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Andlise toxicolégica do GHB em contexto forense

RESUMO

O éacido gama-hidroxibutirico (GHB) ocorre naturalmente no corpo humano, sendo um
metabolito do neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA), mas pode
igualmente ter origem exdgena. Foi inicialmente usado como anestésico, mas foi
retirado devido a efeitos colaterais que incluiam convulsées e coma. No final do séc.
XX emergiu como droga de abuso, popularmente designado de “ecstasy liquida”, “easy
lay” e “fantasia”. Podem ser definidos 3 grupos principais de consumidores de GHB: os
fisiculturistas enquanto anabolizante, devido a estimulacdo da libertacdo da hormona do
crescimento; os predadores sexuais enquanto droga facilitadora de agressdes sexuais,
devido aos seus efeitos sedativos e amnésicos; e os frequentadores de ambientes
recreativos noturnos que tomam a droga devido aos seus efeitos euforicos. Individuos
que consomem repetidamente doses elevadas de GHB podem desenvolver tolerancia e
dependéncia. Além disso, o consumo de GHB e dos seus analogos gama-butirolactona e
1,4-butanodiol (que sdo rapidamente metabolizados a GHB) esta associado a casos de
intoxicacOes e morte por depressdo respiratoria. Deste modo, a determinacdo de GHB e
dos seus analogos em amostras bioldgicas assume grande interesse em Toxicologia
Forense. Neste trabalho pretende-se efetuar uma revisdo dos aspetos mais relevantes do
GHB para a pericia em Toxicologia Forense, com énfase na farmacocinética e
farmacodindmica, mecanismo de acdo e toxicidade. No final, serdo abordadas as
analises toxicologicas de matrizes bioldgicas e apresentados alguns casos de estudo

nesta tematica.

Palavras-Chave: 4&cido gama-hidroxibutirico, 1,4-butanodiol, gama-butirolactona,

farmacocinética, farmacodinamica, toxicidade, abuso, forense.



Andlise toxicolégica do GHB em contexto forense

ABSTRACT

Gamma-hydroxybutyric acid (GHB) occurs naturally in the human body, being a
metabolite of the neurotransmitter gamma-aminobutyric acid (GABA), but may also
have exogenous origin. It was initially used as an anesthetic but was withdrawn due to
side effects that included seizures and coma. At the end of the century XX, GHB has
emerged as a drug of abuse, popularly termed "Liquid Ecstasy", "Easy Lay" and
"Fantasy”. Three main groups of GHB consumers can be defined: bodybuilders as an
anabolic drug due to stimulation of growth hormone release; sexual predators as a drug
that facilitates sexual aggression due to its sedative and amnestic effects; and
recreational nightclubs who take the drug because of its euphoric effects. Individuals
who repeatedly consume high doses of GHB may develop tolerance and dependence. In
addition, the consumption of GHB and its y-butyrolactone and 1,4-butanediol analogues
(which are rapidly metabolized to GHB) is associated with cases of intoxication and
death from respiratory depression. Thus, the determination of GHB and its analogues in
biological samples assumes great interest in Forensic Toxicology. In this work we
intend to review the most relevant aspects of the GHB for expertise in Forensic
Toxicology with emphasis on pharmacokinetics and pharmacodynamics, mechanism of
action and toxicity. At the end, the toxicological analyzes of biological matrices will be

approached and some case studies will be presented.

Keywords: gamma-hydroxybutyric acid, 1,4-butanediol, gama-butyrolactone,

pharmacodynamics, pharmacokinetics, toxicity, abuse, forensic.
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I.  INTRODUCAO

O consumo de drogas ilicitas € um problema grave de saude publica e de grande
impacto na sociedade moderna. Entre estas drogas encontra-se o GHB que ganhou
notoriedade como droga recreativa devido aos seus efeitos euforizantes semelhantes aos
do etanol e, sobretudo, devido ao seu uso como droga facilitadora de agressdes sexuais,
sendo conhecido como droga pertencente ao grupo das “drogas da violagdo”. Além de
ser consumido para fins recreativos e do seu uso criminal, o GHB foi ainda utilizado
para diversas finalidades terapéuticas, entre as quais como anestésico geral, no
tratamento do alcoolismo e da sindrome de abstinéncia alcodlica e opiacea (Kapoor et
al., 2013). Hoje em dia encontra-se aprovado, sob a designacdo de oxibato de sddio,
para utilizacdo no tratamento da narcolepsia com cataplexia (Busardo e Jones, 2015;
Kapoor et al., 2013).

O GHB tem a particularidade de ter origem exdgena, mas também enddgena, ocorrendo
naturalmente no nosso organismo como metabolito do acido gama-aminobutirico
(GABA; neurotransmissor inibitorio). E uma substancia depressora do sistema nervoso
central (SNC), tal como 0s seus precursores, nomeadamente a gama-butirolactona
(GBL) e o 1,4-butanodiol (1,4-BD), embora estes apenas o sejam pela sua rapida
conversdo a GHB apo6s entrada no organismo (Andresen-Streichert et al., 2015; White,
2017).

Apesar do GHB estar classificado como sendo uma droga ilicita, os seus analogos GBL
e 1,4-BD encontram-se disponiveis legalmente, pois sdo solventes industriais utilizados
na producdo de produtos de limpeza, pesticidas, fibras elasticas, plasticos, entre outros.
Isto faz com que estes produtos sejam relativamente de facil acesso e, por isso,

utilizados para a producdo do GHB (Gonzalez e Nutt, 2005).

Como consequéncia da sua rapida metabolizacdo e eliminacédo, a detecdo de GHB em
fluidos bioldgicos torna-se complexa sendo praticamente indetetavel no sangue apos 4
horas do consumo e na urina apds 12 horas. Assim, para se obter resultados positivos, é
perentdrio que as amostras sejam recolhidas o mais rapidamente possivel apds o seu
consumo. Além disso, foi necessario desenvolver e otimizar métodos analiticos

sensiveis e precisos para a detecdo e quantificacdo do GHB e dos seus metabolitos nas
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amostras bioldgicas. Embora ja tenha sido desenvolvido um teste de rastreio enzimatico
para 0 GHB na urina, as andlises toxicol6gicas de rotina para drogas de abuso ndo
incluem a sua andlise, exceto se houver suspeita de uso em casos de agressdes sexuais.
A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS) € a técnica mais

utilizada hoje em dia na analise de GHB.

No ambito da Toxicologia Forense, 0 GHB encontra-se envolvido em questdes do foro
judicial (por exemplo, em situacdes de overdose e violacdo). Estd igualmente envolvido
na alteracdo do comportamento humano (por exemplo, efeitos na conducao rodoviaria)
e em situagdes de rastreio de drogas ilicitas (por exemplo, requisito para desempenhar

determinadas atividades profissionais).

Este trabalho surge com o intuito de enfatizar a importancia do GHB em contexto
forense. Para o desenvolvimento do trabalho, foi realizada primeiramente uma revisao
da literatura cientifica sobre as caracteristicas principais do GHB e seus analogos, de
modo a auxiliar a interpretacdo de dados em contexto forense, procedendo a descricdo
das formas de consumo, das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, dos
fatores que afetam a sua concentracdo post mortem, da estabilidade quimica e
metabolica, da utilizacdo das varias matrizes bioldgicas e dos métodos analiticos
disponiveis para a analise. Por ultimo, serdo apresentados alguns casos de estudo nesta

tematica.
II. MATERIAS E METODOS

Foi efetuada uma pesquisa bibliogréafica nas bases de dados cientificas PubMed, B-on,
Future Science, e Science Direct, utilizando as seguintes palavras-chave: “gamma-
hydroxybutyric acid”, “1,4-butanediol”, “gama-butyrolactona”, “pharmacodynamics”,
“pharmacokinetics”, “abuse”, “forensic” e “toxicity”. Os critérios de inclusdo basearam-
se nas palavras-chave, artigos cientificos em inglés e portugués. Foi ainda recolhida
informagdo em livros didaticos e websites governamentais através do monitor de busca
“Google”. A pesquisa foi continua ao longo do desenvolvimento deste trabalho, tendo-

se realizado deste outubro de 2016 a setembro de 2017.
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I11. GHB
3.1. Perspetiva historica

O GHB foi sintetizado pela primeira vez na década de 1960 pelo investigador francés
Henri Laborit com o objetivo de descobrir um andlogo do GABA capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica para um possivel uso no tratamento de convulsdes (Couper e
Marinetti, 2002; Oliveira et al., 2015). Mais tarde, descobriu-se que o0 GHB é um
composto natural presente no SNC, fluidos corporais e tecidos periféricos dos
mamiferos e um precursor do neurotransmissor inibitério GABA. Dada a estrutura
andloga do GHB ao GABA (Figura 1) e a sua capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica, foi hipotetizado que o mesmo poderia facilitar a sintese de GABA no
cérebro. Embora se tenha concluido que o GHB ndo produzia uma quantidade elevada
de GABA, foram descobertas algumas propriedades farmacoldgicas que o tornaram
potencialmente Util como anestésico intravenoso. O GHB foi entdo usado clinicamente
como anestésico, no entanto, o seu uso foi descontinuado devido a falta de propriedades
analgesicas, efeito anestésico imprevisivel, dificuldade de controlar a dose mais
adequada e devido aos efeitos adversos provocados, como convulsGes e coma
(Andresen et al., 2010; Bisardo e Jones, 2015; Couper e Marinetti, 2002; Kam e Yoong,
1998).

AN AN
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Figura 1. Estrutura quimica do GHB (a esquerda) e do GABA (a direita) (Fonte:
Couper e Marinetti, 2002).

Em 1966, os analogos e precursores metabélicos GBL e 1,4-BD (Figura 2) foram
também investigados de modo a averiguar as suas propriedades anestésicas (Couper e
Marinetti, 2002).
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Figura 2. Estrutura quimica do GBL (a esquerda) e do 1,4-BD (a direita) (Fonte:
Couper e Marinetti, 2002).

Na década de 1970, o GHB foi utilizado pela primeira vez no tratamento da insénia e da
narcolepsia dado os seus efeitos hipnoindutores (Gallimberti et al., 2000; Gonzalez e
Nutt, 2005; Oliveira et al., 2015).

Na década de 1980, o GHB popularizou-se como suplemento dietético anabolizante,
devido a estimulagdo da hormona de crescimento que é responsavel pelo aumento da
massa muscular e reducdo da massa adiposa (Andresen et al., 2010 e Oliveira et al.,
2015). O produto passou a poder ser comprado em lojas de alimentos saudaveis, sendo

principalmente procurado por fisiculturistas.

Ao longo dos anos 1980-1990, o0 GHB também comecou a ser popular em clubes gays
pela sua capacidade de aumentar a libido (Busardo e Jones, 2015; Smith et al., 2002).

Na década de 1990, em alguns paises da Europa, 0 GHB foi aprovado para o tratamento

da dependéncia alcodlica e de opiaceos (Caputo et al., 2009; Gallimberti et al., 2000).

O facto desta droga poder causar sedacdo e amnésia anterograda levou a que o GHB
fosse usado como droga facilitadora de agressdes sexuais e, por isso, a Food and Drug
Administration (FDA) em 1990 proibiu o seu uso sem receita médica (Kam e Yoong,
1998; Li et al., 1998). Em 2002, a FDA aprova o uso de GHB sob a forma de oxibato de
sodio para o tratamento da cataplexia em doentes com narcolepsia (Fuller e Hornfeldt,
2003).

Em 2009, foi realizada em Portugal uma avaliagdo para a introdu¢do no mercado do
oxibato de sddio (Xyrem®). No entanto, o INFARMED, ndo verificou a existéncia de
vantagens econdmicas/custo-efetividade para esta substancia, ficando impedida a
aquisicdo do medicamento (INFARMED, 2009).
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3.2. Prevaléncia e padroées de consumo

A representacdo da prevaléncia e dos padrdes de consumo ilicito do GHB esta sempre
associado a credibilidade e representatividade das fontes de informacdo e dos dados
disponiveis, dado que esta informacao € obtida maioritariamente mediante entrevistas a
consumidores. Por outro lado, qualquer documento referindo o consumo de GHB néo
permitira, possivelmente, uma distingdo relativa ao consumo deste ou dos seus

precursores, ja que o préprio consumidor ndo faz essa mesma distincao.

Em comparagdo com outras drogas, a informacéo disponivel sobre o uso do GHB e dos
seus precursores € bastante limitada. Existem poucos dados relativos quanto ao uso pela
populacdo em geral de GHB nos paises europeus. No entanto, segundo o ultimo
relatorio europeu sobre drogas, a prevaléncia do consumo tanto de GHB como dos seus
precursores na Europa é baixo, apesar de em algumas subpopulacdes e areas geograficas
ser comumente utilizado, como por exemplo em clubes noturnos gays (EMCDDA,
2008; OEDT, 2017).

Em 2003, foi realizado o primeiro estudo sobre o consumo de GHB em ambiente
escolar na Unido Europeia, tendo os resultados demonstrado que apenas 0,5 a 1,4%
referiram ter tido contacto com a droga. Em ambientes de clubes de danca ou grupos
especificos, as prevaléncias de consumo ja apresentam resultados mais marcados, tendo-
se obtido valores de 3 a 19%. Desta forma, ficou evidenciado um padrdo de consumo
especifico associado ao GHB e seus andlogos, sendo importante referir que nestes
estudos ndo foi considerado o consumo com outros fins que ndo 0s recreativos
(EMCDDA, 2008).

Em Portugal, as autoridades competentes, nomeadamente a Policia Judiciaria, ndo refere
nos seus relatérios anuais relativos ao combate ao trafico de estupefacientes qualquer
apreensdo de GHB desde 2000. Contudo, observando o contexto europeu, 0 cenario ja é
diferente. Desde 2004 existem registos de apreensdes em diversos paises europeus,
tanto de GHB como de GBL e de 1,4-BD. No entanto, a partir de 2007, n&o ha qualquer
registo de apreensdo de 1,4-BD, o que pode ser justificado pelo facto deste precursor,
apesar de legal tal como o GBL, apresentar um processo mais complexo e moroso de

transformacdo quando comparado com o GBL. Desta forma, ndo é de admirar que 0s
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produtores clandestinos escolham a via mais fécil, rapida e econdmica de se obter o
composto ilicito alvo (Hillebrand, et al., 2008).

O GHB apresenta um baixo custo, quando comparado com outras drogas recreativas,
sendo por isso utilizado por adolescentes em substituicdo as bebidas alcoolicas dada a
semelhanca dos efeitos causados, nomeadamente a desinibicdo e euforia (Busardo e
Jones, 2015).

3.3. Producéo enddgena

O GHB é um componente enddgeno presente no SNC, tecidos periféricos e fluidos
corporais dos mamiferos nunca expostos a droga. Este apresenta-se como sendo tanto
um metabolito como um precursor do neurotransmissor GABA (Andresen et al., 2011;
Busardo e Jones, 2015).

GABA o) SSA

Q transaminase l redutase

| ansaminase |y Teduiase o)
H,N A — W/ ~TTOH

OH oms  HO_ -~
O , OH
desidrogenase
Acido gama-aminobutirico Semialdeido succinico Acido gama-
(GABA) (S5A) hidroxibutirico (GHB)

S5A
desidrogenase

0]
HO\H/\H\ OH

0
Acido
succinico (SA)

|

Ciclo Krebs

O GHB enddgeno é formado a partir do GABA que, através da enzima GABA
transaminase (GABAT), leva a formacdo do semialdeido succinico (SSA), o qual por
sua vez origina 0 GHB através da acdo da enzima semialdeido succinico redutase
(SSAR). O GHB pode novamente ser oxidado em SSA através da enzima GHB
desidrogenase (GHBDH). Ap6s um novo passo de oxidacdo por meio da enzima
semialdeido succinico desidrogenase (SSADH), o SSA pode dar origem ao 4acido

succinico (SA) que entra no ciclo do acido citrico (Figura 3) (Andresen et al., 2011).
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Figura 3. Formacdo enddgena do GHB (adaptado de Andresen et al., 2011).

Apesar da concentracdo do GHB no organismo se encontrar na ordem dos nanogramas,
esta producdo enddgena pode tornar-se um problema aquando da interpretacdo de
eventuais resultados analiticos. Por esta razdo, é de grande importancia estabelecer
valores de cut-off que auxiliem na distincdo entre valores enddgenos e exo0genos
(Busardo e Kyriakou, 2014; Castro et al., 2014).

3.4. Farmacocinética
3.4.1. Absorgéo

A dose de GHB, tipicamente, utilizada para fins recreativos varia entre 2 a 6 g, 0 que
corresponde a um intervalo entre 0s 25 e 75 mg/Kg de peso corporal. Os efeitos sofridos
ap6s o uso recreativo de GHB variam, sobretudo, de acordo com a dose ingerida. E
também importante referir que 0 GHB tem uma curva dose-resposta acentuada, com
uma margem estreita entre os efeitos terapéuticos ou desejados e tdxicos (Ann-Sofie et
al., 2014).

O GHB é mais comumente utilizado na forma liquida e administrado por via oral.
Também esta disponivel na forma de p6 branco ou comprimido (Gonzalez e Nutt, 2005;
Oliveira et al.,2015). Apresenta-se ilicitamente com varios nomes de rua, entre 0s quais
“ecstasy liquida”, “easy lay” (sexo facil) e “fantasia” (Kapoor et al., 2013). O GHB e 0s
seus precursores ndo apresentaram sabor, cor e cheiro, o que facilita a adulteracdo de
bebidas ou comida (Oliveira et al., 2015).

O GHB é rapidamente absorvido no trato gastrointestinal, sendo o pico de concentracdo
plasmatica atingido em apenas 20-40 minutos apds a ingestdo (Busardo e Jones, 2015).
Contudo, a sua absorcdo também é um processo de capacidade limitada, pois para doses
elevadas verifica-se tempos mais longos até se atingir o pico maximo de concentragdo
(Borgen et al., 2003; Couper e Marinetti, 2002). A biodisponibilidade oral do GHB é
relativamente baixa devido a extensa metabolizagdo de primeira passagem a nivel
hepéatico. Também depende se a ingestdo é feita com o estbmago vazio ou depois de
uma refeicédo, pois a ingestdo concomitante de alimentos atrasa a absor¢do oral do GHB
(Busardo e Jones, 2015; Schep et al., 2012).
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Tal como GHB, o0s seus precursores, 1,4-BD e GBL, sdo também rapidamente
absorvidos e posteriormente metabolizados em GHB. O GBL é mais lipofilico que o
GHB, sendo por isso mais rapidamente absorvido e apresenta maior duragédo de acdo. A
absorcdo do 1,4-BD é muito semelhante a do GHB, j& que, tal como este, é um

composto polar (Couper e Marinetti, 2002; Irwin, 1996; Thai et al., 2007).
3.4.2.Distribuicao

A distribuicdo do GHB nos fluidos bioldgicos e tecidos depende essencialmente da
distribuicdo da agua corporal total dado que a ligacdo da droga as proteinas plasmaticas
é negligenciavel (Busardo e Jones, 2015). A distribuicdo de GHB no organismo ocorre
rapidamente e segue um modelo de dois compartimentos, apresentando um volume
aparente de distribuicdo de 0,19 a 0,4 L/Kg (Andresen et al., 2011; Oliveira et al., 2015;
Schep et al., 2012). O volume de distribuicdo ndo é significativamente afetado pelo
sexo, alimentos ou cirrose hepética (Borgen et al., 2003; Ferrara et al., 1996). O GHB é
capaz de atravessar a placenta e a barreira hematoencefalica em humanos (Schep et al.,
2012).

3.4.3. Metabolismo

A Dbiossintese e o metabolismo do GHB encontram-se estritamente ligados ao
metabolismo do GABA, sendo que o0 GHB pode ser considerado tanto um metabolito
como um precursor do GABA (Busardo e Jones, 2015; M Brunt et al., 2014).

Baixas concentracfes de GHB sdo encontradas no cérebro, sendo estas resultantes da
conversdo do GABA em semialdeido succinico através da enzima GABA transaminase.
Posteriormente, o semialdeido succinico é convertido em GHB através da enzima

semialdeido succinico redutase (Brunt et al., 2014; Wong et al., 2004).

A maior parte da dose de GHB administrada é metabolizada a nivel hepatico, onde sofre
o efeito de primeira passagem pelo citocromo P450. A principal via de metabolizacédo é
a oxidacdo catalisada por uma enzima citosélica dependente de NADP*, a GHB
desidrogenase, originando o semialdeido succinico (Figura 4). A enzima GHB
desidrogenase encontra-se presente em diversos tecidos, nomeadamente cérebro, figado,
rim, vesicula biliar, coracdo e testiculos. Por sua vez, o semialdeido succinico é

metabolizado através da enzima dependente do NAD™ designada semialdeido succinico
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desidrogenase em acido succinico, que entra no ciclo de Krebs formando dioxido de

carbono e agua. Por outro lado, o semialdeido succinico, pode também ser convertido

em GABA através da enzima GABA transaminase (Busardo e Jones, 2015; Couper e
Marinetti, 2002; Oliveira et al., 2015; Wong et al., 2004).

f Krebs
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Figura 4. Metabolismo do GHB (adaptado de Schep et al., 2012).

O 14-BD e o GBL sdo também metabolizados endogenamente em GHB. O

metabolismo do 1,4-BD ocorre em dois passos, o que resulta num aumento do tempo

necessario para atingir a concentracdo plasmatica maxima e, consequentemente, 0

aparecimento dos seus efeitos. O 1,4-BD sofre oxidacdo através da enzima alcool

desidrogenase levando a formacdo do gama-hidroxibutiraldeido que, por sua vez,

origina o GHB através da enzima aldeido desidrogenase (Figura 5).
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Aleool
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Figura 5. Metabolismo do 1,4-BD (adaptado de Schep et al., 2012).

O GBL é também convertido em GHB, através de uma lactonase que se encontra
presente no figado e no soro, mas ausente no cerebro (Figura 6) (Busardo e Jones, 2015;
Brunt et al., 2014; Fuller e Hornfeldt, 2003).

0
HEC/ \\C —0 Lactonase ?H ﬁ
\ / CH;—CH;—CH,—C__
H,C——CH, OH
v-Butirolactona GBEL Acido v-Hidroxibutirico
(GHB)

Figura 6. Metabolismo do GBL (adaptado de Schep et al., 2012).
3.4.4.Eliminagao

O GHB exdgeno apresenta uma cinética de eliminacdo ndo linear, dose-dependente,
provavelmente devido a saturagdo da reabsorcdo renal (Ferrara et al., 1996; Morris et
al., 2005; Wang et al., 2006). E predominantemente eliminado pela urina ap6s sofrer
biotransformacéo e é praticamente indetetavel nesta matriz 12 horas apds o consumo
(Brenneisen et al., 2004; Schep et al., 2012). Apenas uma pequena percentagem do

GHB ingerido (< 2%) é excretado inalterado na urina (Abanades et al., 2007).
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Dada a sua rapida metabolizacao, o tempo de semi-vida do GHB é de 20-53 minutos e a
maior parte da dose é eliminada 4-6 horas apds ingestdo (Ferrara et al., 1992; Oliveira et
al., 2015).

3.4.5.Interacdo GHB-etanol

A co-ingestédo de GHB e etanol poderia levar a um aumento dos efeitos sedativos dado
que as duas drogas sdo depressoras do SNC (Busardo e Jones, 2015). No entanto,
verificou-se que ndo ha interacdes farmacocinéticas significativas entre 0 GHB e o
etanol. Contudo, a ingestdo simultdnea das duas drogas leva a um agravamento dos
efeitos adversos, nos quais se inclui distlrbios gastrointestinais, hipotensdo e
diminuicdo da saturacdo de oxigéenio (Thai et al., 2006).

3.5. Farmacodinamica

O GHB é um neurotransmissor presente predominantemente no cérebro dos mamiferos,
embora também possa ser encontrado no sangue, urina e outros tecidos periférico
(Andresen et al., 2011). E também um metabolito e precursor do neurotransmissor
inibitério GABA, sendo considerado uma substancia depressora do SNC, bem como o0s
seus precursores. Este composto é capaz de afetar os sistemas neurotransmissores
enddgenos, nomeadamente da dopamina, da serotonina e da acetilcolina (Oliveira et al.,
2015; Ricaurte e McCann, 2005; Schep et al., 2012).

O GHB apresenta um perfil farmacologico duplo, conforme se trata de GHB de origem
exogena ou enddgena (Gervasi et al., 2003). O GHB enddgeno é sintetizado a partir do
glutamato, presente dentro dos neurdnios de libertacdo de GABA que se localizam
predominantemente no hipocampo, cortex e amigdala (Schep et al., 2012). A atividade
enddgena do GHB ¢é mediada pelo recetor do GHB (GHBR) presente em abundancia no
hipocampo e cértex (Crunelli et al., 2006; Snead, 2000). O GHB atua principalmente
sobre os recetores acoplados a proteina G (Andriamampandry et al., 2007; Snead,
2000). Por outro lado, a atividade do GHB exdgeno (presente em doses
suprafisiologicas, como em casos de sobredosagem) é mediada pela atividade intrinseca
no recetor GABAg (Couper e Marinetti, 2002; Crunelli et al., 2006; Snead, 2000). E
principalmente através deste recetor que o0 GHB exerce 0s seus efeitos farmacoldgicos,

clinicos, comportamentais e toxicologicos (Wong et al., 2004).
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Em doses suprafisioldgicas, o GHB é responsavel por provocar uma excitagdo dos
neurdnios dopaminérgicos centrais, levando a niveis elevados de dopamina. Por outro
lado, o GHB também é capaz de bloquear o fluxo de dopamina nos neuronios
dopaminérgicos centrais, o que resulta num aumento dos niveis de dopamina nas

terminacgOes nervosas (Couper e Marinetti, 2002; Uys et al., 2005).

Em doses farmacoldgicas, 0 GHB induz o aumento da concentracdo de serotonina. Este
aumento deve-se ao facto do GHB aumentar a concentracdo e biodisponibilidade do

triptofano que € o precursor da serotonina (Uys et al., 2005).

A cessagdo ou a diminuicdo do uso de GHB resulta numa desinibicdo dos
neurotransmissores excitatorios, nomeadamente o glutamato, noradrenalina e dopamina,
0 que leva ao aparecimento de sintomas associados a sindrome de abstinéncia (Rodgers
et al., 2004).

O GBL e 1,4-BD podem ser classificados como pré-farmacos dada a sua répida
metabolizacdo no organismo em GHB apds a sua administracdo (Goodwin et al., 2009).
Os efeitos toxicoldgicos e comportamentais do GBL e do 1,4-BD séo resultado da
rapida conversdo em GHB, sendo que ndo ha uma diferenca significativa entre os
efeitos clinicos do GHB e dos seus analogos (Control et al., 1999; Ingels et al., 2000;
Palmer, 2004; Wood et al., 2008).

3.6. Toxicidade

Os sintomas de uma intoxicacdo por GHB dependem da dose administrada, da via de
administragdo e da tolerancia de cada individuo a farmacos depressores. Por outro lado,
o0s sintomas de uma intoxicacdo por GHB néo sdo especificos e podem ser confundidos
com os sintomas de uma intoxicacdo por etanol ou outras drogas com caracteristicas
sedativas e hipnéticas como, por exemplo, os barbitdricos e benzodiazepinas (Busardo e
Jones, 2015).

Os efeitos clinicos tornam-se aparentes cerca de 15-50 minutos ap0s a ingestdo e
resolvem-se em relativamente pouco tempo, geralmente havendo uma recuperagdo da

consciéncia ao fim de 4 a 8 horas (Busardo e Jones, 2015; Schep et al., 2012).

A ingestdo de doses de GHB abaixo de 10 mg/Kg desencadeiam efeitos clinicos leves,

tais como amnésia anterograda a curto prazo, hipotonia e euforia. Doses entre 20-30
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mg/Kg sdo responsaveis por provocar sonoléncia e mioclonia, enquanto que doses
superiores a 50 mg/Kg podem levar ao aparecimento de efeitos clinicos mais graves
como coma, bradicardia e/ou depressao respiratdria (Couper e Marinetti, 2002; Schep et
al., 2012).

Os efeitos neurolégicos mais frequentemente observados numa intoxicagdo por GHB
incluem ataxia, desorientagdo, tonturas, confusdo, alucinacfes, sonoléncia, fala
arrastada, disartria, dor de cabeca, incoordenacdo, euforia, amnésia, hipotonia,
hiporreflexia, tremor e mioclonia (Andresen et al., 2011; Brunt et al., 2014; Schep et
al., 2012).

Em alguns pacientes tém-se observado sintomas como agitacdo, comportamento bizarro

e agressividade. Os pacientes também podem alternar entre agitacdo e sonoléncia.

Outros efeitos neurologicos menos comuns incluem bruxismo, vertigens, desinibicéo,
aumento da excitacdo sexual, delirios, efeitos colaterais extrapiramidais, distonia,
miose, nistagmo horizontal e vertical e pupilas lentas ou ndo reativas (Schep et al.,
2012).

As convulsdes também sdo um dos sintomas reportados, contudo, a maioria dos estudos

mostram que as convulsdes séo incomuns.

Os efeitos cardiovasculares mais comuns séo a bradicardia e a hipotenséo (Brunt et al.,
2014; Schep et al., 2012). A bradicardia leve sem compromisso hemodinamico é o
efeito cardiovascular mais comum quando usado para fins anestésicos ou recreativo.
Muito raramente é desenvolvida bradicardia severa o suficiente que requeira o0 uso de
atropina. A hipotensdo é rara quando o GHB ¢ ingerido sozinho, contudo é relatado
mais frequentemente em situacBes de co-ingestdo de outras drogas. Reciprocamente,
sintomas como taquicardia e hipertensdo também sdo reportados. Aperto no peito e

palpitacbes também podem ocorrer.

Os principais efeitos respiratorios incluem depresséo respiratoria, bradipneia, respiragcdo
de Cheyne-Stokes, apneia, insuficiéncia respiratéria, taquipneia, pneumotorax e cianose.
O edema pulmonar também é reportado durante intoxicacbes e é uma observacdo
comum na autdpsia (Oliveira et al., 2015; Schep et al., 2012; White, 2016).
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Sdo também observados distirbios metabdlicos tais como hiperglicemia, hipocalemia e
potencialmente hipernatremia quando ingeridas grandes quantidades do sal sddico. Pode
também ser observado um aumento da atividade da creatina cinase originando
rabdomiolise (Schep et al., 2012).

Os sintomas gastrointestinais mais frequentemente observados sdo nauseas e vomitos.
Outros sintomas, tais como a salivacdo, dor abdominal, incontinéncia de fezes e urina e

diaforese, também podem ocorrer.

A hipotermia também € um dos sintomas observados, contudo, normalmente ndo é

grave.

A maioria dos doentes intoxicados por GHB recuperam sem qualquer sequela desde que
recebam o0s cuidados de suporte adequados. No entanto, também ja& foram
documentados casos fatais, sendo a morte geralmente resultado de insuficiéncia

respiratoria.

O co-consumo do GHB com outras drogas depressoras do SNC é responsavel pelo
aumento da toxicidade, devido ao efeito sinérgico depressor do SNC, e também pelo
aumento do namero de casos fatais (Busardd e Jones, 2015; Oliveira et al., 2015; Schep
etal., 2012).

3.7. Sindrome de abstinéncia

O uso regular e continuo do GHB e dos seus analogos leva ao desenvolvimento de
dependéncia e tolerdncia (Brunt et al., 2014; Schep et al., 2012). Apds 0 uso
continuado de doses crescentes, a cessacdo do GHB pode levar ao desenvolvimento de
um sindrome de abstinéncia que tende a aparecer ao fim de 24 horas apés a Gltima toma
e pode durar entre 3 e 21 dias (McDonough et al., 2004; Schep et al., 2012).

Os sintomas mais comumente observados na sindrome de abstinéncia do GHB séo
ansiedade, insénias, tremor, taquicardia, confusdo, parandia, agitacdo, delirios e
alucinagfes visuais e auditivas (Brunt et al., 2014; Busardo e Jones, 2015). Qutras
manifestacdes clinicas frequentemente descritas sdo desorientacdo e hipertensdo. Estdo
ainda descritos outros sintomas menos frequentes como hipertermia, fadiga, diaforese,

arritmias, prurido, depressdo, miose, nistagmo, palpitacdes cardiacas, dispneia, nauseas,
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vomitos, diarreia e dor abdominal (Busardo e Jones, 2015; McDonough et al., 2004;
Schep et al., 2012).

Apds a desintoxicacdo, alguns doentes continuam a sofrer de ansiedade continua,

depressao, défice cognitivo e insonias persistentes (Busardo e Jones, 2015).
3.8. Tratamento da intoxicacdo aguda

A estratégia usada no tratamento de doentes que se apresentam nas urgéncias
hospitalares com uma intoxicacdo por GHB, GBL ou 1,4-BD passa essencialmente por
medidas gerais de suporte e monitorizacdo dos sinais vitais (Busardé e Jones, 2015;
White, 2016). Isto inclui garantir o acesso intravenoso, acompanhamento cardiaco e da
pressdo arterial juntamente com a oximetria de pulso e monitorizacdo dos gases
sanguineos arteriais. Deve-se prestar especial atencdo aos sintomas cardiovasculares e
respiratorios. Os sintomas cardiovasculares resultantes de uma overdose por GHB
normalmente ndo requerem intervencdo farmacoldgica; no entanto, em situacdes de
bradicardia pode ser necessario a administracdo de atropina. Em casos de hipotensédo
leve, sdo administrados fluidos endovenosos e apenas quando ndo ha resposta a esta
terapia € que se recorre a administracdo de agentes vasopressores e/ou com propriedades
inotrépicas (Busardo e Jones, 2015; Li et al., 1998; Schep et al., 2012).

A protecdo das vias aéreas com entubacdo endotraqueal e/ou ventilacdo assistida é
também um procedimento recorrente e importante em individuos intoxicados que se
encontram inconsciente de maneira a prevenir o risco de aspiracdo pulmonar durante o
vomito. Este procedimento é igualmente importante em situacdo de hipercapnia ou
hipoxia (Schep et al., 2012; Wood et al., 2011).

No caso de intoxicados que apresentem convulsdes, a oxigenacdo e ventilacdo adequada
¢ normalmente suficiente, porém, no caso das convulsdes persistirem pode ser
necessario a administracdo de uma benzodiazepina, nomeadamente, lorazepam ou
diazepam (Schep et al., 2012).

N&o ha nenhum antidoto especifico capaz de reverter os sintomas agudos causados pelo
GHB e seus analogos (Schep et al., 2012; Wood et al., 2011). A naloxona (antagonista
dos recetores opiodides) apresenta um efeito limitado na reversdo dos efeitos sedativos

do GHB, e por isso 0 seu uso ndo esta recomendado (Schep et al., 2012; Busardo e
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Jones, 2015). O flumazenil, que € um antagonista seletivo dos recetores das
benzodiazepinas, demonstrou ter efeito na reducdo da libertacdo da hormona de
crescimento induzida pelo GHB, contudo o seu uso também néo esta indicado (Schep et
al., 2012). Apesar destes dois compostos se mostrarem ineficazes na alteracdo do curso
clinico de uma sobredosagem por GHB, a naloxona e o flumazenil podem ser Gteis na
reversdo dos efeitos provocados pela co-ingestdo de GHB com benzodiazepinas ou
opioides que complicam o quadro clinico (White, 2016). Outro potencial antidoto é a
fisostigmina; no entanto, 0 seu mecanismo ndo esta bem esclarecido e por isso 0 seu uso

ndo é recomendado (Caravati et al., 2004; Schep et al., 2012).
3.9. Tratamento da dependéncia

Os sinais e sintomas observados no sindrome de abstinéncia variam de pessoa para
pessoa, do tempo de exposicao a droga, da frequéncia do uso e da dose diaria (Busardo
e Jones, 2015; McDonough et al., 2004; Wood et al., 2011). A interrupcdo abrupta da
toma continuada de GHB representa uma emergéncia médica e requer uma intervencao

de especialistas.

N&o existe um protocolo definido para o tratamento da dependéncia do GHB e/ou dos
seus analogos. No entanto, estdo descritas algumas diretrizes gerais. Foi também
proposto um algoritmo para o tratamento de individuos intoxicados. Este algoritmo
depende da frequéncia do consumo de GHB ou da dose diaria administrada (Busardo e
Jones, 2015; McDonough et al., 2004).

As benzodiazepinas, como por exemplo o diazepam e lorazepam, sd0 0 grupo
terapéutico mais frequentemente utilizado para o tratamento da sindrome de abstinéncia
do GHB. A duracdo do tratamento pode variar entre 1 a 7 dias dependendo da
severidade da sindrome de abstinéncia (Busardo e Jones, 2015; Wood et al., 2011). De
acordo com o algoritmo proposto por McDonough et al, em casos menos graves, isto €,
quando a frequéncia de administracdo é inferior a trés vezes por dia ou quando a dose
diaria é inferior a 30 g, o tratamento passa pela administracdo de doses baixas de
diazepam. Em casos mais graves, isto €, quando ha um uso bastante frequente e/ou sédo
usadas doses altas, é recomendado o internamento hospitalar, sendo usadas doses mais

elevadas de diazepam para o tratamento (McDonough et al., 2004).
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Também ja foram reportados casos em que o tratamento anteriormente descrito é
ineficaz e por isso sdo usados outros agentes terapéuticos em combinagdo com as
benzodiazepinas ou até mesmo a sua substituicdo. Nestes casos, a terapéutica passa pela
utilizacdo de anticonvulsivantes como os barbitaricos, de um agonista do recetor
GABAg como 0 baclofeno, ou até mesmo de um antipsicotico como a olanzapina
(Busardo e Jones, 2015; White, 2017; Wood et al., 2011).
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IV. GHBEM TOXICOLOGIA FORENSE
4.1. Importancia da droga em toxicologia forense

A Toxicologia Forense é uma ciéncia multidisciplinar, com caracteristicas
essencialmente analiticas que procura esclarecer questées do ambito judicial. E uma
ciéncia que se encontra ao servico da aplicacdo da justica em situagdes de crime,
acidente, infragdo e intencdo. Apresenta um vasto campo de acdo envolvendo areas
relacionadas com o individuo vivo ou vitimado, tais como ocupacional, ambiental,

salde publica e regulamentar (Oliveira et al., 2015).

As principais areas de aplicacdo da Toxicologia Forense sdo: a toxicologia post mortem,
a toxicologia comportamental e o controlo de drogas de abuso.

O GHB encontra-se envolvido em questfes do foro judicial (por exemplo, em situactes
de overdose e violagdo), alteracdo do comportamento humano (por exemplo, efeitos na
conducdo rodovidria) e em situacdes de rastreio de drogas ilicitas (por exemplo,
requisitos para desempenhar determinadas atividades profissionais).

4.2. Investigacao toxicoldgica

A investigacdo toxicolOgica consiste num conjunto de processos analiticos que tem
como principal objetivo o reconhecimento, identificagdo e quantificagdo de substancias
exdgenas ao organismo. Esta investigacdo é realizada em matrizes bioldgicas recolhidas
ao individuo vivo ou post mortem, tendo como principal objetivo o esclarecimento de
questdes judiciais relacionadas com a presenca ou ndo de dadas substancias ou elucidar

sobre a causa de morte (Bordin et al., 2015; Flanagan et al., 2008).

A investigacdo toxicolégica de uma intoxicacdo fatal apresenta trés etapas
fundamentais, a fase pré-analitica, fase analitica propriamente dita e a fase pds-analitica.
Na fase pré-analitica € importante o conhecimento da histéria completa (como, por
exemplo, o local do crime, dados do periodo peri mortem, achados autdpticos, histéria
social e médica da vitima, tratamento ministrado antes da morte, tempo decorrido entre
a morte e a descoberta do cadaver), seguindo-se a colheita das amostras mais
adequadas. A fase analitica consiste na analise toxicoldgica para a identificacdo

qualitativa e quantitativa do(s) agente(s) toxico(s).A ultima fase tem como objetivo a
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interpretacdo e discussdo das andlises e o diagndstico (Cooper e Negrusz, 2013; Dinis-
Oliveira et al., 2012; Flanagan et al., 2008; Klaassen e Watkins, 2001).

A detecdo do xenobiotico em casos post mortem pode ser dificultada devido a varios
fatores tais como a estabilidade da droga nos tecidos, a extensao das alteragdes quimicas
e 0 metabolismo post mortem. Todos estes fatores podem afetar significativamente a
interpretacdo dos resultados obtidos (Drummer, 2004).

4.2.1. Aspetos pré-analiticos na analise toxicologica post mortem

Os aspetos pré-analiticos sdo de grande importancia pois garantem a qualidade e
fiabilidade dos resultados analiticos, uma vez que permitem a recolha de amostras de
qualidade. A fase pré-analitica inclui a requisicdo, a colheita das amostras bioldgicas, 0
armazenamento, o transporte e a preparacao das mesmas (Bordin et al., 2015; Skopp,
2004).

Durante todos estes processos é importante ter em consideracao todas as variagdes pré-
analiticas que podem ocorrer, podendo estas serem classificadas em fatores in vivo e/ou
fatores in vitro. Os fatores in vivo sdo diferenciados em fatores ndo-variaveis, como por
exemplo a idade, sexo, raca e predisposicdo genética, fatores variaveis onde se
enquadram fatores como o polimorfismo enzimético, peso corporal, nutricdo e
tratamentos terapéuticos, por fim, fatores fisiologicos que se referem ao ritmo
circadiano. Dentro dos fatores in vitro incluem-se os fatores relativos a composicao,
processamento e armazenamento da amostra (Skopp, 2004). A concentracdo de
xenobiotico entre 0 momento da morte e a autépsia pode também ser alterada devido
aos processos autoliticos e de putrefacdo, podendo desta forma condicionar a escolha de

certas amostras (Nelson et al., 2011).
4.2.1.1. Recolha, envio e conservacdo de amostras

A selecdo, recolha, envio e conservacdo da amostra sdo etapas de extrema importancia
numa andlise toxicoldgica e que exigem alguns cuidados para uma correta interpretacao
dos resultados obtidos. Desta forma, durante o processo de selecdo da amostra é
fundamental ter em atencdo alguns fatores, tais como a natureza do(s) xenobiotico(s), a
sua estabilidade e possivel biotransformacdo, tipo e quantidade de amostras necessarias,

assim como O uso necessario ou ndo de preservante nas amostras, possiveis
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interferéncias, putrefacéo, entre outros (Cooper e Negrusz, 2013; Klaassen e Watkins,
2001).

A selecdo das amostras colhidas € muitas vezes ditada pelo caso a ser investigado,
aspetos legais e disponibilidade de amostras, contudo as amostras mais comumente
recolhidas para a anélise de drogas de abuso em casos post mortem sdo 0 sangue
periférico, urina, bilis, liquido cefalorraquidiano, humor vitreo, contetdo géastrico e
tecidos de 6rgdos como o figado. Amostras como cabelo, humor vitreo, cérebro,
musculo, tecido adiposo e 0sso sdo apenas requeridas em situacdes mais especificas.
Amostras como cabelo e unhas sdo importantes na investigacao toxicoldgica quando se
pretende diferenciar uma exposicdo recente de um uso crénico do xenobiodtico. Em
casos de cadaveres em estado avancado de putrefacdo, podem ser importantes amostras

como tecido muscular, cabelo e osso (Drummer, 2004; Skopp, 2004).

A colheita de amostras de fluidos e tecidos deve ser realizada 0 mais cedo possivel, para
assim diminuir a possibilidade de interferéncias relacionadas com o processo de
putrefacdo. Por outro lado, 0 GHB ¢é rapidamente metabolizado e excretado e por isso a
sua detecdo em amostras biologicas € dificultada passadas 6 a 12 horas da sua

administragdo (Busardo e Kyriakou, 2014).

As amostras devem ser recolhidas separadamente para frascos limpos de forma a evitar
possiveis contaminacBes. Os fracos devem ter um tamanho adequado ao volume da
amostra de modo a diminuir o espaco livre e assim evitar as perdas por volatilizacéo e
oxidagdo dos xenobioticos. Cada amostra deve ser rotulada adequadamente, incluindo o
namero do caso institucional, nome do falecido, data da colheita e o tipo de amostra, o

local anatomico de onde foi recolhida e a rubrica do perito (Skopp, 2004).

As condicdes de armazenamento das amostras podem variar de acordo com o analito em
questdo; no entanto, as amostras armazenadas a curto prazo sdo mantidas a uma
temperatura de 4 °C, com a exce¢do de amostras como cabelo, unhas e sangue seco que
sdo armazenadas a temperatura ambiente. Qualquer amostra residual deve ser mantida a
uma temperatura de -20 °C até que a investigacdo esteja concluida (Flanagan et al.,
2008). No caso do GHB, verificou-se um aumento da sua concentragdo em amostras de

sangue e urina, durante o periodo de armazenamento, sendo por isso recomendado
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manter estas amostras a uma temperatura de -20 °C (Ann-Sofie et al., 2014; Castro et
al., 2014; Fjeld et al., 2012).

Alguns dos mecanismos de degradacdo que ocorrem durante o processo de
armazenamento sdo similares aos que ocorrem durante a autélise e a putrefacdo. A
diminuicdo da temperatura de armazenamento e a adi¢cdo de um preservante as amostras
permitem minimizara ocorréncia de reacdes de hidrolise, oxidacdo e reducdo, que sdo
responsaveis pela degradacdo do analito. Este processo ocorre devido a presenca de
enzimas endogenas como esterases, glucuronidases ou invasdo bacteriana, ocorrendo

durante o intervalo post mortem (Skopp, 2004).

No caso do GHB, para além do abaixamento da temperatura até aos -20°C, o0 uso de um
preservante em amostras de sangue post mortem, permitem uma maior estabilidade do
GHB ao longo do tempo. Dentro dos preservantes existentes, o azida sddica, o fluoreto
de sddio e o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) sdos os que mostram melhores
resultados. O citrato de sdédio deve ser evitado, uma vez que leva a um aumento da
concentracdo de GHB em amostras de sangue post mortem. Em amostras ante mortem,
varios estudos demonstram que o GHB ¢é estavel em diferentes condicdes de

armazenamento (Castro et al., 2014; Fjeld et al., 2012).
4.2.1.2. Importancia da cadeia de custodia

A cadeia de custodia consiste numa série de procedimentos que tem como objetivo
manter e verificar a adequada integridade das amostras que se destinam a exames
periciais, de forma a assegurar a inviolabilidade e identidade das amostras. Durante a
recolha, todas as amostras devem ser identificadas com o nimero do caso ou 0 nimero
do pedido, identificacdo da vitima, data e hora da recolha da amostra, identificacdo do
perito que realizou a recolha, descricdo da amostra, quem fez o transporte para o
laboratorio e a confirmacdo da entrega. No laboratorio, todas as amostras sdo
confirmadas com base na requisi¢cdo que as acompanha, verificando-se o nimero de
cada amostra e o cumprimento das recomendacbes das condi¢cdes de colheita e
transporte (Flanagan et al., 2005; Karch, 1998).
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4.2.1.3. Redistribuicdo post mortem

O processo de redistribuicdo post mortem consiste na difusdo dos toxicos ap6s a morte a
favor do gradiente de concentracdo, levando a uma variacdo da concentracdo do toxico.
Isto acontece devido a varios fatores, como a morte e lise celular, putrefacéo,
propriedades inerentes as préprias substancias, posicdo e movimento do corpo apés a
morte e difusdo dos compostos. O processo de difusdo dos compostos inclui a passagem
dos compostos para 0 sangue a partir de 6rgdos sélidos, como o pulméo, figado e o
coracdo e a difusdo passiva do conteudo estomacal para os Orgdos vizinhos. Deste
modo, o processo de redistribuicdo post mortem afeta significativamente a interpretacao
dos resultados analiticos, pois a concentracdo de toxico analisada pode ndo corresponder
a concentracdo exata na altura da morte. Este processo € altamente significativo em
toxicos que apresentam uma elevada lipofilia e/ou um elevado volume de distribuicao
(Cooper e Negrusz, 2013; Drummer, 2004). Contudo, verifica-se que a redistribuicdo
post mortem do GHB néo é altamente significativa, dado que a concentracdo de GHB
no sangue cardiaco ndo é muito diferente da encontrada no sangue femoral (Kintz et al.,
2005).

4.2.1.4. Estabilidade quimica e metabolica

O processo de transformacdo post mortem do GHB leva a consequéncias analiticas e
forenses relevantes, havendo por isso a necessidade de realizar estudos para perceber
quais os fatores que influenciam este processo, de modo a interrompé-lo ou pelo menos
minimiza-lo (Fjeld et al., 2012). A sintese de GHB post mortem é um fator importante
que deve ser levado em conta na altura de interpretar os resultados analiticos, de forma a
diferencial uma possivel ingestdo de GHB ante mortem de uma formacao endégena post
mortem. Esta producdo enddgena pode ser devida aos processos habituais de autdlise
celular e acdo microbiana. A aut6lise celular é responsavel pela formagdo de GABA,
acido succinico e putrescina. Por sua vez, 0 GABA como é um produto intermediario do
GHB leva a um aumento da concentragdo deste nas amostras biologicas. No caso da
acdo microbiana, as bactérias sdo responsaveis por metabolizar a glicose a &cido
succinico que entra na via de producdo do GHB (Castro et al., 2014; Couper e
Marinetti, 2002). Em amostras de sangue post mortem, também se verifica que as
condi¢des de armazenamento e a substancia preservante sdo capazes de influenciar as
concentragfes de GHB (Busardo et al., 2017b; Fjeld et al., 2012). Foram também
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realizados estudos para avaliar a estabilidade do GHB em amostras ante mortem de
sangue total ou plasma, tendo-se verificado que o GHB se mantém estavel em diferentes
condicdes de armazenamento. O mesmo ndo acontece com as amostras de urina onde se
verifica um ligeiro aumento da concentracdo de GHB (Andresen et al., 2010; LeBeau et
al., 2007).

4.2.2. Amostras biologicas empregues na analise de GHB

O processo de selecédo e recolha de amostras é de extrema importancia para assim se
garantir resultados fidedignos e precisos durante a interpretacdo dos resultados. Na
maior parte dos casos existe uma grande variedade de amostras, sendo por isso
necessario a utilizagdo de critérios de selecdo (Drummer, 2004; Skopp, 2004). No caso
do GHB, as amostras preferencialmente recolhidas na analise post mortem séo o sangue,
urina, cabelo e o humor vitreo. Outras amostras como a bilis, figado, conteido gastrico,
suor, saliva e o liquido cefalorraquidiano podem em alguns casos serem também
recolhidas, contudo ndo apresentam grande interesse do ponto de vista analitico, dada a

falta de estudos que suportem a utilizacdo destas amostras para a pesquisa de GHB.
4.2.2.1. Sangue

O sangue é a matriz biol6gica mais comumente utilizada nas analises toxicoldgicas
forenses, pois fornece de forma apropriada a correlagcdo da concentracdo do toxico no
sangue com o estado clinico do individuo. Por outro lado, a relacdo toxico/metabolito
pode ser bastante (til para a determinacdo do periodo decorrido desde a administracéo.
Preferencialmente é recolhido sangue periférico através da veia femoral de forma a
diminuir o risco de contaminacgdo. Outra possibilidade € a recolha de sangue cardiaco.
No entanto, em condicdes de elevada putrefacdo ou de trauma apresenta um maior risco
de contaminacdo e é mais facilmente afetado pela redistribuicdo post mortem por se
localizar numa regido central e proximo de érgdos com capacidade de acumular

elevadas quantidades de compostos (Drummer, 2004; Skopp, 2004).

Em testes de rastreio recomenda-se 0 uso de uma amostra de sangue cardiaco, contudo
para uma posterior confirmagdo de um resultado positivo, € necessaria uma analise
simultanea em amostras de sangue femoral e humor vitreo para que se possa diferenciar
uma possivel formacdo post mortem de uma exposicdo exogena de GHB (Kintz et al.,
2004).
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Na recolha de sangue € necessario a adicdo de um preservante sendo que este é
escolhido mediante o toxico a analisar. No caso especifico do GHB, é normalmente
usado o fluoreto de so6dio como preservante. Dependendo do tdxico a analisar também
se pode optar pela analise do sangue total, plasma ou soro. Quando o objetivo é a
quantificacdo de drogas é mais indicado a utilizacdo de sangue total, pois as drogas
apresentam diferentes afinidades por proteinas podendo por isso serem descartadas
quando se utiliza uma amostra de plasma ou de soro (Bordin et al., 2015; Couper e
Marinetti, 2002).

A auséncia do tdxico na amostra de sangue ndo exclui a possibilidade de intoxicacao,
pois 0 GHB apresenta um tempo de semi-vida curto sendo rapidamente eliminado do
sangue. Nestes casos, € sempre necessario confirmar o resultado, através da analise em
amostras de urina e/ou cabelo (Busardo, 2016; Kankaapaa et al., 2017; Kintz et al.,
2004).

4.2.2.2. Urina

A urina € uma matriz biolégica habitual em analises de toxicologia forense pois permite
a identificacdo de compostos toxicos, bem como dos seus metabolitos. E bastante (til
para orientar a pesquisa no sangue e por isso € utilizada rotineiramente no screening de

agentes toxicos (Cooper e Negrusz, 2013).

Os compostos toxicos e seus metabolitos sdo, geralmente, encontrados em
concentracdes elevadas na urina, sendo que a excre¢ao urinaria dos metabolitos € mais
rapida e extensa que a dos toxicos originais. Estes compostos encontram-se presentes na
urina por um periodo de 2 a 5 dias apds o consumo, indicando um uso recente da droga
(Bordin et al., 2015).

Quando a morte ocorre rapidamente, o resultado da pesquisa pode ser negativo. Além
disso, ndo é possivel correlacionar a concentracdo da droga na urina com os efeitos
farmacologicos e toxicos. Desta forma, a detecdo da droga na urina é apenas indicativo
de que a droga estava presente no organismo algum tempo antes da morte sendo sempre

necessario a confirmacao através de outra amostra (Nelson et al., 2011; Skopp, 2004).

A urina, sempre que possivel, € uma das amostras rotineiramente coletadas para a

pesquisa tanto do GHB como dos seus metabolitos, uma vez que, esta amostra apresenta
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uma grande janela de detecdo quando comparada com outras amostras, nomeadamente o
sangue (Kankaapéaé et al., 2007; Wood et al., 2011).

4.2.2.3. Cabelo

O cabelo € uma amostra que permite obter informacao retrospetiva da exposi¢cdo a uma

droga uma vez que retém estes compostos durante longos periodos de tempo.

Esta matriz fornece inimeras vantagens como a facilidade de amostragem, ndo requerer
cuidados de transporte e armazenamento, é de dificil adulteracdo e permite distinguir
um uso esporadico da droga de um uso crénico. Outra vantagem desta matriz face as
amostras de sangue e urina é a grande janela de detecdo que pode ir desde 3 dias a
meses ou mesmo anos apos o consumo (Bulcdo et al., 2012). No caso do GHB, esta
vantagem é uma mais-valia, dado que o GHB ¢é rapidamente eliminado do sangue e da
urina (Castro et al., 2014). A possibilidade de utilizacdo desta matriz mesmo em
cadaveres em estado avancado de decomposi¢do constitui outra vantagem do uso deste
tipo de matriz em estudos post mortem (Flanagan et al., 2005).

Para andlise toxicoldgica post mortem é cortada uma madeixa de cabelo, o mais
préximo possivel ao couro cabeludo, na regido do vértice posterior da cabeca, pois é

onde se verifica uma menor variabilidade no crescimento capilar (LeBeau et al., 2011).

O cabelo é uma das amostras bastante utilizada para pesquisa de GHB, especialmente,
nos casos em que se pretende comprovar 0 uso crénico da droga e suspeita de abuso
sexual. Para tal, é feita uma analise segmentar comparando as concentracdes de GHB
detetadas nos segmentos proximais ao bolbo capilar com os segmentos mais distais de
forma a avaliar os niveis basais e assim provar se houve ou ndo uma exposicao exdgena.
A detecdo de uma unica exposicdo ao GHB é importante para confirmar casos em que
ha suspeita do uso da droga como facilitadora de agressdes sexuais. E importante ter em
consideracdo que € necessario algum tempo para a migracdo do GHB ao longo do eixo
do cabelo recomendando-se um intervalo de trés semanas entre o consumo e a recolha
da amostra (Castro et al., 2014; Busardo, 2016).

A quantidade de toxico depositada no cabelo varia em funcéo do tipo de exposicao e da
atividade metabdlica. Outros fatores como a cultura, a etnia e cuidados capilares

também influenciam a concentracdo de droga no cabelo (Skopp,2004). Estudos
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realizaram mostraram que o GHB € detetado em amostras de cabelo mesmo quando
presente em concentracfes enddgenas (Busardd e Kyriakou, 2015; Bertol et al., 2012).
A analise dos segmentos de cabelo pode definir o histérico de uso da droga. A
diminuicdo da concentracdo de droga nas secc¢des proximais do cabelo pode indicar uma

situacdo de abstinéncia ou de diminuicdo do seu consumo (Skopp, 2004).
4.2.2.4. Humor vitreo

O humor vitreo é o liquido gelatinoso encontrado no globo ocular, constituido
maioritariamente por agua (99%), sais e proteinas. O ambiente isolado e protegido onde
se encontra e a baixa atividade enzimética (auséncia de esterases responsaveis pela
rapida degradacdo de substancia) fazem com que esta amostra seja menos propensa a
decomposicdo bacteriana, o que justifica a sua resisténcia aos fendmenos de putrefacédo
e redistribuicdo post mortem. Estas caracteristicas fazem com que o humor vitreo seja
uma amostra de grande importancia nas situacdes em que nao é possivel obter sangue
em quantidades suficientes e nos casos em que o cadaver evidencia elevada putrefacdo
(Bordin et al., 2015; Dinis-Oliveira et al., 2010; Skopp, 2004). O humor vitreo é,
portanto, uma matriz confiavel para avaliar a concentracdo de GHB em amostras post
mortem pois verifica-se que a sua concentragcdo ndo varia significativamente durante o
intervalo post mortem (Busardo et al., 2017b). As caracteristicas aquosas desta amostra
fazem com que compostos extensivamente ligados a proteinas ou com caracteristicas
lipofilicas exibam baixas concentracdes no humor vitreo comparativamente a amostras
de sangue. Nesta matriz, a presenca de droga no estado original € predominante em
relacdo aos seus metabolitos (Bordin et al., 2015; Cooper e Negrusz, 2013).

O humor vitreo é colhido por aspiracdo com o auxilio de uma seringa inserida no centro
do globo ocular. Um dos inconvenientes desta amostra é o facto de ndo representar

exatamente as concentracfes sanguineas (Skopp, 2004).
4.2.2.5. Bilis

A bilis € um fluido complexo e variavel, recolhido através da vesicula biliar por
aspiracdo com seringa ou por incisdo (Dinis-Oliveira et al., 2010). Funciona como
reservatorio de xenobidticos e metabolitos que sofrem excrecdo biliar e circulagdo
entero-hepatica. E uma amostra de grande interesse em casos de auséncia de urina e

quando a droga ndo € encontrada no sangue. A presenca dos Xxenobidticos ou
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metabolitos na bilis ndo permite distinguir uma exposic¢do recente de uma exposi¢do
cronica da droga (Skopp, 2004). A bilis, apesar de se encontrar incluida em alguns
estudos, ndo é uma amostra de eleicdo quando se pretende comprovar a existéncia de
GHB de origem exdgena no organismo. Isto porque pouco se sabe sobre a concentracéo
enddgena de GHB nesta amostra, o que faz com que ndo se consiga diferenciar niveis
enddgenos de GHB de uma exposicdo exdgena a droga (Castro et al., 2014; Kintz et al.,
2004; Mehling et al., 2016; Moriya e Hashimoto, 2005). De acordo com o estudo
realizado por Moriya e Hashimoto, as concentragdes enddgenas de GHB na bilis sdo
semelhantes as concentragdes encontradas na urina e significativamente menores do que

as encontradas no sangue (Moriya e Hashimoto, 2005).
4.2.2.6. Figado

O figado é o tecido mais frequentemente colhido e analisado em casos post mortem para
completar os dados toxicoldgicos obtidos no sangue. Por outro lado, o figado apresenta
uma grande quantidade de tecido disponivel, é de facil recolha e preparacdo da amostra

guando comparado com outros tecidos disponiveis (Dinis-Oliveira et al., 2010).

O figado é o principal 6rgdo metabodlico, o que explica as concentracfes elevadas de
toxicos observadas neste 6rgdo, fazendo com que sejam facilmente detetados nesta
matriz mesmo quando presentes em baixas concentragdes no sangue. Hoje em dia, com
0s métodos analiticos cada vez mais sensiveis, a maioria das drogas é detetada no
sangue, ndo sendo necessaria a analise do figado para a confirmacdo do resultado. No
entanto, o figado é um tecido bastante Util para a analise de drogas que sofram
redistribuicdo post mortem, uma vez que as concentragdes no figado sédo relativamente

estaveis apds a morte (Cooper e Negrusz, 2013).

Preferencialmente, a amostra deve ser recolhida do lobo direito do figado para reduzir o
risco de contaminacdo provocado pela bilis e pela difusdo do conteldo estomacal
(Flanagan et al., 2008).

Apesar de todas as caracteristicas descritas tornarem o figado uma amostra de eleicdo na
pesquisa de varios xenobidticos, esta amostra raramente é recolhida para a identificacdo
de GHB, dada a caréncia de estudos. Por outro lado, o estudo realizado por Sakurada et
al. sugere que o GHB presente nesta amostra resulta do processo de decomposicao post
mortem (Mazarr-Proo e Kerrigans, 2005; Skurada et al., 2002).
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4.2.2.7. Conteudo gastrico

Em casos de suspeita de intoxicacdo per os, o contetido gastrico pode ser uma amostra
bastante util por diversas razdes. Apds sobredosagem a concentracdo de toxico no
estdmago pode ser bastante alta. Além disso, algumas drogas que podem ser dificeis de
detetar no sangue devido a sua ampla distribuicdo no organismo, podem ser mais

facilmente detetadas no estomago (Cooper e Negrusz, 2013; Dinis-Oliveira et al., 2010).

A observacdo macroscopica e organolética do contetdo estomacal fornece orientacdes
que ajudam no processo analitico, sendo que os cheiros e as coloracdes podem ser
associadas a determinados compostos. Além disso, podem estar presentes capsulas ou
comprimidos, intactos ou parcialmente desfeitos, que devem ser imediatamente
separados, secos e acondicionados num contentor isento de humidade e bem fechado

para posterior analise (Nelson et al., 2011; Skopp, 2004).

A detecdo de grandes quantidades de droga no contetdo estomacal ndo fornece
informacdo suficiente para estabelecer a causa da morte, sendo sempre necessario cruzar
esta informacdo com os dados obtidos no sangue e/ou tecidos. O mesmo acontece
quando a concentracdo da droga é baixa, pois pode ter ocorrido uma difusdo passiva da

droga para o sangue (Skopp, 2004).

A desvantagem do contetdo estomacal é a sua composicdo, que pode variar de um
fluido aquoso a um semissélido, dependendo da quantidade e do tipo de alimento
presente. Por outro lado, o conteddo estomacal raramente é homogéneo, o que dificulta
a medicdo com precisdo da concentragdo representativa de farmaco no volume de

contetdo estomacal recebido (Cooper e Negrusz, 2013).

Apesar da sua utilidade, o conteldo gastrico ndo é uma amostra com grande interesse
para a analise de GHB. No entanto, verifica-se que em alguns casos de intoxicacao esta

amostra é também recolhida (Bodson et al., 2008; Grarff et al., 2017).
2.2.2.8. Suor

O suor libertado pelas glandulas sudoriparas aprdcrinas e écrinas € constituido
maioritariamente por uma solucdo aquosa hipertonica (99%), e outros constituintes como
lactato, gama albumina, ureia, ides amdnio, enzimas e compostos organicos (Bordin et al.,

2015; Dinis-oliveira et al., 2010). Devido a sua composi¢do, o suor, quando comparado
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com outras matrizes bioldgicas, apresenta uma maior concentragdo de GHB mesmo em
individuos nunca expostos a droga, sendo isto um dado importante aquando da interpretacdo
dos resultados analiticos (Bordin et al., 2015; Castro et al., 2014).

As caracteristicas fisico-quimicas das drogas, tais como a massa molecular, pKa, grau de
ligagdo as proteinas plasmaticas e lipofilia influenciam a incorporacdo das drogas no suor
por difusdo passiva através dos capilares sanguineos ou por passagem transdérmica (Bordin
et al., 2015; Levisky et al., 2000).

A recolha do suor é simples, ndo invasiva, com poucos riscos de adulteracdo e interferentes.
As espécies predominantemente encontradas sdo as proprias substancias utilizadas e ndo os
seus metabolitos. Apesar das vantagens mencionadas, esta matriz também apresenta
algumas desvantagens onde se inclui a falta de informacé&o sobre a relacdo dose-resposta, a
guantidade limitada de amostra e a falta de informacdo sobre o uso desta matriz. Além
disso, as concentragdes encontradas dos analitos sdo relativamente baixas, exigindo técnicas
analiticas com elevada sensibilidade e seletividade (Bordin et al., 2015; Nelson et al.,
2011).

Dentre as drogas de abuso ja estudadas e detetadas no suor incluem-se 0 GHB, o etanol, as
anfetaminas, o fenobarbital, a cocaina, a heroina, a morfina, a fenciclidina e a metadona.
Foram ja descritos ensaios imunoenzimaticos e radioimunoensaios como métodos de
triagem para avaliar a presenca de drogas no suor, sendo por isso O suor uma matriz
recorrente para a monitorizacdo da exposi¢do a drogas de abuso durante o tratamento de
desintoxicacdo, no &mbito da justica criminal e como pré-requisito para o emprego (Bordin
et al., 2015; Samyn et al., 2002). No entanto, a grande variedade enddgena do GHB no
suor, impede a utilizacdo desta matriz em métodos de triagem para pesquisa do GHB
(Demoranville e Verkouteren, 2013; Abanadas et al., 2007).

2.2.2.9. Saliva

A saliva, secretada pelas glandulas presentes na mucosa bucal, pode ser util para
pesquisa do consumo recente de drogas. As drogas sdo transferidas do sangue para a
saliva por difusdo passiva, podendo a droga ser detetada nesta matriz na forma néo
metabolizada. A incorporacdo de drogas nesta matriz depende do pH do fluido oral e do
sangue e da percentagem de ligacdo da droga as proteinas plasmaéticas (Bordin et al.,
2015).
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A saliva apresenta especial interesse quando se pretende fazer um teste de rastreio para
pesquisa de GHB, ja que a sua colheita é simples, répida e ndo envolve métodos

invasivos (Grootveld et al., 2006).

A administracdo de uma dose unica de GHB por via oral pode permanecer detetavel na

saliva por 5 horas (Verstraete, 2004).
4.2.2.10. Liquido cefalorraquidiano

O liquido cefalorraquidiano € um material aquoso e transparente que se encontra
anatomicamente protegido, estando por isso mais protegido de contaminacdes e
invasdes microbianas. Dada a sua composicdo, é de esperar que compostos ligados em
grande extensdo a proteinas ou muito lipofilicos apresentem maior concentragdo no

sangue do que neste fluido (Skopp, 2004).

O liquido cefalorraquidiano ndo é uma amostra frequentemente usada para a pesquisa de
GHB, uma vez que existem poucos estudos publicados sobre as concentracdes de GHB
nesta amostra, 0 que torna a interpretacdo dos resultados analiticos mais dificil.
Contudo, dos estudos existentes, verifica-se que a concentracdo de GHB encontrada no
liquido cefalorraquidiano é semelhante a encontrada em amostras de urina e
significativamente menor a encontrada em amostras de sangue (Andresen-Stricher et al.,
2014; Busardo et al., 2017a; Moriya e Hashimoto, 2005).

2.2.3.Métodos de analise do GHB em amostras bioldgicas

Numa analise toxicoldgica, a selecdo do método analitico deve ser feita perante as
amostras e técnicas disponiveis, tendo em conta a sensibilidade, especificidade, precisao
e exatiddo dos métodos utilizados. As técnicas adotadas devem ser as mais convenientes
para que se obtenha resultados fidedignos, que contribuam para uma correta

identificacdo e confirmag&o da substancia (da Costa et al., 2010).

Apés a colheita da amostra, é realizada uma analise qualitativa através de métodos de
rastreio. Estes métodos incluem técnicas de execucdo simples e rapida, altamente
sensiveis de baixo custo, mas pouco especificas. Os resultados positivos necessitam de
uma confirmagdo através dos métodos analiticos de confirmagdo, uma vez que estes
apresentam uma grande especificidade, sensibilidade e um grau de certeza elevado.

Contudo, sdo métodos que apresentam um custo mais elevado. Dentro dos métodos de
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confirmacdo distinguem-se os métodos de confirmacdo qualitativos, em que se
identificam inequivocamente a presenca de uma substincia na amostra, ndo
mencionando a sua quantidade, e os métodos de confirmacao quantitativos que, além de
identificar inequivocamente uma substancia numa amostra, também indicam a respetiva

concentracdo (Ann-Sofie et al., 2014; Cooper e Negrusz, 2013).

No final da anélise toxicologica € feita a interpretacdo dos resultados obtidos e o
relatorio é enviado as autoridades judiciais. O relatorio final da analise deve ser
explicito quanto ao método utilizado, a sensibilidade da técnica, valores de cut-off,

principais limitagdes e cumprimento da cadeia de custodia.
2.2.3.8. Métodos de triagem

Os ensaios colorimétricos e enzimaticos sdo as técnicas de rastreio mais utilizadas numa
analise de GHB em amostras biologicas. Sdo ensaios que permitem uma resposta
qualitativa rapida mas que necessitam de serem validados através de testes de
confirmacéo (Ann-sofie et al., 2014).

2.2.3.8.1. Ensaios colorimétricos e enzimaticos

Os ensaios colorimétricos descritos para a pesquisa de GHB sdo testes rapidos que
permitem uma leitura do resultado em apenas 5 minutos. Estes ensaios permitem
identificar a presenca de GHB na urina com base na conversdo do GHB em GBL. Desta
forma, estes ensaios ndo sdo adequados para distinguir uma intoxicacdo por GHB de
uma intoxicacdo por GBL. Outra desvantagem deste método é a falta de sensibilidade
pois apresentam um limite de detecéo entre 100 mg/L a 500 mg/L (Alston e Ng, 2002;
Andresen et al., 2011; Ann-sofie et al., 2014; Parkin e Brailsford, 2009). Mais
recentemente, surgiu um ensaio enzimatico para a detecdo de GHB em amostras de
urina e soro. Como ilustra a Figura 7, esta técnica baseia-se na degradacdo do GHB em
semialdeido succinico (SSA), através da enzima GHB-desidrogenase e do cofator
dinucledtido de nicotinamida e adenina (NAD™). O aumento da absorvancia a 340 nm é
resultado da reducdo do NAD"em NADH que é proporcional a quantidade existente de
GHB na amostra (Andresen et al., 2011).
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GHB desidrogenase

GHB | T—  SsA
(amostra) @
Co-fator oxidado Co-fator reduzido
(NAD™) (NADH)
Abs 340 nm

Figura 7. Principio do ensaio enzimatico (Fonte: Andresen et al., 2011).

A sensibilidade deste método € de 7 mg/L em amostras de soro e de 5 mg/L em
amostras de urina. No entanto, apesar do aumento de sensibilidade em relagdo ao
método anterior, € igualmente indispensavel a aplicacdo de testes de confirmacdo no
caso de resultados positivos (Andresen et al., 2011; Ann-sofie et al., 2014; Bravo et al.,
2004; Grenier et al., 2012).

2.2.3.9. Métodos de confirmacéao
2.2.3.9.1. Preparacdo da amostra

Dada a complexidade das amostras bioldgicas em proteinas, lipidos e outras
macromoléculas, é necessaria uma prévia preparacdo da amostra antes de iniciar as
técnicas de confirmacdo. Este processo € importante para isolar o analito num solvente

que seja compativel com os processos analiticos a utilizar.

As técnicas utilizadas para o tratamento das amostras bioldgicas incluem diluicéo,
filtracdo, desproteinizacdo, modificacdo quimica, extracdo liquido-liquido (LLE),
extracdo em fase sélida (SPE) e extracdo por headspace (HS). Estas técnicas podem ser
usadas sozinhas mas por vezes sdo usadas em combinagdo (Ann-sofie et al., 2014;
Cooper e Negrusz, 2013).

A precipitacdo de proteinas € uma técnica adequada para a remogdo de uma grande
parte de interferentes presentes no soro e plasma, uma vez que o0 GHB néo se apresenta

ligado as proteinas plasmaticas.

A modificacdo quimica é uma técnica importante para a formacéo da lactona através do

GHB. Esta conversdo melhora tanto o processo de extracdo como a anélise e detecdo
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cromatografica, uma vez que a lactona é mais estavel e menos polar quando comparado
com a molécula de GHB. A maior volatilidade da lactona também permite melhorar as

propriedades da cromatografia gasosa.

A extracdo liquido-liquido consiste na extracdo do analito recorrendo ao uso de
solventes organicos. Quando se pretende extrair o GHB s&o usados solventes como o
acetato de etilo, o éter metil-terc-butilico ou o hexano. No caso do analito ser o0 GBL séo
usados solventes como o diclorometano, o cloroférmio ou o benzeno. Posteriormente, o
solvente é evaporado, obtendo-se um residuo seco que sera reconstituido com o solvente

apropriado a analise cromatogréafica (Ann-sofie et al., 2014; Bordin et al., 2015).

A técnica de SPE baseia-se na separacao liquido-sélido através de diferentes afinidades.
Esta técnica pode ser utilizada para extrair o GHB da amostra bioldgica, bem como para
reter substancias interferentes, permitindo que o analito de interesse passe pelo solvente

e seja recolhido para anélise posterior.

A extracdo por headspace € uma técnica de extracdo pouco usada devido a
complexidade de optimizacdo do procedimento e a necessidade de um volume de
amostra superior para se obter uma sensibilidade semelhante a dos procedimentos de

preparacdo de amostras anteriores (Ann-sofie et al., 2014).
2.2.3.9.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS)

A GC-MS consiste numa combinacdo de duas técnicas analiticas, a cromatografia
gasosa e a espectrometria de massa. Atualmente, esta técnica € um procedimento padrédo
em laboratérios forenses devido a sua versatilidade, especificidade e sensibilidade
(Yuan et al., 2015).

A cromatografia gasosa (GC) consiste na volatilizacdo da amostra apds esta ser
introduzida no injetor e posterior distribui¢do das substancias da amostra entre uma fase
estacionaria solida ou liquida e uma fase mdvel gasosa, normalmente azoto, hélio, argon
ou hidrogenio. A separagéo depende da interacdo diferencial entre a fase movel e a fase
estacionaria, sendo os analitos separados de acordo com as suas propriedades fisico-
quimicas, como a polaridade e a volatilidade. A principal limitagdo desta técnica reside
na incapacidade da andlise de substancias ndo volateis, termolabeis e de elevado peso

molecular.
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Apos a separacdo dos analitos pelos métodos cromatograficos, estes sdo posteriormente
detetados no espectrometro de massa (MS). O MS so6 funciona a partir da ionizacao do
analito, obtendo-se fragmentos e massa a partir deste ido, sendo estes posteriormente
separados de acordo com a relacdo massa/carga de cada fragmento e detetados
proporcionalmente & sua abundancia, produzindo assim um espectro de massa completo
que permite a sua identificagio e quantificacio mediante o uso de padrdes adequados. E
importante referir que 0 MS apenas € capaz de detetar espécies ionicas e ndo atomos ou

moléculas neutras (Ann-sofie et al., 2014; Oliveira et al., 2015; Yuan et al., 2015).

A GC-MS é um método sensivel para a quantificacdo de GHB assim como de GBL e
1,4-BD. E um método bastante adequado para analise forense que possibilita a detegio
de varias substancias em simultdneo numa pequena gquantidade de amostra (Ann-sofie et
al., 2014).

2.2.3.9.3. Cromatografia gasosa com detetor de ioniza¢cdo em chama (GC-FID)

A GC-FID tem por base o mesmo principio de funcionamento que a técnica
anteriormente descrita, sendo que a principal diferenca reside no método de detecédo

usado que, neste caso, é um detetor de ionizacdo em chama (FID).

Ap0s a separacdo dos analitos através da GC, estes sdao detetados pelo FID. O fluxo de
gas que sai da coluna de cromatografia passa através de um queimador, onde os
compostos organicos sdo queimados originando iGes que sdo recolhidos por elétrodos

dando origem a uma variacao de corrente.

A detecdo de GHB através desta técnica pressupBe a adicdo de &cido sulfdrico
concentrado para a ciclizacdo do GHB em GBL. Para distinguir uma intoxicacao por
GHB de uma intoxicacdo por GBL, sdo utilizadas duas aliquotas de amostra, uma onde
se adiciona um &cido que é responsavel pela conversdao do GHB em GBL e a outra em
gue ndo se adiciona acido (Andresen et al., 2011; Couper e Marinetti, 2002; Elliott,
2003).

2.2.3.9.4. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em serie
(LC-MS/MS)

O método de LC-MS/MS tem por base a juncdo de duas técnicas analiticas, a

cromatografia liquida e a espectrometria de massa.
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A cromatografia liquida (LC) é uma técnica que permite a separacdo de um grande
nimero de compostos similares. E uma técnica bastante utilizada que permite a anélise
de compostos organicos e inorganicos, podendo as amostras ser liquidas ou sélidas,
ionicas ou covalentes, de baixo peso molecular e termolabeis. Amostras gasosas sdo as
Unicas que ndo podem ser analisadas por esta técnica. Por estas razbes, a LC é uma

técnica com um espectro de aplicagdo complementar a GC (Oliveira et al., 2015).

Apesar das técnicas de GC serem mais utilizadas, a LC pode ser mais vantajosa, isto
porque, apesar da sensibilidade do método ser semelhante, esta técnica € menos
laboriosa, 0 uso de solventes organicos é reduzido e ndo exige a conversdo do GHB em
GBL (Ann-sofie et al., 2014).

A LC pressupde 0 mesmo principio de separacdo que a GC, no entanto a sua fase movel
é um liquido. Apds a separacao dos analitos, estes sdo entdo analisados e detetados pelo

MS em série.

A técnica de LC-MS/MS permite uma anéalise simultanea de GHB, GBL e 1,4-BD, num
curto periodo de tempo, sendo por isso um método bastante Util em casos de intoxicacdo
por GHB (Parkin e Brailsford, 2009).

2.2.3.9.5. Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa em série (UHPLC-MS/MS)

A técnica de UHPLC-MS/MS é semelhante & anteriormente descrita, embora esta
apresente tempos de execucdo mais curtos e uma sensibilidade e precisdo superiores
(Ann-sofie et al., 2014).

A fase estaciondria da UHPLC é a coluna cromatogréfica que é constituida por
particulas de tamanho muito reduzido que sdo responsaveis pela alta eficiéncia da
técnica. A fase mdvel deve ser um solvente que dissolva a amostra sem ocorréncia de
interferentes. Ap0s a separacdo, 0S compostos seguem para o espetrometro de massa em
série onde sofrem ionizagédo e separacdo de acordo com a razdo massa/carga (Maldaner
e Jardin, 2012).

Esta técnica permite identificar e quantificar ndo s6 o GHB mas todos 0s seus
metabolitos em diferentes matrizes bioldgicas, tais como sangue, urina, liquido

cefalorraquidiano e cabelo. Para aléem de amostras biologicas, € também possivel aplicar
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esta técnica a material apreendido. E uma técnica rapida e que exige um pequeno

volume de amostra (Busardo et al., 2017a).
2.2.4.Valores de cut-off

Os valores de cut-off sdo valores numéricos que servem de comparacdo para 0S
resultados analiticos e que orientam as conclusGes para a interpretagdo final dos
resultados. Séo dados de extrema importancia na analise dos resultados toxicoldgicos,
pois permitem distinguir um resultado positivo (quando o valor obtido se encontra
acima do valor de cut-off) de um resultado negativo (quando o valor obtido se encontra
abaixo do valor de cut-off) (Tsanaclis et al., 2015). Estes valores podem ser
determinados no processo de validagdo dos métodos analiticos ou sugeridos por

sociedades cientificas.

Cada droga ou metabolito apresenta o seu valor de cut-off proprio. Este valor também
pode variar dependendo do tipo de matriz analisada e da metodologia utilizada
(Tsanaclis et al., 2015; Andresen-Streichert et al., 2015).

Para a determinacdo dos valores de cut-off do GHB é necessario ter em consideracao
que o GHB é uma substancia enddgena em todos os fluidos corporais e que a sua
concentracdo aumenta apos a morte (Andresen-Streichert et al., 2015). Por esta razao,
foi também necessario estabelecer um valor de cut-off para amostras ante mortem e para
amostras post mortem. No caso de amostras ante mortem o valor de cut-off é de 5 mg/L
no sangue e de 10 mg/L na urina. Quando se trata de amostras post mortem o valor de
cut-off € de 50 mg/L no sangue e de 20 mg/L na urina. No caso de elevada putrefacao,
varios autores sugerem o uso do humor vitreo para a pesquisa de GHB, pois, como ja
referido anteriormente, esta matriz encontra-se isolada e é, por isso, menos afetada pelas
alteracdes post mortem. Neste caso, o valor de cut-off proposto para esta amostra é de
50 mg/L (Andresen et al., 2011; Andresen-Streichert et al., 2015; Busardo et al., 2017b;
Busardo e Kyriakou, 2014).

Quando sdo encontrados valores de GHB no sangue na ordem dos 100-200 mg/L deve-
se considerar a possibilidade de existir a GHB aciddria. A GHB aciduria ¢ uma
desordem genética rara que resulta na acumulacdo de GHB devido a uma deficiéncia na
enzima semialdeido succinico desidrogenase. Desta forma, é necessario recolher uma

segunda amostra de sangue, num tempo posterior, para que se possa avaliar a
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concentracdo basal de GHB e assim comparar com a concentracao na primeira amostra
(Busardo e Kyriakou, 2014; Castro et al., 2014).
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3. ESTUDO DE CASOS FORENSES
Caso 1l

Duas criangas, uma do sexo masculino e outra do sexo feminino, com 2 e 10 anos
respetivamente, foram admitidas no Servico de Urgéncia com um nivel de consciéncia
diminuido. O rapaz de 2 anos torna-se totalmente alerta e cooperativo 7 horas apos
entrada no hospital. A menina apresentou vomitos persistentes e uma convulsdo. Os
testes de rastreio de drogas na urina foram positivos para 0 GHB. Descobriu-se que
ambas as criancas tinham ingerido bolas do jogo “Bindeez”. As bolas deste brinquedo
continham na sua composic¢do 1,4-butanodiol, que uma vez no organismo é rapidamente
metabolizado e convertido em GHB. As autoridades reguladoras foram notificadas e a

comercializacdo do brinquedo foi proibida (Gunja et al., 2008).
Caso 2

Homem de 39 anos foi encontrado em casa inconsciente. Ao seu lado foi encontrada
uma garrafa meia vazia, a qual, segundo o seu colega de quarto, continha GHB. Apoés a
sua entrada no hospital, verificou-se uma acidose metabdlica e respiratdria combinada
grave, 0 que contribui para uma paragem cardiaca. Para o tratamento da acidose o
homem foi sujeito a uma hemodiafiltracdo venosa continua, verificando-se uma rapida

recuperacao nas horas seguintes.

A concentracdo plasmatica de GHB foi determinada por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa, tendo-se obtido uma concentracdo de 2498 mg/L (24
mmol/L). As concentracdes plasmaticas de GHB foram as mais altas relatadas em
sobreviventes. O conteldo da garrafa encontrada ao lado do homem também foi

analisado e confirmou-se a presenca de GBL no liquido (Roberts et al., 2011).
Caso 3

Uma mulher de 52 anos, com historia de narcolepsia com cataplexia foi encontrada
morta de manh&. No mesmo local foi encontrada uma garrafa com uma solucéo oral de

Xyrem® (oxibato de sddio) e uma seringa doseadora parcialmente cheia.

A anélise toxicologica a uma amostra de sangue post mortem revelou a presenca de

GHB, fentermina, paroxetina e zolpidem, todos eles em niveis terapéuticos. Através de
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uma analise complementar a urina, percebeu-se que a quantidade de Xyrem® ingerida
pela vitima corresponde a dose terapéutica. Contudo, a toma concomitante do Xyrem®
com o zolpidem (agente hipnoético sedativo) pode ter agravado possiveis efeitos

depressivos respiratorios e, consequentemente, levar a morte (Zvosec et al., 2009).
Caso 4

Mulher de 21 anos com historia de quatro anos de dependéncia de GHB e anfetaminas
submete-se a quatro processos de desintoxicacdo de GHB, tendo estes sido bem-
sucedidos. Posteriormente, foi-lhe prescrito o baclofeno como um tratamento
experimental no processo de prevencdo de recaidas. Ap6s algum tempo de tratamento, a
mulher entra em coma associado a bradipneia. No bolso da mulher foi encontrada uma
garrafa com GHB. Ap0s a sua estabilizacdo, a mulher admitiu inconsisténcias na toma
do baclofeno, isto €, descartava tomas para serem utilizadas em doses mais elevadas
como sedativo e ansiolitico. A mulher também admitiu o abuso ilicito de GHB. A toma
conjunta destas duas substancias estara na origem dos sintomas descritos (Kamal et al.,
2015).

Caso 5

Menina de 6 anos foi sedada varias vezes com GHB pelo seu tio a fim de ser abusada
sexualmente. No decorrer de um abuso sexual, 0 homem percebeu que a menina deixou

de respirar, tentando reanima-la, mas sem sucesso.

Para a analise toxicologica foram recolhidas amostras de sangue cardiaco, humor vitreo,
tecido cerebral e renal e cabelo. As amostras de sangue venoso femoral e urina nao se
encontraram disponiveis, o que dificultou a interpretacdo dos resultados analiticos.
Apesar da causa da morte ser atribuida a intoxicacdo por GHB, ndo se conseguiu
perceber se a morte resultou de uma depressado respiratéria devido a uma dose elevada
de GHB ou se resultou de uma asfixia, uma vez que foi encontrado contetdo estomacal

na seccdo central do trato respiratorio (Mehling et al., 2016).
Caso 6

Individuo de sexo masculino admitido numa unidade de emergéncia médica apds duas
tentativas de reanimacdo cardiopulmonar na rua. Através de uma conversa com uns

amigos que acompanhavam o doente, apurou-se que este teria ingerido GHB em
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grandes quantidades. O doente foi colocado em coma induzido devido aos sintomas

sofridos.

As analises toxicoldgicas realizadas ao soro e a urina revelaram a presenca de GHB em

concentracgdes letais, bem como de etanol e cannabis.

O efeito depressivo combinado do GHB e do etanol no sistema nervoso central e no
sistema respiratorio terdo levado a uma paragem cardiaca e, consequentemente, a morte
do individuo (Wiergowski et al., 2016).
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4, CONCLUSAO

O GHB ¢é uma droga de abuso com propriedades depressoras do SNC. Apesar do seu
baixo consumo, é frequentemente reportado o seu uso como droga facilitadora de
agressdes sexuais. Atualmente apresenta um lugar de destaque no ambito da
Toxicologia Forense por estar envolvido em casos criminais, como por exemplo
violagOes e overdoses, alteragdo do comportamento e rastreio de drogas ilicitas. Ainda
que a regulamentacdo do GHB seja apertada, este permanece disponivel através da
Internet, onde se pode comprar facilmente 0s reagentes necessarios para a sua producao.
Apesar do seu uso ilicito, o GHB sob a forma de oxibato de sodio é utilizado na
terapéutica para o tratamento da cataplexia em doentes com narcolepsia.

A ampla variedade de matrizes biologicas associadas a tecnologia moderna cada vez
mais sensivel e precisa permite uma identificacdo da droga mesmo quando presente em
baixas concentra¢fes. Contudo, a rapida eliminacdo da droga e dos seus metabolitos do
organismo, bem como a presenca enddgena do GHB e a sua producdo post mortem
podem dificultar a interpretacdo dos resultados obtidos. Desta forma, é de extrema
importancia definir valores de cut-off tanto para amostras post mortem como ante
mortem. As amostras bioldgicas de elei¢cdo recolhidas para anélise do GHB sdo o
sangue, urina, cabelo e o humor vitreo. Existem outras amostras alternativas como a
bilis, figado, contetdo gastrico, saliva, suor e liquido cefalorraquidiano, contudo, a falta
de estudos nestas amostras limitam o seu uso. Hoje em dia para a quantificacdo do GHB
nas amostras bioldgicas recorre-se frequentemente a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa, devido a versatilidade, especificidade e sensibilidade da

técnica.

Com este trabalho foi possivel reunir informacdo cientifica sobre a exposicdo ao GHB,
esclarecendo aspetos com relevancia para a pericia em Toxicologia Forense. Nesta nota

final importa ressaltar que:

1. O GHB é um potente depressor do SNC sendo considerado uma droga de abuso;
2. Apesar da origem exdgena do GHB, este composto é encontrado endogenamente

em pequenas concentracdes nos mamiferos nunca expostos a droga;
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Além do seu uso recreativo e criminal, 0 GHB também tem sido utilizado para
fins terapéuticos, nomeadamente para o tratamento de cataplexia em doentes
com narcolepsia;

A sintomatologia descrita associada ao uso de GHB é muitas vezes confundida
com os sintomas associados ao abuso de etanol devido a sua semelhanca;

Os principais efeitos associados ao uso do GHB relacionam-se com a depressédo
do SNS, nomeadamente relaxamento, euforia, confusdo, amnésia, alucinagdes e
coma;

O GHB quando utilizado por longos periodos de tempo leva ao desenvolvimento
de dependéncia;

Para auxiliar a interpretacdo dos resultados analiticos existem valores de cut-off
para amostras ante mortem e post mortem;

As concentragdes post mortem desta droga dependem da amostra recolhida e do
intervalo post mortem;

Sempre que possivel devem ser recolhidas amostras de sangue, urina, cabelo e
humor vitreo;

O cabelo é uma amostra com particular importancia quando se pretende
distinguir o uso crénico da droga de um ocasional e em casos de suspeita de
abusos sexuais;

Para manter a estabilidade do GHB em amostras de sangue post mortem (de
forma a evitar a alteracdo da sua concentracdo) é recomendado a adicdo de
fluoreto de sddio e a sua conservagdo a uma temperatura de -20 °C.
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