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Sumario

O mundo das drogas recreativas alterou-se nas Ultimas décadas com o aparecimento
continuo de novas substancias psicoativas (NSP), sendo a populacéo jovem a mais afetada
por estas substancias. Entre estas NSP destacam-se as catinonas sintéticas que sdo
quimica e estruturalmente semelhantes as anfetaminas, sendo também denominadas de
“B-ceto anfetaminas”, apresentando propriedades psicostimulantes. Embora atualmente
muitas destas novas drogas ja sejam ilegais em muitos paises, estas drogas apareceram
inicialmente no mercado como alternativas legais ("drogas legais™) a drogas ilicitas bem
conhecidas, tais como as anfetaminas e a cocaina. Nos Gltimos anos foram descritos varios
casos de intoxicacGes e mortes associadas ao consumo destas drogas. Desta forma, € de
grande importancia a realizacdo de estudos que avaliem o seu potencial toxico e o risco
para a saude dos seus consumidores. Neste trabalho pretendeu-se avaliar os potenciais
efeitos nefrotdxicos de cinco derivados sintéticos da catinona comumente consumidos,
nomeadamente a 3,4-metilenodioxipirovalerona (MDPV), metilona, pentedrona, 3,4-
dimetilmetcatinona (3,4-DMMC) e 4-metiletcatinona (4-MEC), usando a linha celular
HK-2 como modelo in vitro. As células HK-2 foram expostas a uma ampla gama de
concentragdes, de 0,01 a 3 mM para a 3,4-DMMC e de 0,1 a 10 mM para as restantes
catinonas sintéticas estudadas, durante 24 e 48 horas. A toxicidade foi avaliada usando o
ensaio de reducdo do MTT que permite estimar a viabilidade celular. Os resultados
obtidos nesta dissertagdo mostraram pela primeira vez que as [-ceto-anfetaminas
estudadas induziram nefrotoxicidade, pelo menos no modelo in vitro usado, de modo
dependente da concentracdo e do tempo de exposicdo. A 3,4-DMMC foi o derivado da
catinona que exibiu maior toxicidade para as células HK-2, seguida da MDPV,
pentedrona, metilona, e, por ultimo, a 4-MEC. Contudo, sdo necessarios estudos
adicionais para a compreensao dos mecanismos subjacentes aos efeitos nefrotdxicos das
[3-ceto-anfetaminas.

Palavras-chave: Catinonas sintéticas, “drogas legais”, “sais de banho”, nefrotoxicidade,

células HK-2, viabilidade celular.
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Abstract

The world of recreational drugs has changed in the last decades with the continuous
appearance of new psychoactive substances (NPS), being the young population the most
affected by these substances. Among these NPS are synthetic cathinones that are
chemically and structurally similar to amphetamines, being also called “p-keto
amphetamines”, possessing psychostimulant properties. Although many of these new
drugs are now illegal in many countries, these drugs have initially appeared on the market
as legal alternatives ("legal drugs") to well-known illicit drugs such as amphetamines and
cocaine. Some cases of intoxication and death related to these drugs consumption have
been reported in the last few years. Thus, it is really important to carry out studies that
assess their toxic potential and health risks to consumers. The purpose of this study was
to evaluate the potential nephrotoxic effects of five commonly used cathinone synthetic
derivatives, namely 3,4-methylenedioxypyrovalerone (MDPV), methylone, pentedrone,
3,4-dimethylmetcatinone (3,4-DMMC) and 4-methylethcatinone (4-MEC) using the HK-
2 cell line as an in vitro model. The HK-2 cells were exposed to a wide range of
concentrations, specifically 0.01-3 mM for 3,4-DMMC and 0.1-10 mM for all the others
synthetic cathinones, for 24 and 48 hours. The toxicity assessment was performed using
the MTT reduction assay for evaluating cell viability. The results obtained in the present
study showed for the first time that the tested B-keto amphetamines induced
nephrotoxicity, at least in this in vitro model, in a concentration- and time-dependent
manner. 3,4-DMMC was found to be the cathinone derivative that exhibited the highest
toxicity for HK-2 cells, followed by MDPV, pentedrone, methylone, and 4-MEC.
However, further studies are needed to understand the mechanisms underlying the
nephrotoxic effects of B-keto-amphetamines.

Keywords: Synthetic cathinones, legal highs, bath salts, nephrotoxicity, HK-2 cells, cell
viability
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Avaliacdo in vitro da nefrotoxicidade de catinonas sintéticas

Enquadramento e estrutura da dissertacéo

O mercado das drogas cresceu em complexidade nas Gltimas décadas com o aparecimento
num ritmo sem precedentes de novas substancias psicoativas (NSP), criando um
importante desafio para as autoridades de salde publica. Novos produtos conhecidos
como “drogas legais” foram surgindo, apresentando na sua composi¢do substancias
psicotropicas na sua forma natural ou obtidas por sintese. Embora atualmente muitas
destas novas drogas sejam ilegais em muitos paises, estas NPS eram inicialmente
adquiridas livremente em lojas especializadas designadas de smartshops e continuam
facilmente acessiveis em websites da Internet. O principal objetivo ao adquirir estas
alternativas “legais” € o de mimetizar os efeitos produzidos por drogas ilicitas classicas,
como a 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA ou ecstasy) e a cocaina (Arunotayanun
e Gibbons, 2012; Coppola e Mondola, 2012; Prosser e Nelson, 2012).

As catinonas sintéticas representam atualmente o segundo maior grupo de NSP
monitorizadas pelo European Monitoring Centre for Drug and Drug Addiction
(EMCDDA) (Emcdda, 2017). S&o vendidas sob a designagdo de “sais de banho” ou
“fertilizantes para plantas” e rotuladas como ndo sendo préprias para 0 consumo humano.
Os primeiros derivados da catinona apresentavam finalidades terapéuticas, contudo, nas
ultimas décadas, estas drogas ganharam notoriedade no contexto recreacional, devido aos
seus efeitos estimulantes semelhantes ao de anfetaminas cléssicas. De facto, as catinonas
sintéticas possuem uma estrutura quimica semelhante a das anfetaminas, a diferenca
residindo na presenga de um grupo cetona na posic¢ao 3 da cadeia lateral. Por esse facto,
as catinonas sintéticas sdo muitas vezes designadas de “B-ceto anfetaminas” (Coppola e

Mondola, 2012; Kelly, 2011; Valente et al., 2014).

As primeiras catinonas sintéticas lancadas no mercado foram a metcatinona (efedrona) e
a 4-metilmetcatinona (mefedrona, 4-MMC). Juntamente com a mefedrona, a 3,4-
metilenodioxipirovalerona (MDPV) e a 3,4-metilenodioximetcatinona (metilona)
emergiram muito rapidamente no mercado das drogas recreativas como sendo um dos

principais constituintes dos “sais de banho” (Kelly, 2011; Valente et al., 2014).
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Apesar de estudos recentes terem ja demonstrado a toxicidade induzida pelas catinonas
sintéticas a nivel hepatico (Luethi etal., 2017; Valente et al., 2016a; Valente et al., 2016b)
e neuronal (Valente et al., 2017a; Valente et al., 2017b), ndo existem até ao momento

estudos que avaliem o potencial toxico destas substancias a nivel renal.

O objetivo deste trabalho passou pela avaliagéo in vitro do potencial nefrotdxico de cinco
catinonas existentes no mercado, nomeadamente a 3,4-dimetilmetcatinona (3,4-DMMC),
ametilona, a MDPV, a pentedrona e a 4-metiletcatinona (4-MEC). Foi selecionado como
modelo de estudo, a linha celular imortalizada HK-2 (Human Kidney-2 cells) de células

tubulares proximais provenientes de rim humano.

Na primeira parte desta dissertacdo foi efetuada uma revisdo bibliografica que visou
apresentar o estado da arte referente as catinonas sintéticas. Para alcancar este objetivo,
procedeu-se a pesquisa e andlise de artigos cientificos publicados no PubMed, Science
Direct, B-on e Google académico, utilizando as seguintes palavras-chave: “synthetic
cathinones”, “Legal highs”, “Bath salts”, “renal cells”, “toxicity” e “cell viability”. Aliado
a esta pesquisa efetuou-se ainda a recolha de informacédo em livros didaticos e websites
governamentais através do monitor de busca “Google”. A pesquisa foi continua ao longo
do desenvolvimento deste trabalho, tendo-se realizado desde outubro de 2016 a setembro
de 2017.

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

bibliogréaficas utilizadas ao longo desta dissertacao.
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I. PARTE TEORICA: AS CATINONAS SINTETICAS

1.1. Perspetiva historica

Proveniente do Noroeste Africano e do Sudoeste da Peninsula Arabica surge uma planta
designada de khat (Catha edulis). Durante séculos a mastigacdo de folhas frescas desta
planta foi utilizada devido as propriedades estimulantes proporcionadas. Tratava-se de
uma pratica comum em determinadas comunidades locais destas regifes durante as suas
cerimonias religiosas e culturais. Em alguns locais, nomeadamente no Iémen, esta pratica
é vista como um fendmeno social e cultural efetuado regularmente pelos homens da
regido, apds o término do seu trabalho, realizando-se assim as “khat sessions” (Karila et
al., 2015; Kersten e Mclaughlin, 2015; Valente et al., 2014).

Com o passar dos anos, 0os meios de transporte e distribuicdo de mercadorias foram
melhorando e evoluindo, permitindo a expansdo do uso desta planta para os paises
ocidentais. No entanto, existia a limitacdo da necessidade de as folhas da planta estarem
no seu estado fresco para que 0s seus consumidores conseguissem obter os efeitos
psicotropicos pretendidos. Com o envelhecimento das folhas advém a degradacéo
enzimatica da catinona, composto com atividade estimulante, formando-se os metabolitos
com menor atividade estimulante, a catina e a norepinefrina. A exposic¢do das folhas
frescas ao calor e radiacdes solares acelerava o seu processo de degradacéo, pelo que 0s
cultivadores envolviam-nas em cascas de banana para garantir a frescura e humidade
adequada das folhas da khat (Feyissa e Kelly, 2008; Katz et al., 2014; Valente et al.,
2014).

Esta planta foi descoberta pelo botanico sueco Peter Forskal, entre os anos de 1761 e
1763, durante uma expedigéo ao Egipto e Iémen. Forskal identificou Catha edulis como
membro da familia Celastraceae. Mais tarde, Karstem Niebuhr, o Unico sobrevivente da
expedicdo liderada por Peter Forskal, intitula a planta khat de Catha edulis Forsk (Karila
et al., 2015; Valente et al., 2014). Assim, apenas no século XVIII, é que o povo europeu
ficou a conhecer esta planta através da expedicao onde esta foi descoberta e devidamente
catalogada (Kersten e Mclaughlin, 2015).
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Em 1887, Fluckiger e Gerock descobrem um composto psicostimulante denominado de
Katin, assumindo que este seria o principal composto ativo da planta khat. Mais tarde, em
1930, Wolfes identifica esse composto como sendo a (+)-norpseudoefedrina ou catina.
Existiam, no entanto, algumas evidéncias que demonstravam que as propriedades
estimulantes deste composto seriam insuficientes para conseguir, por si s, produzir todos
os efeitos farmacoldgicos desencadeados. Ao longo do tempo foram surgindo mais
evidéncias de que a catina isoladamente ndo possui poténcia suficiente para produzir os
efeitos farmacoldgicos induzidos pela khat (Kersten e Mclaughlin, 2015; Valente et al.,
2014).

Mais tarde, nos anos de 1928 e 1929, foram descritos 0s processos de sintese para a
efedrona e mefedrona, respetivamente (Kelly, 2011; Kersten e Mclaughlin, 2015). A
descoberta de que estes derivados da catinona apresentavam uma estrutura semelhante a
das anfetaminas e seus analogos, levou a um interesse cada vez maior no desenvolvimento
destes compostos com finalidades terapéuticas (Karila et al., 2015; Kersten e Mclaughlin,
2015). Na antiga Unido Soviética (URSS), entre 1930-1940, a efedrona foi
comercializada como antidepressivo, sendo mais tarde produzida como um estimulante

do sistema nervoso central (SNC).

Em 1975, a United Nations Narcotics Laboratory isolou um analogo B-ceto e precursor
da catina. Este novo composto trava-se da catinona ou (—)-a-aminopropiofenona. A
catinona é atualmente considerada como sendo o principal alcaloide presente nas folhas
da planta khat com propriedades estimulantes semelhantes as das anfetaminas, porém
com uma poténcia inferior. Estudos recentes demostraram que a poténcia da catinona em
relacdo a catina pode ser cerca de 7-10 vezes superior, apresentando uma degradacdo mais
rapida, dai a necessidade de se usar as folhas frescas (Karila et al., 2015; Valente et al.,
2014).

Alguns derivados sintéticos da catinona, nomeadamente a m-cloro-N-terc-butil-catinona
(bupropiona), as N,N-dietilcatinonas (dietilpropiona, anfepramona) e as N,N-
dimetilcatinonas (dimetilpropiona, metanfepramona), foram inicialmente desenvolvidos
com o intuito de serem utilizados como farmacos antidepressivos e anorexigenos, devido
as suas propriedades estimulantes do SNC, mas também por apresentarem um menor

potencial de abuso. A bupropiona foi introduzida no mercado em 1985, inicialmente
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como antidepressivo, sendo mais tarde usada na terapéutica de cessacio tabagica. E o
unico derivado sintetico utilizado atualmente para fins clinicos quer nos Estados Unidos
da América (EUA) quer na Europa (Wilkes, 2008). Por outro lado, a efedrona era vendida
com a mesma finalidade terapéutica, contudo, apresentava um elevado potencial de
adicdo e causava efeitos semelhantes aos produzidos pela cocaina, com a agravante de
apresentar uma poténcia superior a da propria cocaina e catinona isoladamente (Young e
Glennon, 1993; Valente et al., 2014). Devido a esta propriedade, na URSS, em 1970,
comegou a existir um uso generalizado de efedrona, surgindo nas ruas com o nome de
“Jeff” ou “Cat”, chegando aos EUA por volta da década de 1990 e desde entdo foram
muitas as intoxicagdes graves associadas a este derivado. Em 1994, a efedrona foi

adicionada ao anexo | da Convencéo das Nac¢des Unidas sobre substancias psicotropicas.

Até ao inicio dos anos 90, as Unicas substancias relacionadas com a catinona que se
encontravam restritas eram a catina, a propria catinona e a metcatinona. Devido ao
potencial terapéutico que determinados derivados da catinona possuiam, em 1996, é
sintetizada e patenteada a metilona como um agente antidepressivo e antiparkinsénico.
Este composto acabou por ser retirado do mercado apds se constatar que exibia uma
poténcia psicostimulante muito préxima daquela que é proporcionada pela MDMA. Isto
pode ser explicado pelo facto da metilona ser um composto analogo a MDMA. Durante
a década de 1990, o interesse pelos derivados da catinona apenas se verifica em certos
locais do mundo, existindo também um numero restrito de compostos deste género
(Kelly, 2011; Valente et al., 2014).

O cenério que envolvia os derivados sintéticos da catinona foi alterado quando
comegaram a surgir como “drogas legais” em determinados paises. Na primeira geracao
de catinonas sintéticas vendidas no mercado encontrava-se incluida a metilona sob a
designacdo de “Explosion”. Esta comecou a emergir em meados do ano 2000,
inicialmente na Holanda e Japdo, seguindo-se mais tarde a Australia. Eram facilmente
adquiridas através da Internet e das smartshops, sendo comercializadas como “sais de
banho” nos Estados Unidos e como “fertilizantes para plantas” na Europa e sempre
rotuladas como “néo indicado para consumo humano” (Coppola e Mondola, 2012; Gregg
e Rawls, 2014; Kersten e Mclaughlin, 2015; Valente et al., 2014).
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As catinonas pirrolidina N-substituidas, derivadas da a-pirrolidino propiofenona (a-PPP),
surgem na Alemanha nos anos 2000 durante apreensdes realizadas ao mercado das drogas
tornando-se mais famosas mais tarde (Kersten e Mclaughlin, 2015). Foram sintetizadas
diversas substancias pertencentes a familia das pirrolidinofenonas com o propdsito de
serem usadas clinicamente. Assim, no inicio da década de 1970, apareceu a pirovalerona
((RS)-1-(4-metilfenil-2-(1-pirrolidinil)pente-1-ona), tendo sido utilizada durante muitos
anos no tratamento de situacdes de fadiga crénica, letargia e obesidade. Contudo esta
também caiu em desuso, pelos problemas de dependéncia que provocava. Entretanto,
entre 2007-2008, aparece em lIsrael a mefedrona (MEPH), mais conhecida como “M-
Cat”, “Miaow Miaow”, “Meph”, “Subcoca” e “TopCat”. Esta surgiu como sendo uma
alternativa legal a drogas classicas como a ecstasy e cocaina. A sua producao foi
rapidamente cessada (ainda em 2008) pelo governo israelita devido ao nimero de
hospitalizaces associadas ao consumo da droga. Em 2008, pouco tempo apds ter sido
banida em Israel, a MEPH tornou-se popular também na Europa, em paises como a

Irlanda, Escandinavia, Australia e Reino Unido.

Surgem depois a flefedrona (p-fluorometcatinona) e os seus isomeros estruturais 2- e 3-
fluorometcatinona (Kelly, 2011; Valente et al., 2014). Apareceram também a etcatinona
(N-etilcatinona ou etilpropiona) e a butilona (-ceto-metilbenzodioxolilbutanamina; Bk-
MBDB). A MDPV foi detetada inicialmente no Japdo (em 2006), na Alemanha (em
2007) e na Finlandia, surgindo ainda na Poldnia e Reino Unido, em 2010, apds a

mefedrona ter sido retirada do mercado.

Em abril de 2010, as catinonas sintéticas foram classificados na classe B na lista de
substancias onde sdo feitas penalizacbes em caso de posse e trafico das mesmas. Para
contrariar esta situacdo surgiram no mercado das drogas analogos naftil da catinona, sob
a forma de NGR-1, NGR-2 e NGR-3, que ndo se encontravam abrangidos na proibigéo
original referida anteriormente. Em julho de 2010, o governo do Reino Unido colocou

estes compostos na classe B da legislacdo sobre o uso indevido de drogas.
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1.2. Prevaléncia do consumo e enquadramento legal

O consumo de khat encontrava-se inicialmente confinado ao local onde esta crescia. No
entanto, com a emigracdo da populacdo dos paises de origem (para locais como a Europa
e 0s EUA) e a melhoria das formas de distribuicdo, ocorreu a sua globalizacdo (Manghi
et al., 2009; Valente et al., 2014). O seu enquadramento a nivel legal permanece
ambiguo, isto porque, a catinona é colocada na Classe | da Lista de Substancias
Controladas da Drug Enforcement Administration (DEA), enquanto que a catina, no ano
de 1988, € incluida na Classe IV dessa lista. Atualmente a planta khat é ilegal em certos
paises da Europa (Alemanha, Dinamarca, Franca, Holanda, Irlanda, Noruega e Suécia),
nos EUA e no Canada. J& em Portugal, Reino Unido, Austrélia, e na maior parte dos
paises da Africa Oriental, esta encontra-se dentro do ambito legal (Arunotayanun e
Gibbons, 2012; Valente et al., 2014).

Nas ultimas décadas assistiu-se por todo o0 mundo a um aumento da producdo de novas
substancias psicoativas, sendo que a EMCDDA revelou no seu relatério anual que as
catinonas sintéticas representam o segundo maior grupo de novas drogas monitorizadas,
com 118 detetadas no total, incluindo 14 detetadas pela primeira vez em 2016 (Emcdda,
2017).

Surgiram no mercado com diversos nomes tais como “Bloom”, “Blue Silk”, “Ivory
Wave”, “Purple Wave” e “Vanilla Sky”. Estas sdo vendidas em determinados paises
através das smartshops e/ou fornecedores via Internet, existindo um acesso rapido, facil
e sem qualquer tipo de ilegalidade na aquisicdo destes produtos. A legislacdo
normalmente ndo consegue banir por completo estes produtos, uma vez que estdo sempre
a surgir novos tipos de catinonas sintéticas no mercado das drogas recreativas (Coppola
e Mondola, 2012; Karila et al., 2015; Spiller et al., 2011).

E dificil estimar a prevaléncia do uso de catinonas sintéticas. Atualmente todas as
pesquisas efetuadas neste campo recorrem exclusivamente a relatos dos seus
consumidores. Alem disto, a maior parte destas pesquisas correspondem a relatos de
grupos de individuos muito especificos e, por consequéncia, estes ndo sao representativos

da populacdo em geral (Valente et al., 2014).
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A mefedrona foi reportada como sendo a oitava droga mais notificada a nivel Europeu,
seguida de drogas como a heroina, anfetaminas, canabis, ecstasy, entre outras (Emcdda,
2017). A MDPV, outra droga pertencente a esta classe, apresenta maior prevaléncia na
Finlandia, onde atingiu percentagens superiores as do consumo de bebidas alcodlicas,
como revelaram os resultados da fiscalizacdo da conducgédo sob influéncia de alcool e

drogas neste pais (Kriikku et al., 2011).

As catinonas sintéticas rapidamente se tornaram populares a nivel mundial. Tal facto
torna mais complicada a aplicacdo de legislagdo para estas drogas, isto porque, quando
uma substancia se torna controlada legalmente, surgem no mercado novos analogos
estruturalmente modificados contornando estas lacunas legislativas. Desta forma, os
fabricantes e consumidores destas drogas acabam por ficar um passo a frente da lei,

continuando com este “jogo do gato e do rato” (Katz et al., 2014).

O regime juridico aplicado a estas drogas varia muito entre os diferentes paises (Valente
et al., 2014). Em Portugal, no ano de 2013, foram implementadas novas medidas para
controlo deste género de drogas, existindo penalizacBes em situacfes de comércio e
consumo. O Decreto-Lei n.° 54/2013, de 17 de abril (em anexo), que veio definir o atual
regime juridico da prevencdo e protecdo contra a publicidade e o comércio das novas
substancias psicoativas, proibe a producdo, importacdo, exportacdo, publicidade,
distribuicdo, venda, detencdo, ou disponibilizacdo de novas substancias psicoativas. A
este Decreto-Lei, acrescenta-se a Portaria n°® 154/2013, de 17 de abril, que aprova a lista
das novas substéncias psicoativas (em anexo). A lista engloba 159 substancias, sendo 33
delas derivados da catinona. Estas medidas desencadearam o encerramento de diversas
smartshops distribuidas por todo o pais. Nesta lei esta também previsto que deve ser

efetuada uma nova atualizacdo da lista a cada 18 meses.

1.3. Estrutura quimica

Na composi¢do quimica da Catha edulis estdo presentes a catinona e a catina (derivado
semelhante com uma poténcia estimulante inferior). A diferenca entre estes compostos
encontra-se no grupo B-ceto presente na catinona e que na catina encontra-se substituido

por um grupo hidroxilo (Figura 2).
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HO,,
% CHj O CH;

Catina Catinona

Figura 2. Estruturas quimicas da catina e da catinona presentes na planta khat (adaptado de (De
Felice et al., 2014)).

Em meados dos anos 2000, surgiu no mercado das drogas recreativas a maior parte das
catinonas sintéticas, sendo sintetizadas através da adicdo de diferentes substituintes em

diferentes partes da molécula da catinona (Figura 3).

Figura 3. Estrutura quimica base das catinonas sintéticas assinalando as regides de inser¢do dos

varios substituintes.

As catinonas sintéticas sao classificadas como derivados fenilalquilamina possuindo uma
estrutura quimica semelhante a das anfetaminas (Figura 4). A diferenca entre elas situa-
se no grupo cetona introduzido na posi¢do B da cadeia alquilamina ligada ao anel de
benzeno. Por esse facto, as catinonas sintéticas sdo muitas vezes designadas de “p-ceto
anfetaminas” (Coppola e Mondola, 2012; Kelly, 2011; Valente et al., 2014).

10
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Catinona Anfetamina

Figura 4. Estruturas quimicas da catinona e da anfetamina.

Os derivados da catinona, na sua estrutura quimica, possuem um centro quiral, podendo
existir sob duas formas estereocisoméricas (enantiomeros S e R), caracteristica que
determina a sua poténcia. Na sua forma natural, ou seja, na planta khat, sdo encontrados
0s S-enantiomeros da catinona; ja os derivados presentes no mercado clandestino sdo
constituidos normalmente por misturas racémicas, contendo igual quantidade destes
enantiomeros (R e S) (Katz et al., 2014).

A extensdo dos efeitos simpaticomiméticos produzidos pelas catinonas sintéticas, bem
como a duracdo dos mesmos, variam consoante a estrutura do grupo funcional de cada
catinona. Estes analogos sintéticos (exceto os derivados pirrolidina) sdo considerados
menos potentes quando comparados com as anfetaminas, uma vez que a sua polaridade
se encontra aumentada pela presenca do grupo B-ceto e, consequentemente, a capacidade
para atravessar a barreira hemato-encefalica (BHE) encontra-se diminuida (Coppola e
Mondola, 2012; Prosser e Nelson, 2012).

Os derivados sintéticos da catinona possuem uma estrutura central semelhante entre eles,
podendo ser divididos em quatro familias distintas (Valente et al., 2014). Inicialmente
foram conhecidos os analogos sintéticos onde na catinona pode ocorrer N-alquilacdo nas
posi¢cbes Ri1, Rz, Rz e R4. Neste grupo de catinonas N-alquiladas (figura 5) estdo
incluidos os derivados inicialmente sintetizados com propositos terapéuticos, mas
também outros derivados que foram produzidos e posteriormente introduzidos no
mercado das drogas recreativas. Neste grupo insere-se a dietilpropiona e a
dimetilpropiona usadas pelas suas propriedades anorexigenas e a bupropiona com
propriedades antidepressivas. Estas apresentam uma substituicdo em R1 e R2 por grupos
etilo no caso da dietilpropiona e grupos metilo no caso da dimetilpropiona. Quando se

realiza uma N-metilagdo forma-se a metcatinona e com uma metilagdo adicional na

11
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posicdo 4 do anel surge a MEPH (Kelly, 2011). Outros derivados pertencentes a esta

familia que surgiram no mercado ilicito foram a etcatinona, efedrona, flefedrona e o

respetivo isomero (3-fluorometcationa), 4-MEC, metedrona, pentedrona, bufedrona e a

3,4-DMMC.
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Figura 5. Estrutura quimica dos derivados da catinona N-alquilados.

No anel benzénico (na posicdo Rz) pode ser adicionado um grupo 3,4-metilenodioxi,

surgindo uma familia diferente de catinonas, as catinonas 3,4-metilenodioxi-N-

alquiladas (figura 6), que englobam os derivados N-metilados e N-etilados (metilona e

etilona). Neste grupo estdo também inseridos os derivados que sofreram uma alquilagéo
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em R1 e R4, sendo estes a pentilona e a butilona. No entanto, ja existiam outras classes de
drogas no mercado com estrutura similar a esta familia de catinonas, sendo exemplos
dessa semelhanca a MDMA, a 3,4-metilenodioxietanfetamina (MDEA), a N-metil-1-
(1,3-benzodioxol-5-il)-2-butanamina (MBDB) e a N-metil-1,3-
benzodioxolilpentanamina (MBDP), pertencendo todas elas ao grupo das 3,4-

metilenodioxianfetaminas (Kelly, 2011; Valente et al., 2014).

1 0 N

LK 1 H i N 0 NecH
i Bt v <°]©)Y e 4 |
<o CHj <o CH; CH; ‘o °

Metilona Etilona Butilona Pentilona
(Bk-MDMA) (Bk-MDEA) (Pk-MBDB) (Pk-MBDP)

, O < 28

: L7
H H H 0 N.
L SO, SO <m
<0 CH, <o CH; CH; ‘o CHy o
CH,

MDMA MDEA MBDB MBDP

Figura 6. Estruturas quimicas das catinonas 3,4-metilenodioxi-N-alquiladas (1) e respetivas
anfetaminas  relacionadas (2) as  3,4-metilenodioxianfetaminas (MDMA, 34-
metilenodioximetanfetamina; MDEA, 3,4-metilenodioxietanfetamina; MBDB, N-metil-1-(1,3-
benzodioxol-5-il)-2-butanamina; MBDP, N-metil-1,3-benzodioxolilpentanamina).

Com uma substituicdo pirrolidinil no 4tomo de azoto surge uma nova familia, as
catinonas pirrolidinofenonas (figura 7), sendo os compostos pertencentes a esta familia
os derivados da a-pirrolidinopropiofenona (a-PPP). Com uma metilagdo do anel da a-
PPP surge a 4-metil-a-pirrolidinopropiofenona (MPPP). Com uma alquilagdo na posigédo
Rs desta molécula sdo produzidos a 4-metil-a-pirrolidino-butirofenona (MPBP),
pirovalerona e 4-metil-a-pirrolidinohexanofenona (MPHP). Quando na posicdo R4 €
inserido um grupo etilo forma-se a a-pirrolidinovalerofenona (a-PVP). Caso no anel da
a-PPP ocorra uma substitui¢cdo 4-metoxi produz-se a 4-metoxi-a-pirrolidinopropiofenona
(MOPPP) (Kelly, 2011; Valente et al., 2014). A 4-metil-a-pirrolidino-metilpropiofenona
€ 0 Unico derivado da catinona que apresenta uma alteragdo na posic¢ao Rs, sendo resultado
da metilagdo da MPPP (Emcdda, 2011).
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Figura 7. Estruturas quimicas das catinonas pirrolidinofenonas.

Outra familia pertencente as catinonas sintéticas aparece com a combinacdo das duas
ultimas familias anteriormente referidas, as catinonas 3,4-metilenedioxi-N-pirrolidina
(figura 8), que possuem um grupo N-pirrolidinilo e uma substituicdo 3,4-metilenodioxi
no anel de benzeno da molécula (Valente et al., 2014). Aqui sdo incluidas a 3,4-
metilenodioxi-a-pirrolidinopropiofenona (MDPPP), 3,4-metilenodioxi-a-
pirrolidinobutirofenona (MDPBP) e a MDPV. Se na molécula da MDPPP existir uma
substituicdo no R4 (introducdo de um grupo metilo) é formada a MDPBP, caso seja um
grupo etilo forma-se a MDPV (Valente et al., 2014; Kelly, 2011).
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Figura 8. Estrutura quimica das catinonas 3,4-metilenodioxi-N-pirrolidina. MDPPP, 3,4-
metilenodioxi-a-pirrolidinopropiofenona; MDPBP, 3,4-metilenodioxi-a-pirrolidinobutirofenona,
MDPV, (1-(3,4-metilenodioxifenil)-2-pirrolidinil-pentan-1-ona).

Mais tarde, surgiu uma segunda geracdo com um anel naftilo (Figura 9), sendo exemplo
disso a nafirona. Apesar de normalmente aparecer a B-nafirona, também é mencionado a

existéncia dos isomeros o e B-nafirona em produtos NRG-1 (Brandt et al., 2010).

B-nafirona

o-nafirona

Figura 9. Estrutura quimica da a e B-nafirona.

1.4. Perfil de consumo

1.4.1. Propriedades organoléticas e comerciais

Os “sais de banho” aparecem muitas vezes no mercado das drogas sob a forma de po
amorfo ou cristalino, de coloragdo branca ou amarelada, podendo também surgir sob a
forma de capsulas. Sdo vendidos normalmente em pacotes contendo uma gquantidade que
pode variar entre 200 mg a 10 g. Embora seja mais raro, as catinonas sintéticas podem

tambem aparecer em forma de comprimidos.
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Para além das propriedades mencionadas, o odor pode ser sentido em algumas das
catinonas sintéticas. No caso da MDPV, os seus consumidores relataram que, sob a forma
de pd branco, possui um odor caracteristico quando exposta ao ar. Ja a mefedrona na
forma de sal cloridrato possui um odor desagradavel, sendo uma mistura de odores como
baunilha, cloreto e urina (Coppola e Mondola, 2012; Karila et al., 2015; Prosser e Nelson,
2012; Valente et al., 2014).

1.4.2 Vias de administracéo

A via de administracdo mais comum para esta classe de drogas é a oral. Pode ocorrer a
degluticdo das capsulas contendo a droga ou um processo comumente designado de
“bombing”. Neste processo o po € ingerido apos ser envolvido em papel de cigarro. Outra
via muito comum ¢é a insuflacdo nasal ou “snorting”, sendo normalmente realizada por

“keying”, onde 0s consumidores colocam uma chave sob o p6 e seguidamente o inalam.

Podem ainda ser utilizadas outras vias para a administracdo destas substancias. Ja foi
relatado por consumidores destas drogas que a administracdo pode ser feita através das
gengivas ou pela via sublingual, inalatéria, intravenosa, intramuscular e ainda por via
retal, sendo tidas como vias menos comuns (Coppola e Mondola, 2012; Katz et al., 2014;
Kersten e Mclaughlin, 2015; Prosser e Nelson, 2012; Valente et al., 2014).

1.4.3 Dosagem

Os consumidores de derivados sintéticos das catinonas referem que as doses normalmente
consumidas podem variar entre 1 mg a 1 g, mesmo nédo sabendo qual o grau de pureza
dos compostos (Coppola e Mondola, 2012; Prosser e Nelson, 2012). Muitas vezes estes
administram uma nova dose ainda na mesma sessdo de consumo, uma vez que algumas
das catinonas sintéticas apresentam um curto intervalo de acdo (Coppola e Mondola,
2012).

Os efeitos psicostimulantes produzidos pela MEPH s&o obtidos com uma dosagem de
cerca de 20-50 mg. Contudo, certos consumidores desta droga ja descreveram que numa
sessdo normal pode ser consumido uma dose de 500 mg até 1 g de pé (Valente et al.,

2014). Para que os efeitos da MEPH possam surgir o mais rapidamente possivel, os
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individuos realizam a insuflacdo, usando uma quantidade entre 20-75mg, porém a
duracdo dos efeitos torna-se reduzida, durando menos de 2 horas. Para uma duracdo de
acao superior dos efeitos estimulantes produzidos pela MEPH, recorre-se a via oral sendo
que a dosagem habitual varia entre 150 a 250 mg e os efeitos aparecem 15-45 minutos
apos a ingestdo e podem durar desde 2 a 4 horas (Karila e Reynaud, 2011; Katz et al.,
2014; Valente et al., 2014). Com a administracao intravenosa torna-se possivel obter um
maximo de acdo 10-15 minutos ap6s a injecdo, com a desvantagem de existir uma duracao
de acdo inferior a 30 minutos. Por este motivo, é frequente que os consumidores recorram
a diferentes vias de administracéo a fim de obter um inicio de acdo rapido e uma duragéo

de acdo mais longa (Prosser e Nelson, 2012; Valente et al., 2014).

No caso da MDPV, esta induz os efeitos psicostimulantes com doses inferiores a 5 mg,
sendo que a dosagem habitual pode chegar até cerca de 20 mg ou mesmo ser superior a
este valor devido a administracdo repeticdo da droga. Para uma dosagem superior a 15
mg, alguns dos utilizadores descrevem efeitos extremamente desagradaveis. A MDPV é
geralmente consumida por via oral e intranasal, apresentando um inicio de acédo e poténcia
a nivel dos efeitos proporcionados relativamente semelhantes, variando apenas a duragédo
dos efeitos apos 0 seu consumo. Na via intranasal, o tempo de acéo pode variar entre 2-
3,5 horas, comecando os efeitos a evidenciarem-se 5-20 minutos apds a inalacao,
enguanto que, por via oral, os efeitos surgem apds 15-30 minutos e podem durar cerca de
2-7 horas (Karila e Reynaud, 2011; Valente et al., 2014).

A metilona encontra-se vulgarmente disponivel sob a forma de pé ou capsulas, no entanto,
numa fase inicial esta era vendida em tubos de 5 mL. Geralmente as doses usadas podem
variar de 100 a 300 mg, sendo que uma dose superior a 250 mg ja ¢ considerada “pesada”,
segundo os seus consumidores. Os efeitos da metilona surgem 15-30 minutos apés a
ingestdo, tendo uma duracéo de agdo proxima de 3 horas, embora alguns dos seus efeitos
possam chegar a perdurar até 24 horas ap6s o consumo (Karila e Reynaud, 2011; Lopez-
Arnau et al., 2013).

Pensa-se que as doses habituais de butilona sejam similares as utilizadas para a metilona,
promovendo efeitos estimulantes que duram 4 a 6 horas. Como existe pouca informacao
na literatura, toda a informacgdo descrita sobre esta droga é baseada nos relatos dos

consumidores disponiveis na Internet (Karila e Reynaud, 2011; Warrick et al., 2012).

17



Avaliacdo in vitro da nefrotoxicidade de catinonas sintéticas

Os consumidores referem que pode existir ainda a combinacgéo entre diferentes catinonas
ou a associacdo entre estas e outros tipos de substancias psicoativas. Este processo €
normalmente realizado quando se pretende obter determinados efeitos, mas também pode
ser usado para reduzir alguns dos efeitos mais preocupantes. Se o objetivo for potenciar
os efeitos estimulantes, € geralmente feita a combinacdo com anfetaminas,
metanfetaminas, cafeina, cocaina, alucinogénios e outras catinonas sintéticas. Para
combater ou neutralizar efeitos como a taquicardia causada por estes derivados sintéticos,
pode haver co-consumo de alcool ou uso de beta-bloqueadores. As benzodiazepinas e a
canabis sdo substancias que os consumidores referem usar apenas para combater sintomas
(como a ansiedade) causados pelo consumo das catinonas (Coppola e Mondola, 2012;
Katz et al., 2014).

1.5. Farmacocinética

A catinona, como ja referido anteriormente, € o principal alcaloide ativo da planta khat.
Em cada 100-500 g das suas folhas frescas pode estar presente uma quantidade de
catinona préxima de 78-343 mg (Arunotayanun e Gibbons, 2012). A forma mais comum
de utilizar a khat é através da mastigacdo das suas folhas frescas, surgindo os efeitos

psicostimulantes cerca de meia hora depois e duram cerca de 3 horas (Kalix, 1996).

A absorcdo destes alcaloides presentes na planta khat ocorre em duas fases distintas.
Através da mucosa oral, principal via da absor¢do da catinona, cerca de 60% deste
composto é eficazmente absorvido, sendo superior para a catina (80%). Numa segunda
fase, existe uma absorcdo da catinona através do suco deglutido, proveniente da
mastigacao da planta, ocorrendo assim a absorcdo a nivel estomacal e no intestino delgado
(Arunotayanun e Gibbons, 2012; Feyissa e Kelly, 2008; Toennes et al., 2003).

A concentracdo plasmatica de catinona é dependente da dose consumida, contudo, o
tempo necessario para ser atingido o pico de concentracdo maxima ndo apresenta esta

relacdo direta com a quantidade consumida de catinona (Valente et al., 2014).

A catinona é eliminada maioritariamente sob a forma dos seus metabolitos, ou seja, na

forma de catina e norepinefrina, sendo que apenas uma quantidade inferior a 7 % da dose

18



Avaliacdo in vitro da nefrotoxicidade de catinonas sintéticas

de catinona que foi consumida aparece sob forma inalterada na urina (Toennes e Kauert,
2002).

A gquantidade consumida nunca € linear e varia de acordo com o derivado que esta a ser
utilizado, sendo que a via de administracdo e a poténcia dos efeitos produzidos por cada
derivado sao fatores fulcrais para escolher a quantidade necessaria para obter os efeitos
desejados (Kelly, 2011; Valente et al., 2014). Tanto a farmacocinética como a
farmacodindmica, ap0s uma exposicdo recente a um destes compostos, torna-se
imprevisivel devido as variagcdes da natureza e pureza dos compostos presentes nos “sais
de banho” (Valente et al., 2014).

Num estudo realizado in vitro por Cozzi et al. (1999) demonstrou-se que a metilona e a
efedrona apresentam uma poténcia menor que a MDMA e a metanfetamina (METH),
respetivamente, para inibir a captacdo de neurotransmissores. Como na composi¢do das
catinonas sintéticas encontra-se presente um grupo f-ceto, a sua polaridade é aumentada
e como consequéncia ocorre uma diminuicdo da sua capacidade para atravessar a barreira
hemato-encefalica, quando comparadas com as anfetaminas que ndo possuem o grupo f-
ceto como as catinonas sintéticas. Como consequéncia sdo necessarias doses mais
elevadas de catinonas sintéticas para alcancar os mesmos efeitos causados pelas
anfetaminas (Coppola e Mondola, 2012; Hill e Thomas, 2011; Prosser e Nelson, 2012).

No entanto, a familia das catinonas pirrolidina ndo apresenta a dificuldade em atravessar
a BHE comparativamente as outras catinonas sintéticas, uma vez que na sua estrutura
quimica esta presente o anel pirrolidina que confere menor polaridade a molécula
(Coppola e Mondola, 2012).

Verificou-se que a MDPV, a metilona, a efedrona e a MEPH possuem uma elevada
permeabilidade nas células endoteliais dos capilares de cérebro humano expressando
transportadores “blood-to-brain” e “brain-to-blood”. Existem ainda evidéncias que
sugerem a presenca de um transporte ativo para o cérebro, via transportadores de influxo
especificos para a MDPV, e dai a BHE apresentar maior permeabilidade tanto para este

composto como para a MEPH (Simmler et al., 2013).

Ap0s a absorgao da catinona ou de qualquer um dos seus derivados sintéticos ocorrem as

reacOes de metabolizacdo de fase I, nomeadamente a redugdo do grupo B-ceto a alcool
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(reacdo catalisada pelas enzimas microssomais hepaticas) produzindo-se nesta fase a

catina e a norefedrina (figura 10) (Guantai e Maitai, 1983).

NH,
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CHg
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Figura 10. Fase | do metabolismo da catinona, formando a catina e norefedrina através de uma
reacdo de reducédo [R] (adaptado de (Brenneisen et al., 1986)).

A catinona possui um metabolismo estereoseletivo, onde o estereoisomero R-(+)-
catinona é metabolizado a catina e o estereoisomero S-(+)-catinona é metabolizado,

principalmente, a norefedrina (Mathys e Brenneisen, 1992).

Através de uma combinacdo entre a norefedrina absorvida (também presente nas folhas
da khat) e o produto de metabolizagéo da catinona, a quantidade de norefedrina excretada,
presente na urina, € sempre superior a quantidade que foi ingerida (Toennes e Kauert,
2002).

A efedrona é reduzida a efedrina e posteriormente metabolizada a norefedrina através de
uma N-desmetilagdo. Este metabolismo estereoseletivo ocorre também com a
dimetilpropiona onde, apés a sua reducdo em metilefedrina, esta sofre uma N-

desmetilacdo originado a efedrina (Valente et al., 2014).

Nas reacdes de metabolizacdo de fase | dos derivados N-alquilados da catinona, onde se
inclui a MEPH, podem ocorrer trés vias distintas. A MEPH pode sofrer uma oxidagdo do
grupo metilo presente no anel aromatico com formacdo de um &lcool que pode ser
seguidamente oxidado originando um acido carboxilico, o qual sofre entdo reducdo no

grupo B-ceto. Por outro lado, pode ocorrer a N-desmetilagdo da amina primaria, sendo
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que o primeiro metabolito resultante tanto pode ser oxidado como reduzido. Quando
ocorre reducdo, a funcdo cetona é reduzida a alcool e os compostos resultantes séo
conjugados com o acido glucurénico e/ou sulfatos, permitindo a sua excrecao através da
urina (Coppola e Mondola, 2012; Meyer et al., 2010). As principais isoenzimas do
sistema citocromo P450 (CYP) envolvidas nas reacOes de metabolizacdo de fase | da
MEPH séo as CYP2D6 (Pedersen et al., 2013).

No caso dos derivados 3,4-metilenodioxi-N-alquilados da catinona, o seu processo de
metabolizacdo j& foi previamente caracterizado. Como observado na figura 11, séo
conhecidas trés vias distintas da metabolizagdo deste grupo de catinonas: a reducdo do
grupo B-ceto, a desmetilenacdo do seu anel metilenodioxi seguida de O-metilacdo através
da enzima catecol O-metiltransferase (COMT) e, como via menos comum, a N-
desalquilacdo (Kamata et al., 2006; Valente et al., 2014). A partir das duas primeiras vias
séo formados trés metabolitos hidroxilados que entram na fase Il de metabolizag&o, onde
0 seu grupo alcool sofre glucuronidacdo e sulfonagdo. Os compostos conjugados sao
excretados na urina juntamente com a fracdo inalterada (ndo metabolizada) da catinona
(Coppola e Mondola, 2012; Zaitsu et al., 2009).
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Figura 11. Vias de metabolizacdo de fase | possiveis para a familia das catinonas 3,4-
metilenodioxi-N-alquiladas. [R] reducgdo; [DA] N-desalquilacdo; [M] O-metilacdo (retirado de
(Valente et al., 2014)).

O grupo cetona presente na cadeia lateral amina dos derivados 3,4-metilenedioxi-N-
pirrolidina da catinona, como no caso da a-PVP e da MDPV, é convertida num &lcool.
No que respeita ao anel 3,4-metilenodioxi da MDPV, este é metabolizado do mesmo
modo que as [3-ceto-metilenodioxianfetaminas, produzindo-se um catecol e um metoxi
catecol pirovalerona. Estes representam os metabolitos principais da MDPV que sé&o
posteriormente sulfonados e/ou glucuronados e excretados na urina (Valente et al., 2014).
Além disto, especificamente para a MDPV ¢ a-PVP, 0 anel pirrolidina pode ser degradado
e dar origem a aminas primarias ou, por outro lado, a cadeia lateral e a posicdo 2" deste
anel podem ser hidroxiladas e sofrer uma desidrogenacdo originando uma cetona e um
anel lactamo, respetivamente. Por ultimo, o anel pode abrir com formacéo do aldeido
alifatico correspondente e sofrer ainda uma oxida¢do adicional produzindo-se um acido
carboxilico (figura 12). Quando se trata da a-PVP 0 anel fenilo pode ser hidroxilado
apenas na posicao 4” e posteriormente estes metabolitos, e todos 0s outros que contenham
grupos hidroxilo, sofrem parcialmente as reacfes metabdlicas de fase Il (Sauer et al.,
2009; Valente et al., 2014).
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Figura 12. Vias de metabolizacdo de fase | possiveis para as catinonas do grupo 3,4-
metilenodioxi-N-pirrolidina.  [R] reducdo; [OH] hidroxilagdo; [DH] desidrogenacdo; [Ox]
oxidag&o (retirado de (Valente et al., 2014)).

1.6. Farmacodinamica

Sendo a catinona um analogo B-ceto da anfetamina e os seus metabolitos (catina e
norefedrina) estruturalmente semelhantes a noradrenalina, durante o periodo da
mastigacdo das folhas da planta khat ocorre a libertacdo destes compostos, levando ao
aparecimento de efeitos estimulantes e simpaticomiméticos semelhantes aos apresentados
pelas anfetaminas, os designados “amphetamine-like effects”. Diversos estudos
elaborados recentemente demonstraram que, destes alcaloides, a catinona é o composto
que apresenta maior poténcia para induzir a libertagdo no SNC de dopamina, da mesma

maneira que ocorre com as anfetaminas (Valente et al., 2014).

A presenca do grupo metilo na posigdo a da cadeia lateral previne a inativacdo da

catinona, catina e norefedrina pela monoamina oxidase (MAO), tal como acontece no
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caso das anfetaminas. Para além desta propriedade, ja foi comprovado que a catinona é
capaz de inibir a MAO, nomeadamente a MAO-B, de modo mais potente que a
anfetamina. Esta inibicdo promove a diminuicdo da degradacdo da dopamina,
proporcionando uma acumulagdo de catecolaminas na fenda sinaptica (Nencini et al.,
1984; Valente et al., 2014). Como a catinona apresenta maior lipofilia que os seus
metabolitos, atinge mais facilmente o SNC, favorecendo o aparecimento dos seus efeitos

estimulantes e simpaticomiméticos.

Com um mecanismo de acdo semelhante ao observado nas anfetaminas, as catinonas
sintéticas promovem a libertacdo de catecolaminas nas terminagdes nervosas. Assim, ao
nivel das acdes periféricas proporcionadas, quer seja por consumo de catinonas sintéticas,
quer seja por mastigacao da khat, é gerado uma sindrome simpaticomimética (Valente et
al., 2014). Esta é geralmente caracterizada por um aumento do ritmo cardiaco e pressdo
arterial, midriase, hipertermia, entre outros efeitos descritos mais pormenorizadamente

na sec¢do dos efeitos toxicologicos.

As catinonas sintéticas parecem exercer os seus efeitos ap6s uma interagdo com 0s
transportadores das monoaminas da membrana plasmatica nomeadamente 0s
transportadores da dopamina (DAT), da noradrenalina (NET) e da serotonina (SERT).
Esta interacdo resulta num aumento da concentracdo destas aminas biogénicas na fenda
sinaptica (Cozzi et al., 1999; Simmler et al., 2013; Cameron et al., 2013; Lopez-Arnau et
al., 2013; Sogawa et al., 2011), do mesmo modo como ja foi demonstrado com o consumo
de anfetaminas (Carvalho et al., 2012) . Quando ocorre interacdo entre estes derivados
sintéticos da catinona e os transportadores membranares de monoaminas, as catinonas sao
transportadas para o interior das células, levando a rutura das vesiculas, estimulando a
libertacdo dos neurotransmissores de uma forma ndo-exocitética, revertendo assim o
fluxo normal de transporte. As catinonas sintéticas podem ser classificadas como
substratos (tal como as anfetaminas), ou entdo podem funcionar como bloqueadores (tal
como a cocaina) levando a diferentes repercussdes nos efeitos a longo prazo (Baumann
etal., 2013a).

De acordo com Simmler et al. (2013), existem trés grupos diferentes de catinonas
sintéticas dependendo em primeiro lugar da sua poténcia como inibidores da DAT, NET

e SERT e em segundo lugar da sua ac¢do como libertadores de substrato. As catinonas
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do tipo “cocaine-MDMA-mixed”, onde estdo incluidas a etilona, a butilona, metilona,
mefedrona e nafirona, inibem a captacdo nao seletiva de monoaminas, do mesmo modo
que a cocaina. Este grupo promove também a libertacao da serotonina (5-HT), da mesma
forma que ocorre com o uso da MDMA, com a excegéo da nafirona. (Valente et al., 2014;
Simmler et al., 2013).

Estudos realizados em sinaptossomas de cérebro de rato demonstraram que a MDPV se
comporta como um bloqueador do transportador seletivo de monoaminas, com elevada
poténcia no caso das DAT e NET. Em comparacdo a cocaina, a MDPV apresenta uma
poténcia cerca de cinquenta vezes superior para 0 DAT e de dez vezes para 0 NET. No
entanto, para o SERT, a cocaina é cerca de dez vezes mais potente que a MDPV
(Baumann et al., 2013b; Cameron et al., 2013; Valente et al., 2014). A pirovalerona,
como apresenta uma estrutura semelhante a MDPV, possui também um mecanismo
semelhante. Ambos sdo inibidores muito potentes e seletivos para os transportadores da
dopamina e noradrenalina, no entanto, ndo provocam a sua libertacdo como se observa

para as anfetaminas (Valente et al., 2014; Simmler et al., 2013).

A catinona, metcatinona e flefedrona fazem parte do grupo das catinonas
“methamphetamine-like”. A catinona e a metcatinona, tal como a anfetamina e a
metanfetamina, atuam inibindo o transportador das monoaminas, sendo que apresentam
uma maior poténcia para a DAT e baixa poténcia para a SERT. Para além disso, estes
dois compostos promovem a libertacdo DAT, o que ndo ocorre com a 5-HT (tal como os
seus analogos ndo B-ceto). Da mesma maneira que o seu andlogo 4-fluoroanfetamina, a
flefedrona tende a comportar-se de forma semelhante a catinona e metcatinona (Simmler
etal., 2013).

Cozzi et al. (1999) classificam ainda a metcatinona e a metilona como potentes inibidores
dos transportadores de catecolaminas na membrana plasmatica, com efeito muito limitado
no que toca a inibicdo do transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2) em
comparacdo com a MDMA e METH (Cozzi et al., 1999).

Nestes estudos foi ainda observado que todas as catinonas apresentam boa
permeabilidade no modelo in vitro da BHE, sendo que a MDPV apresentava uma
permeabilidade transmembranar bastante elevada (Simmler et al., 2013).
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A afinidade com o NET relaciona-se com os efeitos simpaticomiméticos experienciados
apos consumir os derivados da catinona, tal como ocorre no caso da cocaina, da MDMA
e da METH. A capacidade de inibir o DAT associam-se os efeitos psicostimulantes e o
desenvolvimento de adi¢do. Sintomas como paranoia e alucinagdes entre outros tipos de
sintomas semelhantes, surgem devido a uma elevada afinidade para o SERT, tal como
acontece com outras drogas alucinogénias mais classicas como a mescalina, psilocibina
e a LSD. Com a deplecéo de serotonina e dopamina induzida por estes compostos podem
surgir sintomas como depresséo e anedonia (Cameron et al., 2013; Lopez-Arnau et al.,
2012; Schifano et al., 2011; Simmler et al., 2013).

1.7. Efeitos toxicos

Tal como acontece com a khat, os efeitos provocados pelo consumo de catinonas
sintéticas incluem normalmente os efeitos neuroldgicos, cardiacos e gastrointestinais
(Karila et al., 2015; Prosser e Nelson, 2012).

Estes efeitos podem variar entre as diferentes catinonas sintéticas, sendo dependentes da
dose, via de administracéo e caracteristicas individuais de cada consumidor (Karila et al.,
2015). Os efeitos desejados ap6s o consumo geralmente incluem a euforia, aumento da
empatia e do estado de alerta, intensificacdo das sensacOes, diminuicdo do apetite,
estimulacdo mental, aumento da sociabilizagéo e libido (Chavant et al., 2015; Coppola e
Mondola, 2012; Prosser e Nelson, 2012). No entanto, os seus consumidores também
experienciam determinados efeitos adversos, nomeadamente agitacdo, nauseas e vomitos,
tonturas, dores de cabeca, zumbidos, perda de apetite, perda de memdria a curto prazo,
espasmos musculares, taquicardia, aumento da presséo arterial, palpitacfes, hipertermia,
bruxismao, sinais de parkinsonismo e midriase (Coppola e Mondola, 2012; Chavant et al.,
2015; Karila et al., 2015; Valente et al., 2014). Em casos de overdose podem aparecer
situacGes de hiponatremia (provavelmente por aumento da vasopressina, levando a
hiperhidratagdo como na ecstasy), rabdomiolise, acidose, psicose e convulsdes. Em certas
ocasides podem surgir quadros mais graves como enfarte do miocardio, colapso

respiratorio, edema cerebral, faléncia multiorganica e culminar em morte.

E comum que com o consumo de catinonas aparecam alguns efeitos comportamentais,

tais como insonias, confusdo, ataques de panico, alucinacfes, pensamentos suicidas,
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automutilacdo, comportamentos violentos e anedonia (Chavant et al., 2015; Kersten e
Mclaughlin, 2015; Karila et al., 2015; Coppola e Mondola, 2012; Valente et al., 2014).

Os derivados sintéticos da catinona, quando administrados por via intravenosa, podem
causar uma sensacdo de queimadura, levar ao aparecimento de vesiculas, trombose
Venosa, cicatrizes, formacao de abcessos e, em casos mais problematicos, o aparecimento
de gangrena (Kersten e Mclaughlin, 2015). Para além das reacdes adversas anteriormente
referidas, pode ainda ocorrer faléncia hepatica aguda, lesdo renal aguda, entre outros
sintomas tais como sindrome serotoninérgica que resulta em hipertensdo, tremores e

hiperreflexia (Coppola e Mondola, 2012; Prosser e Nelson, 2012).

Os derivados sintéticos podem afetar maltiplos sistemas no organismo. Na tabela 1 séo
enumerados os diversos efeitos descritos pelos consumidores e profissionais de satde nos

diferentes sistemas.

Com o uso prolongado dos designados “sais de banho”, ocorre uma diminui¢do do
transporte dopaminérgico, podendo desencadear efeitos semelhantes aos observados na
doenca de Parkinson (com maior prevaléncia na administracao intravenosa), desordens
neuropsiquiatricas e outros efeitos no sistema simpaticomimético. Ocorre também uma
diminuicdo da serotonina e dopamina, bem como das enzimas triptofano hidroxilase e
tirosina hidroxilase, responsaveis pela producdo de serotonina e catecolaminas,
respetivamente. Anorexia, aumento da incidéncia de isquemia miocardica aguda e do
vasoespasmo coronario sdo outros dos problemas que podem surgir (Kelly, 2011; Kersten
e Mclaughlin, 2015).
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Tabela 1. Resumo dos efeitos adversos provocados pelas catinonas sintéticas.

Cardiovascular

Hematolégico

Nariz-Ouvidos-
Garganta

Gastrointestinal e
hepatico

Mdsculo
esquelético

Neurolégico

Oftalmoldgico

Respiratdrio

Psicologico

Genito-urinario

Renal

Outros

Angina; palpitacGes; hipertensao; dores no
peito; miocardite; taquicardia; arritmia e
alteragBes no segmento ST.

Coagulacdo intravascular disseminada e
trombocitopenia.

Boca seca; irritacdo; epistaxis; problemas na
lingua e dor orofaringea.

Né&useas; vomitos; dor abdominal; perda de
apetite; falha hepética e valores de fungéo
hepética anormais.

Artralgias; alteragdes das extremidades
(descoloracéo, sensacao de formigueiro, tensao
muscular, espasmos musculares); aumento da
creatina cinase; vasoconstri¢ao periférica e
rabdomidlise.

Alteracdo do estado mental; desorientacéo;
confuséo; colapso; tonturas; dores de cabeca;
perdas de memoria; tremores; convulsdes;
distonia; hiperreflexia, myoclonus e parestesia.

Visdo turva; midriase; dilatacdo das pupilas e
nistagmo.

Falta de ar; taquipneia e distarbios respiratorios.

Sensac0es de raiva; irritabilidade;
agressividade; ansiedade; alucinagfes (visuais e
auditivas); depressao; euforia;
fadiga; aumento ou diminui¢do da concentragdo;
discurso pouco coerente; ataques de panico;
parandia; distor¢do nas capacidades percetivas;
delirio; agitacdo; psicoses; desordens cognitivas
anedonia; tendéncias suicidas e automutilac&o.

Anorgasmia; disfuncdo eréctil e aumento da
libido.

Insuficiéncia renal, falha renal aguda.

Odor corporal; desidratacdo; insdnias; suores;
febre; pesadelos; rash cuténeo, toxicidade
imunoldgica (vasculite, infecGes e ulceragoes);
hiponatremia e hipertermia.
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Ao longo dos ltimos anos foram reportados varios casos de intoxicacdes e mortes
associados ao consumo de B-ceto anfetaminas (Borek e Holstege, 2012; Dargan et al.,
2011), principalmente nas faixas etarias mais jovens. No entanto, nem sempre é facil a
detecdo da causa da morte nestes casos, uma vez que os laboratdrios de anélise revelam
a existéncia de consumo simultaneo de diversas substancias psicoativas (Coppola e
Mondola, 2012; Dargan et al., 2011).

Sendo a mefedrona uma droga muito conhecida no grupo das catinonas sintéticas, a
preocupagdo com o uso da mesma tem vindo a aumentar, uma vez que foram descritos
varios casos fatais associados ao seu consumo (Kelly, 2011). A primeira morte
envolvendo a mefedrona ocorreu na Suécia no ano de 2008 (James et al., 2011; Kelly,
2011). Normalmente, os consumidores desta droga apresentam dificuldade em
concentrar-se, alcancar foco visual, problemas de memodria, irritacdo, epistaxis, aumento
da temperatura corporal (causando “suor mefedrona”), nduseas e vomitos, descoloragio
das extremidades e articulacdes, batimento cardiaco elevado, tremores e convulses,
dores de cabeca, ansiedade, agitacdo, insénias e/ou pesadelos noturnos e alucinagdes.
Outros sintomas descritos para a mefedrona incluem vasoconstricdo das extremidades,
erupcgéo (rash) cutanea, descoloracdo da pele e bruxismo (Coppola e Mondola, 2012;
Dargan et al., 2011; Kelly, 2011). Os efeitos adversos mais graves surgem em doses

elevadas e/ou com o uso prolongado de mefedrona (Dargan et al., 2011).

1.8. Tolerancia, dependéncia e sindrome de abstinéncia

O consumo frequente de doses elevadas de catinonas sintéticas pode levar ao
desenvolvimento de tolerancia, dependéncia e ainda causar sindrome de abstinéncia ap6s

suspensédo do consumo da droga.

No caso concreto da MDPV, existem relatos de consumidores que alegam o
desenvolvimento de tolerancia logo na primeira sessdo de consumo para doses superiores
a 200 mg, apesar das doses mais comuns variarem entre 5 e 30 mg (Coppola e Mondola,
2012). Também para a MEPH, os seus consumidores descreveram sentir um desejo

intenso de consumir novamente e de aumentar as doses (Prosser e Nelson, 2012).
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A sindrome de abstinéncia é relatada muitas vezes por consumidores que cessaram 0
consumo habitual da droga de uma maneira abrupta, nomeadamente no caso da MEPH,
metcatinona e MDPV. Esta sindrome envolve situacGes de anergia, depressdo, anedonia,
ansiedade, paranoia, fadiga, disturbios no sono e desejo de consumo. Alguns destes
sintomas podem durar algumas semanas, nomeadamente a anergia, anedonia e o desejo
intenso de consumo (Coppola e Mondola, 2012; Prosser e Nelson, 2012; Valente et al.,
2014).

1.9. Tratamento de intoxicacGes agudas

O tratamento adotado em situacdes de intoxicacdo por catinonas consiste normalmente
em medidas de suporte (Prosser e Nelson, 2012). N&o existe um antidoto especifico para
esta classe de drogas, nem qualquer tratamento aprovado pelas autoridades competentes

no ambito da saude (Paillet-Loilier et al., 2014).

Dado gque ndo existem guias de tratamento para este género de intoxicacdes, opta-se
normalmente por seguir um plano de tratamento semelhante ao utilizado no caso de
intoxicacBes com anfetaminas e cocaina, devido a semelhanga entre as drogas (Schifano
etal., 2011). Aos pacientes que apresentam sintomas como agitacao, psicose, taquicardia,
convulsdes, hipertensdo sdo administradas benzodiazepinas, devido ao seu efeito sedativo
(Abbott e Smith, 2015; Karila et al., 2015; Kersten e Mclaughlin, 2015; Prosser e Nelson,
2012). Em situacdes mais raras pode acontecer que 0s pacientes ndo possam ser tratados
com benzodiazepinas e, portanto, outros sedativos devem ser usados, como por exemplo

o propofol, barbituricos e também antipsicoticos (Kersten e Mclaughlin, 2015).

Em casos de hipertermia deve ser realizado um arrefecimento dréstico dos individuos
intoxicados (banho em gelo, por exemplo), juntamente com a administragdo de fluidos
por via intravenosa (Paillet-Loilier et al., 2014; Prosser e Nelson, 2012; Kersten e
Mclaughlin, 2015). Casos de hiponatremia ap0s uma exposi¢do as catinonas sintéticas
foram ja descritos, contudo, ndo é garantido que estas alterem a regulacao de dgua e sédio
do organismo, tal como acontece com a ecstasy. Para resolver esta situagao efetua-se o
mesmo tratamento usado para a MDMA, com uma restricdo da ingestdo de agua ou

administra-se uma solucao salina hipertonica (Prosser e Nelson, 2012; Karilaetal., 2012).
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Algumas das vezes séo utilizados antipsicéticos, como, por exemplo, a risperidona por
via oral ou o haloperidol por via intramuscular, como alternativas terapéuticas para
estados de psicose, comportamentos agressivos e euforia. No entanto, é necessario ter
prudéncia na administracdo de agentes antipsicdticos que bloqueiam a libertacdo de
dopamina a pacientes intoxicados com catinonas, pois estes podem levar a distdrbios a
nivel do sistema termorregulador. Existindo situacGes de hipertermia e disritmias que

ocorreram apés a administracdo de haloperidol (Paillet-Loilier et al., 2014).

Outras medidas podem ser necessérias no tratamento de intoxicagdes com estas drogas,
tais como, ventilagdo mecénica para protecdo das vias respiratorias e em casos de falha
respiratdria, infusdo de catecolaminas e fluidos para tratamento do choque e ainda didlise,
qguando se pretende resolver casos de falha renal aguda ou distarbios severos a nivel
metabolico (Karila et al., 2015).

Il. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Enquadramento e objetivos

As catinonas sintéticas foram desenhadas com o intuito de serem usadas com propositos
terapéuticos, mas rapidamente comecaram a surgir casos de uso abusivo destas
substancias, sobretudo devido aos efeitos euféricos que estas provocam (Kelly, 2011,
Valente et al., 2014). Em meados do ano de 2000 verificou-se um aumento marcado do
nimero de catinonas sintéticas no mercado das drogas recreativas, surgindo como
alternativas legais (“legal highs™) a algumas drogas ilicitas bem conhecidas, tais como a
ecstasy, sendo facilmente adquiridas na Internet (Karila et al., 2015; Valente et al., 2014).
Estas drogas representam atualmente um problema de salde publica, sendo perentéria a

realizacéo de estudos que avaliem a sua toxicidade.

Nesse sentido, estudos recentes demonstraram o potencial neurotoxico e hepatotoxico das
catinonas sintéticas (Hill e Thomas, 2011; Luethi et al., 2017; Valente et al., 2016a;
Valente et al., 2016b; Valente et al., 2017b; Watterson e Olive, 2014). Até a data, tanto
quanto se sabe, ndo existem estudos que avaliem aos efeitos nefrotoxicos da exposicao a
estas drogas, razéo pela qual se pretendeu efetuar o presente estudo. Dada a semelhanca

estrutural das catinonas sintéticas com a MDMA, é expectavel que estas novas
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substancias psicotropicas apresentem toxicidade semelhante, nomeadamente a nivel

renal.

O rim é um dos principais 6rgaos envolvidos na excrecdo de xenobioticos, podendo por
vezes estar envolvido na metabolizagdo dos mesmos. Para além desta funcdo, o rim
desempenha um papel a nivel enddcrino, da homeostase, controlando pardmetros como o
pH e a pressdo sanguinea. Por tais motivos, € de grande importancia o estudo da
toxicidade renal (Tarloff e Lash, 2005).

As células epiteliais do tubulo proximal renal humano caracterizam-se por serem as mais
abundantes no intersticio tubular cortical e o principal alvo de diversos xenobioticos,
nomeadamente de determinadas drogas de abuso, podendo resultar em faléncia renal. O
modelo in vitro que utiliza este género de células encontra-se aprovado para investigacao
da funcdo celular a nivel renal, processos de transporte e mecanismos envolvidos nas
lesBes provocadas por xenobioticos (Qi et al., 2007; Valente et al., 2011). Diferentes
modelos in vitro podem ser utilizados para estes estudos de toxicidade renal,
nomeadamente as culturas primarias (células isoladas a partir de um rim fresco e
colocadas em cultura) e as linhas celulares imortalizadas, consideradas como
“subculturas” das células usadas nas culturas primdarias, uma vez que estas sdo
transferidas para outros frascos de cultura dando continuidade ao processo de cultura.
Apesar das culturas priméarias serem muito préximas do tecido intacto apresentam certas
desvantagens em relacdo as linhas celulares. Contrariamente ao que ocorre com as
culturas primarias, as linhas celulares podem ser mantidas durante varias geracdes o que
facilita em muito os estudos devido a facilidade com que possui material para estudar e a
enorme reprodutibilidade que proporcionam. Nas culturas celulares obtidas de tecido
renal humano é necessario que seja constantemente preparadas culturas de um tecido
fresco. Outra desvantagem destas culturas é a variabilidade existente no material de
estudo, uma vez que os rins usados podem ser obtidos de individuos diferindo em idade,

estilo de vida, sexo e caracteristicas individuais (Tarloff e Lash, 2005).

Esta segunda parte da dissertagdo teve como objetivo principal o estudo da
nefrotoxicidade das catinonas sintéticas, usando como modelo in vitro a linha celular
imortalizada HK-2, sendo este modelo frequentemente utilizado quando se pretende

realizar estudos de avaliacdo da toxicidade renal (Huang et al., 2015; Sung et al., 2008;
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Zager e lwata, 1997). As células HK-2 foram expostas a diferentes concentragdes de cinco
catinonas sintéticas selecionadas por serem comumente consumidas como drogas
recreativas, nomeadamente a pentedrona, a MDPV, a 4-MEC, a 3,4-DMMC e a metilona,
durante 24 e 48 horas. A avaliacéo da toxicidade foi feita com recurso ao ensaio do MTT

que permite estimar a viabilidade celular.

O trabalho foi realizado no Centro de Investigacdo em Biomedicina (CEBIMED)
pertencente a Unidade de Investigacdo Fernando Pessoa em Energia Ambiente e Salde
(FP-ENAS).

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados no decorrer do ensaio possuiam elevado grau de pureza.

Tabela 2. Reagentes utilizados no estudo e respetivos fornecedores.

RPMI-1640
Hidrogenocarbonato de sédio Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA)

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT)

Pen Strep® 10.000 U/mL / 10.000 pg/mL
Soro bovino fetal (FBS) Gibco, Invitrogen™

Tripsina (0,25%)
Dimetilsuféxido (DMSO) Merck (Darmstadt, Alemanha)

Todas as catinonas usadas neste estudo foram amavelmente cedidas pelo Laboratério de
Toxicologia da Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto e apresentavam uma
pureza superior a 98%.

33



Avaliacdo in vitro da nefrotoxicidade de catinonas sintéticas

2.2.2. Linha celular HK-2

Neste estudo utilizou-se a linha celular HK-2, obtida a partir de células adultas e
imortalizadas de tecido epitelial do tabulo proximal renal humano. Ao utilizar esta linha
celular é possivel obter resultados semelhantes aos que seriam obtidos a partir de células
recentemente isoladas. Através da exposi¢cdo de uma cultura primaria destas células ao
virus do papiloma humano (HPV-16) recombinante é possivel originar a linha celular
imortalizada HK-2. Com a traducdo dos genes E6/E7 deste virus é possivel imortalizar as
células epiteliais sem provocar alteracbes significativas ao fendtipo e propriedades

funcionais das células originarias (Ryan et al., 1994).

Para evitar contaminacdes, os procedimentos foram realizados em condicfes assépticas,

na camara de fluxo laminar.

A figura 13 ilustra o aspeto da cultura HK-2 numa fase inicial de crescimento e ap0os

atingirem a confluéncia.

Figura 13. Morfologia das células HK-2 (1) ap6s a descongelacéo da aliquota celular e (2) ap6s

atingirem alta confluéncia. Observagédo em microscopio 6tico invertido (ampliacdo de 100x).

2.2.3. Preparacdo do meio de cultura

Para a cultura da linha celular HK-2 foi utilizado o0 meio RPMI-1640. O meio de cultura
encontra-se sob a forma de po, o que implica a necessidade de preparagdo prévia. Este é

preparado através da dissolugdo do p6 num litro de 4gua desionizada, onde é adicionado
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hidrogenocarbonato de sodio (2 g/L), que funciona como um regulador de pH pois as
células metabolizam o dioxido de carbono (COz) presente na estufa, levando a diminuigéo
do valor de pH. Através de um elétrodo previamente calibrado, o pH é ajustado com uma
solugdo diluida de HCI até ser atingido o valor de 7,2-7,3. Devem ser mantidos estes
valores uma vez que durante a posterior filtragdo esterilizante do meio, o pH sobe para o

valor ideal de 7,4.

O meio de cultura é posteriormente é suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS)
que promove a adesdo das células ao frasco/placa de cultura e 1% de solugdo de
antibidticos (penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 pg/mL) de forma a impedir a
proliferacdo bacteriana. Fornecendo ao meio todos o0s nutrientes essenciais a
sobrevivéncia das células e mantendo os valores de pH, pressdao osmotica e temperatura
adequados, € possivel obter a adequada manutencdo da cultura celular bem como o

crescimento apropriado da mesma, quando em contacto com o0 meio.

2.2.4. Descongelacdo de aliquota celular

As células HK-2 encontravam-se inicialmente no criotubo em meio de congelacdo (meio
de cultura completo com 7,5% de DMSO) a uma temperatura de -80 °C. Para realizar o

seu descongelamento, recorreu-se ao meio RPMI previamente aquecido a 37°C.

Colocaram-se 9 mL de meio RPMI num tubo Falcon de 15 mL, descongelando o contetdo
do criotubo com parte do meio, sendo que todas as células foram transferidas para o tubo
Falcon. Em seguida procedeu-se a centrifugacdo da suspensdo celular a uma velocidade
de 400 rpm, durante 5 minutos, e posterior ressuspensao do pellet com 10 mL de novo
meio de cultura. Com este passo pretende-se que sejam retirados os vestigios de DMSO
provenientes do meio de congelagdo, uma vez que este composto apresenta toxicidade

para as células.

Transferiu-se 5 mL desta suspenséo celular para um frasco de cultura celular de 25 cm?,
o0 qual e colocado na estufa a uma temperatura otimizada de 37 °C com 5% de CO, até
ser atingido 70-80% de confluéncia celular. Tratando-se de um processo que demora
alguns dias para ocorrer, 0 meio de cada frasco deve ser trocado a cada 2-3 dias, de modo

a garantir o devido crescimento e sobrevivéncia celular.
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2.2.5. Cultura e subcultura das células HK-2

Para tornar possivel uma utilizagdo continua das células, vérias subculturas devem ser
realizadas, e para tal sdo executadas varias passagens celulares. Estas sdo feitas com o
intuito de garantir a continuidade do crescimento celular e assim serem utilizadas em
qualquer altura do estudo. Assim, apds verificacdo do crescimento das células em
monocamada por observagdo ao microscopio invertido, com confluéncia entre 70 e 80%,
procedeu-se a desagregacdo enzimatica das células aderidas no fundo do frasco de cultura
celular, através de uma solucéo de tripsina/EDTA (0,05% e 0,02%, respetivamente). Para
isso procedeu-se a remoc¢ao do meio contido no frasco e posterior lavagem (cerca de 10
segundos) da monocamada celular com 1 mL da solucdo de tripsina de forma a garantir
uma melhor remocdo do FBS, uma vez que este composto inativa a acdo da tripsina.
Seguidamente, sdo adicionados ao frasco 2 mL da solucdo de tripsina/EDTA permitindo
que as células se destaquem do frasco e se desagreguem entre si. Este processo dura cerca
de 3 minutos (periodo no qual o frasco deve ser colocado na estufa), e a verificacdo da
sua eficacia é feita através da observacédo das células em microscépio invertido. Por cada
mililitro de tripsina adicionam-se 4 mL de meio com FBS, de forma a cessar a acdo da
tripsina sob as células. Contudo, ao efetuar uma passagem, este volume pode ser ajustado
por excesso em funcdo do nimero de frascos pelos quais a suspensao celular vai ser
dividida (“split”). Assim, ap0s tripsinizacdo, pode ser preparada a sementeira da linha

celular na placa adequada ao ensaio, ou a passagem para outros frascos de cultura.

De salientar que todas as solucdes adicionadas aos frascos onde se encontram as células
devem ser previamente aquecidas a uma temperatura de 37 °C para evitar o stress das

mesmas.

2.2.6. Preparacdo de aliquotas para congelacao

Para a preparacdo de aliquotas com uma suspenséio de células a 3,8 x 10* células/mL
recorreu-se a tripsinizagdo de um frasco de cultura 75 cm? com confluéncia de 70-80%,
seguida de uma centrifugacdo (400 rpm; 5 min) e aspiracdo do sobrenadante.
Posteriormente, o pellet é ressuspendido com 2 mL meio de congelacdo (meio de cultura

completo com 7,5% de DMSO) que séo divididos em dois criotubos com volumes iguais,
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armazenados com a maior celeridade possivel a uma temperatura de -80 °C de forma a

evitar que o meio de congelacédo danifique as células.

2.2.7. Incubacao com as catinonas sintéticas

A gama de concentracOes testada para as diferentes catinonas foi selecionada de forma a
se obter curvas concentracdo-resposta que vdo desde a toxidade nula até uma toxicidade
absoluta (100%). Para as catinonas metilona, 4-MEC, pentedrona e MDPV, o intervalo
de concentracdes testado foi entre 0,1-10 mM, enquanto que para a 3,4-DMMC foi
utilizado um intervalo entre 0,01 e 3 mM. Esta diferenca deve-se ao facto da 3,4-DMMC
ser mais toxica que as restantes drogas, o que implica a necessidade de concentracdes

mais baixas para obter uma curva concentragao-resposta adequada.

Para a preparacao das solucdes de catinonas, partiu-se do po correspondente a cada uma
das drogas selecionadas, dissolvendo-o em meio RPMI sem FBS de forma a obter uma
solucdo mée a 50 mM. Partindo dessa solucdo fizeram-se diluicGes sucessivas em meio

de cultura sem FBS, como indicado nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Folha de célculo utilizada para a preparagédo das diferentes concentragdes testadas de
metilona, pentedrona, MDPV e 4-MEC.

2 placas (24/48h)

Conc. final no pogo | Conc. inicial (mM) Volume (pl) a pipetar da Volume (pl) de meio de
(mM) solugdo a 50 mM cultura
10 20 1440 2160

Volume (pl) a pipetar da
solugdo a 20 mM
8 16 520 130
7 14 455 195
6 12 390 260
5 10 1600 1600
Volume (ul) a pipetar da
solu¢do a 10 mM
4 8 560 140
3,5 7 490 210
3 6 420 280
2,5 5 350 350
2 4 280 420
1,5 3 210 490
1 2 140 560
0,5 1 70 630
Volume (pl) a pipetar da
solugdo a2 mM
0,1 0,2 70 630
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Tabela 4. Folha de célculo utilizada para a preparacdo das diferentes concentracdes testadas de
3,4-DMMC.

2 placas (24/48h)
Conc. final no L Volume (pl) a pipetar da
pogo (mM) Conc. inicial (mM) solugdo 50 mM
3 6 360 2640
Volume (pl) a pipetar da
solugdo 6 mM

Volume (pl) de meio de cultura

2 4 500 250
1,6 3,2 400 350
1,2 2,4 300 450

1 2 250 500
0,8 1,6 200 550

0,65 1,3 162,5 587,5
0,5 1 125 625
0,3 0,6 200 1800

Volume (pl) a pipetar da
solugdo 0,6 mM

0,2 0,4 500 250
0,1 0,2 250 500
0,05 0,1 200 1000

Volume (pl) a pipetar da
solu¢do 0,1 mM
0,02 0,04 300 450
0,01 0,02 150 600

Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas placas de cultura celular de 96 pogos.
Recorreu-se a um frasco de cultura confluente a 70-80% e, apds tripsinizacdo para
destacamento das células, realizou-se a contagem das células da suspensao celular obtida
em camara de Neubauer. Estabeleceu-se que deveriam de existir 10.000 células/poco,
sendo a suspensao celular diluida em meio de cultura completo de forma a se obter a
densidade celular adequada. A suspensao de células HK-2 foi pipetada para os 60 pocos
centrais das placas (figura 14), com a concentracao referida anteriormente, sendo que em
cada poco séo colocados 200 uL de suspensdo celular. Esta foi preparada com meio de
cultura completo (contendo FBS) de forma a permitir a adesdo das células ao fundo dos
pocgos. Nos pocos da periferia colocou-se 200 uL. de agua esterilizada (em alternativa
podera ser usado HBSS ou meio de cultura estéril) de modo a evitar fendmenos de

evaporacao e concentracdo das solucbes que estdo a ser testadas.

38



Avaliacdo in vitro da nefrotoxicidade de catinonas sintéticas

oy
o
[
8]

OO0 ~
00000000 -
00000000 -
00000000
80 vem
00000000 -
00000000 -
00000000 -
00000000 -
00000000
00000000 *
00000 0ee

Figura 14. Esquema da placa de 96 po¢os, onde 0s pogos representados a branco contém 200 pL
de 4gua estéril e os pogos representados a cinzento contém 200 L da suspenséo celular em meio
completo (10.000 células/poco).

Apdbs um periodo de incubacao de 24 horas na estufa a 37 °C com 5% de COz, no final do
qual as células devem cobrir devidamente o fundo dos pocos como confirmado por
observacdo ao microscopio invertido, o meio foi rejeitado por aspiragdo suave. Em
seguida, pipetou-se para cada poco um volume de 100 puL. de meio de cultura
suplementado com solucdo de antibioticos mas sem FBS (pois a albumina presente no
soro pode ligar-se a catinona e desta forma interferir com efeito observado), juntando-se
ainda um volume de 100 uL de cada concentragdo da droga em estudo. Para cada

concentracgéo testada da droga foram preparados triplicados como ilustra a figura 15.
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Figura 15. Esquema representativo da placa de 96 pocos, onde 0s pocos representados a verde
correspondem aos pocos controlo negativo de morte (células expostas somente ao meio RPMI) e
0s pogos representados a azul correspondem aos pogos contendo as 14 concentragGes de catinonas
sintéticas testadas.

Em todos os ensaios incluiu-se também um controlo negativo de morte, sendo uma coluna
preenchida com 200 pL de meio RPMI e um controlo positivo de morte correspondendo
a uma coluna com 200 pL de Triton X-100 a 1% (concentracdo final no poco). Para evitar
a evaporacdo do mesmo e consequente alteracdo nos resultados das outras colunas, o
controlo positivo de morte foi sempre preparado numa placa de 96 pocos em separado
das utilizadas para as drogas.

Para este estudo selecionaram-se dois tempos de exposicdo das células as catinonas em

estudo, que foram 24 e 48 horas.

2.2.8. Determinag&o da viabilidade celular com MTT tetrazélio

Os compostos podem ter efeitos nas celulas que vdo desde alteragdes ao nivel da
proliferacéo celular até a sua morte. Qualquer que seja o tipo de ensaio utilizado, no final

de cada experiéncia é importante saber o nimero de células que se encontram viaveis.

A viabilidade celular é assim o parametro mais frequentemente investigado nos ensaios
de avaliacdo toxicologica. Este parametro pode ser determinado monitorizando varios

processos celulares, através de diferentes medi¢Ges baseadas em reacdes quimicas do
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metabolismo celular (Mosmann, 1983; Stone et al., 2009), incluindo-se o ensaio de

reducdo metabdlica de sais de tetrazélio.

Sdo varios os compostos tetrazolio utilizados neste tipo de ensaios, sendo 0s mais comuns
0 MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio), o XTT (2,3-bis (2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-carboxinilida-2H-tetrazolio, na forma de sal monosodico),
0 MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio, sal interno) e o WST-1 (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-
2H-tetrazolio, na forma de sal monosodico). Para o ensaio realizado neste projeto
utilizou-se o MTT, adaptando-se para o uso em placas de 96 po¢os. O MTT é um
composto tetrazolio carregado positivamente, caracteristica que Ihe confere a capacidade

de entrar diretamente nas células eucarioticas (Riss et al., 2013).

Apdbs exposicao das células aos compostos a testar durante um periodo de 24 e 48 horas,
removeu-se 0 meio de cultura (por aspira¢do com vacuo) a cada um dos 60 pogos centrais
da placa e adicionou-se em cada um destes um volume de 200 pL de uma solugéo de
MTT a 0,5 mg/mL, preparada em meio de cultura a partir de uma solucdo stock a 5
mg/mL. Seguidamente, as placas sao incubadas na estufa a 37 °C com 5% de CO> durante
2 horas. Quando existem células viaveis com metabolismo ativo, a enzima succinato
desidrogenase mitocondrial converte o MTT num composto formazano de coloragédo
violeta. Caso as células se encontrem mortas perdem a capacidade de metabolizar o MTT
a formazano, sendo a quantidade de formazano formado diretamente proporcional ao
namero de células vivas. Este ensaio colorimétrico permite avaliar a fun¢do mitocondrial
e funciona desta forma como um étimo marcador de viabilidade celular, uma vez que o

composto é reduzido por células metabolicamente ativas.

Terminadas as duas horas, a solu¢do de MTT é aspirada cuidadosamente dos pocos e
adicionou-se 100 pL de DMSO para solubilizar o formazano que se apresenta na forma
de precipitado insoluvel formado intracelularmente (Riss et al., 2013). Para promover a
solubilizacéo total dos cristais de formazano, as placas foram colocadas num agitador de
placas durante 3 minutos. Posteriormente, fez-se a medic¢do deste composto recorrendo-
se a um leitor de placas no comprimento de onda de 545 nm e usando como valor de

referéncia o comprimento de onda de 630 nm.
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2.2.9. Tratamento estatistico

As curvas normalizadas relativamente ao controlo negativo e positivo de morte foram
construidas com valores de mortalidade (efeito) e logaritmo da concentracdo (mM)
(Scholze et al., 2001).

Neste estudo foi empregue a seguinte fungdo logit: Y = Omin + (6max — Omin)/(1+exp (-
01-62 x log (x)), onde Omin e Omax representam respetivamente os efeitos minimos e
maximos observados, X representa a concentracdo da droga que se encontra em estudo,

01 ¢ o parametro de localizagao e 02 representa o declive da curva.

Para a construcdo de todos os modelos de regressdo nédo linear utilizou-se o programa
informéatico GraphPad Prism 6 (versdo 6.0c). Este programa permitiu assim a proje¢éo de
curvas concentragdo-resposta com forma sigmaide e os resultados apresentados com um
intervalo de confianca de 95% (linhas tracejadas) dos valores médios obtidos de pelo

menos cinco ensaios independentes.

No tratamento estatistico usando o programa acima descrito, as curvas das 24 e 48 horas
das diferentes drogas, foram comparadas (61; 62; 6max) usando 0 modelo t-test. Para a
comparagdo da concentracdo da droga versus controlo utilizou-se o modelo One-way

Anova. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Para cada uma das drogas testadas foram determinados os valores de ECso, permitindo

desta forma realizar uma comparacéo entre as diferentes drogas em estudo.

2.3. Resultados

2.3.1. Avaliacdo do efeito citotoxico induzido pelas catinonas estudadas em

células HK-2

Para este estudo foram construidas curvas concentragdo-resposta para cada uma das
catinonas selecionadas. Para tal foi necessario testar uma ampla gama de concentracdes
que permitisse a obtencdo de curvas de concentracdo-resposta completas, isto é,

abrangendo desde o efeito nulo (0% de morte celular) até a resposta maxima (100% de

42



Avaliacdo in vitro da nefrotoxicidade de catinonas sintéticas

morte celular) no ensaio de reducdo do MTT. Para tal, foi testada uma gama de
concentracdes de 0,01-3 mM para a 3,4-DMMC e de 0,1-10 mM para as restantes

catinonas sintéticas estudadas.

As curvas de concentragao-resposta foram obtidas por incubagdo da linha celular Hk-2
com as catinonas em estudo, por um periodo de 24 e 48 horas (Figura 16). Ao comparar
as curvas dos diferentes tempos podemos observar que a citotoxicidade foi dependente
do tempo de incubacédo para todas as catinonas estudadas, com excecéo da 3,4-DMMC
(Figura 16B). Assim, a medida que o tempo de incubacéo é maior, o efeito toxico torna-

se mais acentuado.

Os graficos de barras apresentados em seguida demonstram que a percentagem de dano
mitocondrial aumenta com o aumento da concentracdo de catinona sintética, ou seja,
ocorre uma diminuicdo da capacidade das oxiredutases mitocondriais de reduzirem o
MTT. Isto significa que todas as catinonas estudadas induzem citotoxicidade de forma
dependente da concentracdo, como mostra a figura 17 para as 48 horas. O mesmo foi

observado para o periodo de incubacdo de 24 horas (dados ndo apresentados).
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Figura 16. Curvas de concentragdo-resposta obtidas para a (A) pentedrona, (B) 3,4-DMMC, (C)
metilona, (D) 4-MEC e (E) MDPV em células HK-2. Os dados foram obtidos com, pelo menos,
cinco experiéncias independentes e as concentracOes testadas em trés replicados, através do ensaio
de reducdo do MTT, apds 24 e 48 horas de incubacédo. * vs tempo 24h (*p<0,05; **p<0,01).
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Figura 17. Nefrotoxicidade da (A) pentedrona, (B) 3,4-DMMC, (C) metilona, (D) 4-MEC e (E)
MDPV avaliada pelo teste de viabilidade celular MTT. As células HK-2 foram expostas por um
periodo de 48 h a diferentes concentragdes das drogas selecionadas. Os dados foram obtidos com,
pelo menos, cinco experiéncias independentes e as concentragdes testadas em trés replicados, e
séo apresentados como percentagem de controlo. As comparages entre grupos foram efetuadas
utilizando o modelo One-Way Anova [(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

concentragdo versus controlo)].
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2.3.2. Analise comparativa da toxicidade das catinonas sintéticas estudadas na

linha celular HK-2

Foi também objetivo deste trabalho avaliar e comparar a poténcia toxica das catinonas

estudadas neste modelo celular.

As curvas de citotoxicidade de cada uma das catinonas testadas em células HK-2 séo
apresentadas na figura 18, com o intervalo de confianca de 95% para o efeito médio de
cada um dos compostos testados (a tracejado). As leituras de absorvéancia foram
normalizadas relativamente ao controlo negativo (incubagdo com meio de cultura) e ao

controlo positivo (incubacdo com 1% de Triton X-100), tal como descrito anteriormente.

Comparando as curvas de concentracdo-resposta obtidas, verifica-se que a curva
correspondente a 3,4-DMMC se encontra deslocada para a esquerda comparativamente
as restantes, o que se traduz numa maior toxicidade da 3,4-DMMC para estas células. De
facto, para a 3,4-DMMC (Figura 17B) observa-se uma diminuicdo da viabilidade celular

de forma significativa a partir da concentracdo 1,20 mM.
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Figura 18. Curvas de concentracao-resposta obtidas para as catinonas estudadas em células HK-
2 através do ensaio de reducdo do MTT, apds (A) 24 e (B) 48 horas de incubacdo. As curvas
foram tracadas pela funcéo assimétrica logit (linhas continuas) e as linhas a tracejado representam
os intervalos de confianca de 95%.
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Na tabela 5 encontram-se resumidos os parametros de localizacéo (01), de declive (62) e
de efeito maximo (6max) de cada uma das curvas concentracdo-resposta, de acordo com
0 modelo de regressdo que melhor se adapta ao estudo das catinonas (Logit). Estes
resultados mostram que as curvas obtidas para a 3,4-DMMC e a 4-MEC s&o semelhantes
no que respeita ao declive, que é mais acentuado do que para as restantes catinonas.

Tabela 5. Parametros derivados de ajustes ndo-lineares de dados de concentracdo-resposta das
drogas testadas para a fungdo logit assimétrica, no teste de redugdo MTT.

48h 48h 48h 48h 48h
0 -4,321 -5,596 -10,67 -3,103 -1,597
(0] 6,613 9,171 14,04 6,935 16,33
Omax 113 106,7 104,4 107,4 100,4

O valor de ECsg indica a concentragdo de composto capaz de induzir metade da resposta
maxima, ou seja, a concentracdo de droga que origina a morte de 50% das células
expostas. Na tabela 6 sdo apresentados os valores de ECso obtidos para cada uma das
drogas testadas onde se verifica que a 3,4-DMMC ¢ a droga com maior toxidade para as
HK-2. Seguidamente, por ordem decrescente de toxicidade, surgem a MDPV, a

pentedrona, a metilona e, por Gltimo, a 4- MEC.

Tabela 6. Valores de ECs, obtidos para as catinonas estudadas as 24 e 48h.

ECso 24h 6,630 mM 1,733 mM 6,213 mM 3,827 mM 8,540 mM

ECso0 48h 3,949 mM 1,251 mM 4,154 mM 2,676 mM 5,675 mM

2.4. Discussao

O rim é um 6rgéo alvo da toxicidade de muitos xenobioticos. Este recebe cerca de 25%
do sangue bombeado pelo coragéo e é o principal 6rgao de excre¢do de xenobidticos, o
que faz com que esteja exposto a uma grande quantidade dos compostos que entram em
circulacdo (Wu et al., 2009). No tdbulo renal proximal acontece a concentracdo do

filtrado glomerular através da reabsorcdo de algumas moléculas essenciais, fator que
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confere uma suscetibilidade acrescida para sofrer lesdes causadas por farmacos e drogas
que sejam normalmente excretadas pelos rins. Assim, as células tubulares proximais séo
particularmente sensiveis aos efeitos destas moléculas nocivas, tornando importante o

estudo da toxicidade dos mesmos.

Estudos anteriores demonstraram que as anfetaminas induzem nefrotoxicidade. Carvalho
et al. (2002), num estudo realizado em culturas primarias de células renais, demonstrou
que apesar da MDMA néo apresentar toxicidade direta para as celulas renais, 0s seus
metabolitos apresentam. Através da conjugacdo com a glutationa reduzida (GSH), ao
invés de ocorrer destoxificagdo, ocorre um aumento da toxicidade dos metabolitos, como
a o-metildopamina (a-MeDA), in vitro. Dada a semelhanga estrutural entre as
anfetaminas ¢ as catinonas sintéticas (B-ceto anfetaminas) pode ser extrapolada a

existéncia de toxicidade a nivel renal para estas novas drogas (Carvalho et al., 2002).

No estudo realizado no dmbito desta dissertagdo de mestrado foi tracado o perfil de
citotoxicidade para cinco catinonas sintéticas comumente consumidas, nomeadamente a
metilona, a MDPV, a 3,4-DMMC, a pentedrona e a 4-MEC. A 4-MEC foi umas das
drogas selecionadas para o estudo pois apresenta uma estrutura similar a droga mais

popular do grupo das catinonas sintéticas, a mefedrona (Gil et al., 2013).

Os resultados obtidos neste estudo demostraram que todas as -ceto-anfetaminas testadas
induziram morte celular no modelo in vitro de uma forma dependente da concentracéo e

do tempo de exposicdo.

De todos os compostos testados, a 3,4-DMMC (ECso @asny= 1,251 mM) foi o derivado da
catinona que exibiu maior toxicidade para as células HK-2, seguida da MDPV (ECso (4gn)=
2,676 mM), da pentedrona (ECsg 4sn)= 3,949 mM) e da metilona (ECsg (4sn)= 4,154 mM

mM), sendo a 4-MEC a menos toxica das substancias testadas (ECso (a8n)= 5,675 mM).

O diferente potencial toxico pode estar relacionado com as caracteristicas estruturais das
drogas. Por exemplo, a MDPV apresenta caracteristicas mais lipofilicas do que a metilona
dada a presenca do anel pirrolidina e um grupo amina terciario, que pode justificar a sua
maior toxicidade. O facto de ser um composto mais lipofilico permite-lhe atravessar mais
facilmente a membrana celular e desta forma exercer a sua toxicidade no interior da célula

(Coppola e Mondola, 2012). No que concerne a 3,4-DMMC, ainda néo existe informacao
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suficiente 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, 0 seu potencial hepatotoxico e neurotéxico foi ja
demonstrado em alguns estudos (Hill e Thomas, 2011; Luethi et al., 2017; Valente et al.,
2016a; Valente et al., 2016b; Valente et al., 2017b; Watterson e Olive, 2014). Foram
realizados recentemente dois estudos onde se usaram culturas de células dopaminérgicas
SH-SY5Y para avaliar o potencial neurotoxico in vitro promovido pela metilona e pela
MDPV (Valente et al., 2017b; Valente et al., 2017a). Verificou-se que ambos 0s
derivados induzem morte neuronal de forma dependente da concentragdo, com aumento
da producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
azoto (RNS). Os autores avancaram com a hipdtese de que apds a metabolizacdo da
MDPV e da metilona podem ser formados catecéis que ao serem oxidados formam orto-
quinonas reativas que entram no ciclo redox. Este mecanismo encontra-se implicado na

formacéo de espécies reativas por parte das drogas referidas anteriormente.

Outros mecanismos neurotdxicos observados nesses estudos foram a deplecdo da GSH e
a disfuncdo mitocondrial, caracterizada pela despolarizagcdo da membrana mitocondrial e
deplecéo de adenosina trifosfato (ATP). A inducdo de morte celular por apoptose foi
também um mecanismo comum a estas duas catinonas, observando-se a ativacdo de
mecanismos intrinsecos (ativacdo da caspase-9) e extrinsecos (ativacdo da caspase-8),

formacdo de nucleos picnoéticos e condensacdo de cromatina (Valente et al., 2017b).

Segundo Valente et al. (2017) tanto a metilona como a MDPV induzem alteracOes
morfoldgicas concordantes com ativacdo autofagica em neurdnios dopaminérgicos, com
formacédo de autofagossomas e ativacdo de marcadores de autofagia, tais como a formacéo
de organelos vesiculares acidicos e aumento da expressdo da proteina LC3-I1, de uma
forma dependente da concentragéo e do tempo de exposicao. A autofagia surge como um
efeito primario da neurodegeneracio induzida pelas -ceto-anfetaminas, verificando-se a
ativacdo dos marcadores autofagicos antes da inducao de morte celular ou da ativacao de
caspase-3. Foi ainda demonstrado que o agente antioxidante N-acetil-L-cisteina detém
efeitos neuroprotectores, levando a uma reversdo completa da formacdo de espécies

reativas de oxigénio e azoto e uma diminuig&o parcial de atividade autofagica e apoptotica
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induzidas pela metilona e pela MDPV. Esta resultado evidencia a importancia do stress
oxidativo na regulacdo dos mecanismos de morte celular programada incitados pelas

drogas de abuso em estudo (Valente et al., 2017a).

Os estudos mecanisticos realizados em culturas primarias de hepatdcitos de rato suportam
a capacidade dos derivados sintéticos da catinona para induzirem hepatotoxicidade in
vitro através do aumento do stress oxidativo, da perturbacdo das funcbes mitocondriais,
reducdo do ATP intracelular e da inducdo de morte celular por apoptose. A MDPV e a
pentedrona foram os compostos com maior potencial hepatotéxico, enquanto a metilona

exibiu um menor potencial hepatotoxico (Valente et al., 2016a).

Um dos efeitos agudos inerentes ao abuso de B-ceto-anfetaminas é a hipertermia. Os
resultados obtidos no estudo de (Valente et al., 2016b) mostraram que 0 aumento da
temperatura por si s6 interfere com o estado redox intracelular, observando-se também o
agravamento de todos os efeitos hepatotdéxicos da MDPV em condicGes hipertérmicas,
caracterizado pelo aumento da produgdo de ROS/RNS, deplecdo de glutationa e ATP, e
aumento dos niveis de célcio intracelular. A morte celular por apoptose foi precipitada
pelo aumento da temperatura de incubacdo, com um aumento da prevaléncia de necrose

celular a concentragGes mais elevadas de MDPV (Valente et al., 2016b).

Apesar dos resultados apresentados nestes artigos demonstrarem a inducéo de stress
oxidativo e disfuncdo mitocondrial em ambos os oOrgaos-alvo (figado e cérebro), os
mecanismos subjacentes a citotoxicidade observada nas células HK-2 ndo foram ainda

avaliados e serdo certamente explorados em estudos futuros.
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I111. CONCLUSOES

As catinonas sintéticas constituem uma das classes de drogas recreativas sintéticas mais
vendidas, apesar do seu estatuto ilegal em varios paises. Estas drogas foram inicialmente
vendidas como sendo uma alternativa “legal” as drogas ilicitas cldssicas, como por
exemplo a ecstasy. As informagdes disponiveis acerca da seguranca, propriedades
farmacoldgicas e toxicologicas, interacdes e adverténcias de consumo destas drogas sao
atualmente ainda muito limitadas. Os efeitos adversos incluem agitacdo severa,
hipertensdo, taquicardia, hipertermia, parandia e psicose aguda, bem como danos em
varios 6rgdos, tais como cérebro, figado, rins, coracao e tecido muscular. No entanto, 0s
mecanismos subjacentes a toxicidade nos Orgdos-alvo ainda ndo foram totalmente

compreendidos.

Neste estudo foi efetuada uma avaliacdo da citotoxicidade de cinco catinonas sintéticas
que sdo frequentemente consumidas usando como modelo in vitro a linha celular HK-2,
Assim, o trabalho experimental realizado para elaborar a presente dissertacdo permitiu

concluir que:

* a exposicdo as catinonas sintéticas promove nefrotoxicidade nas células renais humanas

HK-2, de uma forma dependente da concentracao e do tempo de exposi¢ao;

* a 3,4-DMMC revelou ser o derivado da catinona com maior toxidade para as células
HK-2, seguida da MDPV, pentedrona, metilona e, por ultimo, 4- MEC.

Embora este estudo tenha demonstrado pela primeira vez que as catinonas sintéticas
induzem nefrotoxicidade, € necessario a realizacdo de mais estudos para elucidar os

possiveis mecanismos subjacentes a nefrotoxicidade destas novas drogas recreativas.
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V. ANEXOS

e Decreto Lei n°54/2013 de 17 de Abril.
e Portaria n® 154/2013 de 17 de Abril.
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