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Resumo

As catinonas sintéticas constituem o segundo grupo de novas substancias psicoativas (NPS)
mais monitorizado pelo Observatério Europeu da Droga e da Toxicodependéncia (EMCDDA), dados
os seus efeitos estimulantes e alucinogénicos, que se assemelham aos da cocaina, metanfetaminas e
anfetaminas.

A rapidez com que surgem no mercado e a diversidade das estruturas quimicas das catinonas
sintéticas constituem um desafio para a sua identificacdo, sendo necesséria a sintese de padrdes. Para
além disto, revela-se a necessidade de desenvolver estudos dos perfis metabdlicos das catinonas, de
forma a possibilitar a identificacdo de biomarcadores, em matrizes biol6gicas, destes consumaos.

No presente trabalho, desenvolvido no &mbito do protocolo entre a Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa (FCUL) e o Laboratério de Policia Cientifica da Policia Judiciaria (LPC-PJ), no
periodo de setembro de 2022 a junho de 2023, sintetizaram-se, na forma de cloridrato, duas catinonas
sintéticas, que detém o estatuto de droga, 3’-metilmetcatinona (3’-MMC), e 4’-metilmetcatinona (4’-
MMC), sendo esta denominada de mefedrona. Sintetizaram-se, ainda, 0s respetivos metabolitos
reduzidos, dihidro-3’-metilmetcatinona (3’-MMC-OH) e dihidro-4’- metilmetcatinona (4’-MMC-OH).
Os quatro compostos referidos caracterizaram-se por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), tendo, ainda, sido identificada por RMN a catinona sintética alfa-pirrolidinoisohexanofenona
(a-PHiP) numa amostra fornecida pelo LPC-PJ.

Os tempos de meia vida das catinonas 3’-MMC e 4’-MMC apresentaram o0s valores de 40 min
e de 106 min, respetivamente, o que demonstra a elevada metabolizacdo e, consequentemente, a
importancia do estudo dos seus metabolismos, de forma a identificar biomarcadores destes consumos.

Da incubag&o in vitro das catinonas 3’-MMC e 4’-MMC identificaram-se, por espectrometria
de massa de alta resolugéo (LC-ESI-HRMS): os metabolitos resultantes da respetiva hidroxilacdo no
grupo metilo do anel aromatico para ambas as catinonas, hidroxitolil-3’-metilmetcatinona (M1-3°-
MMC) e hidroxitolil-4’-metilmetcatinona (M1-4’-MMC), o0 metabolito derivado da N-desmetilacdo da
4’-MMC, a nor-mefedrona (M2-4’-MMC), e o metabolito gerado através da reducéo do carbonilo da
3’-MMC (dihidro-3’-metilmetcatinona (M2-3’-MMC). Estes resultados sugerem a semelhanga entre as
vias metabolicas das catinonas em estudo.

Palavras-chave: catinonas sintéticas; RMN; metabolismo; LC-ESI-HRMS



Abstract

Synthetic cathinones compose the second group of new psychoactive substances (NPS) most
monitored by the European Monitoring Center for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), due to their
stimulanting and hallucinogenic effects, similar to cocaine, methamphetamines and amphetamines.

The speed of their emergence on the market and the diversity of the chemical structures of
synthetic cathinones compose a challenge for their identification, requiring the synthesis of standards.
Furthermore, arises a need to develop studies on their metabolic profiles, in order to enable the
identification of biomarkers for these intakes, in biological matrices.

In this work, developed within the scope of the protocol between Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa (FCUL) and Laboratério de Policia Cientifica da Policia Judiciéria (LPC-PJ),
from september 2022 to june 2023, two synthetic cathinones were synthesized, in hydrochloride form,
detaining the status of drug, 3'- methylmethcathinone (3'-MMC), and 4'-methylmethcathinone (4'-
MMC), commonly designated by mephedrone. The correspondent reduced metabolites, dihydro-3'-
methylmethcathinone (3'-MMC-OH) and dihydro-4'-methylmethcathinone (4'-MMC-OH), were also
synthesized. These four compounds were characterized by nuclear magnetic resonance spectroscopy
(NMR), and the synthetic cathinone alpha-pyrrolidinoisohexanophenone (a-PHiP) was also identified
by NMR in a sample provided by LPC-PJ.

The half-life times of cathinones 3'-MMC and 4'-MMC were 40 min and 106 min, respectively,
which demonstrates the high level of metabolism they undergo and, therefore, the importance of
studying their metabolisms, in order to identify biomarkers for these intakes.

From the in vitro incubation of cathinones 3'-MMC and 4-MMC, and by high resolution mass
spectrometry (LC-ESI-HRMS), were identified: the metabolites resulting from the corresponding
hydroxylation on the methyl group of the aromatic ring for both cathinones, hydroxytolyl-3'-
methylmethcathinone (M1-3'-MMC) and hydroxytolyl-4'-methylmethcathinone (M1-4'-MMC), the
metabolite derived from the N-demethylation of 4'-MMC, nor-mephedrone (M2-4'-MMC), and the
metabolite generated through the reduction of the carbonyl of 3-MMC (dihydro-3'-
methylmethcathinone (M2-3'-MMC). These results suggest the similarity between the metabolic
pathways of the studied cathinones.

Keywords: synthetic cathinones; NMR; metabolism; LC-ESI-HRMS
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1.1. Novas Substancias Psicoativas (NPS)

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), uma substancia psicoativa é definida
como “uma substincia que, quando ingerida, afeta processos mentais, como cognicdo ou afeto”, ndo
havendo obrigatoriedade na producdo de dependéncia.l Tendo por base a sua origem, estas substancias
sdo agrupadas em naturais (ocorréncia natural em plantas), em semissintéticas (quimicamente derivadas
de substancias naturais) ou em sintéticas (desenvolvidas na integra pelo ser humano).”? Devido aos
efeitos decorrentes do uso das substancias psicoativas, 0 seu consumo e distribuicdo tornou-se ilicito, a
nivel internacional, segundo a Convencdo Unica das Nagdes Unidas sobre Estupefacientes de 1961
(modificada pelo Protocolo de 1972), a Convengdo das Nag6es Unidas sobre Substancias Psicotrdpicas
de 1971 e a Convencdo das NagGes Unidas contra o Tréfico Ilicito de Estupefacientes e de Substancias
Psicotropicas de 1988.1 Em Portugal, a transposicdo destas convencdes consta na Lei do Combate a
Droga — Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de janeiro.[

Consequentemente, surgiu no mercado, em meados dos anos 2000, uma pandplia de novas
substancias psicoativas sintéticas, posteriormente denominadas de Novas Substancias Psicoativas
(NPS), que visam mimetizar os efeitos das drogas ilicitas e, através de pequenas alteracBes na sua
estrutura quimica, fornecer uma alternativa legal, contornando a legislagdo em vigor. A comercializagéo
destas substancias, vulgarmente designadas de legal highs, ocorre sob inimeras formas - como pd,
comprimido, cristal, liquido — ocorre maioritariamente pela internet, transparecendo uma falsa sensacéo
de legalidade e de seguranca no seu consumo.7

Segundo a Diretiva (EU, Unido Europeia) 2017/2103 do Parlamento Europeu e do Conselho, de
15 de novembro de 2017, uma NPS define-se como “um novo estupefaciente ou psicotropico, na forma
pura ou em preparacdo, que nio é controlada pela Convencdo Unica das NacBes Unidas sobre
Estupefacientes de 1961 (modificada pelo Protocolo de 1972), nem pela Convencédo das Nacdes Unidas
sobre Substancias Psicotropicas de 1971, mas que pode representar uma ameacga a salde publica
comparavel aquela apresentada por substancias listadas nas convengdes”. E de referir que, caso uma NPS
conste no anexo desta diretiva (Diretiva (UE) 2017/2103 do Parlamento Europeu e do Conselho), essa
substancia é intitulada simultaneamente de “droga” e de “NPS”, mesmo ndo constando nas Convencdes
de 1961 e de 1971.819

Apesar da denominagdo “novo” na sigla NPS, a sintese da maioria destas substincias ocorreu
na década de 1970, visando o desenvolvimento de novos compostos que pudessem apresentar utilidade
enguanto recurso terapéutico. Todavia, devido a auséncia do efeito farmacol6gico requerido, ou a
observacdo de efeitos secundarios prejudiciais, tal ndo teve o desfecho esperado. Assim, como ja
referido, no inicio dos anos 2000, estes compostos ressurgiram, mas numa vertente recreativa, como
alternativa legal (até serem integrados na legislagdo) as drogas ilicitas, desprezando a sintomatologia e
efeitos anteriormente relatados. 12

Em Portugal, o Decreto-Lei n.° 54/2013, de 17 de abril, legisla a situacdo referente as NPS,
fornecendo uma definicéo do termo e regulando o regime juridico de prevencéo e protecdo contra a sua
publicidade e comércio. O anterior deu origem a Portaria n.° 154/2013, onde se encontram listadas as
NPS ilicitas em territério nacional. O Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de janeiro, ja acima referido, abrange
todas as drogas controladas em Portugal.[4}[101[13]

Com o intuito de combater esta tendéncia crescente de consumo, as NPS comecaram a ser
monitorizadas, sendo-o até a atualidade. A nivel internacional, este controlo é conseguido pelo Gabinete
das Nacdes Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC), por meio do Sistema de Alerta Rapido (EWA) e,
na Unido Europeia, pelo Observatorio Europeu da Droga e da Toxicodependéncia (EMCDDA),
recorrendo ao Sistema de Alerta Rapido da Unido Europeia (EWS). Ambos os sistemas referidos visam
permitir a troca rapida de informacéo aquando da dete¢do de uma nova NPS, fornecendo dados sobre a
mesma e diretrizes sobre as medidas a tomar.[14115]



Em Portugal, a comunicacdo com o EWS efetua-se através do Servico de Intervengdo nos
Comportamentos Aditivos e nas Dependéncias (SICAD), este organismo é responsavel por informar
acerca das substancias monitorizadas em territorio nacional e “tem por missdo promover a redugédo do
consumo de substancias psicoativas, a prevencdo dos comportamentos aditivos e a diminuicdo das
dependéncias”.['®l

A nivel europeu, 0 EMCDDA monitorizava, até ao final de dezembro de 2022, 930 NPS, sendo
gue 41 foram reportadas pela primeira vez, na Europa, nesse mesmo ano. Ainda a respeito das 41 NPS,
estas correspondem maioritariamente a canabinoides sintéticos, num total de 24 compostos diferentes;
e a catinonas sintéticas, que representam 5 das NPS identificadas em 2022. Com base na Figura 1.1,
verifica-se que, apesar da tendéncia decrescente nos ultimos anos, os canabinoides sintéticos continuam
a representar o maior grupo de substancias notificadas, sendo sucedidos pelas catinonas sintéticas.[*"]
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Figura 1.1: Namero de NPS notificadas pela primeira vez ao Sistema de Alerta Rapido da UE, por categoria,
entre os anos de 2005 e 2022. Adaptado de [17].



Regressando ao ano de 2021, apenas 5 substancias representaram mais de 80% da quantidade
total de NPS apreendias na Unido Europeia, sendo estas: 3 catinonas, 3-cloro-metcationa (3-CMC),
3-MMC (designada neste trabalho como 3’-MMC) e 4-cloro-metcationa (4-CMC) (perfazendo 4,0
toneladas), cetamina (num total de 0,9 toneladas) e gama-butirolactona (GBL) (completando 2,0
toneladas) — Figura 1.2.

Outras substancias (9%)
MDMB-4en-PINACA (1%)
ADB-BUTINACA (1%)
MDPHP (2%) N

N-etilhexedrona (2%) 3-CMC (34%)
Pregabalina (3%) 7

4-CMC (6%) —

3-MMC (8%) ~

Cetamina (10%)
GBL (24%)

Figura 1.2: Quantidade apreendida (em %), por substancia, na Unido Europeia, em 2021. Adaptado de [17].

No entanto, em 2022, assistiu-se a continuidade das apreensdes, em larga escala, das catinonas
sintéticas, 3’-MMC e 3’-CMC, que sdo estruturalmente semelhantes as drogas controladas,
internacionalmente, 4’-MMC e 4’-CMC, respetivamente. Para além do referido, detetou-se uma forma
guimicamente ndo controlada (N-acetil-3>-MMC), a ser traficada da India para a Europa, visando,
posteriormente, a sua conversao para 3’-MMC no destino, demonstrando, assim, um aprimoramento que
evite a detecdo destas substancias monitorizadas.™”!



1.2. Catinonas Sintéticas

As catinonas sintéticas, o segundo grupo de NPS mais reportado ao EMCDDA, consistem em
analogos de uma substancia natural designada de (S)-catinona (Figura 1.3), um alcaloide presente nas
folhas frescas da planta, vulgarmente, conhecida como khat (espécie Catha edulis).eM 271201

o)
NH,

Figura 1.3: Estrutura quimica da (S)-catinona.

Demonstrou-se que, de entre 0s compostos psicoativos que compdem as folhas de khat, os efeitos
estimulantes e alucinogénicos - semelhantes aos de drogas classicas como cocaina, anfetamina,
metanfetamina e MDMA — resultam, maioritariamente, da presenca de (S)-catinona. Apesar deste
composto ser o principal composto psicoativo dessa matriz, verificou-se que este € quimicamente
instavel e que, por isso, é, ao longo do tempo, reduzido enzimaticamente, formando as outras substancias
menos ativas: catina e norefedrina, que apresentam um novo centro estereogénico (Eigura 1.4). Assim,
para experienciar os efeitos psicoestimulantes desejados, as folhas de khat devem ser mastigadas apds a
colheita, uma vez que, neste momento, o teor em (S)-catinona ainda se encontra elevado, dada a ndo
ocorréncia da reacdo espontanea de redugéo.!*8201-[23]

O
NH,
(S)-catinona
Reducéo
I ,
OH OH
~_ NH; NH,
(1S,2S)-catina (1R,2S)-norefedrina

Figura 1.4: Reducdo espontanea da (S)-catinona em (1S,2S)-catina e em (1R,2S)-norefedrina.



Dada a similiaridade das estruturas quimicas, as catinonas sintéticas integram a extensa familia das
feniletilaminas, estas que se assemelham, estruturalmente, as anfetaminas cléssicas (anfetamina,
metanfetamina e metilenodioximetanfetamina (MDMA). A principal diferenca estrutural consiste na
presenca, na estrutura quimica das catinonas sintéticas, de um grupo carbonilo em posicdo p,
relativamente ao 4&tomo de azoto da cadeia lateral aminoalquilica, justificando a similitude dos efeitos,
ao nivel do SNC, decorrentes do consumo das substancias apresentadas na Figura 1.5. Os efeitos
sistematicamente mais observados incluem tonturas, paranoia ou convulsdes. No entanto, a presenca do
grupo carbonilo no carbono S, tem como consequéncia 0 aumento da polaridade do composto e, por sua
vez, a menor capacidade deste para atravessar a barreia hematoencefalica, o que culmina numa menor
atividade das catinonas sintéticas comparativamente a das restantes substancias. 224

Catinonas sintéticas Feniletilaminas
NH H H
m | WN\ 4 o
O
Anfetamina Metanfetamina MDMA

Figura 1.5: Estruturas quimicas gerais das catinonas sintéticas e das feniletilaminas e estruturas quimicas da anfetamina,
da mentanfetamina e do MDMA.

Como é possivel observar através da estrutura quimica geral das catinonas sintéticas (Figura
1.5), as modificacGes na estrutura principal da catinona podem ocorrer em quatro posi¢des distintas (R:
a R4), 0 que resulta numa enormissima variedade estrutural. Os grupos substituintes mais comuns
consistem em: no anel aromatico (R1), um ou mais substituintes, dos quais, halogénios, metoxilo, metilo
ou metilenodioxilo; no grupo alquilo da cadeia principal (R2), cadeias alifaticas, metoxilo ou fenilo; no
grupo amino (Rs e Ra4), aminas secundarias ou terciarias com cadeias alquilicas, anéis (pirrolidina e
piperidina), ciclo-hexilo ou benzilo. 20124

Refere-se que, enquanto a catinona surge naturalmente na forma enantiomérica S, as catinonas
sintéticas tendem ocorrer na forma de mistura racémica, uma vez que, em laboratdrios clandestinos, ndao
se recorrem a métodos estereosseletivos para a sua sintese. Para além do mencionado, as substancias em
estudo encontram-se, geralmente, na forma de pd ou cristais, sendo compostos solUveis em agua, pois
sdo, trivialmente, produzidas na forma de sais de cloridrato. [1201.[21]



A ingestéo e inalagdo assumem-se como as vias de administragdo preferenciais das catinonas
sintéticas no organismo, estas que, em seguida, sofrem metaboliza¢do, maioritariamente, no figado.
Devido a ocorréncia destas reacdes de biotransformacéo na catinona mée, o seu consumo tem por base
a identificacdo, nas matrizes bioldgicas, dos seus metabolitos maioritarios, sendo, por isso, relevante o
estudo dos perfis metabdlicos destes compostos. 23251

1.2.1. Metabolismo

No que respeita ao metabolismo, o referido visa modificar quimicamente qualquer xenobidtico
(isto é, substancias cuja génese seja extrinseca ao organismo), de forma a inativar a sua atividade
biolégica e a favorecer a sua eliminacdo. Assim, os metabolitos resultantes tendem a ser mais
hidrossoluveis comparativamente com a respetiva droga de partida, para consequente excrecao atraves
da urina.[26I-28]

As transformacGes que ocorrem no processo de metabolizacdo dividem-se em reacfes de Fase
I e em reacOes de Fase Il (conjugacdo) e sdo maioritariamente induzidas por enzimas hepaticas, dada a
enorme heterogeneidade de enzimas presentes no figado. Ressalva-se que apesar da denominacéo, ndo
se verifica uma ordem para a realizagéo das rea¢fes, nem necessariamente a ocorréncia de ambas as
fases.[27H0]

O metabolismo de Fase | remete, essencialmente, para reacdes de oxidagéo, redugdo, clivagem
(desmetilacdo, desalquilacdo) e hidroxilacdo de grupos funcionais, catalisadas pelo complexo
enzimatico Citrocromo P450. Apesar de, tendencialmente, destas reagdes resultarem metabolitos menos
reativos que o composto inicial, as mesmas podem originar metabolitos reativos aptos a reagir com DNA
e proteinas, culminando com a formacéo de adutos covalentes, capazes de despoletar eventos toxicos.
[26], [28]-[30]

Relativamente as reacdes de Fase I, estas, que ndo serdo alvo de estudo no presente trabalho,
consistem na formacao de uma ligacdo covalente entre o xenobiotico, ou um dos seus metabolitos de
Fase I, com moléculas enddgenas como, a titulo exemplificativo, acido glucurénico, sulfonato, acetato,
glutationa (GSH) e aminoéacidos. 126 [281-[30]

Um conceito relevante aquando do estudo do metabolismo, é o tempo de meia vida (ti2) do
xenobidtico, este que consiste no tempo necessario até que a concentragdo da substancia, no sangue, seja
metade da sua concentracdo inicial. A eliminagdo da maioria das substancias ocorre segundo uma
cinética de primeira ordem, sendo definidos parametros de eliminacdo em funcdo de tu, traduzidos por
meio da Equacéo 1.1: 28131132

(Equacéo 1.1)
In (2

t, = (2)
I’(el

Na qual, ke se refere a constante de eliminacao, ou seja, consiste numa quantidade constante de
xenobid6tico que é eliminada por unidade de tempo, e engloba a totalidade das suas formas de eliminacéo,
isto é, tanto por processos metabolicos, como por excre¢do. Assim, a sua concentracdo decrescera de
forma linear, numa escala logaritmica de concentracdo versus tempo, em funcdo da constante de
eliminacdo. A constante de eliminacdo consiste no declive da reta obtida a partir da area logaritmica do
xenobidtico/padréo interno ao longo do tempo de incubagéo. B2



A respeito das transformacdes metabdlicas que se encontram, usualmente, na base da formacéo
dos metabolitos maioritarios das catinonas sintéticas, estas sdo: a) N-desalquilagdo, obtendo-se a amina
correspondente; b) reducdo do grupo S-carbonilo a &lcool secundério; c) hidroxilagdo no substituinte do
anel aromatico, formando-se um alcool primario e, consequente, oxidacéo deste para o &cido carboxilico
correspondente. Refere-se que estas, e outras reagdes de Fase I, encontram-se elucidadas na Figura 1.6.

a) Remocédo de um grupo alquilo Rs; e/ou R4

N-desalquilacio N._
o R, > |/\ Ry
R o R,
R(/ 2 Rl

b) Reducéo de uma g-cetona a alcool secundario
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c) Formacao de um &cido carboxilico a partir do grupo metilo do anel aromatico

R4 Hidroxilagio Oxidacio

4>_

HO

d) Formacéo de y-lactama a partir do grupo pirrolidilo

0O 0

(0] O
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Figura 1.6: Principais reac0es de Fase | responsaveis pelo metabolismo de catinonas sintéticas. Adaptado de [33]-[45].



(continuacgao)

e) Desaminacdo oxidativa

/3 Desaminacio O
lat
O)krh 0\1(3 iva | N O
= R
V2w

1

f) Abertura do anel do grupo pirrolidilo

OH
/3 Abertura QM
(IIIL] ‘ S L 0
/[ = R,
R

Figura 1.6: Principais reacdes de Fase | responsaveis pelo metabolismo de catinonas sintéticas. Adaptado de [33]-[45].

A pertinéncia do estudo do metabolismo das catinonas sintéticas assenta no facto de que, o
entendimento das suas vias metabdlicas permite, consequentemente, inferir a toxicidade associada ao
consumo destas substancias e, por sua vez, orientar a terapéutica em caso de intoxicacao. Para além do
referido, tracar os seus perfis metabdlicos possibilita, ainda, o desenvolvimento de metodologias
analiticas de identificacdo e de quantificagdo destes compostos, em matrizes bioldgicas, de forma a
detetar os biomarcadores especificos associados ao consumo, o que assume um papel imprescindivel em
contexto forense ou clinico. ¢4

Transpondo o referido anteriormente numa abordagem mais préatica, salienta-se que, para
catinonas altamente metabolizadas (tempo de meia vida reduzido), o rastreio do seu consumo, terd como
foco a detecéo, na urina, dos seus metabolitos maioritarios, uma vez que a catinona mae tendera a estar
presente, nesta matriz, em quantidades residuais.

O estudo dos perfis metabolicos de catinonas sintéticas pode ser desenvolvido in vivo ou in vitro.
No que respeita aos testes in vivo, estes tendem a realizar-se em ratos e apresentam maior evidéncia
cientifica, uma vez que descrevem vias metabdélicas mais fidedignas, dada a maior proximidade com a
realidade. Todavia, as experiéncias in vitro comportam menos questfes éticas e os resultados obtidos
tém-se relevado promissores na identificacdo de metabolitos dos compostos em estudo. Assim, uma das
formas de proceder aos ensaios in vitro consiste em usar a fracdo S9 de figado humano ou de rato, que
contém fragcBes microssomias e citosdlicas e, consequentemente, uma enorme diversidade de enzimas
responsaveis por reacdes de biotransformacao de Fase | de Fase Il. Focando nas enzimas que integram
o citocromo P450, estas induzem reagdes de Fase | e necessitam da adi¢do do cofator NADPH, e de um
sistema regenerador (NRS), para que apresentem atividade continua aquando do estudo do metabolismo
com recurso a fragdo S9.[281.501

Assim, & medida que vao sendo reportadas novas catinonas sintéticas, torna-se relevante
proceder ao estudo do seu metabolismo, encontrando-se descrito, até ao presente momento, o perfil
metabdlico, em diversas matrizes biol6gicas, de mais de 30 catinonas sintéticas, nos quais se inclui o da
mefedrona (4-MMC).4


https://www.sinonimos.com.br/fidedigna/

1.3. Catinonas sintéticas selecionadas

As duas catinonas sintéticas selecionadas para o estudo do metabolismo, no presente trabalho,
denominam-se de 4’-MMC (4’-metilmetcatinona ou mefedrona) e de 3’-MMC (3’-metilmetcatinona,
usualmente designada por 3-MMC) (Tabela 1.1). A escolha da 3°-MMC teve por base 0s critérios, em
seguida, referidos, nomeadamente, estatuto legal; casos de intoxicacdo relatados; auséncia de estudo do
perfil metabolico, em condicBes controladas; representatividade nas apreensdes; e sobretudo, o facto de
ser um isémero de posicéo da catinona sintética mais reportada em casos de intoxicacéo ou morte, a 4’-
MMC.BU

Tabela 1.1: Estruturas quimicas e dados relativos as catinonas sintéticas em estudo no presente trabalho.

: Massa
L Composto Formula
Estrutura quimica L molar
Nome IUPAC quimica
(g/mol)
o H
N__ 4’-MMC
(R,S)-2-metillamino-1-(4’-metilfenill)propan-1-ona
0 CuHisNO 117,24
H
N 3’-MMC
(R,S)-2-metillamino-1-(3’-metilfenill)propan-1-ona

No que respeita a 4’-MMC, esta detém o estatuto legal de droga, uma vez que se encontra listada na
Tabela Il da Convencdo das NagBes Unidas sobre Substancias Psicotrdpicas de 1971, desde margo de
2015.52 A inclusdo da mefedrona na lista de substancias controladas em Portugal foi realizada através
da Lei n.° 13/2012, de 26 de marco, que alterou o Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de janeiro.®® Uma vez
gue a lei mencionada estende esse controlo aos isdbmeros das substincias nesta listadas, a 3’-MMC,
sendo um isdmero de posigao da 4’-MMC, encontra-se também abrangida. Refere-se ainda que, a 3’-
MMC foi incluida na Convencdo das Nagdes Unidas sobre Substancias Psicotrépicas em novembro de
2023.054551 Assim, a 3°-MMC foi aditada a tabela 11-A anexa do Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de janeiro
(modificado pela Lei n° 55/2023 de 8 de setembro). 561

Relativamente a 4’-MMC, existem inimeros casos de intoxicacao reportados, tanto fatais como nédo
fatais, verificando-se, em muitos destes, um policonsumo de substéncias controladas, ndo tendo sido,
por isso, possivel atribuir a causa de morte exclusivamente ao consumo de mefedrona. Todavia, referem-
se nove casos fatais em que, apesar de terem sido identificadas outras drogas e os seus metabolitos, na
urina e no sangue, o obito resultou da intoxicag¢@o por 4’-MMC, dada a elevada concentragéo desta
substancia quando comparada com a das restantes drogas. P63 A titulo exemplificativo, descreve-se
um caso que culminou na morte devido ao uso 4’-MMC, tendo sido detetadas, no sangue: uma
concentracgdo de 22 mg/L de mefedrona, concentragdes inferiores a 0,1 mg/L de diazepam e nordiazepam
(metabolito ativo de diazepam), e 0,34 mg/L de anfetamina. ¢

No que respeita a 3°-MMC, relataram-se, para além dos demais casos de policonsumo, dois
episddios mortais, nos quais a Unica droga identificada, no sangue, consistiu na 3’-MMC.B4 As
concentracOes desta substancia apresentaram valores de 4,4 pg/mL e de 0,2 pg/mL.14561 Apesar dos
dados acerca desta catinona serem, ainda, muito limitados, espera-se que a sua toxicidade seja
semelhante a da 4’-MMC (dada a similaridade estrutural) e a de outras drogas psicoestimulantes. (¢4
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Refere-se que se encontram reportados, na literatura, diversos estudos do metabolismo da 4’-MMC,
desenvolvidos in vitro e in vivo, e apenas 2 estudos da 3’-MMC, estando estes compilados na Tabela
1.2. Desta forma, e tendo por base os metabolitos identificados nestes estudos, procedeu-se a elaboragdo
de uma proposta de metabolismo da 4’-MMC, incluindo todos os metabolitos de Fase | relatados, até ao
momento, na literatura que se apresenta na Figura 1.7.

Tabela 1.2: Compilacéo do tipo de estudo e de matriz, e das técnicas analiticas utilizadas na identificagdo de metabolitos
provenientes de reagdes de Fase I e de Fase II, da 4’-MMC e 3°-MMC, jé reportados na literatura.

Denominacéo Estrutura auimica Tipo de Tipo de Técnica de Referéncia
catinona q estudo matriz identificacéo bibliografica
UHPLC-ESI-HRMS
Uri (QTOF) [43]
(hur:;‘r"’:o) GC-MS [34]
GC-MS [44]
I vivo LC-MS/MS [67]
0 . GC-MS [44]
H Urina (rato)
A-MMC N LC-MS [68]
UHPLC-ESI-HRMS
Sangue [45]
(humano) (QTOF)
LC-MS/MS [67]
UHPLC-ESI-HRMS
_ HLM (QTOP) [45]
In vitro Hepatdcitos
(rato) LC-MS/MS [69]
0 -ESI-
g Pelo pubico LC(CI:;erIitI;R;\/I S [70]
3-MMC . Invivo Sangue P
(humano) GC-EI-MS/MS [65]
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HO.

CIOHISNOZ
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CoH NO3
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Figura 1.7: Proposta de metabolismo, de Fase I, para a 4-MMC, realizada com base na literatura presente na Tabela 1.2.

[R] reducdo; [O] oxidacdo; [D] N-desmetilacdo; [H] hidroxilagdo; [HA] hidroxilagdo aromatica.

Tendo por base a literatura presente na Tabela 1.2, os metabolitos maioritarios, de Fase I, da 4’-
MMC sdo: dihidro-4’-MMC, nor-4’-MMC, dihidro-nor-4’-MMC, hidroxitolil-4’-MMC e 4-carboxi- 4°-
MMC (Eigura 1.8). Sabe-se, ainda, que, em urina humana, o metabolito nor-4’-MMC apresentou um
tempo de meia vida muito curto, o que dificultara a sua detecéo nessa matriz.*4

(0]
H 0
N\ H OH H
N\ N\
HO
HO
(0]

4'-carboxi-4'-MMC Hidroxitolil-4'-MMC Dihidro-4'-MMC

Figura 1.8: Metabolitos maioritarios, de Fase I, da 4’-MMC.

Nor-4'-MMC

OH

NH, NH,

Dihidro-nor-4'-MMC
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Relativamente a 3°-MMC, constam, até ao momento, na literatura, apenas dois estudos, sendo
estes in vivo, alusivos ao seu metabolismo (Tabela 1.2.) em consumidores, nos quais se identificaram
alguns metabolitos que sugerem provir desta catinona (metabolitos resultantes de redugéo do grupo
carbonilo, hidroxilacdo no metilo do anel aromatico, seguida de oxidacdo para o acido carboxilico
correspondente, e/ou N-desmetilagédo - Figura 1.9).°

OH [R] 0
\@)\ﬁ‘“ﬁ - NH,
%[D] *[D]
OH 0

H H

& VH]

HO N -— HO ~ - HO
IR] [O]

3-MMC
=== |n vivo em sangue humano
In vivo em pelos pubicos

Figura 1.9: Proposta de metabolismo, de Fase I, para a 3’-MMC, realizada com base na literatura presente na Tabela 1.2.

[R] redugdo; [O] oxidagao; [D] N-desmetilagdo; [H] hidroxilacao.

Apesar de ter sido identificada a 3°>-MMC numa matriz bioldgica (pelos pubicos) envolvida
nesses estudos, atraves da comparacdo com um padrdo desta catinona, esclarece-se que é plausivel
afirmar que os metabolitos detetados possivelmente resultaram da metabolizacdo da 3’-MMC. Contudo,
estes estudos sugerem uma hipotese de formacao dos possiveis metabolitos, assente nas mesmas vias
metabolicas que aquelas relatadas para a 4’-MMC como se apresenta na Figura 1.9. No entanto, uma
vez que ndo se verificaram condig¢des controladas do consumo da 3’-MMC, justifica-se fazer o estudo
do metabolismo desta catinona, usando como referéncia a 4"-MMC.

Para além da auséncia do estudo do seu metabolismo, a 3’-MMC tem vindo a ganhar alguma
notoriedade nos Gltimos anos, apresentando-se como a segunda catinona sintética mais apreendida no
ano de 2021 (Eigura 1.2), tendéncia que se manteve em 2022, 0 que a torna numa catinona de interesse
para investigago. [*"]
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1.4. Objetivo do trabalho

As catinonas sintéticas representam a segunda maior classe de novas substancias psicoativas (NPS),
reportadas em todo o mundo, e constituem um sério risco a salde publica. Desta forma, o aumento do
namero de intoxica¢es agudas e mortes, associadas ao consumo destas NPS, resultou na sua inclusdo
continua na Convencao sobre as Substancias Psicotrdpicas, com base na sua avaliacdo de risco.® No
entanto, verificam-se varios desafios criados, tanto pela rapida disseminacéo das catinonas, no mercado
de drogas ilicitas, como pela diversidade das suas estruturas quimicas, sendo estes:

i) escassez de padrfes de catinonas sintéticas que permitam a sua identificacdo, em contextos
forenses (para permitir o enquadramento legal).

i) auséncia de informag&o acerca dos biomarcadores seletivos que corroboram o consumo de
catinonas sintéticas, em matrizes bioldgicas, no panorama forense e clinico (a descoberta
destes biomarcadores assenta na realizagdo do estudo do perfil metabélico da catinonas);

iii) falta de informac@es sobre as propriedades fisico-quimicas, psicoativas e toxicoldgicas das
catinonas e dos seus metabolitos, de forma a orientar a terapéutica, em caso de intoxicagao.

Assim, com o objetivo final de contribuir para uma resposta proativa na resolugdo dos problemas
criados pelas NPS, e no &mbito de um protocolo estabelecido entre o Laboratorio de Policia Cientifica
da Policia Judiciaria e a Universidade de Lisboa (Faculdade de Ciéncias e Instituto Superior Técnico),
neste projeto pretende-se:

a) sintetizar e caracterizar, por RMN, as catinonas sintéticas denominadas de 4’-MMC e de
3’-MMC;

b) determinar, por espectrometria de massa de alta resolugdo (LC-ESI-HRMS), o perfil metabolico
(resultante de incubac®es in vitro, com recurso a fracdo S9 de figado de rato) das catinonas sintetizadas
e, consequente, analise comparativa;

C) sintetizar um dos principais metabolitos das catinonas que, no caso da 4’-MMC e da 3’-MMC,
corresponde aos respetivos metabolitos reduzidos (a serem usados para avaliacdo da sua toxicidade em
trabalhos futuros).
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No presente trabalho sintetizaram-se e caracterizaram-se, por RMN, duas catinonas sintéticas,
4’-MMC e 3°-MMC (isémeros que diferem na posicdo do grupo metilo no anel aromatico), e 0s seus
metabolitos reduzidos, 4’-MMC-OH e 3’-MMC-OH, respetivamente. Procedeu-se, ainda, a um estudo do
metabolismo das duas catinonas referidas.

Nesta secdo sdo apresentados e discutidos os dados referentes a 1) sintese e caracterizacao das
catinonas e dos respetivos metabolitos reduzidos por RMN; 2) identificacdo, por LC-ESI(+)-HRMS, dos
metabolitos resultantes das incubagdes das catinonas 4’-MMC e 3’-MMC, na fracdo S9 de figado de
rato; 3) identificacdo por RMN de uma NPS presente numa amostra fornecida pelo LPC-PJ.

2.1. Sintese de catinonas

A sintese das catinonas pretendidas baseou-se num procedimento que contempla trés passos
reacionais ordenados, sendo estes: i) formacdo das a-bromocetonas, a partir da respetiva cetona; ii)
formac&o das catinonas, primeiramente na forma de base livre e iii) na forma de sal (cloridrato). Os
passos previamente referidos foram conseguidos sem qualquer purificagdo e encontram-se
esquematizados na Figura 2.1.

0 O

R Br
Ri HBr, Br, !
DCM
R5 Ry
(1 B:fmm?Iprop?mjcnona Ry=CHs, R{_H (3) 3"-metil-2-bromopropiofenona  R,=CH;, R,=H
(2) 4-metilpropiofenona R, =H. R,=CH (4) 4"-metil-2-bromopropiofenona R ;=H, R,=CHj,
0 0 1°
{ iy
Metilamina Ry ~ HCIELO R N
THF seco
Work-up R; Ry
Catinona (base livre) Catinona (cloridrato)
(5) 3-MMC  R,=CH;, R-=H (7)3-MMC  R,=CH,. R,—H
(6) 4-MMC R, =H, R,=CHj, (8) 4-MMC R, =H, R,=ClI;

Figura 2.1: Esquema reacional geral da sintese das catinonas na forma de base livre e de cloridrato.
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2.1.1. Sintese de a-bromocetonas

O mecanismo sintético das a-bromocetonas (3) e (4) encontra-se esquematizado na Figura 2.2,

e teve por base uma reacdo de halogenagdo no carbono « (relativamente ao grupo carbonilo) das cetonas
(1) ou (2), respetivamente. A referida ocorre em meio &cido, através da adi¢do de uma gota de &cido
bromidrico, o que, ao favorecer a protonacgao do oxigénio do grupo carbonilo, conduz a formacéo de um
enol, dada a perda de um hidrogénio «. Em seguida, é adicionado, a mistura reacional, bromo molecular,
este ird funcionar como eletrofilo e sofrer um ataque nucleofilico por parte do enol, ligando-se ao
carbono a. Obteve-se, assim, uma mistura racémica pois, 0 ataque pode dar-se por ambos os lados do
plano da ligacdo dupla do enol. Por fim, apds o bromo carregado negativamente, que se encontra no
meio, desprotonar o carbonilo, o catalisador é regenerado e obtém-se a respetiva a-bromocetona.l’2-74
Ambas as a-bromocetonas se apresentaram na forma de éleo alaranjado, tendo sido obtidas com

um rendimento de 99%.

- ®
0/—\ ~ (OH y~ ™\
~\

©
o+ Br —

R,
RZ R2
(1) 3-metilpropiofenona R ;=CHj3, R,=H
(2) 4-metilpropiofenona R,=H. R,=CHj,
® ~
Gon O| " Ne
R 7N R, Br  Br
{ X+ BB
R, Ry
0
R] Br
-HBr
—

(3) 3-metil-2-bromopropiofenona  R;=CHj;, R,=H
(4) 4-metil-2-bromopropiofenona  R;=H. R,=CHj;

Figura 2.2: Mecanismo sintético de a-bromocetonas.
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De forma a verificar-se a formagao das a-bromocetonas, procedeu-se & comparacéo do espectro
de RMN de 'H de cada a-bromocetona com o da respetiva cetona, em CDCl; (Eigura 2.3 e na Figura

2.4).

3’-metil-2-

bromopropiofenona (3) Aromdticos

H-7

H-2

Figura 2.3: Espectros RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) da 3’-metil-2-bromopropiofenona (3) (cima) e da 3’-
metilpropiofenona (1) (baixo).

H-7

Aromaticos

4’-metil-2-
bromopropiofenona (4) :

—
.
>

H-3

4’>-metilpropiofenona (2)

S ——
o
—
L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

Figura 2.4: Espectros RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da 4’-metil-2-bromopropiofenona (4) (cima) e da 4’-
metilpropiofenona (2) (baixo).
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Tal como é possivel observar na Figura 2.3 e na Figura 2.4, verifica-se o aumento, face aos das
cetonas (1) e (2), dos desvios quimicos dos protdes H-2 e H-3 das a-bromocetonas (3) e (4). No que
respeita aos protdes H-2, estes apresentam o maior aumento de desvio quimico, surgindo a 3,00 ppm
para a cetona (1) e a 5,30 ppm para a a-bromocetona (3); e a 3,00 ppm para a cetona (2) e a 5,29 ppm
para a a-bromocetona (4), uma vez gque consistem nos protoes o (protdes ligados ao carbono onde ocorre
a a-bromacdo e, portanto, mais afetados pelo efeito desblindante do &tomo de bromo introduzido). Para
além dos valores de desvio quimico, observou-se a multiplicidade destes sinais, tendo-se concluido que
os protBes H-3 nas cetonas aparecem na forma de tripleto, enquanto que, nas a-bromocetonas surgem
como dupleto, o que indica a perda de um protdo no C-2 (carbono «) das a-bromocetonas. Esta
informacédo € corroborada com a integracdo do sinal referente a H-2, este que integra para dois nas
cetonas e para um nas a-bromocetonas. Estes dados apresentam-se, também, na Tabela 2.1 e na Tabela
2.2, onde constam os valores de desvios quimicos dos sinais dos espectros de RMN de 'H e de *C da
cetona (1) e respetiva a-bromocetona (3), e da cetona (2) e respetiva a-bromocetona (4), respetivamente.
A atribuicéo dos desvios quimicos correspondentes aos sinais de *H e de *C, em CDCls, das cetonas (1)
e (2) e das a-bromocetonas (3) e (4) foi possivel através da analise dos seus espectros de 'H, **C, COSY,
HSQC e HMBC, estes que se encontram no Anexo 6.1 e no Anexo 6.2, respetivamente.

Tabela 2.1: Dados de RMN de *H e de 13C, em CDClIs, da 3’-metilpropiofenona (1) e 3’°-metil-2-bromopropiofenona (3).

Posicio 3’-metilpropiofenona (1) 3’-metil-2-bromopropiofenona (3)
8 H; m; J (Hz) 8 3C 4 H; m; J (Hz) & 13C
- 201,31 - 193,76
3,00; 2H;q; 7,3 32,02 5,30; 1H; q; 6,7 41,75
1,22; 3H; t; 7,2 8,49 1,90; 3H; d; 6,7 20,35
1 - 137,13 - 134,22
2’ 7,78; 1H; sl 128,69 7,83; 1H; sl 129,60
3 - 138,50 - 138,83
4 7,37; 1H; m 133,82 7,41;1H; m 134,70
5 7,34; 1H; m 128,61 7,37; 1H; m 128,79
6’ 7,75; 1H; dlI; 8,7 125,39 7,81; 1H; dI; 8,3 126,26
7 2,41; 3H; s 21,56 2,43; 3H; s 21,58

Tabela 2.2: Dados de RMN de *H e de 13C, em CDCls, da 4’-metilpropiofenona (2) e 4’-metil-2-bromopropiofenona (4).

Posicio 4’-metilpropiofenona (2) 4’-metil-2-bromopropiofenona (4)
8 H; m; J (Hz) & 3C 3 H; m; J (Hz) & 3C
1 - 200,77 - 193,20
2 3,00;2H; q; 7,2 31,85 5,29;1H,q; 6,4 41,71
3 1,23;3H; t;7,2 8,53 1,90; 3H; d; 6,0 20,40
1 - 134,61 - 131,58
2°/6° 7,89; 2H; d; 8,1, 128,29 7,93;2H;d; 7,4 129,23
3/5 7,27, 2H; d; 8,0 129,41 7,29; 2H;d; 7,4 129,64
4 - 143,78 - 144,84
7 2,42; 3H; s 21,82 2,43; 3H; s 21,92
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2.1.2. Sintese de catinonas

O mecanismo sintético da formacao das catinonas (7) e (8) encontra-se esquematizada na Eigura
2.5, e teve por base uma reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) entre o carbono o da
respetiva a-bromocetona (3 ou (4) (eletrofilo) e a amina pretendida que, em ambas as catinonas
sintetizadas, consiste na metilamina (nucleofilo). Dado que se trata de uma reacdo Sn2, tal ocorre em
apenas um passo pois, o0 ataque do nucleofilo e a saida do grupo rejeitado (Br °) realiza-se em simultaneo.
Para além do anterior e, tratando-se de uma reacdo Sn2, verifica-se uma inversdo de configuracdo no
carbono onde ocorreu a substituicdo (centro estereogénico), dado que o ataque nucleofilico se efetua
pelo lado contrério aquele pelo qual sai o grupo rejeitado. No entanto, obteve-se uma mistura racémica
da respetiva catinona (em base livre), uma vez que o material de partida para esta reacdo consistia,
também este, numa mistura racémica. Como ultimo passo do processo sintético, precipitou-se a catinona
(5) ou (6), com recurso a acido cloridrico etéreo, obtendo-se, respetivamente, a catinona (7) ou (8), na
forma de sal, mais especificamente de cloridrato (forma sob a qual o seu consumo tende a ocorrer). /2
[79]

Os cloridratos de catinonas apresentaram-se na forma de pé branco, tendo-se verificado
rendimentos de 24% e de 23% para as catinonas (7) e (8), respetivamente.

o
o H R inH ;I )
R, CBr H3C'I‘\'I\H — 1 o~ *OH,CH Y Br
R; \_/ R,
(3) 3'-metil-2-bromopropiofenona R;=CHj3, R,=H
(4) 4'-metil-2-bromopropiofenona R;=H, R,=CHj
o
H H, e
R, N\ + N Br
— H;C @ H
R;
o ©
Cl
0 H;
Rl E + r(:l Rl I(:)I\
— o — >
R;
o H Ry
- Br H3c’g‘H Catinona (base livre) Catinona (cloridrato)
(5) 3-MMC R;=CHj, R,=H (7) 3-MMC R;=CH;, R,=H
(6) 4-MMC R,=H, R,=CH;3 (8) 4-MMC R,=H, R,=CHj;

Figura 2.5: Mecanismo sintético das catinonas na forma de base livre e de cloridrato.
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De forma a verificar-se a formagéo das catinonas na forma de cloridrato (7) e (8), procedeu-se
a comparacdo do espectro de RMN de *H de cada catinona com o da respetiva a-bromocetona, em CDCl;
(Eigura 2.6 e Figura 2.7).

Ez
NS H-7
Q
Cl
'“MM
3 cm Aromiticos H-1" H-3

NH NH l "§| H-2 ﬁ
N N : : A

&
N

3'-metil-2-bromopropiofenona (3) H-2

H i
T T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T
110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

Figura 2.6: Espectros de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da 3’-MMC (7) (cima) e da 3’-metil-2-bromopropiofenona (3)
(baixo).

] n 7
@ >
o
Cl H-1"| H-3
4'-MMC (8) Aromadticos
NH NH | l N H-2
A___A ; i A

H-7

; H

4'-metil-2-bromopropiofenona (4)§ '
IU 1

T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

Figura 2.7: Espectros de RMN de H (400 MHz, CDCls) da 4’-MMC (8) (cima) e da 4’-metil-2-bromopropiofenona (4)
(baixo).
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Tal como é possivel observar na Figura 2.6 e na Figura 2.7, verifica-se o aparecimento de trés
novos sinais nos espectros das catinonas (7) e (8) correspondentes aos protdes do grupo metilamino
protonado. A titulo exemplificativo, estes apresentam, para a catinona (7), os valores de 9,96 ppm e de
9,08 ppm, para cada um dos dois protdes ligados ao atomo de nitrogénio; e de 2,87 ppm, para 0s trés
protbes do grupo metilamino (H-1").

Os dados acima mencionados apresentam-se, também, na Tabela 2.3 e na Tabela 2.4, onde
constam os valores de desvio quimico referentes aos espectros de H da a-bromocetona (3) e respetiva
catinona protonada (7), e da a-bromocetona (4) e respetiva catinona protonada (8), respetivamente. A
atribuicdo dos sinais de *H, em CDClIs, das catinonas protonadas (7) e (8) foi possivel através da analise
dos seus espectros de 'H, estes que se encontram, de forma mais detalhada, no Anexo 6.3.

Tabela 2.3: Dados de RMN de H, em CDCls, referentes a 3’-metil-2-bromopropiofenona (3) e a 3°-MMC (7).

Posicéio 3’-metil-2-bromopropiofenona (3) 3’>-MMC (7)
8 H; m; J (H2) o H; m; J (Hz)
1 - -
2 5,30; 1H; q; 6,7 5,08; 1H; q; 6,8
1,90; 3H; d; 6,7 1,79; 3H; d; 6,8
1 - -
2’ 7,83; 1H; sl 7,76; 1H; sl
3° - -
PR 7,41; 1H; m 7,45;1H;d; 7,5
5 7,37; 1H; m 7,38;1H;t; 7,5
6’ 7,81; 1H; dlI; 8,3 7,74; 1H; dI; 8,2
k 2,43; 3H; s 2,40; 3H; s
1” - 2,87;3H; s
9,96; 1H; s
NH ) 9,08; 1H; s

Tabela 2.4: Dados de RMN de *H, em CDCls, referentes a 4’-metil-2-bromopropiofenona (4) e a 4’-MMC (8).

Posigip 4’-metil-2-bromopropiofenona (4) 4’-MMC (8)
8 H; m; J (Hz) 4 H; m; J (Hz)
1 - -
2 5,29; 1H, q; 6,4 5,10; 1H; q; 6,3
3 1,90; 3H; d; 6,1 1,76; 3H, d; 6,3
1° - -
2°/6° 7,93;2H;d; 7,4 7,83;2H;d; 7,2
3/5 7,29; 2H;d; 7,5 7,26; 2H; d; 7,2
4 - -
7 2,43;3H; s 2,38;3H; s
17 - 2,84, 3H; s
9,66; 1H; s
NH ) 8,89; 1H; s
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Apesar da confirmacgdo da sintese das catinonas, na forma de cloridrato, ter sido conseguida
através da comparacdo com as respetivas a-bromocetonas, em CDCls, a caracterizacdo completa das
catinonas, 3°-MMC (7) e 4-MMC (8), realizou-se em CD3;OD, de forma a facilitar a futura comparagéo
destas com os respetivos metabolitos reduzidos, cuja dissolucdo néo ocorre em CDCls.

A atribuicdo dos sinais de *H e de 3C, em CDsOD, das catinonas protonadas (7) e (8) foi possivel
através da analise dos seus espectros de *H, *C, COSY, HSQC e HMBC (Anexo 6.3), e encontra-se
dividida nas diferentes por¢des constituintes de uma catinona sintética: cadeia aciclica, zona aromética
€ grupo amino.

Assim, os valores dos desvios quimicos de RMN de *H e de *3C, referentes a cadeia aciclica das
catinonas (7) e (8) constam na Tabela 2.5.

Tabela 2.5: Dados de RMN de *H e de 13C, em CD3OD, referentes a cadeia aciclica da 3°-MMC (7) e da 4’-MMC
®).

1 2 3

Composto
& 13C 8 H; m; J (Hz) dBC | 8H;m;J(Hz) | 81°C

3>-MMC (7) 195,82 5,14; 1H; q; 6,8 59,25 1,59; 3H; d; 6,8 14,83

4’-MMC (8) 196,57 5,14; 1H; q; 6,3 60,54 1,60; 3H; d; 6,3 16,33

A primeira atribuicdo consistiu no sinal de *3C com maior desvio quimico, este que corresponde,
em ambas as catinonas, ao carbono do grupo carbonilo (C-1), uma vez que este carbono se encontra
duplamente ligado a um atomo eletronegativo que o desblinda.

Por sua vez, o protdo H-2, de ambas as catinonas, é facilmente identificavel, pois integra para
um e, através da correlacdo verificada no COSY (Eigura 2.8) entre este protdo (H-2) e um sinal a 1,59
ou 1,60 ppm, é possivel atribuir tal sinal aos trés protdes H-3 da catinona (7) ou (8), respetivamente.

(7) cr® (8) cr

Figura 2.8: Correlagdes de COSY e de HBMC referentes ao radical acilo da 3’-MMC (7) e da 4’-MMC (8).
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Relativamente a zona aromatica da catinona 4’-MMC (8) (Eigura 2.9), os protdes H-2°/6’ sdo
rapidamente atribuidos através da correlacdo de HMBC existente entre estes e o C-1. Por sua vez, o sinal
de H referente aos protdes H-3"/5 ¢ conseguido, por exemplo, através da correlagdo de COSY entre
estes e os protdes H-2’/6’. Em seguida, é possivel distinguir os dois carbonos quaternarios do anel
aromatico, C-1’ e C-4’, através das correlagdes de HMBC: C-4’ com H-2°/6’; C-4’ com H-7’; e, C-1’
com H-3°/5’.

Relativamente a zona aromatica da catinona 3’-MMC (7) (Eigura 2.9), os protbes H-2’ ¢ H-6
sdo rapidamente atribuidos através da correlacdo de HMBC existente entre estes e o C-1. A distingdo
entre ambos é possivel através da multiplicidade dos sinais (Tabela 2.6), pois o sinal de *H do protéo
H-2’ ¢ um singuleto (protdo ligado a carbono entre dois carbonos quaternarios), enquanto que, o sinal
de 'H do protdo H-6" consiste num dupleto. De forma equivalente & anterior, a atribui¢do dos sinais de
H referente aos protdes H-4° e H-5" teve também por base a observagéo da sua multiplicidade, surgindo
0s sinais associados aos protdes H-4’ ¢ H-5’ na forma de dupleto e de tripleto, respetivamente. A
correlacdo de COSY entre o protdo H-6" e o protdo H-5’, e entre o protdo H-5" e o protdo 4°, corrobora
esta atribui¢do. Em seguida, é possivel distinguir os dois carbonos quaternarios do anel aromatico, C-1’
e C-3’, através da correlagdo de HMBC: C-3’com H-7’.

Figura 2.9: Correlagdes de COSY e de HBMC referentes a zona aromatica da 3°-MMC (7) e da 4’-MMC (8).
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Ainda relativamente a zona aromatica, dado que a catinona 4’-MMC (8), bem como a respetiva
cetona (2), se trata de um composto que apresenta um grupo metilo na posicao para do anel aromatico,
verifica-se um eixo de simetria e, portanto, observam-se dois sinais que integram, cada um, para dois
protbes: um sinal referente aos protées H-2’/6’, com um desvio quimico de 7,98 ppm; € um outro,
associado aos protdes H-3°/5’, que surge a 7,44 ppm (Tabela 2.6).

No que respeita a catinona 3’-MMC (7), e cetona correspondente (1), esperar-se-iam quatro
sinais distintos, uma vez que o grupo metilo se encontra na posi¢do meta do anel aromatico e, portanto,
ndo existe qualquer eixo de simetria. No entanto, verificou-se uma sobreposicdo de dois sinais, no
espectro de *H, nomeadamente do singuleto referente ao protdo H-2> (7,91 ppm) com o dupleto
associado ao protdo H-6" (7,87 ppm) (Tabela 2.6). A ampliacdo da zona aromatica do espectro de 'H,
em CD30D, encontra-se no Anexo 6.3 — Figura 6.26.

Tabela 2.6: Dados de RMN de *H, em CD30D, referentes a zona aromatica da 3°-MMC (7) e da 4’-MMC (8).

29 49 59 6’ 7’

Composto
8 H; m; J (H2)

3’>-MMC (7) 7,91; 1H; sl 7,59; 1H;dl; 75 | 7,50;1H;t;75 | 7,87;1H;dl;82 | 2,47;3H;s

2°/6° 3/5 7
Composto

8 H; m; J (Hz)

4-MMC (8) | 7,98;2H;d; 7,22 | 7,44;2H;d;7,2 2,47;3H; s

Na Tabela 2.7 constam os valores dos desvios quimicos referentes aos espectros de *C das
catinonas (7) e (8), sendo que a atribui¢do entre os carbonos e os protdes a estes ligados teve por base a
interpretacdo dos espectros de HSQC. No caso dos carbonos quaternarios, C-1” e C-4’, para a 4’-MMC
e, C-1’ e C-3°, paraa 3°-MMC, a distingdo entres estes derivou de correlagdes de HMBC, como referido
anteriormente.

Tabela 2.7: Dados de RMN de 3C, em CDsOD, referentes a zona aromatica da 3°-MMC (7) e da 4’-MMC (8).

1’ 2’ 3, 4, 5, 6’ 7’

Composto
& 13C

3>-MMC (7) | 132,84 | 128,91 | 139,26 | 13536 | 128,87 | 125,83 | 19,88

r 2’/6° 4 35 7

Composto
6 13C

4’-MMC (8) 131,65 | 130,15 | 147,63 | 130,98 | 21,77
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Por fim, os valores dos desvios quimicos de RMN de *H e de *C referentes ao grupo metilo do
grupo amino das catinonas (7) e (8) constam na Tabela 2.8. Estas atribuicfes basearam-se nas
correlagdes de HMBC (Eigura 2.10), entre 0 C-1" e o protdo H-2, bem como na multiplicidade dos
sinais (singuletos) e na integracdo (3 protdes), para ambas as catinonas.

Tabela 2.8: Dados de RMN de *H e de 13C, em CD30D, referentes ao grupo amino da 3°-MMC (7) e da 4’-MMC (8).

1”
Composto
8 H; m; J (Hz) 8 135C
3’>-MMC (7) 2,80; 3H; s 30,30
4-MMC (8) 2,80; 3H; s 31,71
©
(7) o (8) cl

7~ N\ HBMC

Figura 2.10: Correla¢es de HMBC referentes ao grupo amino da 3’-MMC (7) e da 4’-MMC (8).
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2.2. Sintese de metabolitos reduzidos

O esquema geral da sintese dos metabolitos reduzidos (11) e (12) e o mecanismo sintético
associado encontram-se na Figura 2.11 e na Figura 2.12, respetivamente. Os metabolitos referidos
formam-se através de uma reacdo de reducdo do grupo carbonilo da catinona (5) ou (6), com recurso a
NaBH., obtendo-se o respetivo alcool. O borohidreto (nucledéfilo) ataca o carbonilo da catinona
(eletrofilo), o que culmina com a quebra da ligagdo 7 e, consequentemente, com uma carga negativa no
oxigénio, que é, posteriormente, anulada através da transferéncia de um protéo do meio.®") O processo
sintético seguido foi descrito por Pozo et al., através do qual se obtém, maioritariamente, os metabolitos
reduzidos syn (9) ou (10), sendo estes precipitados com é&cido cloridrico etéreo, formando- se,
respetivamente, os metabolitos reduzidos syn (11) ou (12), na forma de cloridrato.

Os metabolitos reduzidos, na forma de sal, apresentaram-se na forma de p6 branco, tendo-se
verificado rendimentos de 15% e de 17% para 0s metabolitos (11) e (12), respetivamente.

H H B H
R, N NaBH, R, N . R, SN
EE—
MeOH
R, R, R;
Catinona (base livre) Metabolito reduzido (base livre)
(5)3-MMC  R;=CHj, Ry=H (9) 3-MMC-OH R,;=CHj;, R,=H
(6) 4-MMC  R;=H, Ry=CH, (10) 4-MMC-OH R,=H, R,=CHj,
HCI/Et,O
OH
OH H, o . : EZ o
R N Cl 1 W
| DS G A
R, R,
(1R,2R) (15.,25)

Metabolito reduzido (cloridrato)
(11) 3-MMC-OH R,=CHj;, R,=H, N=15%
(12) 4-MMC-OH R;=H, Ry=CH3, n=17%

Figura 2.11: Esquema reacional geral da sintese de metabolitos reduzidos na forma de cloridrato.
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o /\
H
R, N ®

> + H-OH + BH; + Na

o)
{ H H
R, N\ | ®
_R—
+ H®]|3 H Na — 3y
Ry H

R;
Catinona (base livre)
(5)3-MMC R,=CHj, R,=H
(6)4-MMC R,=H, R,=CH;
OH
Mou R N o
~ 1
Ry NO + IO —_—> >
® ) R,
-BH;+ Na + OH Ry
Metabolito reduzido (base livre) Metabolito reduzido (cloridrato)
(9)3-MMC-OH R,=CHj, Ry=-H (11) 3-MMC-OH R,=CHj, R,=H
(10) 4-MMC-OH R,=H, R,=CH, (12) 4-MMC-OH R,=H, R,=CH,

Figura 2.12: Mecanismo sintético dos metabolitos reduzidos na forma de base livre e de cloridrato.

De forma a verificar-se a formagdo dos metabolitos reduzidos na forma de cloridrato (11) e (12),
procedeu-se a comparacéo do espectro de RMN de *H de cada metabolito reduzido com o da respetiva
catinona (7) ou (8), em CDsOD, tais que se encontram na Figura 2.13 e na Figura 2.14, respetivamente.
Assim, observou-se um novo sinal nos espectros dos metabolitos reduzidos, sendo este referente ao
protdo H-1, que surge nestes metabolitos, dada a redugdo do grupo carbonilo da respetiva catinona. Para
além do referido, constataram-se diminuicOes significativas dos desvios quimicos do protdo H-2 de
ambas as catinonas para os respetivos metabolitos reduzidos.

H-1"
OH
H2 HZO 1
. H-7
ot 20 EH
MeOD
3-MMC-OH (11)  Aromiticos H-1 H-2
P d )
E ; HZO H_ln
T
3-MMC (7) § 1
§ MeQOD b

v 1
9f0 825 STO 7:5 7:0 6‘.5 GiO 5:5 5{0 4:5 4:0 3:5 3{0 2{5 270 1:5 1:0 I ppm
Figura 2.13: Espectros de RMN de *H (400 MHz, CD3s0D) do metabolito 3°>-MMC-OH (11) (cima) e da 3>-MMC (7) (baixo).
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Figura 2.14: Espectros de RMN de *H (400 MHz, CDsOD) do metabolito 4’-MMC-OH (12) (cima) e da 4’-MMC (8) (baixo).

A atribuicdo dos sinais de 'H e de **C, em CDs;OD, dos metabolitos reduzidos (11) e (12) foi
possivel através da analise dos seus espectros de 'H, *C, COSY, HSQC e HMBC (Anexo 6.4), e
encontra-se dividida nas diferentes por¢des constituintes de uma catinona sintética: cadeia aciclica, zona
aromatica e grupo amino.

Assim, os valores dos desvios quimicos de RMN de *H e de ‘3C, referentes a cadeia aciclica das
catinonas protonadas (7) e (8), e respetivos metabolitos reduzidos (11) e (12), constam na Tabela 2.9.

Tabela 2.9: Dados de RMN de 'H e de 13C, em CDs0D, referentes a cadeia aciclica das catinonas 3°-MMC (7) e 4’-MMC (8)
e respetivos metabolitos reduzidos, 3’-MMC-OH (11) e 4’>-MMC-OH (12).

1 2 3
Composto

SMH;m;JMHz) | 8BC | 8H;m;IJ(Hz) | 88C | 6H;m;IJ(Hz) | &1C
3°>-MMC (7) - 195,82 | 5,14;1H;q; 6,8 59,25 1,59; 3H; d; 6,8 14,83

3>-MMC-OH . 3,43; 1H; qd; R
(11) 5,10; 1H;d; 3,0 | 71,83 6.7¢3.1 61,52 1,08; 3H; d; 6,7 10,14
4’-MMC (8) - 196,57 | 5,14;1H;q; 6,3 60,54 1,60; 3H; d; 6,3 16,33

4-MMC-OH R 3,41; 1H; qd; R
(12) 5,09;1H;d; 28 | 71,76 6.7 ¢ 3.0 Hz 61,51 1,08; 3H; d; 6,3 10,06
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Tal como anteriormente referido, verifica-se, nesta tabela, o valor do desvio quimico do novo
sinal que surge nos espectros dos metabolitos reduzidos (11) e (12) e remete para o protdo H-1. Estes
sinais apresentam os valores de 5,10 ppm, para o metabolito (11), e de 5,09, para 0 metabolito (12), e
surgem na forma de dupleto, integrando, cada um, para um protéo. Para além do anterior, verificou-se,
dada a perda da dupla ligacdo C=0, uma diminuicéo do desvio quimico (blindagem) referente ao protdo
H-2 de ambos os metabolitos reduzidos, passando de um desvio quimico de 5,14 ppm, na catinona (7),
para 3,43 ppm, no metabolito reduzido (11), ocorrendo o semelhante no metabolito reduzido (12).
Verifica-se, ainda, uma alteracdo na multiplicidade do sinal do protdo H-2, uma vez que, nas catinonas,
aparece como um quarteto, e nos respetivos metabolitos reduzidos como um quarteto duplo. O
desdobramento deste quarteto como uma constante de acoplamento de 3 Hz, correspondente ao
acoplamento dos protdes H-1/H-2, corrobora a obtencdo dos diastereosisoémeros syn. Os sinais referentes
aos protdes H-3 dos metabolitos sofrem, também, uma diminui¢do dos valores dos desvios quimicos,
porém, menos notoria quando comparada com a diminuicao assistida nos protdes H-2. Relativamente as
correlagdes de COSY para os metabolitos reduzidos (Figura 2.15), verifica-se, agora, para além da
correlagdo entre os protdes H-2 e H-3, a correlagdo do protdo H-2 com o protdo H-1.

Tendo, ainda, por base a Tabela 2.9, verificou-se uma enorme diminuigdo dos valores dos
desvios quimicos de *C do C-1 dos metabolitos reduzidos, quando comparados com o correspondente
na catinona, passando de um desvio quimico de 195,82 ppm, na catinona (7), para 71,83 ppm, no
metabolito reduzido (11), ocorrendo o semelhante no metabolito reduzido (12). O anterior justifica-se,
novamente, pelo aumento do efeito de blindagem, dada a perda de uma ligagdo ao 4&tomo de oxigénio,
este que é eletronegativo.

(11) (12)

/7~ N\ HBMC

Figura 2.15: Correlagfes de COSY e de HMBC referentes a cadeira aciclica dos metabolitos 3°-MMC-OH (11) e 4’-MMC-
OH (12).

Relativamente a zona aromatica do metabolito reduzido 4’-MMC-OH (12) os protdes H-2°/6
sdo rapidamente atribuidos através da correlagdo de HMBC existente entre 0 C-2°/6’ e o protdo H-1
(Eigura 2.16). Por sua vez, o sinal de H referente aos protdes H-3/5" ¢ conseguido, por exemplo,
através da correlacdo de COSY entres estes e 0s protdes H-2°/6’. Em seguida, ¢ possivel distinguir os
dois carbonos quaternarios do anel aromatico, C-1’ e C-4’, através das correlagdes de HMBC: C-4’ com
H-2°/6’; C-4’ com H-7’; e, C-1’ com H-3"/5".

Relativamente & zona aromatica no espetro de protdo do metabolito reduzido 3’-MMC-OH (11),
cujaampliacdo se encontrano ANEXO 6.4 — Figura 6.40, o protdo H-2’ atribuiu-se rapidamente através
da correlacdo de HMBC existente entre o C-2’ e o protdo H-1. A distin¢do entre os protdes H-4’ e H-6
é efetuada pela existéncia de uma correlagcdo no HMBC entre o sinal do grupo metilo H-7", a 2,38 ppm,
e o sinal de carbono a 129,62 ppm correspondente por HSQC ao dupleto a 7,15 ppm, o que significa que
este sinal sera do protdo H-4 e, consequentemente, o dupleto a 7,22 atribui-se ao protdo H-6’ e o unico
tripleto observado ao protdo H-5".
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Em seguida, distinguiram-se os dois carbonos quaternarios do anel aromético, C-1’ ¢ C-3’, através das
correlacdes de HMBC: C-3’com H-7 e C-1° com H-1. As correlagdes de COSY e HMBC observadas
na zona aromatica encontra-se esquematizadas na Figura 2.16 e as respetivas atribui¢ces dos desvios
guimicos na Tabela 2.10 e na Tabela 2.11.

(11) o (11) cr

¥~ N\ cosy
7/~ N\ HBMC

Figura 2.16: Correlagfes de COSY e de HMBC referentes a zona aromatica dos metabolitos 3°-MMC-OH (11) e 4’-MMC-
OH (12).

Tabela 2.10: Dados de RMN de *H, em CDsOD, referentes a zona aromatica das catinonas 3’-MMC (7) e 4’-MMC (8) e
respetivos metabolitos reduzidos, 3’-MMC-OH (11) e 4-MMC-OH (12).

27 49 5, 69 7’

Composto

8 H; m; J (H2)

, . 7,59; 1H; dI; 7,50; 1H; t; 7,87; 1H; dI; -
3°>-MMC (7) 7,91; 1H; sl 75 75 82 2,47;3H; s
3’-MMC-OH 7,15; 1H; dlI; 7,29; 1H; t; 7,22; 1H; dI;

7,26; 1H; I Ll 1 7 L L 1 7 il L L 1 1 2]38; 3H;
(12) > 76 75 8,1 S
2°/6° 3’/5° 7
Composto
8 H; m; J (Hz)

, 7,98; 2H; d; 7,44; 2H; d; o
4-MMC (8) 72 72 2,47; 3H; s
4-MMC-OH 7,32; 2H; d; 7,23; 2H; d;

1 ’ ’ 1 1 ) 1 Y 2 . H_
(12) 7.2 73 ,36; 3H; s
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No que respeita & zona aromatica do metabolito reduzido (12) e, dado que este se trata de um
composto que apresenta um grupo metilo na posicdo para do anel aromatico, verifica-se um eixo de
simetria e, portanto, observam-se dois sinais que integram, cada um, para dois protfes: um sinal referente
aos protdes H-2°/6’, com um desvio quimico de 7,32 ppm; e um outro, associado aos protdes H-3"/5",

que surge a 7,23 ppm (Tabela 2.10).

Na Tabela 2.11 constam os valores dos desvios quimicos referentes aos espectros de **C da
zona aromatica dos metabolitos reduzidos (11) e (12). A atribuicdo entre os carbonos e 0s protdes a estes
ligados teve por base a interpretacdo dos espectros de HSQC. No caso dos carbonos quaternarios, C-1’
e C-4’, paraa 4’-MMC e, C-1’ ¢ C-3’, para a 3°-MMC, a distingéo entres estes derivou de correlagdes
de HMBC, como referido anteriormente.

Tabela 2.11: Dados de RMN de *3C, em CD3OD, referentes a zona aromatica das catinonas 3’-MMC (7) e 4-MMC (8) e
respetivos metabolitos reduzidos, 3’-MMC-OH (11) e 4-MMC-OH (12).

1’ 2, 3’ 4’ 5’ 63 7’
Composto
& 1°C
3’>-MMC (7) 132,84 | 128,91 139,26 135,36 128,87 125,83 19,88

3>-MMC-OH (11) | 141,31 | 127,54 139,39 129,62 129,48 124,09 21,50

1 2°/6° 4 3/5 7
Composto
& 18C
4’-MMC (8) 131,65 | 130,15 147,63 130,98 21,77

4-MMC-OH (12) | 138,30 | 126,94 138,80 130,14 21,13

Por fim, os valores dos desvios quimicos de RMN de *H e de **C referentes ao grupo metilo do
grupo amino dos metabolitos reduzidos (11) e (12) constam na Tabela 2.12. Estas atribui¢6es basearam-
se nas correlacdes de HMBC (Figura 2.17), entre 0 C-1"" e o protdo H-2, bem como na multiplicidade
dos sinais (singuletos) e na integracéo (3 protdes), para ambos 0s metabolitos reduzidos.

Tabela 2.12: Dados de RMN de 'H e de *3C, em CD30D, referentes a zona aromatica das catinonas 3’-MMC (7) e 4’-MMC
(8) e respetivos metabolitos reduzidos, 3°-MMC-OH (11) e 4’-MMC-OH (12).

Composto U
8 H; m; J (Hz) & 1C
3>-MMC (7) 2,80; 3H; s 30,30
3’-MMC-OH (11) 2,79: 3H; s 31,52
4°-MMC (8) 2,80; 3H; s 31,71
4-MMC-OH (12) 2,78; 3H; s 31,52
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(11) o (12)

/7~ N\ HBMC

5!
Figura 2.17: Correlagdes de HMBC referentes ao grupo amino dos metabolitos 3°-MMC-OH (11) e
4’-MMC-OH (12).

Os dados de RMN de 'H e de *C dos compostos encontram-se compilados na Tabela 2.13.

Tabela 2.13: Compilagéo dos dados de RMN de *H e de 3C, em CDsOD, das catinonas (7) e (8) e dos metabolitos reduzidos
(11) e (12).

3*-MMC (7) 3°-MMC-OH (11)

Posicéo 6 H; m; J (Hz) 8 BC | Posicdo 6 H; m; J (H2) 8 15C
1 - 195,82 1 5,10; 1H; d; 3,0 71,83
2 514:1H:q; 68 | 59,25 2 343, 1";;11(‘0'; 67¢ | 6152
3 1,59; 3H; d; 6,8 14,83 3 1,08; 3H; d; 6,7 10,14
I - 132,84 r - 141,31
2’ 7,91; 1H; sl 128,91 2 7,26; 1H; sl 127,54
3 - 139,26 3 - 139,39
4 7,59; 1H; dl; 7,5 135,36 4 7,15; 1H; dl; 7,6 129,62
5 7,50; 1H; t; 7,5 128,87 5 7,29;1H;t, 7,5 129,48
6’ 7,87; 1H; dI; 8,2 125,83 6’ 7,22; 1H; dl; 8,1 124,09
7 2,47;3H; s 19,88 7 2,38; 3H; s 21,50
1” 2,80; 3H; s 30,30 1” 2,79; 3H; s 31,52

4°-MMC (8) 4-MMC-OH (12)

Posicédo 8 H; m; J (H2) 8 C | Posicédo 8 H; m; J (H2) 8 13C
1 - 196,57 1 5,09; 1H; d; 2,8 71,76
2 514;1H; ;63 | 60,54 2 341, 1'43;’(?0'; 67¢ | 615
3 1,60; 3H; d; 6,3 16,33 3 1,08; 3H; d; 6,3 10,06
1 - 131,65 1 - 138,30

2°/6’ 7,98;2H;d; 7,2 130,15 2°/6> 7,32;2H;d; 7,2 126,94
3’/5 7,44;2H;d; 7,2 130,98 3’/5° 7,23;2H;d; 7,3 130,14
4 - 147,63 4 - 138,80
k 2,47;3H; s 21,77 ik 2,36; 3H; s 21,13
1” 2,80;3H;s 31,71 1” 2,78;3H;s 31,52
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Por fim, refere-se, ainda que, ja se encontram reportados, na literatura, os dados provenientes
dos espectros de RMN de 'H e de *C, em CDs;OD, da catinona (8) e do respetivo metabolito reduzido
(12), sendo os resultados obtidos no presente trabalho semelhantes com os mesmos. !
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2.3. ldentificacdo da amostra do LPC-PJ

No que respeita a amostra fornecida pelo LPC-PJ, tal caracterizou-se, em (CD3).SO, através das
experiéncias RMN !H, *C, COSY, HSQC e HMBC, de forma a obter a elucidacdo estrutural do

composto.

Na Figura 2.18 consta o seu espectro de *H, em (CDs).SO, e a atribuicdo dos protdes, tal que
teve por base os espectros de H, 1*C, COSY, HSQC e HMBC (Anexo 6.5), e encontra-se dividida nas
diferentes porcBes constituintes de uma catinona sintética: cadeia aciclica, zona aromética e grupo

amino.

Arométicos

H-1"/4"

0

H-5/6

H_2||/3H

Figura 2.18: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, (CDs)2SO) da amostra fornecida pelo LPC-PJ (a-PHiP).

Assim, os valores dos desvios quimicos de RMN de 'H e de 3C, referentes a cadeia aciclica da
amostra fornecida pelo LPC-PJ constam na Tabela 2.14. Nesta observa-se que, o sinal de **C com maior
desvio quimico, 198,45 ppm, se assemelha ao valor verificado para o carbono do grupo carbonilo nas
catinonas sintetizadas, tendo sido, assim, realizada a sua atribuicéo ao C-1.

Tabela 2.14: Dados de RMN de 'H e de 13C, em (CDz3)-S0, referentes a cadeia aciclica da amostra fornecida pelo LPC-PJ.

Posicéo 8 H; m; J (Hz) 6 1°C
1 - 198,45
2 5,50; 1H; m 65,62
3 2,04;2H; m 39,85
4 1,37;1H; m 24,63
5 0,81; 3H% d; 6,4 23,81
6 0,80; 3H% d; 6,4 21,96

a: sinais sobrepostos no espetro de RMN de 'H
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Ainda relativamente a cadeia aciclica desta amostra, verificam-se, no espectro de RMN de *H,
dois multipletos que integram, cada um, para um protao, ndo sendo possivel distingui-los, tendo por base
a multiplicidade ou integracéo desses sinais. Desta forma, a atribui¢éo do protdo H-2 deveu-se ao facto
deste protdo ter uma Unica correlacdo no COSY (Eigura 2.19), sendo esta com um sinal a 2,04 ppm e que
integra para dois protdes, sendo tal atribuido aos dois protes H-3 da cadeia aciclica. Ja o protdo H-4’
apresenta trés correlacdes de COSY, sendo as mesmas: H-4 com o H-3 anteriormente atribuido; e, ainda,
H-4 com dois dupletos, a 0,80 e 0,81 ppm, que integram, cada um, para trés e que, portanto, se referem
aos protdes dos dois grupos metilos da cadeia aciclica. As informagdes retiradas do espectro de HMBC
corroboram as conclusdes referidas.

Figura 2.19: Correlagfes de COSY e de HMBC referentes a cadeia aciclica da amostra fornecida pelo LPC-PJ.

Relativamente a zona aromaética desta amostra (Eigura 2.20), os protbes H-2’/6 sio
rapidamente atribuidos através da correlacdo de HMBC existente entre estes e o C-1. Por sua vez, o sinal
de *H referente aos protdes H-3"/5 ¢ conseguido, por exemplo, através da correlagdo de COSY entres
estes e 0s protdes H-2°/6°.

Figura 2.20: Correlacfes de COSY e de HMBC referentes a zona aromética da amostra fornecida pelo LPC-PJ.
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Refere-se que, uma vez que o anel aromético ndo se encontra substituido, observam-se trés sinais
distintos: um dupleto a 8,15 ppm que integra para dois protdes e corresponde aos protées H-2°/6; um
tripleto a 7,80 ppm que integra para um protéo e se associa ao protdo H-4; e, um outro tripleto a 7,65 ppm
gue integra para dois protdes e se refere aos protdes H-3°/5’ (Tabela 2.15). A ampliacdo da zona
aromatica deste espectro de *H encontra-se no Anexo 6.5 — Figura 6.52.

Tabela 2.15: Dados de RMN de 'H, em (CD3)2SO, referentes a zona aromatica da amostra fornecida pelo LPC-PJ.

2°/6’° 4 3°/5°
Posicéo
8 'H; m; J (Hz)
Sinais 8,15;2H;d; 7,3 | 7,80;1H;t;7,3 | 7,65;2H;t;7,2

Na Tabela 2.16 constam os valores dos desvios quimicos referentes ao espectro de **C da
amostra em andlise, sendo que a atribuicdo entre os carbonos e os protdes a estes ligados teve por base
a interpretacdo dos espectros de HSQC. Existindo, apenas, um carbono quaternario no anel aromatico,
a atribuicdo do C-1’ teve por base o valor de desvio quimico referente a um sinal na base negativa deste
espectro sem qualquer correlacdo no HSQC, e excluindo o sinal ja atribuido ao C-1.

Tabela 2.16: Dados de RMN de 13C, em (CD3)2SO0, referentes a zona aromatica da amostra fornecida pelo LPC-PJ.

r 2'/6° 35 &
Posicéo
$ 13C
Valor de
eL21E 135,52 12941 12084 | 13573
quimico
(ppm)

Por fim, os valores dos desvios quimicos de RMN de *H e de **C referentes aos protdes do grupo
amino da amostra constam na Tabela 2.17.

Tabela 2.17: Dados de RMN de 'H e de 13C, em (CD3)2SO0, referentes ao grupo amino da amostra fornecida pelo LPC-PJ.

17/4” 27/3” NH
Posicéo
8 H; m; J (Hz) & 5C 3 H; m; J (Hz) & 8C 8 H; m; J (Hz)
3,65/3,26; 2H; m 52,72
. - ) i 1 ’ ' . b. . . B
Sinais 338%3.08: 2H: m | 53.86 1,82; 4H"; m; 23,23 10,30; 1H; s

a: sinal sobreposto ao sinal da agua do (CD3)2SO
b: sinais sobrepostos no espetro de RMN *H
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Tendo em conta os dados obtidos verificou-se que a cadeia alquilica do grupo amino consistia
num grupo pirrolidilo e a distincdo entre os protdes H-1"’/4"> ¢ os protdes H-2"’/3’ baseou-se na
correlagdo entre os protdes H-1"’/4>" e o protdo de NH (Figura 2.21). Refere-se que ndo é possivel
distinguir entre os protdes H-1"" e os protdes H-4’’, nem entre 0s protdes H-2"" e os protbes H-3"’, uma
vez que as correlagdes de COSY sdo as mesmas, para cada um dos pares referidos. No entanto, € possivel
verificar dois multipletos distintos, um para os dois protdes H-1"’ ¢ outro para os dois protdes H-4"’,
sendo que o sinal de qualquer um desses protdes, a cerca de 3,38 ppm, se encontra sobreposto com o
sinal da &gua. Ja relativamente aos dois protées H-2’” e aos dois protdes H-3"’, 0s sinais a estes referentes
encontram-se sobrepostos, integrando para quatro protdes. Para além disso, o sinal anteriormente
referido apresenta-se no mesmo sinal associado aos dois protdes H-3 da cadeia aciclica, sendo, no
entanto, percetivel, através do HSQC, a divisdo entre 0s mesmos.

¥ N CcosY

Figura 2.21: CorrelacGes de COSY referentes ao grupo amino da amostra fornecida pelo LPC-PJ.

Assim, a amostra proveniente do LPC-PJ consistia numa catinona sintética denominada de
a-PHIP, encontrando-se a mesma na forma de sal, dadas as correlagbes de COSY do protédo de NH com
0 protdo H-2, bem como com os protbes H-1"/4"".

Os dados de RMN de H e de *C deste composto encontram-se compilados na Tabela 2.18.
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Tabela 2.18: Compilagéo dos dados de RMN de *H e de 13C, em (CDz3).SO, da amostra fornecida pelo LPC-PJ.

Posicéo 8 H; m; J (Hz) 6 13C

1 - 198,45

2 550; 1H; m 65,62

3 2,04; 2H; m 39,85

4 1,37;1H; m 24,63

5 0,81;3H;d; 6,4 23,81

6 0,80; 3H; d; 6,4 21,96

I’ - 135,52

2’16’ 8,15;2H;d; 7,3 129,41

3/5° 7,65;2H;t; 7,2 129,84

4 7,80; 1H;t; 7,3 135,73

o 3,65/3,26; 2H; m 52,72

3,38/3,08; 2H; m 53,86

27/3” 1,82;4H; m 23,23
NH 10,30; 1H; s -

Por fim, refere-se, ainda que, ja se encontram reportados, na literatura, os dados provenientes
dos espectros de RMN de *H e de **C, em (CD3).S0O, do a-PHiP, sendo os resultados obtidos no presente
trabalho semelhantes com os mesmos, 0 que corrobora a identificagdo deste composto no produto
apreendido em Portugal %!

2.4. ldentificacéo de catinonas sintéticas in vitro

Procedeu-se as incubagdes isoladas das catinonas sintetizadas 3’-MMC (7) e 4’-MMC (8), na
fracdo S9 de figado de rato, as quais se adicionou NADPH (cofator de reacBes de Fase I). Apos
concluidos os diversos tempos de incubacao estabelecidos (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 75, 90, 120,
180, e 360 min), adicionou-se reserpina (padréo interno) as aliquotas, tendo-se seguido a inje¢do destas
no LC-ESI(+)-HRMS.

Refere-se que, das incubacdes, obtiveram-se duas informacdes distintas, relativas ao estudo dos
metabolismos das catinonas referidas, nomeadamente o tempo de meia vida das mesmas e, ainda, 0s
respetivos metabolitos de Fase I.

A interpretacdo dos resultados derivados das incubagfes das catinonas em estudo realizou-se a
partir do software Compass DataAnalysis Version 4.4, no qual se adicionaram os valores de m/z
associados as catinonas 3’-MMC (7) e 4-MMC (8), e, em seguida, se pesquisaram, manualmente, esses
mesmos valores de m/z, ao longo do respetivo cromatograma full scan. Caso se verificasse, no espectro
full scan, um valor de m/z compativel com a molécula protonada associado a um erro inferior a 5 ppm,
seguia-se a observacgéo do espectro MS/MS referente a esse valor de m/z. No espectro MS/MS verificou-
se se os ides fragmento ai presentes sdo compativeis com a fragmentacdo esperada para as catinonas,
sendo o critério de aceitacdo um erro inferior a 10 ppm.

39



2.4.1. ldentificacdo da catinona 4 -MMC

No que respeita a catinona 4’-MMC (8), esta foi identificada no tempo de incubagdo 0 min (que
corresponde ao padrdo deste composto), na sua forma protonada, a 6,2 min e com valor de m/z de
178,1226 (0,0 ppm), no espectro full scan. Relativamente ao respetivo espectro MS/MS (Eigura 6.57 —
Anexo 6.6), identificaram-se sete iGes fragmento, estes que podem ser atribuidos aos fragmentos da
Figura 2.22, compativeis com o padrio de fragmentacio ja reportado para a 4’-MMC. #3144 Esses
mesmos iGes fragmento foram pesquisados nos restantes tempos de incubacdo, tendo-se verificado a sua
presenca nos mesmos logo, a presenca da catinona.

- CH3NH2 /@)S/ - HZO m - CH3
4'-MMC
C10H110+ C11H16NO+ CllHl4N+ CIOHIIN.+

m/z 119,0851 (-10,1 ppm) m/z 178,1226 (0,0 ppm)  m/z 160,1114 (-6,9 ppm)  m/z 145,0881 (-5,5 ppm)

- -H,0
- CH,=CH, - CH,;CH, - CHy'
®
o Oor == oy 00
C7H7+ C11H14N+ CIOHIIN.+ C9H8N+

m/z 91,0539 (-9,9 ppm)  m/z 160,1114 (-6,9 ppm)  m/z 145,0881 (-5,5 ppm) m/z 130,0651 (-9,2 ppm)

i-CHA‘
N @
@

CyoHygN** CoH,y"
m/z 144,0808 (-6,2 ppm)  m/z 117,0695 (-7,7 ppm)

Figura 2.22: Proposta de esquema de fragmentagédo para a catinona 4’-MMC, tendo em conta os i6es fragmento identificados
no espectro de MS/MS.

Os dados anteriormente referidos encontram-se reunidos na Tabela 2.19.
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Tabela 2.19: Dados referentes a identificacdo, in vitro, da catinona 4’-MMC (8) por LC-ESI(+)-HRMS.

Nome do m/z obs 16es fragmento m/z obs ¢
+ + R
metabolito LF2] [M+H] (min)
[+ erro (ppm)] [+ erro (ppm)]

160,1114 (-6,9)
145,0881 (-5,5)
144,0808 (-6,2)
4£-MMC 178,1226 (0,0) 130,0651 (-9,2) 6,2
119,0851 (-10,1)
117,0695 (-7,7)
91,0539 (-9,9)

2.4.2. ldentificacdo da catinona 3"-MMC

No que respeita & catinona 3’-MMC (8), esta foi identificada no tempo de incubacéo 0 min (que
corresponde ao padrdo deste composto), na sua forma protonada, a 6,2 min, e com valor de m/z de
178,1226 (0,0 ppm), no espectro full scan. Relativamente ao respetivo espectro MS/MS (Eigura 6.60 —
Anexo 6.7), identificaram-se sete ides fragmento que podem ser atribuidos aos fragmentos da Figura
2.23, sendo estes os correspondentes dos ides obtidos para a 4’-MMC. Esses mesmos ides fragmento
foram pesquisados nos restantes tempos de incubacéo, tendo-se verificado a sua presenga nos mesmos
logo, a presenca da catinona.

O ‘CH3NH2 W ‘HZO m - CHy ®
- CO HN

3'-MMC
CyoH;,0 CH;NO* CyHN* CyoHyN™
m/z 119,0852 (-10,1 ppm) m/z 178,1226 (0,0 ppm)  m/z 160,1113 (7,5 ppm) m/z 145,0880 (-6,2

0o ppm)
- =i -2
i CH,=CH, l -CH3CR i Che
m X
’ U O
\© NH NH N

C/H;" CyHN* CyoHy N CoHgN"
m/z 91,0542 (-1,1 ppm)  m/z 160,1113 (-7,5 ppm)  m/z 145,0880 (-6,2 ppm)  m/z 130,0651 (-10,0

ppm)
l - CH, l
- S
N ®
D

CyoHyN*"* CoH,"
m/z 144,0809 (-4,2 ppm) m/z 117,0694 (-8,5 ppm)

Figura 2.23: Proposta de esquema de fragmentacdo para a catinona 3’-MMC, tendo em conta os i6es fragmento identificados
no espectro de MS/MS.
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Os dados anteriormente referidos encontram-se reunidos na Tabela 2.20.

Tabela 2.20: Dados referentes a identificagdo, in vitro, da catinona 3°-MMC (7) por LC-ESI(+)-HRMS.

m/z obs 18es fragmento m/z obs
[M+H]* [M+H]*

[+erro (ppm)] [+ erro (ppm)]
160,1113 (-7,5)
145,0880 (-6,2)
144,0809 (-4,2)

130,0651 (-10,0)

119,0852 (-10,1)
117,0694 (-8,5)
91,0542 (-1,1)

Nome do
metabolito

r
(min)

3’-MMC 178,1226 (0,0)

6,2

Uma vez que se usou padrdo interno, reserpina, aquando da injecao das incubagdes das catinonas
no LC-ESI(+)-HRMS, tornou-se possivel verificar a variagdo das areas correspondentes as catinonas
sintetizadas 3’-MMC (7) e 4>-MMC (8), ao longo do tempo das respetivas incubacGes, sendo tal
conseguido através da razdo destas com as areas associadas a reserpina. Assim, procedeu-se a
determinagdo do tempo de meia vida de ambas as catinonas, apresentando-se tal no topico seguinte.

2.4.3. Determinacdo dos tempos de meia vida de catinonas sintéticas

O tempo de meia vida (t12) consiste num importante parametro a conhecer, pois refere-se ao
tempo necessario para que a concentragéo inicial, de um qualquer xenobidtico, no sangue, diminua para
metade da concentracdo inicial (tempo 0). Desta forma, a partir do tempo de meia vida é possivel
perceber se determinado xenobidtico apresenta uma maior ou menor metabolizacdo e,
consequentemente, quais os biomarcadores (catinona méde ou metabolitos derivados), a ser procurados

em amostras bioldgicas, que melhor detetam o consumo, neste caso, de determinada catinona sintética.
Para o efeito, procedeu-se, como anteriormente referido, a incubacgdo, na fracdo S9 de figado de
rato, das catinonas sintetizadas 3’-MMC (7) e 4’-MMC (8), o que permitiu observar a variagdo das areas
dos sinais cromatograficos referentes ao valor de m/z de cada catinona, no respetivo tempo de retencéo,
através razdo dos valores destas areas com as areas dos sinais referentes a reserpina, a cada tempo de
incubacdo. Através da transposicdo destes dados, elaboraram-se dois graficos, para a 4’-MMC e para a
3’-MMC, estes que constam na Figura 2.24 (a esquerda) e na Figura 2.25 (a esquerda), respetivamente,
nos quais se verifica que o decréscimo de ambas as catinonas segue uma cinética de primeira ordem.
Por sua vez, e recorrendo-se a logaritmacdo dos valores que constam na porcdo linear dos graficos
referidos, obteve-se a respetiva reta (Eigura 2.24 (a direita), para a 4’-MMC e, Figura 2.25 (a direita),
para a 3’-MMC), cujo modulo do declive consiste no valor da constante de eliminagao (Ker) para essas
catinonas.
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Figura 2.24: Razdo entre a média das areas referentes a catinona 4’-MMC e as &reas associadas a reserpina, ao longo do
tempo.
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Figura 2.25: Razdo entre a média das areas referentes a catinona 3’-MMC e as &reas associadas a reserpina, ao longo do
tempo.

Por altimo, recorreu-se a Equacdo 1.1 para calcular o tempo de meia vida de cada catinona,
sendo que os valores dos mesmos constam na Tabela 2.21, verificando-se que o tempo de meia vida da
4’-MMC, 106 min, é superior ao dobro do tempo de meia vida do seu isémero de posigdo, 3’-MMC,
este que apresenta um valor de 40 min. No entanto, apesar da 3’-MMC sofrer uma metabolizagdo mais
rapida do que aquela que ocorre para a 4’-MMC, ambas as catinonas sdo extensamente metabolizadas,
0 que demonstra que, o uso da catinona mée como biomarcador do seu consumo considera-se menos
viavel, dada a prevista baixa concentracdo desta, nas diversas vias de eliminacdo, quando comparada
com as concentracdes dos metabolitos dai derivados.®”!

Tabela 2.21: Tempo de meia vida, em min, obtido no presente trabalho para as catinonas sintetizadas.

Catinona Tempo de meia vida (min)
4-MMC 106
3’-MMC 40
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Refere-se ainda que, os tempos de meia vida obtidos no presente trabalho, 0,7 h, paraa 3’-MMC,
e 1,8 h, para a 4-MMC, se aproximam dos anteriormente reportados na literatura, sendo 0,8 h (in vivo
em porcos) e 2,2 h (in vivo em humanos), respetivamente. 54671

Tendo em conta o decréscimo de ambas as catinonas no decorrer das respetivas incubacdes que
indica que as catinonas sofreram metabolizacdo, pesquisaram-se possiveis metabolitos gerados a partir
destas.

2.5. ldentificacdo de metabolitos de catinonas sintéticas in vitro

Dada a acelerada disseminacdo e diversidade de NPS, no mercado, bem como os casos de
intoxicacdo a estas associados, considera-se essencial a rapida acdo das autoridades judiciais
competentes e de laboratorios de investigacdo, de forma a deter este problema de saide pablica. No que
respeita aos laboratorios de investigacéo, estes devem desenvolver estudos acerca dos perfis metabolicos
destas substancias uma vez que, destes resulta uma compreensédo acerca das vias metabdlicas inerentes
e, consequentemente, a determinag&o de biomarcadores do seu consumo e, ainda, o desenvolvimento de
metodologias para identificacdo e quantificacdo dos mesmos em matrizes bioldgicas, o que permite
orientar a terapéutica, em caso de intoxicacéo, e fornecer enquadramento legal, por exemplo, em casos
de doping.

De forma a facilitar a identificagdo dos metabolitos de Fase | gerados, elaborou-se um esquema
onde constam os metabolitos da 4’-MMC (8), previamente reportados na bibliografia, e os valores de
m/z associados (Eigura 1.7). No que respeita a 3’-MMC (7), procuraram-se 0s metabolitos
correspondentes, uma vez que se trata de um isémero de posicao da 4’-MMC.

O conteldo resultante das incubagdes analisou-se, como referido anteriormente, por meio de
cromatografia liquida acoplada & espetrometria de massa de alta resolucéo, utilizando um analisador
hibrido quadrupolo/tempo de voo com ionizagdo por Electrospray, no modo positivo (LC-ESI(+)-
HRMS). Por conseguinte, a identificacdo dos metabolitos cuja presenca se pretendia aferir realizou-se a
semelhanca da identificagdo das catinonas.
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2.5.1. Identificacdo de metabolitos da catinona 4"-MMC

Como anteriormente mencionado, o metabolismo da catinona 4’-MMC (8) ja se encontra
amplamente estudado na literatura, tal como consta na Tabela 1.2, desempenhando, assim, o papel de
catinona de referéncia. No presente trabalho e, ap6s a pesquisa dos metabolitos, na forma protonada,
apresentados na Figura 1.7, refere-se que apenas se identificaram dois metabolitos, estes que constam,
a vermelho, na Figura 2.26, sendo: os metabolitos M1-4’-MMC, que corresponde ao hidroxitolil-4’-
metilmetcatinona, e 0 M2-4>-MMC, que corresponde a nor-mefedrona.

O 0 O
N H .
N.__  Hidroxilagéo N N-desmetilagio NH,
- R —
HO

M1-4'-MMC 4'-MMC M2-4'-MMC
C1H;sNO, C1H;sNO CioH3NO
[M+H]" m/z 194,177 (1,0 ppm)  [M+H]" m/z 178,1226 (0,0 ppm)  [M+H]" m/z 164,1068 (6,1 ppm)

Figura 2.26: Metabolitos de Fase | da catinona 4’-MMC identificados no presente trabalho.

Uma vez que se usou padrdo interno, reserpina, aquando da injecdo das incubacfes no
LC-ESI(+)-HRMS, tornou-se possivel elaborar um gréafico onde constam as razdes entre as médias (dos
duplicados) das areas do metabolito e as areas da reserpina, ao longo dos 360 min em que as amostras
permaneceram em incubacdo (Eigura 2.27). Verificou-se que ambos os metabolitos foram identificados
em, apenas, dois dos tempos de incubagdo, aos 90 min e 180 min, para 0 M1-4>-MMC (a azul); e aos
120 min e 180 min, para 0 M2-4-MMC (a laranja), tendo sido 0 M1-4’-MMC o metabolito maioritario.
0,2500
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0,0500
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0,0000 L
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M2-4-MMC Tempo (min)
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Figura 2.27: Proporcéo relativa dos metabolitos M1-4’-MMC e M2-4’-MMC, em relacéo a reserpina, ao longo de 6h.
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Relativamente ao metabolito M1-4’-MMC (Eigura 2.26), tal resulta da hidroxilagdo do grupo
metilo em posigdo para no anel aromatico da 4’-MMC, e surgiu a 1,9 min, na sua forma protonada,
apresentando um valor de m/z de 194,1177 (1,0 ppm), no espectro full scan. Relativamente ao respetivo
espectro MS/MS (Eigura 6.58 — Anexo 6.6) identificaram-se quatro iGes fragmento que podem ser
atribuidos aos fragmentos da Figura 2.28, compativeis com o padrdo de fragmentac&o ja reportado para
0 M1-4’-MMC. 3144

0
2H,0 _ CH;NH, .
\>_ - >
N HO Hzg\ -H,C=0 ©/\
N \ - CO
M1-4'-MMC
CH N* C1H (NO* CgH,"
m/z 158,0964 (-3,8 ppm) m/z 194,1177 (1,0 ppm) m/z 105,0700 (1,0 ppm)
“H,0
- HzC:O
- CHy'
O — U
NH N*
\ H
CioHpN* CoH N

m/z 146,0961 (-0,7 ppm) m/z 131,0728 (-0,8 ppm)

Figura 2.28: Proposta de esquema de fragmentag&o para o metabolito M1-4’-MMC, tendo em conta os iBes fragmento
identificados no espectro de MS/MS.
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Referente ao metabolito M2-4’-MMC (Eigura 2.26), tal resulta da N-desmetilacdo da 4’-MMC,
obtendo-se a respetiva amina primaria, e surgiu a 6,1 min, na sua forma protonada, apresentando um
valor de m/z de 164,1068 (-6,1 ppm), no espectro full scan. Relativamente ao respetivo espectro MS/MS
(Eigura 6.59 - Anexo 6.5) identificaram-se seis iGes fragmento que podem ser atribuidos aos fragmentos
da Figura 2.29, compativeis com o padrdo de fragmentacéo ja reportado para o0 M2-4’-MMC #3441

0
®
® - NH; - H,0 ® - CH, m
- —
oNH, m — N
-CO : N

H
M2-4'-MMC
CyoH, 0" CyHyNO™ CioHpN* CoHgN™
m/z 119,0855 (0,0 ppm) m/z 164,1068 (-1,2 ppm) m/z 146,0960 (-2,7 ppm) m/z 130,0653 (1,5 ppm)

- CH,=CH, l H,0 i _CcHy l
o S oo or
@ﬁz N ®

C/H;" CyoHpN* CoH N"* CoHy"
m/z 91,0546 (4,4 ppm) m/z 146,0960 (-2,7 ppm) m/z 131,0726 (-3,1 ppm) m/z 117,0700 (0,9 ppm)

Figura 2.29: Proposta de esquema de fragmentag&o para o metabolito M2-4’-MMC, tendo em conta os iBes fragmento
identificados no espectro de MS/MS.

Os dados anteriormente referidos encontram-se reunidos na Tabela 2.22.

Tabela 2.22: Dados referentes aos metabolitos da 4’-MMC identificados em LC-ESI(+)-HRMS.

m/z obs 16es fragmento m/z obs

[M+H]* [M+H]*
[ erro (ppm)] [+ erro (ppm)]
158,0964 (-3,8)
146,0961 (-0,7)
131,0728 (-1,5)
105,0700 (1,0)
146,0960 (-2,7)
131,0726 (-3,1)
M2-4>-MMC 130,0653 (1,5)

164,1068 (-1,2) 119,0855 (0.0)

117,0700 (0,9)
91,0546 (4,4)

Nome do
metabolito

r
(min)

M1-4-MMC 194,1177 (1,0)

19

6,1
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2.5.2. Identificacdo de metabolitos da catinona 3'-MMC

Como anteriormente referido, constam, até ao momento, na literatura, apenas dois estudos,
ambos in vivo, (Tabela 1.2) alusivos ao metabolismo da 3°-MMC (7), nos quais se identificaram alguns
metabolitos que sugerem provir desta catinona (metabolitos resultantes de redugdo do grupo carbonilo,
hidroxilacdo no metilo do anel aromatico e/ou N-desmetilagdo - Figura 1.9). No entanto, esclarece-se,
novamente, que ndo é possivel afirmar que os metabolitos detetados resultam garantidamente da
metabolizac¢do da 3°-MMC, uma vez que ndo se verificaram condic¢Bes controladas na administracdo
deste composto. Por conseguinte, no presente trabalho procedeu-se ao estudo do metabolismo da 3’-
MMC, através da incubacdo isolada dessa catinona - previamente sintetizada e caracterizada por RMN,
de forma a garantir que se tratava do composto requerido.

Uma vez que a 3’-MMC consiste num isémero de posicao da 4’-MMC (8), espera-se que a sua
metabolizacdo ocorra segundo as mesmas vias metabdlicas para esta verificadas. Assim, no presente
trabalho, pesquisaram-se 0s metabolitos correspondentes para a 3°-MMC, na forma protonada, estes que
apresentam os mesmos valores de m/z que os metabolitos procurados para a 4’-MMC (Eigura 1.7).
Refere-se que, apenas, se identificaram dois metabolitos, estes que constam, a vermelho, na Figura 2.30,
sendo: os metabolitos M1-3’-MMC, que corresponde ao hidroxitolil-3’-metilmetcatinona, e M2-3°-
MMC, que corresponde ao dihidro-3’-metilmetcatinona.

O 4 0 OH
W N Hidroxilagdo \©)H*t} Reducéo mN
HO ~ N ~
- —
M1-3'-MMC 3'-MMC M2-3'-MMC
C;1H;5NO, C1H;sNO C1H;;NO

[M+H]" m/z 194,1178 (2,1 ppm) [M+H]" m/z 178,1226 (0,0 ppm) [M+H]" m/z 180,1386 (1,1 ppm)

Figura 2.30: Metabolitos de Fase | da catinona 3’-MMC identificados no presente trabalho.

Uma vez que se usou padrédo interno, reserpina, aquando da injegdo das incubagdes no
LC-ESI(+)-HRMS, tornou-se possivel elaborar um gréfico onde constam as razdes entre as médias (dos
duplicados) das areas do metabolito e as areas da reserpina, ao longo dos 360 min em que as amostras
permaneceram em incubacdo (Eigura 2.31). Verificou-se que o metabolito M1-3’-MMC (a laranja) foi
identificado dos 10 aos 20 min e dos 45 min aos 120 min, sem que se verifique qualquer tendéncia
consistente, crescente ou decrescente, ao longo do tempo.
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Figura 2.31: Proporcéo relativa dos metabolitos M1-3’-MMC e M2-3’-MMC, em relacdo a reserpina, ao longo de 6h.

Relativamente ao metabolito M1-3’-MMC (Eigura 2.30), tal resulta da hidroxilagdo do grupo
metilo em posigdo meta no anel aromatico da 3’-MMC, sendo o metabolito correspondente ao da
hidroxilagdo verificada para a 4’-MMC. Este metabolito surgiu a 2,7 min, na sua forma protonada,
apresentando um valor de m/z de 194,1178 (2,1 ppm), no espectro full scan. Relativamente ao respetivo
espectro MS/MS (Eigura 6.61 — Anexo 6.7) identificaram-se quatro iGes fragmento que podem ser
atribuidos aos fragmentos da Figura 2.32, tendo estes a mesma m/z dos correspondentes ido fragmentos
obtidos para o metabolito M1-4’-MMC (Figura 2.28).

—2H20 W - CH;NH, ®
m N e U

-CO
M1-3'-MMC
C11H14N+ C11H16N0+ C8H9+
m/z 158,0977 (4,4 ppm) m/z 194,1178 (2,1 ppm) m/z 105,0693 (-2,9 ppm)
-H,0
- HzC:O
- CHy
> — I
NH Ne
\ H
CoHp,N* CoHgN"™*

m/z 146,0961 (-0,7 ppm) m/z 131,0724 (-4,6 ppm)

Figura 2.32: Proposta de esquema de fragmentagdo para o metabolito M1-3’-MMC, tendo em conta os ides fragmento
identificados no espectro de MS/MS.
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Relativamente ao metabolito M2-3’-MMC (Eigura 2.30), que resulta da reducdo do grupo
carbonilo da 3’-MMC, obtendo-se o respetivo &lcool secundario. Este metabolito surgiu a 6,2 min, na
sua forma protonada, apresentando um valor de m/z de 180,1386 (1,1 ppm), no espectro full scan.
Relativamente ao respetivo espectro MS/MS (Figura 6.62 — Anexo 6.7) identificaram-se cinco iGes
fragmento que podem ser atribuidos aos fragmentos da Figura 2.33, tendo estes a mesma m/z dos
correspondentes ido fragmentos obtidos para para a fragmentacéo, ja reportada, do metabolito reduzido
da 4’-MMC. 131144

OH

H,N

M2-3'-MMC
C; H;gNO*
m/z 180,1386 (1,1 ppm)
¢- H,0
- CH4 @
- CH3NH, N~ - NH;
< HN_ »
-HC=CH ©
CgHy' CyHygN" CioHy"
m/z 105,0693 (-5,7 ppm) m/z 162,1275 (-1,2 ppm)  m/z 129,0691 (-6,2 ppm)
- CHy
A
C.H," CoHp3N™
m/z 91,0542 (0,0 ppm) m/z 147,1028 (-10,2 ppm)

Figura 2.33: Proposta de esquema de fragmentagdo para o metabolito M2-3’-MMC, tendo em conta os iBes fragmento
identificados no espectro de MS/MS.
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Os dados anteriormente referidos encontram-se reunidos na Tabela 2.23.

Tabela 2.23: Dados referentes a catinona 3°-MMC e aos seus metabolitos identificados em LC-ESI(+)-HRMS.

m/z obs 18es fragmento m/z obs
[M+H]* [M+H]*
[ erro (ppm)] [£erro (ppm)]
158,0977 (4,4)
, 146,0961 (-0,7)
M1-3’-MMC 194,1178 (2,1) 1310724 (-46) 2,7
105,0693 (-2,9)
162,1275 (-1,2)
147,1028 (-10,2)
180,1386 (1,1) 129,0691 (-6,2) 6,2
105,0693 (-5,7)
91,0542 (0,0)

Nome do
metabolito

r
(min)

M2-3°-MMC

Com base nos dados anteriormente referidos, relativos aos metabolitos identificados para ambas
as catinonas e padrdes de fragmentacdo associados, verificou-se que as vias metabdlicas inerentes a
formag@o desses metabolitos consistiram na hidroxilagdo do grupo metilo do anel aromatico, N-
desmetilagéo e redugéo do grupo carbonilo, corroborando a informag&o mencionada na literatura acerca
do metabolismo da 4’-MMC, que aponta estas trés vias como as principais. Assim, tal sugere que a
metabolizagdo da catinona 3’-MMC ocorre segundo as mesmas vias que a da 4’-MMC, tendo-se até
verificado a formacdo de um metabolito correspondente, resultado da N-desalquilacdo da respetiva
catinona. Para além disto, as fragmentagdes da 4’-MMC e dos seus metabolitos formados coincidem
com as fragmentac@es j& descritas para 0s mesmos, sendo que as fragmentacdes da 3’-MMC, e dos seus
metabolitos gerados, ocorreu dessa mesma forma.
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Parte experimental
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3.1. Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes necessarios para as sinteses e para 0s estudos de metabolismo, que
constam no presente trabalho, foram adquiridos comercialmente (Tabela 3.1), tendo-se procedido,

apenas, a purificacdo prévia de THF (destilado com recurso a sodio e benzofenona) para a sintese das
catinonas 3’-MMC (7) e 4’-MMC (8).['Y]

Tabela 3.1: Dados referentes aos reagentes e solventes usados no presente trabalho.

Reagente/Solvente

Caracteristica/Pureza

Marca
3’-metilpropiofenona 98% BLD Pharmatech Ltd.
4’-metilpropiofenona 94% Alfa Aesar

Acetato de etilo >99,5% Honeywell Riedel-de Haén

Acetona >99,8% Carlo Erba

Acetonitrilo >99,9% Sigma-Aldrich
Acido bromidrico 48% Sigma-Aldrich
Acido cloridrico 1M Fisher Scientific
Acido sulfdrico 95 - 97% Honeywell Fluka
Agua desionizada Resistividade: 18,2 MQ/cm; Milli-Q® - Merck I\./Ii.llipore
T=25°C (Modelo Simplicity)
Benzeno >99,5% Merck
Borohidreto de sadio 99% Merck
Bromo molecular Para sintese Sigma-Aldrich
Cloreto de Sddio >99% Honeywell Fluka
Cloroférmio deuterado (CDCls) 99,8% de deutério Aldrich
Diclorometano >99,9% Honeywell Riedel-de Haén
Dimetilsulfoxido deuterado

99,9% de deutério

((CD3),S0) Aldrich
Eter dietilico >99,8% Honeywell Riedel-de Haén
Fracdo S9 de figado de rato Ssr:gzu(;e ;E;ﬁliy GIBCO
n-hexano >98,5% Carlo Erba
98% VWR Chemicals
Metanol >99,9% Carlo Erba
Metilamina 2.0 Mem THF Alfa Aesar
NADPH - Sigma-Aldrich
Placas silica gel 60 F254 em aluminio 20 x 20 cm Merck
Peneiras moleculares Diametro 4 A Sigma-Aldrich
Reserpina - Sigma-Aldrich
Sulfato de Magnésio anidro >99,5% Alfa Aesar
Tetrahidrofurano (THF) >99,9% Carlo Erba
Vivid Regeneration System x 100 Life Technologies
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As solucdes usadas para ajuste de pH na sintese das catinonas, isto é, as solu¢fes aquosas de
HCI 6 mol.dm= e de NaOH 5 mol.dm ja se encontravam previamente preparadas.

Para a sintese das catinonas, na forma de cloridrato (7) e (8), recorreu-se a acido cloridrico etéreo.
Este preparou-se através da adi¢éo, gota-a-gota, de H>SO495-97% (20,82 mL; 375 mmol) a NaCl (43,83
g; 750 mmol), primeiramente seco durante 12 h na estufa. O inicio da formacéo do &cido cloridrico
etéreo pode ser notado através de um borbulhar aquando da adicéo das gotas de H.SO,ao NaCl. Refere-
se que, o acido formado permanece, por algumas horas, a borbulhar em 250 mL de éter etilico, sobre
gelo, na montagem elucidada na Figura 3.1.

Figura 3.1: Montagem para preparacéo de acido cloridrico etéreo 3M.

3.2. Solugdes

Refere-se que a presente seccdo diz respeito as solugdes usadas para os estudos de metabolismo
das catinonas sintetizadas (7) e (8).

Relativamente as solu¢fes mae das catinonas, tais prepararam-se atraves da adi¢do de 1,2 mg
da respetiva catinona em 1 mL de agua destilada, de forma a obter-se uma solugdo com a concentracao
de 5 mM.

Recorreu-se a tampdo de bicarbonato de aménio (ABIC) cuja preparacdo consistiu,
primeiramente, em dissolver 0,1976 g de bicarbonato de aménio em 50 mL de &gua destilada e, em
seguida, ajustou-se, com &cido férmico, o pH até o mesmo atingir o valor de 7,4.

No que respeita as solucOes de reserpina em acetonitrilo, procedeu-se a preparacdo de duas
solugdes. Numa primeira instancia, pretendia-se uma solu¢do mae com uma concentracdo de 1 mM,
tendo-se obtido através da adi¢do de 0,0030 g de reserpina para 5 mL de acetonitrilo. Posteriormente, a
partir desta solucdo, preparou-se outra solucdo de concentracao de 2,5 pM, tendo-se retirado 0,0751 g
da solugdo mae e perfeito, até um volume total de 30 mL, com acetonitrilo.

Por fim, a solucdo de NADPH resultou da dissolucéo de 0,0167 g de NADPH em 1 mL de
tampdao ABIC.

54



3.3. Técnicas e Equipamentos

3.3.1. Equipamentos comuns

Referente aos equipamentos comuns recorreu-se a: balanca Precisa 205 A SCS (max 205 g, d+
0,001 g); placa de agitacdo P SELECTA de modelo AGIMATIC-N; e, evaporador rotativo Biichi R- 200,
com banho térmico Buchi Heating Bath B-490 e bomba de pressdo Biichi Vac® V-500.

3.3.2. Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A preparacdo das amostras analisadas no RMN consistiu em dissolver 10 mg do respetivo
composto em 450 pL. do solvente pretendido.

A elucidacdo estrutural das catinonas e respetivos metabolitos reduzidos teve por base a
interpretacédo dos espectros, analisados no software Topspin, de RMN *H, 3C, COSY, HSQC e HMBC,
estes que se obtiveram, a temperatura ambiente, através de um espetrometro Bruker Avance 400 e a uma
frequéncia de 400,13 MHz, para os espetros de RMN de *H, e de 100, 61 MHz, para os espetros de RMN
de *C. A calibragdo dos espectros referidos realizou-se através de sinais com valores conhecidos como
0 pico de solvente usado (CDCl3 (6w = 7,26 ppm; d¢c = 77,16); (CD3)2SO (6n= 2,50; 6c = 39,52) e CD;0D
(61 = 3,33; dc = 49,00).

3.3.3. Cromatografia em camada fina (TLC)

De forma a verificar o término das sinteses desenvolvidas recorreu-se a placas de cromatografia
em camada fina (TLC), da Merck, em silica gel 60 F254 em aluminio 20x20 cm, estas que se
visualizaram, num aparelho CAMAG série 29010, sob luz ultravioleta de 254 nm.

3.3.4. Cromatoqgrafia liquida acoplada a espetrometria de massa de alta resolucdo

(LC-HRMYS)

De forma a identificar os metabolitos resultantes das incubagdes das catinonas (7) e (8), procedeu-
se as suas injecdes em Cromatografia Liquida acoplada a Espetrometria de Massa de Alta Resolucao
(LC-ESI-HRMS), num sistema UPLC Elute (Bruker, Bremen, Alemanha) acoplado a um espetrémetro
de massa com analisador quadrupolo time-of-flight (QTOF) IM-PACT Il (Bruker Daltoniks, Bremen,
Alemanha), com ionizagdo por electrospray (Bruker Daltoniks, Bremen, Alemanha).

A separacdo das amostras ocorreu em colunas Luna (Phenomenex) 3 pL Polar C18(2) 100 A (150*2
mm). Programou-se um fluxo de 170 uL/min, na fase mével, tendo-se programado as seguintes variacoes:
95% do eluente A (0,1% de acido férmico em agua) durante 1,5 min; seguido de um gradiente linear até
100% do eluente B (acetonitrilo) durante 6,20 min, tendo-se mantido, por 1,80 min, as condi¢fes
verificadas nesse momento; gradiente linear até a obtencéo das condigdes iniciais (por 0,5 min) e, por
ultimo, tais condi¢des permaneceram pelo periodo de 1 min.

A calibracdo interna teve por base acetato/formato de sédio e recolheram-se dados, de valores de
m/z compreendidos entre 50 e 1000, no modo scan auto MS/MS. Os espectros full scan e MS/MS
gerados analisaram-se manualmente no software Compass Data AnalysisVersion 4.1.
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3.4. Sintese de catinonas

Como referido na Secdo 2 — Resultados e Discussdo, a sintese das catinonas pretendidas baseou-
se num procedimento que contempla trés passos reacionais ordenados, sendo estes: 1) formagdo das a-
bromocetonas, a partir da respetiva cetona; 2) formacdo das catinonas, primeiramente na forma de base
livre e 3) na forma de sal (cloridrato). Os passos previamente referidos foram conseguidos sem qualquer
purificacdo e encontram-se esquematizados na Figura 2.1.

3.4.1. Sintese de a-bromocetonas

As a-bromocetonas (3) e (4) foram sintetizadas através de uma reacdo de halogenacdo, em meio
acido, das respetivas cetonas, adquiridas comercialmente, segundo uma propor¢do de 100 mmol de
cetona para 100 mmol de Br,.[®2

Primeiramente, dissolveu-se a cetona desejada em DCM, tendo por base uma proporg¢éo de 0,6
mL de DCM por cada 0,001 mL de cetona, e colocou-se o volume tedrico de Br, numa ampola isobarica.
A solugéo de cetona em DCM adicionaram-se, sob agitagio, uma gota de HBr e, em seguida, uma gota
de Br». A adigdo de Br, confere a mistura reacional uma tonalidade alaranjada, tendo-se aguardado que
a mistura voltasse a sua cor inicial para adicionar nova gota de Br», e assim sucessivamente, até se ter
adicionado o volume de Br, necessario para reagir com a totalidade de cetona. De forma a conhecer o
momento de término da reacdo, tal foi acompanhada por TLC, tendo-se recorrido ao eluente 90/10 n-
hexano/benzeno. Posteriormente, evaporou-se a mistura reacional até a secura, pelo que se obteve um
6leo alaranjado para ambas as a-bromocetonas (3) e (4). Os rendimentos das sinteses das bromocetonas
foi de 99%, dada a presenca indesejada de dibromocetona (0 que ndo comprometeu as reagoes
seguintes). A obtencédo do composto requerido teve por base o respetivo espectro de RMN *H, em CDCls.
Por fim, procedeu-se, ainda, a caracterizacdo de cada bromocetona, recorrendo a RMN *C APT, COSY,
HSQC e HMBC, em CDCls.

Na Tabela 3.2, referente a sintese das bromocetonas, constam as quantidades de reagentes
utilizadas e de produtos obtidas, tempo de cada reacéo e respetivos rendimentos.

Tabela 3.2: Resumo das quantidades de reagentes utilizados e de produtos obtidos, do tempo de cada reagdo e respetivos
rendimentos, no que respeita a sintese das a-bromocetonas.

0 0
R, HBr. Br, R, Br

DCM
R, Ry

2z

(1) 3“metilpropiofenona  R;=CH;, Ro=H
(2) 4-metilpropiofenona R ;=H. R,=CHj,4

(3) 3"-metil-2-bromopropiofenona R ;=CHs, Ry=H
(4) 4'-metil-2-bromopropiofenona  R;=H, R>=CH,

Cetona Br2 a-bromocetona Tempo de n
(9; mmol) (mL; mmol) (9; mmol) reacdo (h) (%)
3’-metilpropiofenona (1) ) 3’-metil-2-bromopropiofenona (3)
(3,0022; 20,3) 12;234 (3,2551; 14,3) % %
4’-metilpropiofenona (2) ) 4’-metil-2-bromopropiofenona (4)
(4,0344; 27,2) 1.4;27.2 (6,1823; 27,2) % %
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3.4.1.1. Caracterizacdo das cetonas e das a-bromocetonas

3’-metilpropiofenona (1): Liquido transparente. RMN *H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 7,78 (1H; sd;
H-2%); 7,75 (1H; sd; J= 3,7 Hz; H-6); 7,37 (1H; dt; J= 3,7 Hz; H-4’); 7,34 (1H; dt; J= 3,7 Hz; H-5");
3,00 (2H; q; J= 3,6 Hz; H-2); 2,41 (3H; s; H-7"); 1,22 (3H; t; J= 3,6 Hz; H-3); RMN C (CDCls, 100
MHz), 6 (ppm): 201,31 (C-1); 138,50 (C-3°); 137,13 (C-17); 133,82 (C-4’); 128,69 (C-2’); 128,61 (C-
5%); 125,39 (C-6); 32,02 (C-2); 21,56 (C-7°); 8,49 (C-3).

4’-metilpropiofenona (2): Liquido transparente. RMN *H (CDCls, 400 MHz), § (ppm): 7,89 (2H; d; J=
4,1 Hz; H-2’/H-6%); 7,27 (2H; d; J= 3,9 Hz; H-3’/H-5"); 3,00 (2H; q; J= 3,7 Hz; H-2); 2,42 (3H; s; H-
7°); 1,23 (3H; t; J= 3,6 Hz; H-3). RMN °C (CDCls, 100 MHz), § (ppm): 200,77 (C-1); 143,78 (C-4);
134,61 (C-17); 129,41 (C-3°/C-5"); 128,29 (C-2°/C-6"); 31,85 (C-2); 21,82 (C-7); 8,53 (C-3).

3’-metil-2-bromopropiofenona (3): Oleo alaranjado. RMN *H (CDCls, 400 MHz), § (ppm): 7,83 (1H;
sd; H-2%); 7,81 (1H; sd; J= 3,7 Hz; H-6"); 7,41 (1H; dt; J= 3,7 Hz; H-4"); 7,37 (1H; dt; J= 3,7 Hz; H-
5°); 5,30 (1H; q; J= 3,3 Hz; H-2); 2,43 (3H; s; H-7°); 1,90 (3H; d; J= 3,3 Hz; H-3); RMN **C (CDCls,
100 MHz), 8 (ppm): 193,76 (C-1); 138,83 (C-3"); 134,70 (C-4"); 134,22 (C-1"); 129,60 (C-2"); 128,79
(C-5%); 126,26 (C-6"); 41,75 (C-2); 21,58 (C-7’); 20,35 (C-3).

4’-metil-2-bromopropiofenona (4): Oleo alaranjado. RMN *H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 7,93 (2H;
d; J= 3,6 Hz; H-2°/H-6"); 7,29 (2H; d; J= 3,6 Hz; H-3’/H-5"); 5,29 (1H; q; J= 3,1 Hz; H-2); 2,43 (3H;
s; H-7"); 1,90 (3H; d; J= 3,1 Hz; H-3). RMN **C (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 193,20 (C-1); 144,84 (C-
4%); 131,58 (C-17); 129,64 (C-3°/C-5"); 129,23 (C-2°/C-6"); 41,71 (C-2); 21,92 (C-7); 20,40 (C-3).

3.4.2. Sintese de catinonas

As catinonas (7) e (8) foram sintetizadas segundo uma propor¢do de 3,4 mmol das a-
bromocetonas (3) e (4), respetivamente, para 14 mmol de uma solugéo de metilamina 2M em THF.[

Primeiramente, dissolveu-se a respetiva a-bromocetona em THF, previamente seco, segundo a
proporcao 1 g de a-bromocetona para 4 mL de THF seco. Antes da adicdo da metilamina a bromocetona,
colocou-se esta, bem como a bromocetona, em banho de gelo. Quando as referidas se encontravam
arrefecidas, procedeu-se, mantendo a bromocetona em banho de gelo, a adigdo, gota a gota, da solucéo
de metilamina. Terminada a adicdo de todo o volume de metilamina, a mistura reacional permaneceu a
temperatura ambiente e recorreu-se a placas de TLC, eluente 95/5 n-hexano/acetato de etilo, para
garantir o momento de término da reacdo. Posteriormente, evaporou-se a mistura reacional até a secura,
e dissolveu-se 0 6leo obtido em DCM. Os passos seguintes incluem o workup do 6leo e consistiram em:
adicionar, gota a gota, HCI 6M até pH=1, retirando a Fase Organica 1; lavar a Fase Aquosa com 3x50
mL de DCM e recolher a Fase Organica 2; adicionar, a Fase Aquosa, NaOH 5M, gota a gota, até pH=10
e, em seguida, lavar essa fase com 3x50 mL de DCM, retirando a Fase Organica 3. Procedeu-se a
secagem, com sulfato de magnésio anidro, filtracdo e evaporacao, até a secura, das trés fases organicas,
obtendo-se as catinonas na forma de base livre (5) e (6).8%

De forma a sintetizar as catinonas na forma de cloridrato (7) e (8), adicionou-se, as catinonas na
forma de base livre (5) e (6), a solucdo etérea de HCI 5M, previamente preparada, até se obter um
precipitado, tendo este sido filtrado e lavado com éter dietilico e acetona gelados, até se obter um pé o
mais branco possivel, que foi seco a vacuo.[™™ Os rendimentos das sinteses das catinonas na forma de
cloridrato (7) e (8) foram de 24% e de 23%, respetivamente. A obtencdo do composto requerido teve
por base o respetivo espectro de RMN *H, em CDCls. Por fim, procedeu-se, ainda, a caracterizagdo de
cada catinona, recorrendo a RMN H, *C APT, COSY, HSQC e HMBC, em CD;OD.
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Na Tabela 3.3, referente a sintese das catinonas, constam as quantidades de reagentes utilizadas
e de produtos obtidas, tempo de cada reacdo e respetivos rendimentos.

Tabela 3.3: Resumo das quantidades de reagentes utilizados e de produtos obtidos, do tempo de cada reacdo e respetivos
rendimentos, no que respeita a sintese das catinonas.

0 cI®

(0] (6] 0 . Ez
RID)I\rBr THF seco RID)H#N\ HCI/Et,0 IW g
EEEE— —
W ork-u,
RZ P R2 R2

Catinona (base livre)

(5)3-MMC R,=CH;, R,=H
(6) 4-MMC R,=H, R,=CH;

Catinona (cloridrato)
(7) 3-MMC R,=CHj, R,=H
(8) 4-MMC R;=H, R,=CH;,4

(3) 3'-metil-2-bromopropiofenona
(4) 4'-metil-2-bromopropiofenona

a-bromocetona Amina Catinona Tempo de ]
(g; mmol) (mL; mmol) (g; mmol) reacéo (h) (%)
3’-metil-2-bromopropiofenona Metilamina 3-MMC 70 2
(3,2551; 14,3) (29,5; 817,8) (0,7403; 3,5)
4’-metil-2-bromopropiofenona Metilamina 4-MMC 69 23
(6,1823; 27,2) (36,6; 1014,6) (0,4002; 1,9)

3.4.2.1. Caracterizacdo das catinonas

3’-MMC [Cloridrato de (R,S)- 2-(metilamino)-1-(3-metilfenil)propan-1-ona)] (7): RMN *H (CDs0D, 400
MHz), 6 (ppm): 7,91 (1H; sd; H-2%); 7,87 (1H; sd; J=3,8 Hz; H-6"); 7,59 (1H; d; J=3,8 Hz; H-4"); 7,50
(1H; t; J=3,8 Hz; H-5"); 5,14 (1H; g; J=3,6 Hz; H-2); 2,84 (3H; s; H-1""); 2,47 (3H; s; H-77); 1,59 (3H;
d; J= 3,6 Hz; H-3); RMN *C (CD30D, 100 MHz), § (ppm): 195,82 (C-1); 139,26 (C-3"); 135,36 (C-
4%);, 132,84 (C-17); 128,91 (C-27); 128,87 (C-5"); 59,25 (C-2); 30,30 (C-1"); 19,88 (C-7"); 14,83 (C-3).

4’-MMC [Cloridrato de (R,S)- 2-(metilamino)-1-(4-metilfenil)propan-1-ona)] (8): RMN 'H (CD;0OD,
400 MHz), & (ppm): 7,98 (2H; d; J=4,1 Hz; H-2°’/H-6"); 7,44 (2H; d; J=4,1 Hz; H-3°/H-5"); 5,14 (1H;
q; J=3,6 Hz; H-2); 2,84 (3H; s; H-1"); 2,47 (3H; s; H-7°); 1,60 (3H; d; J= 3,6 Hz; H-3); RMN C
(CDs0D, 100 MHz), & (ppm): 196,57 (C-1); 147,63 (C-4"); 131,65 (C-1"); 130,98 (C-3°/C-5"); 130,15
(C-2°/C-6); 60,54 (C-2); 31,71 (C-17"); 21,77 (C-7°); 16,33 (C-3).
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3.5. Sintese de metabolitos reduzidos

Os metabolitos reduzidos (11) e (12) foram sintetizadas segundo uma proporcao de 1 mmol das
catinonas (7) ou (8), respetivamente, para 4 mmol de NaBH,.*!

Primeiramente, dissolveu-se a respetiva catinona em DCM e colocou-se em agitacdo, de forma
a adicionar, lentamente, a massa de NaBH,4 calculada. Terminada a adicdo de NaBH., recorreu-se a
placas de TLC, sendo o eluente metanol, para garantir o momento de término da reacdo. Posteriormente,
evaporou-se a mistura reacional até a secura, dissolveu-se o 6leo obtido em metanol e adicionaram-se
umas gotas de acetato de etilo, o que resultou na precipitagdo de um sélido que foi filtrado. Realizou-se
uma experiéncia de RMN *H, em CD;OD, das dguas mée dessa filtragdo e verificou-se que o produto
de interesse se encontrava ai. O workup consistiu em dissolver as aguas mae em acetato de etilo e
proceder a sua lavagem, com 3x50 mL de &gua desionizada, retirando, em cada uma das lavagens, a sua
Fase Orgéanica. Procedeu-se a sua secagem, com sulfato de magnésio anidro, filtragdo e evaporagdo, até
a secura, tendo-se obtido os metabolitos reduzidos syn na forma de base livre (9) e (10).

De forma a sintetizar os metabolitos reduzidos na forma de cloridrato (11) e (12), adicionou-se,
aos metabolitos reduzidos na forma de base livre (9) e (10), a solucéo etérea de HCI 5M, previamente
preparada, até se obter um precipitado, tendo este sido filtrado e seco a vacuo.[™™ Os rendimentos das
sinteses dos metabolitos na forma de cloridrato (11) e (12) foram de 17% e de 15%, respetivamente. A
obtencéo do composto requerido teve por base o respetivo espectro de RMN *H, em CDsOD. Por fim,
procedeu-se, ainda, a caracterizacdo de cada metabolito reduzido, recorrendo a RMN **C APT, COSY,
HSQC e HMBC, em CDsOD.

Na Tabela 3.4, referente a sintese dos metabolitos reduzidos, constam as quantidades de
reagentes utilizadas e de produtos obtidas, tempo de cada reacéo e respetivos rendimentos.
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Tabela 3.4: Resumo das quantidades de reagentes utilizados e de produtos obtidos, do tempo de cada reagdo e respetivos
rendimentos, no que respeita a sintese dos metabolitos reduzidos.

OH
o I OH 0 = H
R, NO NaBH, R, N . R, WN
—_—
MeOH
R, R; R

Catinona (cloridrato) Metabolito reduzido (base livre)

(5)3-MMC R,=CH3, Ry=H (9) 3-MMC-OH R,=CHj, R,=H
(6) 4-MMC  R;=H, Ry=CH;, (10) 4-MMC-OH R,=H, R,=CH;,
HCI/Et,0
OH
OH H, [S] R B EZ ©
RlD/krg\ Cl + ID/\"\\@\ Cl
R; R;
(1R.2R) (18.25)
Metabolito reduzido (cloridrato)
(11) 3-MMC-OH R,;=CHj;, R,=H
(12) 4-MMC-OH R,=H, R,=CH;
. . . Tempo
Catinona NaBH4 Metabolito reduzido de reapéo n
(9; mmol) (9; mmol) (9; mmol) (h)g (%)
3-MMC 3-MMC-OH
0,0720; 1,9034 24 15
(0,1001;0,4684) (0,0155; 0,0718)
4-MMC 4-MMC-OH
0,1031; 2,7254 20 17
(0,1422; 0,6654) (0,0243; 0,1113)

3.5.1. Caracterizacdo dos metabolitos reduzidos

3’-MMC-OH [Cloridrato de 2-Metilamino-1-(3-metilfenil)-propan-1-ol] (11): Sélido branco. RMN H
(CDsOD, 400 MHz), 8 (ppm): 7,29 (1H; sdt; J=3,8 Hz; H-5"); 7,26 (1H; sdt; H-2); 7,22 (1H; sdt; J=3,8
Hz; H-6"); 7,15 (1H; d; J=3,8 Hz; H-4"); 5,10 (1H; d; J=1,5 Hz; H-1); 3,43 (1H, m, J=1,8 Hz; H-2);
2,79 (3H; s; H-1""); 2,38 (3H; s; H-7°); 1,08 (3H; d; J= 3,4 Hz; H-3); RMN C (CD;0D, 100 MHz), &
(ppm): 141,31 (C-17); 139,39 (C-3"); 129,62 (C-4’); 129,48 (C-5°); 127,54 (C-2’); 71,83 (C-1); 61,52
(C-2); 31,52 (C-17"); 21,50 (C-7"); 10,14 (C-3).

4’-MMC-OH [Cloridrato de 2-Metilamino-1-(4-metilfenil)-propan-1-ol] (12): Sélido branco. RMN *H
(CDs0D, 400 MHz), & (ppm): 7,32 (2H; d; J=4,0 Hz; H-2’/H-6); 7,23 (2H; d; J=4,0 Hz; H-3’/H-5");
5,09 (1H; d; J=1,4 Hz; H-1); 3,41 (1H; m; J=1,8 Hz; H-2); 2,78 (3H; s; H-1""); 2,36 (3H; s; H-7); 1,08
(3H; d; J= 3,4 Hz; H-3); RMN *3C (CD;0D, 100 MHz), § (ppm): 138,80 (C-4°); 138,30 (C-1°); 130,14
(C-3°/C-5%); 126,94 (C-2°/C-6"); 71,76 (C-1); 61,51 (C-2); 31,52 (C-1""); 21,13 (C-77); 10,06 (C-3).
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3.6. Ensaios do metabolismo de Fase I in vitro

De forma a proceder aos estudos de metabolismo, de Fase I, da catinonas (7) e (8), procedeu-se
a preparagdo dos eppendorfs, em duplicado, para cada um dos compostos. O volume final de cada um
destes é de 1000 pL, aos quais se adicionou: 2 pL de catinona (5 mM, para uma concentracao final de
10 uM); 100 pL de fragdo S9 de figado de rato (20 mg/mL, para uma concentracdo final de 2 mg/mL),
previamente descongelados; 10 pL de Vivid Regeneration System; a quantidade necessaria de tampao
ABIC (50 mM) para perfazer o volume final; e, de forma a iniciar as reacdes de metabolizacéo de Fase
I, adicionou-se, num ultimo passo, 25 pL de NADPH (20 mM, para uma concentracdo final de 1
mM).

As incubacdes ocorreram a uma temperatura de 37 °C e recolheram-se aliquotas de 25 L a 0,
5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180 e 360 min, sendo que se adicionou, a cada uma destas, 25
ML da solucdo de reserpina (padrdo interno) em acetonitrilo 2,5 uM. As amostras recolhidas foram
centrifugadas a 14 000 rpm por 15min, tendo-se recolhido, em seguida, 0 sobrenadante, este que foi
injetado em LC-ESI-HRMS.

Para além do anterior, procedeu-se, ainda, a incubacéo de trés controlos, com volume final de
250 pL, sendo estes: controlo sem catinona, controlo sem NADPH, controlo com microssomas
desnaturados (n&o funcionais).

O resumo do anteriormente referido consta na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Dados referentes as concentragdes e volumes usados, de cada solucéo/reagente, nos ensaios de metabolismo de
Fase | in vitro das catinonas (7) e (8).

Solucdes e Reagentes Concentracesde | Concentraces VFase | Vce VeNADPH Vep
¢ g solucgdes padréo de incubacéo (uL) (uL) (uL) (uL)
Fragao S9 de figado 20 mg/mL 2 mg/mL 100,0 25,0 250 25,0
de rato
Catinona 5mM 10 uM 2,0 0,0 0,5 0,5
NADPH 20 mM 1 mM 50,0 125 25 125
Tampéo ABIC
(PH 7.4) 50 mM 838,0 209,5 222,0 209,5
NRS 100x 10,0 25 25 25
Agua desionizada - 0,0 05 0,0 0,0
Votal 1000,0 250,0 250,0 250,0
Reserpinaem
acetonitrilo - 2,5 uM 25,0 25,0 25,0 25,0
(ap6s incubacao)
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Conclusao
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Dada a acelerada disseminacdo e diversidade de NPS, no mercado, bem como os casos de
intoxicacdo a estas associados, considera-se essencial desenvolver estudos acerca dos perfis metabolicos
destas substancias uma vez que, destes resulta uma compreensdo acerca das vias metabdlicas inerentes
e, consequentemente, a determinacdo de biomarcadores do seu consumo e, ainda, o desenvolvimento de
metodologias para identificacdo e quantificacdo dos mesmos em matrizes bioldgicas, 0 que permite
orientar a terapéutica, em caso de intoxicacéo, e fornecer enquadramento legal, por exemplo, em casos
de doping.

Numa fase inicial do presente trabalho sintetizaram-se, e caracterizam-se por RMN, duas
catinonas sintéticas, na sua forma protonada, 3°-MMC (7) e 4’-MMC (8), tendo-se obtido rendimentos
de 24% e de 23%, respetivamente. Ambas as referidas dispdem do estatuto de droga, uma vez que, a 4’-
MMC (8) consta, desde 2015, na Convencdo das Nacges Unidas sobre Substancias Psicotropicas de
1971, e a 3’-MMC (7) foi, em 2022, incluida no Anexo da Decisdo-Quadro 2004/757/JAl. A 4°-MMC,
vulgarmente denominada de mefedrona, consiste na catinona sintética responsavel pela maioria dos
casos de morte ou de intoxicacdo reportados para esta classe de substancias. No que respeita a 3’-MMC
(7), para além de se ter vindo a verificar o crescimento, nos Gltimos dois anos, das suas apreensdes na
Unido Europeia, tal representa um isdémero de posigdo da 4’-MMC.

Dada a metabolizacdo destes compostos no organismo humano, a averiguagdo do seu consumo
tem por base a identificacdo, nas diversas vias de eliminacdo, dos metabolitos dai derivados, uma vez
que estes se encontrardo em concentracdes superiores aquela verificada para a droga mée. Assim,
sintetizaram-se, na sua forma protonada, os respetivos metabolitos reduzidos das catinonas (7) e (8), 3’-
MMC-OH (11) e 4’-MMC-OH (12), respetivamente, de forma a fornecer padrbes que facilitem a
identificacdo do consumo destas catinonas, quer para orientar a terapéutica em contexto hospital, quer
para enquadrar legal (nomeadamente em situagdes de doping). A confirmagéo da sintese dos referidos
metabolitos concretizou-se com recurso a RMN e obtiveram-se valores de rendimento de 15%, para
(11), e de 17%, para (12).

Através das incubagdes das catinonas 3’-MMC (7) e 4’-MMC (8),, na fracdo S9 de figado de
rato, calcularam-se 0s seus tempos de meia vida, tendo-se obtidos os valores de 40 min e de 106 min,
respetivamente, o que demonstra a elevada metabolizacéo sofrida pelas mesmas e, consequentemente, a
importancia do estudo dos seus metabolismos, de forma a identificar biomarcadores do consumo destas
catinonas.

Para além do anterior, identificaram-se, ainda, por meios das referidas incubagdes, dois
metabolitos para cada uma das catinonas. Assim, detetaram-se, para ambas as catinonas, o metabolito
resultante da respetiva hidroxilacdo no grupo metilo do anel aromatico (M1-3’-MMC, que corresponde
ao hidroxitolil-3’-metilmetcatinona, e M1-4-MMC, que corresponde ao hidroxitolil-4’-
metilmetcatinona), o metabolito derivado da N-desmetilagdo da 4’-MMC (M2-4’-MMC, que
corresponde a nor-mefedrona) e, ainda, 0 metabolito gerado através da reducéo do carbonilo da 3’-MMC
(M2-3°>-MMC, que corresponde ao dihidro-3’-metilmetcatinona). Desta forma, os resultados
mencionados sugerem que a metabolizagéo da catinona 3°-MMC ocorre segundo as mesmas vias que as
verificadas paraa 4’-MMC, tendo-se verificado metabolitos anteriormente reportados, na literatura, para
a4’-MMC.

Para trabalho futuro considera-se relevante a avaliacdo da toxicidade dos metabolitos da
3’-MMC identificados, uma vez que, até ao momento, ndo constam, na literatura, dados sobre o assunto.
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Anexo 6.1: Espectros de RMN das cetonas: 3’-metilpropiofenona (1) e 4’-metilpropiofenona (2)

Figura 6.1: Estrutura quimica da 3’-metilpropiofenona (1)
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Figura 6.2: Espetro de RMN de 'H, em CDCls, da 3’-metilpropiofenona (1).
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Figura 6.4: Espetro de COSY, em CDCls, da 3’-metilpropiofenona (1).
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Figura 6.5: Espetro de HSQC, em CDCls, da 3’-metilpropiofenona (1).
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Figura 6.9: Espetro de RMN de **C, em CDCls, da 4’-metilpropiofenona (2).
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Figura 6.11: Espetro de HSQC, em CDCls, da 4’-metilpropiofenona (2).
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Figura 6.12: Espetro de HMBC, em CDClIs, da 4’-metilpropiofenona (2).
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Anexo 6.2: Espectros de RMN das a-bromocetonas 3’-metil-2-bromo-propiofenona (3) e 4’-metil-
2-bromopropiofenona (4)

Figura 6.13: Estrutura quimica da 3’-metil-2-bromo-propiofenona (3).
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Figura 6.14: Espetro de RMN de 'H, em CDCls, da 3’-metil-2-bromo-propiofenona (3).
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Figura 6.16: Espetro de COSY, em CDCls, da 3’-metil-2-bromo-propiofenona (3).
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Figura 6.17: Espetro de HSQC, em CDCls, da 3’-metil-2-bromo-propiofenona (3).
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Figura 6.18: Espetro de HMBC, em CDCls, da 3’-metil-2-bromo-propiofenona (3).

T
1.5

T
1.0

T
0.5

ppm

79



Figura 6.19: Estrutura quimica da 4’-metil-2-bromo-propiofenona (4).
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Figura 6.20: Espetro de RMN de *H, em CDClIs, da 4’-metil-2-bromo-propiofenona (4).
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Figura 6.21: Espetro de RMN de 3C, em CDCls, da 4’-metil-2-bromo-propiofenona (4).
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Figura 6.22: Espetro de COSY, em CDCls, da 4’-metil-2-bromo-propiofenona (4).
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Figura 6.23: Espetro de HSQC, em CDCls, da 4’-metil-2-bromo-propiofenona (4).
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Figura 6.24: Espetro de HMBC, em CDCls, da 4’-metil-2-bromo-propiofenona (4).
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Anexo 6.3: Espectros de RMN das catinonas protonadas 3°-MMC (7) e 4>-MMC (8)
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Figura 6.25: Estrutura quimica da 3’-MMC (7).
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Figura 6.26: Espetro de RMN de *H, em CD30D, da 3’-MMC (7).
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Figura 6.28: Espetro de COSY, em CD30D, da 3°-MMC (7).
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Figura 6.29: Espetro de HSQC, em CD30D, da 3°-MMC (7).
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Figura 6.32: Estrutura quimica da 4’-MMC (8).
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Figura 6.33: Espetro de RMN de *H, em CD30D, da 4’-MMC (8).
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Anexo 6.4: Espectros de RMN dos metabolitos reduzidos protonados 3’-MMC-OH (11) e 4°-
MMC-OH (12)
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Figura 6.39: Estrutura quimica do metabolito 3°-MMC-OH (11).
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Figura 6.40: Espetro de RMN de *H, em CD30D, do metabolito 3°>-MMC-OH (11).
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Figura 6.42: Espetro de COSY, em CDs0OD, do metabolito 3°-MMC-OH (11).
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Figura 6.43: Espetro de HSQC, em CD30OD, do metabolito 3’-MMC-OH (11)
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Figura 6.44: Espetro de HMBC, em CDs0D, do metabolito 3°~-MMC-OH (11).

94



95

8 € —
6E€°E—
0% €—
TE %
Iy e—
v e —
£p e —
PhE—
~ =
) &
T AT — o
I8) 60°T )
= %€z 60°T—
= 8L°T
T ze'¢
je) ge e
M €€ €
= Siogo
@ ve'¢
1S .
S ge-¢
S 6£°¢
8 07" €
€ AR
=l A
< v ¢
E €% €
2 S
e
< 01°¢
©
o 6058~
=) 0T 6—
2
AT
ve pV
e~
mmé\.
(AANE =4
vz L—— o
o
T sy .
€€ L — =

Figura 6.46: Espetro de RMN de *H, em CD30D, do metabolito 4’-MMC-OH (12).
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Figura 6.47: Espetro de RMN de *3C, em CD3sOD, do metabolito 4°-MMC-OH (12).
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Figura 6.49: Espetro de HSQC, em CDsOD, do metabolito 4’-MMC-OH (12).
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Figura 6.50: Espetro de HMBC, em CDs0D, do metabolito 4’-MMC-OH (12).
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Anexo 6.5: Espectros de RMN da amostra do LPC-PJ

Figura 6.51: Estrutura quimica do a-PHiP protonado.
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Figura 6.52: Espetro de RMN de *H, em (CD3)2S0, do a-PHiP.
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Figura 6.54: Espetro de COSY, em (CDs)2SO, do a-PHiP.

AL JN_LK A ppm

100

120

140

T T T T T T T T T T T T
1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
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Anexo 6.6: Espectros de LC-ESI(+)-HRMS (QTOF) da 4'-MMC e dos seus metabolitos (gerados
na incubacéo)
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Figura 6.57: Espectro MS/MS da catinona 4’-MMC.
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Figura 6.58: Espectro MS/MS do metabolito M1-4’-MMC (hidroxitolil-4’-metilmetcatinona) gerado na incubagéo.
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Figura 6.59: Espectro MS/MS do metabolito M2-4’-MMC (nor-mefedrona) gerado na incubagéo.
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Anexo 6.7: Espectros de LC-ESI(+)-HRMS (QTOF) da 3'-MMC e dos seus metabolitos (gerados

nas incubagoes)
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Figura 6.60: Espectro MS/MS da catinona 3’-MMC.
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Figura 6.61: Espectro MS/MS do metabolito M1-3’-MMC (hidroxitolil-3’-metilmetcatinona) gerado na incubagéo.
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Figura 6.62: Espectro MS/MS do metabolito M2-3’-MMC (dihidro-3’-metilmetcatinona) gerado na incubacéo.
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