffusione
commerciale di interfacce robuste e affidabili (principalmente
elettrospray). L’elettroforesi capillare ¢ stata cosi accoppiata a
rivelatori di massa a trappola ionica (ITMS), a singolo e triplo
quadrupolo, a settore magnetico, a trasformata di Fourier e a
tempo di volo (TOF-MS).

Applicazioni in ambito tossicologico-forense

L’analisi tossicologica, ¢ rivolta alla ricerca di sostanze o di
classi di sostanze conosciute come farmaci, composti tossi-
ci e/o droghe d’abuso, o in senso piu genetico, puo essere
indirizzata alla rivelazione e identificazione di qualsivoglia
composto “nocivo” (indagine generica sistematica). I'inda-
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gine “generica”, che mira a stabilire o escludere la presenza
o meno di sostanze tossiche nei campioni biologici, necessita
di una strategia di screening assai estesa, poiché il numero di
possibili molecole da rilevare o da scartare ¢ estremamente
elevato.

In realta, I'indagine tossicologica il pit delle volte richiede una
ricerca “mirata” ad alcune classi di composti, come per esem-
pio le comuni droghe d’abuso e loro metaboliti, ovvero a una
precisa molecola, quale ad esempio uno specifico veleno (es.
cianuro).

In entrambi i casi, elettroforesi capillare si ¢ rivelata un me-
todo d’analisi valido e robusto. Questo suo aspetto concorda
con l'esigenza dell’operatore di ottenere un dato significativo
e attendibile, soprattutto in vista delle conseguenze giudi-
ziatie anche gravi che ne potrebbero derivare®. Sempre per
lo stesso motivo ¢ buona consuetudine di ogni laboratotio
essere fedeli alle linee guida nazionali, internazionali e avva-
lersi di misure di verifica, di controlli di qualita e di forme di
accreditamento esterne. Consolidate linee guida internazio-
nali ribadiscono come I'analisi tossicologica debba procedere
mediante due fasi analitiche, temporalmente contigue, basate
pero su principi chimico-fisici differenti, motivo per cui si ¢
soliti definire le due procedure “ortogonali” tra loro. La pri-
ma delle due fasi analitiche prevede uno screening di primo
approccio, generalmente eseguito con metodologie immuno-
logiche, in grado si massimizzare la “sensibilita diagnostica”
(vale a dire evitando “falsi negativi”, pur dovendo accettare
alcuni “falsi positivi”’) mentre la fase successiva consiste nella
conferma del dato ottenuto sia dal punto di vista qualitativo
che quantitativo, massimizzando la “specificita diagnostica”
(vale a dire evitando i restanti “falsi positivi”).

E’ necessatio peraltro fornire una valutazione non solamente
in termini di identificazione, ma anche in termini di concen-
trazione dei composti di interesse, al fine di accertare se le
concentrazioni del composto misurate nei campioni analizza-
ti, in base alla sua attivita, farmacocinetica, farmacodinamica
e metabolismo, sono compatibili con gli effetti biologici ma-
nifestati dal paziente.

A partire dagli anni *90, il pannello classico di sostanze d’a-
buso ricercate nei campioni biologici comprende la classe

degli oppiacei (morfina, normorfina, 6-monoacetilmorfina,
morfina 3 glucuronato, codeina ecc.), il metadone (agonista
del recettore degli oppioidi), sostanze stimolanti come le
amfetamine e i loro derivati, la cocaina e relativi metaboliti
(quali benzoilecgonina, norcocaina, cocaetilene, estere meti-
lico della ecgonina), sostanze neurodepressive (come barbi-
turici, benzodiazepinici, alcool etilico), i cannabinoidi (THC-
COOH). In ragione di difficolta analitiche e di una supposta
minore diffusione, minore attenzione ¢ stata sempre dedicata
agli allucinogeni, quali 'LSD, alla ketamina, alla fenciclidina.
Nell’analisi di tali composti in matrici biologiche ed in pre-
parazioni clandestine ’analitica tossicologica ha dispiegato il
meglio della tecnologia disponibile, ma tuttora lo standard si
basa su strumentazione ibrida che integra una fase di sepa-
razione cromatografia (in fase gassosa o liquida) ed una di
determinazione in spettrometria di massa, a vario grado di
sofisticazione.

Anche la CE ¢ stata applicata a questo scopo dimostrando
interessanti potenzialita nell’analisi di matrici biologiche qua-
li sangue/siero, urina e matrice pilifera, ognuna in grado di
fornire fondamentali informazioni con finestre diagnostiche
distinte e specifiche.

La preparazione del campione in CE, come in ogni altra tec-

anodo catodo

EQFE

Sezione longitudinale del capillare. Profilo del flusso
elettroendoosmotico (EOF)

Fig. 2

nica strumentale, riveste particolare importanza ed ¢ in grado
di influenzare Pesito delle fasi successive, essendo la matrice
biologica di per sé estremamente complessa.

Le applicazioni della CE nella tossicologia forense in questo
ambito sono svariate e in continua evoluzione. Tuttavia ¢ in-
teressante citare lavori in cui Pelettroforesi capillare ¢ stata
applicata all’analisi di oppiacei, cocaina e amfetaminici sia in
matrice pilifera che su sangue con rivelazione tradizionale UV

e in spettrometria di massa®>®

, con sensibilita e specificita pa-
ragonabili a quelle ottenute con tecniche analitiche piu tradi-
zionalmente applicate nel laboratorio di tossicologia (GC-MS
e LC-MS).

La rivelazione e quantificazione della dietilammide dell’aci-
do lisergico (I.SD), uno dei piu potenti allucinogeni, ¢ per
molti tossicologi una sfida in quanto ¢ questo composto €
attivo nell’organismo in basse concentrazioni e rapidamente
metabolizzato. L’elettroforesi capillare ¢ stata applicata con
successo anche in questo ambito, utilizzando una rivelazione
al laser He-Cd a 325 nm "

Specifiche review sulle applicazioni tossicologiche della CE si
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possono trovare nella recente letteratura 81011,

In realta, una dei campi in cuila CE ¢ divenuta strumento ana-
litico leader in ambito tossicologico ¢ nella diagnosi oggettiva
di abuso etilico cronico. Tradizionalmente i marcatori utiliz-
zati in medicina clinica per valutare ’abuso alcolico cronico o
subcronico sono gli enzimi epatici (GGT, AST), e il volume
globulare medio (MCV), la cui sensibilita e specificita ¢ del
tutto carente. Altri marcatori proposti quali gli addotti dell’a-
cetaldeide, le HDL,, alcuni metaboliti minori dell’etanolo ecc.,
sono ancora in fase di studio. Ad oggi solamente un marker
biochimico ¢ vastamente accettato, dopo oltre un decennio di
conferma nella pratica; trattasi della transferrina carboidrato -
carente (CDT). La transferrina sierica ¢ la principale glicopro-
teina trasportatrice del ferro e puo contenere da 0 a 8 residui
di acido sialico. I’isoforma maggiormente rappresentata nel
genere umano ¢ la tetrasialo transferrina (ovvero I'isoforma
contenente quattro residui di acido sialico). Lo stato di glico-
silazione della proteina varia in base al consumo alcolico, in
quanto 'acetaldeide (metabolita formatosi per azione dell’al-
deide deidrogenasi sull’etanolo) inibisce ’enzima glicosil tran-
sferasi, responsabile, a sua volta, dell’aggiunta di residui di
acido sialico sulle catene laterali della proteina. In seguito ad
abuso alcolico, dunque, le forme proteiche meno glicosilate,
ovvero la disialo transferrina e la asialo transferrina (denomi-
nate collettivamente CDT) aumentano la loro concentrazio-
ne, a sfavore delle piu glicosilate. I dati presenti in letteratura
indicano che il livello di CDT incrementa se il soggetto ha
assunto etanolo durante le ultime due settimane, con un con-
sumo medio giornaliero almeno di 50 — 80 g/die, cio¢ di 4-7
unita alcoliche. I’emivita della CDT ¢ di 15 giorni circa. La
specificita del test ¢ ottimale (90 - 100%), mentre la sensibilita
si attesta nel range 50-90 %, a seconda dei criteri pitt 0 meno
restrittivi usati per la classificazione di abusatore.

La CDT puo essere determinata sia con metodi immuno-
metrici e mediante HPLC, ma in questo ambito, per la sua
produttivita accoppiata a selettivita, la CE gioca un ruolo
primario, particolarmente a scopo di conferma dei dati dello
screening immunometrico!2.
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