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Resumo

As catinonas sintéticas, sdo p-ceto analogos das anfetaminas, e por isso, consideradas
psicostimulantes. Estes compostos sdo sintetizados de forma a serem estruturalmente diferentes dos
compostos ilegais, e por isso, aparecem no mercado como substancias legais, representando uma

alternativa de drogas de abuso, de facil acesso no mercado.

Este trabalho teve como objetivos efetuar o estudo da permeabilidade da barreira gastrointestinal de
oito catinonas sintéticas: 3’-CMC, 4’-CMC, 3’-CEC, 4’-CEC,3’-CBC, 4’-CBC, 3’-CI-DEC e 4’-Cl-
DEC. Consequentemente, foi ainda necessario avaliar a sua toxicidade na linha celular Caco-2 e

desenvolver um método de quantificacdo destas substancias por HPLC-DAD.

A metodologia de HPLC-DAD desenvolvida mostrou ser linear na gama de concentraces avaliadas
(1 a 25 pg/mL). O estudo da permeabilidade para cada catinona, foi efetuado com o valor da
concentragdo do 1C50 (entre 1,80 e 6,10 mM), obtido para a citotoxicidade, a partir do método MTT.
Esta avaliacdo permitiu identificar que as catinonas mais toxicas nas Caco-2 sio as 3’-CBC ¢ 4’-CBC,
cujos IC50 séo 1,87 mM e 1,90 mM, respetivamente. A catinona com maior taxa de permeagdo ¢ a 4’-
CEC, cujo valor de P, foi de 4,89x10° cm/s, indicando que possui permeabilidade moderada. O estudo
na linha celular Caco-2 sugere que existe uma relacdo entre a estrutura das catinonas e a sua
citotoxicidade, mostrando que um aumento na cadeia N-alquilica conduz a um aumento da sua

toxicidade, contudo a posi¢do do atomo de cloro parece ndo influenciar a toxicidade.

Numa tentativa de perceber se as células normais tém um comportamento semelhante as células
cancerigenas foi efetuado um estudo da citotoxicidade da 4’-CBC, por ser uma das mais toxicas, em

fibroblastos da derme humana, cujo valor do IC50 podera ser, aproximadamente, 0,80 mM.

De modo a tentar compreender o mecanismo de toxicidade na linha celular HepG-2 foi ainda
realizado um estudo de metaboldmica por espectrometria de massa de alta resolucdo (LC-HRMS) nestas
células, com a 4’-CEC, por ter sido a que apresentou maior permeacdo. No modo positivo, verificou-se
gue os metabolitos extraidos das células controlo sdo diferentes dos metabolitos das células expostas a
catinona, com variacdo de 81% e r?>=0,79. Para as células controlo foram propostos metabolitos como
espermidina e monofosfato de uridina. Nas células tratadas foram propostos a N1-acetilespermidina e
oleamida, indicando que a catinona afeta negativamente as células. Apesar de se ter efetuada ainda a
quantificagdo de proteinas extraidas das células da linha celular HepG2, expostas & catinona em
comparagdo com as células controlo e uma SDS-PAGE, os resultados ndo foram conclusivos. Este
trabalho contribuiu para 0 aumento do conhecimento do efeito toxico de catinonas sintéticas que

circulam no mercado.

Palavras-chave: novas drogas psicoativas, catinonas sintéticas, biodisponibilidade, HPLC-DAD,

espectrometria de massa, metabolémica, HepG2, Caco-2.






Abstract

Synthetic cathinones are p-keto analogues of amphetamines and are therefore considered
psychostimulants. These compounds are synthesized in such a way that they are structurally different
from illegal compounds, and therefore appear on the market as legal substances, representing an
alternative to drugs of abuse, easily accessible on the market.

This work aimed to study the permeability of the gastrointestinal barrier of eight synthetic
cathinones: 3'-CMC, 4'-CMC, 3'-CEC, 4'-CEC, 3'-CBC, 4'-CBC, 3' -CI-DEC and 4'-CI-DEC.
Consequently, it was still necessary to evaluate their toxicity in the Caco-2 cell line and develop a

method for quantifying these substances by HPLC-DAD.

The developed HPLC-DAD methodology proved to be linear in the range of concentrations evaluated
(1 to 25 pg/mL). The permeability study for each cathinone was carried out with the IC50 concentration
value (between 1,80 and 6,10 mM), obtained for cytotoxicity, from the MTT method. This evaluation
made it possible to identify that the most toxic cathinones in Caco-2 are 3'-CBC and 4'-CBC, whose
IC50 are 1,87 mM and 1,90 mM, respectively. The cathinone with the highest permeation rate is 4'-
CEC, whose Papp value was 4,89x10¢ cm/s, indicating that it has moderate permeability. The study on
the Caco-2 cell line suggests that there is a relationship between the structure of cathinones and their
cytotoxicity, showing that an increase in the N-alkyl chain leads to an increase in their toxicity, however
the position of the chlorine atom does not seem to influence toxicity.

In an attempt to understand whether normal cells behave similarly to cancer cells, a study was carried
out on the cytotoxicity of 4-CBC, as it is one of the most toxic, on human dermal fibroblasts, whose

IC50 value could be approximately 0,80 mM.

In order to try to understand the mechanism of toxicity in the HepG-2 cell line, a metabolomics study
by high resolution mass spectrometry (LC-HRMS) was also carried out on these cells, with 4'-CEC
being the one with the highest permeation. In positive mode, it was found that the metabolites extracted
from control cells are different from the metabolites from cells exposed to cathinone, with a variation
of 81% and r?=0,79. For control cells, metabolites such as spermidine and uridine monophosphate were
proposed. N1-acetylspermidine and oleamide were proposed in the treated cells, indicating that
cathinone negatively affects the cells. Although the quantification of proteins extracted from cells of the
HepG2 cell line, exposed to cathinone, was also carried out in comparison with control cells and SDS-
PAGE was made, the results were not conclusive. This work contributed to increasing knowledge of the

toxic effect of synthetic cathinones circulating on the market.

Keywords: new psychoactive drugs, synthetic cathinones, bioavailability, HPLC-DAD, mass

spectrometry, metabolomics, HepG2, Caco-2.
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Figura 20 - Cromatograma das catinonas com o cloro na posicdo meta (P3Cl), para as condicdes
otimizadas de HPLC: coluna ACE 3 C18; fluxo 1 mL/min; 0-5 min (25% ACN), 5-7 min (30% ACN);
7-8 min (45% ACN); 8-12 (60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN). Volume de
INJEGAO 10 PL. DEtEGAO 250 MM ..ottt bbbttt bt b et 41

Figura 21 - Cromatograma das catinonas com o cloro na posi¢do para (P4Cl), para as condi¢des
otimizadas de HPLC: coluna ACE 3 C18; fluxo 1 mL/min; 0-5 min (25% ACN), 5-7 min (30% ACN);
7-8 min (45% ACN); 8-12 (60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN). Volume de
INJECAOD 10 L. DELEGAOD 262 NM. ...iiviiiiiiieiieieieee ettt sttt sttt et e e seeneebesbenbesee st e ne e 41

Figura 22 - Espetros UV-Vis para as catinonas com o cloro em posi¢do (A) meta e (B) para,

CONCENLIAGAD UE 25 LUO/MIL. 1.ttt ettt ettt et e s e s ere e s e sbesee st et e enes 42

Figura 23 - Curvas de calibracéo para as catinonas sintéticas: (A) 3'-CMC, (B) 4’-CMC, (C) 3’-CEC,
(D) 4’-CEC, (E) 3’-CBC, (F) 4-CBC, (G) 3’-CI-DEC e (H) 4’-CI-DEC; a 250 nm para as 3’ ¢ 262 nm
0L - I T S O TSP OR PP UT RO PRTTPTPP 43
Figura 24 - Cromatogramas das meta cloro-catinonas, zona basolateral as 3 horas, a 250 nm (fase movel:
0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN); 12-16 min
(60% ACN); 16-17 min (25% ACN),, fluxo ImL/min e injeGa0 10 H). .cccovververieiiiieiienine e 45
Figura 25 - Cromatogramas das para cloro-catinonas, zona basolateral as 3 horas, a 262 nm (fase movel:
0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN); 12-16 min
(60% ACN); 16-17 min (25% ACN), fluxo 1 mL/min e inje¢&o 10 PL). ..cccovrviviriiiiiiiecseie 45

Figura 26 - Valores das percentagens de permeacdo (%) das oito catinonas sintéticas para o lado

basolateral da monocamada de células Caco-2 diferenciadas, ao fim de 3h e 6 h de incubacéo. ......... 46
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Figura 27 - (A) Cromatograma do atenolol, zona apical e basolateral as 6 horas; (B) Espectro UV-Vis
do atenolol, a 275 nm (fase moével: 0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-
12 min (60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN)), concentracdo de 0,8 mg/mL.. 48

Figura 28 - Cromatograma dos compostos extraidos, presentes no interior das células HepG2, a 262 nm
(fase movel: 0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN);
12-16 min (60% ACN); 16-17 MiN (25% ACN))....cuoiiiirieiieiesieese s enes 49

Figura 29 - Clustering dos metabolitos obtidos nas células controlo (vermelho) e células expostas a 4'-
CEC (verde), na linha celular HepG2, com recurso ao Metaboscape para o modo positivo. ............... 50

Figura 30 - Gréafico PCA dos metabolitos obtidos nas células controlo (vermelho) e células expostas a
4'-CEC (verde), na linha celular HepG2, com recurso ao Metaboscape para 0 modo positivo. ........... 50

Figura 31 - Gréfico Volcano dos metabolitos diferentes obtidos nas células controlo (laranja) e células
expostas a 4'-CEC (verde), na linha celular HepG2, com recurso ao Metaboscape para 0 modo positivo.

Figura 32 - Gréfico Logz(Fold Change) dos compostos mais abundantes, nas células controlo (laranja)
e células tratadas (verde) da linha celular HepG2, para 0 modo positivo; identificacdo dos compostos na
L6210 1=] - T SRS SUPRPSIN 51

Figura 33 - SDS-PAGE 4-12 % (Bis-Tris), perfil de proteinas extraidas de células HepG2 controlo (C)
e de células HepG2 expostas 24 h a catinona 4'-CEC, marcadores da ThermoScientific Page Ruler
Prestained Protein Ladder 10-180 kDa (M), linha celular HEPG2. ..........ccooviveiivieciei e 55

Figura 34 - Perfil das bandas das proteinas (intensidade vs distancia) presente no gel de SDS-PAGE:

(A) controlo e (B) células tratadas com 4’-CEC, utilizando a linha celular HepG2. ............ccccocunaee. 55

Figura 35 - Valores das areas dos picos correspondentes as bandas presentes no gel SDS-PAGE e areas
normalizadas (AreaN) para o marcador (M), células controlo (C) e células tratadas (CEC), utilizando a
1] T W= (] T =Y o] RSOOSR 56

Figura 36 - Pardmetros farmacocinéticos (adaptado através do biorender)............ccccoeerviiiiiiicnnnns 57

Figura 37 - Curva de calibracdo area do pico em funcdo da concentracdo (pg/mL), do composto 3'-
O 1V SO 82

Figura 38 - Curva de calibracdo area do pico em funcéo da concentracdo (ug/mL), do composto 4'-
O 1V RSSO 82

Figura 39 - Curva de calibracdo area do pico em funcéo da concentracdo (ug/mL), do composto 3'-
CE . ettt — e h et oAbttt R e e Rt Rt R e ehe e be e et et e b e st eReeteereebe et et et e s enen 82
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Figura 40 - Curva de calibragdo area do pico em fungdo da concentra¢do (ug/mL), do composto 4'-
O OO USSP PR TRP 83

Figura 41 - Curva de calibragdo area do pico em fun¢do da concentra¢do (ug/mL), do composto 3'-

Figura 45 - Cromatograma das catinonas sintéticas com o cloro em posi¢do meta, zona basolateral as 6
horas, a 250 nm (fase mével: 0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min
(60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN) fluxo de 1 mL/min e injec&o de 10 pL).

Figura 46 - Cromatograma das catinonas sintéticas com o cloro em posi¢do para, zona basolateral as 6
horas, a 262 nm (fase mével: 0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min
(60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN) fluxo de 1 mL/min e injec&o de 10 pL).

Figura 47 - Cromatograma das catinonas sintéticas com o cloro em posicéo (A): meta e (B): para, zona
apical as 6 horas, a (A) 250 nm e (B) 262 nm (fase moével: 0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN);
7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN) fluxo de 1
mL/min e injecdo de 10 pL). Diluigdes: 1:200 (3’-CBC), 1:500 (3’-CMC, 3’-CEC, 3’-CI-DEC, 4’-CMC,
4’-CBC € 4’-CI-DEC) € 1:1000 (47-CEC).....vurveeereereiressseeessessssesseissessesnessssssssssessessssssssessssnsssens 86

Figura 48 - Valores das concentragfes (ug/mL) da zona basolateral, ao tempo 3h e 6h, linha celular
(OF: (o0 PPV USSR 86

Figura 49 - Valores das concentragfes (pg/mL) da zona apical, as 0 h (IC50) e as 6 h, linha celular
O 1o L SR USPRTIN 86

Figura 50 - Cromatogramas dos metabolitos obtidos ap6s exposi¢do com a 4'-CEC, na linha celular
HepG2, através da analise por LC-QTOF-MS/MS: (A) modo positivo e (B) modo negativo, utilizando

0 SOTEWATE DALANAIYSES. ... ettt bbbttt ettt e s 89

Figura 51 - Cromatogramas dos metabolitos obtidos sem exposi¢éo, ou seja, o controlo, na linha celular
HepG2, através da analise por LC-QTOF-MS/MS: (A) modo positivo e (B) modo negativo, utilizando

0 SOTEWAIE DALANAIYSES. .....eeviiirieiieiieii ittt b bttt ettt ettt e enes 90
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01 Introducao



Toxicidade e Metabolismo de Novas Catinonas — A Ameaca das Drogas llicitas Emergentes

1. Introdugéo

Em 2022, estima-se que, aproximadamente, 29% dos adultos na Unido Europeia, com idades entre
0s 15 e 64 anos, ja utilizaram substancias ilicitas. Para além dos problemas de dependéncia associados
ao consumo deste tipo de substancias e do risco para a saude dos consumidores, surgem outros
problemas sociais relacionados com a criminalidade, exploragdo de individuos e comunidades
vulneraveis (EMCDDA, 2022). De acordo com o mais recente relatério da European Monitoring Centre
for Drugs and Drugs Addiction (EMCDDA), a maioria dos individuos consumidores utilizam varias
substancias, sendo a mais utilizada a cannabis com 7,9% da populac¢do da Unido Europeia (15-64 anos),
seguida da cocaina (1,3%), 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA ou ecstasy) (0,8%) e anfetaminas
(0,7%) (EMCDDA, 2023). Na Figura 1 é possivel observar o nimero de milhfes de pessoas que em
2022 consumiram diferentes drogas e que entre os 15-64 anos, a droga mais consumida é a cannabis e

entre 0s 15-34 anos é a ecstasy.

15-64 anos

15-34 anos

anfetaminas = cannabis = cocaina = ecstasy

Figura 1 - Nimero de pessoas em milhdes, que consomem cannabis, cocaina, ecstasy e anfetaminas, na
Unido Europeia em 2022 (Adaptado de EMCDDA, 2023).

De modo a controlar estas substancias foram redigidos trés tratados, que regulamentam o direito
internacional do regime de controlo de drogas, proposto pelas Na¢es Unidas, com o objetivo de definir
que estes compostos estejam disponiveis apenas para fins medicinais e cientificos: Convencao Unica
sobre Estupefacientes de 1961 (alterada pelo protocolo de 1972), Convengdo sobre substancias
Psicotropicas de 1971 e Convencdo contra o Trafico llicio de Estupefacientes e Substancias
Psicotropicas de 1988 (Ministério Publico Portugal, 2023). A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS)
definiu substancias psicoativas como todo o tipo de substancia que, quando ingerida ou administrada,
afeta a mente ou processos mentais, e estas substancias psicotropicas de abuso foram anotadas pelos

tratados internacionais relacionados com o controlo da producéo e distribuicdo de drogas psicoativas.
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Toxicidade e Metabolismo de Novas Catinonas — A Ameaca das Drogas llicitas Emergentes

1.1. Novas Substancias Psicoativas

A novas substancias psicoativas (NSP) surgiram, inicialmente, para contornar a legislacdo que
controla as substancias de abuso. A definicdo de NSP para o controlo europeu destas substancias surgiu,
pela primeira vez, em 2005, como resultado da decisdo 2005/387/JAl do Conselho Europeu relativa ao
intercAmbio de informacdes, avaliacdo de riscos e controlo de NSP (EUR-Lex, 2023). Posteriormente,
0 gabinete da Na¢6es Unidas contra a Droga e o Crime (UNODC) definiu, de forma semelhante, o termo
NSP como “substancias de abuso, na forma pura ou de preparacdo, que nao se encontram controladas
pelas Convencdes de 1961 e 1971, mas que representam uma ameaga a saude publica” (UNODC, 2020).
O novo termo representa apenas que 0s compostos se tornaram disponiveis recentemente no mercado e

que sdo usados de forma ilicita (Nobre, 2019; Figueira, 2021; Tamama, 2021).

As NPS, também designadas “Legal Highs”, “Herbal Highs”, “Research Chemicals”, “Party
Pills”, “Designer Drugs”, entre outros termos, sdo sintetizadas de forma a serem estruturalmente
diferentes das substancias controladas, tentando deste modo contornar a legislacdo, mas reproduzindo
0s mesmos efeitos de compostos como cannabis, cocaina, heroina, dietilamida do &cido lisérgico (LSD),
MDMA (ecstasy) ou metanfetaminas (Figura 2) (Nobre, 2019).

No entanto, estes e outros efeitos, a maioria ainda desconhecidos, podem representar um elevado
risco para a salde do consumidor. As catinonas sintéticas sao NSP que tém crescido exponencialmente
no mercado, uma vez que induzem efeitos estimulantes no sistema nervoso central e periférico e ativam
o0 sistema de compensacgdo do cérebro, possuindo poder aditivo, sdo de fécil acesso e relativamente
baratas (Nobre, 2019; Tamama, 2021; Almeida et al., 2022).

Estimulantes
Exemplos: anfetaminas, cocaina e MDMA

o
Substancias sintéticas que mimetizam o efeito da
X Cannabis

Alucinogénios
I Exemplo: LSD
O Dissociativos
Exemplo: cetamina

Opioides sintéticos
Substancias que mimetizam o efeito da morfina e heroina

Q Sedativos

Analogos da benzodiazepina

Figura 2 - Classificacdo de compostos de acordo com o efeito farmacoldgico (adaptado de Gongalves et al., 2019).
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Desde 2005, a EMCDDA e a Agéncia da Unido Europeia para a Cooperacdo Policial (Europol)
instalaram um sistema de alerta rapido da EU, designado Early Warning System (EWS) (Tamama,
2021). Em Portugal, 0 EWS é representado pelo Servico de Intervencdo nos Comportamentos Aditivos
e nas Dependéncias (SICAD) e a monitorizacdo destas substancias é efetuada, maioritariamente, pelo
Laboratério de Policia Cientifica da Policia Judiciaria (LPC-PJ) em material apreendido e pelo Instituto

Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses (INML-CF) em matrizes biol6gicas (Figueira, 2021).

De 2007 a 2013 foram detetadas 56 smartshops em Portugal, que vendiam substancias ilicitas, onde
sete delas funcionavam online. Geograficamente, 46% localizavam-se na area da grande Lisboa, uma
loja situava-se nos Agores e a smartshop presente na Regido Autonoma da Madeira foi fechada antes da
contabilizag&o. Foi detetado que as lojas estavam localizadas, preferencialmente, no centro das cidades
ou em zonas de atividade noturna (Figura 3) (Calado, 2013).

=
.y
st
[ oSg e

Figura 3 - Localizagdo das smartshops em Portugal Continental (Calado, 2013).

Para além das diretivas e convenc¢des implementadas pela Unido Europeia, cada pais possui a sua
legislagdo. Em Portugal foram implementados o Decreto-Lei n.° 54/2013, de 17 de abril, definindo o
regime juridico de prevencao e protecdo contra a publicidade e comercializacdo das NSP e, para além
disso, devido a elevada comercializacdo e elevados casos de intoxicacdes, potencialmente, associados
ao consumo, o arquipélago da Madeira implementou a primeira legislacdo, Decreto Legislativo Regional
n.° 28/2012/M de 25 de outubro, que permitiu a diminuicéo da oferta destas substancias e encerramento
das smartshops (Procuradoria-Geral Distrital de Lisboa, 2023; SICAD, 2023).
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Atualmente, a Internet, principalmente, a deepweb, tem um papel extremamente importante no que
diz respeito a venda de substancias designadas como “Legal Highs”. O facto de, tanto os fabricantes,
como os fornecedores, entre outros, estarem sedeados em paises diferentes, torna o controlo dos
mercados de droga particularmente dificil. Estas substancias podem ser adquiridas em lojas online que

se especializaram na sua venda ou serem vendidas por traficantes (Antunes, 2015).

Segundo o relatério europeu da EMCDDA de 2022, o consumo e, consequentemente, as apreensdes
de NSP diminuiram em 2020, mas ndo € claro se a diferenca se deve a disrupgdo da distribuicdo das
substancias, reporte ou ajuda médica, ou devido a pandemia COVID-19. Em 2021 registou-se um
aumento do consumo e apreensdo, comparando com o ano 2020 (EMCDDA, 2023). Um ponto
importante que o relatorio europeu da EMCDDA de 2023 veio explorar e que tem sido um dos temas
atualmente em debate, consiste na detecdo destas substancias em aguas residuais, em mais de 50 paises
europeus (EMCDDA, 2023).

Até 2021, 8,5 toneladas de NSP foram apreendidas, com 880 compostos monitorizados pela
EMCDDA, 52 deles reportados pela primeira vez na Europa (EMCDDA, 2022). Em 2022, foram
reportadas, pela primeira vez, 41 novas NSP, através do EWS europeu (EMCDDA, 2023). E de notar
gue em 8,5 toneladas, 4 toneladas pertencem a catinonas sintéticas, tornando esta a classe de maior

guantidade de apreensdes em 2022.

1.2. Catinonas Sintéticas

As catinonas sintéticas (SC), sdo o segundo grupo mais comum das NSP, e tal como referido, tém
sido usadas como uma alternativa de drogas de abuso, devido a sua poténcia e facil acesso no mercado,
e devido ao aparente baixo risco de toxicidade na visdo dos consumidores. Durante a sua venda em
smartshops estas eram rotuladas, usualmente, como “fertilizantes para plantas” e com a especifica¢do
de “ndo para consumo humano”, de forma a dissimular que eram substancias de abuso e para contornar
a legislacéo (Nobre, 2019).

As SC sdo p-ceto analogos das anfetaminas (AMPHSs), tendo efeitos psicoativos semelhantes aos
da cocaina e das prdprias anfetaminas (Zawilska, 2018; Adamowicz & Malczyk, 2019; UNODC, 2020;
Almeida et al., 2022). No entanto, os seus efeitos ainda néo estéo totalmente elucidados e o facto de por

vezes serem misturadas com outros compostos, tornam os efeitos imprevisiveis.

As SC possuem uma estrutura analoga a catinona (Figura 4), um composto natural com efeito
psicoestimulante presente nas folhas da planta Catha edulis (conhecida como Khat). Esta planta é nativa
da Peninsula Arébica e de Africa (Silva et al., 2020; Faro et al., 2020), onde mastigar as suas folhas,
que contém também alcaloides, flavonoides, aminoacidos, glicésidos, esterois, vitaminas e minerais,
tem sido tradi¢do durante seculos em muitas culturas, sendo consumida por 90% da popula¢éo masculina
(Abebe, 2018; Almeida et al., 2022).
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Tal como a catinona, a norpseudoefedrina, também conhecida como catina, foi identificada como
principio ativo estimulante da planta Khat (Figura 4). Também nas folhas da planta Khat, além da
catinona e catina foi identificada a efedrina (norefedrina), todas estruturalmente semelhantes a
anfetamina (Figura 4) (Felice et al., 2014; Nobre, 2019; Soares et al., 2019). A semelhanca estrutural
destes compostos com a anfetamina e analogos, fez surgir um crescente interesse no desenvolvimento
destes compostos para fins terapéuticos. As primeiras catinonas sintetizadas foram a metcatinona
(efedrona) em 1928 e a metilmetcatinona (mefedrona), em 1929 (Figura 4) (Abebe, 2018; Almeida et
al., 2022).

0 OH
NH, m
Catinona Catina Efedrina Anfetamina
o} 0
H H
N {
. N ~
Efedrona Mefedrona

Figura 4 - Estruturas quimicas da Catinona, Catina, Efedrina e Anfetamina, Efedrona e Mefedrona
(Adaptado de Nobre, 2019).

A planta Khat é utilizada no tratamento de doencas respiratdrias, uma vez que a catinona possui a
capacidade de relaxar o musculo liso das vias aéreas. Para além disso, catinonas sintéticas como a
dietilpropiona e a pirovalerona atuam como redutores de apetite. Outros fins consistem na redugéo da
sensacdo de fadiga, antidepressivos, auxiliar da cessagdo tabagica e tratamento da dependéncia da
cocaina e metanfetaminas (por exemplo: bupropiona, mais conhecida como Zyban) (Nobre, 2019).
Apesar de as catinonas terem sido, inicialmente, utilizadas como farmacos, o seu efeito de dependéncia

levou a remocéo destes compostos do mercado (Nobre, 2019; Faro et al, 2020).

A mefedrona tornou-se bastante popular, primeiro em lIsrael, e posteriormente, Irlanda,
Escandinavia, Austrélia e Reino Unido. Desde 2005 foram reportadas mais de 130 novas catinonas na
Europa (EMCCDA, 2022). Na Figura 5 € possivel observar os marcos mais importantes na evolucao
das SC que foram surgindo no mercado (Carvalho, 2017). Até ao final de 2022, as catinonas sintéticas
foram consideradas o segundo maior grupo de NSP controladas, ultrapassado apenas pelos canabinoides
sintéticos. Em 2022 foram reportadas 5 catinonas sintéticas, pela primeira vez. Apesar destes compostos
serem também produzidos na Europa, os maiores produtores mundiais sdo a China e india (EMCDDA,
2022).
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Primeiras catinonas sintéticas: mefedrona e seu 1s0mero o

e}

0.
Emergem as catinonas designadas pirovaleronas < ™~

Potencial antidepressivo e anti-Parkinson: metilona Metilona

’ Inicio da venda em sites de drogas; metilona aparece no mercado Europeu e
UL Japonés com o nome “Explosion”
2007/2009 Mefedrona aparece em Israel e torna-se popular na Europa; crescimento do uso
das catinonas sintéticas
Primeiras catinonas tornam-se - -
: ; . . — | Novas sinteses para contornar a lei
ilegais em diversos paises
2013 33 catinonas banidas em Portugal
2014-atual Novas catinonas emergem no mercado ilegal

Figura 5 - Marcos importantes na histéria das catinonas sintéticas (adaptado de Almeida et al., 2022).

1.2.1. Estrutura das Catinonas Sintéticas

A sintese quimica de catinonas € relativamente facil e, geralmente, segue um processo de duas
etapas. Normalmente, € feita uma sintese inicial de uma a-bromocetona, seguida de uma substitui¢do
nucleofilica com uma amina apropriada, que fornega uma base livre. Devido a sua instabilidade, as
catinonas sdo sintetizadas, usualmente, na forma de clorohidrato (UNODC, 2020). Na Figura 6
apresenta-se a estrutura geral das catinonas, estas tém um grupo carbonilo na posic¢do « da cadeia lateral
adjacente ao anel aromatico e podem ser substituidas em diferentes posicdes (R1 a R4). O tipo e posi¢do
dos substituintes na estrutura das catinonas sintéticas afetam a sua farmacocinética e a sua

farmacodinamica. (Oliveira, 2017; Soares et al., 2019).
= 5
R
N

Figura 6 - Estrutura geral da catinona e padrdes de substituicao.
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As catinonas sintéticas podem ser agrupadas em quatro familias (Figura 7). Os compostos da
primeira familia tém uma cadeia alquilica no grupo amino em R1 e/ou R2, alguns dos quais substituidos
no anel (R3). Como exemplo de catinonas sem substituintes no anel aromatico, temos a dietilpropiona
e dimetilpropiona, € com um atomo de cloro em posi¢do 3’ no anel aromatico a bupropiona. A segunda

familia contém um grupo 3,4-metilenodioxilo ligado ao anel benzénico, como a metilona, etilona.

O terceiro grupo é composto pela familia das pirrolidinofenonas, caracterizadas por terem um grupo
amino ciclico, o grupo pirrolidilo, como a a-pirrolidinavalerofenona (a-PVP) e a a-
pirrolidinopentiofenona (a-PPP). O quarto grupo € uma classe mista que contém catinonas com um
grupo 3,4-metilenodioxilo e um grupo pirrolidilo, como a 3,4-metilenodioxipirovalerona (MDPV), que
surgiu nos mercados como alternativa da anfetamina MDMA (Figura 7) (Oliveira, 2017; Nobre, 2019;
Almeida et al., 2022).

Familia 2
e)
o)
\’/ o E\
- . - O . .
Dimetilpropiona Metilona Pirovalerona
o] ) o
N (IQ*{/E
Dietilpropiona o~ Etilona
8] 1) a-PVP
H o
N o N
K < N
. (o]
Bupropiona
MDPV a-PPP
Familia 1 —— Familiad —————— Familia 3

Figura 7 - Derivados da catinona: familias 1 (cadeia alquilica no grupo amino), 2 (grupo 3,4-metilenodioxilo ligado ao anel
benzeno), 3 (grupo pirrolidilo) e 4 (misto).

Relativamente a monitorizacdo das NPS e de outras substancias psicoativas, de forma a ser possivel
um controlo rapido e eficaz no material suspeito é necessario proceder a sua andlise por diversas técnicas
analiticas que permitam a identificac&o inequivoca da sua estrutura quimica, deste modo é de extrema
importancia a construcdo de bibliotecas de dados analiticos, como é o caso da CaymanChemical e a
SWGDRUG (Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs) (UNODC, 2020).

As técnicas analiticas mais utilizadas na identificacdo de catinonas, quer em material apreendido,
sdo as técnicas hifenadas de cromatografia gasosa (GC) ou liquida (LC) acoplada a espectrometria de

massa (MS), nomeadamente GC-MS e LC-MS. No entanto, na auséncia de padrfes, a cromatografia

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa 7



Toxicidade e Metabolismo de Novas Catinonas — A Ameaca das Drogas llicitas Emergentes

liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a um detetor UV-Vis, usualmente com uma rede de diodos
(HPLC-DAD), apesar de ndo ser capaz de fornecer identificacdo estrutural das catinona sintéticas, pode
ser uma ferramenta Util para a diferenciacdo de isbmeros que apresentem 0s mesmos espectros de massa
(UNODC, 2020; Alonzo et al., 2022). Contudo, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) conjuntamente com a espectrometria de massa sdo as duas técnicas que devem ser utilizadas na
identificacdo de catinonas e outras NSP, pois em conjunto, permitem a determinacdo da estrutura

quimica de compostos desconhecidos.

Quando se pretende fazer a quantificacdo de catinonas, a técnica de HPLC-DAD, € a técnica que
permite de uma forma rapida e eficaz proceder a quantificagdo de catinonas em diferentes matrizes
(UNODC, 2020).

1.2.2. Efeitos das Catinonas Sintéticas e Metabolismo

As catinonas sintéticas estdo disponiveis em pd, capsulas ou comprimidos. As doses e vias de
administracdo podem variar desde a inalacao, ingestao oral, injecdo intravenosa ou intramuscular, sendo
as mais comuns por inalacdo e via oral (Tabela 1) (Grifell et al., 2017; Nobre, 2019; UNODC, 2020).

Tabela 1 - Dose tipica de consumo e vias de administragdo da Khat, catinona, mefedrona,
metcatinona e metilona (Adaptado de Rosenbaum et al., 2012).

Planta Dose tipica de consumo | Via de administracao
Khat 100-500 g Oral

Composto | Dose tipica de consumo | Via de administracio
Catinona 200 mg Oral
Mefedrona 150-250 mg Oralﬂ

5-75 mg Inalacdo

Meteatinona 60-250 mg Oral/Intravenosa/Oral

Metilona 100-250 mg Oral

Como psicoestimulante, as catinonas sintéticas tém efeito sobre 0s neurotransmissores, as
catecolaminas dopamina, serotonina e norepinefrina, com diferentes graus de poténcia. As
catecolaminas exercem o seu efeito fisioldgico ligando-se aos recetores o € S adrenérgicos, 0 que
promove uma estimulagdo do sistema nervoso simpatico. As catinonas exercem o seu efeito
psicoestimulante, através do aumento da concentracdo sinéptica destes neurotransmissores produzindo
uma sobrestimulacdo, o que representa um elevado risco de reagGes adversas como agitacéo, delirio,
convulsdes, psicoses, falha de 6rgdos e morte, associado a um elevado potencial de abuso e dependéncia
(Abebe, 2018; Nobre, 2019).
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As catinonas podem inibir a recaptacdo destes neurotransmissores por interacdo com 0s
transportadores de absorcdo de monoaminas, diminuindo assim a sua remocao da sinapse. Este processo
de inibi¢do competitiva, a semelhanca da cocaina que impede a reabsorcdo da dopamina e da serotonina
na fenda sindptica, leva a0 aumento da concentracdo dos neurotransmissores na sinapse (Glennon &
Dukat, 2017; Abebe, 2018; Figueira, 2021). Em alternativa, as catinonas sintéticas também podem
proporcionar a libertacdo pré-sinaptica excessiva das catecolaminas através da alteracdo do pH
vesicular. Assim, as catinonas no interior das células, destabilizam as vesiculas que armazenam estes
neurotransmissores, 0 que resulta na sua libertacdo prematura na fenda sindptica, um processo

semelhante ao desencadeado pelas anfetaminas (Soares et al., 2020; Figueira, 2021).

Por outro lado, as catinonas sintéticas sdo inibidores parciais de monoamina oxidase, enzima
responsavel pela metabolizagdo das catecolaminas, o que provoca uma diminui¢do da sua degradagdo
na fenda sinaptica, e, consequentemente a sua acumulagdo na fenda sinaptica tem um efeito
psicoestimulante (Glennon & Dukat, 2017; UNODC, 2020; Almeida et al., 2022; Costa et al., 2022).
Os mecanismos sdo complexos e variam consoante a catinona em questdo, dai a necessidade de estes
serem investigados, de modo a elucidar a sociedade para a sua perigosidade. E de notar ainda que 95%
dos consumidores destes compostos sdo também consumidores de alcool e/ou de outras drogas de abuso,

por isso, os efeitos podem ser multiplos e variados (Altun et al., 2020).

As referéncias na literatura médica sobre farmacocinética e farmacodindmica das catinonas
sintéticas em humanos sdo ainda limitadas. Estudos efetuados em roedores demostraram que a
mefedrona ou a metilona, apds administragdo, aumentam as concentragdes extracelulares de dopamina
e serotonina no cérebro. Estas substancias provocam a estimulacéo locomotora em roedores, semelhante

a outros estimulantes psicolégicos (Soares et al., 2019).

A toma de baixas doses de catinonas sintéticas promovem um estado de euforia e estado de alerta,
porém, na Tabela 2 estdo indicados alguns efeitos adversos graves ja reportados que foram associados
ao consumo de catinonas sintéticas (Abebe, 2018; Nelson et al., 2014; Adamowicz, 2020; Almeida et
al., 2022). A nivel clinico, alguns efeitos podem desaparecer ao fim de 5 horas, com a administracéo de
benzodiazepinas ou hidratacdo com fluidos intravenosos (Gongalves et al., 2019). Os sintomas
abrangem o sistema nervoso e cardiaco, mas podem resultar em faléncia de multiplos 6rgdos ou mesmo

morte.
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Tabela 2 - Efeitos provocados pelo consumo de catinonas sintéticas (Adaptado de Nelson et al., 2014).

Sistema Efeitos
Cardiovscular Taquicardia. hipertensdo, miocardite
Gastrointestinal Vomitos, nduseas, dor abdominal, xerostomia
Metabolico Acidose, hiponatremia
Ocular Midriase, visdo enevoada

Agressdo, agitacdo, ansiedade, confusdo, insonia, disforia,

Psicologico . .
alucinacdes, paranoia
Renal Insuficiéncia renal aguda
Sistema Nervosos Central Hiperreflexia, tremores, convulsdes, nistagmo
Outros Hipetermia, diaforese, bruxismo, rabdamiblise, epistaxe

Dos estudos que tém sido realizados in vitro para compreender o efeito das catinonas sintéticas
sobre linhas celulares humanas foram efetuados estudos em células neuronais humanas, SH-SY5Y, com
uso de catinonas sintéticas, que apresentavam sinais de ativacao de autofagia e, no geral, sinais de morte
celular por apoptose (Nobre, 2019). Outros estudos ja identificaram a toxicidade hepatica e toxicidade
em células renais, onde a causa de morte podera ter em conta 0 aumento da producéo intracelular de
espécies reativas de oxigénio (ROS), despolarizagdo da membrana mitocondrial e a deplecdo do
trifosfato de adenosina (ATP) (Carvalho, 2017; Jackson et al., 2018; Soares et al., 2019; Paskan et al.,
2022).

O aumento da cadeia lateral e 0 aumento das ramifica¢cbes do grupo amino e as substituicGes no
anel aromatico tém influéncia no aumento da toxicidade das catinonas, sendo que estudos recentes
efetuados em células hepaticas e neuronais confirmam esta hipétese (Gaspar et al., 2018; Soares et al.,
2020).

Segundo Tauleigne (2023), ao estudar 21 catinonas sintéticas em células hepaticas, as catinonas
mais toxicas consistem na 3’-cloro-N-butilcatinona (3°-CBC) e 4’-cloro-N-butilcatinona (4’-CBC), com

um IC50, ou seja, a concentracao inibitdria, de 1,18 e 0,8 mM, respetivamente.

O metabolismo de drogas e xenobidticos no organismo humano estd, frequentemente, associado ao
figado. Os efeitos nas células podem ser estudados por ensaios de metabolémica. Os modelos in vitro,
derivados de humanos, representam uma alternativa comum aos testes in vivo, de forma a ser possivel

detetar efeitos tdxicos (Candveras et al., 2015; Baranyuk, 2021).

A cultura priméria de hepat6citos é considerada o padrdo-ouro nestes ensaios, sendo limitada pela
baixa disponibilidade de tecidos do figado humano, elevados custos e elevada variabilidade na

preparacdo destas células (Candveras et al., 2015; Baranyuk, 2021).

Em alternativa, sdo utilizadas células derivadas de linhas celulares do figado humano. A linha
celular de hepatocarcinoma humano, HepG2, é comumente utilizada em estudos de metabolismo e

hepatotoxicidade. Apesar das fun¢bes metabolicas serem limitadas, oferecem vantagens como elevada
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viabilidade, facil manuseamento, tempo de vida (til, quase ilimitado, e fendtipo estavel, que ndo
depende das caracteristicas do doador. Ao microscopio invertido, apresentam uma morfologia epitelial
guando crescem numa superficie solida. As células da linha celular HepG2 possuem fungdes como
sintese e secrecdo de proteinas presentes no plasma, metabolismo do colesterol e triglicéridos,
metabolismo e transporte de lipoproteinas, sintese de acidos biliares, sintese de glicogénio e sinalizagdo
de insulina (Candveras et al., 2015; Vinken & Rogiers, 2015).

A abordagem de metabolomica tém sido, amplamente, utilizadas para a determinacgdo simultanea
de vérios pardmetros, numa Unica amostra bioldgica, representando uma ferramenta sensivel e
abrangente. A metabolémica, cujo objetivo consiste em avaliar todos os metabolitos presentes numa
amostra biol6gica, € uma alternativa na procura de marcadores de hepatotoxicidade induzida por drogas
(Szeremeta et al., 2021). A metabolémica evoluiu muito nos Gltimos anos e agora é descrita como o

estudo de metabolitos, utilizando abordagens analiticas avancadas de alta resolugéo e bioinformatica.

Embora ainda esteja em desenvolvimento na area forense, a metaboldmica ja é considerada uma
abordagem util para vérias questfes juridicas. Por outro lado, as andlises de vias metabdlicas afetadas
podem ser utilizadas com sucesso para explorar 0 comportamento de consumo, diferenciar entre uso
agudo ou cronico de drogas, ou ainda, para encontrar o mecanismo de acéo toxicolégica em humanos
(Szeremeta et al., 2021).

As catinonas afetam as vias do metabolismo de lipidos, em particular, fosfolipidos e cidos gordos,
0 metabolismo de aminoacidos, vias associadas a fatores de crescimento, uma vez que diminuem a
producdo de metabolitos essenciais para estas vias (Canaveras et al., 2016; Kiseleva et al., 2022). Um
exemplo de estudo consiste na verificagdo de indugdo de distdrbios metabdlicos em células do figado e

rim de ratos, apds exposicdo da MDPV (Aradjo et al., 2020).

Os metabolitos celulares sdo produtos intermediérios ou finais de multiplas reacGes enziméticas
gue incluem aminoéacidos, nucleosideos e acidos gordos. Nesse sentido, e uma vez que 0 conjunto de
metabolitos de baixa massa molecular (<1500 Da) presentes num sistema bioldgico é denominado
metaboloma de uma amostra biolGgica, este pode ser alterado como resultado da influéncia de estimulos
ambientais ou por substancias exdgenas, como farmacos ou drogas. A comparagdo do metaboloma de
uma linha celular alterada com um controlo negativo pode fornecer informacgdes em relacdo aos alvos
celulares e as vias metabolicas afetadas pela exposicdo ao estimulo ou substancia (Szeremeta et al.,
2021; Coelho, 2022).

Para a analise metabolémica de linhas celulares é necessaria a extracdo de metabolitos das células
que estdo em contacto com o estimulo ou substancia e, posteriormente, analisar e comparar
estatisticamente com as células controlo negativo. A analise de compostos € feita recorrendo a

ressonancia magnética nuclear (NMR) e a espetrometria de massa (MS). Menos frequentemente, pode
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ser utilizada a espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (Baranyuk, 2021;
Szeremeta et al., 2021; Coelho, 2022).

Uma técnica comum consiste na utilizacdo de espetrometria de massa acoplada a cromatografia
liquida (LC-MS) ndo direcionada, técnica hifenada de analise quantitativa e qualitativa. A LC-MS
mostra grande eficiéncia para encontrar marcadores metabolicos. A especificidade consiste numa
vantagem, porém, como a identificacdo por LC é baseada apenas no tempo de retencdo, uma vez que
muitos compostos podem possuir 0 mesmo tempo de retencdo, € importante a associacdo desta técnica
com a possibilidade de obter espectros de massa. A combinagdo LC-MS é entdo uma ferramenta eficaz
na separagdo de compostos (Antunes, 2018; Gongalves et al., 2021). A posterior anélise da informacéo
obtida pode ser feita através de ferramentas de estatistica e bioinforméatica com recurso a base de dados
bioldgicos.

1.2.3. Absorc¢édo Gastrointestinal das Catinonas Sintéticas

A absorgdo do trato gastrointestinal € o primeiro passo, que influencia a entrada de uma substancia
na circulacdo sanguinea e, eventualmente, a sua chegada a determinados tecidos quando consumida

oralmente, 0 que pode ser crucial para avaliar o seu metabolismo e a toxicidade (Breemen & Li, 2005).

As células epiteliais do intestino delgado estdo dispostas em monocamadas, altamente polarizadas
e dispostas lado a lado limitando os espagos intracelulares. As células mais abundantes no intestino
delgado séo designadas enterocitos. A principal funcéo destas células é absorver substancias do ltmen
intestinal e transporta-las para a corrente sanguinea. Os enterdcitos possuem dois dominios: apical e
basolateral (Figura 8). Na membrana apical estdo presentes microvilosidades altamentes compactadas,
aumentando a superficie da membrana cerca de 100 vezes. A vida de um enterdcito é cerca de 2 a 5 dias,

sendo que nos humanos, o epitélio intestinal é renovado a cada 4 a 5 dias (Baker, 2014).

Substancia

Camada mucosa
— > Membrana apical
Jungdes de oclusdo

Membrana basolateral

Corrente sanguinea

Figura 8 - Componentes da barreira gastrointestinal (adaptado através do biorender).
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A absorcao intestinal de compostos administrados oralmente ocorre, essencialmente, por difusdo
passiva paracelular e transcelular. Na difusdo passiva paracelular ocorre permeacao de compostos entre
as juncdes entre células, através da rota aquosa extracelular, sendo as jungbes de oclusdo a maior
limitacdo desta via. A difusdo passiva transcelular permite maior absor¢do uma vez que ocorre através

da membrana celular das células epiteliais (Breemen & Li, 2005).

Dos fatores que influenciam a absorcdo intestinal de compostos quimicos, como drogas, a taxa de
dissolucdo e a sua solubilidade sdo os mais influentes. A lipofilicidade de moléculas tem sido
comumente usada na previsdo in silico da sua permeabilidade, sendo determinada através do coeficiente
de particéo entre o octanol e &gua. No entanto, existe uma diferenca substancial quando comparado com
o coeficiente de particdo membrana e 4gua (Breemen & Li, 2005; Zhao et al., 2022).

Devido a necessidade de ensaios experimentais da permeabilidade intestinal, para avaliar a
permeacao de substancias, como drogas, tém sido desenvolvidos métodos experimentais para determinar
a permeabilidade de compostos na barreira gastrointestinal, para compostos farmacolégicos que se
encontram na Tabela 3. Alguns dos métodos mais sofisticados sdo a cromatografia por membrana
artificial imobilizada e os ensaios de permeabilidade por membrana artificial paralela (PAMPA).
Contudo, as membranas artificiais sdo substancialmente diferentes do epitélio gastrointestinal,
carecendo de poros, proteinas transportadores e enzimas, que influenciam a absorcdo intestinal.
Portanto, apesar de serem Uteis, possuem limitagdo para compostos pequenos, hidrofilicos ou

transportados por proteinas (Breemen & Li, 2005).

Outros estudos da permeabilidade gastrointestinal utilizam linhas celulares, como a linha celular
do rim canino Madin Darby (MDCK), e a mais popular, a linha celular adenocarcinoma colorretal
humano (Caco-2) (Breemen & Li, 2005; Kamiya et al., 2020; Volpe, 2011).
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Tabela 3 -Modelos de absor¢do intestinal para compostos farmacoldgicos (Adaptado de Breemen & Li, 2005).

Modelo

Vantagens

Desvantagens

Nao Bioldgicos

Baixo rendimento. N&o é possivel modelar

Cromatografia de Membrana L ] efeitos de transportadores, transporte
o . Difuséo transcelular passiva . . o
Artificial Imobilizada vesicular, sistemas de efluxo ou difuséo
paracelular
Permeabilidade da Membrana | Modelo High-throughput de difusdo

Artificial Paralela

transcelular passiva

Modelagdo Computacional in

silico de Difusdo de Membrana

Modelo High-throughput de difusao

transcelular passiva de baixo custo

Ndo é possivel modelar efeitos de

transportadores,  transporte  vesicular,

sistemas de efluxo ou difusdo paracelular

Bioldgicos

Animal in vivo

Segmentos Intestinais in situ

Abrange mecanismos de absorgao,
efluxo e metabolismo

Caro e baixo rendimento. Papéis individuais
da absorcdo intestinal e do metabolismo
ndo

hepatico na  biodisponibilidade

delineados

Caro e baixo rendimento. Usa tecido ndo
humano. Requer grandes quantidades de
compostos de teste

Sacos intestinais inertido

Mucosa Intestinal/ Camara de

Ussing

Determinacdo de permeabilidade

intestinal precisa

Viabilidade perdida rapidamente. Tecido
fresco necessario para cada ensaio. Muitas

vezes danificado durante a preparacdo

Vesicula de Membrana Isolada

Pode ser criopreservada

Muitas vezes danificado durante a

preparagdo. As enzimas ndo possuem

polaridade apical e basolateral

Monocamadas células Caco-2

Modelos de

transcelular e paracelular, transporte

permeabilidade

vesicular, transporte ativo, transporte

facilitado e sistemas de efluxo

Baixa taxa de transferéncia. Baixa expressao

intestinal de citocromo P450

Células Caco-2 tratadas com
vitamina D3 (expressao citocromo

P450 3A4)

Modelos de permeabilidade
transcelular e paracelular, transporte
vesicular, transporte ativo, transporte
facilitado e sistemas de efluxo e

metabolismo intestinal

Baixo rendimento
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A linha celular Caco-2 frequentemente, utilizada para avaliar a permeabilidade de drogas,
representa uma ferramenta reprodutivel e barata, com boa transi¢do para modelos in vivo, uma vez que
mimetiza o0 processo que ocorre na barreira gastrointestinal humana, pois possui transportadores,
hidrolases e as enzimas mais representativas do intestino delgado (Sun et al., 2008; Zhao et al., 2001,
Zhao et al., 2022). As células Caco-2 tém sido utilizadas como modelo de absor¢éo intestinal humano
desde o final da década de 1980.

Atualmente, sdo uma ferramenta standard para os ensaios referidos. Derivam do adenocarcinoma
do célon epitelial humano, sendo diferenciadas espontaneamente em monocamadas de células epiteliais
polarizadas, durante vérios dias, para expressarem juncdes entre células, permitindo resultados da

absorcéo transcelular e paracelular (Breemen & Li, 2005; Patil, et al., 2011).

A linha celular Caco-2 é diferenciada no minimo em 10 dias, em superficies semipermeaveis de
policarbonato, em inserts que encaixam numa microplaca de 6, 12 ou 24 pogos, permitindo a conex&o
do lado apical com o basolateral, que representam, respetivamente, o limen e sangue/linfa mesentérica.
De forma a se realizarem estudos in vitro confiaveis, é necesséria a caracterizagao das propriedades e
controlo de qualidade das monocamadas epiteliais (Pires, 2018). Para avaliar a integridade da
monocamada, antes do ensaio é medida a resisténcia elétrica transepitelial (TEER) através de um
voltimetro, cujo valor tem de ser superior a 250 Q/cm? (Breemen & Li, 2005). Valores TEER entre 62

a 1290 Q.cm? foram relatados para monocamadas Caco-2 (Pires, 2018).

Estudos de Minaleshewa et al. (2016), indicam que a catinona apresenta melhor permeabilidade do
gue outros compostos presentes na planta Khat. Embora as catinonas sintéticas sejam amplamente
estudadas, a permeabilidade da maioria dos compostos na barreira gastrointestinal é ainda desconhecida,
tendo sido estudada para a pentedrona, metilona e MDPV, no modelo Caco-2, com valores de
permeabilidade aparente superiores a 1x10® cm/s, sendo considerados compostos com permeabilidade
moderada a alta (Silva et al. 2020; Almeida et al., 2022).
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1.3. Enquadramento do trabalho

Na sequéncia do protocolo de colaboracdo entre o Laboratério de Policia Cientifica (LPC) da
Policia Judiciaria (PJ) e a Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisbhoa (FCUL) vérios trabalhos
tém sido desenvolvidos sobre NSP. Alguns destes trabalhos efetuaram a identificagdo, a caracterizacao
estrutural e estudaram efeitos bioldgicos associados ao consumo de diversas catinonas sintéticas,
nomeadamente a sua hepatotoxicidade, efeitos sobre o sistema colinérgico e sobre células neuronais

dopaminérgicas.

No entanto, dada a diversidade de NSP que aparecem no mercado e 0 pouco conhecimento
disponivel sobre potenciais riscos associados ao seu consumo, existe ainda a necessidade de aprofundar
a investigacdo. O estudo efetuado nesta tese final de mestrado sobre as catinonas sintéticas consiste no
prosseguimento desses estudos.

Posto isto, o presente trabalho teve por base continuar o estudo de oito catinonas sintéticas [3'-
cloro-N-metilcatinona (3’-CMC), 3'-cloro-N-etilcatinona (3°-CEC), 3'-cloro-N-butilcatinona (3’-CBC),
3’-cloro-N,N-dietilcatinona (3’-CI-DEC), 4'-cloro-N-metilcatinona (4’-CMC), 4'-cloro-N-etilcatinona
(4’-CEC), 4'-cloro-N-butilcatinona (4’-CBC), 4’-cloro-N,N-dietilcatinona (4’-CI-DEC)] em células

humanas, de forma a contribuir para a evolugdo do conhecimento (Figura 9).
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Figura 9 - Catinonas sintéticas utilizadas no trabalho experimental: (a) 3'-CMC, (b) 3'-CEC, (c) 3'-
CBC, (d) 4-CMC, (e) 4’-CEC, (f) 4’-CBC, (g) 3’-CI-DEC e (h) 4’-CI-DEC.
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As catinonas foram escolhidas numa gama de 21 compostos, por serem as mais tdxicas do trabalho
efetuado por Tauleigne, 2023. E de notar que se englobaram catinonas sintéticas ja reportadas e

compostos que possam surgir brevemente nos mercados de drogas ilicitas.

Em 2017, a 3°-CMC, a 4’-CMC, a 3’-CEC e a 4’-CEC constavam entre as catinonas mais
apreendidas na Europa, sendo que desde 2020 aumentaram significativamente as quantidades de 3’-
CMC e 4’-CMC apreendidas. A 3’-CMC foi associada a 10 casos fatais na Europa entre 2019 e 2021 e
em apenas 4 casos ndo se verificou misturas com outras substancias psicoativas. A 4’-CEC foi associada
a 2 casos fatais de overdose entre 2017 e 2019 (Pieprzyca et al., 2022; UNODC, 2023).

Este trabalho pretendeu quantificar a citotoxicidade das catinonas sintéticas em células de
adenocarcinoma colorretal humano caucasiano, evidenciando a influéncia da cadeia lateral do grupo
amino e da presenca de cloro no anel aromatico e desenvolver um método de quantificagdo das catinonas

sintéticas por HPLC que permitiu caracterizar as oito catinonas.

Pretendeu-se determinar a biodisponibilidade dos compostos num modelo da barreira
gastrointestinal, utilizando a linha celular Caco-2 e efetuar um estudo preliminar de metabolomica de

uma catinona sintética utilizando a linha celular HepG2.
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2. Objetivos

O trabalho teve por base o estudo de oito catinonas sintéticas: 3'- CMC, 3'- CEC, 3'- CBC, 3’- Cl-
DEC, 4-CMC, 4'- CEC, 4'-CBC, 4’-CI-DEC, e foi dividido em trés objetivos especificos:

= Determinar a biodisponibilidade das oito catinonas selecionadas num modelo da barreira
gastrointestinal, utilizando a linha celular Caco-2 de adenocarcinoma colorretal humano. De
modo a poder cumprir este objetivo foi necessario:
o Awvaliar a citotoxicidade das oito catinonas na linha celular Caco-2, determinando
a concentracdo das oito catinonas que induz 50 % de morte celular (1C50).
o Desenvolver o método de quantificacdo das catinonas sintéticas por HPLC-DAD
das oito catinonas em solu¢ao com Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS).
= Comparagdo da citotoxicidade da catinona mais toxica sobre uma linha celular normal de
fibroblastos da derme humana com a hepatotoxicidade ja demonstrada sobre a linha celular do
figado HepG2 do hepatocarcinoma humano.
= Estudo do efeito da catinona mais permeavel 4’-CEC sobre o metaboloma das células da linha
celular HepG2 por LC-HRMS e sobre as proteinas das células por SDS-PAGE. Comparacédo

dos resultados experimentais com resultados obtidos por previséo in silico.
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3. Materiais e Métodos

O seguinte capitulo ira abordar os diferentes materiais e métodos utilizados ao longo do trabalho,

enumerando 0s reagentes, equipamento e técnicas utilizadas.

3.1. Material Bioldgico

O material bioldgico utilizado neste trabalho foram células das linhas celulares Caco-2 (ECACC
86010202), HepG2 (ECACC 85011430) e fibroblastos da derme humanos (ECACC 90011801),

adquiridas de European Collection of Authenticated Cell Cultures.

3.2. Substancias Psicoativas

As amostras utilizadas neste trabalho consistiram em catinonas sintéticas, previamente sintetizadas
na Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa no &mbito da colaboragdo com o Laboratério de
Policia Cientifica da Policia Judiciaria: 3'-cloro-N-metilcatinona (3’-CMC), 3'-cloro-N-etilcatinona (3’-
CEC), 3'-cloro-N-butilcatinona (3’-CBC), 3’-cloro-N,N-dietilcatinona (3’-CI-DEC), 4'-cloro-N-
metilcatinona (4’-CMC), 4'-cloro-N-etilcatinona (4’-CEC), 4'-cloro-N-butilcatinona (4’-CBC), 4’-cloro-
N,N-dietilcatinona (4’-CI-DEC).

3.3. Reagentes

Os reagentes utilizados na cultura celular e método MTT foram o meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) da VWR e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) da Biowest, soro fetal bovino
inativado (FBS) da Biowest, L-Glutamina (200 mM) da Corning, Antimicotico (100x com 10 000 U/mL
de penicilina, 10 mg/mL estreptomicina e 25 ug/mL de anfotericina B) da Cytiva, Pen/Strep (50x) da
Corning e Hepes da Sigma Life Science. Utilizacdo de tripsina (10x) da Longa Biowhitaker® e tamp&o
fosfato salino (PBS 1x) da Corning. Etanol (96%) da LAB CHEM, agua destilada (Pentair wellmate™
Diwer Watermaz A2) e metanol da Honeywell, Riedel-de Haén™. Para além dos reagentes utilizados
na cultura celular foram utilizados o composto MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) ultrapuro da VWR, agua ultrapura (Millipore RephiDuo U Pack 1) e dimetilsulféxido
(DMSO) da VWR (>99%).

Os solventes utilizados na preparacdo das fases mdveis para o desenvolvimento do método de
HPLC-DAD foram o acido formico (98%) da Panreac, o acetonitrilo da VWR (>99,9%) e agua ultrapura
(Millipore RephiDuo U Pack 1).

No ensaio de permeabilidade da barreira gastrointestinal, a solugdo de Hank’s Balanced Salt
Solution foi preparada com sulfato de magnésio (97%) da Acros Organics, cloreto de potéssio (>99,7%)

da Fluka, fosfato monopotassico (99,5%) da Merck Pro Analysis, bicarbonato de sédio (99,7%) da
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Aldrich, cloreto de sodio (99,5%) da Panreac, fosfato dissodico (99%) da Panreac e D-glucose (99%)
da Hi Media. Utilizacdo de atenolol (98%) da Acros Organics.

Para a extracdo de proteinas e metabolitos, o reagente adicional foi o cloroférmio (99,5%) da Merck
e para a analise metaboldmica, os solventes extras foram agua e metanol da Chromasoly™ (LC-MS

grade).

Para 0 método de Bradford foram utilizados os reagentes hidréxido de sédio 0,66 N da J. T. Baker,
albumina de soro bovino (fragédo V, 96%) da VWR Pro Labo® e reagente de Bradford da VWR Life
Science. Para a eletroforese SDS-PAGE em gel foram utilizados os reagentes tampéo de corrida (20x)
da Novex Life Technologies, Bolt® - MOPS SDS, tampdo de aplicagdo (4x) da Novex Life
Technologies, Comassie® Brilliant blue R-250 comprado na VWR Life Science, LDS Sample Buffer,
marcador da ThermoScientific PAGE Ruler Prestained Protein Ladder, etanol (> 99,8%) da Honeywell,
Riedel-de Haén™ e &cido acético glacial (99,9%) da VWR, Analar Normapur.

3.4. Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram o analisador de imagem luminescente da Health-
care Bio-Sciences (Image Quant LAS 500), autoclave da ajc (uniclave 88), balanca analitica da VWR
LA 124i (+0,0001g), bombas a vacuo BichiVac (V-500) e Edwards (RV3), cAmara de seguranga
biolégica de fluxo laminar (Esco® Class Il Biohazard safety cabinet), congelador -80°C da Panasonic
(Ultra-low Temperature Freezer), fonte de alimentacdo da eletroforese da VWR (E0302), espetrometro
de massa UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS da marca Bruker (maXis Impact 1), espetrofotémetro UV-Vis
Shimadzu (UV-160A), hematdcitometro (Marienfeld Improved Double Neubauer, prof.: 0,100 mm;
0,0025 mm?), HPLC-DAD (Dionex Ultimate 3000), HPLC-DAD (VWR HITACHI), incubadora da
Shel Lab, liofilizador da Thermo Electron Corporation (LL3000), leitor de microplacas da Tecan
Sunrise (A5082), microscopio Otico invertido da Motic (AE21, type 101M), microcentrifuga da minispin
(méax. 13400 rpm, FE028), mini gel tanque da Invitrogen Thermo Fisher Scientific (A25977), ultrassons
da Elma Transsonic (T460/H), vortex da Heidolph.

3.5. Cultura celular

As células Caco-2 foram cultivadas em t-flaks 25 cm? e 75 cm? da VWR, a uma temperatura de
37°C, uma atmosfera de 5% de CO,, em meio RPMI, suplementado com 10% FBS, 1% L-Glutamina e
1% Antimicotico (100x com 10 000 U/mL de penicilina, 10 mg/mL estreptomicina ¢ 25 pg/mL de
anfotericina B). O meio foi renovado a cada 2 dias, sendo as células ressuspendidas em meio através de
tripsina 1x, apds atingirem 80% de confluéncia. O mesmo método foi utilizado para as células HepG2,
com alteracdo do meio, DMEM, suplementado com 10% soro fetal bovino (FBS), 1% L-Glutamina e

1% Antimicético. Para os fibroblastos, o meio utilizado foi o DMEM suplementado com 10% FBS, 1%
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Penicilina/Estreptomicina, 1% tampdo Hepes 1M a pH 7,4, filtrado por membrana, e ainda, 1% L-

Glutamina.

A criopreservacao de células das linhas celulares Caco-2 e HepGz2, foi feita libertando as células
da fase s6lida com tripsina 1x, centrifugando durante 5 minutos a 1000 rpm. Posteriormente, procedeu-
se ao descarte da tripsina e adi¢do de 900 pL de FBS, incubando 30 minutos a 37°C. Adicao da suspensao

celular em vials com DMSO 5% (V/V). Colocou-se no Mr. Frost (contendo isopropanol), a -80°C.

3.6. Determinacdo da citotoxicidade pelo Método MTT

A citotoxicidade das catinonas sintéticas nas linhas celulares foi efetuada através do método
colorimétrico de redugdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), por
clivagem do anel tetrazdlio. Este composto de tonalidade amarela apresenta uma carga positiva e uma
estrutura lipofilica que Ihe confere a capacidade de permear a membrana celular. O MTT é reduzido por
acdo de enzimas oxidorredutases presentes em células viaveis. Assim, ocorre a formacéo de cristais
roxos de formazan insollveis em &gua que permitem relacionar diretamente a quantidade de células
viaveis (Ghasemi, et al., 2021). Evidéncias sugerem ainda que a reducéo do MTT pode ser mediada pelo
NADH ou NADPH, no interior das células e no exterior das mitocondrias (Fotakis & Timbrell., 2006).

As células da linha celular Caco-2 foram cultivadas em microplacas de 96 pocos da VWR
(densidade 25x10* células/pogo), durante dois a trés dias com 100 uL de RPMI em cada poco, tendo
sido a contagem celular efetuada pela cAmara de Neubauer improved (Marienfeld). Posteriormente, ap6s
remogdo do meio, foram adicionados 100 pL a cada pogo de solu¢bes com catinonas sintéticas (3’-
CMC, 3’-CEC, 3’-CBC, 3’-CI-DEC, 4’-CMC, 4’-CEC, 4’-CBC e 4’-CI-DEC) em meio RPMI sem FBS,

durante 24 horas de incubacéo.

Foram utilizadas concentrac@es entre 0 e 10 mM, substituindo as catinonas por &gua ultrapura como
controlo. O passo seguinte consistiu em remover a solugdo dos compostos, lavagem com 100 pL de PBS
e adicionar de 100 pL de uma solucdo com 0,5 mg/mL de MTT em RPMI sem FBS, a cada pogo, com
incubacdo entre 2 a 4 h. Por fim, ap6s formacao dos cristais pelas células viaveis, removeu-se a solugédo
de MTT e adicionou-se 200 pL por pogo de metanol, de forma a dissolver os mesmos, sendo possivel a
leitura da absorvancia no espectrofotdmetro UV-Vis a 595 nm, com referéncia de 630 nm, ap6s 20 min.
O mesmo procedimento foi efetuado para as células hepatocarcinoma humanas (Aradjo et al., 2014;
Préabst et al., 2017).

Para os fibroblastos, o procedimento teve de ser otimizado. A concentracdo celular 6tima foi de
5x10* células/mL, tendo se efetuado centrifugagdo durante 5 min, a 1000 rpm. Efetuou-se a adigdo de
200 pL da suspensdo celular em meio completo, em cada pogo. Apés 24 h, remog¢do do meio e adicdo
de 200 pL da 4’-CBC (0,4 e 0,9 mM) em meio completo. Ap6s 24 h, remocéo da solu¢do com meio e

lavagem com PBS. Preparac¢do de uma solugdo MTT 5 mg/mL com &gua destilada. A 0,5 mL da solugéo
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MTT, adicdo de 4,5 mL de meio apenas com L-glutamina. Incubacéo durante 4 h, com 50 pL da solugéo
de MTT em cada pogo. Ap6s incubacdo, adicdo de 150 uL de DMSO, diretamente em cada po¢o, com

posterior leitura das absorvancias.

Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism 5, sendo a viabilidade celular (CV)
calculada pelo guociente entre a absorvancia da amostra e a absorvancia do controlo (Equacédo 1) e

inviabilidade celular (CNV) determinadas pela Equacéo 2.

CV = AbSamostra 1 (Equagao 1)

AbScontrolo

CNV =100 —CV (Equacdo 2)

Para cada catinona foi tracada uma curva dose-resposta, utilizando um modelo de regresséo néo
linear através do software GraphPad Prism 5 em que se representou a inibicdo celular (%) em funcéao
do logaritmo da concentracdo de catinona, que permitiu determinar o IC50, que corresponde a
concentracdo da substancia que leva a 50 % de morte celular.

Para os ensaios realizados, os resultados foram ajustados ao modelo de regresséo néo linear
sigmoidal de Hill através da funcdo log(agonista) vs resposta — FindECanything, com as equacgdes
logIC50 = logICF - (1/HillSlope) * log(F/(100-F)) e Y = Bottom + (Top-Bottom)/(1+10((LogIC50-
X)*HillSlope)), onde F foi restringido a 50%. As curvas dose-resposta encontram-se expressas através

da média e o desvio padréo associado a cada ensaio para uma dada concentracao testada.

Este modelo de regressdo ndo linear permite estimar a resposta minima (Bottom), a resposta
méaxima (Top), o declive de Hill (Hillslope) e os valores de 1C50. Determinaram-se os valores de IC50
e respetivo intervalo de confianca ao nivel de confianca de 95%, os declives de Hill, que fornecem o
maior valor absoluto do declive da curva dose-resposta, e a concentragdo minima com efeitos adversos

observaveis (LOAEL) para as oito catinonas sintéticas.

3.7. Desenvolvimento do método de quantificac@o das catinonas por HPLC-DAD

Para o desenvolvimento do método de quantificagéo das catinonas por HPLC-DAD foi testada uma
coluna de fase reversa, a 150-4,6 ACE 3 C18 (3 um), com diferentes programas de gradiente binarios
usando como eluente A - &gua com acido formico (0,1 %) e como eluente B - metanol com acido férmico
(0,1%) ou acetonitrilo com acido formico (0,1%). Tendo sido efetuadas as experiéncias iniciais num
HPLC-DAD da Dionex (Ultimate 3000), sem injetor automatico. No entanto, tendo em conta que tinha
de ser efetuada uma grande quantidade de anélises, a otimizacdo final foi efetuada num equipamento
HPLC-DAD VWR HITACHI por estar equipado com um injetor automatico.
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Apesar de terem sido realizadas diversas condi¢des, apenas se apresentam as condi¢des das analises

gue permitiram otimizar as melhores condi¢des.
Anélise 1

Foram analisadas solugdes individuais de cada catinona a temperatura ambiente, na concentracdo
1 mg/mL em &gua, num HPLC-DAD (Dionex Ultimate 3000), com uma coluna 150-4,6 ACE 3 C18 (3
um). A fase movel consistiu num gradiente de agua com &cido foérmico (0,1 %) (eluente A) e metanol
com &cido formico (0,1%) (eluente B), a um fluxo de 1 mL/min e volume de inje¢&o de 10 pL. Programa
de gradiente: 0-5 min (25% B); 5-20 min (85% B); 20-25 min (85% B); 25-26 min (25% B) e 26-30 min
(25% B). A detecéo foi efetuada entre os 200 e os 600 nm, tendo-se obtido os cromatogramas a 250 nm

para as 3’-clorocatinonas e a 262 nm para as 4’-clorocatinonas.
Anélise 2

Foram analisadas as solugdes individuais da 3’-CMC e da 4’-CBC na concentragéo 10 pg/mL num
HPLC-DAD (VWR HITACHI), com injetor automatico (detetor L-2455, forno da coluna L-2300,
autosampler L-2200 e bomba L-2130), nas mesmas condi¢des da analise 1. Adicionalmente, as solugdes
foram ainda analisadas com um programa de gradiente semelhante, mas no qual o eluente B foi

substituido por uma solug&o de acetonitrilo com &cido formico 0,1%.
Anélise 3

Foram efetuadas solugfes das misturas dos isbmeros meta e para das cloro-catinonas (10 pg/mL)
selecionadas, a partir de solugdes previamente preparadas de 50 mM. Estas soluc¢fes foram injetadas
varias vezes em diferentes programas de gradientes, que permitiu obter o programa final de gradiente
otimizado: 0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN); 12-
16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN); 17-20 min (25% ACN).

Para a construgdo das curvas de calibracdo foram preparadas solug¢fes-padrdo, em duplicado, das
catinonas sintéticas (solucdo-padrdo com as catinonas 3’-CMC, 3’-CEC, 3’-CBC e 3’-CI-DEC e
solugdo-padrdo com 4’-CMC, 4’-CEC, 4’-CBC, 4’-CI-DEC), com concentra¢Ges finais de cada
catinonas de 1, 5, 10 15, 20 e 25 pL/mL em HBSS, a partir de solu¢des mée de cada catinona com
concentracdo 50 mM (pesou-se cerca de 5 mg e dissolveu-se na quantidade de agua necessaria para uma

concentracdo final da solugcdo mée de 50 mM).

As solugdes resultantes foram analisadas por HPLC-DAD, injetando 10 pL de cada solucéo, com
dois replicados, trés vezes cada replicado, em 3 dias diferentes, no programa otimizado. Os
cromatogramas foram analisados a 250 nm para as solugdes com as catinonas meta e a 262 hm para as
catinonas para, permitindo determinar os tempos de retencdo médios para as oito catinonas estudadas e
as respetivas areas dos 18 replicados de cada concentracdo. Foram obtidas curvas de calibracdo das areas

dos picos em funcdo da concentracéo para cada catinona. Os limites de dete¢do (LOD) e de quantificacdo
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(LOQ) foram calculados para cada catinonas através das equagfes 3 e 4, onde Syx consiste no erroe b
consiste no declive. O erro de cada curva foi determinado através da funcdo EPADY X do Excel, que

devolve o erro-padrdo da concentracdo em funcdo da area do pico.

Syx

LOD = 3.3 X - (Equacdo 3)
LOQ = 10 x S? (Equacéio 4)

3.8. Ensaio de Permeabilidade da Barreira Gastrointestinal

De forma a ser possivel simular a barreia gastrointestinal efetuou-se um ensaio em transwell que
numa microplaca de 12 pogos da VWR com inserts de policarbonato (Falcon®, A = 0,9 cm?) cultivando
células Caco-2 (Figura 10). Neste ensaio foi utilizada uma concentragdo celular de 5x10* células/mL,

tendo sido a contagem celular efetuada em camara de Neubauer improved.

Células Monocamada
indiferenciadas diferenciada
Lado apical
Lado basolateral

Figura 10 - Diferenciagdo da monocamada da linha celular Caco-2 em transwells (adaptado através do biorender).

As células foram diferenciadas cerca de 14-16 dias, permitindo a formacdo das monocamadas,
sendo o meio substituido a cada 48 h. A integridade da monocamada foi avaliada medindo a resisténcia
elétrica celular com um medidor Millicell ERS-2 V Ohm (Millipore), sendo consideradas aptas ao
apresentarem uma resisténcia elétrica igual ou superior a 250 Q/cm?. Os valores TEER séo calculados
multiplicando o valor da resisténcia obtido (ap6s subtragdo do valor da resisténcia obtido com filtros
sem células) pela area superficial da insercdo da membrana, sendo o resultado expresso em Q.cm?,
Valores acima de 1000 Q.cm? indicam alta resisténcia. Valores baixos de TEER sdo, geralmente,

indicativos de monocamadas com espagamentos (Breemen & Li, 2005).

Na camara de fluxo laminar, as células foram lavadas com Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS),
filtrado a 0,22 um, permitindo o balanco osmético, sais essenciais e energia para 0 metabolismo e

manutencdo do pH do meio a 7,4 (Anexo ).

Na zona apical foi adicionado 0,5 mL da catinona em estudo, em HBSS, a concentragdo do valor
IC50 (determinado no ponto 3.6) e na zona basolateral foi aplicado 1 mL de HBSS. Ao tempo 0, 3 e 6h

de incubac¢io das amostras a analisar, a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO>, foram recolhidos 150
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uL das solucBes apicais e basolaterais em eppendorfs, congelados a -80°C, sendo, posteriormente,
analisados por HPLC-DAD. Foram realizados 2 ensaios para cada catinona sintética e efetuadas duas

corridas para cada ensaio, da zona basolateral e apical.

Analisou-se ainda um controlo. Como controlo negativo o atenolol com uma concentracéo de 0,8
mg/mL (permeabilidade baixa) (Song et al., 2017). A permeacdo das amostras foi calculada através da

Equacdo 5, onde C consiste na concentracao.

Permeacio (%) = M x 100 (Equacéo 5)

apical

Foi possivel ainda, calcular o valor da taxa de permeacdo por hora, através da equacdo 6, onde P

representa a taxa de permeacao.

%Perm Pt6_Pt3 .
= Equacao 6
m o3 (Equacao 6)

O estudo da permeabilidade utiliza ainda, frequentemente, um coeficiente de permeabilidade

aparente (Papp), como forma de quantificar os compostos, sendo calculado atraves da Equagéo 7.

\%

Papp = AXCy

X % (Equacéo 7)

Onde V € o volume do lado apical em mL, A é a area da membrana do insert em cm? (0,9 cm?), C;
é a concentracdo inicial no lado apical em uM, Cs é a concentragdo do lado basolateral em uM et é o
tempo em segundos (Press & Gradin, 2008). Este pardmetro determina a quantidade de moléculas

transportadas em funcéo do tempo.

3.9. Extracdo de Proteinas e Metabolitos

De forma a ser possivel extrair proteinas e metabolitos, para posterior analise, colocaram-se dois t-
flasks 25 cm? a incubar células da linha celular HepG2. Apds confluéncia, colocou-se em contacto um
t-flask com as células em meio com a concentragdo do IC50 (2,4 mM), da catinona 4’-CEC, durante 24
h. O segundo t-flask serviu como controlo. Na extracao, lavaram-se os t-flasks com PBS frio, congelando
a -80°C. Em cada t-flask, utilizaram-se 1200 pL de uma solugdo composta por agua, metanol e
cloroférmio (10:27:3) e raspadores. A suspensdo foi sonicada 3 vezes, para se obter as proteinas e

metabolitos.

3.10. Anélise Metaboldmica

A obtencdo de metabolitos para analise metabolémica, foi conseguida através da centrifugacao de

550 uL, durante 10 minutos, a 1000 g e a 4°C. Evaporou-se 0 sobrenadante na corrente de ar até a secura,
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congelando, posteriormente, a -80°C. Para a andlise metabolomica em Cromatografia Liquida e
Espetrometria de Massa (LC-HRMS), adicionaram-se 75 pyL metanol e dgua (1:1) e centrifugou-se a
suspensdo durante 10 minutos, a 1000 g e a 4°C, de forma a preparar a amostra (Theodoridis et al.,
2012).

Para a analise LC-MS, utilizou-se um espetrémetro de massa UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS da
marca Bruker (maXis Impact I1) e uma coluna CSH C18 da Acquity™ Premier (2,1x100 mm, 1,7 um),
com um fluxo de inje¢do de 180 pL/h do calibrante. O programa foi realizado com uma fase movel
constituida por um sistema binario de &gua e acetonitrilo, com um fluxo de 0,25 mL/min até aos 15
minutos e 0,30 mL/min até aos 38 min, em modo gradiente: 0-3 min (5% ACN); 3-7 min (20% ACN);
7-15 min (70% ACN); 15-25 min (85% ACN); 25-30 min (85% ACN); 30-35 min (5% ACN) e 35-38
min (5% ACN).

Os paradmetros de aquisicdo foram scan entre 50-1500 m/z, polaridade positiva, potencial capilar
4000V, voltagem -500 a 2000 V, nebulizador a 2 bar, calor seco a 200°C, fluxo de gas seco 8 L/min.

A injecdo do composto controlo e composto tratado foi efetuada trés vezes. Foram utilizados os
softwares Datanalyses de forma a ser possivel calibrar os espectros, obtidos por LC-MS, com os padrdes
internos, e o software Metaboscape para identificar diferengas significativas nos metabolitos das células
HepG2. A calibracdo da massa foi efetuada com adutos de formato e acetato de sédio, com uma escala
de m/z entre 50 e 1500.

3.11. Quantificacdo de Proteinas pelo Método de Bradford

A suspensdo para a quantificagdo de proteinas foi preparada com 50 pL da suspenséo celular de
3.9, adicionando-se 100 pL de uma solucédo de hidréxido de 6dio 0,66 N. Para a efetuar a quantificacdo
foi necessario construir uma curva de calibragdo com Albumina de Soro Bovino (BSA) 0,1 mg/mL, com
concentragdes entre 0 e 0,01 mg/mL. Para 5 pL de cada concentragdo e suspensdo controlo,
adicionaram-se 795 L de agua destilada e 200 pL de reagente de Bradford. Apds 5 minutos, foi possivel
ler a absorvancia no espectrofotdmetro a 595 nm. Para a amostra de 4’-CEC, em vez de 5 pL, utilizaram-

se 20 L, de forma a se encontrar na gama da curva de calibracéo.

3.12. Eletroforese SDS-PAGE em gel

A suspensdo para a eletroforese foi preparada com 50 uL da suspensdo celular do ponto 3.9,
adicionando-se 100 pL de uma solugdo de hidroxido de 6dio 0,66 N. Prepararam-se 400 mL de tampao
de corrida com agua destilada, lavou-se o gel de poliacrilamida (Bolt™ 4-12% Bis-Tris Plus) da
Invitrogen Thermo Fischer e colocaram-se as amostras a ferver durante 5 minutos. A solucéo do controlo
continha 40 uL de amostra, 40 uL de tampao de aplicagdo e 80 uL de 4gua destilada. A amostra 4’-CEC

continha 120 uL de amostra e 40 pL de tampéo de aplicacéo.
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Adicionaram-se 5 uL de marcadores num poco e 40 pL de cada solugdo. Efetuou-se uma corrida
de 32 min, a 200V. No fim da corrida, retirou-se o gel e adicionou-se uma solucédo de azul de Coomassie.
Apdbs 30 min, descartou-se a solucao presente e adicionou-se descorante (10% etanol e 7,5% de acido
acético). O gel permaneceu dois dias em agitacdo. A imagem do gel foi obtida pelo equipamento
ImageQuant LAS 500 e analisada pelo software ImageJ. A quantificacdo das proteinas feito por
normalizacdo, de forma a serem eliminados erros de quantificacdo, assumindo-se que em todos 0s po¢os

foi aplicada a mesma quantidade de proteina (Equacéo 8).

Area de cadalane

Area normalizada = (Equacdo 8)

Y, Area de cada lane

Foi repetida a eletroforese, com as amostras liofilizadas (-50°C) e ressuspensdo com 100 pL agua,

metanol e cloroférmio (10:27:3). A 50 pL da suspenséo adicionaram-se 100 pL de hidréxido de sddio.

Ferver 45 pL de amostra liofilizada com hidroxido de s6dio com 15 L de tampéo de aplicacdo e 60 L

da solucdo de proteinas utilizada no método de Bradford com 20 pL de tampédo de aplicagdo. Foi
efetuado o mesmo procedimento para a corrida de eletroforese.

A restante suspensdo foi centrifugada durante 10 minutos, a 1000 g, a 4°C. Para analise HPLC,

utilizaram-se 100 pL, congelando o restante, a -80°C.

3.13. Analise In Silico

A andlise in silico foi realizada de forma a identificar parametros como a toxicidade no corpo
humano, como a hepatotoxicidade, a absor¢do, como a permeabilidade da barreira gastrointestinal, e
efeitos no metabolismo, como por exemplo, inibi¢do. O estudo foi feito para oito catinonas sintéticas de
forma a comparar com os dados experimentais obtidos. Os softwares utilizados foram o pkCSM,
SwissADME e admetSAR 2.0, sendo reconhecidos como ferramentas de primeira abordagem para

previsdo de propriedades farmacocinéticas.

3.14. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi efetuada utilizado o programa Microsoft Office Excel, com

0s resultados expressos em media + desvio padrdo.

Para a analise da variancia dos resultados foi aplicada One-Way ANOVA, complementada com teste
de Tukey para identificar os resultados de IC50 das diferentes catinonas que diferem significativamente
entre si. Foram determinadas como diferencas estatisticas ndo significativas os valores de p-value

superiores a 0,05 (p < 0,05).

Para a analise da permeabilidade da barreira gastrointestinal foi efetuado um tratamento estatistico,

recorrendo & andlise de variancia One-Way ANOVA.
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4. Resultados e Discussao

As catinonas sintéticas como NSP de facil acesso e devido aos seus efeitos psicoativos, sdo bastante
utilizadas como drogas de abuso. Assim sendo, apresenta-se como crucial efetuar estudos sobre estes
compostos, possibilitando aumentar o conhecimento sobre a sua variabilidade estrutural, a sua
biodisponibilidade, quer na permeacdo da barreira gastrointestinal, uma vez que sdo habitualmente
consumidas oralmente, quer na barreira hematoencefélica, a sua toxicidade, com destaque para a
hepatotoxicidade e possiveis efeitos sobre outros alvos do organismo humano.

Num trabalho anterior para uma gama de 21 catinonas sintéticas (Tauleigne 2023), foi feito o estudo
da relagdo entre a variagao da estrutura das catinonas com efeitos bioldgicos sobre o sistema colinérgico
e na citotoxicidade contra células do figado e células neuronais diferenciadas num fenétipo neuronal
dopaminérgico. O presente trabalho teve por base a continuacdo desse estudo selecionando oito
catinonas sintéticas, por se terem apresentado como as mais citotoxicas: 3°-CMC, 4’-CMC, 3’-CEC, 4’-
CEC, 3’-CBC, 4’-CBC, 3’-CI-DEC e 4’-CI-DEC, e teve o0 objetivo de avaliar a sua biodisponibilidade
na barreira gastrointestinal e 0 mecanismo de acdo sobre células do figado humanas.

Este tipo de abordagem, nunca antes realizada, teve como finalidade dar um contributo para aumentar
0 conhecimento sobre os possiveis efeitos prejudiciais associados ao consumo destas catinonas. De
modo a avaliar a permeabilidade da barreira gastrointestinal foi, inicialmente, estudada a sua
citotoxicidade sobre as linhas celulares humanas Caco-2, modelo da barreira gastrointestinal e
desenvolvido um método de identificacdo e quantificacdo das catinonas por HPLC-DAD. Por fim, foi
efetuada uma analise metabolémica do efeito da catinona 4’-CEC sobre as células hepéticas, de modo a
explicar o mecanismo hepatotoxico frequentemente reportado em incidentes com consumo destas

substancias.

4.1. Citotoxicidade de catinonas sintéticas em linhas celulares humanas Caco-2 e fibroblastos

O ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio) foi
utilizado para avaliar in vitro a citotoxicidade das oito catinonas sintéticas selecionadas para este
trabalho. Os resultados obtidos permitiram definir a concentragdo das catinonas para o ensaio posterior
da analise da permeabilidade das catinonas, onde as células do adenocarcinoma colorretal humano

(Caco-2) usadas tém de se manter viaveis, sem ocorrer perda de células.

A viabilidade das células Caco-2, usadas como modelo da barreira gastrointestinal, apds exposicao
a solucdes de concentracdo entre 0 e 10 mM, para as oito catinonas foi determinada pelo método descrito
em 3.6. A percentagem de inviabilidade celular e respetivo desvio-padrdo, para cada concentracdo das
oito catinonas, encontram-se no Anexo Il, e com os resultados obtidos foi possivel elaborar as curvas
de dose-resposta para as oito catinonas que constam na Figura 11, utilizando o software GraphPad

Prism.
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Figura 11 - Curvas dose-resposta de citotoxicidade para as oito catinonas sintéticas, utilizando a linha celular Caco-2.

A partir do ajuste do modelo de regressdo ndo linear sigmoidal de Hill (r? entre 0,984 e 1) foi

possivel obter os valores do 1C50, ou seja, a concentracdo de catinona em que se obtém 50% das células

ndo viaveis, e o respetivo intervalo de confianga do IC50, a inclina¢do da curva dose-resposta ou declive

de Hill (maior valor absoluto do declive da curva) e a concentracdo minima de catinona com efeitos
adversos observaveis (LOAEL), Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de IC50 (mM), intervalo de confianga de 95%, declive de Hill e concentragdo minima de catinona com
efeitos adversos observaveis (LOAEL), para células da linha celular Caco-2 indiferenciadas.

Catinona | IC50 (mM) | Intervalo (95% IC) | Declive | LOAEL (mM)
3'-CMC 5.813 5,380 - 6,280 4,74 3.50
4'-CMC 5.175 4,681 - 5722 4,06 3.00
3'-CEC 4,358 4,218 - 4502 930 325
4'-CEC 6.057 5.481 - 6.653 4,07 3.50
3'-CBC 1.867 1.829 - 1,898 13,44 1,25
4'-CBC 1,898 1,819 - 1980 10,75 1,50

3'-CI-DEC 2,948 2948 - 2948 35.80 225

4'-CI-DEC 3.098 3.098 - 3.099 97.92 3.00

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

34



Toxicidade e Metabolismo de Novas Catinonas — A Ameaca das Drogas llicitas Emergentes

Os valores dos IC50 para as oito catinonas sintéticas foram representados na Figura 12, sendo que
com a analise estatistica se verificou que apenas entre a 3’-CBC e 4’-CBC o valor de IC50 ndo tem
diferenca significativa para um nivel de confianca de 95%. Pelos resultados obtidos, foi possivel
observar que as catinonas mais toxicas para as células da linha celular Caco-2, ou seja, com menor 1C50,
foram a 3’-CBC e a 4’-CBC, cujos valores dos 1C50 foram 1,867 mM e 1,898 mM, respetivamente,
seguidas das catinonas 3’-CI-DEC e 4’-CI-DEC. Para a catinona menos toxica 4’-CEC, o valor do 1C50
obtido foi de 6,057 mM.
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3-CMC 4-CMC 3-CEC 4-CEC 3-CBC 4-CBC 3 CL.DEC 4-CLDEC
[= Caco2 5,813 5.175 4358 6,057 1,867 1,898 2,948 3,098

Figura 12 - Valores de IC50 (mM) para as oito catinonas sintéticas, em células da linha celular Caco-2 indiferenciadas.
*Nao possuem diferenga estatistica significativa para p < 0,05.

E possivel afirmar que a posicao do cloro no anel aromatico da catinona (meta ou para) parece nio
influenciar o 1C50, uma vez que néo se verificou um padrdo de variagdo identificavel entre os isomeros
3’ e4’. Em oposigédo, o aumento da cadeia lateral e das ramifica¢cdes do grupo amino tém influéncia, ou
seja, maior sera a toxicidade, o que esta de acordo com a literatura para outras catinonas (Greco et al.,
2017), ou seja, a catinona CI-DEC por ser ramificada possui maior toxicidade em comparagdo com a
CEC.

Tendo em conta que 0s ensaios de permeabilidade, usando como modelo da barreira gastrointestinal
as células da linha celular Caco-2 diferenciadas em cultura para formacdo de uma monocamada de
células polarizadas a semelhanca dos enterdcitos, foi realizado um ensaio de viabilidade celular de
células Caco-2 diferenciadas durante 10 dias, na presenca das catinonas usadas neste trabalho a
concentracdo do IC50 obtido para as células nao diferenciadas. Os valores da percentagem de células
diferenciadas viaveis, ap6s 24h em contacto com as catinonas, e respetivos desvios-padrdo podem ser
observados na Figura 13. Os resultados obtidos indicam que as células Caco-2 diferenciadas sdo mais

resistentes que as indiferenciadas, uma vez que na presenca de todas as oito catinonas sintéticas, a média
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de células viaveis obtida foi de 100%, demonstrando que a barreira de células se mantera na presenca

das catinonas, permitindo estudar a sua biodisponibilidade in vitro, utilizando este modelo.

| 44mu u 6mM | |

4-CEC
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Figura 13 — Viabilidade celular para cada IC50 das oito catinonas sintéticas, na linha celular Caco-2.

Os resultados obtidos para a citotoxicidade das oito catinonas usadas neste trabalho para a linha

celular Caco-2 foram comparados com um trabalho recente de Tauleigne (2023), em células da linha

celular hepatocarcinoma humano (HepG2) e da linha celular neuroblastoma metéstico humano (SH-

SY5Y). Como se pode verificar, na Figura 14 apesar de se ter obtido valores de 1C50 diferentes para

diferentes linhas celulares, com maior sensibilidade nas células neuronais SH-SY5Y e menor

sensibilidade para as células intestinais Caco-2, a 3’-CBC e a 4’-CBC sdo as catinonas mais citotoxicas

para todas as linhas celulares.
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Figura 14 - Valores de IC50 das oito catinonas sintéticas para as linhas celulares Caco-2, HepG2 (Tauleigne, 2023) e SH-
SY5Y (Tauleigne, 2023).
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E de notar que, as células da linha celular Caco-2 sio mais resistentes do que as células das linhas
celulares HepG2 e SH-SY5Y, uma vez que suportam concentracdes de catinonas mais elevadas, o que
ja era esperado, de acordo com a literatura (Snoeck et al., 2005; Vandenhaute et al., 2015; Kadry et al.,
2020).

Para completar o estudo da citotoxicidade foi ainda realizado um ensaio preliminar de
citotoxicidade da catinona sintética identificada neste trabalho como uma das mais citotoxica, a 4’-CBC,
contra uma linha celular de células normais de fibroblastos humanos. Uma vez que os estudos realizados
foram em linhas celulares cancerigenas, e uma vez que os fibroblastos da derme humana séo células
primarias, ensaios nesta linha celular fornecem uma base de comparacdo para estudar o impacto de
drogas sobre as células normais do organismo humano (Chalkidi et al., 2022; Madaleire et al., 2022).

De notar que estas células tém um tempo de diferenciacdo maior do que linhas celulares
cancerigenas, tendo sido necessario otimizar o método de ensaio de avaliacéo da citotoxicidade referido
no ponto 3.6. Posto isto, foram testadas apenas duas concentracfes da 4’-CBC, ou seja, 0,4 e 0,9 mM,
escolhidas de forma a englobar o 1C25 e o IC50 determinadas por Tauleigne 2023 (0,56 e 0,8 mM,

respetivamente).

100

0
80
70 F
60 57.3 {

40
30 b
20 | 22,4{

10 r

Celulas nao viaveis (%)

0 T . A
0 02 04 0.6 08 1

Cy_cpe (mM)

Figura 15 — Percentagem de fibroblastos ndo viaveis para 0,4 e 0,9 mM da 4'-CBC.

O resultado obtido para a percentagem de células ndo viaveis nas duas condi¢des esta presente na
Figura 15, sendo previsivel que o IC50 poderéa estar no intervalo entre 0,4 e 0,9 mM, estimando-se de
modo grosseiro um valor de 0,8 mM, um valor aproximado, ao IC50 da catinona 4’-CBC contra as
células hepéaticas HepG2 determinado por Tauleigne (2023). No entanto, serd necessario efetuar
futuramente mais ensaios para obter a curva dose-resposta, para uma mais fidedigna previsdo do valor
do IC50 e do efeito citotoxico das catinonas sobre linhas celulares normais. Este e os anteriores

resultados estdo de acordo com o conceito amplamente referenciado e frequentemente reportado da
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elevada toxicidade das catinonas o que pode justificar alguns incidentes ocorridos associados ao uso

destas drogas.

4.2. Desenvolvimento do método de quantificacdo das catinonas por HPLC-DAD

Outro ponto essencial antes do ensaio de permeabilidade é a detecdo e quantificacdo das catinonas
sintéticas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detetor com arranjo de diodos (HPLC-
DAD). Foram testados varios programas e otimizacdes, até se obter um programa com tempo mais curto
e com boa resolucdo, tendo sempre em atencdo se ocorria o efeito de memdria, ou seja, detecdo de

compostos injetados em corridas anteriores.

Como descrito no ponto 3.7, a primeira analise foi efetuada para determinar a ordem de eluicdo das
catinonas (1 mg/mL em agua) na coluna ACE 3 C18, fluxo 1 mL/min, gradiente [0-5 min (25% B/75%
A), 5-20 min de 25% B a 85% B; A — agua com acido formico (0,1%); B-metanol com &cido férmico
(0,1%)], detecdo a 250 e 262 nm, apresentando-se na Figura 16 os respetivos tempos de retencéo.
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Figura 16 - Tempos de retencdo das catinonas sintéticas. Condic¢oes de HPLC-DAD: coluna ACE 3 C18,
fluxo 1 mL/min, gradiente [0-5 min (25% B/75% A), 5-20 min de 25% B a 85% B; A — 4gua com &cido
férmico (0,1%); B-metanol com &cido férmico (0,1%)], detecdo a 250 e 262 nm.

E possivel verificar que a catinona com menor tempo de retencéo foi a 3’-CMC e a catinona com
maior tempo de retencdo foi a 4’-CBC. Note-se que as catinonas com o cloro na posi¢do meta (posi¢do
3”) possuem menor tempo de retencdo que o respetivo isomero com o cloro na posicdo para (posi¢do

4”), indicando que as primeiras sdo mais polares que as Gltimas.

De forma a ser possivel agilizar o processo, o equipamento RP-HPLC-DAD (VWR HITACHI, com
detetor L-2455, forno L-2300, injetor L-2200, bomba L-2130) foi utilizado, por possuir um injetor
automatico. De seguida fomos analisar o efeito da mudancga do eluente B da fase mével de metanol
(0,1% é&cido formico) para acetonitrilo (0,1% de &cido foérmico). Na Figura 17 apresentam-se 0s

cromatogramas resultantes da andlise das catinonas 3°-CBC e 4’-CBC, a 250 e 262 nm, respetivamente,
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obtidos em condi¢fes experimentais que diferem apenas no eluente B utilizado na fase moével (metanol

ou acetonitrilo). Esta comparacdo mostra claramente que a substituicdo do metanol por acetonitrilo faz

baixar, como esperado, o tempo de retencdo das catinonas (Figura 18). Por este motivo foi escolhido o

acetonitrilo, para as condi¢des cromatograficas.
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Figura 17 - Cromatogramas das catinonas 3’-CMC e 4’-CBC a 250 e 262 nm, respetivamente. Condi¢des de HPLC: coluna ACE 3
C18, fluxo 1 mL/min; 0-5 min (25% B), 5-20 min (85% B); eluente A - H20 (0,1% é&cido férmico) e eluente B: Cromatograma A —
eluente B MeOH (0,1% &cido férmico), Cromatograma B - eluente B ACN (0,1% &cido férmico); concentragdo 10 pg/mL e volume
de injecdo: Cromatograma A — 25 pL e Cromatograma B — 10 pL.
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Figura 18 - Tempos de retencéo para as catinonas 3'-CMC e 4'-CBC, na andlise 2.

Por ultimo, as condi¢des cromatograficas foram otimizadas, de modo a diminuir o tempo da corrida

do HPLC e manter a resolucdo das catinonas, e de modo a permitir a analise de uma mistura das

catinonas meta ou para, simultaneamente. Na Figura 19 apresentam-se 0s cromatogramas obtidos nas

condicBes otimizadas para a mistura das catinonas meta (3’-CMC, 3’-CEC, 3’-CI-DEC e 3°-CBC) e

para (4’-CMC, 4’-CEC, 4’-CI-DEC e 4’-CBC) selecionadas para este estudo.
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O método de HPLC-DAD otimizado foi usado para a elaboracdo das curvas de calibracdo das
catinonas, de forma a ser possivel a sua quantificacdo nos ensaios de permeabilidade. Foram preparadas
2 solugdes designadas P3CI e P4CI, que continham respetivamente, 4 catinonas sintéticas com o cloro
na posicao 3’ (posi¢do meta), e 4 catinonas sintéticas com o cloro posicionado em 4’ (posi¢ao para), de

forma a ndo existir sobreposi¢do de picos.
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Figura 19 - Cromatograma das catinonas com o cloro na posicdo meta (P3Cl) e na posicdo para (PACI), para as condi¢Bes
otimizadas de HPLC: coluna ACE 3 C18; fluxo 1 mL/min; 0-5 min (25% ACN), 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN);

8-12 (60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN). Concentrac¢do 10 pg/mL, volume de inje¢do 10 pL. Detecdo
250 nm (P3CI) e 262 nm (P4CI).

Como se pode observar na Figura 19, nas condi¢des cromatograficas desenvolvidas ndo existe
qualquer interferéncia significativa nos tempos de retencdo com uma boa separacdo entre compostos,
quer quando os isémeros meta quer quando os isémeros para das diferentes catinonas sdo analisadas em
conjunto. Apesar de nos ensaios de permeabilidade as catinonas serem analisadas separadamente, para
a elaboracéo das curvas de calibracdo das catinonas, 0 método otimizado permitiu reduzir o nimero de

analises cromatograficas.

Foram preparadas solugdes destas misturas em duplicado, de modo a que as concentragdes
individuais finais de cada catinona fosse de 1, 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL. Cada replicado foi injetado 3
vezes, em trés dias diferentes e intercalados. Os cromatogramas resultantes da analise de um replicado
de cada concentracdo para as solucdes das catinonas meta e para podem ser observados nas figuras 20

e 21, respetivamente, nas condicGes otimizadas.
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Figura 20 - Cromatograma das catinonas com o cloro na posi¢do meta (P3Cl), para as condi¢des otimizadas de HPLC:
coluna ACE 3 C18; fluxo 1 mL/min; 0-5 min (25% ACN), 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 (60%
ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN). Volume de inje¢do 10 pL. Dete¢do 250 nm.
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Figura 21 - Cromatograma das catinonas com o cloro na posi¢ao para (P4CI), para as condi¢des otimizadas de HPLC:
coluna ACE 3 C18; fluxo 1 mL/min; 0-5 min (25% ACN), 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 (60%
ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN). Volume de inje¢do 10 pL. Dete¢do 262 nm.

E de notar ainda que, é possivel confirmar se as catinonas observadas, por HPLC, tém o cloro na
posicdo meta ou para, através do espetro UV-Vis. As cloro-catinonas meta possuem trés picos, com
maximos em 210, 250 e 300 nm (Figura 22-A). Enquanto, as cloro-catinonas para possuem dois picos,

com méximos em 210 e 262 nm (Figura 22-B).
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Figura 22 - Espetros UV-Vis para as catinonas com o cloro em posi¢éo (A) meta e (B) para, concentracdo de 25 pg/mL.

Por forma a simplificar os cromatogramas as cloro-catinonas meta foram quantificadas a 250 nm e
as cloro-catinonas para a 262 nm (Figura 22). Os espetros UV-Vis obtidos estdo de acordo com a
literatura (Chen & Wong, 2019).

Usando as condigdes otimizadas e através dos cromatogramas obtidos a diferentes concentracdes
das solucbes P3Cl e PACI, foram obtidas para cada concentragdo, as areas dos picos para as catinonas
estudadas, calculadas as médias com os respetivos desvios-padrdo e ajustaram-se retas segundo o

método dos minimos quadrados para cada uma das catinonas.

As curvas de calibracéo e as retas obtidas podem ser observadas na Figura 23 e Anexo Il1, como se
pode constatar verificou-se que existe uma boa linearidade do método na gama de concentragdes testadas
com os valores do coeficiente de correlacdo entre 0,998 e 0,999 sendo a reta de calibragdo uma boa

representacdo do sinal em fungdo da concentracéo.

Na Tabela 5, encontram-se os resultados obtidos e as incertezas associadas a estimativa da
concentracdo, o limite de detecdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ), para as oito catinonas
sintéticas estudadas, tendo em conta estes resultados para a gama de concentragdes testadas 0 método
revela-se adequado para a quantificacdo das catinonas para 0s ensaios experimentais de avaliacdo da
permeacao das catinonas estudadas através do modelo da barreira gastrointestinal com a linha celular

Caco-2.
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Figura 23 - Curvas de calibracéo para as catinonas sintéticas: (A) 3'-CMC, (B) 4’-CMC, (C) 3’-CEC, (D) 4’-CEC,

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

(E) 3°-CBC, (F) 4’-CBC, (G) 3’-CI-DEC e (H) 4’-CI-DEC; a 250 nm para as 3’ ¢ 262 nm para as 4’.
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Tabela 5 - Valores do comprimento de onda (1), declive, ordenada na origem, 12 € erro associado a estimativa
da concentragdo, limite de detecéo (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ) em pg/mL, para as catinonas.

a) Estatisticamente diferente para p < 0.05, entre todas as catinonas

Catinona A (nm) Declive | Ordenada origem v’ Erro LOD LOQ
3'-CMC 250 278931 84975 0.9995 0.2 2.77x10° 8.38x10°
4'-CMC Y 262 248083 55544 0,9993 0.3 3.58x10° 1.09x10”
3'-CEC | 250 269995 77160 0.9996 0.2 2.61x10° 7.91x10°
4'-CEC Y 262 195972 35731 0.9995 0.2 3.98x10° 1.21x10°
3'-CBC 250 208532 -1169.6 0,9992 0.3 4.42x10° 1.34x10”
4'-CBC 262 359532 81360 0,9998 0.2 1.40x10° 4.25x10°

3'-CI-DEC 250 132151 198107 0.9976 0.5 1.23x10° 3.73x10°

4'-CI-DEC 262 346724 54868 0,9904 0.3 2.41x10° 7.30x10°

4.3. Ensaios de Permeabilidade da Barreira Gastrointestinal

Foram efetuados ensaios da permeabilidade das oito catinonas estudadas neste trabalho na barreira
gastrointestinal. A linha celular Caco-2 do adenocarcinoma colorretal, quando diferenciada durante mais
de 10 dias fica num estado funcional e morfologicamente semelhante aos enterdcitos humanos. A
monocamada celular cultivada em inserts forma uma barreira que simula o epitélio intestinal, em que o
lado apical mimetiza o Iimen intestinal e o lado basolateral representa a corrente sanguinea (Baker,
2014).

Recorrendo a este modelo celular pode monitorizar-se a absor¢do gastrointestinal de varias
substancias, como drogas, fArmacos e outros compostos. Neste caso, apos se verificar a integridade da
monocamada de células diferenciadas (por medicdo da TEER de acordo com o descrito em 3.8), foi
simulada a ingest&o das catinonas estudadas neste trabalho, por aplicacéo de solugdes das catinonas em
HBSS no lado apical das células Caco-2 diferenciadas, simulando o limen intestinal e depois
verificando-se a sua permeacdo para o lado basolateral, simulando a saida para a corrente sanguinea em

intervalos de tempo durante 6 h.

A detecdo das catinonas pelo método de HPLC-DAD, desenvolvido em 4.7, permitiu determinar a
percentagem de permeacgdo da(s) mesma(s) durante o tempo da experiéncia. Tendo em conta que 0s
resultados anteriores, descritos em 4.1., revelaram que as células Caco-2 diferenciadas ndo perdiam a
viabilidade por contacto com as solugdes das catinonas a concentracdo do 1C50 (Figura 13), o ensaio
teve por base a adi¢do de solugBes com essa concentracdo das catinonas sintéticas na zona apical da
monocamada de células diferenciadas no insert. De modo a avaliar a permeagéo das catinonas foram
retiradas amostras as 0, 3 e 6h do ensaio, quer da zona apical quer da zona basolateral. As amostras
foram analisadas por HPLC-DAD, para quantificacdo das catinonas, sendo previamente diluidas de
acordo com o limite de quantificacdo. Nas figuras 24 e 25 é possivel observar os cromatogramas da zona
basolateral recolhidas as 3 horas para as meta cloro-catinonas (3’-CMC, 3°-CEC, 3’-CBC e 3’-CI-DEC)
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e para (4’-CMC, 4’-CEC, 4’-CBC e 4’-CI-DEC). Os cromatogramas das recolhas as seis horas

(basolateral e apical) estdo presentes no Anexo IV.
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Figura 24 - Cromatogramas das meta cloro-catinonas, zona basolateral as 3 horas, a 250 nm (fase mével: 0-5 min (25%
ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN),,
fluxo ImL/min e inje¢do 10 ).
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Figura 25 - Cromatogramas das para cloro-catinonas, zona basolateral as 3 horas, a 262 nm (fase mdvel: 0-5 min (25%
ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN),
fluxo 1 mL/min e injecdo 10 pL).

Os valores da concentracdo da zona basolateral e apical, e respetivos tempos de retencdo de cada

catinona podem ser observados no Anexo IV.

Quando analisados os cromatogramas das amostras do lado basolateral ao fim das 6 h de incubacéo
das catinonas sobre a monocamada das células Caco-2 diferenciadas, pode-se no observar que as

catinonas permearam para o lado basolateral em percentagem muito inferior ao esperado relativamente
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a reducdo observada na sua concentracao do lado apical (Anexo 1V), o que pode ser explicado pelas
catinonas quer pelas catinonas serem retidas dentro das células ou possivelmente sofrerem algum tipo
de metabolizacdo, uma vez que as células Caco-2 expressam enzimas de metabolizacdo de drogas e
fazem efluxo de metabolitos e/ou compostos parentes para o lado apical e basolateral (Lim et al., 2007;
Masungi et al., 2008; Soares et al., 2018). Na Figura 26, estdo representadas as percentagens de
permeacdo das catinonas estudadas neste trabalho para o lado basolateral da barreira gastrointestinal

simulada pela monocamada de células Caco-2 diferenciadas, ao fim de 3 e 6 h.
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Figura 26 - Valores das percentagens de permeacéo (%) das oito catinonas sintéticas para o lado basolateral da monocamada
de células Caco-2 diferenciadas, ao fim de 3h e 6 h de incubacéo.

Como se pode observar na Figura 26 foi possivel concluir que a catinona com maior taxa de
permeagao foi a 4’-CEC, atingindo-se relativamente & concentragdo da catinona no lado apical, 9,51%
de catinona no lado basolateral permeada ao fim de 6 h de incubagdo. A catinona que foi menos
permeavel foi a 4’-CI-DEC, obtendo-se somente 2,84% de catinona permeada ao fim de 6 h de
incubacdo. Relativamente & percentagem de permeacao das catinonas pode referir-se ainda que apesar
de, para as catinonas sintéticas 3’¢ 4’-CMC e 3’ e 4’- CEC terem sido utilizadas as concentragdes mais
elevadas para a incubagdo do lado apical, apenas a 4’-CEC dentro deste grupo apresentou percentagens
de permeacdo mais elevada o que ndo pode ser explicado somente pela difusdo através da membrana
celular.

Ainda tendo em conta estes resultados, ndo é possivel indicar se a posicdo do cloro no anel
aromatico da catinona podera influenciar a sua permeagéo, uma vez que ndo existe um padrdo definido
entre 0 isdbmero 3’ e o0 isdbmero 4°. Neste caso, verificou-se que um aumento da permeacao no caso da
4’-CMC ¢ a 4’-CEC, relativamente as 3’-CMC e a 3’-CEC, respetivamente. No entanto, o contrario
acontece no caso da 4’-CBC e 4’-CI-DEC, relativamente as 3’-CBC e 3’-CI-DEC. Relativamente ao
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aumento da cadeia de carbonos ou ramificacdo da cadeia também néo foi possivel concluir sobre o efeito

da na permeacao.

A Tabela 6 resume os resultados obtidos e apresenta o coeficiente de permeabilidade aparente (Papp)
calculado para cada catinona, com a analise estatistica dos resultados obtidos (Anexo 1V). De acordo
com a analise estatistica a 4’-CMC tal como a 4’-CEC apresentou a maior Pap entre as catinonas

estudadas, e, confirmou-se que a 4’-CI-DEC a que possui o valor mais baixo.

Tabela 6 - Valores da %permeacéo/hora e coeficiente de permeabilidade aparente (Papp), para as oito
catinonas estudadas.

Catinona %Perm/h Papp (xl[]'5 cny/s)
3'-CMC 0.78 1,78
4'-CMC 1.01 2,24
3'-CEC 0.52 1,79
4'-CEC 1.87 4,89
3'-CBC 0.81 1,82
4'-CBC 0.89 1,78

3'-CI-DEC 0.80 1.84

4'-CI-DEC 0,58 1,46

Tendo em conta que se considera que uma droga apresenta alta permeabilidade se valor do Pap, for
superior a 10x10°¢ cm/s, que os compostos de baixa permeabilidade sdo caracterizados por uma Papp
inferior a 1,0x10°° cm/s e valores de Pap, Na gama de 1-10x107° séo classificados como tendo uma
permeabilidade moderada (Kus et al., 2023), as catinonas utilizadas neste estudo enquadram-se neste
altimo grupo. A pentedrona, a metilona e a MDPV foram também estudadas no modelo Caco-2, e
apresentaram valores de permeabilidade aparente superiores a 1x10° cm/s, sendo também considerados
compostos com permeabilidade moderada (Silva et al. 2020; Almeida et al., 2022). E de notar, no
entanto que in vivo a absorcao tende a ser maior que nas linhas celulares standard (Breemen et al., 2005),
0 que pode indicar a perigosidade destas drogas, em particular a 4’-CEC, que revelou valores de maior
permeabilidade entre as catinonas estudadas podendo facilmente entrar na circulagdo sanguinea e afetar
varios 6rgdos, em particular o figado que € o principal 6rgéo de destoxificacdo de drogas no organismo

e para o qual se verificou em estudos anteriores que as catinonas apresentam elevada toxicidade.

Foi ainda efetuado um ensaio controlo para o composto atenolol a concentragdo de 0,8 mg/mL. O
atenolol é conhecido por apresentar uma baixa permeabilidade (Song et al., 2017) e, durante as 6h do
ensaio, em comparacdo com as soluces de catinonas testadas revelou inferior permeabilidade. Na
Figura 27 mostra-se o cromatograma da amostra da zona da zona apical e da zona basolateral apds 6h
de ensaio. E evidente nesta figura que o atenolol, com um tempo de retencéo de 3,63 minutos com o
espectro UV-Vis do composto (B), na amostra da zona apical ndo foi detetado na amostra da zona
basolateral ao fim de 6h, revelando muito baixa permeabilidade em comparacdo com as catinonas

testadas neste trabalho.
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Figura 27 - (A) Cromatograma do atenolol, zona apical e basolateral as 6 horas; (B) Espectro UV-Vis do atenolol, a 275
nm (fase mével: 0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN); 12-16 min (60%
ACN); 16-17 min (25% ACN)), concentracéo de 0,8 mg/mL.

4.4. Anélise metabolémica das células HepG2

Tendo em conta que tém sido reportadas varias ocorréncias e mesmo fatalidades associadas ao
consumo de catinonas sintéticas e sendo alguns desses efeitos foram associados ao seu potencial
hepatotoxico (Tauleigne, 2023), neste trabalho foi utilizada uma abordagem metabolémica preliminar,
de modo a perceber o efeito da exposi¢do a catinona 4’-CEC sobre os metabolitos das células da linha
celular do figado HepG2, e tendo em conta que os resultados anteriores em 4.3. revelarem que esta

catinona das estudadas foi a que tem maior permeabilidade na barreira gastrointestinal.

As células HepG2 foram cultivadas num t-flask com 25 cm? e expostas durante 24h a uma solugéo
de 4’-CEC com a concentra¢do IC50 da catinona nesta linha celular, 2,4 mM (Tauleigne, 2023). Os
metabolitos e as proteinas foram extraidos das células expostas e de células controlo, de acordo com o
procedimento descrito em 3.10. Os metabolitos extraidos foram analisados por HPLC-DAD, de modo a
detetar e quantificar a catinona dentro das células e, por espectrometria de massa de alta resolugéo (LC-
HRMS) em modo positivo para avaliar metabolitos diferencialmente presentes. As proteinas foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE) de

acordo com o descrito em 3.12.
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A andlise dos metabolitos extraidos por HPLC-DAD usando o método descrito em 3.10 (Figura
28) permitiu quantificar a 4’-CEC no interior das células expostas 24h a esta catinona, obtendo-se um

valor de 4,81 pg/mL, ou seja, 0,02 mM, pelo que indica que existe permeacdo da catinona.
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Figura 28 - Cromatograma dos compostos extraidos, presentes no interior das células HepG2, a 262 nm (fase mével: 0-5 min

(25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25%
ACN)).

Os metabolitos das células HepG2 expostas 24h a catinona 4’-CEC, j& identificada como presente
no interior das células, foram comparados com metabolitos de células HepG2 nédo expostas, designadas
controlo. Apds extracdo dos metabolitos de ambos as células, estes foram analisados por cromatografia
liquida associada a espectrometria de massa de elevada resolucdo (LC-HRMS) em modo positivo. Os
metabolitos foram identificados através da sua razdo carga/massa (m/z) e tempo de retenc¢éo, recorrendo
as bases de dados disponiveis no software Metaboscape como a PubChem. Os metabolitos presentes
nas células controlo foram estatisticamente comparados com os metabolitos presentes apds exposicao a

catinona sintética 4’-CEC.

Durante a analise foi elaborado um clustering e aplicado um método de reducdo de
dimensionalidade, designado analise de componentes principais (PCA- Principal Component Analysis),
de forma a ser possivel identificar semelhancas e diferengas em metabolitos presentes em células
controlo relativamente as células expostas a catinonas. Foi efetuada a representagdo grafica em Volcano
gue relaciona a razdo da abundancia dos metabolitos presentes nas células tratadas relativamente ao
controlo (fold change) e o p-value que indica a significancia estatistica dessa variagdo, ou seja, 0 eixo
dos x como log: (fold change) e eixo do y como -logio (p-value), tendo sido considerados significativos
0s que apresentam p-value inferior a 0,05 e um fold change entre 0,5 e 2. A analise foi efetuada apenas

para 0 modo positivo.
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Os gréaficos de clustering e PCA, presentes nas figuras 29 e 30, indicam que os metabolitos das
células controlo (a vermelho) sdo diferentes comparando com os metabolitos das células expostas a 4’-
CEC (averde). E possivel observar que as réplicas se relacionam entre si, formando dois grupos distintos
(controlo e células tratadas), indicando que a exposi¢do das células a catinona sintéticas produz efeito e

alterou os metabolitos celulares nas células da linha celular HepG2.

Figura 29 - Clustering dos metabolitos obtidos nas células controlo (vermelho) e células expostas a 4'-CEC (verde), na
linha celular HepG2, com recurso ao Metaboscape para 0 modo positivo.

o0

1000 2000

Figura 30 - Gréafico PCA dos metabolitos obtidos nas células controlo (vermelho) e células expostas a 4'-CEC (verde),
na linha celular HepG2, com recurso ao Metaboscape para 0 modo positivo.

O agrupamento de dados é observado através dos componentes principais, PC1 e PC2, sendo PC1
superior a PC2. PC1, a maior variagdo dos dados obtidos, teve um valor de 68% e PC2, a segunda maior

variacdo dos dados, teve um valor de 13%, ou seja, a variacéo total obtida foi de 81% com um r?=0,79.

A andlise do grafico Volcano, presente na Figura 31, permitiu ainda identificar que metabolitos
apresentam maior variagdo entre células controlo e tratadas, isto €, valores elevados de Logz(Fold
Change), mas com significancia estatistica (p-values<0,05), ou seja, valores elevados de -Log10 (p-
value). Valores m/z que se encontrem no quadrante superior esquerdo, a cor de laranja, correspondem
aos metabolitos das células controlo. No quadrante superior direito, a verde, os valores correspondem
aos metabolitos que estdo diferencialmente mais abundantes nas células expostas a 4’-CEC. Os
metabolitos cujo Logz(Fold Change) se encontra entre -1 e 1, ndo sdo significativamente diferentes entre

as células controlo e as células tratadas, aparecem no centro a preto.
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Figura 31 - Gréfico Volcano dos metabolitos diferentes obtidos nas células controlo (laranja) e células expostas a 4'-
CEC (verde), na linha celular HepG2, com recurso ao Metaboscape para 0 modo positivo.

O grafico da Figura 32 indica alguns dos metabolitos mais abundantes, nas células controlo

(laranja) e nas células expostas a catinona sintética (verde). A identificagdo dos metabolitos encontra-se

na Tabela 7.
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Figura 32 - Gréfico Logz(Fold Change) dos compostos mais abundantes, nas células controlo (laranja) e células tratadas
(verde) da linha celular HepG2, para o modo positivo; identificacdo dos compostos na tabela 7.
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Observa-se nas células expostas a catinona 4’-CEC, uma grande reducdo do composto 1 (cisteina),
2 (espermidina), 3 (uridina) e 4 (4cido tetrahidrofélico) e um grande aumento do composto 15

(diacetilespermidina) e 16 (oleamida).

Mais uma vez, é possivel observar que os metabolitos foram alterados ap6s exposicao das células
a catinona sintética escolhida e que a 4’-CEC esta presente nas células expostas, sendo um metabolito
bastante distinto, comparativamente as células controlo. Os compostos estdo presentes nas vias

metabolicas, sendo 0s mais intensos com valores superiores a 10°.

Por exemplo, a espermidina (2) é uma poliamina que se encontra em todos 0s seres eucariotas,
podendo interagir modificando a fun¢do de moléculas com carga negativa, especialmente DNA, RNA,
proteinas e fosfolipidos. Devido a capacidade de se ligar a outras moléculas, a espermidina possui
funcBes protetoras nas células do figado, associadas ao crescimento, autofagia, sobrevivéncia e
proliferagdo celular (Canéveras et al., 2016; Pereira et al., 2022). Neste estudo, verificou-se uma redugdo
deste metabolito em células expostas a 4’-CEC o que diminui a protecdo do figado e pode explicar 0s
efeitos hepatotoxicos destas drogas uma vez que a deplecdo em poliaminas tem sido associada a morte
celular por apoptose.

Vérios estudos demonstraram ainda que N-acetilpoliaminas, particularmente, a N1-
acetilespermidina possuem valores elevados na urina de pacientes com cancro, também podendo
aumentar durante infecGes. O aparecimento destes compostos é atribuido ao seu papel intermediario na
degradacéo da espermina ou espermidina no figado (Pine et al., 1989). Nesta analise verificou-se que a
intensidade desta molécula aumentou apds exposicao das células a catinona sintética, indicando que este
efeito poderd estar associado a reducdo de espermidina e, tal como referido consequentemente afetar a

sobrevivéncia das células (Mandal et al., 2015).

Outro exemplo de metabolito, que sofreu alteracdo, consiste no monofosfato de uridina, um
nucleétido presente no RNA, que participa na sintese de glicogénio e glicoproteinas, e também esta
envolvido no crescimento e desenvolvimento do intestino (proliferacdo, maturacdo e apoptose de
enterdcitos do intestino), em conjunto com o crescimento e constituicdo hepatica nos mamiferos (Li et
al., 2019). Nesta analise verificou-se que intensidade deste metabolito diminuiu apds exposicdo das
células a catinona sintética. Este tipo de alteracdo foi também reportado ocorrer em ratos sob exposicdo
a cocaina (Marcos et al., 2023), sendo que a 4’-CEC exibe 0 mesmo tipo de mecanismo de toxicidade

celular.

A oleamida é uma amida primaria de acidos gordos, que se acumula no liquido cefalorraquidiano
sob condicGes de privacdo de sono, modula a neurotransmissao da serotonina e inibe a comunicacao de
juncdes comunicantes intercelulares, também é conhecido por ter uma ampla gama de efeitos sobre os

sistemas neuroquimicos (Roy et al., 2021). Nesta anélise verificou-se que este metabolito aumentou nas
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células expostas a catinona sintética, associando-se assim a 4’-CEC a efeitos protetores que podem estar

associadas a uma resposta ao dano provocado nas células pelo contacto com a catinona.

No geral, as vias metabdlicas mais afetadas em ambos os tipos de células, quando expostas a
catinona sintética poderdo ser as vias do metabolismo de lipidos, em particular, fosfolipidos e acidos
gordos, do metabolismo de aminoacidos, vias associadas a fatores de crescimento (Candveras et al.,

2016; Kiseleva et al., 2022), indicando que a toma da catinona produz efeitos toxicos no corpo humano.

Portanto, se a analise metaboldmica preliminar indicou alteragcdo nos metabolitos ap6s exposi¢ao
das células com a catinona sintética, onde o IC50 € 2,4 mM e no t-flask estavam 0,02 mmol, se um
individuo ingerir 200 mg de catinona (de acordo com a tabela 1), sdo permeadas 19,02 mg, ou seja, 0,08
mmol. O valor permeado € superior ao da analise, pelo que a toxicidade e a alteracdo dos metabolitos

vai ser superior ao analisado.

4.5. Analise das Proteinas Celulares

De modo a complementar o estudo de metabolémica, tal como referido anteriormente, foram
extraidas as proteinas das células expostas a catinona 4’-CEC e comparadas com células controlo ndo
expostas. A quantidade de proteinas presentes nas células controlo em comparagdo com as células
expostas, foi determinada pelo método de Bradford como descrito em 3.11, com recurso a uma curva de
calibracéo de albumina de soro bovino (BSA) (Anexo VI). Obteve-se uma reducéo de cerca de 70 % na
concentragdo de proteinas extraidas a partir das células expostas & catinona 4'-CEC relativamente ao
controlo de 2,086 mg/mL para 0,621 mg/mL, tendo sido ja evidenciado na literatura (Zhou et al., 2019;
Zwartsen et al., 2020).

A eletroforese SDS-PAGE do perfil de proteinas extraidas, a partir de células expostas e controlo,
pode ser observado na Figura 33. A andlise dos géis de eletroforese foi feita através do software de
ImageJ, tendo sido determinadas as intensidades das bandas de proteinas obtidas, pelo calculo das areas
normalizadas, ou seja, pelo perfil total de proteinas obtidas em cada amostra. Os perfis podem ser

observados na Figura 34.
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Figura 33 - SDS-PAGE 4-12 % (Bis-Tris), perfil de proteinas extraidas de células HepG2 controlo (C) e de células HepG2
expostas 24 h a catinona 4'-CEC, marcadores da ThermoScientific Page Ruler Prestained Protein Ladder 10-180 kDa (M),
linha celular HepG2.

Figura 34 - Perfil das bandas das proteinas (intensidade vs distancia) presente no gel de SDS-PAGE: (A) controlo e (B)
células tratadas com 4’-CEC, utilizando a linha celular HepG2.
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Os valores das areas normalizadas podem ser observados na Figura 35.

Areac AreaNc
1 177,971 0.032
2 300.556 | 0,053
3 539.627 | 0,096
4 424,456 | 0,076
5 219.506 | 0,039
6 1074,749| 0,191
7 306.556 | 0,055
8 386.263 0.069
9 159,607 | 0,028
10 333.213 0.059
11 225.556 | 0,040
12 1472,092| 0.262

AreaM AreaNM
1 1237.385 0,047
2 1689.213 0.064
3 2821.648 0.108
4 7239962 0.276
5 4059,548 0,155
6 1950,991 0,074
7 1996,527 0.076
8 2223.042 0.085
9 1364.456 0.052
10 1650,042 0,063

Al‘eﬂc]gc Al‘eﬂNCEc
1 374,971 0,704
2 157,607 0.296

Figura 35 - Valores das areas dos picos correspondentes as bandas presentes no gel SDS-PAGE e areas normalizadas
(AreaN) para o marcador (M), células controlo (C) e células tratadas (CEC), utilizando a linha celular HepG2.

A normalizacdo das areas serviu para indicar quais as proteinas que reduziram. Esta analise foi

somente preliminar, no entanto, verificou-se que a exposigdo das células a catinona 4’-CEC parece ter

diminuido drasticamente a quantidade de proteinas expressas, identificando-se apenas proteinas com

peso molecular de, aproximadamente, 20 kDa. As proteinas podem ainda ter sofrido modificacfes na

sua expressao, o0 que podera diminuir o seu peso molecular, ou ndo estar concentrado o suficiente para

apresentar as bandas no gel.
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4.6. Analise In Silico

Nos ultimos anos, as técnicas in silico tém sido uma alternativa a estudos experimentais, de forma
a melhorar a compreensao entre a estrutura quimica de compostos e as respetivas interacfes com alvos

biolégicos, permitindo otimizar a selecdo dos mesmos.

Esta analise recorre a modelos computacionais, simulando as principais propriedades
farmacocinéticas (Figura 36), como a analise de absor¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade, também designados, pardmetros ADMET. Para além da redugdo do tempo de analise e custos
associados, 0 aumento da eficiéncia na avaliacdo de riscos para 0os humanos e o ambiente, reducdo de
testes em animais e construgcdo de bibliotecas de compostos, sdo também vantagens destas técnicas
(Cabral, 2021).

Distribuicdo
4—
Para onde? f

Metabolismo

; Excrecio
Como é libertado? Ny

Como é excretado?

A & Absorcio
O > > Como é absorvido?

Figura 36 - Pardmetros farmacocinéticos (adaptado através do biorender).

Os softwares utilizados para a analise in silico encontram-se disponiveis com acesso gratuito, sendo
0s mais complexos com necessidade de aquisicdo de uma licenca. Os resultados obtidos resultam de
uma procura de compostos semelhantes nas respetivas bases de dados associadas (Cabral, 2021).
Exemplos de programas sdo o SwisSADME (Swiss Institute of Bioinformatics), pkCSM e admetSAR
(Daina et al., 2017; Pires et al., 2015).
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A analise in silico foi realizada de forma a identificar alguns pardmetros relacionados com o estudo

efetuado, como a toxicidade no corpo humano, a hepatotoxicidade, a absorc¢do, como a permeabilidade

da barreira gastrointestinal e efeitos no metabolismo e, ainda, comparar com resultados obtidos e prever

perspetivas futuras. O estudo foi feito para as oito catinonas sintéticas. Os softwares utilizados foram o

pkCSM, SwissADME e admetSAR, sendo reconhecidos como ferramentas de primeira abordagem para

previsdo de propriedades farmacocinéticas. Como o objetivo do trabalho ndo consiste em verificar se 0s

compostos sdo possiveis farmacos, sdo apresentadas apenas as propriedades que podem estar

relacionadas com os resultados obtidos experimentalmente. Os pardmetros podem ser observados nas

tabelas 8 e 9. Os parametros dos restantes softwares podem ser observados no Anexo VII.

Tabela 8 - Parametros obtidos na analise in silico, paraa CMC e CEC, com o software admetSAR.

Propriedade Modelo 3*-CMC 4*-CMC 3-CEC 4’-CEC
Absorgio Intestinal Humano 09934 09934 0.9958 09958
Absorcdo

Permeabilidade Caco-2 0.9009 0.,9586 0.8985 0.9602
Permeabilidade BBB (log BB) 0.7000 0.7000 0.8000 0.8000

Distribuicio
Biodisponibilidade oral humana 0.8000 0,7714 0.8143 0.8143

Mitocondria | Mitocondria | Lisossomas | Lisossomas
Localizacdo subcelular

0.5542 0.5342 04727 04727
Inibidor OATP1B1 0.9403 0,9408 0.,9292 0.9291
. Inibidor OATP1B3 0.9387 00,9587 0.9503 0.9503

Metabolismo
Inibicdo CYP2C19 0.7269 0,7269 0.6820 0.9820
Inibicio CYP2D6 0.5780 0,5780 0.6179 0.6179
Inibigio CYP1A2 0.,7032 0,7032 0.8794 0.8794
Hepatotoxicidade 0.8750 0.8500 0.8000 0.8000
Toxicidade mitocondrial 0.7125 0.7125 0.7125 0.7125

Toxicidade
Nefrotoxicidade 04762 0,5839 - 04678
Toxicidade oral aguda 0.8617 0.8617 0.5867 0.5867
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Tabela 9 - Parametros obtidos na analise in silico, paraa CBC e CI-DEC, com o software admetSAR.

Propriedade Modelo 3-CBC 4*-CBC 4°-C1-DEC | 3*-CI-DEC
Absorcio Intestinal Humano 0,9965 0,9965 0,9862 0,9862
Absorcio
Permeabilidade Caco-2 09213 0,9682 0,9771 0,9685
Permeabilidade BBE (log BE) 0,8500 0,8500 0,5000 0.5000
Distribuigdo
Biodisponibilidade oral humana 0.6714 06571 0.7714 0.7714
_ Lisossomas | Lisossomas | Mitocondra | Mitocondna
Localizacio subcelular
0.6839 0.6839 05184 05184
Inibidor QATP1E1 05064 0,900 0.5263 05276
Inibidor OATP1E3 0.54463 0,5463 0.,5498 0.5498
Substrato P-gp 06131 - - -
Metabolis
FPOUSmo Substrato CYP2D6 0,3966 0,3966 04158 04158
Inibicio CYP2C19 0,5478 0,5478 - -
Inibigdo CYP2DS 0.8254 08254 - -
Inihicio CYP1A2 0,8529 0,8529 07778 0.7778
Promiscuidade imbitoria CYP - - 0.5441 05441
Hepatotoxicidade 0,6250 0,6500 05750 0,5250
Toxicidade reprodutiva 0.6226 0,6226 0,6444 0.6444
Toxicidade Toxicidade mitocondrial 0.8375 08375 09125 09125
MNefrotoxicidade - 04654 - -
Toxicidade oral aguda 04994 00,4994 0,4631 04631
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Os softwares utilizados na andlise in silico baseiam-se em farmacéforos, pelo que sdo apenas

previsdes, sendo necessario verificar experimentalmente (Pires et al., 2015; Daina, et al., 2017).

Primeiramente, de acordo com o software pkCSM e SwissADME, os valores de permeabilidade na
linha celular Caco-2 e a absorcdo intestinal humana possuem valores muito elevados relativamente ao
gue foi obtido experimentalmente, ou seja, apenas foram obtidos valores de permeacdo até 10%. Apesar
de quanto maior a toma, maior a quantidade que sera permeada, 90% continua a ser um valor elevado.
Relativamente & hepatotoxicidade, é indicado que ndo existe, no entanto, j& foi reportado e determinado
experimentalmente que as catinonas sdo toxicas em células da linha HepG2.

O software admetSAR indica também que a probabilidade de absor¢do intestinal humana e a
permeabilidade na linha celular Caco-2 é elevada ndo estando de acordo com os resultados
experimentais obtidos nesta analise, em que os resultados indicam moderada e diferente para as
diferentes catinonas testadas. Indica também que todas as catinonas sintéticas possuem hepatoxicidade,
0 que esta de acordo com os resultados reportados. Também ja foi reportada nefrotoxicidade. Posto isto,

este software serd o que vai mais ao encontro dos valores experimentais.

A andlise in silico indica ainda que existe toxicidade mitocondrial e nefrotoxicidade, e ainda
toxicidade reprodutiva nas catinonas CBC e CI-DEC que sdo as mais toxicas. Posto isto, seria
interessante estudar a permeabilidade da barreira hematoencefalica e a metabolizagdo das catinonas em
metabolitos de fase | e Il e avaliagdo da toxicidade e efeitos bioldgicos dos metabolitos gerados com

posterior comparagédo dos resultados obtidos com os resultados da analise in silico.
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5. Conclusoes e Perspetivas Futuras

O interesse das novas substancias psicoativas, de forma a contornar a legislagdo de substancias
controladas, tem aumentado exponencialmente. Estes compostos sdo sintetizados de forma a serem
estruturalmente diferentes dos compostos ilegais, mas que reproduzam os mesmos efeitos. As catinonas
sintéticas, consideradas psicoestimulantes, representam uma alternativa de drogas de abuso, de facil

acesso no mercado, cujos efeitos variam desde agitacdo, alucinacdes a convulsdes e até mesmo morte.

Este trabalho teve como objetivos continuar estudos ja efetuados sobre oito catinonas sintéticas (3’-
CMC, 4’-CMC, 3’-CEC, 4’-CEC, 3’-CBC, 4’-CBC, 3’CI-DEC e 4’-CI-DEC) adicionando novos dados
como o estudo da permeabilidade na barreira gastrointestinal uma vez que estas drogas séo
habitualmente consumidas oralmente. Neste sentido foi, primeiramente, determinada a citotoxicidade
destas catinonas sobre a linha celular usada como modelo da barreira gastrointestinal, Caco-2 e

desenvolvido um método de quantificacdo por HPLC-DAD das catinonas em estudo.

Outro ponto consistiu no estudo preliminar de metabolémica, ou seja, comparar efeitos no
metaboloma de células controlo e células expostas a catinona sintética que exibiu maior permeabilidade
gastrointestinal, utilizando a linha celular HepG2, como modelo das células do figado, onde estas
catinonas ja haviam demonstrado elevada citotoxicidade. Por fim, quantificou-se o proteoma total e
efetuou-se uma eletroforese SDS-PAGE, apés exposigdo a 4’-CEC.

Os resultados obtidos permitiram identificar que as catinonas mais toxicas para a linha celular Caco-
2 sfo as 3’-CBC e 4’-CBC, cujos 1C50 sdo 1,867 mM e 1,898 mM, respetivamente, seguidas das
catinonas 3’-CI-DEC e 4’-CI-DEC. A catinona menos toxica consiste na 4’-CEC, cujo IC50 é 6,057
mM. Apesar desta catinona ser a menos tdxica, no ensaio de permeabilidade da barreira gastrointestinal
foi possivel verificar que esta catinona exibiu a maior taxa de permeagéo com um Py, de 4,89x10°° cm/s,

0 que indica que esta catinona tem uma permeagdo moderada.

Neste trabalho foi possivel observar que a posi¢do meta e para do cloro no anel aromético entre os
isémeros das catinonas ndo influencia o IC50, no entanto, entre isdbmeros as catinonas com maior cadeia
lateral do grupo amino e com maior ramificagdo, apresentaram maior citotoxicidade sobre a linha celular
intestinal Caco-2. Com excecdo das catinonas CBC, os resultados sdo estatisticamente diferentes para
um p < 0,05. Quanto & permeagéo das catinonas na barreira gastrointestinal, ndo foi possivel verificar a
influéncia quer da posicdo do cloro no anel aromético quer do aumento da cadeia de carbonos ou

ramificacdo da cadeia entre isdmeros na permeacao.

De forma a comparar a toxicidade das catinonas estudadas em células tumorais e saudaveis,
determinou-se o intervalo do 1C50 em fibroblastos da derme humanos, que foi determinado como sendo

um valor aproximado de 0,8 mM, a semelhanca do efeito sobre a linha celular do figado HepG2.
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Na analise metaboldémica das células HepG2 por LC-HRMS em modo positivo, verificou-se que o0s
metabolitos extraidos das células controlo sdo diferentes dos metabolitos das células expostas a catinona
mais permeavel 4’-CEC e que se quantificou como estando presente no interior das células HepG2. Para
as células controlo foram identificados, através das bases de dados, metabolitos como espermidina,
monofosfato de uridina e L-carnitina, nas células controlo metabolitos como N1-acetilespermidina,
oleamida e a propria 4’-CEC, nas células expostas a catinona sintética. No geral, as vias metabdlicas
mais afetadas nas células expostas a catinona sintética sdo as vias do metabolismo de lipidos,
fosfolipidos e &cidos gordos, do metabolismo de aminoécidos, vias associadas a fatores de crescimento,
apresentando alguns efeitos toxicos para o ser humano como ja reportados para a cocaina em ratos
(Marcos et al., 2023).

Como complemento, a quantificagdo de proteinas foi efetuada com recurso ao método de Bradford.
As proteinas extraidas das células da linha celular HepG2, expostas a catinonas sofreram alteragéo, cujo
valor da diferenca com as células controlo é de 70,2%. Na eletroforese, apenas foi possivel identificar
duas bandas de proteinas pertencentes as células tratadas, com peso molecular de, aproximadamente, 20
kDa. As proteinas podem ter sofrido modificacbes na sua expressdo ou terem sofrido degradacao.

Relativamente a comparagdo dos dados obtidos com a previséo in silico, o software mais proximo
dos resultados experimentais foi 0 admetSAR, apesar de os valores de permeabilidade na linha celular
Caco-2 e a absorgdo intestinal humana possuem valores muito elevados relativamente ao que foi obtido
experimentalmente, ou seja, apenas foram obtidos valores de permeacdo até 10%. Relativamente a
hepatotoxicidade, é indicado que ndo existe, no entanto, ja foi reportado que as catinonas sdo tdxicas em

células da linha HepG2.

Este trabalho pretende dar um contributo para o conhecimento sobre as catinonas sintéticas e o efeito
toxico, que pode ser letal, nos humanos, tendo-se determinado pela primeira vez a permeabilidade das
oito catinonas em analise e efetuado o estudo de metabolémica preliminar. O trabalho tera de ter

continuidade para que possam ser aprofundados conhecimentos adquiridos nesta analise.

Quanto a perspetivas futuras sugere-se ap6s 0s resultados obtidos neste trabalho que seria
interessante determinar o IC50 das oito catinonas sintéticas nos fibroblastos da derme humana e avaliar

0 mecanismo de morte celular.

Sugere-se ainda analisar por HPLC-DAD as células da linha celular Caco-2, de forma a ser possivel
determinar a quantidade das catinonas estudadas no seu interior ou a presenca de metabolitos resultantes
de reacdes de metabolizacdo celular das catinonas e alguns dos efeitos bioldgicos desses metabolitos.
Como existem enzimas do citocromo P450 (CYP), expressas em altos niveis em células do intestino
delgado, que podem ter um impacto significativo na biodisponibilidade de compostos administrados via

oral, estudar a influéncia no CYP, com posterior comparacgao dos resultados obtidos com os resultados
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da analise in silico. De modo a avaliar o consumo oral das catinonas sugere-se efetuar analises

preliminares da digestdo das catinonas com Kits que possuem pancreatina e pepsina.

Outra perspetiva consiste em efetuar um estudo de metabolémica das restantes catinonas nas células
da linha celular HepG2 e efetuar o mesmo procedimento para a linha celular Caco-2, identificando como
é que os compostos sdo metabolizados, e ainda, identificar os compostos propostos na metabolémica
para a HepG2, através da sua fragmentacdo e da massa. Um proximo passo seria analisar as vias
metabolicas afetadas, associadas aos metabolitos alterados, recorrendo a plataforma Metaboanalyst. Por
outro lado, seria importante efetuar uma analise mais profunda das proteinas alteradas e no mRNA das

células por exposi¢do as catinonas sintéticas.

Seria interessante estudar a permeabilidade da barreira hematoencefalica, uma vez que as células
neuronais podem ser mais sensiveis, mas sendo necessario considerar que as células do cérebro estéo
protegidas pela barreira sangue/cérebro, por isso era importante um estudo mais aprofundado da
permeabilidade na barreira hematoencefélica, para a avaliar se de facto o efeito citotoxico se traduz,

experimentalmente, num efeito mais pronunciado.
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O trabalho desenvolvido na tese final de mestrado foi apresentado como comunicagdo poster num

encontro nacional:

Ferreira, Inés; Gaspar, Helena; Pacheco, Rita. 2023. “Synthetic cathinones used as drugs of abuse —
Bioavailability and biological effects”. 5% ed. CQE Days, 25 e 26 de maio de 2023, Academia das

Ciéncias de Lisboa, Lishoa, Portugal.
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Anexos

Anexo |

exo Il

Tabela 10 - Composicéo da solucdo de HBSS.

Componentes H8264
[X] gL

Sais inorganicos
CaCly-2H,0 0.185
MgSO; (anidro) 0.09767
KCl 0.4
KH;PO; (anidro) 0.06
NaHCO; 0.35
NaCl 8.0
Na,HPO, (anidro) ~ 0,04788
Outros
D-Glucose 1.0
Phenol Red-Na -

Tabela 11 - Valores de CNV (inviabilidade celular) e respetivo desvio-padréo, utilizados nas curvas dose-resposta de
citotoxicidade das oito catinonas sintéticas (gama de 1 a 10 mM), para a linha celular Caco-2.

C @M | LogC 3'-CMC 4'-CMC 3'-CEC 4'-CEC 3'-CBC 4'-CBC 3'-CI-DEC 4'-CI-DEC

CNV (%) ¢ |CNV (%) ¢ |CNV (%) ¢ |CNV (%) ¢ |CNV (%) ¢ |CNV (%) ¢ |CNV (%) ¢ |CNV (%) °
1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,50 0,18 0,00 0,00 9,60 0,80 2,62 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,60 0,20 10,50 2,80 2,50 2,40
1,75 0,24 35,68 4,80
1,80 0,26 41,80 3,00 29,24 420 0,00 0,00
1,90 0,28 5140 450 51,13 420
2.00 030 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 288 250 71.60 730 56.62 1,20 0,00 0,00 0,00 0,00
225 035
250 040 028 3.90 0,00 0,00
3,00 048 0,00 0,00 895 3.10 0,00 0,00 4,94 320 96.20 2,70 67.00 4,90 7.10 4,60
3,10 0,49 41,20 0,00
3,25 0,51 6,06 4,80 84,10 5,00
3,50 0,54 6,73 1,80 437 1,90 92,74 1,60 96,10 1,10 85,50 3,20
3,60 0,56 8,70 4,40
3,80 0,58 17,83 3,80 23,00 4,10
3,90 0,59
4.00 0,60 2892 5.60 96.70 1,60 9742 050 96.70 050
5.00 0,70 35.70 350 5358 5.00 35.66 430 9630 120 97.94 030 96.40 1,80 94.40 2.10
525 0,72
5.50 0,74 52,64 3,80 8437 3,70
6,00 0,78 5245 3,00 66,25 4,40 52,76 5,00 94,90 1,70 97,55 030 96,20 0,10 94,10 3,40
7,00 0,85 79,83 4,60 93,47 1,60 4,33 6,60 95,20 0,90 97,10 0,40
8,00 0,90 87,88 3,30 97,16 0,70 83,21 4,10 90,20 1,90
9,00 0,95 96,43 0,80 96,85 0,90 96,47 0,50
10,00 1,00 96,54 0,90 95,95 0,70 95,95 0,70
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Figura 37 - Curva de calibracéo area do pico em funcéo da concentragdo (pg/mL), do composto 3'-CMC.

Figura 38 - Curva de calibracéo area do pico em funcéo da concentragdo (pg/mL), do composto 4-CMC.

Figura 39 - Curva de calibragao area do pico em funcéo da concentragdo (pug/mL), do composto 3'-CEC.
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Figura 40 - Curva de calibracéo area do pico em funcéo da concentragdo (pg/mL), do composto 4'-CEC.
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Figura 41 - Curva de calibragdo area do pico em funcéo da concentragdo (pg/mL), do composto 3'-CBC.
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Figura 42 - Curva de calibracéo area do pico em funcéo da concentragdo (pg/mL), do composto 4'-CBC.
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Figura 43 - Curva de calibracéo area do pico em funcéo da concentragéo (pg/mL), do composto 3'-CI-DEC.
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Figura 44 - Curva de calibragao area do pico em funcéo da concentragdo (ug/mL), do composto 4'-CI-DEC.
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Anexo IV
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Figura 45 - Cromatograma das catinonas sintéticas com o cloro em posi¢éo meta, zona basolateral as 6 horas, a 250
nm (fase mével: 0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN); 12-16 min
(60% ACN); 16-17 min (25% ACN) fluxo de 1 mL/min e injecdo de 10 uL).

I i N u
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Figura 46 - Cromatograma das catinonas sintéticas com o cloro em posi¢ao para, zona basolateral as 6 horas, a 262
nm (fase mével: 0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-12 min (60% ACN); 12-16 min
(60% ACN); 16-17 min (25% ACN) fluxo de 1 mL/min e injecéo de 10 uL).
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Figura 47 - Cromatograma das catinonas sintéticas com o cloro em posi¢do (A): meta e (B): para, zona apical as 6
horas, a (A) 250 nm e (B) 262 nm (fase movel: 0-5 min (25% ACN); 5-7 min (30% ACN); 7-8 min (45% ACN); 8-
12 min (60% ACN); 12-16 min (60% ACN); 16-17 min (25% ACN) fluxo de 1 mL/min e inje¢do de 10 pL).
Diluigdes: 1:200 (3°-CBC), 1:500 (3’-CMC, 3’-CEC, 3’-CI-DEC, 4’-CMC, 4’-CBC e 4’-CI-DEC) ¢ 1:1000 (4’-
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Figura 48 - Valores das concentragBes (g/mL) da zona basolateral, ao tempo 3h e 6h, linha celular Caco-2.
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Figura 49 - Valores das concentracdes (pg/mL) da zona apical, as 0 h (IC50) e as 6 h, linha celular Caco-2.
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Tabela 12 - Valores dos tempos de retencdo (tr) e concentragdes (Ct) para a zona basolateral, ao tempo 3 e 6 horas, para

as catinonas.

Catinona | trg (min) | Cyu (ug/mlL) tryg (min) Cis (ng/mL)
3'-CMC | 6,03+0,11 | 7.65=1,09 | 4,88=0.00 |22.57=2,87
4'-CMC | 6,37=049 | 8,03=0,13 | 554=0,67 [26,55= 1,32
3-CEC | 7.02=0,06 |[10,51=2.05| 5.87=0,07 |18,99=1.,63
4'-CEC | 7.17=0.67 |29.05=0,30| 6,20=0.73 | 70,81 =238
3'-CBC |13,99=0,03| 2,80=0,51 | 12,75=0,01 | 9.00=0,20
4'-CBC |[14,00=0,02|2,12=0,007| 12,80 =0.,06 | 9.20 = 0,06

3'-CI-DEC| 9.40=0,03 | 486025 | 7.81=0.00 |20,02=540

4'-CI-DEC| 9.50=0,09 | 477=0,22 | 7.85=0.08 |[12.20=0.79

Tabela 13 - Valores das concentrag6es (C) iniciais e as 6 horas, com respetivos tempos de retencao (tr), para a zona

Catinona C; (ng/mL) Cis (ng/mL) trys (min) | Diferenca (%)
3'-CMC 1360 677.06 = 35.78 4.80 £ 0.08 50.22
4'-CMC 1220 088.30 = 64.08 5,07=0.08 19.02
3'-CEC 1090 539.15=103.01 | 5.50=10.06 50.53
4'-CEC 1490 1205.80 =29.43 | 5.88=0.04 19.07
3'-CBC 510 213.28=24.80 | 14.25=0.,06 58.18
4'-CBC 530 166,63 = 0.00 14.3=0.,02 68.56

3'-CI-DEC 820 605.26 = 0,00 7.06 =0.03 26.18

4'-CI-DEC 860 480.27 = 0.89 7.42=0.14 44,15

apical; valores da diferenca (%) entre a concentracdo inicial e final, para as catinonas.

Tabela 14 - Anélise estatistica dos valores de permeagao (%) para as oito catinonas sintéticas.

3'-CMC 3'CEC 3'CBC | 3'CILDEC | 4-CMC 4.CEC | 4-CBC |4 -CI1DEC
F
3"CMC |Fuyio
p -value F>Fc teste significativo para p < 0,05
F 0.0053
3'CEC |Faitico 5,9874 F<Fc teste ndo significativo para p < 0,05
p -value 0,9445
F 0.0707 0.0613
3 CBC |Fuiie 5.9874 5.9874
p -value 0,7992 0.8127
F 0.0799 0.0088 0.2564
3" CLDEC |F 0 7,7086 7.7086 7.7086
p -value 0,7915 0,7690 0.6392
F 15,3450 22,7100 42,7827 10,6207
#-CMC |Foyioo 53177 5.3177 53177 5.9874
p -value 0.0044 0.0014 0.0002 0,0044
F 5203147 | 7165278 | 10729312 | 513.5288 | 8920996
4-CEC |Faitico 53177 5.3177 53177 5.9874 14,9646
p-value | 1.3517x10° | 4.0824x10° | 8.2284x10"" | 4.8346x107 | 4.1385x107"!
F 0.0007 0.0021 0.6443 3.4442 24.8733 532.7044
4'-CBC |Fuitico 7.7086 7.7086 7.7086 18.5128 5.9874 5.9874
p -value 0.9802 0.9653 0.4671 0.2046 0.0025 | 4.3358x10”
F 5.5548 10,2170 35,9774 20,4834 106,6033 | 1141,1189 | 15,9256
4'_C1-DEC |Fasiico 5.9874 5.9874 5.9874 7.7086 53177 53177 7.7086
p-valuc 0.0565 0.0187 0.0010 0.0106 | 6.6823x10° | 6.4412x10™" | 0.0163
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Tabela 15 - Valores de parametros estatisticos para a permeacédo (%) ao tempo 3 horas, para cada catinona.

3'-CMC | 3'-CEC | 3'-CBC |3'-CI-DEC | 4-CMC | 4'-CEC | 4'-CBC | 4'-CI-DEC

Meédia 1.1253 1.9277 1.0980 1,1845 1.3165 | 3.8988 | 0.8015 1.1104

Erro-padrio 0.0928 | 02172 | 0.1154 0.0348 0.0155 | 0,0232 | 0,0026 0.0290

Mediana 1,1263 1.9336 1.1056 1,1626 1.3150 | 3.9134 | 0.8015 1.1151

Desvio-padrio 0.1857 | 0.4344 | 0.2309 0.0696 0.0269 | 0.,0463 0.0037 0.0580

Varidncia da amostra 0.0345 | 0,1887 | 0.0533 0,0048 0.0007 | 0.,0021 0.0000 0.0034

Minimo 0.9534 1,5384 | 0.8748 1,1309 1,2904 | 3.8318 | 0.7989 1.0488

Maximo 1,2951 2.3052 1.3059 1,2819 1.3441 3.9367 | 0.8041 1.1625

Soma 4,5012 | 7.7107 | 4.3920 4.7379 3.9495 | 15,5952 | 1.6029 4.4416
Contagem 4 4 4 4 3 4 2 4

Nivel de confianga (95.0%)| 0.2954 | 0,6912 | 0,3674 0,1107 0.0669 | 0,0737 | 0,0330 0.0923

Tabela 16 - Valores de pardmetros estatisticos para a permeagéo (%) ao tempo 6 horas, para cada catinona.

3'-CMC | 3'-CEC | 3'-CBC |3'-CI-DEC | 4'-CMC | 4'-CEC | 4'-CBC | 4'-CI-DEC

Média 3.4631 | 3.4848 | 3.5290 3.5666 4.3523 | 9.5050 | 3.4728 2.8380

Erro-padrio 0.2433 | 0.1726 | 0.0459 0.0458 0.0964 | 0.1430 | 0.0214 0.1057

Mediana 3.4609 | 3.4577 | 3.5072 3.5666 42648 | 9,5913 | 3.4728 2.8362

Desvio-padrio 0.4866 | 0,3451 | 0,0917 0,0648 0,2362 | 0.,3504 | 0.0303 0.2114

Variancia da amostra 0,2368 | 0.1191 | 0.,0084 0.0042 0,0558 | 0,1228 | 0,0009 0.0447

Minimo 3.0352 | 3.1662 | 3.4505 3,5208 42226 | 8.,8741 | 3.4514 2,6351

Maximo 3.8055 | 3.8575 | 3.6510 3.6124 4.8306 | 9.8827 | 3.4942 3.0444

Soma 13,8526 | 13,9391 | 14,1159 7.1332 | 26,1140 | 57,0303 | 6.9456 11,3519
Contagem 4 4 4 2 6 6 2 4

Nivel de confianga (95.0%)| 0.7743 | 0.5492 | 0.1459 0,5818 0.2479 | 0.3677 | 02722 0.3363

Tabela 17 - Valores da massa e quantidade a ser permeada no intestino, com uma toma de 200 mg de catinona.
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Catinona| Mpemeada (M) n (mmol)
3'-CMC 6.92 0,03
4'-CMC 8.70 0.04
3'-CEC 6.96 0.03
4'-CEC 19.02 0.08
3'-CBC 7.06 0,03
4'-CBC 6.94 0,03

3'-CI-DEC 7.14 0,03

4'-CI-DEC 5.68 0,02
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Anexo V
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Figura 50 - Cromatogramas dos metabolitos obtidos ap6s exposi¢do com a 4'-CEC, na linha celular HepG2,
através da analise por LC-QTOF-MS/MS: (A) modo positivo e (B) modo negativo, utilizando o software
Datanalyses.
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Figura 51 - Cromatogramas dos metabolitos obtidos sem exposicéo, ou seja, o controlo, na linha celular HepG2,
através da analise por LC-QTOF-MS/MS: (A) modo positivo e (B) modo negativo, utilizando o software
Datanalyses.
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Anexo VI
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Figura 52 - Curva de calibracdo de BSA (0,1 mg/mL), para quantificacdo de proteinas, no
método de Bradford.

Tabela 18 - Valores dos pesos moleculares (MW), distancias percorridas e Rt das bandas presentes
no perfil do marcador.

MW (kDa)| Log (MW) | L(cm) Rf (ecm)
10 10 1,00 5,881 1,000
9 15 1,18 5,707 0,970
8 25 1,40 5,211 0,886
7 35 1,54 4,655 0,792
6 40 1,60 3,993 0,679
5 55 1,74 3,341 0,568
4 70 1,85 2,610 0,444
3 100 2,00 2,097 0,357
2 130 211 1,488 0,253
1 180 2,26 1,235 0,210

Frente Solvente 5,881
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Figura 53 - Curva de calibracdo logaritmo da massa molecular em funcéo da mobilidade relativa
(Ry), referente as bandas do marcador (Figura 42).
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Figura 54 - Perfil das bandas das proteinas (intensidade vs distancia) presentes no marcador do gel de
SDS-PAGE: (A) primeira eletroforese e (B) liofilizado e repeticéo, utilizando a linha celular HepG2.
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Figura 55 - Perfil das bandas das proteinas (intensidade vs distancia) extraidas das células controlo, presente no
gel de SDS-PAGE: (A) primeira eletroforese e (B) liofilizado e repetigdo, utilizando a linha celular HepG2.
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Figura 56 - Perfil das bandas das proteinas (intensidade vs distancia) extraidas das células tratadas com a 4’-CEC,
presente no gel de SDS-PAGE: (A) primeira eletroforese e (B) liofilizado e repeticéo, utilizando a linha celular HepG2.

Tabela 19 - Valores das distancias percorridas (L), Rt e pesos moleculares de algumas bandas
das células controlo, da linha celular HepG2.

Controlo
L (em) | Rf (em) |Log (MW)| MW (kDa)
0.992 0.169 2.247 176.5
1,253 0,213 2.191 155.4
1,470 0,250 2.145 139.7
1.697 0.289 2.097 125.1
1.844 0.314 2.066 116.4
2.166 0,368 1,997 99.4
2.610 0.444 1.903 80.0
2.906 0.494 1.840 69.2
3,149 0,535 1,789 61.5
3.480 0,592 1,718 52.3
3.916 0.666 1.626 42.2
4,220 0.718 1.561 36.4
4,576 0,778 1.486 30.6
5,559 0,945 1,277 18.9
5.759 0.979 1.234 17.2
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Tabela 20 - Valores das distancias percorridas (L), Rf e pesos moleculares de duas
bandas, das células expostas a 4’-CEC, da linha celular HepG2.

4-CEC
L (cm) | Rf (em) |Log (MW) | MW (kDa)
5516 | 0.938 1.286 19.3
5759 | 0.979 1.234 17.2

Anexo VII

Tabela 21 - Parametros obtidos na analise in silico, paraa CMC e CEC, com o software pkCSM.

Propriedade Modelo ¥-CMC | 4-CMC | ¥-CEC 4-CEC
Permeabilidade Caco-2 (log Papy 10-6 cm/s) 1.481 1.369 1.615 1,502
Absorgdo
Absorgéio Intestinal Humano (% absorvida) 92316 92,349 91.83 91.836
Distribuigdo Permeabilidade BEB (log BB) 0.569 0.607 0.588 0.627
Metabolismo Substrato CYP1AZ2 Sim Sim Sim Sim
Toxicidade AMES Nao Nao Nio Nao
Toxicidade | Dose tolerada max humano (log mg/kg/dia) 0,38 0,443 0,315 0,398
Hepatotoxicidade Nio Nio Néao Nio

Tabela 22 — Pardmetros obtidos na analise in silico, paraa CMC e CEC, com o software SwissADME.

Propriedade Modelo 3-CMC | 4#-CMC | 3-CEC 4’-CEC
Absorcio Absorcio gastrointestinal Elevada Elevada Elevada Elevada

Distnibuigdo Permeabilidade EBB Sim Sim Sim Sim

Metabolismo Substrato P-gp Sim Sim Sim Sim
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Tabela 23 — Parametros obtidos na analise in silico, paraa CBC e CI-DEC, com o software pkCSM.

Propriedade Modelo 3’-CBC 4'-CBC | 4-CI-DEC | 3°-CI-DEC
Permeabilidade Caco-2 (log Papp 10-% cm/s) 1.536 1,423 1,514 1,627
Absorcio
Absorcio Intestinal Humano (% absorvida) 90,843 90,831 91,207 91.221
Distribuicdo Permeabilidade BBB (log BB) 0.616 0,654 0,715 0,676
Substrato CYP1A2 Sim Sim Sim Sim
Metabolismo
Substrato CYP2D6 Sim Sim Sim Sim
Toxicidade AMES Nio Nio Nio Nio
Toxicidade | Dose tolerada max. humano (log mg/kg/dia) 0,299 0,373 0,298 0,212
Hepatotoxicidade Nio Nio Nio Nio

Tabela 24 — Pardmetros obtidos na analise in silico, para a CBC e CI-DEC, com o software SwissADME.

Propriedade Modelo 3-CBC 4-CBC | #-CI-DEC | 3>-CI-DEC
Absorgio Absorgio gastrointestinal Elevada Elevada Elevada Elevada
Distribuicdo Permeahilidade BEB Sim Sim Sim Sim
Metabolismo Substrato P-gp Sim Sium Sun Sim
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