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Resumo

A introducdo incessante de novas substancias psicoativas no mercado das drogas
recreativas e consequente consumo humano continuam a ser um desafio consideravel em
termos de salde pablica e para as politicas no que toca as drogas. Dentre as varias classes
de drogas emergentes, destacam-se as catinonas sintéticas. Foram ja descritos varios
efeitos adversos associados ao consumo de catinonas sintéticas, incluindo lesdes renais,
sendo que 0s mecanismos subjacentes a essa nefrotoxicidade ndo estdo ainda
esclarecidos. Neste trabalho pretendeu-se avaliar o potencial nefrotoxico in vitro de duas
catinonas frequentemente consumidas, nomeadamente a metilona e a 34-
dimetilmetcatinona (3,4-DMMC), em células epiteliais do tdbulo proximal humano (HK-
2). A viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio de redugdo do MTT e o teste de
incorporacdo do corante vermelho neutro. As alteracGes morfologicas foram identificadas
por microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia utilizando marcacdo com laranja
de acridina. Além disso, com o objetivo de explorar 0s mecanismos subjacentes a
toxicidade observada, foram ainda avaliados os efeitos de antioxidantes (&cido ascorbico
e N-acetilcisteina), inibidores da apoptose (Z-VAD e Ac-LETD-CHO) e inibidores da
autofagia (3-metiladenina e a wortmanina) na citotoxicidade induzida pelas drogas em
estudo. Os resultados obtidos mostraram que ambos o0s derivados induziram
citotoxicidade de modo dependente da concentracdo e do tempo de exposicao, tendo o
derivado 3,4-DMMC exibido um maior potencial nefrotoxico. Tanto nas células expostas
a metilona como a 3,4-DMMC foi possivel observar vacuolos citoplasmaticos, sugerindo
a inducdo de autofagia. Este resultado foi corroborado pela detecdo de vesiculas acidicas
intracelulares ap6s marcacdo com laranja de acridina. A exposicao das células HK-2 as
catinonas na presenca dos inibidores da autofagia promoveu o aumento da morte celular,
evidenciando o papel protetor da autofagia na nefrotoxicidade das catinonas sintéticas.
Surpreendentemente, verificou-se igualmente um aumento significativo da morte celular
na presenca dos inibidores da apoptose, sendo necessarios estudos adicionais para
elucidar as vias envolvidas. Foi também demonstrado que 0s agentes antioxidantes
estudados potenciaram significativamente a morte celular induzida pela metilona e pela
3,4-DMMC, o que podera estar relacionado com a inibi¢do da autofagia mediada por
espeécies reativas de oxigenio e consequente potenciacdo da morte celular por apoptose.

Contudo, serdo necessarios estudos futuros para verificar esta hipotese.
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Abstract

The incessant introduction of new psychoactive substances in the recreational drug
market and consequent human consumption remains a considerable challenge in terms of
public health and drug policy. Among the several classes of emerging drugs, the synthetic
catinones stood out. Several adverse effects have been reported associated with the use
of synthetic catinones, including renal injury but the mechanisms underlying this
nephrotoxicity have not yet been elucidated. The aim of this study was to evaluate the
nephrotoxic potential, in vitro, of two frequently used synthetic cathinones, namely
methylone and 3,4-dimethylmethcathinone (3,4-DMMC), in human proximal tubule
epithelial cells (HK-2). Cell viability was assessed using the MTT reduction assay and
the neutral red dye incorporation assay. The morphological changes were identified by
phase contrast and fluorescence microscopy using acridine orange staining. In addition,
the effects of antioxidants (ascorbic acid and n-acetylcysteine), apoptosis inhibitors (Z-
VAD and Ac-Letd-CHO) and inhibitors of autophagy (3-methyladenine and
Wortmannin) were also evaluated to explore the mechanisms underlying the observed
toxicity induced by these drugs. The results showed that both derivatives induced
cytotoxicity in a concentration-time dependent manner and 3,4-DMMC exhibited a
higher nephrotoxic potential. In the cells exposed to both methylone and 3,4-DMMC it
was possible to observe cytoplasmic vacuoles, suggesting the induction of autophagy.
This result was confirmed by the detection of intracellular acid vesicular organelles in
acridine orange-stained cells. The exposure of HK-2 cells to cathinones in the presence
of autophagy inhibitors led to increased cell death, evidencing the protective role of
autophagy in the nephrotoxicity of synthetic cathinones. Surprisingly, there was a
significant increase in cell death in the presence of apoptosis inhibitors, with further
studies being needed to elucidate the pathways involved. It was also demonstrated that
the antioxidant agents significantly enhanced cell death induced by methylone and 3,4-
DMMC, which may be related to the inhibition of autophagy mediated by reactive oxygen
species and consequent enhancement of cell death by apoptosis. However, future studies

will be needed to verify this hypothesis.

Keywords: Synthetic cathinones; Nephrotoxicity; HK-2 cells; Cell death; Antioxidants;
Autophagy; Apoptosis.
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l. Enquadramento e objetivos da dissertacdo

O mercado das drogas cresceu exponencialmente em nimero e complexidade nas ultimas
décadas com a introdugdo continua de novas substancias psicoativas (NSP), também
designadas por “drogas legais”. Este termo abrange substancias psicotrépicas na sua
forma natural ou obtidas por sintese que, aquando do seu surgimento, se encontravam
fora do controlo das autoridades. Atualmente, muitas dessas substancias ja adquiriram um
estatuto ilegal em vérios paises, contudo continuam facilmente acessiveis em sites da
Internet (Arunotayanun and Gibbons, 2012; Coppola and Mondola, 2012; Prosser and
Nelson, 2012).

Dentre as varias classes de NPS, destacam-se as catinonas sintéticas que ganharam
notoriedade no contexto recreacional devido aos seus efeitos estimulantes semelhantes
aos de anfetaminas classicas (Coppola and Mondola, 2012; Prosser and Nelson, 2012).
Foram produzidas inicialmente, no final dos anos 20 do século passado, para fins
terapéuticos devido as suas propriedades antidepressivas e anorexigenas (Kelly, 2011).
Contudo, os efeitos toxicos associados levaram a sua inutilizacdo médica e entrada no
mercado das drogas recreativas em 2005, tendo a mefedrona recebido particular aten¢ao
pois foi a primeira a ser conhecida como “legal high” em varios paises, antes de ser
submetida as medidas de controlo europeu, em 2010 (EMCDDA, 2015a).

As catinonas sintéticas sdo vulgarmente conhecidas por “sais de banho”, uma vez que sao
vendidas como tal e ainda rotuladas como impréprias para consumo humano, de forma a
evitar o controlo das autoridades na venda destas substancias (Valente et al., 2014).
Surgiram ent&o no mercado com os mais variados nomes, nomeadamente “Ivory Wave”,
“White Lightning” e “Vanilla Sky”. Através de pequenas alteracbes na sua estrutura
quimica sdo facilmente produzidos novos derivados da catinona, estando constantemente
a surgir novas moléculas no mercado das drogas recreativas. Isto dificulta o controlo por
parte das autoridades, sendo dificil a implementacdo de legislagdo sobre as mesmas
(German et al., 2014; McGraw and McGraw, 2012).

O uso dos analogos sintéticos da catinona tem vindo a crescer de forma exponencial nos
ultimos anos e, juntamente com a sua utilizagdo, os casos de intoxicagdo, criando um
importante desafio para a comunidade cientifica e para as autoridades (Spiller et al.,
2011).
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Alguns estudos recentes demonstraram a toxidade das catinonas sintéticas a nivel
hepético (Luethi et al., 2017; Valente et al., 2016) e neuronal (Valente et al., 2017a;
Valente et al., 2017b). Contudo, ndo existem até ao momento estudos que avaliem o

potencial toxico destas substancias a nivel renal.

Este trabalho teve como objetivo estudar a nefrotoxicidade in vitro de duas catinonas
sintéticas existentes no mercado, a metilona e a 3,4-DMMC. Para esse efeito, foi utilizada
a linha celular imortalizada HK-2 (Human Kidney-2) proveniente do tabulo proximal

humano.

Na primeira parte desta dissertacdo foi efetuada uma revisdo bibliografica sobre o estado
da arte referente as catinonas sintéticas, incluindo a sua toxicocinética, toxicodindmica,
padrGes de consumo, efeitos toxicos e mecanismos associados. Para a recolha dessa
informacdo, procedeu-se a pesquisa e andlise de artigos cientificos publicados no
PubMed, Science Direct e B-on, desde Outubro de 2017 a Julho de 2018. As palavras-
chave utilizadas ao longo da pesquisa foram: “Synthetic cathinones”, “Toxicity”, “HK-2
cells”, “Cell death”, “Antioxidants”, “Apoptosis” e “Autophagy”. Foi ainda recolhida
informacdo em livros didaticos e websites governamentais através do monitor de busca

“Google”.

Na segunda parte do trabalho apresentam-se os objetivos do trabalho experimental, os
protocolos experimentais e o tratamento estatistico utilizado, bem como os resultados

obtidos e respetiva discusséo.

Por ultimo, apresentam-se as conclusdes finais do trabalho bem como todas as referéncias

bibliogréficas utilizadas na elaboracao desta dissertacao.
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1. CATINONAS SINTETICAS

2.1. Perspetiva historica

A planta khat (Catha edulis), originaria do corno de Africa, possui um conjunto de
alcaloides fenilalquilamina, as catinonas naturais. Descoberta por Peter Forskal, durante
uma expedicdo entre 1761 e 1763, esta planta era usada pelos povos nativos de Africa
devido aos seus efeitos psicoestimulantes (Valente et al., 2014). Assim, os homens
juntavam-se para as designadas “khat sessions” onde mastigavam as folhas frescas da
planta. Esta pratica causa um certo grau de euforia, que pode durar até trés horas, e
permanece até aos dias de hoje em algumas tribos de indigenas africanos, nomeadamente
na zona do Congo, Uganda, Quenia, Zadmbia, Malawi e Tanzénia. As folhas frescas da
planta contém diversos compostos incluindo taninos, terpendides, flavondides,
aminoéacidos, esterois e minerais. As folhas sdo apanhadas nas primeiras horas da manha
e vendidas embrulhadas em folha de bananeira para manter a frescura (Balint et al., 2009;
Coppola and Mondola, 2012).

A emigracdo dos povos para os EUA e Europa, bem como o aumento da distribuicéo e
mercados levou a globalizacdo da mastigacdo e utilizacdo das folhas da planta, que
durante muito tempo esteve confinada aos locais onde a planta crescia. Contudo, a
mastigacdo da khat ¢ pouco comum na Europa, verificando-se maioritariamente nos
emigrantes provenientes das zonas africanas onde a planta tem origem. Isto deve-se ao
facto da planta ter um tempo de vida curto, entre a colheita e 0 consumo. Para além disso,
a mastigacdo é uma via de administracdo pouco efetiva e com um aparecimento demorado
dos efeitos pretendidos (Feyissa and Kelly, 2008; Griffiths et al., 2010).

O principal composto psicostimulante presente na planta khat é a catinona, um alcaloide
natural a partir do qual foram sintetizadas, no século XX, as catinonas sintéticas, analogos
da catinona (Coppola and Mondola, 2012). Substancias como a bupropiona, pirovalerona
e a metilona foram inicialmente sintetizadas com propositos terapéuticos, como
antidepressivos e anorexigenos. Contudo, os seus efeitos psicoativos levaram a utilizagao
indevida destas substancias no mercado das drogas recreativas (Markantonis et al., 1986;
Prosser and Nelson, 2012).
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As catinonas sintéticas passaram entdo a ser consumidas como alternativas “legais” a
drogas classicas como as anfetaminas e a cocaina, tornando-se conhecidas como “legal
highs”, uma vez que estas ndo estavam inicialmente sob o controlo das autoridades
policiais. Desta forma, as catinonas sintéticas emergiram no mercado das drogas
recreativas de forma crescente, representando juntamente com os canabinoides sintéticos
mais de dois tercos das NPS existentes no mercado (Karila et al., 2015). Durante o ano
de 2014, cerca de 31 catinonas sintéticas foram reportadas pela primeira vez, perfazendo
assim um total de 77 catinonas, tornando-as o segundo maior grupo de substancias
monitorizadas pelo European Monitoring Centre for Drug and Drug Addiction
(EMCDDA) (EMCDDA, 2015a). Segundo o Relatério Europeu sobre drogas de 2018,
foram notificadas cerca de 71 000 apreensbes de NSP, sendo que as catinonas sintéticas
representaram 33% dessas apreensdes. Estas substancias representaram um total de quase
1,9 toneladas de droga apreendida, ou seja, este foi 0 grupo de drogas mais apreendidas
em termos de quantidades em 2016 (EMCDDA, 2018).

Estas substancias eram inicialmente adquiridas livremente em lojas especializadas
(“smartshops™) e permanecem facilmente acessiveis em websites da Internet, com os mais
diversos nomes, nomeadamente “Blue Silk”, “Charge +”, “Ivory Snow”, “Ivory Wave”,
“Ocean Burst”, “Purple Wave” ou “Vanilla Sky” (Figura 1). De forma a escapar ao
controlo das autoridades, as catinonas sintéticas sao comercializadas sob a designacao de

“sais de banho” ou “fertilizantes para plantas” e rotuladas como improprias para consumo

humano (Fass et al., 2012).

Figura 1. Exemplos de embalagens contendo catinonas sintéticas (Fonte: Google imagens - A
[https://clearminds.wordpress.com/2016/12/03/synthetic-drugs-part-2-bath-salts/] e B
[http://allthingswildlyconsidered.blogspot.com/2011/06/bath-salts-outside-tub.html])
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2.2. Estrutura quimica

As catinonas sintéticas sdo derivados fenilalquilamina muito semelhantes as anfetaminas,
sendo também designadas de B-ceto-anfetaminas. Tal designacdo deve-se ao facto das
catinonas sintéticas possuirem um grupo ceto no carbono B da cadeia alquilamina ligado
a um anel benzénico (Figura 2) (Coppola and Mondola, 2012). Os derivados da catinona
possuem um centro quiral que se pode apresentar na forma de estereocisomero S ou R,
com diferentes poténcias. Os derivados disponiveis no mercado negro sao
maioritariamente misturas racémicas, ao passo que a catinona natural presente na planta
khat estd na forma de enantiomero S. Relativamente a sintese da catinona e dos seus
derivados, esta pode ser feita clandestinamente por oxidagdo de um precursor com uma
substituicdo feniletanolamina, através da utilizacdo de permanganato de potassio em
acido sulfurico ou outro agente oxidante. De forma a obter uma melhor estabilidade,

muitos destes compostos sdo vendidos sob a forma de sal (Katz et al., 2014).

As diferentes estruturas quimicas das catinonas sintéticas implicam diferentes lipofilias.
Estas podem diferir no comprimento da cadeia substituinte no carbono alfa ou no azoto,
influenciando assim a lipofilia da molécula, sendo este parametro tanto maior quanto
maiores as cadeias de carbono adicionadas. A lipofilia esta relacionada com a capacidade
da molécula atravessar a Barreira Hemato-Encefalica (BHE), ou seja, 0s compostos mais
lipofilicos, nomeadamente a 3,4-metilenodioxipirovalerona (MDPV) e a 3,4-
metilenodioxi-a-pirrolidinopropiofenona (MDPPP), tém maior capacidade para
atravessar essa mesma barreira, 0 que se traduz numa maior poténcia. Para além disso, a
MDPV possui ha sua estrutura quimica um atomo de azoto ligado a 3 carbonos formando
uma amina terciaria, responsavel pela sua alta solubilidade em solventes organicos
(Banks et al., 2014; Coppola and Mondola, 2012).

A partir da estrutura base, as catinonas podem ter diversos substituintes, podendo assim

ser divididas em quatro familias.
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Figura 2. Estrutura quimica da catinona (A) e estrutura base das catinonas sintéticas (B)
(adaptado de (Valente et al., 2014)).

O primeiro grupo € o das catinonas N-alquiladas e inclui compostos que foram
primeiramente sintetizados para fins medicinais, como € o caso da dietilpropiona e
dimetilpropiona, com propriedades anorexigenas e a bupropiona, possuindo um grupo N-
t-butil e um cloro na posicéo 3 do anel, como antidepressivo. A N-alquilagio pode ocorrer
na posicdo Ri, Rz, Rs, R4, formando as diferentes catinonas pertencentes a esta familia,
nomeadamente a etcatinona, efedrona, mefedrona, flefedrona, bufedrona, 4-
metiletcatinona (4-MEC), pentedrona e 3,4-dimetilmetcatinona (3,4-DMMC), que foram
introduzidas no mercado das drogas recreativas (Figura 3) (Kelly, 2011; Valente et al.,
2014).

A partir da adigdo de um grupo 3,4-metilenodioxi no anel benzénico, surge a familia das
catinonas 3,4-metilenodioxi-N-alquiladas. A metilacdo na posicdo Ri1 produz a
metilona, ao passo que, se esta substituicdo ocorrer em R4 obtém-se a pentilona, ambas
pertencentes a este grupo. Para além destes compostos, também a etilona e a butilona
pertencem a esta familia, que é estruturalmente semelhante as 3,4-
metilenodioxianfetaminas, como a 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), a 3,4-
metilenodioxietanfetamina (MDEA), a N-metil-1,3-benzodioxolilbutanamina (MBDB) e

a N-metil-1,3-benzodioxolipentanamina (MBDP) (Figura 4).
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Figura 3. Estrutura quimica dos derivados pertencentes a familia das catinonas N-alquiladas

(adaptado de (Valente et al., 2014)).
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Figura 4. Estrutura quimica das catinonas pertencentes a familia das catinonas 3,4-metilenodioxi-

N-alquiladas (A) e respetivos analogos ndo [3-ceto (adaptado de (Valente et al., 2014)).
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A terceira familia apresenta uma substituicdo pirrolidinil no atomo de azoto, sendo
designadas de catinonas pirrolidinofenonas. As substituicbes mais comuns nesta
familia sdo uma cadeia lateral metilo, etilo ou propilo no carbono a (Zaitsu et al., 2009).
Nesta familia podemos encontrar moléculas como a a-pirrolidinopropiofenona (a-PPP),
0 4-metil-a-pirrolidinopropiofenona (MPPP) (que resulta da metilacdo do anel benzénico
da o-PPP), o 4-metil-a-pirrolidinobutirofenona (MPBP), a pirovalerona e o 4-metil-a-
pirrolidinohexanofenona (MPHP) (Figura 5).

a-PPP
D
(0] (0]
/O)H/O /O/”ﬁ/g N
N N
CH
HsC 3 HJC\O CHg
MPPP MOPPP a-PVP
j D
D ~ :
N
HaC H,C
HAC
MPBP Pirovalerona MPHP

Figura 5. Estrutura quimica de alguns derivados pertencentes a familia das catinonas N-
pirrolidinas (adaptado de (Valente et al., 2014).

A partir da combinagéo da segunda e terceira familia, obtemos a familia das catinonas
3,4-metilenedioxi-N-pirrolidina (Figura 6). Este grupo apresenta as substituicdes
presentes na familia das catinonas 3,4-metilenodioxi e da familia N-pirrolidina e inclui a
MDPPP, 3,4-metilenodioxi-a-pirrolidinobutirofenona (MDPBP) e a MDPV.
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Figura 6. Estrutura quimica de alguns derivados pertencentes a familia das catinonas 3,4-
metilenodioxi N-pirrolidinas (adaptado de (Valente et al., 2014).

Existe ainda a nafirona (Figura 7), que nédo se insere em nenhum dos outros grupos. Esta
molécula apresenta um anel naftilo, que nunca se verificou em nenhuma outra catinona

até a data, e pode apresentar-se na forma de isomeros a e p-nafirona (Valente et al., 2014).

o A

B-nafirona a-nafirona

Figura 7. Estrutura quimica da o e B-nafirona (adaptado de (Valente et al., 2014).

2.3. Propriedades e padrdes de utilizacdo das catinonas sintéticas

As catinonas sintéticas encontram-se normalmente sob a forma de p6 amorfo ou cristalino
e de cor branca ou acastanhada (Coppola and Mondola, 2012). Estas sdo normalmente
transportadas sob a forma de po para os distribuidores, onde podem ser transformadas em

comprimidos ou capsulas para posterior venda (German et al., 2014).

A metilona foi primeiramente reportada em 2004, sendo vendida como um ambientador
de baunilha, na forma de uma solucdo liquida (Karila et al., 2015). Por sua vez, a
mefedrona apresenta-se na forma de sal e € vendida em misturas racémicas contendo o

estereoisomero S e R. Relativamente a este composto, os utilizadores descrevem um odor
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caracteristico semelhante a uma mistura de cloro, baunilha e urina, tal como é descrito

paraa MDPV, quando exposta ao ar (Valente et al., 2014).

As vias de administragdo mais comuns sdo a insuflacdo nasal e a ingestdo. Atribui-se o
nome de “bombing” ao método em que o composto na forma de pd ¢ enrolado em papel
de cigarro e ingerido. Para a utilizacdo nasal ou “snorting”, existe o “keying” que consiste
em mergulhar uma chave no pé e inala-lo. Apesar de menos comuns, a administragdo
retal, gengival, inalatdria e intravenosa ou intramuscular também j& foram descritas. O
“eyeballing” ¢é outra técnica também reportada, onde as catinonas sdo inseridas no olho
(Karila et al., 2015; Prosser and Nelson, 2012).

Para as folhas de khat, a via oral é a mais comummente utilizada, através da mastigacao
das folhas ou da preparacéo de infusdes. Para se obterem efeitos estimulantes, a dose de
folhas varia normalmente de 100 a 500 g. Comparativamente aos compostos sintéticos
utilizados, a dose de folhas tem de ser muito superior de forma a obter os efeitos

pretendidos, devido a baixa quantidade de alcaloides psicostimulantes na planta.

Para as catinonas sintéticas, as doses utilizadas podem variar entre algumas mg e 1 g, ndo
havendo conhecimento, por parte dos utilizadores, da pureza do pé que estdo a
administrar. Em alguns casos ocorre também a utilizacdo concomitante de varias drogas,
nomeadamente das catinonas sintéticas com alcool ou canébis de forma a potenciar 0s
efeitos pretendidos ou para contrariar os efeitos indesejaveis como a fadiga, dores e
amnésia (Kelly, 2011; Prosser and Nelson, 2012). Para a mefedrona, a via mais comum é
a insuflacdo nasal. Para este composto, a dose pode variar entre 15 a 250 mg na ingestéo
e 5 a 125 mg para a insuflacdo, chegando a ser consumido em sessdes continuas com 100
a 200 mg a serem administradas por hora, ao que se da o nome de ‘“stacking”.
Relativamente ao tempo de duracdo dos efeitos, estes mantém-se durante 1 a 2 horas, com
inicio 10 a 20 minutos apds a inalacdo. Por outro lado, na ingestao, apesar dos efeitos
aparecerem apenas ao fim de 45 minutos, estes podem durar até cerca de 5 horas. A via
na qual os efeitos surgem mais rapido (apos 10 minutos) € a intravenosa, durando apenas
30 minutos. Numa s6 sessdo, € frequente os consumidores recorrerem a diferentes vias de
administracdo para obter efeitos mais rapidos e duradouros (Kelly, 2011; Valente et al.,
2014). A injecdo das catinonas pode acarretar diversos efeitos desagradaveis,
nomeadamente a sensacdo de queimadura no local da injecdo, podendo estes efeitos

agravar-se com a repeticdo das injecOes, surgindo a erosdo da pele, infecdo localizada,
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bolhas, abcessos, tecido gangrenado, coagulos sanguineos, dorméncia permanente e
espasmos (EMCDDA, 2015b).

Na administragéo intramuscular utilizam-se normalmente doses de 10 a 50 mg. Contudo,
em individuos que ja desenvolveram tolerancia aos efeitos psicostimulantes, podem
atingir doses de 100 mg (Chavant et al., 2015).

O desconforto nasal é um dos fatores que leva os utilizadores a optarem pela via oral, ou
até mesmo retal, intramuscular ou intravenosa, como alternativa a via inalatéria. Uma vez
que as catinonas sintéticas sdo sollveis em agua sdo muitas vezes dissolvidas em bebidas

e posteriormente ingeridas (German et al., 2014).

No consumo de MDPV, é recorrente a repeticdo da dose. Apesar desta droga ter a
capacidade de proporcionar efeitos estimulantes com apenas 5 mg, a dose pode variar
entre 5 e 20 mg. Alguns consumidores relataram o aparecimento de efeitos indesejaveis
de “come down” com doses superiores a 15 mg, contudo, ja foram também reportadas
doses de 200 mg (Psychonaut Web Mapping, 2009). A poténcia de efeitos para este
composto é semelhante para as duas principais vias, oral e nasal, e ocorrem cerca de 30
minutos apds 0 consumo, sendo a duracao para a via nasal e oral de 2 a 3,5 horase 7 a 8
horas, respetivamente. A metilona foi inicialmente vendida em tubos contendo 5 ml e as
doses administradas variavam entre as 100 e 300 mg, sendo as doses consideradas pesadas
a partir dos 250 mg. Ao fim de 15-20 minutos iniciam-se os efeitos que se prolongam

durante 3 horas, podendo alguns deles ser sentidos durante 24 horas (Valente et al., 2014).

2.4. Farmacocinética

A concentracdo de catinona presente na planta khat é aproximadamente 78 a 343 mg por
100 g da planta fresca. Os seus efeitos psicostimulantes aparecem cerca de meia hora apds

a mastigacéo, perdurando por um periodo de trés horas (Valente et al., 2014).

Quando a planta é mastigada, ha a degluticdo dos sucos, ocorrendo a absor¢do em duas
fases distintas: a primeira, a nivel da mucosa oral, e a segunda no estdmago e intestino
delgado. Segundo Toennes (2003), durante a mastigacdo a maioria dos alcaloides da
planta sdo extraidos através da saliva, uma vez que 0s ensaios in vivo demostraram que

apenas 10% da quantidade inicial dos mesmos foi encontrada nos residuos da folha apés
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a sua mastigacédo. A cavidade oral € entdo exposta a uma alta concentracdo de alcaloides,
assumindo um papel relevante na absorcdo destes, enquanto que o estdmago/intestino
delgado recebem o suco das folhas que € deglutido (Feyissa and Kelly, 2008; Toennes et
al., 2003).

Estudos indicam que a concentracdo plasmatica de catinona é dependente da dose
ingerida, ao contrario do tempo para atingir o pico de concentracdo, que se verificou ser
independente da quantidade consumida (Valente et al., 2014).

Apbs absorcdo e metabolizacdo da catinona, menos de 7% da quantidade administrada
aparece inalterada na urina, sendo a maioria eliminada na forma de metabolitos, a catina
e norefedrina (Feyissa and Kelly, 2008). Assim, a quantidade de norefedrina excretada na
urina € superior a ingerida, uma vez que a primeira surge da combinacao da norefedrina
ingerida a partir da planta com a que resulta do metabolismo da catinona (Toennes and
Kauert, 2002).

Relativamente aos derivados sintéticos da catinona, a dose administrada varia consoante
0 composto em questdo, a sua poténcia e efeitos, e, ainda, a via de administracdo (Valente
et al., 2014). As catinonas sintéticas ttm uma capacidade diminuida para atravessar a
BHE, uma vez que estas possuem um grupo B-ceto que confere um aumento da sua
polaridade. Em comparagdo com as anfetaminas, existe a necessidade de utilizar doses
mais elevadas das catinonas sintéticas para obter efeitos com poténcia semelhante, uma
vez que as primeiras tém maior capacidade para atravessar a BHE devido a auséncia do
grupo B-ceto (Kelly, 2011).

Numa s6 sessdo de khat é frequente a utilizacdo de mais do que uma via de administracdo
para se atingir os efeitos pretendidos mais rapidamente e de forma duradoura. As
principais vias utilizadas sdo a via oral e intranasal, apresentando um inicio de acao

semelhante, que ocorre ao fim de 15-30 minutos (Karila and Reynaud, 2011).

Apos serem absorvidas, a catinona sofre reagbes metabolicas de fase I, onde ocorre a
redug¢do do grupo B-ceto, que é transformado em alcool, através da agdo das enzimas
microssomais hepaticas, formando-se desta forma a catina e a norefedrina (Figura 8). A
catinona apresenta dois estereoisomeros, a S-catinona e a R-catinona, que sofrem
metabolismo estereoseletivo transformando-se em norefedrina e catina, respetivamente
(Valente et al., 2014).
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Figura 8. Metabolismo da catinona em catina e norefedrina (adaptado de (Valente et al., 2014).

Na familia das catinonas N-alquiladas, nomeadamente para a mefedrona, 0 metabolismo
pode ocorrer por diferentes vias (Figura 9). Este composto sintético pode sofrer uma N-
desmetilacdo da amina primaria, cujo metabolito resultante pode ser oxidado ou reduzido.
Por outro lado, pode ocorrer a oxidacdo do grupo metilo presente no anel aromatico,
produzindo-se um alcool que, posteriormente, pode ser oxidado a &cido carboxilico e
reduzido no grupo B-ceto. Os metabolitos de fase | podem ser submetidos a reacfes de
fase 11, sendo conjugados com o &cido glucurénico ou ido sulfonato e, posteriormente,
excretados na urina (Coppola and Mondola, 2012; Debruyne et al., 2010). Um estudo
realizado por Pedersen et al (2013) concluiu que a CYP2D6 € a principal isoenzima do
citocromo P450 responsavel pelo metabolismo de fase | da mefedrona (Pedersen et al.,
2013). Ainda dentro desta familia de catinonas, encontra-se a flefedrona, que apresenta
um metabolismo mais lento comparativamente as restantes catinonas. Isto deve-se ao
facto desta apresentar uma ligacdo C-F, o que a torna mais resistente a hidrolise
enzimatica, originando compostos mais estaveis (Valente et al., 2014). O seu
metabolismo de fase I inclui a hidroxilagdo do anel fenilo, a reducao da porcao -ceto e
N-desmetilacdo, sendo esta ultima mediada pelo CYP2B6. Contudo, estudos in vitro
concluiram que as isoenzimas 2D6, 2C19, 2E1 e 3A4 sdo também capazes de catalisar

essa reacdo. Neste caso ocorrem reagdes de fase Il, isto é, conjugacdo com &cido
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glucurdnico e ido sulfonato dos metabolitos obtidos na B-ceto reducdo (Meyer et al.,
2012).

Fasel

OH
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)@/Lf | NN
CH | CH
HaC > He” NF 2
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A
%

n (0]
“CH, N
HO CH,
O

Fase Il

>
@
o}

X = -CHa; -OCH; -OCOCH3
X2 =-H; 'CH3
X3 =-H; =0 (if XZ — -CH3)

Figura 9. Metabolismo de fase | da mefedrona e metabolitos de fase Il. [R] reducéo; [DM] N-

desmetilacdo; [Ox] oxidacdo (adaptado de (Valente et al., 2014).

O metabolismo das catinonas 3,4-metilenodioxi-N-alquiladas pode ocorrer de trés formas

distintas, tal como apresentado na Figura 10: i) desmetilenacdo, seguida de O-metilacéo,
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mediada pela catecol-O-metiltransferase (COMT); ii) N-desalquilacéo, que constitui uma
via minoritéria; e iii) a redugdo da porgao B-ceto. Os metabolitos hidroxilados resultantes
da desmetilenacdo e N-desalquilacdo tém maior probabilidade de sofrer reacdes de fase
I, nomeadamente glucuronidacéo e sulfonacdo. Os conjugados resultantes dessas reagdes
sdo excretados por via urindria juntamente com a fracdo de droga ndo metabolizada
(Coppola and Mondola, 2012; Prosser and Nelson, 2012).

Xi1=-CH3, X2 = H, Metilona

Xi1=-C:2Hs, X2 = H, Etilona
X1=-CH3, X2 = CH3 Butilona

o) 0O
SORGL SR
9 X2 9 X2

[DMN]l
4
©
0 OH
H H
HO N 0 N_
X4 < X4
HO X2 O XZ
M
M] 2
/4
0 o)
H H
HC~ ¥% X,
HaC
HO X, ¥~o X,

Figura 10. Metabolismo de fase I das catinonas 3,4-metilenodioxi-N-alquiladas, sendo que o [R]
representa uma reducgdo, [DA] uma N-desalquilacdo, o [DMN] corresponde & desmetilenagédo e o
[M] uma O-metilacio (adaptado de (Valente et al., 2014).

Para os derivados N-pirrolidina, nomeadamente a MDPV e a a-pirrolidinovalerofenona
(a-PVP), podem-se verificar vias metabolicas comuns, ocorrendo a conversdo do grupo

cetona da amina em alcool (Figura 11). Relativamente a MDPV, a abertura do anel
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metilenodioxi seguida de desmetilacdo, produz um catecol e o metoxicatecol
pirovalerona, sendo estes os principais metabolitos deste composto. Estes s&o
posteriormente excretados na urina, ap6s serem submetidos a conjugagdo com o acido
glucurdnico ou ido sulfonato. Tanto a MDPV como a a-PVP produzem aminas primarias
apos a degradacdo do grupo pirrolidina (Prosser and Nelson, 2012; Valente et al., 2014).
Por outro lado, existe também a possibilidade de hidroxilagdo do anel pirrolidina na
posicdo 2’, seguida de desidrogenacdo, originando, primeiramente, uma cetona e
seguidamente um anel lactamico. Este anel pode ainda abrir formando o respetivo aldeido
alifatico, sendo que a sua posterior oxidacéo forma um acido carboxilico. Os metabolitos
que possuem um grupo hidroxilo, estdo mais sujeitos as reacdes metabodlicas de fase 1l
(Meyer et al., 2010; Valente et al., 2014). Segundo Springer et al (2005), a MDPPP tem
também como principal via de metabolizacdo uma desmetilacdo, catalisada

principalmente pela CYP2D6, dando origem ao di-OH-PPP (Springer et al., 2005).
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Xi1=-H, o-PVP
X1 =-3,4-metilenodioxi, MDPV
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Figura 11. Metabolismo de fase | dos derivados pirrolidina, sendo que o [R] representa uma
reducdo; [OH] hidroxilagéo; [DH] desidrogenacéo; [Ox] oxidacdo (adaptado de (Valente et al.,
2014).

2.5. Farmacodinamica

As catinonas diferem das anfetaminas apenas pela presenca de um grupo cetona na
posicdo 3, 0 que torna expectavel que esta semelhanca estrutural se traduza em efeitos
semelhantes (Simmler et al., 2013). A catinona, catina e norefedrina presentes nas folhas
da planta khat séo capazes de induzir a libertacdo de noradrenalina no sistema nervoso
central, sendo a catinona o alcaloide mais potente. Tal como as anfetaminas, a catinona
apresenta propriedades estimulantes e efeitos simpaticomiméticos. Além disso, a
semelhanga das anfetaminas, a presenga do grupo metilo na posicdo o da cadeia

feniletilamina previne a inativagdo da catinona, catina e norefedrina pela monoamina
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oxidase (MAO). A catinona exibe maior capacidade de inibi¢ao sobre esta enzima que as
anfetaminas, sendo mais seletiva para a isoenzima MAO-B. Esta forma da MAO é a
responsavel pela degradacdo da dopamina, logo a sua inibigdo leva a um aumento da

disponibilidade da dopamina a nivel sinaptico (Kelly, 2011; Valente et al., 2014).

As catinonas sintéticas exercem o seu efeito através da interacdo com os transportadores
da membrana plasmética, nomeadamente o da dopamina (DAT), o da noradrenalina
(NET) e o da serotonina (SERT), tendo como consequéncia 0 aumento destas aminas na
fenda sinaptica (Valente et al., 2014). Segundo (Kelly, 2011), a metcatinona e a metilona
demonstraram uma inibic¢do do transportador da dopamina semelhante a metanfetamina
e MDMA. A primeira mostrou ainda ter a capacidade de aumentar a dopamina
extracelular de forma dependente da dose.

As drogas podem ser classificadas como substratos ou entdo podem funcionar como
bloqueadores aquando da interacdo com os transportadores de membrana. Assim, quando
a droga leva a interrup¢do do armazenamento vesicular e estimula a libertacdo dos
neurotransmissores, através da alteracdo do fluxo normal, atuam como substratos, como
é o caso das anfetaminas. Por outro lado, a droga exerce um efeito blogueador quando
inibe a recaptacdo do neurotransmissor da fenda sinaptica, como a cocaina (Valente et
al., 2014).

A efedrona e a flefedrona sdo duas drogas com acdo inibidora da captacdo da
noradrenalina e dopamina, tendo ainda a capacidade de aumentar a libertacdo da
dopamina. Estudos in vitro demonstraram que todas as catinonas tem capacidade de

atravessar eficientemente a BHE (Simmler et al., 2013).

A afinidade que as drogas tém para determinados transportadores esta associada a alguns
dos efeitos que estas exercem. Por exemplo, a afinidade para o SERT tem sido associada
a paranoia e alucinagdes, enquanto que a afinidade para o NET esté relacionada com os
efeitos simpaticomiméticos das catinonas, estando os efeitos psicostimulantes e o
potencial aditivo relacionados com a capacidade destas de inibir o DAT. O facto destas
drogas provocarem uma deplecdo da serotonina e dopamina leva a sintomas de depressédo
e anedonia (Valente et al., 2014).

Assim, as catinonas sintéticas apresentam dois mecanismos de agdo principais,

nomeadamente a inibicdo da recaptacdo das monoaminas, diminuindo desta forma a
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eliminacdo dos neutrotransmissores da fenda sinaptica e a libertacdo dos
neurotransmissores das suas reservas intracelulares, as vesiculas sinépticas. Esta maior
libertagdo vesicular ocorre devido a alteracbes no pH das mesmas e ainda pela inibicéo
do transportador vesicular de monoaminas (VMAT?2). Este transportador encontra-se na
membrana vesicular e realiza o transporte das monoaminas para o interior das vesiculas,
ou seja, a sua inibicdo leva a uma acumulagdo dos neurotransmissores a nivel do

citoplasma celular (Prosser and Nelson, 2012).

O facto dos farmacoforos das monoaminas enddgenas, dos andlogos das anfetaminas e
das catinonas sintéticas serem iguais, permite fazer previsdes relativamente a atividade
destes compostos. Por exemplo, a ciclizacdo da cadeia alifatica da amina terminal tem
como efeito a diminuicdo da libertacdo de neurotransmissores, mas nao provoca
alteracdes a nivel da capacidade da droga para inibir a recaptacdo dos mesmos. Assim,
pequenas modificacdes na estrutura quimica, podem levar a alteracdes significativas na

seletividade dos compostos para atuarem a nivel dos transportadores (Banks et al., 2014).

A metilona é tdo potente como a metanfetamina e MDMA na inibi¢do ndo seletiva da
recaptacdo das monoaminas. Mais ainda, esta droga tem a capacidade de induzir o
transporte inverso dos neurotransmissores (Sogawa et al., 2011). Estudos demonstraram
ainda que a mefedrona, etilona, butilona e nafirona s&o inibidores ndo seletivos dos
transportadores das catecolaminas e, excetuando a nafirona, promovem a libertacdo de
serotonina. JA& a MDPV comporta-se como bloqueador seletivo dos transportadores das

monoaminas, apresentando maior poténcia para o DAT e SERT (Valente et al., 2014).

Desta forma, com base na capacidade das catinonas atuarem como substratos ou inibirem
os diferentes transportadores das monoaminas, estas podem ser divididas em trés grupos:
o primeiro grupo inclui a mefedrona, metilona, etilona, butilona e nafirona, que séo, entéo,
inibidores ndo seletivos da recaptacdo das monoaminas, tal como a cocaina, sendo que
todas elas, a excecdo da nafirona, levam a libertacdo de serotonina; o segundo grupo é
composto pela catinona, metcatinona e flefedrona, que sdo designadas por catinonas
“methamphetamine like”, com capacidade de inibir a recaptagdo das catecolaminas e
potenciar a libertacdo apenas de dopamina; e o Ultimo grupo, onde se inserem 0S
derivados pirovalerona, que se comportam como inibidores seletivos da recaptagéo de
catecolaminas mas ndo atuam como substratos para a sua libertacdo (Simmler et al.,
2013).

19



Avaliacdo in vitro do efeito de antioxidantes e inibidores da apoptose/autofagia na nefrotoxicidade
induzida por catinonas sintéticas

2.6. Efeitos toxicos

As catinonas sintéticas sdo consumidas com a finalidade de se obter efeitos estimulantes
semelhantes aos da cocaina e anfetaminas, como o aumento da empatia, libido, energia e
sociabilidade (Coppola and Mondola, 2012). Contudo, estes efeitos podem ser
acompanhados de alguns sintomas indesejados, podendo afetar os varios sistemas,
nomeadamente  cardiovascular, gastrointestinal, respiratorio, neurologico,

musculosquelético e oftdlmico (Prosser and Nelson, 2012).

Os sintomas decorrentes da utilizacdo destas drogas podem ter diferentes intensidades
consoante a dose e o tipo de catinona consumida, a via de administracdo e as
caracteristicas de cada individuo. E relativamente frequente o aparecimento de sintomas
desagradaveis como a agitacdo, confusdo, insénias, anedonia, perda de memoria a curto
prazo, dor de cabeca, bem como tolerancia e dependéncia. Para além disso, a utilizacao
de catinonas sintéticas ocorre muitas vezes em simultdneo com outras substancias como
o alcool, cocaina e MDMA, potenciando assim o aparecimento desses efeitos (Valente et
al., 2014).

Foram ja reportados varios casos de intoxicacdo aguda por catinonas sintéticas.
Normalmente, os individuos intoxicados apresentam sintomas bastante diversos. Estes

podem-se dividir em sintomas:

) cardiovasculares- taquicardia, dor no peito, hipertermia, hipertenséo,
alteracdes do segmento ST e enfarte do miocardio;

i) gastrointestinais- vémitos, nauseas, dor abdominal e faléncia hepatica;

iii) renais- hiponatremia, hipercalemia, hiperuricemia, aumento da creatinina
sérica, lesdo renal e insuficiéncia renal aguda;

iv) pulmonares- taquipneia, acidose respiratéria e faléncia pulmonar;

V) do sistema hematolégico- coagulagdo intravascular, anemia e
trombocitopenia;

vi) do sistema nervoso central — insonia, tonturas, dor de cabega, confuséo,
temores, convulsdes distonia e parestesia;

vii)  do sistema oftdlmico — visdo turva e midriase;

viii) e, para além destes, os individuos podem apresentar hipertermia, edema

cerebral, rash cutédneo, dores Gsseas e consequéncias especificas da
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administracdo intravenosa como infecdo local, coagulos sanguineos,
obstrucéo das veias e abcessos. Os casos mais graves podem culminar em
faléncia multiorganica e morte (Coppola and Mondola, 2012; German et al.,
2014; Karila et al., 2015).

No caso das intoxicacOes por mefedrona, os doentes apresentaram vasoconstricdo nas
extremidades, rash cutaneo, despigmentacdo da pele e bruxismo (Coppola and Mondola,
2012). Por outro lado, os consumidores de MDPV apresentam maior propensdo a
comportamentos bizarros e alucinagdes suicidas e os dados existentes indicam que, na
Finlandia e Reino Unido, a MDPV foi detetada em 107 intoxicacGes nao fatais e em 99
mortes. Em doses normais (100 a 200 mg), a metilona leva a efeitos de euforia, alerta e
aumento de empatia, contudo, os casos de intoxicacao associados a esta catinona ocorrem
maioritariamente quando ha o consumo simultaneo de outras drogas ilicitas (Karila et al.,
2015).

Relativamente aos mecanismos subjacentes a toxicidade das catinonas sintéticas, foram
ja realizados alguns estudos em células hepéticas e neuronais. Valente et al (2017a)
utilizou um modelo humano de neurdénios dopaminérgicos, as células SH-SY5Y, de
forma a avaliar o envolvimento da autofagia na neurotoxicidade provocada pela metilona
e MDPV. Os resultados mostraram um aumento da vacuolizacdo citoplasmatica apds
exposicao as drogas, sugerindo a presenca de autofagia. Para além disso, resultados de
fluorescéncia mostraram que os dois compostos testados induzem a formacdo de
vesiculas acidicas, havendo ainda o aumento da proteina LC3-1l, associada a uma maior
formagdo de autofagossomas. Mais ainda, foi verificado que o antioxidante N-
acetilcisteina (NAC) reverteu a producao de espécies reativas e diminuiu a expressao da
LC3-II, diminuindo consequentemente a formacdo de autofagossomas (Valente et al.,
2017a). Tambeém em termos de neurotoxicidade das p-cetoanfetaminas, a metilona e a
MDPV mostraram induzir a formacdo de espécies reativas, de forma dependente da
concentracdo, tendo a apoptose sido também um dos mecanismos associados a toxicidade

neuronal destas drogas, por ativagao da caspase-8 (Valente et al., 2017D).

Também Rosa-Hernandez et al (2016) evidenciou num estudo em células endoteliais de
cérebro de bovino que a MDPV aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Rosas-Hernandez et al., 2016).
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Um outro estudo conduzido por Valente et al (2016) usando a linha celular humana
HepaRG e hepatdcitos de rato em cultura priméria revelou que as catinonas provocaram
um aumento na producdo de ROS e de espécies reativas de azoto (RNS), havendo uma
diminuicdo parcial da morte celular na presenca da NAC e do &cido ascorbico (AA). Ao
utilizar um inibidor das caspases 8 e 9, 0 Ac-LETD-CHO, concluiram que a apoptose é
um dos mecanismos inerentes a hepatotoxicidade das catinonas sintéticas, nomeadamente
da metilona, 4-MEC, MDPV e pentedrona uma vez que a presenga deste inibiu
significativamente a morte causada por estes compostos. Assim, puderam concluir que a
hepatotoxicidade associada a estas drogas deve-se principalmente ao stress oxidativo e
disfuncdo mitocondrial, estando a apoptose intrinseca e extrinseca envolvida na morte

celular observada (Valente et al., 2016).

Mais recentemente, Luethi et al (2017) usando células HepG2 verificou que a bupropiona,
MDPPV, mefedrona e nafirona induziram morte celular de forma dependente da
concentracdo, a excecao da metilona. Estas mostraram causar deplecdo de ATP e aumento
na producdo de ROS (Luethi et al., 2017).

2.7. Tratamento de intoxicacdes agudas

O tratamento de intoxicacBGes por catinonas sintéticas passa apenas pela aplicacdo de
medidas de suporte, ndo existindo até a data nenhum antidoto (Paillet-Loilier et al., 2014).
Nos casos de agitacdo, psicose, taquicardia e hipertensdo, sdo tratados através da
administracdo de ansioliticos e antipsicoticos, de forma a minimizar a excessiva
libertacdo de adrenalina e noradrenalina, sendo os farmacos mais utilizados o lorazepam,
diazepam, haloperidol e risperidona, sozinhos ou em associa¢do. A ventilagdo mecénica
é normalmente usada para proteger as vias respiratorias. No caso de correr hipertermia, a
temperatura corporal € reestabelecida por arrefecimento brusco (Karila et al., 2015;
Prosser and Nelson, 2012). O consumo de catinonas sintéticas pode levar ao aparecimento
de hiponatremia, por aumento da libertacdo de vasopressina e edema cerebral. O
tratamento consiste na restricdo da ingestdo de agua e administracdo de solugbes
hipertonicas, de forma a reestabelecer rapidamente os valores séricos de sddio. No caso
do intoxicado apresentar isquemia coronaria, o procedimento pode passar pela
administracdo de nitroglicerina, morfina e agentes antiplaquetéarios, estando os beta-
bloqueadores contraindicados uma vez que iriam piorar o estado de hipertensédo e

vasoconstri¢cdo coronaria (Mas-Morey et al., 2013).
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I1l.  PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Objetivos do estudo

Embora muitas catinonas sintéticas tenham perdido o seu estatuto legal em muitos paises,
continuam a ser consumidas em todo o mundo. O abuso destas substancias tem sido
associado a varios efeitos adversos, nomeadamente, taquicardia, tonturas, agitacdo
psicomotora, delirio, dor no peito, dor abdominal e vomitos (Coppola and Mondola,
2012). Varios casos clinicos referem nefrotoxicidade associada ao consumo de catinonas
sintéticas, incluindo faléncia renal aguda associada a rabdomidlise e necrose tubular
aguda (Adebamiro and Perazella, 2012; Borek and Holstege, 2012; Valsalan et al., 2017).
Os mecanismos subjacentes a sua nefrotoxicidade ndo foram ainda elucidados. Estudos
recentes avaliando os efeitos neurotdxicos e hepatotoxicos destas drogas demonstraram
o0 envolvimento a inducao de stress oxidativo, autofagia e apoptose (Luethi et al., 2017;
Rosas-Hernandez et al., 2016; Valente et al., 2017a; Valente et al., 2016; Valente et al.,
2017b). Assim, foi objetivo deste trabalho avaliar numa primeira fase o potencial
nefrotdxico de duas catinonas sintéticas, a metilona e a 3,4-DMMC, em células renais
humanas HK-2 e, posteriormente, os mecanismos subjacentes a essa toxicidade. Para esse
efeito, foram utilizados antioxidantes, inibidores da autofagia e da apoptose visando
investigar o papel do stress oxidativo, da autofagia e da apoptose na nefrotoxicidade
observada.

3.2. Materiais e métodos
3.2.1. Linha celular HK-2

Para a realizacdo deste estudo foi selecionado como modelo in vitro a linha celular
imortalizada HK-2 de células tubulares proximais provenientes de rim humano. Este
modelo é bastante utilizado na avaliacdo da nefrotoxicidade de xenobidticos, permitindo
obter resultados semelhantes aos obtidos com células renais recentemente isoladas. A
imortalizacéo desta linha celular é feita através da exposi¢do de uma cultura primaria ao
virus do papiloma humano (HPV-16), ocorrendo a traducdo dos genes E6/E7 sem alterar
significativamente o fenotipo e propriedades funcionais das células originarias (Ryan et
al., 1994).

As células apresentam diferentes morfologias antes e apds aderéncia a superficie do

frasco e/ou pogco, como mostra a Figura 12. Todas as operagdes envolvidas no
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manuseamento das células, meio de cultura e solucgdes a testar foram efetuadas em camara

de fluxo laminar para garantir condi¢des de assepsia e evitar contaminagdes microbianas.

Figura 12. Aspeto das células HK-2 ap6s descongelagdo (A) e apo6s aderéncia a superficie do

frasco com cerca de 90% de confluéncia (B).
3.2.2. Preparacéo do meio de cultura

Para fornecer as células todos os nutrientes necessarios ao seu crescimento, foi utilizado
0 meio RPMI-1640 a 37°C. O meio de cultura encontra-se sob a forma de pd, o que implica
a necessidade de preparacdo prévia. Este € preparado atraves da dissolu¢do do pd em 1L
de &gua desionizada, onde é adicionado hidrogenocarbonato de sédio (2 g/L), que
funciona como um regulador de pH pois as células metabolizam o diéxido de carbono
presente na estufa, levando a diminuicao do valor de pH. Procede-se ao ajuste do pH do
meio com uma solucdo diluida de HCI até ao valor de 7,2-7,3, seguida de esterilizacao

por filtracdo, sendo que apds esta etapa o pH atinge o valor ideal de 7,4.

O meio é posteriormente suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS) com o
objetivo de permitir a aderéncia das células a superficie dos frascos de cultura, fornecendo
também os fatores de crescimento necessarios. Para além disso, uma solucdo de
antibioticos a 1% (penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 pug/mL) é adicionada ao
meio de forma a impedir a proliferacdo de microrganismos e consequente contaminacgao

das células. O meio assim obtido é denominado de meio completo.
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3.2.3. Descongelacao de aliquotas celulares

As células HK-2 encontram-se armazenadas a -80°C em criotubos contendo meio de
congelagdo (meio completo com 7,5% de DMSO). Aquando da utilizacdo das células,
estas sdo descongeladas através da adicdo lenta de 9 ml de meio de cultura a 37°C, sendo
a suspensdo final transferida para um tubo Falcon. Apds centrifugacao de 5 minutos a 400
rpm, o sobrenadante foi rejeitado e o pellet ressuspendido em 10 mL de meio de cultura
completo. Este procedimento tem como objetivo retirar todos os vestigios de DMSO do

meio de congelacdo, o qual apresenta toxicidade para as células.

Da suspensdo obtida sio transferidos 5 mL para um frasco de cultura de 25 cm?, que é
mantido numa estufa de 5% de CO> a 37°C até atingir cerca de 80% de confluéncia, sendo
que esse processo demora aproximadamente de 3 dias. E recomendado proceder a trés
passagens antes das células poderem ser usadas para testar os compostos de forma a
atingirem um ritmo de crescimento exponencial, que ndo se verifica imediatamente apds
a descongelacdo. O meio de cultura deve ser trocado a cada 2-3 dias de forma a garantir

que as células tém todos os nutrientes necessarios ao seu crescimento.
3.2.4. Cultura e subcultura das células HK-2

As células sdo utilizadas de forma continua o que leva a necessidade de realizar
subculturas das células, fazendo sucessivas passagens celulares para garantir o
crescimento das mesmas. Sendo que as células HK-2 crescem em monocamada e exibem
inibicdo por contacto, quando a superficie de adesdo do frasco de cultura se encontra
preenchida é necessario fornecer-lhes espago para continuarem a crescer. Assim, quando
se observa ao microscopio Gtico invertido que as células atingiram aproximadamente 80%
de confluéncia, estas sao transferidas para um novo frasco de cultura. A esse processo da-
se 0 nome de passagem. Primeiramente procedeu-se a tripsinizacdo, ou seja, a
desagregacdo enzimatica das células aderidas ao fundo do frasco, através da adicdo de
uma solucéo de tripsina/EDTA (0,05% e 0,02%). Para tal, o meio de cultura existente no
frasco é aspirado e rejeitado, seguido da lavagem do fundo com 1ml de tripsina para
retirar os residuos de FBS que iriam causar a inativacdo da tripsina, impedindo que esta
exercesse a sua agdo. Para que as celulas se destaquem da superficie de adeséo procede-
se a incubacdo do frasco, na estufa a 37°C, contendo 2 ml da solucéo de tripsina. Para que

a acdo enzimatica da tripsina cesse é necessario adicionar 8 ml de meio de cultura
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completo, uma vez que a razao tripsina:meio de cultura para inativar a acdo da enzima é
de 1:4. O volume de meio adicionado pode ser ajustado por excesso consoante 0 niUmero
de frascos pelos quais a suspenséo celular sera dividida. A essa divisdo da-se 0 nome de
split e permite ajustar o tempo decorrente até que as células atinjam os 80% de
confluéncia necessarios. Todas as solucfes que sdo adicionadas as células devem estar

previamente aquecidas a 37°C, de forma a evitar o stress destas.
3.2.5. Congelacgdo e conservacao das células

E necessario congelar aliquotas de células para que possam ser posteriormente
descongeladas e utilizadas de novo. Para isso, recorre-se a desagregacdo enzimatica da
monocamada de células aderida ao fundo do frasco de forma a se obter uma suspenséo
celular, que é submetida a uma centrifugacdo de 400 rpm durante 5 minutos. O
sobrenadante € rejeitado e o pellet é ressuspendido em 2 mL de meio de congelacao, sendo
essa suspensdo dividida em dois criotubos com cerca de 1 mL cada, que sdo em seguida
guardados a -80°C, o mais rapidamente possivel, para evitar que 0 DMSO presente no
meio de congelacdo danifique as células.

3.2.6. Incubacdo com os compostos em estudo

A primeira etapa deste estudo consistiu na construcdo de curvas concentracdo-resposta
para a 3,4-DMMC e para a metilona. Para tal, foi necessario preparar solugcdes stock das
drogas, que foram extemporaneamente diluidas em série, por forma a obter uma ampla
gama de concentracdes cuja avaliacdo experimental permitisse a descricdo de uma
resposta completa, ou seja, abrangendo desde a toxicidade nula (0% de morte celular) até
a resposta maxima (100% de morte). A gama de concentragdes utilizada foi de 0,1 a 10
mM para a metilona e de 0,01 a 3 mM para a 3,4-DMMC.

Todas as solucdes testadas de metilona e 3,4-DMMC foram preparadas no momento da
utilizacdo, fazendo-se a diluicdo necessaria, como indicado nas Tabelas 1 e 2, a partir da

respetiva solu¢cdo mée a 50 mM preparada em meio de cultura sem FBS.

A partir de um frasco de cultura com uma confluéncia de 70-80% procedeu-se a contagem
das células para posterior cultura em placa de 96 pocos. Apds tripsinizacao, a suspensdo
celular obtida foi submetida a uma contagem em camara de Neubauer e posteriormente

diluida em meio de cultura completo de forma a que cada pogo tivesse uma densidade
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celular adequada, de 10.000 células/poco. A suspensao diluida foi entdo pipetada para os
pocos da placa, sendo que, nas placas de 96 pogos, apenas 0s 60 pogos centrais sao
preenchidos. Nos pogos periféricos sdo colocados 200 pL de agua estéril ou meio RPMI,

de forma a evitar fendmenos de evaporacao e concentracdo das solucdes a testar.

Tabela 1. Folha de célculo utilizada para a preparacéo das diferentes concentracoes testadas de
3,4-DMMC.

g/mol mM uL mg
221,7 50 263,50 3

Conc. inicial ~ Volume (ul) a pipetar ~ Volume (ul) de Vf

- (mM) da sol. 50 mM meio de cultura
_ 6 240 1760 2000
- Volume (ul) a pipetar

dasol. 6 mM
_ 1 400 2000 2400

Volume (ul) a pipetar

dasol. 0,6 mM
- Volume (pl) a pipetar

dasol. 0,1 mM
_ 0,04 160 240 400
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Tabela 2. Folha de célculo utilizada para a preparacdo das diferentes concentragdes testadas de

metilona.

g/mol mM uL Mg
243,7 50 1723,43 21

Conc. inicial ~ Volume (ul) a pipetar ~ Volume (ul) de \Y%i

- (mM) da sol. 50 mM meio de cultura
_ 20 1720 2580 4300
- Volume (ul) a pipetar
da sol.20 mM
_ 10 2300 2300 4600
Volume (ul) a pipetar
da sol.10 mM
_ 8 2000 500 2500
Volume (ul) a pipetar
da sol. 2mM

O tempo necessario para que as células cubram satisfatoriamente o fundo dos pogos,
apresentando uma confluéncia de aproximadamente 80% é de 24 horas. ApoOs esse
periodo o meio é aspirado de forma suave, sendo colocados 100 puL de meio novo, sem
FBS, de forma a que a albumina presente néo interfira com os compostos teste. A este
volume € posteriormente adicionado 100 pL de cada diluicdo, em triplicado, no poco
correspondente, tal como mostra a Figura 13.
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Todos os ensaios realizados incluiram um controlo negativo, efetuado com 200 pL de
meio RPMI sem FBS, e um controlo positivo de morte que consistiu na incubacdo das
células com uma solugéo de Triton X-100 a 1%.

[
o
[
(=)
[
[SS]

0900000 -
0000 OGO -
00060 0@ ) -
0000 O0G ) -
000®0 0@ -
0000 0G0 -
0000 OGSO -
00060 0G ) -
0000|000

OO0 0000
00000000
OOIO000OO

Figura 13. Esquema representativo da placa de 96 pogos, onde 0s pogos representados a verde
correspondem aos pocos controlo negativo (células expostas somente ao meio RPMI) e 0s pocos
representados a azul correspondem aos pocos contendo as 14 concentragdes de catinonas
sintéticas testadas. Os pocos periféricos representados a branco contém éagua estéril ou meio
RPMI.

Com base nas curvas obtidas, foi posteriormente selecionada apenas uma concentracao
de cada catinona, sendo de 4 mM para a metilona e de 0,5 mM para a 3,4-DMMC, para
0s ensaios subsequentes visando explorar 0s mecanismos subjacentes a toxicidade
observada. Estas concentra¢es causam aproximadamente 40% de morte celular apés 24

h de incubacao.

Foram seguidamente avaliados os efeitos de: i) antioxidantes: acido ascorbico a 0,5 mM
e N-acetilcisteina a 2 mM; ii) inibidores da autofagia: 3-metiladenina a 1 mM e
wortmanina a5 puM e iii) inibidores da apoptose: Ac-LETD-CHO e Z-VAD, ambos a 100

UM, na citotoxicidade induzida pelas drogas em estudo. As células HK-2 foram pré-
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incubadas durante 1 hora com estes compostos e depois incubadas durante 24 horas com

0S compostos na presencga ou auséncia das catinonas em estudo.

3.2.7. Avaliacéo da viabilidade celular

3.2.7.1. Ensaio da reducédo do MTT

O presente estudo utilizou o MTT, um método colorimétrico, para testar a viabilidade
celular, através da funcdo mitocondrial. O MTT (brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio € um composto que forma uma solugédo amarela apés a dissolucéo do sal.
O principio do método baseia-se na reducdo do sal de MTT pelas succinato
desidrogenases mitocondriais (Chiba et al., 1998; Stockert et al., 2012). Esta reagéo
ocorre apenas nas células viaveis e tem como produto o formazano, um composto
insolivel em &gua com coloracdo violeta. As células mortas ndo tém o metabolismo ativo,
e por isso perdem a capacidade de realizar esta reducdo. Assim, a quantidade de
formazano formada e, consequentemente, a intensidade da coloragdo sdo diretamente
proporcionais ao nimero de células viaveis. Este composto formado apresenta-se sob a
forma de precipitado lipossolivel o que implica a necessidade de usar um solvente
organico, neste caso o dimetilsulfoxido (DMSOQ), para solubilizar os cristais (Riss et al.,
2004).

Experimentalmente, o ensaio foi realizado em placas de 96 poc¢os, nas quais a solucdo de
teste dos 60 pocos centrais foi aspirada suavemente por vacuo apés as 24 e 48 horas de
exposicao as drogas. Posteriormente, pipetaram-se 200 pL de uma solucdo de MTT a 0,5
mg/mL, preparada no momento anterior & adicdo a partir de uma solugdo stock a 5
mg/mL. As placas foram entdo incubadas na estufa de CO> durante 1 hora e 30 minutos
de forma a que a reacdo de reducdo possa ocorrer nas células metabolicamente ativas. Ao
fim desse tempo a solucdo de MTT é cuidadosamente aspirada e sdo adicionados 100 pL
de DMSO por poco, sendo a placa submetida a 3 minutos de agitacdo, num agitador de
placas, a velocidade moderada, de forma a obter uma completa dissolucao dos cristais de
formazano. A medicdo da absorvéncia foi feita em leitor de placas utilizando o
comprimento de onda de 545 nm com valor de referéncia de 630 nm. A solucdo de MTT
é fotossensivel, tendo todo o procedimento sido realizado ao abrigo da luz, incluindo a

agitacdo das placas.
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3.2.7.2. Ensaio da incorporacdo do corante vermelho neutro

O vermelho neutro (NR) é um método colorimétrico que se baseia ha captacéo do corante
vermelho neutro para o interior dos lisossomas das células vivas. Este corante apresenta
uma cor avermelhada a pH ligeiramente acido e uma carga proxima de zero, o que facilita
a sua entrada nos lisossomas através das membranas celulares. Apds entrada nos
lisossomas, o corante adquire carga positiva o que impede a sua remocédo das células

viaveis aquando da lavagem (Babich and Borenfreund, 1991; Repetto et al., 2008).

O procedimento para a realizacdo deste teste € semelhante ao do MTT. Ap0s o periodo
de incubacdo (24 ou 48 horas), foi preparada uma solucdo de NR a 50 pg/mL e, apés
aspiracdo cuidadosa dos 60 pocos centrais, foram pipetados 100 pL desta solucéo para
cada pogo. A placa foi entdo colocada em estufa de CO., a 37°C, durante 2 horas. Apds
esse tempo, a solucdo foi aspirada e todos os pocos lavados com 200 pL de HBSS. Por
ultimo, séo adicionados 100 uL de solucao de lise/poco, que € composta por acido acético
(1%), etanol (50%) e agua (49%), de forma a que ocorra a lise das células vidveis que
retiveram o corante, libertando-o. As placas sdo seguidamente agitadas durante 10
minutos e a absorvancia lida em leitor de placas a 540 nm e com filtro de referéncia de
630 nm.

A solucdo de NR é também fotossensivel, o que requer que o procedimento seja feito ao
abrigo da luz, tal como acontece com o MTT.

3.2.8. Microscopia 6tica de contraste de fase

Para verificar a ocorréncia de alteracbes morfoldgicas nas células renais HK-2 indicativas
de mecanismos de morte como a autofagia, as células foram observadas em microscopio
6tico invertido de contraste de fase (Nikon eclipse TS100) ap6s exposic¢ao as catinonas

sintéticas em estudo.

Para tal, as células foram colocadas a crescer em placas de 24 pocos contendo lamelas
revestidas com poli-L-lisina. Para isso, as lamelas foram previamente esterilizadas
(através de radiacdo UV e alcool a 70°) e lavadas com agua estéril seguida de secagem
em camara de fluxo laminar. Depois desse processo, as lamelas foram colocadas nos
pogos e submersas em 250 pL de poli-L-lisina durante 10 minutos e posteriormente

lavadas 3 vezes com PBS estéril. Por fim, adicionou-se a cada pogo 1 mL de uma
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suspensdo celular com uma densidade de 50.000 células/mL. Apos o crescimento celular

de 24 horas, foram adicionados 0s compostos a testar.

A observagdo no microscopio invertido foi realizada apds um periodo de 24 e 48 horas

de exposicdo aos compostos, com ampliacdo de 100 e 400 vezes.

3.2.9. Avaliacao de autofagia por microscopia de fluorescéncia com laranja

de acridina

O marcador fluorescente laranja de acridina é um corante sensivel ao pH, capaz de
atravessar livremente as membranas celulares, corando o DNA e o citoplasma. Contudo,
este adquire carga positiva a pH é&cido levando a sua retencdo em determinados
compartimentos celulares acidicos, nomeadamente lisossomas e autolisossomas,
corando-0s. Assim, este corante permite marcar autofagossomas, indicando a ocorréncia
de autofagia. As células marcadas com o laranja de acridina apresentam o citoplasma com
coloracdo verde fluorescente e o0s compartimentos acidos corados de vermelho
fluorescente, sendo a intensidade da fluorescéncia proporcional ao grau de acidez
(Amaral et al., 2012; Kanzawa et al., 2004).

Para este ensaio usaram-se placas de 24 pog¢os. Foram colocadas lamelas revestidas com
poli-L-lisina no fundo dos poc¢os e 50.000 ceélulas/poco. Ap6s 24 horas, foram
adicionados os compostos a testar, com um tempo de incubacao de 24 horas, ao fim do
qual, se adicionou as células uma solucédo de laranja de acridina a 0,1 ug/mL durante 15
minutos e ao abrigo da luz. As lamelas foram posteriormente retiradas dos pocos,
montadas em laminas com uma gota de PBS e observadas em microscopio de

fluorescéncia (Nikon Eclipse Ti) com uma ampliacdo de 200 vezes.
3.2.10. Tratamento estatistico

Para a analise estatistica e constru¢do dos modelos de regressdo néo linear foi utilizado o

programa GraphPad Prism 6.

As curvas de mortalidade em funcdo do logaritmo da concentracdo (mM) obtidas nos
ensaios do MTT e NR foram construidas usando a seguinte funcéo logit: Y = Omax/(1+exp
(-61-62 X log(x)), onde Omax representa o efeito maximo observado, X representa a
concentragdo da droga que se encontra em estudo, 01 ¢ o parametro de localizagdo e 02

representa o declive da curva.
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A comparacdo entre as curvas obtidas para as 24 e 48 horas foi realizada pelo teste t-
Student.

Todos os restantes dados séo apresentados como média * erro padrdo da média (SEM),
com n a indicar o nimero de experiéncias realizadas. A avaliacdo da distribuicdo normal
dos dados dos ensaios envolvendo antioxidantes e inibidores foi utilizado o teste
D'Agostino & Pearson. A comparagdo dos resultados entre grupos com distribuicdo
normal foi efetuada pela andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey e para
os dados sem distribuicdo normal foi utilizado o teste de Kruskal Wallis (ndo paramétrico)
seguido do teste de Dunn. Foram considerados estatisticamente significativos os valores

de p inferiores a 0,05.

3.3. Resultados
3.3.1. Citotoxicidade da metilona e da 3,4-DMMC em células HK-2

As Figuras 14 e 15 mostram as curvas concentracao-resposta obtidas nos testes do MTT
e do NR apos exposicao das células renais HK-2 as catinonas sintéticas em estudo, por
um periodo de 24 ou 48 horas.

Podemos verificar que a morte celular tem uma relacao proporcional com a concentracao
de droga testada, ou seja, a viabilidade celular diminui com o aumento da concentracdo
da droga, podendo-se observar esse resultado quer no ensaio do MTT quer no NR, para
ambas as catinonas estudadas. Esse resultado é observado independentemente do tempo
de incubacdo, isto €, 0 aumento da concentracdo leva a um aumento da morte celular tanto

as 24 como as 48 horas.

Ao comparar as curvas obtidas nos diferentes tempos de incubagdo, podemos verificar
que a toxicidade provocada por ambas as drogas é dependente do tempo de incubacéo,
avaliada pelo teste do MTT. Contudo, o teste do NR mostrou que para a 3,4-DMMC o
tempo de incubacdo ndo altera significativamente a toxicidade provocada. Assim, a
excecao do resultado obtido no NR para a 3,4-DMMC, quando aumentamos o tempo de

incubagdo com a droga o efeito toxico induzido na célula é maior.
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Figura 14. Curvas concentracdo-resposta obtidas para a metilona (A) e 3,4-DMMC (B) na linha
celular HK-2 através do ensaio de viabilidade celular do MTT. Dados obtidos com um minimo
de quatro ensaios independentes e concentragdes testadas em triplicado, apds 24 e 48 horas de
incubacdo. *p<0,05 vs tempo 48h.
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Figura 15. Curvas concentragdo-resposta obtidas para a metilona (A) e 3,4-DMMC (B) na linha
celular HK-2 através do ensaio da incorporacdo do corante vermelho neutro. Dados obtidos com
um minimo de trés ensaios independentes e concentracdes testadas em triplicado, apos 24 e 48

horas de incubagdo. **p<0,01 vs tempo 48h.

A Tabela 3 mostra os valores de ECso calculados a partir das curvas de concentragao-
resposta obtidas para cada catinona nos ensaios do MTT e NR. Podemaos verificar que as
sensibilidades apresentadas por cada um dos testes ndo sdo significativamente diferentes.
Além disso, com base nestes resultados, verificamos que a 3,4-DMMC se revelou mais
toxica para as células renais comparativamente com a metilona, ou seja, a concentracéo

necessaria para se obter 50% de morte celular foi menor para a 3,4-DMMC.

34



Avaliacdo in vitro do efeito de antioxidantes e inibidores da apoptose/autofagia na nefrotoxicidade
induzida por catinonas sintéticas

Tabela 3. Valores de ECso calculados a partir das curvas de concentragdo-resposta obtidas para
a metilona e 3,4-DMMC, ap0s 24 e 48 horas de exposicao, nos ensaios do MTT e NR.

Metilona 3,4-DMMC Metilona 3,4-DMMC
ECs0 24h 6,213 mM 0,503 mM 5,941 mM 0,355 mM
ECs0 48h 4,154 mM 0,338 mM 4,391 mM 0,343 mM

3.3.2. Alteracdes morfoldgicas induzidas pela metilona e 3,4-DMMC

A observacdo microscopica das células HK-2 ap0s exposicao quer a metilona quer a 3,4-
DMMC (figura 16) demonstra claramente a formacéo de vacuolos intracelulares, para 0s
dois tempos de incubacdo estudados (24 e 48 horas).
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Figura 16. Imagens obtidas por microscopia invertida de contraste de fase representativas das
alteracfes morfoldgicas nas células HK-2 expostas a catinonas sintéticas (x400). As células HK-
2 tratadas com metilona 4 mM por 24h (B), 3,4-DMMC 0,25 mM por 24h (C) e 3,4-DMMC 0,5
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mM por 48h (D) exibem um maior nimero de vacutolos intracelulares (pontas das setas pretas)

guando comparadas a células controlo (A).

3.3.3. Avaliacdo do efeito da metilona e da 3,4-DMMC na formacgédo de

vacuolos autofagicos

Para esclarecer a natureza destes vacuolos, estudou-se em seguida a presenca de vacuolos
autofagicos por microscopia de fluorescéncia apos marcacédo com laranja de acridina. A
retencdo deste corante em organelas acidicas como os autofagossomas tem sido descrito
como um marcador de autofagia. A intensidade da autofagia pode ser inferida pelo

volume do compartimento intracelular &cido (Paglin et al., 2001).

A figura 17 mostra a marcacao das células HK-2 com laranja de acridina, onde se pode
constatar que as células controlo apresentaram uma fluorescéncia acida minima. Em
contrapartida, as células expostas & metilona e 3,4-DMMC por 24 horas apresentaram
fluorescéncia amarela/alaranjada/vermelha dentro das vesiculas, enquanto o ndcleo e o

citoplasma exibem fluorescéncia verde. Este efeito foi mais evidente para a metilona.

Figura 17. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia com marca¢do com o laranja de
acridina evidenciando a formacéao de vacuolos acidicos em células HK-2 controlo (A) e tratadas
com 3,4-DMMC 0,5 mM (B) ou metilona 4 mM (C) por 24h (ampliagdo de 200x).
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3.34. Efeito do pré-tratamento com antioxidantes na nefrotoxicidade da
metilona e da 3,4-DMMC

Neste estudo foi avaliado o efeito de dois antioxidantes, o acido ascoOrbico e a N-
acetilcisteina, na toxicidade induzida pelas catinonas sintéticas em estudo. Testou-se
entdo o efeito de cada antioxidante individualmente e em combinacéo com cada uma das
catinonas, por um periodo de 24 horas. Os resultados obtidos revelaram que a utilizacéo
de qualquer um dos antioxidantes isoladamente n&o provocou alteragdes significativas na
viabilidade celular, na concentragéo e tempo de exposicdo estudados, o que indica que 0s
resultados obtidos na adi¢do da droga com a NAC ou 0 AA ndo se devem a qualquer tipo
de toxicidade provocada pelo composto antioxidante de teste. Além disso, verificou-se
que a pré-incubacdo com estes antioxidantes ndao s6 ndo preveniu a toxicidade como ainda
aumentou de forma significativa a morte celular induzida pela 3,4-DMMC (Figuras 18A
e 18 B) e pela metilona (Figuras 18C e 18D), sendo este efeito mais pronunciado com o
AA. Por exemplo, a exposicdo das células a metilona na presenca de AA levou a uma
diminuicdo brusca na viabilidade celular, nomeadamente de 53,7 + 2,9% (droga apenas)
para 2,1 + 0,3%, enquanto na presenca de NAC essa reducdo foi mais ligeira (45,8 £ 3,2
%).

3.3.5. Efeito do pré-tratamento com inibidores da autofagia na
nefrotoxicidade da metilona e da 3,4-DMMC

Com o intuito de verificar o papel da autofagia na morte celular induzida pelas catinonas
sintéticas, utilizou-se a 3-metiladenina (3-MA) e a wortmanina (Wort), como inibidores

do processo de autofagia.

Como se pode verificar na Figura 19, a pré-incubacéo das células com a 3-MA ndo afeta
per si a viabilidade celular, na concentracédo e tempo de exposicdo estudados. No entanto,
a pré-incubacdo com a Wort na concentracdo de 5 pM provocou um decréscimo na
viabilidade celular estatisticamente significativo em relagdo ao controlo. As Figuras 19A
e 19B mostram uma diminuicdo na viabilidade celular quando as células expostas a 3,4-
DMMC foram submetidas a uma pré-incubagdo com a 3-MA ou Wort, respetivamente,
comparativamente com a incubagdo da droga isoladamente. Para a metilona também foi
verificada um aumento da morte celular quando ocorria a pré-incubagdo com estes
inibidores (Figuras 19C e 19D).
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Figura 18. Efeito dos antioxidantes acido ascorbico (AA; 0,5 mM) e N-acetilcisteina (NAC; 2
mM) na viabilidade das células HK-2 expostas a 3,4-DMMC (A e B, respetivamente) e metilona
(C e D, respetivamente), apds 24h de incubacdo. Os resultados sdo apresentados pela média +
erro padrdo da média (SEM), de pelo menos quatro ensaios independentes, realizados em
triplicado. ****p<0,0001 vs. controlo. #p<0,01, ####p<0,0001.
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Figura 19. Efeito dos inibidores autofagicos 3-metiladenina (3-MA; 1 mM) e wortmanina (Wort;
5 uM) na viabilidade das células HK-2 expostas a 3,4-DMMC (A e B, respetivamente) e metilona
(C e D, respetivamente), apds 24h de incubacdo. Os resultados sdo apresentados pela média +
erro padrdo da média (SEM), de pelo menos quatro ensaios independentes, realizados em
triplicado. ****p<0,0001 vs. controlo. ###p<0,001, ####p<0,0001.

3.3.6. Efeito do pré-tratamento com inibidores da apoptose na
nefrotoxicidade da metilona e da 3,4-DMMC

A morte celular apoptotica foi outro dos mecanismos avaliados no presente trabalho,
tendo sido selecionados para este estudo dois inibidores das caspases, 0 Z-VAD e o Ac-
LETD-CHO.

Como se pode observar na Figura 20, aquando do tratamento com qualquer um dos
inibidores apoptoticos isoladamente ndo se observaram diferengas estatisticamente
significativas na viabilidade das células em relagdo ao controlo, o que indica que 0s
resultados obtidos na adi¢do da droga com o Ac-LETD-CHO ou 0 Z-VAD néo se devem
a qualquer tipo de toxicidade provocada pelo inibidor selecionado para o estudo. Além

disso, verificou-se que a inibicdo do processo apoptotico ndo reverteu a morte celular
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provocada pelas catinonas. A pré-incubacdo com Ac-LETD-CHO, com posterior
exposicdo a 3,4-DMMC, diminuiu significativamente a viabilidade celular quando
comparado com a incubacgdo apenas com a droga. Apesar de também se verificar esse
aumento de morte com o Z-VAD, este foi menos acentuado. O mesmo foi observado com
a metilona em que o a pré-incubacdo com os inibidores levou a uma diminuicdo da

viabilidade celular, de forma semelhante para ambos.
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Figura 20. Efeito dos inibidores apoptéticos Ac-LETD-CHO (100 uM) e Z-VAD (100 uM) na
viabilidade das células HK-2 expostas a 3,4-DMMC (A e B, respetivamente) e metilona (C e D,
respetivamente), ap6s 24h de incubacdo. Os resultados sdo apresentados pela média + erro padrao
da média (SEM), de pelo menos quatro ensaios independentes, realizados em triplicado.
****n<0,0001 vs. controlo. ###p<0,001, ####p<0,0001.
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3.4, Discussao

A via renal é a principal via de excre¢do dos xenobioticos (Hedaya, 2012), sendo, por
iss0, 0 rim um drgdo alvo da toxicidade de varios xenobidticos, incluindo metais pesados
e farmacos tais como o paracetamol, alguns antibidticos e agentes quimioterapicos como

a doxorubicina e a cisplatina (Tarloff and Lash, 2005).

A unidade funcional do rim é o nefronio, contendo cada rim cerca de 1 milhdo de
nefrénios. Este é constituido pela cdpsula de Bowman, o glomérulo, o tibulo contornado
proximal e distal e a ansa de Henle (Lote, 2012). Os rins recebem cerca de 25% do sangue
que é bombeado pelo coracdo, o que faz com que esteja naturalmente exposto aos
compostos que circulam na corrente sanguinea. A reabsorcéo é uma etapa que ocorre nos
tibulos proximais, resultando na concentracdo do filtrado glomerular, o que implica a
exposicdo dessas células a concentracdes superiores de xenobidticos que sejam
normalmente excretados pelos rins. Ha ainda a referir que muitos xenobioticos sofrem
acumulacdo seletiva no tubulo renal devido a existéncia de transportadores especificos
responsaveis pelo transporte ativo dessas substancias para o limen do tabulo renal.
Também é sabido que as enzimas metabdlicas estdo predominantemente localizadas neste
segmento do nefrénio. Assim, o estudo da toxicidade exercida a nivel dos tubulos
contornados proximais € bastante importante uma vez que esta porcdo do nefronio € a

mais suscetivel a lesGes causadas por xenobidticos (Wu et al., 2009).

Estudos anteriores demonstraram que também as drogas como as anfetaminas induzem
nefrotoxicidade. Num estudo realizado em culturas primarias de células renais de rato e
humanas foi demonstrado que apesar da MDMA e da metilenodioxianfetamina (MDA)
ndo apresentarem toxicidade direta para as células renais, os seus metabolitos apresentam
(Carvalho et al. ,2002). O processo de conjugacdo com a glutationa reduzida (GSH), que
normalmente leva a destoxificacdo de xenobioticos, levou ao aumento da toxicidade dos
metabolitos formados, nomeadamente a a-metildopamina (a-MeDA), in vitro. Dada a
semelhanca estrutural entre as anfetaminas e as catinonas sintéticas pode ser extrapolada

a existéncia de toxicidade a nivel renal para estas novas drogas.

Vaérios casos de toxicidade renal associados a utilizagdo das catinonas sintéticas tém sido
descritos nos ultimos anos. Adebamiro and Perazella (2012) reportaram o caso de um

individuo que deu entrada no hospital apds o consumo de “sais de banho” apresentando
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rabdomiolise leve, hiperuricemia e insuficiéncia renal aguda (IRA). Os exames revelaram
que a IRA teve origem essencialmente na necrose tubular aguda, tendo a fungéo renal do
paciente melhorado apés a aplicacdo de medidas de suporte. No entanto, ap6s a alta, o
paciente reutilizou “sais de banho” e foi novamente admitido com IRA (Adebamiro and
Perazella, 2012). Outro paciente que desenvolveu IRA oligurica e rabdomidlise leve
associada ao uso de “sais de banho” necessitou de hemodiélise continua por 48 horas para
a recuperacdo da fungéo renal (Regunath et al., 2012). Um terceiro estudo de caso relata
faléncia multiorganica num paciente apos a injecdo de sais de banho. A IRA andrica foi
observada na apresentacdo e o0 paciente necessitou de hemodidlise continua e depois
intermitente durante um més (Borek and Holstege, 2012). N&o foi obtida uma amostra de
bidpsia renal, mas o envolvimento sistémico, incluindo insuficiéncia cardiaca,
insuficiéncia respiratdria, insuficiéncia hepatica e coagulacéo intravascular disseminada,
sugere que a IRA foi provavelmente devida a necrose tubular aguda. Mais recentemente,
(Valsalan et al., 2017) descreveram o caso de um individuo de 39 anos que apos ter
consumido MDPV apresentava taquicardia, hipertermia, acidose metabdlica,
hipercalemia, rabdomiodlise e IRA (onde os exames mostravam necrose tubular e nefrite
tubulointersticial). Os parametros metabdlicos melhoraram apos tratamento de suporte e
necessitou de terapia de substituicdo renal que resultou na reversao da IRA ao fim de
alguns dias (Valsalan et al., 2017).

A nefrotoxicidade induzida por catinonas sintéticas € provavelmente multifatorial
(Luciano and Perazella, 2014). Ao inibirem a recaptacdo de monoaminas, como a
dopamina e noradrenalina, aumentam a atividade do sistema nervoso simpatico, o que
pode resultar em vasoconstri¢do e hipoperfusdo de rins e musculos resultando em necrose
tubular renal e rabdomiolise. No entanto, ndo existem, até a data, estudos na literatura
cientifica que avaliem a toxicidade tubular direta das catinonas sintéticas ou dos seus
metabolitos. Desta forma, o presente trabalho pretendeu avaliar o efeito de duas catinonas
sintéticas comummente consumidas, nomeadamente a 3,4-DMMC e a metilona, usando

como modelo in vitro células de rim humano HK-2.

Para o presente estudo foram primeiramente tragadas as curvas de toxicidade para duas

catinonas sintéticas recorrendo a dois métodos de viabilidade celular, o MTT e 0 NR. Os

resultados obtidos em ambos 0s testes mostraram que as catinonas testadas induziram

morte celular no modelo in vitro de uma forma dependente da concentracdo e do tempo

de exposicdo. A 3,4-DMMC (ECso (24h) = 0,503 mM; ECsp (48h) = 0,338 mM) exibiu
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maior toxicidade para as células HK-2 que a metilona (ECso (24h) = 6,213 mM; ECxo
(48h) = 4,154 mM), no ensaio do MTT. O mesmo foi verificado no ensaio do NR,
obtendo-se os seguintes valores: para a 3,4-DMMC ECsx (24h) = 0,355 mM; ECsg (48h)
= 0,343 mM e para a metilona ECsp (24h) = 5,941 mM; ECso (48h) = 4,391 mM. Os
métodos utilizados neste estudo ddo-nos uma indicacéo da viabilidade celular através das
avaliacOes de diferentes parametros. O ensaio do MTT baseia-se na reducdo do sal de
tetrazdlio por enzimas mitocondriais, nomeadamente as desidrogenases, e desta forma
permite avaliar a atividade metabdlica mitocondrial (Stockert et al., 2012). Por outro lado,
0 ensaio do NR tem como base a incorporacdo de um corante nos lisossomas das células
viaveis, refletindo a integridade lisossomal (Babich and Borenfreund, 1991). Contudo, 0s
resultados obtidos nos dois testes foram muito semelhantes, ndo havendo diferencas

significativas entre os valores de ECso obtidos.

O diferente potencial toxico pode estar relacionado com diferencas nas caracteristicas
estruturais das catinonas testadas que condicionam, por exemplo, a lipofilia e desta forma
a capacidade da droga em atravessar as membranas e entrar nas células. No entanto, ainda
ndo existe informacdo suficiente para a 3,4-DMMC que relacione as suas caracteristicas
estruturais e farmacocinéticas com a elevada toxicidade exibida por este derivado da

catinona.

Embora ndo existam estudos publicados na literatura sobre a nefrotoxicidade dos
derivados sintéticos da catinona, o seu potencial hepatotdxico e neurotéxico foi ja
demonstrado em alguns estudos (Hill and Thomas, 2011; Luethi et al., 2017; Valente et
al., 2017a; Valente et al., 2016; Valente et al., 2017b). Os estudos mecanisticos realizados
nesses estudos suportam a capacidade dos derivados sintéticos da catinona para induzirem
hepato e neurotoxicidade in vitro através do aumento do stress oxidativo, da perturbacéo
das fungdes mitocondriais, reducdo do ATP intracelular e da inducéo de morte celular por
apoptose (observado no modelo hepético e neuronal) e autofagia (observado no modelo

neuronal).

Neste estudo, foi possivel verificar que as catinonas testadas causaram alteracéo
morfolégica nas células HK-2, caracterizada por uma marcada vacuolizagdo
citoplasmatica. A posterior marcacao das células com a sonda laranja de acridina permitiu
confirmar que se tratam de vacuolos acidicos, que sdo indicativos do processo de

autofagia (com formacéo de autofagossomas e fagolisossomas).
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A autofagia consiste numa degradacao fisioldgica das estruturas intracelulares de forma
a fornecer nutrientes as células quando estas se encontram privadas dos mesmos. Ocorre
entdo uma “reciclagem” de moléculas intracelulares de forma a manter a homeostasia
celular. Este mecanismo assume, assim, um papel muito importante em varios processos
celulares como o metabolismo, diferenciacdo, envelhecimento, morte celular e
imunidade, o que significa que, quando existem anomalias neste mecanismo, podem
desenvolver-se condigdes para o cancro e doengas degenerativas. Tem ainda um papel
bastante importante na remocdo de proteinas agregadas, organelos danificados e
patogénicos intracelulares. Sao quatro o0s passos principais da autofagia: i) a nucleacao;
i) elongacdo da membrana; iii) fusdo com o lisossoma, e por fim iv) a degradacéo. O
autofagossoma (vesiculas citoplasméticas de membrana dupla) forma-se quando o
fagoforo incorpora no seu interior material intracelular incluindo proteinas, lipidos, bem
como organelos, como mitocdndrias e reticulo endoplasmatico (Portt et al., 2011; Sever,
2017). Seguidamente, este sofre maturagdo fundindo com o lisossoma e promovendo a
degradacdo do seu contetido pelas enzimas lisossomais, de natureza acidica. A autofagia
€ um processo ativo a niveis basais na maioria das células. A TOR cinase é uma cinase
alvo da rapamicina e que apresenta um papel bastante importante na detecéo de nutrientes
e regulacdo do crescimento celular. Esta sinaliza quando os nutrientes estdo disponiveis
e promove o crescimento celular através da indugdo da expressdo das proteinas
ribossomais e aumento da translacdo proteica. Quando ocorre privacdo de nutrientes e
hipoxia, a TOR cinase € inibida. Desta forma, uma reducdo da atividade da TOR induz a
autofagia, de forma a que a célula se adapte as condi¢cdes envolventes de falta de
nutrientes e/ou oxigénio, diminuindo o crescimento e aumentando o catabolismo (Glick
etal., 2010).

Curiosamente, a funcdo de remocdo da autofagia parece ser uma faca de dois gumes,
porque pode levar a sobrevivéncia ou morte celular. A autofagia é controlada por varias
vias, sendo a mais extensivamente estudada a que envolve a proteina cinase mTOR (alvo
da rapamicina em mamiferos). Varias vias de sinalizacdo modulam a atividade da mTOR,
entre as quais destacam-se a PI3k/Akt e MAPK (que regulam positivamente a mTOR e
consequentemente inibidores da autofagia), AMPK (que regulam negativamente amTOR
e consequentemente ativadores da autofagia) e, ainda, a p53 que pode regular positiva ou
negativamente a atividade da mTOR (Ravikumar et al., 2009; He and Klionsky, 2009).

No entanto, existem também mecanismos de indugdo de autofagia independentes de
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mTOR. Um outro mecanismo pelo qual a autofagia é regulada pela presenca de ROS é
através da regulacao redox da proteina Atg4. Esta aumenta a lipidacéo da Atg8 (essencial
para a inducdo da autofagia) em condic¢des oxidantes (Underwood et al., 2010).

Com vista a elucidagéo de possiveis mecanismos subjacentes a citotoxicidade observada
nas células HK-2, avaliou-se ainda neste estudo o efeito de dois inibidores da autofagia
bem conhecidos, a 3-metiladenina e a Wortmanina, na morte celular induzida pela 3,4-
DMMC (na concentracdo de 0,5 mM) e pela metilona (na concentracdo de 4 mM) ap06s
24 horas.

Apesar da inducdo de apoptose ter sido o principal foco de pesquisa em estudos de
toxicidade de drogas, estudos recentes demonstraram um papel crucial para a autofagia
como um mecanismo de morte/sobrevivéncia em células expostas a cocaina (Guha et al.,
2016), anfetaminas (Li et al., 2014), canabindides (Koay et al., 2014) e etanol (Luo,
2014).

Estudos anteriores demonstraram que a inducdo de autofagia estd igualmente envolvida
na neurotoxicidade causada pelas catinonas sintéticas, nomeadamente a metilona e a
MDPV, e que este mecanismo precede a ativacdo apoptdtica (Valente et al., 2017a).
Nesse estudo, os autores verificaram que ambas as catinonas induziram alteracfes
morfolégicas concordantes com ativacdo autofagica em neurdénios dopaminérgicos, com
formagdo de autofagossomas, e ativacdo de marcadores de autofagia, tais como a
formacdo de organelos vesiculares acidicos e aumento da expressdo da proteina LC3-11
(localizada na membrana do autofagossoma), de uma forma dependente da concentracao
e do tempo de exposicdo. Constatou-se ainda que a ativacdo dos marcadores autofagicos
ocorreu antes da inducdo de morte celular ou da ativacdo da caspase-3. Mais
recentemente, Siedlecka-Kroplewska et al. (2018) demonstrou que outra catinona
sintética, a 3-fluorometcatinona, induz stress oxidativo, apoptose e autofagia em células
neuronais de ratinho HT-22 (Siedlecka-Kroplewska et al., 2018). No entanto, o papel da

autofagia na nefrotoxicidade induzida por estas drogas néo tinha sido ainda estudado.

Como referido anteriormente, a autofagia pode constituir ndo s6 um mecanismo de morte
celular, quando ocorre uma degradacdo excessiva dos constituintes celulares, mas
também um mecanismo de sobrevivéncia, fazendo com que a célula entre em modo de

contencdo de energia face a condi¢des adversas, impedindo desta forma que esta entre em
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morte celular (Sever, 2017). Isto pode explicar os resultados obtidos neste estudo uma
vez que a inibicdo da autofagia com a 3-metiladenina e wortmanina resultou num
agravamento da morte celular induzida pela 3,4-DMMC e pela metilona. Estes inibidores
atuam inibindo a fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), o que previne a autofagia na fase
inicial da formacdo de autofagossomos (Chude and Amaravadi, 2017). Assim, 0s
resultados obtidos sugerem que a inibicdo do mecanismo de autofagia pela 3-MA e Wort
impede que a célula recorra a um dos seus mecanismos de sobrevivéncia, o que se traduz
numa maior percentagem de morte. Podemos concluir que, pelo menos in vitro, a

autofagia assume um papel protetor na nefrotoxicidade induzida por catinonas sintéticas.

A inducdo de morte celular por apoptose é outro mecanismo envolvido na toxicidade das
catinonas, nomeadamente na linha neuronal humana SH-SY5Y, observando-se a ativagédo
de mecanismos intrinsecos (ativacdo das caspases 9 e 3) e extrinsecos (ativacdo da
caspase 8), formacéo de ndcleos picndticos e condensacdo de cromatina (Valente et al.,
2017D).

Este mecanismo é considerado um componente vital de varios processos celulares,
nomeadamente o desenvolvimento normal das células, turnover celular, funcionamento
do sistema imune, desenvolvimento embrionario e morte celular. Em doses baixas, varios
estimulos como o calor, radiacdo, hipoxia e farmacos citotoxicos podem induzir a
apoptose. Este € um mecanismo que depende de energia e envolve a ativacdo de um grupo

de proteases, as caspases.

As caspases sdo expressas numa forma inativa de proenzimas na maioria das células e,
uma vez ativas, podem ativar outras pro-caspases, permitindo a iniciacdo da cascata de
proteases. Foram identificadas 10 caspases até hoje: caspases 1, 4 e 5 (caspases
inflamatdrias); caspases 2, 8, 9 e 10 (caspases iniciadoras); e a caspases 3, 6 e 7 (caspases
executoras) (Elmore, 2007). Morfologicamente, ocorre a diminuicdo do tamanho da
célula e o citoplasma torna-se mais denso, havendo aproximagdo dos organelos. A
picnose € um fendmeno caracteristico da apoptose e caracteriza-se pela condensacdo da
cromatina. Adicionalmente ocorre a fragmentacdo nuclear e blebbing da membrana
plasmaética, culminando todos estes acontecimentos na formacdo de pequenas vesiculas,
designadas de corpos apoptoticos. Estes consistem em citoplasma e organelos
condensados que podem ou ndo conter fragmentos celulares, e sdo capturados e

degradados pelos lisossomas de células fagociticas.
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Neste trabalho, procurou-se avaliar se a apoptose estava envolvida na morte celular
induzida pela 3,4-DMMC e metilona. Para isso, usaram-se dois inibidores da apoptose, o
Ac-LETD-CHO, um inibidor das caspases 8 e 9, e 0 Z-VAD-fmk, um inibidor n&o-
seletivo de caspases. Sendo a autofagia um processo de grande importancia relativamente
a protecdo da célula, impedindo que estas sofram apoptose, seria de esperar que, ao
inibirmos a apoptose, houvesse uma diminuicdo da morte celular causada pelas catinonas
sintéticas. Contudo, os resultados obtidos mostram que ambos os inibidores ndo sé ndo
reverteram a morte como ainda causaram um ligeiro decréscimo na viabilidade celular

induzida pelas catinonas em estudo.

Estudos recentes mostraram que, apesar das diferengas marcantes entre a apoptose e a
autofagia, a sua regulacao esta intimamente interligada e os mesmos reguladores podem

por vezes controlar esses dois processos (Thorburn, 2008).

Yu et al (2006) demonstraram que o tratamento com o inibidor da apoptose zZVAD causa
degradacdo autofagica seletiva de um dos principais antioxidantes celulares, a catalase.
A deplecdo de catalase causa um desequilibrio severo do metabolismo de ROS, levando
a uma acumulacéo drastica dos mesmos, peroxidacéo lipidica e, finalmente, morte ndo
apoptotica (Yu et al., 2006). No entanto, os mecanismos moleculares pelos quais 0s
inibidores da apoptose usados no presente trabalho exacerbam a morte celular induzida
por estas drogas permanecem desconhecidos e deverdo ser investigados futuramente.

Outra vertente abordada neste estudo foi o papel do stresse oxidativo na toxicidade destas
catinonas. O stresse oxidativo caracteriza-se por um desequilibrio entre as espécies pro-
oxidantes e antioxidantes, a favor das primeiras, levando a uma interrupg¢ao da funcgéo
fisiologica, podendo também levar a modificacdes quimicas irreversiveis (Frijhoff et al.,
2015). As espécies reativas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS) sdo geradas como
subprodutos do metabolismo normal das células, mas também sob condi¢Ges patoldgicas
ou quando expostas a xenobioticos. Varias organelas celulares como os peroxissomas,
reticulo endoplasmatico, lisossomas e ndcleo sdo capazes de produzir ROS, sendo a
mitocondria uma das principais fontes desses compostos. Niveis basais de ROS e RNS
desempenham um papel muito importante na homeostasia e na regulacao da proliferagéo
e sobrevivéncia celular. Contudo, quando a formacdo destas espécies reativas esta

desregulada e os mecanismos de defesa celular antioxidante ndo s@o suficientes para
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neutraliza-las, surge o stresse oxidativo. Como resultado, ocorrem danos oxidativos ao

nivel dos &cidos nucleicos, proteinas e lipidos.

O stress oxidativo e a formacdo de ROS/RNS tém sido largamente associados a regulacdo
da sinalizacao celular envolvida na morte celular por apoptose e/ou necrose (REF). Foi
ainda demonstrado que o stresse oxidativo leva a acumulacdo de autofagossomos em
diferentes tipos de células somaticas (Navarro-Yepes et al., 2014). No entanto, os eventos
redox envolvidos no nivel molecular permanecem largamente desconhecidos. Mais
importante, a inter-relacdo entre as alteragdes no equilibrio redox, stresse oxidativo e

autofagia ndo esta bem definida.

Foi demonstrado recentemente por Valente et al (2017) que a N-acetilcisteina detém
efeitos neuroprotetores, levando a uma reversao total da formagdo de ROS/RNS e a uma
diminuicdo parcial das atividades autofagica e apoptdtica induzidas pela metilona e por
outra catinona, a MDPV. Este resultado evidencia a importancia do stress oxidativo na
regulacdo dos mecanismos de morte celular programada incitados pelas catinonas
sintéticas (Valente et al., 2017a). No entanto, os resultados desse estudo sdo
contraditérios aos obtidos no presente trabalho, uma vez que a utilizacdo dos

antioxidantes NAC e AA ndo reverteu a morte induzida por ambas as catinonas estudadas.

Os resultados obtidos no presente trabalho parecem estar de acordo com o estudo prévio
de Underwood et al (2010) que demonstrou que varios antioxidantes, como a NAC,
cistamina e glutationa, inibem tanto a autofagia basal como a induzida. Nesse estudo foi
demonstrado que a NAC era capaz de diminuir a autofagia induzida pela rapamicina
(composto capaz de induzir a autofagia por inibicdo da proteina cinase mTOR, que, por
sua vez, regula negativamente a autofagia) e diminui igualmente a autofagia quando
comparada ao estado basal em células neuronais (Underwood et al., 2010). Desta forma,
uma possivel explicacdo poderéa ser a diminuicdo da autofagia basal pela diminuicdo na
producdo de ROS/RNS na presenca destes antioxidantes, o que, tendo a autofagia um
efeito protetor, podera justificar o aumento da morte celular por apoptose. Contudo, e
como ja foi referido, a inter-relacdo entre as alteracbes no equilibrio redox, stress

oxidativo e autofagia, ndo esta ainda bem definida.
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IV. CONCLUSOES

As catinonas sintéticas sdo um grupo importante de novas substancias psicoativas que
surgiram originalmente como alternativas legais as anfetaminas. Os resultados deste
estudo permitiram gerar novo conhecimento sobre a toxicidade destas novas drogas
recreativas, evidenciando o rim como um 6rgéo alvo. A compreensdo dos mecanismos de

toxicidade subjacentes podera ajudar a entender o dano renal reportado em humanos.

O trabalho experimental realizado para elaborar a presente dissertagéo permitiu concluir

que:

e As catinonas sintéticas 3,4-DMMC e metilona induziram citotoxicidade em
células HK-2 de rim humano de modo dependente da concentracdo e do tempo de
exposicao, tendo o derivado 3,4-DMMC exibido um maior potencial nefrotdxico.

e A metilonae a 3,4-DMMC promoveram a formacéao de vactolos intracelulares de
natureza acidica, fornecendo a primeira evidéncia de que as catinonas sintéticas
ativam a autofagia em células renais humanas.

e Aexposicao das células HK-2 as catinonas na presenca dos inibidores autofagicos
3-MA e wortmanina aumentou significativamente a morte celular, evidenciando
o0 papel protetor da autofagia na nefrotoxicidade das catinonas sintéticas.

e Também o pré-tratamento com os inibidores apoptéticos aumentou a toxicidade
dos compostos estudados nas células HK-2, sendo necessarios estudos adicionais
para elucidar as vias envolvidas.

e A nefrotoxicidade da metilona e da 3,4-DMMC néo é anulada ou diminuida na
presenca de antioxidantes (NAC e AA), o que podera estar relacionado com a
inibicdo da autofagia mediada por ROS e consequente potenciacdo da morte
apoptotica.
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