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Resumo

O acido y-hidroxibutirico (GHB) é um depressor do sistema nervoso central e € muitas vezes
utilizado como droga de abuso, nomeadamente em discotecas e festas privadas. As razdes
subjacentes ao consumo abusivo do GHB séo o facto de provocar euforia e de facilitar a
violagdo sexual. Frequentemente é adicionado a bebidas alcodlicas, o que, por um lado,
potencia os seus efeitos, devido a interaccdo com o etanol, e, por outro, disfarca o sabor a
salgado do GHB, impedindo que as vitimas de violagdo sexual o detectem. Os casos de coma
e morte associados a consumo de GHB envolvem normalmente a utilizagdo de outras
substancias depressoras do SNC, como o etanol.

O GHB estéa bioquimica e estruturalmente relacionado com outras substancias: y-butirolactona
(GBL), 1,4-butanodiol (1,4-BD), acido y-aminobutirico (GABA). Estas substancias constituem os
precursores do GHB. Todas elas originam rapidamente GHB no organismo. Recentemente e
muito devido a restricBes legais o GHB tem vindo a ser substituido pelo 1,4-BD e pela GBL
como drogas de abuso. Apesar disso, as implicacdes legais do consumo de GHB ou dos seus
precursores sao diferentes.

Uma vez que o GHB e os seus precursores sdo rapidamente metabolizados, perante uma
potencial vitima de intoxicagao se a pesquisa nas matrizes bioldgicas (sangue e urina) néo for
efectuada em tempo Uutil, dificilmente se conseguirdo detectar. O GHB e 0s seus precursores
sdo frequentemente ingeridos por adicdo a bebidas alcodlicas. Assim, o seu doseamento
nessas bebidas é de extrema importancia, pois podera contribuir para o conhecimento da
natureza do agente intoxicante bem como da dose a que a potencial vitima esteve sujeita. Por
estes motivos, é necessario desenvolver métodos de analise que permitam a identificacédo e o
doseamento de uma forma simples e rapida ndo s6 do GHB, mas também das substancias
precursoras em bebidas alcodlicas.

O objectivo deste trabalho foi identificar e dosear o GHB e substancias precursoras em bebidas
alcodlicas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). O
doseamento do GHB, 14-BD e do GABA foi efectuado pelo método do padrdo interno. O
doseamento da GBL foi efectuado pelo método do padrdo externo. O GHB, o 1,4-BD e GABA
foram analisados apos derivatizacdo. A GBL foi extraida com acetato de etilo e analisada
directamente. O método desenvolvido foi validado de acordo com as normas da “International

Conference on Harmonization” (ICH) e mostrou ser simples, preciso e sensivel.



Abstract

Gamma-hydroxybutyric acid (GHB) is a central nervous system depressant. GHB is a drug of
abuse and is used in clubs and house parties. GHB causes euphoria and desinhibition and
potentiates de sexuality, being used as drug facilitated sexual assault (DFSA). Usually GHB is
added to alcoholic drinks which potentiate GHB depressant effects and hide the GHB salty
taste, which makes the GHB detection by the victims of sexual assault a hard task. GHB can
cause coma and death, namely if it is consumed with other CNS depressants, such as ethanol.
GHB is related to other substances such as: y-butyrolactone (GBL), 1,4-butanediol (1,4-BD), y-
aminobutyric acid (GABA). These substances are GHB precursors. In the organism, GHB
precursors are rapidly converted to GHB. More recently, and for legal reasons GHB was
substituted by 1,4-BD and GBL. Besides this, legal implications of consuming GHB or its
precursors are different.

Once GHB and precursors are rapidly metabolized, in face of a potential intoxicated victim the
analyses to the biological matrices (blood and urine) needs to be done promptly, otherwise they
will not be detected. GHB and related substances consuming is related to the ethanol
consuming and usually they are added to alcoholic drinks. So, if we have the chance of
analysing those drinks it will be very important, once it could allow us to know the nature of
intoxicant agent and the dose consumed. For this reason it is necessary to develop analytical
methodologies to identify and quantificate easily and rapidly GHB and its precursors in alcoholic
drinks.

The aim of this work was to identify and quantificate GHB and precursors in alcoholic drinks by
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). GHB, 14-BD and GABA were
quantificated by internal standard method. GBL was quantificated by external standard method.
GHB, 14-BD and GABA were analysed after derivatization. GBL was analysed directly after
extraction with ethyl acetate. The method was validated according to International Conference

on Harmonization (ICH) and showed to be simple, sensitive and precise.
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1. Introducéo e Objectivos

O consumo de drogas de abuso é uma preocupacao crescente no Mundo Ocidental. O acido y-
hidroxibutirico (GHB) e outras substancias que se encontram quimicamente relacionadas com
0 GHB, tais como a y-butirolactona (GBL) e o 1,4-butanodiol (1,4-BD) ndo sdo excepcgdes. O
GHB é controlado pela legislacdo, mas os seus precursores ndo sao, o que faz com que o GHB
seja muitas vezes substituido pela GBL ou pelo 1,4-BD (Nicholson 2001). O acido y-
aminobutirico (GABA) é também um precursor do GHB embora néo esteja descrita utilizagédo
abusiva desta substancia.

Devido aos efeitos que provocam, como euforia e sensacdo de bem-estar, o GHB e 0s seus
precursores sdo consumidos sobretudo em discotecas, bares e festas privadas. A prevaléncia
de consumo do GHB e dos seus precursores entre jovens nao é muito significativa. Contudo,
devido a estreita janela de seguranca podem provocar facilmente coma e morte, pelo que os
custos de saude associados ao consumo de GHB, GBL ou 1,4-BD podem ser relativamente
elevados. O GHB tem também sido muito associado a violagcdes sexuais (DFSA: drug-
facilitated sexual assault) (Couper 2002).

A utilizacdo abusiva do GHB esta muito associada ao consumo de bebidas alcodlicas, o que
por um lado dificulta a deteccéo pelas vitimas de abuso sexual e por outro potencia a sua
toxicidade. Assim, reveste-se de particular importancia a pesquisa e doseamento quer do GHB

quer das substancias precursoras em bebidas alcodlicas.

1.1. GHB - Aspectos Gerais

O GHB é uma substéncia endégena, mas € também um farmaco e uma droga de abuso.

Nos anos 60 foi provada a existéncia do GHB como substancia enddgena, sabendo-se hoje
que existe no cérebro e noutros tecidos dos mamiferos (Nicholson 2001). O GHB foi sintetizado
no inicio dos anos 60 por Laborit e, inicialmente, foi usado como farmaco anestésico. Nos anos
70 verificou-se que poderia ser Util no tratamento das alterag6es do sono, nomeadamente da

narcolepsia (Couper 2002). Actualmente o GHB € ainda utilizado na terapéutica aproveitando



as suas propriedades como farmaco depressor (Couper 2002).

A crenga de que o GHB poderia estimular a libertacdo de hormona do crescimento tornou o seu
uso muito popular durante os anos 90 entre os praticantes de musculacdo, tendo sido incluido
em varios suplementos alimentares (Couper 2002). A partir do final dos anos 90, o GHB
granjeou muita popularidade como droga recreativa, para originar euforia e desinibicdo (Couper
2002).

1.2. GHB - Aspectos Quimicos, Fisico-quimicos e
Biologicos

O termo GHB corresponde ao &cido y-hidroxibutirico ou 4-hidroxibutandico (Figura 1)(Couper
2002). Na literatura surge muitas vezes designado por 4-hidroxibutirato e algumas vezes

também por oxibato de sddio, revelando o seu uso na forma de sal sédico.

o

OH

GHB

Figura 1: Estrutura quimica
do GHB

O GHB é um &cido carboxilico de cadeia curta e hidroxilado na posi¢cdo gama (Nicholson 2001;
Couper 2002). O GHB é muitas vezes utilizado como sal sddico. O sal sddico do GHB é uma
substancia sélida, pouco solivel em lipidos e solventes organicos, mas facilmente solivel em
agua. E inodoro e tem um sabor salgado. O sal sédico do GHB pode ser encontrado na forma
de p6, comprimidos ou capsulas. Tem um pka de 4,72. Em solucdo, o GHB encontra-se em
equilibrio com a GBL. (Couper 2002). A GBL resulta da intra-esterificagdo que ocorre entre o
grupo carboxilo e o grupo hidroxilo de uma molécula de GHB. No organismo a GBL origina facil
e rapidamente GHB através de um processo enzimatico controlado pela lactonase sérica
(Couper 2002).

In vitro esta transformacéo € espontanea e depende do pH da solugdo. Em solucdo aquosa o



GHB pode ser formado quer por hidrolise acido-catalisada da GBL, quer por protonagao do

GHB na forma de carboxilato (Figura 2).
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Figura 2: Interconversédo da GBL, GHB livre e GHB na forma de sal

Ambas as reaccdes sao reversiveis, podendo o GHB na forma livre originar a GBL, por
esterificacdo, ou o ido carboxilato por dissociagdo do acido. Ambas as reaccdes séao
dependentes do pH. A reaccdo de hidrélise/esterificacdo diminui quando o pH passa de
fortemente &acido para moderadamente acido (pH=4-7), sendo minima entre pH4 e pH7 e
voltando a aumentar para valores de pH maiores de 7. A reaccdo de protonacao depende da
concentracdo de todas as espécies envolvidas: concentracdo de GHB na forma de carboxilato,
concentracao de GHB na forma livre e concentragao hidrogenionica (que define o pH). Assim,
guando o pH é igual ao pka (4,71) existe uma quantidade equimolecular de GHB livre e GHB
na forma de carboxilato. Quando o pH é menor do que 2,71, predomina o GHB na forma livre e
guando o pH é maior que 6,71, predomina o GHB na forma de carboxilato. Para valores de pH
compreendidos entre 2,71 e 6,71, a concentracdo de GHB na forma de carboxilato vai

aumentando progressivamente com o aumento do pH (DeFrancesco 2006).

O recurso a bebidas alcodlicas para disfarcar o sabor do GHB pode alterar a estabilidade do
acido. Assim, verifica-se que, em presenca de solug8es alcoodlicas, podem coexistir e competir
entre si duas reaccgdes: a esterificacdo espontadnea de GHB em GBL e a transesterificacdo da
lactona ( Figura 3). Dependendo do tipo de alcool, da concentragcdo do alcool e do pH, pode

estar favorecida uma ou outra reac¢do (Hennessy 2004).
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Figura 3: Comportamento do GHB em solucdes alcodlicas

Como ja referido o GHB encontra-se relacionado com a GBL mas também com outras
substancias: 0 1,4-BD e o GABA, que constituem os principais precursores do GHB (Figura 4)

(Couper 2002).
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Figura 4: Estrutura quimica dos precursores do GHB

O 1,4-BD origina o GHB por oxidagdo de um grupo hidroxilo a acido carboxilico, via aldeido (4-
hidroxibutiraldeido). No organismo este processo oxidativo € controlado pela 4&lcool

desidrogenase e pela aldeido desidrogenase (Figura 5) (Couper 2002).
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Figura 5: Metabolizag&o do 1,4-BD a GHB




O GABA origina GHB por uma desaminagdo oxidativa, que transforma a amina em aldeido,
seguida de uma reducdo do aldeido a alcool. No organismo, esta transformacdo do grupo
amino em grupo hidroxilo ocorre via semialdeido succinico (SSA) e é catalisada pela GABA

aminotransferase e pela semialdeido succinico redutase (Figura 6 )(Couper 2002).
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Figura 6: Metabolizacdo do GABA a GHB

As Tabela 1,Tabela 2,Tabela 3 e Tabela 4 apresentam algumas caracteristicas do GHB (sal sodico),
GBL, 1,4-BD e GABA, respectivamente.

GHB (Couper 2002)

Estado Fisico Solido

Caracteristicas Organolépticas Branco, salgado e inodoro
Peso Molecular 126,09

Ponto de Fusao (C°) 145-146

pKa 4,72

Solubilidade Facilmente soltvel na 4gua.

Pouco soluvel nos solventes organicos e nos

lipidos.
Estabilidade Em solucdo encontra-se em equilibrio com a
lactona
Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas do GHB
GBL
Estado Fisico Liquido oleoso
Caracteristicas Organolépticas Sabor leve a caramelo, incolor
Peso Molecular 86,09
Densidade (d° 1s) 1,13
Ponto de Fuséo (C°) -43,53
Ponto de Ebulicdo (760) (C°) 204




Solubilidade SolGvel na agua, no metanol, no etanol, na
acetona, no éter e no benzeno.
Pouco soltuvel nos hidrocarbonetos alifaticos
e ali-ciclicos

Estabilidade Higroscaopico.

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas da GBL

1,4-BD

Estado fisico

Liquido viscoso

Caracteristicas Organolepticas

Praticamente inodoro, incolor

Peso Molecular 90,12
Densidade (do™) 1,017
Ponto de Fusao (C°) 20
Ponto de Ebulicdo (C°) 228

Solubilidade Soluvel na 4gua, no DMSO, na acetona e no
etanol a 95 %
Ligeiramente solGvel no éter etilico e pouco
soltuvel no benzeno e no éter de petrdleo
Estabilidade Higroscopico. Sensivel ao calor e a luz.

As solugdes aquosas, em DMSO, em etanol a
95% ou em acetona sdo estaveis durante 24

horas em condicdes laboratoriais normais.

Tabela 3: Caracteristicas fisico-quimicas do 1,4-BD

GABA
Estado Fisico Solido
Caracteristicas Organolépticas Branco
Peso Molecular 103,12
pKa 10,43
Ponto de Fusao (C°) 195
Solubilidade Facilmente soltvel na 4gua
Insolivel ou pouco solivel nos solventes
organicos.
Estabilidade Estavel nas condi¢c®es laboratoriais normais

Tabela 4: Caracteristicas fisico-quimicas do GABA




1.3. GHB — Substéancia Endégena

O GHB pode funcionar como neurotransmissor ou neuromodulador. O GHB encontra-se
distribuido heterogeneamente pelo sistema nervoso central (SNC). As concentracdes de GHB
mais elevadas encontram-se no hipocampo, nos ganglios basais, no hipotdlamo e na

substancia negra (Nicholson 2001).

No SNC o GABA constitui a principal fonte de GHB. O GABA sofre desaminac¢éo oxidativa pela
GABA transaminase e origina o semialdeido succinico. O semialdeido succinico é convertido a
GHB por accéo da semialdeido succinico redutase. Além do GABA podem existir outras fontes.
O 1,4-butanodiol e a GBL podem também constituir uma fonte endégena de GHB. A ideia de
gue o GABA ndo é o unico precursor do GHB é reforcada pelo facto dos niveis de GHB

periféricos serem elevados apesar dos niveis de GABA serem baixos (Figura 7).
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Em situacdes post-mortem as aminas biogénicas, tais como a putrescina podem constituir

fontes de GHB, contribuindo para um aumento dos niveis de GHB (Moriya 2004).

Pensa-se que o GHB é um neurotransmissor ou neuromodulador. O GHB actua em receptores
especificos — receptores do GHB — pré e pés-sinapticos. O GHB também actua em receptores
GABAg, nhomeadamente quando € administrado (Figura 8). Além disso interfere com outros
neurotransmissores, tais como: dopamina, serotonina e acetilcolina (Nicholson 2001).

O GHB apresenta um efeito bifasico sobre o sistema dopaminérgico. A administragdo de GHB
a diferentes espécies animais provoca inicialmente uma diminuicdo da libertagdo da dopamina
dos neurénios dopaminérgicos. No caso de concentracdes de GHB elevadas este efeito pode
ndo ser visualizado. Os autoreceptores da dopamina sdo inibidos indirectamente, o que
provoca uma estimulacdo da actividade da hidroxilase da tirosina, havendo assim um aumento
da producdo de dopamina. Pensa-se que a diminuicdo da libertacdo da dopamina é medeada
por receptores do GHB. De seguida ocorre um aumento da libertagdo da dopamina e que é
dependente do tempo (a dopamina aumenta com o tempo) e da dose (doses baixas inibem a
libertacdo, doses altas estimulam). O aumento da dopamina pensa-se estar relacionado com
0s receptores GABAg (34thECDD 2006).

Segundo Drashek concentracbes de GHB inferiores a 1mM aumentam a libertacdo de
dopamina porque inibem interneurénios GABAergicos e portanto desinibem as células
dopaminérgicas. Isto pode ser responsavel pelo potencial de abuso do GHB. Por sua vez,
concentracdes de GHB superiores a 1mM inibem os neurénios dopaminérgicos directamente e
diminuem a libertacdo de dopamina. Este efeito € medeado pelos receptores GABAg poés-

sinapticos acopolados a canais de K" (Drasbek 2006).
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Figura 8: Efeito do GHB sobre a libertacdo de GABA e glutamato

O GHB interfere com os sistemas da serotonina aumentando a sua renovac¢do, mas sem alterar
as concentracdes desse neurotransmissor. Este mecanismo ainda ndo esta muito claro, mas
pensa-se que é devido a um aumento do transporte do triptofano para o cérebro e a sua
recaptacao pelas células serotoninérgicas, o que resulta num aumento da concentracdo deste
aminoacido (Nicholson 2001). Efectuou-se um estudo em ratos em que se administrava uma
dose de GHB correspondente a 4,0 mmol/kg e verificou-se que isso induzia uma acumulacéo
de triptofano e acido 5-hidroxiindole acético (5-HIAA) no cortex frontal, estriado e no
hipocampo, sem provocar grandes altera¢cdes no conteido em serotonina. No mesmo estudo
verificou-se também que no espacgo extracelular o GHB induzia uma ligeira diminuicdo da
libertacdo daquele neurotransmissor. Além disso a acumulacdo de triptofano e do 5-HIAA é
mimetizada pelos agonistas dos receptores do GHB e bloqueada pelos antagonistas. O GHB

induz a acumulacédo de [3H]-triptofano no espacgo extracelular. Quando se administra GHB o
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conteddo em aminodcidos neutros, incluindo o triptofano, aumenta. Como o0 sistema
serotoninérgico esta envolvido na regulacdo do sono, humor e ansiedade, a sua estimulagédo
por doses elevadas de GHB pode estar envolvida em alguns dos efeitos neurofarmacolégicos
do GHB (Gobaille 2002).

Inicialmente verificou-se que a GBL aumentava os niveis de acetilcolina no cérebro de rato.
Mais tarde, porém verificou-se que o GHB diminui os niveis de acetilcolina no corpo estriado e
no tronco cerebral. Recentemente verificou-se que o GHB diminui os niveis extracelulares de
acetilcolina no hipocampo via receptores GABAg, pensa-se que a accdo do GHB sobre a
acetilcolina € a responsavel pela amnésia e pela alteracdo cognitiva provocada pelo GHB
(Drasbek 2006)

O GHB interactua com o0s neuroesteréides que s&do substancias com efeitos ansioliticos,
anticonvulsivantes e hipndticos. A injec¢cdo de GHB em ratos (> 300mg/kg i.p.) aumenta a alo-
pregnanolona e a alo-tetraidrodesoxicorticosterona no cortex cerebral. Estes neuroesteréides
sdo neuromoduladores positivos dos receptores GABA,. Também se verifica que ha um
aumento dos seus precursores: progesterona e a pregnenolona. Pensa-se que o aumento
destes esterdides neuroactivos provém de uma estimulacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal. O GHB desinibe os neurénios do hipotalamo, o que leva a libertacdo do factor de

libertacdo da corticotropina (Drasbek 2006).

A administracdo de GHB a humanos (2,5g, I.V.) aumenta a concentracdo plasmatica da

prolactina e da hormona do crescimento (34thECDD 2006).

Alguns dos efeitos neuroquimicos e comportamentais do GHB, incluindo alteragdes no disparo
de neurdnios dopaminérgicos e catalepsia, podem ser atenuados ou eliminados com a
administracdo de antagonistas dos opidides, tais como naloxona e naltrexona. Isto ocorre
apesar do GHB né&o ter afinidade para os receptores opidides e da naloxona néo ter afinidade
para os receptores do GHB. O GHB tem-se mostrado capaz de estimular um aumento na
libertagdo de varios opidides endogenos. Foi proposto que a inibigdo dos neurdnios
dopaminérgicos ocorria através da modulagdo da actividade interneurénica opidide. Contudo,
existem outros estudos que contrariam isto porque o antagonismo da naloxona relativamente
aos efeitos do GHB e as alteragcbes dopaminérgicas ndo sdo inteiramente consistentes
(Nicholson 2001).

O GHB também pode ser encontrado em elevadas concentracbes em alguns tecidos
periféricos. Pensa-se que o GHB pode ser importante na diminuigdo do consumo de substratos

energéticos e na protecgdo dos tecidos em situages de necessidade metabolica excessivas,
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isto porque as concentracdes séricas de GHB aumentam em circunstancias de stresse (Okun
2001).

1.4. GHB - Farmaco

Nos anos 60 o GHB foi sintetizado pela primeira vez com o intuito de poder ser utilizado como
anti-convulsivante na epilepsia, contudo verificou-se que ndo tinha esse efeito. Mais tarde o
GHB foi utilizado como hipnético e anestésico (Couper 2002). Actualmente, nos Estados
Unidos da América (EUA) e na Europa é utilizado para tratar a cataplexia associada a
narcolepsia com nome comercial “Xyrem” (Okun 2001; Drasbek 2006; Carter 2009). Na Europa
€ utilizado no tratamento da sindrome de abstinéncia ao alcool, com o nome comercial
“Alcover” e como adjuvante da anestesia e hipnético com o nome comercial “Somsanit”
(Couper 2002; Carter 2009).

1.5. GHB - Droga de Abuso

O GHB como droga de abuso toma outras designacdes: “Alcover”, “Anectamine”, “Degreaser +
Lye”, “Easy Lay”, “Everclear “, “G,G-caps”, “Gamma-OH", “Grievous Bodily Harm”, “Georgia”,
“Home Boy”, “Great Hormones at Bedtime”, “Liquid Ecstasy”, “Liquid X", “Natural Sleep 500",

“Oxysleep”, “Salt Water”, “Scoop”, “Soap”, “Smart Drug”, “Somatox-PM”, “Somsanit” e “Vita G”
(Couper 2002).

No inicio dos anos 90 o GHB comecou a ser vendido em ginasios, em lojas de produtos de
salide e em sitios da Internet como suplemento alimentar e com o intuito de aumentar a massa
muscular, substituindo assim os esteréides anabolizantes (Couper 2002; Carter 2009). Pensa-
se que o aumento da massa muscular esta relacionado com o aumento da libertacdo da
hormona de crescimento (Drasbek 2006).

O GHB ¢ utilizado sobretudo como droga recreativa, devido a euforia que provoca, mas
também para potenciar a funcdo sexual, nomeadamente como droga facilitadora da violacao
sexual (Carter 2009). O GHB para doses baixas provoca diminuicdo da inibicdo e para doses
mais elevadas provoca alteracé@o cognitiva, depressdo do SNC podendo levar a coma e morte.
As caracteristicas do GHB que o tornam preocupante como droga facilitadora da violagao

sexual sao: provocar desinibicdo, sedagdo, amnésia e coma e ainda pelo facto de ser
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dificilmente detectado em bebidas com sabores fortes (Meyers 2005).

Quando o GHB é utilizado como droga de abuso a dose mais frequente é 35mg/kg, mas isto
depende da experiéncia dos individuos com a substancia, da tolerancia e da intencdo da
utilizagdo (Villain 2003). O seu consumo esta muito ligado ao do alcool, ecstasy, marijuana,
cocaina e citalopram(Shaw 2002). A associacdo de GHB e outras substancias € mais frequente
em casa relativamente a quando é consumido em discotecas (Sumnall 2008). A administragédo
conjunta de outros depressores do sistema nervoso central pode potenciar a toxicidade do
GHB, podendo culminar em morte (34thECDD 2006). Assim, o 4&lcool, opidides e
benzodiazepinas podem potenciar os efeitos do GHB. As anfetaminas e a cocaina podem

mascara-los, nomeadamente a bradicardia.

As substancias precursoras do GHB provocam os mesmos efeitos que o proprio GHB: euforia,

diminuicdo da inibicdo e sedacdo (Couper 2002).

1.6. GHB — Farmacocinética

No Homem a principal via de administracdo do GHB ¢é a oral. A absor¢cédo depende da dose: a
absorgdo diminui com o aumento da dose (Palatini 1993; Couper 2002). O pico plasmatico é
alcancado ao fim de 20-45 minutos. Isto explica que os efeitos clinicos e adversos se fagam
sentir em pouco tempo, 10-30 minutos (Couper 2002).

O GHB atravessa a barreira hematoencefélica (BHE) e a placenta. Apresenta um modelo de
distribuicdo bicompartimental. Ndo se liga a proteinas, nem se acumula em tecidos, mesmo
apos administracBes repetidas. Atinge-se um equilibrio entre a concentracdo cerebral e a
concentracdo noutros tecidos ao fim de 30 minutos (Couper 2002).

O GHB apresenta um extenso metabolismo hepatico. A via metabdlica principal envolve a
oxidacdo a semialdeido succinico pela GHB desidrogenase. O GHB também pode originar
semialdeido succinico via GHB trans-hidrogenase. O semialdeido succinico € oxidado a acido
succinico pela semialdeido succinico desidrogenase. O acido succinico entra no ciclo de Krebs
e origina CO,, e H,O. O semialdeido succinico também pode ser metabolizado a GABA pela
GABA transaminase (Figura 9).
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Figura 9: Metabolizagdo do GHB

Uma via alternativa para a metabolizacdo do GHB é através da -oxidacdo. Esta via implica a
presenca de trans-hidroxicrotonato (T-HCA) no cérebro. O T-HCA possui algumas das
propriedades funcionais do GHB, nomeadamente ligagdo a receptores do GHB com
propriedades agonistas. Além disso, in vitro, o T-HCA é um substracto da GHB desidrogenase
e pode ser transformado em aminocronato apos a transformacéo pela GABA transaminase
(Maitre 1997).

A principal via de eliminacdo do GHB é a urinaria (Brenneisen 2004). Para doses baixas tem
cinética de eliminacéo de ordem 1 e para doses elevadas tem cinética de eliminacéo de ordem
0 (Hornfeldt 2002). O GHB né&o tem um verdadeiro tempo de semi-vida (T1/2) (Couper 2002). O

T1/2 varia entre 30-60 minutos e aumenta de forma né&o linear com a dose (Ellian 2001).

A GBL é absorvida mais rapidamente que o GHB, o que ndo é de estranhar, uma vez que é
mais lipofilica que o GHB e portanto atravessa mais facilmente as membranas. A GBL é
distribuida pelo musculo e depois redistribui-se no sangue. No organismo, e como referido, a
GBL converte-se em GHB pela accao da lactonase sérica ou hepatica (Figura 10 )(Couper 2002).
O 1,4-BD tem absorcéo e distribuicdo semelhantes as do GHB. O 1,4 — BD é convertido mais
lentamente que a lactona a GHB num processo que envolve dois passos de oxidagao:

oxidagéo do 1,4-BD a o-hidroxibutiraleido, pela &lcool desidrogenase e oxidacdo do aldeido a
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GHB, pela aldeido desidrogenase (Figura 10). A conversdo ocorre sobretudo no figado, mas

também pode ocorrer no cérebro e rins (Couper 2002).
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Figura 10: Metabolismo da GBL e do 1,4-BD a GHB

1.7. GHB — Acidose

A acidose do GHB é uma doenca genética rara e que se caracteriza por uma deficiéncia da
desidrogenase do semialdeido succinico, o que provoca uma acumulacdo de GHB e de
semialdeido succinico. Os individuos com esta doenga apresentam concentragfes de GHB
elevadas na urina, sangue e liquido cefaloraquidiano, uma vez que o excesso de semialdeido
succinico é reduzido a GHB pela redutase do semialdeido succinico. Em pessoas com esta
patologia tém sido encontradas concentracbes de GHB de 260 mg/L na urina, 105 mg/L no
soro e 62 mg/L no liquido cefalo-raquidiano. Enquanto que em individuos sem esta patologia se
tém encontrado as seguintes concentracdes de GHB: 1mg/L no soro; 1,07mg/L na urina de

homens e 0,23 mg/L na urina de mulheres; relativamente ao liquido cefalo-raquidiano tem-se
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encontrado diferentes concentracdes consoante a idade: 0,26 — 0,27mg/L em criangcas muito
novas, 0,11 — 0,13 mg/L em criancas mais velhas e 0,02 - 0,03 mg/L em adultos.

Devido ao aumento das concentracBes do GHB esta doenca pode provocar problemas a nivel
Oculo-motor, atraso psicomotor, psicose, ataxia, hipercinésia e convulsdes. Normalmente é
caracterizada por atraso mental, motor e na fala e ainda por hipotonia (Couper 2002; Pearl

2009).

1.8. GHB — Toxicidade

O mecanismo de accdo do GHB parece envolver o receptor GABAg e/ou um receptor
especifico do GHB (Okun 2001; Dahlen 2002; Wu 2004)

Ha uma grande variabilidade inter e intraindividual. Os estudos de toxicidade em animais e
humanos indicam que a toxicidade do GHB depende da dose (Couper 2002; Dahlen 2002). A

Tabela 5 resume os efeitos do GHB, consoante a dose administrada.

Dose (mg/kg) | Efeito (Bernasconi 1999; Couper 2002; Villain 2003)

10 Relaxante com diminuicdo do ténus muscular e da inibicéo,
amnésia
20-30 Forte sensacao de relaxamento, sonoléncia, euforia.

Interfere com a circulagdo sanguinea, com a coordenagdo motora

e com o equilibrio.

50-60 Interferéncia pronunciada com o controlo motor e com o discurso,
perda de consciéncia e anestesia. Diminuicdo da frequéncia

cardiaca e depresséo respiratoria

>60 Estado semelhante a coma

Tabela 5: Efeitos do GHB de acordo com a dose administrada

Quando o GHB é utilizado como droga de abuso ndo se tem a certeza da dose e é consumido
muitas vezes com outras substancias. A toxicidade do GHB é potenciada pelo alcool, opidides,
barbituratos ou benzodiazepinas, agravando os efeitos respiratérios e exacerbando os efeitos a
nivel do sistema nervoso central, pelo que a maioria dos casos de morte envolve a mistura com
essas substancias (Bernasconi 1999; Nicholson 2001; Okun 2001; Dahlen 2002). Além disso a
mistura de GHB com outras substancias pode dificultar a interpretacdo dos resultados. As
reaccdes adversas descritas de intoxicacdo por GHB incluem: nauseas, vomitos, transpiracéo

profunda, incontinéncia, distdrbios visuais, ataxia severa, movimentos musculares clénicos
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aleatérios, bradicardia, hipotensao, delirio, hipotermia, depressao respiratéria severa, acidose
respiratéria, apneia, diminuigdo do nivel de consciéncia (Nicholson 2001; Okun 2001; Couper
2002).

Na maioria dos casos de intoxicacdo aguda por GHB a recuperacdo é espontanea,
frequentemente abrupta e normalmente ndo estd associada a sequelas (Nicholson 2001). A
maioria das situagcfes de sobredosagem respondem ao tratamento de suporte e os individuos
recuperam a consciéncia em 1-5 horas, embora também estejam identificadas varias mortes
devido a sobredosagem. Normalmente é necessario vigiar a fungdo respiratoria, fazer
entubacao endotraqueal, ventilacdo e prevencdo da aspiracdo do vémito (Nicholson 2001;
Couper 2002). O acordar do estado de comatose pode ser repentino e o individuo pode ter um
comportamento agressivo. Os seus movimentos devem estar limitados para permitir que
continue com as vias aéreas desobstruidas e impedir o risco de pneumonia por aspiracao ou
de auto-desentubacdo. A desentubacgdo deve ser efectuada sé apds se ter verificado que a
respiracao voltou ao normal e deve ser cuidadosa uma vez que se esta perante um individuo
potencialmente violento. E de ter em conta que o individuo pode ndo oxigenar bem sem a
ventilagdo, embora movimente normalmente as extremidades e comunique com a equipa

(Okun 2001).

A utilizacdo de anticonvulsionantes no tratamento também coloca algumas questdes,
nomeadamente quanto a depressao respiratéria e aos efeitos no SNC. Teoricamente as
benzodiazepinas podem agravar a depresséo respiratéria e o valproato necessita de mais
estudos em humanos para poder ser utilizado no tratamento das convulsdes associadas ao
GHB. O diazepam, por sua vez, tem sido utilizado em humanos para tratar a sindrome de
abstinéncia causada pelo GHB e pela GBL (Okun 2001).

Outra opc¢dao terapéutica é o tratamento com fisiostigmina. Historicamente o GHB era utilizado
na Europa como anestésico. Contudo, a sua utlizacdo foi descontinuada porque era
necessario um grande periodo de tempo para recuperar a consciéncia. Henderson e Holmes
demonstraram que a administracdo intravenosa de 2 mg de fisiostigmina permitia um acordar
rapido e seguro dos doentes anestesiados com GHB, em 2-10 minutos. O mecanismo de
reversdo envolve o sistema colinérgico com efeitos directos ou indirectos na dopamina e
GABA. Contudo, a fisiostigmina pode causar uma crise colinérgica, pelo que a sua
administracdo deve ser cautelosa. A fisiostigmina pode provocar nauseas, vomito, salivacao e
bradicardia. Pode ser entdo necessario administrar atropina, uma vez que o GHB também
causa bradicardia. Assim, os efeitos secundarios da fisiostigmina constituem mais um risco do

gue um beneficio, no tratamento da sobredosagem do GHB (Okun 2001).
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A exposigdo crénica ao GHB pode levar a dependéncia fisica, nomeadamente em pessoas
com patologia psiquiatrica ou historia de consumo de drogas (Bernasconi 1999). Os sintomas
da sindrome de abstinéncia sdo: insénia, ansiedade, confusdo, agitacao, tremor, diaforese,
hostilidade, desorientacdo, delirio, parandia com alucinacfes visuais, tacteis e auditivas (em
alguns casos pode-se desenvolver um estado semelhante a esquizofrenia), dificuldades
motoras extraoculares, caimbras musculares, taquicardia e hipertensdo. Normalmente estes
sintomas resolvem-se sem sequelas passados alguns dias ou semanas. O tratamento da
sindrome de abstinéncia pode ser efectuado com fenobarbital, benzodiazepinas e haloperidol
(Couper 2002). Contudo, quando o GHB € utilizado no tratamento crénico da narcolepsia em
humanos néo se verifica desenvolvimento de tolerancia relativamente ao aumento de tempo de
sono e a diminuicdo dos episodios de catalepsia (Couper 2002). Isto ndo é de estranhar uma
vez que se sabe desde ha muito que uma substéncia pode ndo desenvolver tolerancia para

todos os efeitos (Couper 2002).

1.9. GHB — Dados Estatisticos

O GHB é muitas vezes ingerido com alcool por adultos jovens e adolescentes. A faixa etaria

que apresenta um maior consumo de GHB estd compreendida entre os 18 e os 30 anos.

Apos os anos 90 a notificacdo de intoxicagdo por GHB ocorreu principalmente nos EUA e na
Europa, nomeadamente no Reino Unido, Bélgica, Dinamarca, Espanha, Noruega, Suécia e
Holanda. Nos EUA estdo notificadas cerca de 60 mortes associadas ao consumo de GHB
desde de 1990, na Europa estdo noticiadas 8, desde de 1995. O 1,4 butanodiol e a GBL
também podem provocar morte, contudo como no organismo sao convertidos a GHB,

normalmente o que se detecta nos fluidos biol6gicos € GHB (34thECDD 2006).

De acordo com um estudo efectuado em Barcelona entre 2003 e 2004, 70% dos casos de
intoxicacdo por GHB, que necessitaram de admissdo hospitalar, estavam associados ao
consumo de outras substancias, o etanol representou 50% desses casos. Ainda segundo este
estudo verificou-se que a maioria das admiss@es ao servico de urgéncia ocorreu ao inicio da
manhd, o que ndo serd de estranhar dadas as razbes que fundamentam o0 seu consumo
abusivo (Galicia 2008).

De acordo com um outro estudo efectuado na Suécia verificou-se que em 2004, 94% dos
individuos admitidos no servigo de urgéncia com sintomas de intoxicagao por drogas de abuso,

estavam intoxicados com GHB (Knudsen 2008).
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1.10. GHB — Restricdes Legais

Em 2000, nos EUA, o GHB passou a ser uma substancia controlada pelos organismos oficiais,
sendo classificada como substancia pertencente a lista I, o que significa substancia de elevado
risco de abuso e de uso terapéutico ndo autorizado. Em 2002, o GHB passou a integrar a lista
I, e pode ser utilizado como farmaco (Shima 2005).

Recentemente foi classificado no Reino Unido como uma substancia pertencente a classe C, o
que significa que € proibida a posse de GHB e que isto pode levar a 2 anos de cadeia e a sua
venda pode levar a 5 anos de cadeia; quer uma situacédo quer outra podem ser substituidas por

pagamento de uma multa (Gonzalez 2005).

A GBL pode ser utilizada como bloco de sintese para produzir pesticidas, farmacos e outros
produtos, e € um produto intermediario na sintese de vitaminas e farmacos. O 1,4-BD pode
também ser utilizado como precursor em muitos processos quimicos. Assim, 0 acesso quer a
GBL, quer ao GHB esta facilitado (Couper 2002).

1.11. GHB — Aspectos Analiticos

Estd descrita a andlise do GHB e das substancias precursoras em diferentes matrizes
biolégicas (Lebau 2001; Moriya 2004; Marinetti 2005) e ndo biolégicas (Elliott 2005). Tém sido
descritos métodos que podem envolver ou ndo extraccdo (McCusker 1999; Frison 2000;
Sabucedo 2004). Para analise do GHB e substancias precursoras pode-se recorrer a extracgao
liquido-liquido (McCusker 1999; Duer 2001; Ellian 2001; Bosman 2003; Elliott 2004), extrac¢éo
em fase solida (SPE) (Frison 2000; Wood 2004; Richard 2005) e micro-extrac¢do em fase
sélida (SPME) (Frison 2000; Meyers 2005).

ApOs a extraccdo pode-se fazer uma analise presuntiva, através de métodos de rastreio ou
pode-se fazer a identificacdo e doseamento inequivocos das substancias.

Os métodos de rastreio descritos para a analise do GHB e das substancias precursoras sao:
colorimétricos (Alston 2002), enzimaticos (Bravo 2004), electroforéticos (Baldacci 2003; Bishop
2004; Gottardo 2004) e espectrometria de massa (analise directa em tempo real-
DART)(Bennett 2009). Os métodos de identificagdo inequivoca e de doseamento incluem:

métodos cromatograficos e ressonancia magnética nuclear (Del Signore 2005).
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Os métodos cromatograficos utilizados na andlise do GHB incluem:

« Cromatografia gasosa com detector de fotoionizagdo em chama (GC-FID)(Lebau 2000;
Moriya 2004)

e Cromatografia gasosa acoplada a detector de espectrometria de massa: GC-MS
(Lebau 2001; Villain 2003; Brenneisen 2004) e GC-MS/MS (Goulle 2003; Kintz 2003)

« Cromatografia liquida com detecc¢éo por ultravioleta (HPLC-UV) (de Vriendt 2001)

e Cromatografia liquida acoplada a detector de espectrometria de massa (LC-MS)(Fung
2004; Wood 2004)

O GHB é uma molécula pequena, polar e termicamente instavel e portanto para poder ser
analisado por GC-MS tem que ser convertido a GBL (mais apolar), ou tem que ser derivatizado,

por exemplo com derivados de trimetilsililicos, tornando-se menos polar.

CH,
(TH3 C|:H3 |s CH "
o) oO—yI—
HOW +2CH,—si— X —>CH—Si—O/\/\H/ | ? +2XH
5 ‘ |CH o CH,
CH, 3
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CH
CH3 (|:H3 | 3 B
O—SI—CH
A~OH 4 2CH—Si— X —= CHy—Si—0~ " " | PH2xXH
HO | CH
3
CH
CH, 3
1,4-BD 1,4-BD dissililado
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Figura 11: Reaccao de derivatizagdo do GHB e das substancias relacionadas com o GHB.
(A) derivatizagao do GHB; (B) derivatizagao do 1,4-BD; (C) derivatizagdo do GABA

1.12. Objectivos

Os casos de intoxicacdo por GHB encontram-se sub-diagnosticados e isto pode dever-se quer
ao rapido metabolismo, quer as condicbes laboartoriais/expermientais. Por outro lado sabe-se
gue o consumo de GHB e dos seus precursores esta muito associado ao consumo de bebidas
alcodlicas. Assim, a determinacdo quer do GHB, quer dos seus precursores em bebidas
alcodlicas podera contribuir eficazmente para o diagnéstico causal da intoxicacgao.

E pois necessario o desenvolvimento de métodos que permitam identificar e dosear o GHB e
as substancias precursoras em bebidas alcodlicas. Assim, o principal objectivo deste trabalho
foi desenvolver um método simples e preciso que permitisse identificar e dosear GHB e

substancias precursoras por GC-MS em bebidas alcodlicas.
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2. Experimental

2.1. Reagentes e Solventes

A GBL, o 1,4-BD, o GABA, o &cido 2-hidroxicapréico, a bistrifluoracetamida + 1%
trimetilclorosilano (BSTFA+1%TMCS) e o metanol foram provenientes da Sigma-Aldrich. O
hidroxido de sodio foi obtido na Panreac. O acetato de etilo foi comprado a Carlo Erba Reactifs.
Todos os reagentes e solventes tinham grau de pureza pro-analise. A GBL foi destilada antes
de ser utilizada. A bebida utilizada foi uma aguardente de cana-de-aclcar de grau alcodlico 40°

comprada num supermercado nacional.

2.2. Equipamento

A analise por GC-MS foi efectuada num sistema GC-MS da Finnigan. O cromatégrafo utilizado
foi o Trace GC da Série 2000, ThermoQuest CE Instruments e 0 espectrometro de massa
acoplado foi 0 GCQPlus Finnigan ThermoQuest. A coluna capilar utilizada foi uma DB-5. Esta

coluna é de polaridade intermédia. O géas vector foi o hélio com um débito de 1,5ml/min.

Os espectros no infra-vermelho (IV) foram obtidos num espectrofotémetro ATIMattson Genesis

da série FTIR (programa WinFirst v.2.10) na forma de discos de KBr.
Os espectros de ressonancia magnética (‘H e *CRMN) foram obtidos em CHyOH-d4 a

temperatura ambiente. O espectrofotometro utilizado foi o Bruker Avance 300 (13MHz para o
'HRMN e 75,47MHz para o ">*CRMN).
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2.3. Sintese e Identificacdo do Sal Sodico do GHB

Num baldo de duas tubuladuras, munido de tubo de carga e refrigerante, colocaram-se 0,2
moles de NaOH (aq.). Adicionaram-se lentamente e com agitacdo suave 0,2 moles de GBL,
tendo o cuidado de manter o pH préximo de 7,6. Deixou-se reagir durante cerca de 30 minutos
e deixou-se arrefecer a temperatura ambiente. Evaporou-se o solvente em evaporador rotativo
a 60°C e com a ajuda de pressao reduzida (-20mBar). Secou-se o residuo obtido em estufa a
100°C e recristalizou-se do etanol. Obtiveram-se cristais brancos que foram caracterizados

através do ponto de fusdo, IV, '"HRMN, ">*CRMN, e espectrometria de massa.

2.4. Solucdes Padréo, Solucdes Problema e Branco

Prepararam-se solugcfes padrdo de GHB, GABA e &cido 2-hidroxicapréico (utilizado como
padrdo interno) em metanol, de 1,4-BD e de GBL em acetato de etilo. O acido 2-hidroxicaproéico
foi utilizado como padrao interno para o doseamento do GHB, do 1,4-BD e do GABA.

Estas solucdes foram utilizadas para as analises qualitativa e quantitativa subsequentes.

Para estudar a linearidade para cada uma das substéncias tracaram-se curvas de calibracdo
(area do pico versus concentracdo). As concentracdes das solucbes utilizadas para tracar as

curvas de calibracdo encontram-se na Tabela 6.

Substéncia Concentragdo (mg/ml)

GHB 0,0035; 0,005; 0,007; 0,0175; 0,035
1,4-BD 0,005; 0,02; 0,025; 0,04; 0,05
GABA 0,2; 0,5;0,75; 1; 2

Acido 2-hidroxicaproico 0,05; 0,1,;0,25; 0,5;1

GBL 0,375; 0,75; 1,25; 1,5; 3

Tabela 6: Concentrag@es utilizadas para o estudo da linearidade

Como referido, o doseamento do GHB, 1,4-BD e GABA na bebida foi feito pelo método do
padrdo interno. Para fazer o doseamento destas substancias tragaram-se curvas de calibragédo
(razdo éarea do pico da substancia em estudo/area do &cido 2-hidroxicapréico versus
concentracdo da substancia em estudo). As concentracdes das solucdes utilizadas para tracar
as curvas de calibracdo encontram-se na Tabela 7. A GBL foi doseada pelo método do padréo

externo.
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Substancia

Concentracdo (mg/ml)

GHB 0,0065; 0,013; 0,065
1,4-BD 0,01; 0,04; 0,08
GABA 0,825; 3,3; 3,9
Acido 2-hidroxicaproico 0,2

Tabela 7: ConcentragGes preparadas para o doseamento das substancias pelo

método do padréo interno.

A aguardente foi adicionada das substancias em estudo de modo a que as concentracdes

obtidas estivessem de acordo com as habitualmente utilizadas como drogas de abuso (Figura

12). Embora o0 GABA néo seja utilizado como droga de abuso, trata-se de uma substancia

guimicamente relacionada e o método desenvolvido permite igualmente a sua analise.

O GHB, o0 1,4-BD e o GABA foram analisados directamente em solu¢do na bebida, enquanto

gue a GBL foi extraida da bebida com acetato de etilo antes de ser analisada.

Iml
=HBE (Bmginll e 1 4-B0 (40 Smadml)
+

. (200mg/m)

1:1000

Derivatizacio e Analize

Aguardente
1l 1mil
=ABA (3 ,9m ginl) BL (86, 5maim)
+
P 0 dmegml)
1:2 Extraccio
Muittipla LiL
1125
Cetivatizacio & Analizs
Analizs

Figura 12: Esquema geral de procedimentos para andlise dos GHB, 1,4-BD, GABA e GBL na bebida.

pi = padréo interno (4cido 2 — hidroxicaproico)
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Prepararam-se brancos com cada um dos solventes utilizados (metanol e acetato de etilo), com

o reagente de derivatizacdo e com a bebida.

2.5. Derivatizacao

Retiraram-se 100yl de cada uma das solugbes preparadas (solugcbes padrdo, bebida
adicionada das substancias em estudo e brancos) e evaporaram-se em corrente de azoto a
temperatura ambiente. Fez-se a reconstituicdo do volume inicial com acetato de etilo e
adicionaram-se 100yl de BSTFA+1%TMCS (reagente de derivatizac@o). Agitou-se em vortex e

deixou-se reagir a 75°C durante 30 minutos.

2.6. Extraccéao Liquido/Liquido (L/L)

A bebida adicionada de GBL adicionou-se acetato de etilo num tubo de centrifuga. Agitou-se e
centrifugou-se a 2000rpm durante 5minutos e a temperatura ambiente (Heraeus Sepatech).
Retirou-se a fase organica. Adicionou-se igual volume de acetato de etilo e repetiu-se o
procedimento de extracgdo. Juntaram-se as fases organicas, adicionou-se acetato de etilo até

perfazer 4ml.

2.7. Analise GC-MS

Analisaram-se em triplicado 1yl de cada uma das solu¢fes contendo os analitos em estudo. O
GHB, o 1,4-BD, o GABA e o &cido 2-hidroxicapréico foram analisados ap0s derivatizagdo. A
GBL foi analisada directamente.

Para a analise dos derivados sillados do GHB, do 1,4-BD, do GABA e do &cido 2-
hidroxicaproico o cromatégrafo operou nas seguintes condi¢cdes: a injeccdo foi em modo
“splitless”, a temperatura do injector foi de 250°C, a temperatura inicial do forno foi de 45°C

durante 3 minutos, aumentando 15°C/min até a temperatura final de 200°C (Figura 13).
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Figura 13: Programa de temperaturas da coluna utilizado na

andlise dos derivados sililados do GHB, 1,4-BD, GABA e acido 2-
hidroxicaproico.

Para a analise da GBL o cromatdgrafo operou nas seguintes condi¢des: a injeccdo foi em
modo “splitless”, a temperatura do injector foi de 250°C, a temperatura inicial do forno foi de

45°C durante 5 minutos; aumentando 20°C/min até a temperatura final de 200°C (Figura 14 ).
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Figura 14 : Programa de temperaturas da coluna utilizado na analise da
GBL

No espectrémetro de massa a temperatura da linha de transferéncia foi de 280°C e a da fonte
idnica de 200°C. A ionizacgéo foi por impacto electrénico a 70 eV e o analisador utilizado foi do
tipo “ion trap”.

Para a andlise qualitativa dos derivados sillados do GHB, 1,4-BD, GABA e &cido 2-
hidroxicaproéico utilizou-se o detector em modo TIC (Cromatograma de 16es Total) com o
intervalo de massas m/z = 15-320. Para a andlise quantitativa utilizou-se o modo SIM

(Monitorizacdo com 1des Seleccionados) e os fragmentos escolhidos foram: m/z = 116, 147,
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159, 204, 232, 233, 261 e 304.

Para a andlise qualitativa da GBL utilizou-se o detector em modo TIC com o intervalo de
massas m/z = 15-320. Para a andlise quantitativa da GBL utilizou-se o0 modo SIM e os
fragmentos escolhidos foram: m/z = 28, 41 e 87.

O metanol e o acetato de etilo, solventes utilizados neste estudo, o reagente de derivatizacédo e
a bebida antes de ser adicionada dos analitos foram igualmente analisados nas mesmas

condi¢bes cromatograficas e espectrométricas.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Sintese e Caracterizacdo do Sal Sédicodo GH B

Da reaccdo da GBL com o NaOH resultou a formacéo do sal sédico de GHB (Figura 15), na
forma de cristais brancos que cristalizam do etanol. O rendimento da reaccéo foi de 58,8%. A
reacgdo é equimolecular convindo ndo adicionar NaOH em excesso uma vez que a formagéo

do sal sodico e a inversao da reacgédo estao fortemente dependentes do pH.

Ogo \/\/ﬁ\
+NaOH —— HO -
~ (0] Na+
GBL Sal sédico do GHB

Figura 15: Reaccéao de sintese do sal sédico do GHB a partir da GBL

O sal sédico do GHB, a GBL e o GHB na forma livre podem encontrar-se em equilibrio,
constituindo o pH um factor critico nestes equilibrios (Figura 16). No caso presente houve o
cuidado de manter o pH de 7,6 durante o processamento da reaccdo, evitando-se a
lactonizacdo e garantindo a formacao de GHB na forma de sal sédico. Por outro lado, também
se verificou que o aquecimento pode reverter a reaccdo e originar de novo a GBL, pelo que a

reaccao foi conduzida sem aquecimento adicional ao da exotermia da reacgéo.
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Figura 16: Equilibrio do GHB na forma livre com a GBL e com o GHB

na forma iénica

O produto bruto foi recristalizado do etanol originando cristais brancos com um intervalo de
fusdo de 148°C-150°C, compativel com o descrito na literatura para o sal sddico do GHB (145°-
146°C) (Index Merck, ed.13).

O espectro no IV (Figura 17) apresenta as bandas caracteristicas do espectro do sal sodico do
GHB. A banda larga a 3344,29cm™ é originada pelo grupo hidroxilo do alcool. A banda a
2957cm™ corresponde as vibracdes das ligagdes C-H da cadeia alifatica; as bandas a
1557,82cm™ e 1421,92cm™ correspondem respectivamente as vibracdes assimétrica e
simétrica do anido carboxilato (Figura 18 )(DeFrancesco 2006).
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Figura 17: Espectro IV do sal sédico do GHB.
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Os espectros "HRMN (Figura 19) e **CRMN (Figura 20) apresentam os sinais caracteristicos do

vas = 1557 cm’

vs = 1421 cm™?

carboxilato do sal sédico do GHB

Figura 18: Vibracdes de alongamento-encurtamento do aniao

sal sédico do GHB. O espectro "HNMR apresenta o sinal a 4,96 ppm originado pelo hidrogénio

do hidroxilo da funcdo alcool do GHB; o tripleto a 3,59ppm é originado pelos Hy, o tripleto a

2,25ppm é originado pelos Ha, o quintupleto a 1,82ppm é originado pelos dois HB. Quanto ao

espectro BCRMN apresenta um sinal a 182,63ppm que € originado pelo carbono carbonilico

(C-1). O sinal a 63,24ppm originado pelo C-4, o sinal a 35,90ppm é originado pelo C-2 e o sinal

a 30,40ppm originado pelo C-3.
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Figura 19: Espectro'HRMN do sal sédico do GHB
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O espectro de massa (Figura 22) do produto de sintese derivatizado (Figura 21) corresponde ao
sal sodico do GHB dissililado. As principais quebras verificadas estdo representadas na Figura
23. O iao molecular (m/z=248) nado é visivel e surge o pico m/z=233 como ultimo pico do
espectro e que é originado por perda de um grupo metilo a partir do ido molecular. O pico base
tem o valor de m/z=147 [(CHs),Si=O"Si(CH3)4]. Este fragmento corresponde a um rearranjo dos

grupos trimetilsililo e que é frequente ocorrer em compostos dimetilssililados (Esselman 1969).

N
— Si~_
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Figura 21: Estrutura quimica do derivado sililado do GHB
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Figura 22: Cromatograma e espectro de massa obtido em modo total do derivado sililado do produto de sintese da
GBL com NaOH
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Figura 23: Principais quebras em espectrometria de massa do
derivado sililado do GHB

3.2. Desenvolvimento do Método para Analise do
GHB, 1,4-BD, GABA e GBL

Foi necessario optimizar o método no sentido de escolher os solventes mais adequados para
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cada uma das substancias, as melhores condicdes de derivatizagao e de analise por GC-MS.

O GHB, o GABA e o acido 2-hidroxicapréico foram solubilizados em metanol. Este solvente
além de permitir solubilizar as substancias referidas permitiu obter cromatogramas com menos
interferéncias. O 1,4-butandodiol e a GBL foram solubilizados em acetato de etilo. Este
solvente solubiliza bem o 1,4-BD e a GBL, foi o solvente em que decorreu a derivatizacdo das
substancias em estudo e originou cromatogramas sem interferéncias.

A analise por cromatografia gasosa do GHB, do 1,4-BD e do GABA implica a sua prévia
derivatizacdo. A obtencdo de derivados sililados elimina a presenca dos grupos OH e NH,
presentes nestas substancias e que sdo responsaveis pelo seu mau comportamento
cromatografico. A reaccdo de derivatizacdo utilizada foi a sillacdo com BSTFA+1%TMCS. A
reaccao ocorre por um mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN,), em que ha
substituicdo dos hidrogénios activos por grupos TMS (trimetilsililo) (Figura 24). As melhores
condicdes de derivatizacdo foram obtidas usando a temperatura de 75°C durante 30 minutos.
Para tempos e temperaturas de derivatizagdo inferiores ndo se conseguiram obter reaccdes de
derivatizacdo completas e para temperaturas e tempos de derivatizacdo superiores ocorreu a
degradacédo das substancias, evidenciada pelo surgimento de uma coloracéo castanha no meio
reaccional. A reaccdo de derivatizacdo do GABA ndo foi completa e portanto na sua analise

utilizou-se o somatério das areas dos picos dos derivados di e trissililados (Figura 25).

CH, H,C CH, CH,
3 , 5 _
Amostra—qQ + H,C—Si—x — |Amostra— (I)— S||—X — Amostra— O— Si—CH, + HX
H (l;H H o ch, CH,

3

Para a BSTFA,
X=CF;CONSI(CH,),

Para o TMCS,
X=Cl
Figura 24: Mecanismo de sililagdo com BSTFA+1%TMCS
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Figura 25: Estrutura quimica dos derivados di e trissililados do GABA

Quanto a GBL, nado possui condicbes de ser derivatizada e verificou-se que se degradava
durante a reaccao de derivatizacdo. Assim, foi analisada numa aliquota de bebida em
separado, apés extrac¢do com acetato de etilo. O GHB, 0 1,4-BD e o GABA foram analisados
directamente sem recorrer a extracgcao destas substancias a partir da bebida contaminada.
Verificou-se que durante a reaccdo de derivatizagdo o GHB néo se converte em GBL.

Foram estudadas varias condi¢cdes cromatograficas que permitissem a separagao, identificagcao
e doseamento do GHB na forma de sal sédico, do 1,4-BD, do GABA e da GBL por GC-MS. As
melhores condic8es foram as referidas em 2.7.

Relativamente a andlise qualitativa obtiveram-se cromatogramas e espectros de massa em
modo TIC (m/z=15-320).

A Figura 26 (GHB), Figura 27 (1,4-BD), Figura 28 (GABA), Figura 29 (acido 2-hidroxicaproéico) e Figura
30 (GBL) mostram os cromatogramas obtidos para cada um dos analitos em estudo e a Tabela 8
apresenta os respectivos tempos de retencdo nas condigBes cromatograficas referidas em 2.7.
A Figura 31 (GHB, 1,4-BD e PI) e a Figura 32 (GABA e Pl) mostram os cromatogramas obtidos a
partir da bebida adicionada destes analitos e do padrdo interno utilizado nos respectivos
doseamentos.

A Figura 33 (GBL) mostra o cromatograma obtido a partir da bebida adicionada deste analito e

apos extraccdo com acetato de etilo.
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Figura 26: Cromatograma do derivado sililado do GHB
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Figura 30: Cromatograma da GBL
Substancia Tempo de retencéo
(min)
Derivado dissililado do GHB 9,90
Derivado dissililado do1,4-BD 9,17
Derivado dissililado do GABA 10,59
Derivado trissililado do GABA 12,60
Derivado dissililado do acido 2-hidroxicaprdico 10,34
GBL 8,16

Tabela 8: Tempos de retengéo das substancias em anélise
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Figura 31: Cromatograma dos derivados sililados do GHB, 1,4-BD e &cido 2-hidroxicaproico obtido a partir da bebida

adicionada de GHB e 1,4-BD.
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Todas as substancias foram caracterizadas pelos respectivos espectros de massa.

A Figura 34 mostra o espectro de massa do derivado sililado do GHB e a Figura 35 mostra a

formagdo dos principais fragmentos. Este espectro de massa foi ja discutido em 3.1, a

proposito da sua sintese.
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Figura 34: Espectro de massa obtido em modo TIC do derivado sililado do GHB.
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Figura 35: Principais fragmentos do derivado sililado do GHB

A Figura 36 mostra o espectro de massa do derivado sililado do 1,4-BD e a Figura 37 mostra a

formacado dos principais fragmentos. O iao molecular (m/z=234) néo é visivel, surgindo o pico

com m/z=235 que corresponde ao fragmento [MH]". A inexisténcia do pico molecular em éteres

€ comum (McLafferty 1993). O pico base (m/z=73) corresponde ao grupo trimetilsililo. O

fragmento m/z = 177 corresponde a um rearranjo e € comum em espectros de massa de éteres

bistrimetilsililados de polimetilenoglicois (Diekman 1968).
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Figura 37: Principais fragmentos do derivado sililado do 1,4-BD

A Figura 38 mostra o espectro de massa do derivado dissililado do GABA e a Figura 39 mostra a
formagédo dos principais fragmentos. O iao molecular (m/z=247) nao é visivel surgindo o pico
com m/z=248 que corresponde ao fragmento [MH]". O pico base tem o valor m/z=73 e

corresponde ao grupo trimetilsililo.
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Figura 38: Espectro de massa obtido em modo TIC do derivado dissililado do GABA.
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Figura 39: Principais fragmentos do derivado
dissililado do GABA

A Figura 40 mostra o espectro de massa do derivado trissillado do GABA e a Figura 41 mostra a
formagédo dos principais fragmentos. O ido molecular (m/z=319) néo é visivel surgindo o pico
com m/z=304 como ultimo pico do espectro e que é originado por perda de um grupo metilo a
partir do i&o molecular. O pico base tem o valor de m/z=73 e corresponde ao grupo

trimetilsililo.
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Figura 40: Espectro de massa obtido em modo TIC do derivado trissililado do GABA
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Figura 41: Principais fragmentos do derivado
trissililado do GABA

A Figura 42 mostra o espectro de massa do derivado sillado do acido 2-hidroxicaproico e a
Figura 43 mostra a formacao dos principais fragmentos. O ido molecular (m/z=276) néo é visivel,
surgindo o pico com m/z=277 que corresponde ao fragmento [MH]". O pico base tem o valor

m/z=73 e corresponde ao grupo trimetilsililo.
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Figura 42: Espectro de massa obtido em modo total do derivado sililado do padré&o interno.
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Figura 43: Principais fragmentos do derivado sililado do
acido 2-hidroxicaproéico

A Figura 44 mostra o espectro de massa da GBL e a Figura 45 mostra a formacao dos principais
fragmentos. O ido molecular (m/z=86) ndo é visivel, surgindo o pico com m/z=87 que
corresponde ao fragmento [MH]", que é também o pico base. Este comportamento é frequente
nas lactonas saturadas onde M+ €& em geral inexistente ou de pequena intensidade e existe

uma forte tendéncia para a protonacgéo (Seibl 1973).
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Figura 44: Espectro de massa da GBL obtido em modo total
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Figura 45: Principais quebras da GBL

Para a analise quantitativa obtiveram-se espectros de massa em modo SIM (Figura 46 , Figura 47 ,
Figura 48, Figura 49 € Figura 50). Para a analise dos derivados sililados do GHB, do 1,4-BD e do
GABA escolheram-se os fragmentos m/z=116, 147, 159, 204, 232, 233, 261 e 304. Para a
analise da GBL escolheram-se os fragmentos m/z=28, 41, 87. A escolha dos fragmentos
esteve relacionada com o facto de serem picos caracteristicos e significativos das substancias
em estudo. O fragmento m/z=73 embora correspondesse ao fragmento base da maioria das
substancias em analise ndo foi escolhido uma vez que para esse valor de m/z se verificou na

andlise da bebida o aparecimento de mais picos cromatograficos sem interesse analitico.
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Figura 46: Espectro de massa obtido em modo SIM do derivado sililado do GHB.
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Figura 47: Espectro de massa obtido em modo SIM do derivado sililado 1,4-BD.
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Figura 48: Espectros de massa obtidos em modo SIM dos derivados sililados do GABA. (A) Espectro de massa obtido

em modo SIM do derivado dissililado do GABA; (B) espectro de massa obtido em modo SIM do derivado trissililado do
GABA.
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Figura 49: Espectro de massa obtido em modo SIM do derivado sililado do acido 2-hidroxicapréico.
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Figura 50: Espectro de massa obtido em modo SIM da GBL

3.3. Validacdo do Método

Para validar um método analitico € necessario ter em conta varios parametros para garantir
gue esse método é adequado para o fim a que se destina. Neste trabalho seguiram-se as
recomendacgBes da International Conference on Harmonization (ICH). Foram avaliados a
selectividade, a linearidade, o limite de deteccdo, o limite de quantificagcdo, a precisdo

(repetibilidade e preciséo intermédia) e a exactidao.

Selectividade

O método mostrou ser selectivo uma vez que nenhum interferente eluiu com o mesmo tempo
de retencdo das substancias de interesse, quando comparada a matriz isenta das substancias

de interesse (Figura 51 e Figura 52) com a matriz adicionada dessas substancias.
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Figura 51: Cromatograma da matriz derivatizada isenta das substéncias de interesse e adicionada de padréo interno
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Linearidade

Observaram-se para cada uma das substancias as seguintes linearidades: GHB (0,0035 -
0,035mg/ml); GABA (0,2 — 2mg/ml); 1,4-BD (0,005 - 0,050 mg/ml); acido 2-hidroxicaproéico (0,05
—1mg/ml) e GBL (0,375 - 3 mg/ml) (Figura 53 € Tabela 9).

O doseamento do GHB, 1,4-BD e GABA na bebida foi efectuado pelo método do padréo
interno. Tendo em conta as linearidades obtidas para cada uma das substancias tracaram-se
curvas de calibragcao pelo método do padrao interno (Figura 54 € Tabela 10). Para isso utilizou-se
uma solucdo de padréo interno 0,2mg/ml.

A GBL foi doseada pelo método do padrao externo (Figura 55).
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Figura 53: Linearidade obtida para o GHB, 1,4-BD, GABA e &cido 2-hidroxicaproico.
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Substéncia Zona Linear Equacéo da Recta Coeficiente de

(mg/ml) Correlacdo (R
GHB 0,0035-0,035 y = 7*10°x-159719 0,9954
1,4-BD 0,005-0,05 y = 432224x+691965 0,9900
GABA 0,2-2 y = 6*10"x+3*10° 0,9976
Acido 2-hidroxicaproico 0,05-1 y = 2¥10°x-4*10° 0,9995

Tabela 9: Zona linear, equacéo da curva e coeficiente de correlagdo do GHB, 1,4-BD, GABA e &cido 2-hidroxicaproéico.
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Figura 54: Curvas de calibrag&o obtidas pelo método do padréo interno para o GHB, 1,4-BD e GABA.
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Substancia Zona Linear Equacao da Recta Coeficiente de

(mg/ml) Correlacéo (R ?)
GHB 0,0065-0,065 y = 3,4098x + 0,0055 0,9900
1,4-BD 0,010-0,08 y =4,8784x - 0,0287 0,9997
GABA 0,825-3,9 y = 2,3922x + 0,8608 0,9955

Tabela 10: Equacéo da curva de calibracéo e factor de correla¢éo para o GHB, 1,4-BD e GABA

GBL
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Figura 55: Curva de calibragdo obtida pelo método do padrdo

externo para a GBL

Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacaol(Q)

Os limites de deteccdo e de quantificacdo para cada uma das substancias foram calculados de

acordo com as normas ICH. O limite de deteccdo (LD) foi calculado segundo a férmula

LD=3.3*0/S, o limite de quantificacédo (LQ) foi calculado segundo a férmula LQ=10*c/S em que

o é o desvio padrdo da resposta ao branco e S é o declive da curva de calibracdo do analito.

Os valores do limite de deteccdo e de quantificacdo encontram-se na Tabela 11.

GHB 1,4-BD GABA GBL

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

Limite de detecgéo 1,8*10° 6,2*10° 0,210 0,0004
Limite de quantificagéio 5,9*10° 18,8*10° 0,635 0,0013

Tabela 11: Limite de detecc¢éo e quantificagdo do GHB, 1,4-BD, GABA e GBL.
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Precisao

Repetibilidade

O estudo da repetibilidade foi efectuado utilizando as concentragdes com que se construiram

as curvas de calibracdo realizando a analise em triplicado para cada concentracdo, de acordo

com o recomendado pela ICH. Os valores da repetibilidade para cada uma das concentracfes

estudadas encontram-se na: Tabela 12, Tabela 13, Tabela 14, Tabela 15, Tabela 19, Tabela 16, Tabela 17,

Tabela 18 e Tabela 19 consoante 0 caso.

Concentracdo de GHB Preciséo
(mg/ml) (RSD%)
0,035 3.4
0,0175 8,2
0,007 47
0,005 4,5
0,0035 4,4

Tabela 12: Repetibilidade para diferentes
concentragBes de GHB, obtida para o estudo da

linearidade.
Concentracédo de 1,4-BD Preciséo

(mg/ml) (RSD%)
0,05 1,0
0,04 2,2
0,025 4,2
0,020 4,7
0,005 10

Tabela 13: Repetibilidade para diferentes
concentracdes de 1,4-BD, obtida para o estudo da

linearidade.
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Concentracdo de GABA Preciséo

(mg/ml) (RSD%)
2 2,1
1 53

0,75 1,8
0,5 0,1
0,2 7,7

Tabela 14: Repetibilidade para diferentes

concentracdes de GABA, obtida para o estudo da

linearidade.
Concentracgédo de acido Preciséo
2-hidroxicapréico (RSD%)
(mg/ml)

1 1,6
0,5 4,2
0,25 2,3
0,1 6,6
0,05 21

Tabela 15: Repetibilidade para diferentes
concentragBes de &cido 2-hidroxicaproico, obtida

para o estudo da linearidade.

Concentracdo de GHB Preciséo
(mg/ml) (RSD%)
0,065 5,85
0,0125 6,94
0,0065 8,76

Tabela 16: Repetibilidade para diferentes
concentragces de GHB, obtida pelo método do

padrao interno.
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Concentragéo 1,4-BD Precisao

(mg/ml) (RSD%)
0,08 1,45
0,04 2,10

0,010 4,22

Tabela 17: Repetibilidade para diferentes
concentragGes de 1,4-BD, obtida pelo método do

padrao interno.

Concentracdo de GABA Preciséo
(mg/ml) (RSD%)
3,9 7,22
3,3 1,60
0,825 1,92

Tabela 18: Repetibilidade para diferentes
concentragBes de GABA, obtida pelo método do
padrao interno.

Concentracéo de GBL Precisdo
(mg/ml) (RSD%)
3 3,9
1,5 15
1,25 51
0,75 0,1
0,375 53

Tabela 19: Repetibilidade para  diferentes
concentragGes de GBL, obtida pelo método do padrdo

externo.

Os valores obtidos (inferiores a 10%) estéo de acordo com o requerido pela ICH.

Precisdo intermédia

O estudo da preciséo intermédia foi efectuado para trés concentracdes diferentes dos analitos
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em dias diferentes ndo consecutivos e realizando a analise em triplicado de acordo com o
recomendado pela ICH. Os valores da precisdo intermédia para cada uma das concentragdes

estudadas encontram-se na: Tabela 20, Tabela 21, Tabela 22 € Tabela 23.

Concentracdo de GHB Preciséo
(mg/ml) (RSD%)
0,065 6,3
0,0125 4.4
0,0065 4,4

Tabela 20: Precisdo intermédia para diferentes
concentrages de GHB, obtida pelo método do

padrao interno.

Concentragéo 1,4-BD Precisao
(mg/ml) (RSD%)
0,08 10
0,05 6,2
0,010 10

Tabela 21: Precisdo intermédia para diferentes
concentragGes de 1,4-BD, obtida pelo método do

padrao interno.

Concentracédo de GABA Preciséo
(mg/ml) (RSD%)
3,9 7,5
3,3 24
0,825 6,7

Tabela 22: Precisédo intermédia para diferentes
concentragcBes de GABA, obtida pelo método do

padrdo interno.
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Concentracdo de GBL Precisao

(mg/ml) (RSD%)
3 5,8
1,25 6,8
0,375 8,2

Tabela 23: Precisédo intermédia para diferentes
concentracBes de GBL, obtida pelo método do

padréo externo.

Os valores obtidos (inferiores a 10%) estéo de acordo com o requerido pela ICH.
Exactiddo
A recuperacdao da extracc¢éo foi calculada segundo a seguinte férmula.

% Recuperacao = [(Area do analito) exraccao/(Area do analito)padrao]*100
A recuperacéo da extraccéo foi de 73,3%.
O estudo da exactiddo foi efectuado para trés concentracBes diferentes dos analitos e
realizando a analise em triplicado de acordo com o recomendado pela ICH. Para estudar a
exactiddo do método prepararam-se solucdes de trés concentracdes diferentes nos solventes
indicados em 2.4 e calculou-se a percentagem de recuperacao segundo a seguinte férmula.

% Recuperacéo = [(Area do analito/Area do p.i.) opigo/(Area do analito/Area do p.i.)esrico]*100

Os valores da exactiddo para cada uma das concentra¢cfes estudadas encontram-se na: Tabela

24, Tabela 25, Tabela 26 € Tabela 27.

Concentracéo de GHB Exactidao
(mg/ml) (%)
0,065 97,2
0,0125 112,3
0,0065 90,2

Tabela 24: Exactiddo para diferentes concentragdes
de GHB, obtida pelo método do padréo interno.
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Concentracéo 1,4-BD Exactidao

(mg/ml) (%)
0,08 100,0
0,05 100,0

0,010 96,0

Tabela 25: Exactiddo para diferentes concentragfes

de 1,4-BD, obtida pelo método do padréo interno.

Concentracédo de GABA Exactiddo

(mg/ml) (%)
3,9 102,6
3,3 96,4

0,825 101,8

Tabela 26: Exactiddo para diferentes concentracfes

de GABA, obtida pelo método do padréo interno.

Concentragédo de GBL Exactiddo
(mg/ml) (%)
3 95,3
1,25 100,0
0,375 86,2

Tabela 27: Exactiddo para diferentes concentracdes

de GBL, obtida pelo método do padrdo externo.

Os valores obtidos (compreendidos entre 80%-120%) estdo de acordo com o requerido pela

ICH.
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3.4. Doseamento de GHB, 1,4-BD, GABA e GBL numa

Bebida Alcodlica

Como referido anteriormente o GHB, o 1,4-BD e o GABA foram doseados em aguardente pelo
método do padrao interno. A GBL foi doseada pelo método do padrédo externo. A Figura 56, a
Figura 57 € a Figura 58 apresentam os cromatogramas obtidos a partir da bebida adicionada de
GHB e 1,4- BD; de GABA e de GBL, respectivamente.
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Figura 56: Cromatograma dos derivados sililados do GHB, 1,4-BD e &cido 2-hidroxicapréico obtido a partir da bebida

adicionada de GHB e 1,4-BD.
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Figura 57: Cromatograma dos derivados sililados do GABA e acido 2-hidroxicapréico obtido a partir da bebida

adicionada de GABA.
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Figura 58: Cromatograma obtido a partir da bebida adicionada de GBL.

As concentracdes das solucdes alcodlicas preparadas encontram-se em 2.4. As concentracdes
obtidas encontram-se na Tabela 28. A precisdo do doseamento (inferior ou igual a 10%) esta de

acordo com o recomendado pela ICH.
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Substéncia  Concentracao RSD

(mg/ml) (%)
GHB 7,38 10
1,4-BD 43,8 10
GABA 1,54 8,4
GBL 63,4 7,0

Tabela 28: Concentracdo de GHB, 1,4-BD, GABA e
GBL na aguardente

Para as concentracdes utilizadas para dopar a bebida este método apresentou boa
recuperacdo para o0 GHB, 1,4-BD e GBL em bebidas alcoodlicas. Este método ndo apresentou
boa recuperacédo para a determinacdo do GABA em bebidas alcodlicas. Este facto pode dever-
se a formacdo de uma mistura de derivados sililados durante a derivatizacdo do GABA ou a
menor reactividade do grupo amina com o reagente de derivatizacao, quando comparado com
os grupos hidroxilo ou carboxilo. Embora ndo haja registos de utilizagcdo do GABA como droga
de abuso seria interessante, com base na metodologia aqui descrita e utilizada para o estudo
das outras substancias, poder encontrar um processo que permitisse também o doseamento
do GABA. Uma hipotese a estudar futuramente seria a de aumentar a selectividade na

derivatizacdo do GABA, de forma a originar maioritariamente um Unico derivado sililado.

Este método foi ainda utilizado num caso real de suspeita de intoxicacdo por GHB (Figura 59).
Pela andlise da solucao suspeita adicionada de GHB verificou-se que nao se tratava de GHB
uma vez que surgem dois picos cromatograficos: um originado pelo derivado sililado do GHB
(tempo de retencdo=9,94min) e outro pelo derivado sililado da substancia suspeita (tempo de
retencd0=10,30min) (Figura 60). Contudo, o espectro de massa obtido a partir do derivado
sililado da substancia suspeita era muito semelhante ao do derivado sililado do GHB, pelo que
parece tratar-se de uma substancia relacionada com o GHB, nomeadamente &cido a-
hidroxibutirico. Este método mostrou entdo poder ser utilizado em situacdes praticas,
permitindo discriminar o GHB de outras substéncias relacionadas. Assim sendo a utilidade
deste método abrange o dominio pratico da toxicologia forense podendo ser facilmente

implementado em qualquer laboratério da especialidade.
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Figura 59: Cromatograma e espectro de massa obtido em modo TIC a partir da solu¢cdo desconhecida.
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4. Conclusodes

Neste trabalho desenvolveu-se e optimizou-se um método que permite fazer o doseamento de
uma forma simples e rapida quer do GHB, quer dos seus precursores, GBL e 1,4-BD em
bebidas e recorrendo a uma pequena quantidade de amostra. O método desenvolvido é
exacto, preciso e sensivel para determinar estas substancias em bebidas alcodlicas.
Relativamente ao GABA o método tera de ser optimizado de forma a conseguir uma melhor
recuperacado e assim poder utiliza-lo para a analise deste precursor. O método desenvolvido é
o primeiro método, que tenhamos conhecimento, que permite fazer o doseamento de GHB e
seus precursores em bebidas alcodlicas por GC-MS. Este método constitui pois uma boa
opcao para determinar quer o GHB quer os seus precursores em bebidas alcoodlicas suspeitas
e podera ser ainda aplicado a outras matrizes desde que com as devidas alteracdes.

De futuro é necessario verificar se a metodologia desenvolvida é susceptivel de ser aplicada a
identificacdo e doseamento dos ésteres etilico e metilico do GHB. Isto porque o GHB e a GBL
em solucdes alcoodlicas podem ser convertidos nos ésteres etilico e metilico (Hennessy 2004) e
portanto a pesquisa de GHB e derivados a quando da andlise de bebidas alcodlicas suspeitas

tera de incluir obrigatoriamente esses ésteres.
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