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ABSTRACT

Pharmacotoxicology and analytical issues of gamma-hydroxybutyric acid in clinical and forensic laboratory.
Gamma-hydroxybutyric acid (GHB) can be considered both an endogenous metabolite and a precursor of the
neurotransmitter gamma-aminobutyric acid (GABA) acting within the central nervous system as a neuromodulator.
Pharmacologically, GHB is classified as a central nervous system depressant and its mechanism of action involves
interaction and binding with GABA-B receptors.

With the generic name of sodium oxybate, the sodium salt of GHB, is sold as a pharmaceutical product under the
trade name of Xyrem® when prescribed for the treatment of people with narcolepsy and with the name of Alcover®
when used to relieve alcohol withdrawal syndrome and treat alcohol dependence.

Between the end of the 90s of the twentieth century and the beginning of the twenty-first one, the abuse of GHB
became increasingly widespread in the recreational field. The substance, often consumed in combination with
alcohol, cannabis, ecstasy (3,4-Methylenedioxymethamphetamine, MDMA), ketamine, has been converted in one of
the most used "club drugs", becoming one of the most serious health issues in the emergency department of many
European and extra-European Countries because of the initial difficult clinical management of the growing number
of cases of intoxication. At the same time, there was an increase of cases of sexual assaults of victims who were
unaware they had been given GHB as odourless and colourless sedative substance.

In this narrative review, the three different aspects of GHB as endogenous neuromodulator, as prescription drug and
as substance of abuse are illustrated. The main methods for qualitative and quantitative analysis in conventional and
non-conventional biological matrices for clinical and forensic purposes are also described.

INTRODUZIONE Farmacologicamente, il GHB & classificato come
depressore del sistema nervoso centrale e il suo
L'acido  gamma-idrossibutirrico  (acido  4-  meccanismo d'azione coinvolge l'interazione e il legame

idrossibutanoico, GHB) & un acido grasso a catena
corta composto da quattro atomi di carbonio e un
singolo gruppo idrossile (-OH) legato al C-4,
naturalmente presente nell’ organismo. Il GHB puo
essere considerato sia un metabolita endogeno che un
precursore del neurotrasmettitore acido gamma-
amminobutirrico (GABA) e agisce sul sistema nervoso
centrale come neuromodulatore. Inoltre, si pud formare
nei tessuti periferici umani da due precursori esogeni, il
gamma-butirrolattone (GBL) e il 1,4-butandiolo (BD)
(Figura 1) (1).

con i recettori del GABA, in particolare con il complesso
GABA-B (2). Questo meccanismo differisce da quello di
altri sedativi-ipnotici, quali l'etanolo, i barbiturici e le
benzodiazepine, che agiscono attraverso il legame con il
recettore GABA-A e il suo canale ionico del cloro (3).

Il GHB é stato sintetizzato per la prima volta nel 1874
dal chimico russo Alexander Mikhaylovic Zaytsev, ma
l'interesse e gli studi sistematici sul GHB sono iniziati
negli anni '60 del ventesimo secolo quando il medico
francese Henri Laborit (1914-1995), si interesso allo
studio dei suoi effetti fisiologici. Laborit aveva osservato
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Strutture molecolari dell’acido y-idrossibutirrico (GHB) e dei suoi
precursori, il y- butirrolattone (GBL) e il 1,4-butandiolo (BD)

che il GHB era un analogo strutturale del GABA e, a
differenza di quest'ultimo, era attivo per via orale, in
grado di attraversare la barriera ematoencefalica e
penetrare nel cervello (4).

Gli esperimenti di Laborit avevano dimostrato che il
GHB era un potente agente farmacologico creando cosi
un interesse per il suo uso come anestetico per via
endovenosa, poiché la sostanza aveva effetti minimi di
depressione cardiovascolare e respiratoria e la funzione
epatica e renale sembravano rimanere inalterate.
Tuttavia, in seguito, il GHB si riveld deludente come
anestetico, poiché il farmaco possedeva un effetto
analgesico insufficiente e la dose corretta era difficile da
stimare e controllare. Dopo 'osservazione che in alcuni
pazienti la sua somministrazione induceva il vomito
mentre in altri si producevano convulsioni, i test medici
del GHB in anestesiologia furono abbandonati in favore
di agenti anestetici endovenosi molto piu sicuri (ad
esempio ketamina, propofol). Nonostante cio, il GHB ¢
stato registrato in Germania per I'uso come anestetico
endovenoso (Somsanit®) a dosi di 60-80 mg/kg di peso
corporeo alla fine degli anni ’60 (5).

Con il nome generico di sodio oxibato, il sale sodico
del GHB (sodio 4-idrossibutirrato), € un prodotto
farmaceutico prescritto con il nome commerciale
Xyrem® per il trattamento di disturbi del sonno, come la
narcolessia e con il nome commerciale Alcover® per
alleviare la sindrome da astinenza da alcol e trattarne la
dipendenza (6).

Durante gli anni '70 e '80 del secolo scorso, il GHB &
divenuto popolare come integratore alimentare di libera
vendita tra i culturisti con la supposizione, mai
comprovata scientificamente, che il GHB aiutasse a
“bruciare i grassi”, sviluppare muscoli e che stimolasse
la produzione dell'ormone della crescita (7).

Tra la fine degli anni ‘90 del ventesimo secolo e
I'inizio del ventunesimo, I'uso scorretto e 'abuso di GHB
si sono diffusi in forma crescente in ambito ricreazionale
(ad esempio nelle discoteche, e nei “rave parties”): la
sostanza, spesso consumata in combinazione con alcol,
cannabis, 3,4-metilendiossimetamfetamina (MDMA,
ecstasy), ketamina, & diventata tra le piu usate “club
drugs”, divenendo una delle maggiori problematiche nei
Dipartimenti di Emergenza di molti Paesi europei ed
extraeuropei per la iniziale difficolta della gestione clinica
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del crescente numero di casi di intossicazione (8, 9).
Contemporaneamente, si € osservato un aumento di
casi di violenza sessuale nei quali alle vittime era stato
somministrato inconsapevolmente GHB e/o i suoi due
precursori GBL e BD come sedativi, in quanto sostanze
inodori ed incolori. (10,11). Pertanto, I'uso illecito del
GHB e il suo potenziale uso come “droga dello stupro”
ha indotto la Food and Drug Administration (FDA)
statunitense a rendere dal 2000, il GHB una sostanza
controllata, sebbene sia anche inserito nella tabella dei
farmaci che richiedono prescrizione medica.

Il GHB e i suoi precursori GBL e BD sono sotto
controllo, secondo la convenzione delle Nazioni
Unite sulle sostanze psicotrope del 1971
(https://antidroga.interno.gov.it/wp-content/uploads/
2019/04/Convenzioni-stufefacenti-del-1971.pdf), nella
maggior parte dei paesi del’'Unione Europea. In Italia, il
GHB ed il suo precursore GBL sono sostanze incluse
nella Tabella IV del Decreto del Presidente della
Repubblica 309/90, come modificato dalla Legge n.79
del 2014, e quindi poste sotto controllo della vigente
normativa in materia di stupefacenti
(http://www.salute.gov.it/portale/temi/p2_6.jsp?lingua=ita
liano&id=3729&area=sostanzeStupefacenti&menu=vuot
0). Il GHB é anche presente nella sezione B della Tabella
dei Medicinali, presente nello stesso decreto.

In questa rassegna narrativa, vengono illustrati i tre
aspetti differenti del GHB quale neuromodulatore
endogeno, farmaco e sostanza d’abuso e sono descritte
le principali metodologie di analisi quali-quantitative della
sostanza a fini clinici e forensi, riportando le esperienze
della Unita di Farmacotossicologia del Centro Nazionale
Dipendenze e Doping dell’lstituto Superiore di Sanita.

L'ACIDO GAMMA-IDROSSIBUTIRRICO COME
NEUROMODULATORE ENDOGENO

Il GHB interferisce con la neurotrasmissione
GABAergica e pud essere considerato un agonista del
recettore GABA (12). | neuroni che rilasciano il GABA
sono localizzati principalmente nell'ippocampo, nella
corteccia cerebrale e nell'amigdala. | recettori per il GHB
si trovano in questi siti, nelle cellule pre- e post-
sinaptiche e mostrano un'elevata affinita per le proteine
G accoppiate a questi recettori (13). In Figura 2 sono
riportati la biosintesi ed il metabolismo del GHB
endogeno.

A differenza della maggior parte degli altri depressori
del sistema nervoso centrale (ad esempio alcol etilico,
benzodiazepine) che agiscono tramite il complesso
recettoriale GABA-A per attenuare l'attivita neuronale, il
GHB esercita la maggior parte dei suoi effetti da
agonista debole legandosi al complesso recettoriale
GABA-B (14), sebbene alcuni studi su animali ipotizzino
il suo intervento anche sulla neurotrasmissione della
dopamina e della serotonina (15).

I GHB agisce inizialmente come un inibitore del
rilascio di dopamina, sebbene con I'aumento della dose
consumata, il turnover di dopamina possa essere
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Biosintesi e metabolismo dell’acido y-idrossibutirrico (GHB) endogeno

successivamente stimolato (16). Si € anche ipotizzato
che il coinvolgimento dei recettori dell'N-metil-D-
aspartato (NMDA) spiegasse la cataplessia indotta da
GHB negli studi sugli animali (17). L'esistenza di siti di
legame del recettore ad alta affinita per GHB distinti dal
GABA-B ¢ stata postulata per spiegare alcuni degli effetti
farmacologici depressori prodotti da questa sostanza
(18).

L'ACIDO GAMMA-IDROSSIBUTIRRICO COME
FARMACO

Trattamento della narcolessia di tipo 1

La narcolessia di tipo 1 (NT1) & una malattia
neurologica causata dalla perdita dei neuroni
dell'orexina (ipocretina) nell'ipotalamo laterale,
probabilmente a causa di un meccanismo autoimmune.
E caratterizzata da eccessiva sonnolenza diurna con
attacchi di sonno, episodi di cataplessia, cioé perdita
improvvisa del tono muscolare, allucinazioni
ipnagogiche, paralisi del sonno e disturbi del sonno
notturno (19, 20).

Il sodio oxibato, il sale sodico del GHB, ¢é il
trattamento di prima linea dei sintomi indotti dalla NT1 ed
¢ altamente efficace nel migliorare l'architettura del
sonno, riducendo il sonno notturno frammentato,
diminuendo I'eccessivo sonno diurno e la frequenza
degli attacchi cataplettici (20). Nel luglio 2002 il sodio
oxibato, con il nome commerciale di Xyrem® & stato
approvato dalla FDA come sostanza per il trattamento
della cataplessia nei pazienti narcolettici e nel novembre
2005 il suo uso €& stato approvato dalla FDA per il
trattamento della sonnolenza diurna eccessiva in
pazienti affetti da narcolessia (11). Questo farmaco &
stato approvato anche dalla European Agency Medicine
ed é attualmente disponibile in Europa per il trattamento
della narcolessia con cataplessia nei pazienti adulti (21).

Il GHB viene rapidamente assorbito dall'intestino e
anche rapidamente eliminato dal corpo con una emivita
(t2) di 30-50 minuti. Cio significa che dopo 150-250

minuti (5 x t'%2), le concentrazioni di GHB nel plasma
sono appena misurabili (8). La dose giornaliera di
Xyrem® deve essere assunta immediatamente prima di
coricarsi e il rapido assorbimento e la breve emivita di
eliminazione assicurano che il mattino successivo solo
quantita insignificanti del farmaco rimangano nel
sangue.

Una recente revisione sistematica e una metanalisi
della letteratura internazionale sul’uso del GHB nella
narcolessia degli adulti, esaminando 15 differenti studi
clinici per un totale di 2104 pazienti, ha concluso che il
GHB migliora la narcolessia con cataplessia e i sintomi
correlati, negli adulti (20). Gli autori hanno inoltre messo
in luce che l'efficacia del GHB su molti aspetti della
narcolessia & dipendente dalla dose e/o dall’orario di
somministrazione (20). E’stato anche evidenziato che
effetti collaterali riportati dai pazienti trattati come
vertigini, enuresi e nausea o vomito hanno provocato
tassi elevati di astinenza dose-dipendente. Una dose di
6-9 g di GHB pud migliorare significativamente la
sonnolenza diurna soggettiva e il sonno a onde lente. E
interessante notare che questi risultati supportano anche
il ruolo del GHB nel migliorare le alternanze di sonno e il
sonno REM. Nonostante cio, il margine tra efficacia e
tossicita nel trattamento con il GHB & un problema critico
per i pazienti con narcolessia. E necessario quindi
stimare I'equilibrio tra benefici e rischi quando si
prendono decisioni sulle dosi di farmaco e sul numero di
somministrazioni diarie (20).

Anche il nostro gruppo di ricerca si € interessato
delluso del GHB nella narcolessia negli adulti con uno
studio pilota sulla farmacocinetica del farmaco in tre
soggetti con NT1 a cui sono state somministrate basse
dosi (2,5, 3 e 7 g/die; Xyrem® in due somministrazioni)
(21). Studi precedenti avevano gia indagato la
farmacocinetica del GHB, ma avevano fornito risultati in
parte contrastanti riguardo la linearita della cinetica del
GHB (8, 22-24). Inoltre, nessuno aveva indagato la
presenza nel sangue del suo glucuronide (GHB-Gluc)
(25).
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| dati ottenuti hanno evidenziato una farmacocinetica
non lineare del GHB plasmatico e la presenza di GHB-
Gluc in tracce sia prima che dopo il trattamento
farmacologico.

Inoltre, per la prima volta in letteratura, il GHB & stato
misurato insieme al suo glucuronide in campioni ante-
mortem di liquido cerebrospinale (a disposizione poiché
raccolto per la misura dellorexina) nei pazienti
narcolettici afferenti a questo studio (25). Mentre il GHB
somministrato superava la barriera ematoencefalica e la
sua concentrazione aumentava nel liquido
cerebrospinale in funzione della dose, questo non si
verificava per il metabolita glucuronato. Questo risultato,
insieme alle concentrazioni minime di glucuronide nel
plasma, indicava che tale metabolita non era un
biomarcatore significativo della somministrazione
esogena di GHB (25).

Fra gli effetti secondari dell’'uso del GHB nella terapia
della narcolessia, c’¢ il rischio di possibile intossicazione
di lattanti da parte di donne narcolettiche in trattamento
durante l'allattamento. | monitoraggio del GHB nel latte
materno di donne narcolettiche che allattano viene
eseguito al fine di calibrare la dose di farmaco
necessaria per il sonno notturno della madre, riducendo
perd al minimo il rischio che venga escreto nel latte che
il neonato consuma. Il primo studio pilota su un singolo
caso ha dimostrato che dopo I'assunzione di una dose di
4,5 g di GHB, la sua concentrazione nel latte materno ha
seguito la stessa cinetica di quella nel sangue, con una
concentrazione massima di farmaco (23,19 mg/L), una
ora dopo la somministrazione di sodio oxibato e la
minima (0,99 mg/L) 5 ore dopo I'assunzione. Sebbene le
concentrazioni nel latte materno fossero dal 70 all’80%
inferiori a quelle del sangue e non siano riportati valori di
GHB nel latte non tossici per il lattante, gli autori dello
studio raccomandavano alle madri in trattamento con
sodio oxibato di allattare al seno almeno 5 ore dopo
l'ultima somministrazione di GHB (26). Un ulteriore
studio ha dimostrato che dopo due dosi notturne di GHB
(2,25 e 3 @), i valori basali del neuromediatore si
raggiungono rispettivamente dopo 6 e 10 ore dalla
somministrazione e poiché il GHB viene generalmente
somministrato di notte, I'allattamento mattutino dovrebbe
essere evitato (27). Questi dati, ottenuti comunque su
singoli soggetti, richiedono una attenta interpretazione,
soprattutto quando si valutano farmacocinetiche in
matrici particolari come il latte materno nelle quali non si
conosce la stabilita della molecola (28).

Sebbene nella maggior parte dei pazienti NT1 si
sviluppi durante l'infanzia, non esistono trattamenti
approvati in ambito pediatrico. Nonostante cio, il sodio
oxibato & stato ampiamente utilizzato “off-label” per
trattare i sintomi della NT1 nei bambini e negli
adolescenti in studi non controllati, mostrando un profilo
di sicurezza e una risposta terapeutica simili a quella nei
pazienti adulti. Pertanto, al momento, la terapia
pediatrica si basa solo su dati osservazionali condivisi
tra i medici dei disturbi del sonno (29).
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Trattamento della astinenza da alcol

I GHB con il nome commerciale di Alcolver® é&
autorizzato per il trattamento da alcol in Austria e in Italia
(30).

La sindrome da astinenza da alcol (SSA) & una
condizione clinica che si manifesta in pazienti alcol-
dipendenti circa 6-24 ore dopo la brusca interruzione o la
drastica riduzione dell'assunzione di alcol e di solito la
sua durata varia tra le 48-72 ore. Non esiste una
relazione specifica tra il periodo di abuso di alcol e la
gravita dei segni clinici di astinenza e la variabilita nella
gravita dei sintomi si pud osservare nello stesso
individuo in diversi episodi di astinenza. La sindrome da
astinenza da alcol & caratterizzata da iperattivita
autonomica, tremore, ansia e irrequietezza (31). |
trattamenti farmacologici, che sono stati utilizzati fino ad
ora e che sono considerati efficaci nella cura e nella
prevenzione della SAA includono benzodiazepine, alcol
etilico per via endovenosa, clonidina, clometiazolo,
aloperidolo e infine GHB (19, 32).

Attraverso l'aumento dell’attivita inibitoria dei
recettori GABA, l'alcol agisce come un agente
depressivo riducendo le risposte eccitatorie del SNC.
Dopo un abuso di etanolo a lungo termine, si verifica una
riduzione del numero di recettori GABA che favorisce lo
sviluppo della tolleranza. Questa condizione richiede un
aumento dell'assunzione di etanolo per ottenere gli
effetti euforici precedenti. Poiché I'etanolo agisce anche
come antagonista del recettore N-metil-D-aspartato
(NMDA), l'abuso di etanolo a lungo termine causa
'aumento dei recettori NMDA e la sovrapproduzione
compensatoria di glutammato. La brusca interruzione
dell'alcol produce una sovraeccitazione del sistema
nervoso centrale dovuta alla sovrapproduzione di
glutammato con conseguenti segni clinici di astinenza
sotto forma di iperattivita autonomica come tachicardia,
tremori, sudorazione, delirio e convulsioni (33). Un altro
neurotrasmettitore coinvolto nelle manifestazioni cliniche
dell'astinenza da etanolo & la dopamina, il cui aumento
contribuisce all'ipereccitazione autonomica e alle
allucinazioni (34).

Le prime evidenze cliniche sull’efficacia del GHB nel
trattamento dell’alcolismo sono state studiate a partire
dal 1999 con un primo studio randomizzato in doppio
cieco che ha indagato i potenziali effetti terapeutici di 50
mg/kg GHB sulla sindrome da astinenza da alcol in
comparazione con le benzodiazepine (35). Si & poi giunti
ad uno studio multicentrico, randomizzato, in doppio
cieco, condotto nel 2014 per valutare l'efficacia del GHB
rispetto all'oxazepam in 126 soggetti alcolisti (36).
Questo studio ha confermato che il GHB ¢é efficace nel
ridurre i sintomi della sindrome da astinenza da alcol e
che produce effetti vantaggiosi paragonabili a quelli delle
benzodiazepine o del clometiazolo.

Il periodo prolungato di astinenza da alcol sta
emergendo come un fattore chiave che influenza sia il
desiderio improvviso e incontrollabile di assumere la
sostanza (“craving”) che la ricaduta nei pazienti alcol
dipendenti (37).
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Per quanto riguarda invece la terapia della
dipendenza da alcol, attualmente, solo i farmaci
acamprosato, disulfiram e naltrexone sono stati
approvati per il trattamento.

Tuttavia, i GHB si & dimostrato efficace nel
mantenimento dell'astinenza da alcol e nel ridurre |l
desiderio di alcol. A questo proposito, la letteratura
internazionale riporta cinque studi clinici per valutare gli
effetti del GHB nel mantenimento dell'astinenza da alcol.
In primo luogo, & stato dimostrato che con 50 mg/kg/die
di GHB (diviso in tre dosi giornaliere) per un periodo di
tre mesi, il desiderio di alcol durante il periodo di
trattamento si riduceva nell’'80% dei pazienti alcol
dipendenti. (38). Inoltre, il GHB era piu efficace del
naltrexone nel mantenere l'astinenza da alcol in un
periodo di trattamento di tre mesi, ma non altrettanto nel
ridurre le ricadute (39). Infine, 50 mg/kg di GHB tre volte
al giorno o 50 mg/die di naltrexone o 200 mg/die di
disulfiram hanno dimostrato uguale efficacia nel ridurre
I'assunzione di alcol e nel mantenere I'astinenza peri 12
mesi di trattamento (40). Tuttavia, un'ulteriore indagine
ha mostrato che alla fine di un trattamento di tre mesi
con GHB o con naltrexone o con la combinazione dei
due farmaci, solo 8 pazienti (40%) del gruppo trattato
con solo GHB, 13 pazienti (72,2%) del gruppo trattato
con la combinazione GHB piu naltrexone e di un
paziente nel gruppo trattato solo con naltrexone aveva
mantenuto 'astinenza (41). Al contrario, la combinazione
di 50 mg/die di naltrexone piu 75 mg/kg di GHB e 20
mg/die di escitalopram & risultata la piu efficace nel
prevenire le ricadute nei pazienti alcol dipendenti (42).

Nel loro insieme, gli studi clinici sopra descritti sugli
effetti del GHB nel mantenimento dell'astinenza da alcol
indicano che il farmaco e superiore al placebo e al
naltrexone nell'aumentare il numero di pazienti astinenti
da alcol e nel diminuire I'assunzione di alcol in soggetti
non astinenti. Tuttavia, non & efficace nel ridurre le
ricadute nei forti bevitori, come fa il naltrexone. Secondo
i risultati degli studi clinici, la combinazione
naltrexone/GHB/escitalopram sembra essere |l
trattamento piu efficace nella prevenzione delle ricadute
nei pazienti alcol dipendenti.

Valutazioni simili a quelle fatte sulla SSA sono state
effettuate nei casi di dipendenza da GHB (43,44). Un
primo studio (43) ha evidenziato che dopo I'adattamento
del dosaggio del GHB, i pazienti hanno manifestato un
basso livello di sintomi da astinenza. Durante la
riduzione graduale, questi sintomi sono diminuiti
significativamente e nessun paziente ha sviluppato
delirio o psicosi. Questa procedura di disintossicazione
si & dimostrata sicura e conveniente nei pazienti con
dipendenza da GHB da moderata a grave.

Pit recentemente (44) uno studio multicentrico
osservazionale & stato condotto in sei centri di
trattamento delle dipendenze nei Paesi Bassi. In pazienti
ricoverati dipendenti da GHB (229 pazienti unici, 274
ricoveri) & stato effettuato un adattamento del dosaggio
del GHB che poi € stato gradualmente ridotto (DeTiTap).
La disintossicazione & stata raggiunta in 12,5 giorni
nell'85% dei casi. La procedura DeTiTap si & dimostrata

fattibile e ha ridotto significativamente i sintomi di
astinenza e il “craving” sperimentati (p <0,001). Durante
la disintossicazione, i sintomi psicologici come
depressione, ansia e stress sono diminuiti (p <0,05),
mentre le principali complicanze erano l'ipertensione e
I'ansia. La maggior parte dei pazienti (69%) ha avuto una
ricaduta entro tre mesi dalla disintossicazione. La
procedura DeTiTap che utilizza GHB farmaceutico
sembra un'alternativa sicura alle benzodiazepine come
procedura di disintossicazione da GHB. Tuttavia, gli alti
tassi di ricaduta giustificano ulteriori indagini.

Infine, i GHB nella forma di sodio oxibato ha
dimostrato una certa efficacia nel trattamento della
schizofrenia (45), del disturbo da stress post-traumatico
(46), dei disturbi affettivi e dell'umore (47), dell’eccessiva
sonnolenza diurna nella fibromialgia (48) e della malattia
di Parkinson (49).

L'ACIDO GAMMA-IDROSSIBUTIRRICO COME
SOSTANZA D’ABUSO

L'utilizzo del GHB come sostanza psicotropa € stato
segnalato alla fine del secolo scorso, quando inizid ad
essere usato come droga ricreazionale e ha causato una
serie di morti per overdose (50). E commercializzato con
vari nomignoli quali “biberon, gamma g, midnight blue,
liquid x, liquid e, liquid ecstasy, easy lay, g, vita-g, g-
juice, georgia home boy, great hormones, soap, gook,
gamma”. Si tratta infatti di un liquido incolore e inodore,
che da un punto di vista farmacodinamico e per gli effetti
soggettivi che produce nulla ha a che fare con la MDMA
(ecstasy). Infatti, differentemente dall’ecstasy che agisce
sulla ricaptazione della serotonina, permettendo una
elevata concentrazione di questo neuromodulatore negli
spazi intersinaptici, come sopra riportato, il GHB agisce
principalmente come agonista sui recettori GABAergici e
del NMDA (24).

Il GHB ha una azione rapida sul SNC. | suoi effetti
psicoattivi si manifestano entro 5-20 minuti
dall'assunzione (con picco dopo 30-60 minuti) e possono
persistere sino a 7 ore in funzione della dose (51). La
durata degli effetti, inoltre, & influenzata dalla
combinazione con altre sostanze psicotrope assunte
contestualmente (52).

I GHB mostra un modello di azione misto stimolante-
sedativo con un profilo temporale bifasico come descritto
per altri sedativi quali alcol o cannabis (53, 54). Gli effetti
psicostimolanti sono predominanti nella prima ora dopo
'assunzione mentre gli effetti sedativi iniziano piu
lentamente e predominano nella seconda fase (24). In
riferimento al suo abuso, il GHB induce euforia,
benessere, effetti piacevoli ed effetti di empatia che sono
alla base del suo uso come droga ricreativa o “club
drug”, mentre gli effetti di sedazione si manifestano con
diminuzione delle prestazioni psicomotorie, atassia ed
esoforia. A dosi crescenti compaiono i sintomi
dell'intossicazione acuta (Tabella 1) (55).

Tuttavia, va sottolineato che gli effetti descritti sono
lungi dall’essere universalmente applicabili. Una stessa
dose puo avere effetti molto diversi tra individui e lo
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Tabella 1

Effetti clinici avversi osservati dopo I'assunzione di dosi crescenti di acido gamma-idrossibutirrico (GHB)

Dose assunta di GHB

Effetti clinici

Dosi basse: 10 mg/Kg
(0,5-0,759)

Dosi medio/alte: 20-30 mg/Kg
(1,5-259)

Dosi elevate: 50-70 mg/Kg
(4-59)

Dosi >70 mg/Kg
(>59)

Disinibizione, ipotonia, aumento della libido
Sonnolenza, nausea, vomito, amnesia
Convulsioni, amnesia, bradicardia,

depressione cardio-respiratoria, coma

Collasso cardio-respiratorio

stesso individuo puo reagire in modo diverso al consumo
di GHB in differenti occasioni (56). Inoltre la variabilita
negli effetti del GHB pud essere connessa anche ai
diversi gradi di purezza delle preparazioni offerte dal
mercato clandestino (ad esempio internet, palestre, rave
party o altro), e come sopra riportato, gli effetti psicotropi
ed eventuali intossicazioni sono acuiti dall'uso di alcol e
di altre sostanze dabuso sia  deprimenti
(benzodiazepine, oppiacei), sia stimolanti (amfetamine,
cocaina) (24). Infine, a proposito della variabilita
interindividuale degli effetti soggettivi e delle
intossicazioni, c’@¢ da sottolineare che una ulteriore
ragione potrebbe essere la recente diffusione
nell'ambiente ricreativo del profarmaco (o anche
precursore esogeno) del GHB, il GBL, piu economico e
piu facile da ottenere in ragione delle sue diverse
applicazioni industriali legali (57, 58).

Come si evidenzia nella Tabella 1, la differenza tra la
dose a uso ricreativo di GHB e la dose tossica o letale
piuttosto ridotta e comunque soggettiva e questo spiega
molte morti da overdose accidentale che coinvolgono
questo farmaco (59). Anche singole dosi a partire dai 20
mg/kg possono causare vertigini, sonnolenza, nausea,
vomito e perdita di coscienza. Questi sintomi, legati al
fatto che gli intossicati da GHB soffrono di amnesia
anterograda, sono i motivi principali per cui questo
farmaco viene utilizzato nei casi di violenza sessuale
facilitata da somministrazione di sostanze psicotrope
(51).

Rispetto ai molteplici e sempre piu aggiornati studi
epidemiologici sulle piu comuni sostanze d’abuso, sul
GHB sono disponibili informazioni limitate e datate
riguardo ai suoi modelli di consumo e alla sua diffusione
nella popolazione generale (60, 62). La prevalenza
dell'abuso di GHB ¢ piuttosto bassa in confronto a quella
delle droghe classiche (come oppiacei, cocaina,
cannabinoidi, amfetamine) nella maggior parte delle
nazioni europee ed extraeuropee sebbene risulti essere
piu alta in aree specifiche (ad esempio il Regno Unito e
Londra in particolare) e piu popolare tra i frequentatori di
rave party e luoghi di incontri omosessuali per uomini
(62).

L'abuso di GHB in Europa si & diffuso tra il 1994 e il
2002, con un picco allinizio del ventunesimo secolo,
legato soprattutto al suo utilizzo nelle discoteche della
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costa brava spagnola e delle isole Baleari come
alternativa allMDMA e in quelle gay del Regno Unito (8).

L'utente medio del consumo ricreativo del GHB &
abbastanza giovane, tra i 15 e i 22 anni, anche se altri
iniziano piu tardi nella vita, in funzione della loro
precedente storia di uso di droga, delle influenze del
gruppo di appartenenza e della loro situazione
economica, come accade ad esempio nelle comunita
gay maschili che lo utilizzano anche nei rapporti sessuali
(63).

Nel 2000, anno in cui il GHB é& stato dichiarato
illegale, la prevalenza di consumo della sostanza nella
popolazione generale & stata dell'1%. Successivamente
si &€ notato un calo costante del consumo di questa
sostanza, con un ritorno allaumento del suo uso
nell’ultimo quinquennio nell’lambito del cosiddetto
“ChemSex”: l'uso di piu sostanze psicoattive per
facilitare il sesso ed aumentare la durata degli incontri
soprattutto tra uomini che cercano sesso con altri
uomini, con l'intenzione di ottenere un aumento di vigore
e della libido, facilitando il rilassamento muscolare,
fornendo maggiore sicurezza di sé e in generale
facilitando i comportamenti disinibiti (65). A tal proposito,
come gia menzionato, il mercato illecito si €
recentemente orientato sulla vendita illegale di GBL e
BD, inizialmente alternative legali al GHB ed entrambe
precursori del GHB. Con il passare degli anni tuttavia, i
due precursori sono stati inclusi tra le sostanze
controllate, sebbene in tempi e con modalita differenti
nei diversi paesi dell’'Unione Europea.

LA DETERMINAZIONE DELL'ACIDO GAMMA-
IDROSSIBUTIRRICO NEL LABORATORIO
CLINICO E FORENSE

Matrici biologiche convenzionali e
non convenzionali.

La misura delle concentrazioni del GHB in matrici
biologiche convenzionali € non convenzionali & di
primaria importanza nel’ambito dell’'uso della sostanza
per scopi ricreazionali.

Tale ambito & sia clinico, quando si tratta di
accertamenti di primo e secondo livello in caso di
intossicazioni acute o di dipendenza cronica, sia forense
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quando una intossicazione diventa fatale, o quando si
richiede la verifica di una violenza sessuale in cui ci sia
sospetto di somministrazione di sostanze incapacitanti
oppure infine nella verifica della guida sotto I'influenza di
tale sostanza. Nell'interpretare le concentrazioni di GHB
determinate nel sangue e in altri fluidi corporei &
essenziale considerare la triplice natura di questa
sostanza, metabolita endogeno, farmaco e droga
d'abuso ricreativa.

Sebbene il GHB sia stato rilevato con successo nelle
urine e nel sangue dei consumatori, la sua misurazione
(8,52,65) nei fluidi biologici per valutarne il consumo
volontario e involontario presenta alcuni inconvenienti.

In primo luogo, il GHB viene eliminato dall'organismo
rapidamente, rendendo l'identificazione estremamente
dipendente dal tempo che intercorre tra il consumo e la
raccolta della matrice biologica. Questo ha indirizzato le
analisi quali-quantitative a fini clinici e/o forensi verso
l'uso di matrici biologiche con finestre temporali per il
rilevamento di farmaci piu ampie del sangue e delle
urine, come i capelli (66-68). In secondo luogo, una
difficolta ulteriore risiede nel fatto che GHB & un
composto endogeno, presente nel corpo umano con
concentrazioni basali misurabili sia nel sangue che nelle
urine. Pertanto, diversi autori hanno proposto
concentrazioni “soglia” per identificare I'esposizione
esogena di GHB (69, 70). Infine, diversi studi hanno
sottolineato che le concentrazioni di GHB endogene
possono essere elevate sia in ante-mortem che in
campioni biologici post-mortem dovute alle condizioni di
conservazione del corpo e agli enzimi responsabili della
biotrasformazione del GHB nell'organismo.

Concentrazioni di GHB da <0,5 a 5 mg/L sono
misurabili in diversi tipi di campioni biologici anche senza
alcuna precedente esposizione al farmaco. Queste
concentrazioni endogene non sembrano dipendere dal
sesso, l'etnia o dal tipo di alimentazione del soggetto
(71,72). Le concentrazioni endogene di GHB tendono ad
essere piu elevate nel sangue raccolto durante autopsia
rispetto al sangue prelevato da soggetti viventi, e questo
dovrebbe essere considerato quando i risultati
tossicologici devo essere interpretati (73). In corpi
decomposti, alcuni studi hanno riportato concentrazioni
di GHB superiori a 100 mg/L in campioni di sangue
centrale (cuore) (70,74).

A causa della natura endogena del GHB, una buona
pratica di laboratorio, soprattutto in ambito tossicologico-
forense, richiede I'adozione di valori soglia analitici, cosi
da distinguere i campioni realmente positivi dai campioni
con concentrazioni basali. Questa &€ una salvaguardia
per evitare di segnalare risultati falsi positivi con
conseguenti false accuse di uso o abuso di GHB (75).
Questi valori soglia analitici sono superiori alla
concentrazione endogena piu alta e sono stati
determinati da una revisione della letteratura e dalla
esperienza da casi di routine forense. La Tabella 2
mostra i valori soglia analitici raccomandati per
determinare la positivita al GHB esogeno nelle diverse
matrici biologiche (76).

La situazione con i campioni autoptici & piu

complicata ed & necessario considerare il sito di prelievo
(nel caso del prelievo di sangue: vena cardiaca o
femorale), l'intervallo post-mortem, I'eventuale stato di
decomposizione del corpo nonché Il'aggiunta di fluoruro
come inibitore enzimatico nella provetta di raccolta.
Trovare che la concentrazione di GHB nel sangue
venoso femorale & appena al di sopra della soglia di 30
mg/L (Tabella 2) potrebbe essere coerente con
l'assunzione di GHB durante la vita, ma questa
conclusione & maggiormente avvalorata con livelli
elevati trovati in un campione alternativo, come I'urina,
umor vitreo o liquido cerebrospinale (70).

Nei corpi che sono gravemente decomposti &
necessaria una notevole cautela prima che vengano
riportate concentrazioni positive di GHB quando
misurate nel sangue centrale (74).

La determinazione del GHB nel sangue ante-mortem
si utilizza principalmente nelle intossicazioni acute dopo
utilizzo ricreazionale e [lintervallo di concentrazioni
misurate riportate dalla letteratura internazionale varia
tra 10 e 840 mg/L, laddove nel caso di guida sotto
I'effetto della sostanza l'intervallo delle concentrazioni si
abbassa tra 90 e 270 mg/L quando il GHB & l'unica
sostanza rilevata o fino a 340 mg/L quando sono
presenti altre sostanze psicoattive (77).

Nel sangue post-mortem le concentrazioni si elevano
a valori tra 0,29 e 2,2 mg/L anche a causa di una
dimostrata formazione di GHB post-mortem e
dellintervallo trascorso tra morte ed esecuzione della
autopsia (73).

L'utilizzo nel sangue per verificare una singola
somministrazione di GHB nel caso di violenza sessuale
droga-correlata € molto limitata a causa della
rapidissima escrezione della molecola dal sangue.
Sarebbe necessario raccogliere il sangue nelle
primissime ore dopo I'evento, ma questo non accade
quasi mai in quanto il GHB agisce sulla memoria
anterograda del soggetto che ha involontariamente
ingerito la sostanza ed esso ricorda I'accaduto solo
molte ore dopo o addirittura molti giorni dopo il fatto.

In ogni caso, in generale, il GHB & una molecola con
un assorbimento e una eliminazione molto rapidi e con
un tempo di emivita tra i 30 e i 50 minuti (78) e quindi
sarebbe necessario un tempestivo campionamento di
sangue qualora questa matrice venisse utilizzata per
indagini che riguardano reati legati alla droga e/o a
vittime di violenza sessuale e infine nella guida sotto
linfluenza di tale sostanza. Quando si interpretano le
concentrazioni di GHB negli incidenti stradali, €
importante considerare che in media trascorrono 30—-90
minuti (con una media 60 minuti) dopo Il'arresto di un
guidatore e prima che venga prelevato un campione di
sangue. Nei conducenti infortunati, il ritardo potrebbe
essere molto piu lungo (77,78). In questo contesto, &
bene ricordare che dopo la somministrazione orale, il
GHB viene rapidamente assorbito dall'intestino
raggiungendo le concentrazioni di picco nel plasma
(Cmax) da 36 a 54 minuti dopo la somministrazione.
Dopo l'assunzione di basse dosi terapeutiche, i profili
concentrazione-tempo del GHB sono meglio descritti da
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Tabella 2

Comparazione tra la concentrazione endogena di acido gamma-idrossibutirrico (GHB) in campioni biologici ante-mortem (AM)
e pos-tmortem (PM) e valori soglia raccomandati da usare nell'interpretazione analitica del dato

Campioni ante-mortem o Concentrazione

Valori soglia raccomandati

Utilizzo clinico o forense della misura del GHB

post-mortem endogena (mg/L) nelle differenti matrici biologiche
(mg/L)

Sangue (AM) <1 5 Intossicazione acuta, monitoraggio terapeutico
nella narcolessia e nella sindrome di astinenza
alcolica, guida sotto I'effetto, violenza sessuale

Sangue (PM) 1-30 30-50° Conferma di morte GHB correlata

Urine (AM) 1-10 15 Intossicazioni acute, violenza sessuale, guida
sotto I'effetto

Urine (PM) 1-30 30 Conferma di morte GHB correlata

Umor vitreo (PM) 0,5-39 30 Conferma di morte GHB correlata

Latte materno (AM) 0,13-1,03 5 Verifica intossicazione del lattante

Capelli (AM) 0-12 ng/mg Misura del GHB nel segmento Violenza sessuale, consumo cronico

temporalmente corrispondente al
momento della presunta violenza

Capelli (PM) 0-12 ng/mg Non sono indicati valori soglia Conferma di morte GHB correlata

Saliva 0,15-3,33 5 Intossicazione acuta (in alternativa al sangue)

Liquido cerebrospinale <1 5 Monitoraggio passaggio barriera

(AM) ematoencefalica nella narcolessia

Liquido cerebrospinale  0,5-24 10 Conferma di morte GHB correlata

(PM)
Unghie della mano (AM) 0,3-3,8 ng/mg

Unghie del piede (AM)  0,3-2,4 ng/mg

Non sono indicati valori soglia

Non sono indicati valori soglia

Uso ricreazionale e nel ChemSex

Uso ricreazionale e nel ChemSex

342

@ non c¢’e un consenso generale relativo al valore soglia per verificare I'assunzione esogena di GHB. | valori riportati nella tabella
derivano da lavori di letteratura internazionale e dalla nostra esperienza di lavoro nel trattare casi di natura forense.

il valore soglia di 50 mg/L deve essere considerato in caso di intervallo postmortem lungo con inizio di uno stato di decomposizione
del corpo. Il valore soglia di 30 mg/mL puo essere utilizzato per un periodo postmortem breve e nel caso di sangue venoso femorale.

una cinetica di primo ordine, mentre dopo un abuso la
cinetica di ordine zero sembra la piu appropriata per
descrivere la farmacocinetica del farmaco, poiché i
substrati  degli enzimi  metabolizzanti  sono
apparentemente saturati dalle alte concentrazioni (78).

Alcuni studi sulla possibilita di utilizzare la saliva
come matrice alternativa al sangue nella misura del
GHB, hanno dimostrato che, data la natura debolmente
acida della molecola (pKa intorno a 5), quest’ultima non
viene escreta in maniera significativa nella matrice
suddetta, che & piu acida del sangue (pH intorno a 6).
Pertanto, nella saliva vengono misurate concentrazioni
che sono tra un terzo e un quarto del valore misurato
negli stessi intervalli di tempo nel sangue e cid rende
questa tipologia di campione non idonea né nella verifica
della guida sotto linfluenza del GHB né nei casi di
intossicazione.

Solo circa I'1-2% della dose somministrata viene
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escreta immodificata nelle urine e pud venire
determinata fino ad massimo di 3-10 ore dopo la
somministrazione (51,79). Pertanto l'analisi del GHB
nell’ urina ante-mortem & limitato a studi di clearance in
studi clinici di diverso tipo, ma l'utilizzo di questa matrice
€ invece molto diffuso nel caso di verifica della presenza
della molecola in morti GHB correlate. Le concentrazioni
di GHB nei campioni di urina post-mortem sono inferiori
rispetto al sangue con una media di 5,5 mg/L (intervallo
0-18 mg/L, N = 39) senza fluoruro e 4,8 mg/L (intervallo
0-10 mg/L, N = 15) con fluoruro (80). Altri Autori hanno
verificato che l'urina & meno suscettibile alla sintesi post-
mortem di GHB e questo € il motivo per cui si misurano
valori soglia piu bassi in questo fluido (51,81).

A differenza di sangue e urina prelevati post-mortem,
varie ricerche hanno evidenziato che la concentrazione
di GHB nell'umor vitreo & stabile anche dopo parecchie
ore dalla morte e pertanto la misurazione della sostanza
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in questa matrice biologica permette in maniera assai piu
accurata la diagnosi di morte correlata ad un’assunzione
cosciente od incosciente (82).

Similmente, anche l'analisi del GHB nel liquido
cerebrospinale post-mortem permette una accurata
diagnosi (83) di morte droga-correlata perché anche in
questa matrice le concentrazioni della sostanza non
variano per molte ore dopo il decesso. La misura del
GHB nel liquido cerebrospinale & stata utilizzata anche
nel caso di soggetti narcolettici in trattamento con il GHB
per verificare il passaggio del farmaco attraverso la
barriera  ematoencefalica  (21). Considerando
concentrazioni <1 pg/L quale valore endogeno del GHB,
sono state misurate concentrazioni da 5,6 a 21,1 pg/L in
funzione di dosi crescenti del farmaco da 2,5 a 9 g/die.
Le concentrazioni relativamente basse di GHB nel
liquido cerebrospinale dei pazienti trattati con Xyrem®
possono essere spiegate dal catabolismo che si verifica
nell'intervallo di tempo che intercorre tra I'assunzione del
farmaco e il campionamento del liquido cerebrospinale
(83).

Un discorso a parte merita la misura del GHB nel
capello. L'utilizzo di questa matrice biologica per la
determinazione del GHB ¢ ideale per documentare una
singola esposizione precedente, nei casi in cui vi sia un
lungo ritardo tra I'assunzione o la somministrazione del
farmaco e la raccolta e quando fluidi e tessuti
convenzionali danno risultati negativi (66, 84).
Supponendo che i capelli crescano a una velocita media
di 1 cm al mese (intervallo 0,7-1,4 cm), cid rende
possibile tornare indietro al momento in cui si € verificato
un presunto attacco o aggressione GHB correlato. In
questo contesto, I'analisi sui capelli per stabilire una
singola esposizione al GHB ¢ stata e continua ad essere
il gold-standard per dimostrare una violenza sessuale
con somministrazione di GHB. La segmentazione del
capello in porzioni di 0,5 cm o meno (fino a 0,3 cm) e
I'uso di metodi analitici sensibili puo rivelare la presenza
di GHB esogeno (68,85) e permettere una crono storia di
un eventuale esposizione attiva o passiva. Alcuni studi
hanno dimostrato che le concentrazioni di GHB nei
capelli variano in relazione al colore dei capelli e all'etnia
e sono generalmente comprese tra 0 e 5 ng/mg (66). Il
segmento di capelli piu vicino al cuoio capelluto non
dovrebbe essere utilizzato nell'analisi del GHB, a causa
di una possibile contaminazione da parte del sudore, che
pud elevare le concentrazioni endogene fino a 20 ng/mg
di capelli (86). Pertanto, l'elevata variabilita della
concentrazione di GHB nei capelli non consente la
proposta di un valore soglia affidabile che possa essere
applicato unanimemente per discriminare in modo
significativo tra GHB endogeno ed esogeno. Per
semplificare l'interpretazione dell'analisi del GHB nei
capelli, & stato proposto che ogni soggetto funga da
controllo di sé stesso, confrontando i valori di GHB nei
diversi segmenti analizzati (85). La maggior parte degli
studi ha rilevato valori di GHB piu elevati nel segmento
di capelli piu vicino al cuoio capelluto (parte prossimale),
dimostrando il contributo del sudore anche quando i
capelli sono stati correttamente decontaminati. Alla luce

di questo evento, almeno i primi 0,5 cm della parte
prossimale dovrebbe essere escluso dall'analisi per
evitare conclusioni errate.

Gli studi che hanno indagano sulla determinazione di
GHB nei capelli dopo una singola somministrazione,
tranne quello di Kintz (86) dove viene presentato un
approccio diverso, indicano che & necessario attendere
un ragionevole lasso di tempo per la raccolta dei capelli
(da un minimo di 7 giorni fino a 1 mese o piu) (66).

Le linee guida emesse dall'Ufficio delle Nazioni Unite
contro la droga e il crimine (UNODC), indicano che se la
concentrazione di GHB in un segmento di capelli relativo
al momento di una possibile violenza sessuale € 10 volte
superiore rispetto a un segmento limitrofo precedente
0 seguente, allora questa € una prova convincente
dell'assunzione esogena o della somministrazione
surrettizia di questo farmaco
(https://www.unodc.org/documents/scientific/forensic_
analys_of_drugs_facilitating_sexual_assault_and_oth
er_criminal_acts.pdf). Tuttavia, una differenza di 10 a
1 potrebbe essere troppo conservativa, perché alcuni
studi supportano un rapporto piu basso, ad esempio 3 a
1 come prova dell'assunzione di GHB (87). Questi
rapporti proposti sono stati ottenuti da campioni di capelli
raccolti 1 e 2 mesi dopo una singola somministrazione di
GHB. Successivamente i rapporti numerici tra un
segmento positivo e uno negativo al GHB potrebbero
diminuire. A questo proposito, monitorando la
concentrazione di picco di GHB nel segmento di capelli
target dopo una singola somministrazione per un
periodo di 12 mesi e calcolando il rapporto mese per
mese tra il valore di GHB nei segmenti target e quello
negli altri, il rapporto diminuisce progressivamente da
5,56 al 1° mese a 2,84 al 12 ° mese (68). La diminuzione
di questo rapporto nel tempo pud essere spiegata dal
decadimento della concentrazione di GHB nei capelli.
Inoltre, a differenza di altre droghe d'abuso, non ¢ stata
riscontrata alcuna migrazione significativa del GHB nel
fusto del capello (68).

Infine, I'analisi sui capelli € uno strumento utile in
tossicologia per verificare l'esposizione ante-mortem al
GHB, perché i capelli sono meno inclini alle
adulterazioni, come quelle associate alla
decomposizione e alla diffusione lungo il capello (88). Le
concentrazioni di GHB nei capelli sono quindi piu stabili
e hanno meno probabilita di aumentare in relazione
all'intervallo post-mortem e ad altri fattori, come i
processi di putrefazione dell'autolisi (89).

Metodi analitici

| metodi attualmente disponibili per lo screening e
I'analisi quantitativa del GHB in campioni biologici sono
stati recentemente oggetto di una revisione della
letteratura internazionale (90) che documenta un'ampia
varieta di metodi analitici per la determinazione del GHB
nelle urine e nel sangue, nonché in matrici alternative
quali saliva (91), umor vitreo (82,92,93), gocce di sangue
secco (dried blood spots, DBS) (94,95) e capelli (85,96-
98).

biochimica clinica, 2020, vol. 44 n. 4

343




C____________________________________________________________________________
REVIEWS

RASSEGNE

344

Sono disponibili numerosi metodi enzimatici di
screening semplici ed economici per I'analisi del GHB
nei fluidi biologici (99-101). Questi metodi sfruttano
I'ossidazione con l'enzima GHB deidrogenasi e |l
cofattore NAD+ che viene ridotto a NADH. In un caso, ad
esempio, la reazione enzimatica & stata adattata per
I'autoanalizzatore Thermo Scientific MGC-240 (Thermo
Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA)
fornendo un metodo rapido per la determinazione del
GHB nel sangue, nellumor vitreo e nelle urine (99).
Sebbene queste determinazioni siano semplici da
eseguire, fornire una specificita sufficiente rimane un
problema critico e viene pertanto raccomandato sempre
di effettuare una verifica di tutti i risultati positivi con
metodiche in cromatografica liquida o gassosa
accoppiate alla spettrometria di massa.

Altre tecniche di screening riportate in letteratura
includono [I'elettroforesi capillare in grado di rilevare
elevate concentrazioni di GHB nelle urine (102, 103) e
nel plasma (104), dopo semplice diluizione con acqua.

Per l'identificazione e la conferma della presenza di
GHB nei fluidi biologici, la gas cromatografia sia
accoppiata a un rivelatore a ionizzazione di fiamma, o
meglio ancora ad uno spettrometro di massa (GC-MS),
rimane la tecnica di separazione piu utilizzata,
nonostante la natura di molecola piccola e polare del
GHB, che richiede la conversione in GBL o la
derivatizzazione in una forma piu volatile e stabile (105-
110). Tuttavia, le applicazioni basate su GC-MS e
soprattutto alla MS tandem stanno suscitando sempre
piu interesse, perché hanno il vantaggio di una
preparazione piu semplice del campione (ad esempio
non €& necessaria nessuna derivatizzazione) e la
possibilita del semplice trattamento di “diluizione e
iniezione” (dilute-and-shoot) (111-116). Queste
procedure sono altamente sensibili, accurate, precise e
specifiche per gli scopi previsti e si sono dimostrate utili
per effettuare un rapido screening e analisi di verifica del
GHB in campioni tossicologici.

Tra le metodiche in gas cromatografia, in letteratura
viene riportato un semplice metodo in GC accoppiata ad
un rivelatore a ionizzazione di fiamma in cui la
determinazione della concentrazione di GHB avviene
dopo la sua conversione in GBL a pH acido (105). La
preparazione del derivato GBL ha il vantaggio di una piu
facile estrazione in solventi organici e di garantire
migliori proprieta di separazione cromatografica con
picchi netti e buona linearita su un ampio intervallo di
concentrazioni: 5-1000 mg/L (105).

E stata anche descritta una procedura che ha
consentito I'analisi simultanea di diversi glicoli e del GHB
nel plasma e nelle urine mediante GC-MS (110). La
possibilita di eseguire lo screening di multi-tossine in una
singola sessione & particolarmente utile in tossicologia
clinica e medicina d'urgenza.

Un articolo recente ha descritto un metodo per
determinare GHB, GBL, beta-idrossibutirrato e pregablin
nello stesso campione biologico mediante un metodo in
cromatografia liquida ad ultraprestazione accoppiata alla
MS, altamente sensibile e specifico (111).
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LE ESPERIENZE DEL CENTRO NAZIONALE
DIPENDENZE E DOPING DELL'ISTITUTO
SUPERIORE DI SANITA

Gli studi sul GHB del Centro risalgono al 2006
quando, in collaborazione con un gruppo di ricerca di
neurofarmacologia dell'Institut Municipal d'Investigacio
Médica di Barcellona, fu condotta la prima
sperimentazione clinica sulla farmacodinamica e la
farmacocinetica del GHB in volontari sani a cui venivano
somministrati da 40 a 72 mg/kg della sostanza (24). Le
analisi del GHB sul plasma sono state eseguite nel
nostro laboratorio di farmacotossicologia con una
metodica in GC-MS che analizzava il GHB estratto dal
plasma con acetonitrile e derivatizzato con N,O-bis-
trimetilsilil-trifluoroacetamide + 1% trimetilclorosilano
(BSTFA-1% TMCS). Questa sperimentazione ha
avvalorato il fatto che il GHB produceva cambiamenti
negli effetti soggettivi dose-correlati e mostrava effetti
ambivalenti stimolanti-sedativi, con segnalazione di
aumenti nella sensazione soggettiva di euforia all’inizio
della somministrazione, seguita da sintomi di sedazione
lieve-moderati con compromissione delle prestazioni e
dell'equilibrio. Gli effetti fisiologici e soggettivi mediati dal
GHB correlati alle sue concentrazioni plasmatiche,
suggeriscono un alto rischio di abuso nella gamma di
dosi che solitamente vengono consumate (24).

Applicando la stessa metodologia di analisi,
nell’anno successivo, il 2007, lo stesso gruppo di ricerca
italo-spagnolo per la prima volta ha esaminato la cinetica
di una singola dose di 50 mg/kg di GHB non solo nel
sangue e nell’'urina, ma anche nella saliva e nel sudore
di un gruppo di cinque volontari sani confermando un
effetto farmacologico misto, sedativo-stimolante con
effetti soggettivi, che raggiungeva il picco tra 1 e 1,5 ore
dopo la somministrazione della sostanza e che
perdurava nelle due ore successive (117). Data la natura
debolmente acida della molecola, le concentrazioni nella
saliva e nel sudore, matrici biologiche piu acide del
sangue, erano significativamente minori di quelle nel
plasma, rendendo nessuna delle due matrici non
convenzionali idonee per il monitoraggio del consumo di
GHB (117,118).

Infine nel 2010, lo stesso gruppo italo-spagnolo si €
interessato all’ impatto del GHB sul sistema immunitario
(119). Singole dosi di 40 mg/kg o 60 mg/kg di GHB
somministrate a dieci volontari sani hanno modificato in
modo significativo I'assetto linfocitario e diminuito la
reattivita funzionale dei linfociti alla stimolazione
mitogenica. Questi risultati hanno evidenziato per la
prima volta che l'assunzione di GHB in un contesto
ambientale ben definito e controllato altera lo stato
immunologico (119).

Dopo questi primi studi, per alcuni anni il nostro
Centro non si & occupato del GHB che sembrava essere
uscito dalla scena delle “club drugs”. Nell'ultimo
quinquennio, invece, la sostanza & tornata di interesse
sia come “ChemSex drug”, che per il suo uso crescente
come farmaco ma anche a causa di un aumento di
intossicazioni acute e morti GHB correlate.
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Poiché nello stesso tempo, il laboratorio si &€ dotato di
una strumentazione di ultima generazione, quale la
cromatografia liquida ad ultra prestazione associata alla
spettrometria di massa tandem (UHPLC-MS/MS), con
tale strumentazione & stato messo a punto un metodo
per la determinazione non solo del GHB ma anche del
GABA del GBL, quali rispettivamente precursori
endogeno ed esogeno e del glucuronide del GHB quale
metabolita di fase 2 in plasma, urine, liquido
cerebrospinale e capelli come possibili biomarcatori di
una esposizione acuta e cronica al GHB. Inoltre si &
ricercato il GBL in preparazioni sequestrate provenienti
dal mercato illecito (120). Dopo una semplice e veloce
estrazione con acetonitrile di queste sostanze dai fluidi
biologici o dai reperti non biologici (essenzialmente
preparazioni liquide) e dopo digestione in tampone VTA-
M3® (Comedical, Trento, Italia) nel caso dei capelli, la
separazione cromatografica & stata ottenuta a
temperatura ambiente utilizzando una colonna in fase
inversa e un'eluizione isocratica con due solventi: acido
formico allo 0,1% in acqua e metanolo puro. Il metodo,
dopo validazione, & stato applicato con successo a
campioni reali di casi forensi (un campione di urina post-
mortem prelevato per un caso di intossicazione fatale da
GHB) o clinici (campioni di liquido cerebrospinale,
plasma e capelli raccolti da pazienti narcolettici in
trattamento con sodio oxibato) (21). Infine, sono stati
esaminati anche i preparati illeciti, sequestrati dalle forze
dell'ordine, per verificare la quantita di GHB al loro
interno e I'eventuale presenza del profarmaco GBL.

Sempre nel 2017, in collaborazione con Il
Dipartimento di Scienze Anatomiche, Istologiche,
Forensi e Ortopediche dell’Universita La Sapienza di
Roma, e il Dipartimento di Medicina Legale
dell’Universita Politecnica delle Marche, abbiamo
verificato la stabilita del GHB in campioni di sangue
periferico di umore vitreo e di post-mortem, prelevati da
22 cadaveri in due tempi diversi: all'esame esterno del
corpo sul luogo del decesso e poi durante l'autopsia
(121). E stato sviluppato e validato un metodo ad hoc
per la rilevazione e la quantificazione del GHB nell'umor
vitreo mediante GC-MS, con una buona linearita
compresa tra 0,1 e 50 mg/L Differentemente dalla
concentrazione del GHB nel sangue periferico, che dalla
prima raccolta al momento dell’autopsia ha subito un
aumento del 102%, nel caso dell’umor vitreo 'aumento
del valore del GHB era solo del 19%, dimostrando I'utilita
di questa matrice alternativa piu stabile rispetto al
sangue periferico per la determinazione post-mortem del
GHB endogeno (121).

Questo studio e i precedenti del gruppo di ricerca
dell'Universita La Sapienza sui valori soglia da applicare
per la distinzione tra il GHB endogeno e quello esogeno
nelle matrici biologiche ante-mortem e post-mortem ci
hanno portato a ripensare ai valori soglia
precedentemente stabiliti (122). Pur concordando sui
valori soglia di GHB nei campioni biologici per
differenziare tra produzione endogena ed esposizione
esogena (55), € necessario ribadire che questi valori
limite non possono essere applicati universalmente e

che € necessario prestare particolare attenzione quando
si interpretano valori di GHB nelle autopsie per la
possibilita della produzione post-mortem associati a
fenomeni di azione microbica e autolisi/putrefazione
(123). Pertanto qualsiasi proposta di valore limite deve
essere scientificamente e statisticamente supportata con
un numero non trascurabile di casi esaminati in
condizioni standardizzate. Inoltre nelle analisi post-
mortem, quando si interpretano le concentrazioni di
GHB, & sempre consigliabile prendere in considerazione
l'intervallo prima dell’autopsia, insieme ad ulteriori dati,
compreso il grado di decomposizione del corpo. (123)
Aver dimostrato la stabilita della concentrazione
post-mortem del GHB nell’'umor vitreo € stato di primaria
importanza per risolvere un caso di sospetta morte per
violenza sessuale con possibile somministrazione di
GHB in una giovane donna, trovata senza vita in una via
cittadina del Sud ltalia (80). Sono stati raccolti due
campioni di sangue periferico e due di umor vitreo dal
cadavere per l'analisi del GHB a due diversi intervalli
post-mortem: circa 2 e 36 ore dopo la morte. | risultati
ottenuti hanno mostrato che nell’intervallo tra i due tempi
di raccolta si era verificato un aumento delle
concentrazioni di GHB nel sangue periferico e nell'umor
vitreo del 66,3% e dell'8,1% rispettivamente. Questo
caso € stato la prima evidenza della produzione post-
mortem di GHB nel sangue cadaverico, dimostrando che
I'umor vitreo era esente da una significativa produzione
post-mortem di GHB. |l valore rilevato nel sangue
periferico a 36 ore dalla morte (53,4 mg/L) aveva
superato il valore soglia proposto e se interpretato da
solo avrebbe portato a conclusioni errate. Questo non €
stato il caso dell'umor vitreo il cui minimo aumento di
GHB post-mortem ha permesso di escludere
un'esposizione alla sostanza. Una ampia indagine
forense ha in seguito provato che la causa della morte
era dovuta a una vasculite eosinofila polmonare
responsabile di un'insufficienza respiratoria fatale (80).
Il nostro Laboratorio, sempre nel 2017, ¢ stato
incaricato di analizzare matrici biologiche relative a casi
di intossicazione da GHB utilizzato nell’ambito del
“ChemSex”. Tra i tanti casi interessanti, uno ha meritato
una pubblicazione come caso clinico (124). Nel caso
suddetto, due giovani omosessuali consumatori abituali
di GHB dopo I'utilizzo di una dose in polvere, ottenuta da
uno spacciatore conosciuto, disciolta in una bevanda
alcolica, avevano accusato crescente malessere, fino a
dover ricorrere ad un ricovero in Pronto Soccorso per
dolore al petto, forte mal di testa e tachicardia,
mancanza di respiro e vertigini. Dopo uno screening
negativo alle droghe classiche e I'esclusione di ebbrezza
alcolica, le analisi tossicologiche eseguite su sangue e
urina in UHPLC-MS/MS dei due soggetti hanno mostrato
la presenza non solo del GHB (55,1 e 37,8 mg/L nel
sangue e 37,7 e 15,5 mg/L in urina), ma anche del
sildenafil (0,34 mg/L e <0,05 mg/L nel sangue e 1,2
mg/L nelle urine di entrambi ) e del suo metabolita;
entrambe le sostanze parenti erano presenti nel residuo
della bevanda consumata. Quando i risultati sono stati
segnalati agli intossicati, essi hanno negato l'uso
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contemporaneo di GHB e sildenafil. Successivamente lo
spacciatore ha ammesso I'adulterazione del GHB con il
sildenafil nell'intenzione di aumentare gli effetti sessuali
attesi dal solo GHB. L'effetto sinergico delle due
sostanze a concentrazioni non note nella preparazione
illecita ha quindi causato una intossicazione acuta in
utenti ignari di tale adulterazione, che in generale pud
rappresentare una minaccia per la salute dei
consumatori cronici di GHB, cosi come di tutte le
sostanze abusate per I'effetto psicotropo (124, 125).

Laddove I'effetto sinergico del GHB e del sildenafil ha
portato ad una intossicazione acuta, non trascurabile ma
comunque risolvibile, il consumo simultaneo del GHB
con un catinone sintetico, il 4-metilmetcatinone,
nellambito sempre del “ChemSex”, ha causato una
intossicazione fatale (126). Le prime prove sulla scena
del crimine erano evocative di una morte associata a un
consumo multiplo di droghe poiché una bottiglia di vetro
contenente un liquido incolore e inodore insieme a una
siringa con i residui di un liquido incolore & stata trovata
vicino al corpo esamine di un giovane omosessuale. Il
nostro laboratorio ha identificato e quantificato il GHB e
4-metilmetcatinone mediante GC-MS in fluidi biologici
post-mortem (rispettivamente 150,8 mg/L, 115,4 mg/L e
5800 mg/L di GHB in campioni di sangue periferici e
centrali e urina, e rispettivamente 15,5 ug/L, 10,6 ug/L e
20 pg/L di 4-metilmetcatinone nel sangue periferico e
centrale e nelle urine) mentre nel flacone di vetro vicino
al cadavere é stato identificato il GBL e nella siringa il 4-
metilmetcatinone. Questo caso non & stato il primo in cui
il consumo simultaneo di GBL o GHB con il 4-
metilmetcatinone nel’ambito del “ChemSex” ha portato
sia ad una intossicazione acuta severa poi risolta (300
mg/L e 1000 mg/L di GHB e 353 pg/L e 100 pg/L di 4-
metiletcatinone in sangue e urina otto ore dopo |l
consumo) (127) sia ad una morte causata da una poli-
intossicazione, misurata nel sangue periferico post-
mortem di alcol etilico (0,58 g/l), GHB (172 mg/L) e 4-
metilmetcatinone (507 pg/L) (128).

Nel 2018, in collaborazione con i colleghi del
Dipartimento di Scienze Anatomiche, Istologiche,
Forensi e Ortopediche, della Universita La Sapienza di
Roma, e [llnstitut de Médecine légale, Strasbourg,
France, abbiamo redatto una revisione critica della
letteratura internazionale riguardante I'analisi sui capelli
per la misura del GHB endogeno, delle concentrazioni
nei consumatori cronici e dei valori misurati dopo una
singola esposizione al GHB nei casi di violenza sessuale
esaminando inoltre il ruolo del glucuronide del GHB, un
metabolita recentemente identificato (66). Abbiamo
quindi proposto un protocollo operativo pratico da
applicare in tutti i casi sospetti di violenza sessuale
facilitata dal GHB, ricordando che quando si vogliono
dimostrare degli effetti farmacologici o dovuti
allingestione involontaria di GHB, & sempre necessario
verificare oggettivamente I'esposizione al GHB.
Sebbene la rapida clearance del GHB non consenta la
rilevazione di questa sostanza né nel sangue né nelle
urine dopo circa 4-8 ore dall'ingestione, i capelli possono
essere presi in considerazione come matrice alternativa
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e/o complementare in grado di documentare
I'esposizione a lungo termine alla sostanza nei viventi e
nei morti (66).

Negli ultimi due anni, infine, ci siamo nuovamente
concentrati su casi di consumo del GHB nell’ambito del
“ChemSex”, utilizzando una matrice cheratinica non
ancora presa in considerazione, le unghie (129-131). La
metodica prevede un processo estrattivo del GHB molto
semplice e veloce dalle unghie che sono lasciate per
un‘ora a 100 °C in tampone VMA-TM3® (Comedical,
Trento) e una estrazione in fase solida (Oasis PRIME
HLB, Waters, Milano) e successivamente una
determinazione tramite UHPLC-MS/MS. Con questa
metodologia di analisi abbiamo in primo luogo misurato i
valori endogeni del GHB nelle unghie di non consumatori
(0,3-3,8 ng/mg di unghia) per poi analizzare diversi casi
di “ChemSexers” che utilizzavano miscele di GHB e
sostanze d’abuso classiche e nuove sostanze psicoattive
(132). E stato condotto uno studio pilota per quantificare
le piu comuni droghe d'abuso, cannabinoidi sintetici,
cationi sintetici e GHB nelle unghie delle mani e dei piedi
di individui che presumibilmente consumavano queste
sostanze nel’ambito del “ChemSex” (128). Sono state
individuate cocaina, benzoilecgonina, cocaetilene, delta-
9-tetraidrocannabinolo, amfetamina, metamfetamina,
MDMA, 3,4-metilendiossiamfetamina, ketamina,
norketamina, mefedrone, metilone, 4 metilmetcatinone,
GHB e GBL. Le sostanze maggiormente presenti nelle
unghie erano MDMA e GHB seguite da cocaina e
ketamina. Il GHB era presente in un ampio intervallo di
concentrazioni (0,61-165,1 ng/mg). La presenza
simultanea di GBL (0,03-50,4 ng/mg) insieme al GHB
hanno confermato l'uso di questo precursore nel
“ChemSex”, in quanto piu economico e piu facile da
ottenere a causa delle diverse applicazioni in ambito
industriale (57).

CONCLUSIONI

Sebbene al momento le Nuove Sostanze Psicoattive
(NPS) siano le sostanze psicotrope che piu attirano
I'attenzione dei media e interessano i laboratori di
farmacotossicologia clinica e forense, il GHB continua a
rappresentare un problema di salute pubblica nell’ambito
delluso, uso scorretto e abuso delle sostanze
psicotrope.

Il GHB & una sostanza peculiare per i suoi tre aspetti:
€ un componente endogeno del nostro organismo, € un
farmaco utilizzato in situazioni particolari quali la
narcolessia e nell’astinenza e dipendenza da alcol, (che
€ una sostanza d’abuso esso stesso) e infine € una
sostanza ricreazionale a doppia azione inebriante e
sedante. Proprio per questo ultimo aspetto, le
intossicazioni dopo uso cosciente o inconsapevole sono
frequenti, cosi come non trascurabili le morti per
overdose. Per questa ragione sarebbe auspicabile
inserire la determinazione di questa sostanza nella
routine di laboratorio proprio in ragione di eventuali
richieste che dovessero pervenire dai Dipartimenti di
Emergenza delle Aziende Ospedaliere.
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Pertanto, i professionisti clinici e forensi devono
apprezzare le difficolta nell’'interpretare le concentrazioni
di GHB ed essere in grado di differenziare valori
endogeni da quelli esogeni e in questo ultimo caso di
discriminare una ingestione ante-mortem da una sintesi
post-mortem. | valori soglia internazionali presenti negli
studi che sono stati illustrati in questa rassegna devono
ricevere il
medicina di laboratorio clinico e forense ed essere quindi
considerati nelle linee guida delle buone pratiche dei
laboratori stessi.
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