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Resumo 
 

O presente trabalho foi realizado no âmbito do protocolo estabelecido entre o Instituto Superior 

Técnico, a Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa e o Laboratório da Polícia Científica 

da Polícia Judiciária, que visa a identificação e análise de Novas Substâncias Psicoativas (NSP) 

em Portugal. 

O objetivo deste trabalho foi a identificação do perfil metabólico das catinonas 4’-Metil-N-

etilnorbufedrona (4-MNEB), 4’-Metil-N,N-dimetilnorpentedrona (4-MDMP), 4’-Metil-N,N-

dimetilnorbufedrona (4-MDMB) e 4’-Metil-N-etilnorpentedrona (4-MNEP).  Das catinonas 

mencionadas apenas a 4-MNEP já foi reportada no Luxemburgo em 2014. As catinonas 4-MDMB 

e 4-MNEP encontram-se à venda como padrão na Cayman Chemical. No entanto, tal como as 
catinonas 4-MDMP e 4-MNEB, nunca foi reportada a utilização da catinona 4-MDMB como NSP. 

No entanto, a semelhança estrutural com outras catinonas já reportadas faz antever a sua 

introdução no mercado das NSP como altamente provável. 

Os metabolitos destas catinonas foram gerados em sistemas in vitro metabolicamente 

competentes - microssomas de fígado humano (HLM), de fígado de rato (RLM), fração S9 de 

fígado humano (S9H) e fração S9 de fígado de rato (S9R). Estas incubações foram realizadas 

na presença dos cofatores de Fase I e de Fase II, e os metabolitos gerados foram identificados 

por cromatografia líquida acoplada à espectrometria e massa de ata resolução.  

Esta estratégia possibilitou a identificação, pela primeira vez, de dois metabolitos de Fase I da 

catinona 4-MNEB, três metabolitos de Fase I da catinona 4-MDMP e três metabolitos de Fase I 

da catinona 4-MDMB. Estes resultados poderão auxiliar as autoridades competentes a validar o 

consumo destas catinonas em amostras biológicas através da identificação dos metabolitos 
caracterizados no âmbito do presente estudo.  

 

Palavras-chave: NSP; microssomas; metabolitos; LC-ESI-HRMS; catinonas sintéticas. 
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Abstract 

The present work was carried out within the scope of the protocol established between the 

Instituto Superior Técnico, the Faculty of Sciences of the University of Lisbon and the Scientific 
Police Laboratory of the Judicial Police, which encompasses the identification and analysis of 

New Psychoactive Substances (NPS) in Portugal in multiple matrices. 

This work was aimed at identifying the metabolic profiles of fours synthetic catinones: 4'-Methyl-
N-ethylnorbufedrone (4-MNEB), 4'-Methyl-N, N-dimethylnorpentedrone (4-MDMP), 4 ' -Methyl-N, 

N-dimethylnorbufedrone (4-MDMB) and 4'-Methyl-N-ethylnutrentedrone (4-MNEP). Of the 

cathinones mentioned, only 4-MNEP was reported in Luxembourg in 2014. The 4-MDMB and 4-

MNEP cathinones are available as standard from Cayman Chemical. However, similarly with 4-

MDMP and 4-MNEB, 4-MDMB has never been reported as NPS. Nonetheless, their structural 

similarity with other NPS establishes their introduction in the NPS market as highly probable. 

The metabolites were generated in metabolically competent in vitro systems:  human liver (HLM), 

rat liver (RLM), S9 fraction of human liver (S9H) and S9 fraction of rat liver (S9R) microsomes. 

These incubations were performed in the presence of Phase I and Phase II cofactors. The 

metabolites generaded were subsequently identified by LC-ESI-HRMS.  

This strategy allowed the first hand identification of two Phase I metabolites of 4-MNEB, three 

Phase I metabolites of 4-MDMP and three Phase I metabolites of 4-MDMB, which are expected 
help the competent authorities to validate the consumption of these cathinones upon the 

identification of their metabolites in biological samples. 

 

Keywords: NSP; microsomes; metabolites; LC-ESI-HRMS; synthetic cathinones. 
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1. Introdução 
 

Nos últimos 20 anos o mercado de drogas de abuso sofreu uma grande alteração com o 

aparecimento e introdução contínua no mercado de uma vasta variedade de Novas Substâncias 

Psicoativas (NSP). 

As NSP possuem um mercado dinâmico, global, adaptado e diversificado, o que se traduz numa 

constante mudança em relação às substâncias que são disponibilizadas e a uma rápida 

distribuição, atingido o mercado global de forma eficiente graças à internet. Assim, é necessário 
que sejam tomadas medidas que visem mitigar o avanço e rápida distribuição destas 

substâncias. A nível Europeu as NSP são monitorizadas através do Mecanismo de Alerta Rápido 

(EWS) operado pelo Observatório Europeu da Droga e Toxicodependência (EMCDDA) em estrita 

colaboração com o serviço europeu de polícia (Europol) [1]. No ano de 2019 foram notificadas 

53 NSP pela primeira vez ao EWS, tendo o EMCDDA até ao final desse ano monitorizado cerca 

de 790 NSP [2]. O EWS proporciona uma rápida troca de informação sobre NSP entre os 

estados-membros e prevê uma avaliação dos riscos associados ao seu consumo [1]. Portugal 

encontra-se representado no EWS através do Serviço de Intervenção nos Comportamentos 
Aditivos e nas Dependências (SICAD) [1]. A monitorização destas substâncias a nível nacional 

é da responsabilidade de duas entidades públicas – o Laboratório de Polícia Científica da Polícia 

Judiciária (LPC-PJ) e o Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciências Forenses (INML-CF). Ao 

LPC-PJ cumpre o objetivo de identificar drogas e outras substâncias potencialmente tóxicas em 

material apreendido em Portugal, enquanto que o INML-CF, por sua vez, analisa também este 

tipo de substâncias, mas em matrizes biológicas [3,4]. 

Deste modo, no contexto da toxicologia forense é importante conseguir identificar as NSP não 
só em produtos apreendidos, mas também em matrizes biológicas, sendo nestas últimas também 

relevante a identificação dos respetivos metabolitos, pois a maioria das NSP são rapidamente 

metabolizados para que possam ser excretadas do organismo. 

Ao invés das drogas controladas, para as quais já existem inúmeros estudos sobre a sua 

identificação e quantificação em diferentes matrizes, bem como da sua toxicidade, são escassos 

os de NSP, desde logo porque a velocidade a que entram no mercado dificultam uma reposta 

rápida por parte das entidades competentes [5].  

Assim, torna-se urgente que se ampliem os estudos de identificação de NSP e respetivos 
metabolitos para que seja possível o seu controlo de uma forma rápida e eficaz não só para fins 

forenses, mas também para o contexto hospital, onde em caso de intoxicação é crucial a 

identificação do agente causador da toxicidade para que seja possível aplicar a terapia adequada 

[5]. 

 

 

 

 



 
 
 

 2 

  

1.1. Novas Substâncias Psicoativas 
 

Segundo a Diretiva (UE) 2017/2103, as novas substâncias psicoativas são, “novas substâncias 

na forma pura ou numa preparação (uma mistura que contém uma ou mais substâncias 

psicoativas) que não se encontram abrangidas na lista de substância controladas pela 

Convenção Única de Estupefacientes de 1961, alterada pelo Protocolo de 1972, nem pela 

Convenção das Substâncias Psicotrópicas de 1971, mas que podem representar riscos sociais 

ou para a saúde semelhantes aos colocados pelas substâncias que se encontram abrangidas 
nas supracitadas Convenções das Nações Unidas”[6]. 

O termo “novas” não significa que as substâncias foram sintetizadas e/ou inventadas 

recentemente, mas que são substâncias que apareceram recentemente no mercado de drogas 

de abuso, onde se podem incluir também alguns fármacos psicoativos quando utilizados de 

forma imprópria [1,5]. 

As NSP representam uma ampla diversidade de compostos tais como, catinonas sintéticas, 

canabinóides sintéticos, benzodiazepínicos, opióides, alucinogénios, estimulantes e 
dissociativos [7]. As catinonas sintéticas e os canabinóides sintéticos são as substâncias mais 

preponderantes dentro das NSP comercializadas nos mercados de substâncias ilícitas [8]. 

Estas NSP podem ser produtos naturais (plantas, sementes ou extratos) ou sintéticos e são 

geralmente comercializadas como legal highs, herbal highs/ dietary suplements, research 

chemicals (substâncias químicas de investigação), party pills (drogas recreativas) ou designer 

drugs (drogas de síntese) [1]. Sendo que as três categorias principais são as legal highs, 

research chemicals e dietary suplements. As legal highs são comercializadas em embalagens 

coloridas sugestivas com nomes de substâncias controladas ou de efeitos psicoativos, já as 
reasearch chemicals são, normalmente, rotuladas como reagente laboratorial, enquanto que as 

dietary suplements são comercializadas como produtos naturais e promovidas como opções 

saudáveis e seguras [2]. 

As NSP atualmente sintetizadas visam mimetizar ou até melhorar os efeitos das drogas de abuso 

já existentes e controladas pelas Convenções das Nações Unidas. Apresentando-se com uma 

estrutura química diferente ou ligeiramente alterada, as NSP contornam as restrições, e são as 

alternativas legais para os consumidores [1,7,8]. Estas exibem avisos de que não são próprias 

para consumo humano ou de que apenas servem para fins de pesquisa, permitindo assim aos 
fornecedores das NSP evitar as leis de defesa do consumidor [9]. 

O fenómeno das NSP revela-se emergente, dinâmico e flexível no qual à medida que é exercido 

controlo sob as novas substâncias vão surgindo variantes das mesmas [1]. Apesar de o número 

de NSP reportadas ao Mecanismo de Alerta Rápido da UE estar tendencialmente a decrescer 

comparativamente a anos anteriores a produção de drogas sintéticas na Europa aparentemente 

encontra-se a crescer, a diversificar-se e a tornar-se mais inovadora de acordo com os dados 

recentes que revelam um aumento nas apreensões de percursores químicos (Figura 1) [2]. 
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Figura 1 - Número de NSP notificadas pela primeira vez ao Mecanismo de Alerta Rápido da UE, entre 2008 e 2019 [2]. 

 
Na Europa em 2018, as apreensões de NSP foram essencialmente dominadas pelos catinonas 

sintéticas e canabinóides sintético (Figura 2) [2]. 

 

 
Figura 2 - Apreensões notificadas ao Mecanismo de Alerta Rápido da UE: tendências do número total de apreensões e 

número de apreensões por categoria em 2018 [2]. 

 
A partir do ano de 2008 verificou-se um grave crescimento no mercado das NSP que se deve à 

globalização e às novas tecnologias, como a internet, que permitiram que estas fossem 

produzidas, vendidas e distribuídas à escala industrial. Como se pode verificar a partir da Figura 



 
 
 

 4 

2, o pico verificou-se em 2015 e desde então tem-se verificado um abrandamento das 

apreensões de NSP devido aos esforços dos vários países tanto da UE como os países que são 

os maiores fornecedores (China e Índia) em aplicar medidas e legislação cada vez mais eficaz 

no sentido de diminuir as NSP em circulação [2]. 
Apesar do decréscimo na notificação de NSP estas continuam a apresentar sérias ameaças à 

saúde individual e pública da população. Isto é evidenciado pelo número de NSP potentes que 

aparecem no mercado e os relatórios associados de emergências e overdoses [2]. Estas NSP 

têm surgido cada vez mais potentes e, naturalmente, apresentam maior risco de intoxicação e 

possível overdose dos consumidores por sobredosagem involuntária. Este risco é especialmente 

grande quando as substâncias são novas no mercado e, portanto, há um desconhecimento geral 

por parte dos consumidores. É, também, igualmente problemático quando estas NSP são 

vendidas como se fossem outras drogas ilícitas como o MDMA, a cocaína, as anfetaminas ou a 
heroína. Esta situação acontece quando estas drogas ilícitas se encontram escassas no 

mercado, e consequentemente os consumidores não têm conhecimento de que estão a consumir 

NSP. Um exemplo prático é o carfentanil que foi vendido como heroína em partes da UE em 

2017, e resultou em várias intoxicações graves e overdoses [7].  

Em Portugal, segundo os dados mais recentes do Projeto Europeu de Inquérito às Escolas 

Europeias sobre Álcool e Outras Drogas (ESPAD) realizado em 35 países, os estudantes 

portugueses apresentam um consumo ao longo da vida de NSP muito abaixo da média europeia 
(com base em dados de 35 países) [10]. 

A despeito desta atual ameaça por parte das NSP as entidades não possuem capacidade para 

detetar e comunicar o consumo de NSP e as consequências do mesmo, visto que estas criam 

um contexto político difícil para a conceção e implementação de respostas eficazes, devido à 

sua natureza altamente dinâmica e diversificada [7].  

 

1.1.1. Regulamentações e Políticas sobre as NSP 
 

Na prática quando é notificada uma NSP no mercado europeu através do mecanismo de alerta 

rápido os estados-membros asseguram a transmissão de informação sobre o seu fabrico, tráfico 

e consumo ao EMCDDA e à Europol através das instituições nacionais da Rede Europeia de 

Informação sobre Drogas e Toxicodependência (REITOX) e das unidades nacionais da Europol 

[1]. 
A legislação atualmente aplicada em Portugal para o controlo de NSP:  o Decreto-lei nº 15/1993, 

de 22 de Janeiro na redação da 27ª versão que revê a legislação de combate à droga e pelo 

Decreto-lei nº 54/2013, 17 de abril que define o regime jurídico de prevenção e proteção contra 

a publicidade e comércio das NSP já conhecidas e de outras que surjam no mercado, proibindo 

a sua produção, importação, exportação, publicidade, distribuição, venda, detenção, ou 

disponibilização, prevê ainda a possibilidade das autoridades de saúde territorialmente 

competentes determinarem o encerramento dos estabelecimentos, ou outros locais abertos ao 
público, ou ainda a suspensão da atividade para os fins considerados de grave risco para a saúde 
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pública no âmbito das NSP [11]; e pela Portaria n.º 154/2013 de 17 de abril que aprova a lista de 

NSP a que se refere o Artigo 3.º do Decreto-lei nº54/2013, de 17 de abril, tornando-as ilícitas 

[12]. Nesta lista encontram-se comtempladas 159 substâncias das quais 34 são catinonas 

sintéticas [1].  
Na UE há um quadro jurídico cujo objetivo é ter uma resposta e possível mitigação face às NSP. 

Este quadro jurídico inclui três etapas: a deteção e elaboração de relatórios inicias, a avaliação 

de riscos e a resposta perante as ameaças sociais e à saúde pública e individual que as NSP 

provocam através de medidas de controlo. Sendo que o EMCDDA, o Mecanismo de Alerta 

Rápido da UE e a Europol são responsáveis pelas primeiras duas etapas do processo, ou seja, 

pela deteção e avaliação das NSP e, posteriormente a Comissão Europeia, o Conselho da UE e 

o Parlamento Europeu são responsáveis pela terceira e última etapa, elaboram assim respostas 

através de medidas de controlo às NSP. A legislação aplicada inclui o Regulamento da UE 
2017/2101 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 15 de novembro de 2017, que altera o 

Regulamento da CE nº 1920/2006 no que diz respeito ao intercâmbio de informações, a um 

sistema de alerta rápido e a uma avaliação de riscos da NSP [7, 13]. E incluí, ainda uma nova 

legislação aplicada na Europa desde 23 de novembro de 2018, na qual é mantida a abordagem 

de três etapas supracita, reforçando simultaneamente a aceleração e simplificação dos 

processos com a aplicação de prazos muito curtos para a aprovação e implementação das 

medidas de controlo, 2 e 6 meses, respetivamente (Figura 3) [7]. 

 
Figura 3 - Novos procedimentos acelerados da UE para identificar e responder às NSP que surgem na EU [7]. 
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1.2. Catinonas Sintéticas 
 
A catinona [(S)-2-amino-1-fenil-1-propanona] é uma β-ceto-feniletilamina ou β-ceto-anfetamina, 

uma vez que a sua estrutura possui uma cetona na posição β da cadeia aminada, ligada ao anel 

aromático. A catinona, um alcaloide natural com propriedades psicoativas, é a principal 

substância estimulante presente nas folhas e caules frescos da planta Catha edulis [14,15]. 
As catinonas sintéticas são substâncias psicoestimulantes análogas da catinona, sintetizadas 

propositadamente para a obtenção de compostos legais com efeitos estimulantes semelhantes 

a diversas drogas controladas tais como as anfetaminas, cocaína, MDMA (3,4-

metilenodioximetanfetamina, ectasy) e metanfetaminas (Figura 4) [9,16,17]. 

 

 
Figura 4 - Estrutura química da catinona, anfetamina, metanfetamina e MDMA. 

As catinonas sintéticas, devido à sua semelhança estrutural com as anfetaminas e análogos 

(Figura 4), foram inicialmente sintetizadas para fins terapêuticos [18].  

As catinonas sintéticas tal como as anfetaminas possuem na sua estrutura química um centro 

quiral, ou seja, existem sob a forma de dois enantiómeros S e R. A catinona presente na Catha 

edulis forsk apresenta-se só sob a forma de enantiómero S. No caso das catinonas sintéticas, 
estas apresentam-se, geralmente sob a forma de misturas racémicas, uma vez que estas 

substâncias são sintetizadas a partir de processos baratos que não são estereoseletivos [19]. 

A metilona, um análogo do MDMA, foi a primeira catinona sintética reportado ao EMCDDA em 

2005 [20]. A partir desta data o mercado cresceu e diversificou-se com relativa facilidade, 

surgindo assim a maior parte das catinonas sintéticas, sintetizadas através da adição de variados 

substituintes em diferentes locais da molécula de catinona, como é ilustrado na Figura 5. 

 

 
Figura 5 - Estrutura química base das catinonas sintéticas, com exemplo de regiões de inserção de variados 

substituintes. 
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Rapidamente a popularidade das catinonas sintéticas aumentou, o que se deve a diversos 

fatores, tais como, os fortes efeitos estimulantes (semelhantes aos das anfetaminas e cocaína), 

a facilidade de acesso devido à globalização e consequentemente à internet, o baixo preço 
quando comparado com outras drogas que produzam o mesmo efeito e o facto de algumas das 

catinonas sintéticas ainda não serem controladas [21]. 

As catinonas sintéticas representam atualmente a segunda maior classe de NSP monitorizadas 

pelo EMCDDA, tendo sido reportadas mais de 138 catinonas sintéticas até dezembro de 2019, 

das quais 10 foram reportadas pela primeira vez em 2019 (Figura 1). Apesar da dinâmica 

altamente rápida deste mercado o número de catinonas sintéticas novas reportadas a cada ano 

está a decrescer (Figura 2) [2, 7].  

 
O controlo de catinonas sintéticas (e das outras NSP) é particularmente difícil, uma vez que há 

possibilidade de uma constante modificação da estrutura química com relativa facilidade de 

síntese laboratorial. Isto permite que surjam no mercado novos análogos estruturalmente 

modificados contornando as lacunas legislativas, visto que surgem novas catinonas sintéticas (e 

outras NSP) alternativas às que se encontram controladas legalmente [14, 22, 23, 24]. 

Estruturalmente existem variadas semelhanças entre todas as catinonas sintéticas, pelo que a 

sua identificação é difícil e exige técnicas como a Cromatografia Gasosa acoplada à 
Espetrometria de Massa (GS-MS) ou Cromatografia Líquida acoplada à Espetrometria de Massa 

(LC-MS). Com estas técnicas torna-se possível ter em conta os vários isómeros estruturais e 

respetivos metabolitos, o que permite a correta identificação das catinonas sintéticas [18]. 

Em 2019 as catinonas sintéticas mais apreendidas na UE foram a 3-CMC e 4-CMC (Figura 6) 

[2]. 

 

 
Figura 6 – Estrutura química da 3-CMC e 4-CMC. 

 

 

As catinonas sintéticas costumam ser consumidas de diversas formas, sendo as mais comuns   

por injeção, inalação nasal, via oral (ingestão, via gengival ou sublingual) ou através de fumar 
[14, 16, 19, 22, 25, 26].  

Nos 27 hospitais da Europa controlados pelo Euro-DEN Plus foram identificadas cerca de 80 

intoxicações relacionadas com catinonas sintéticas em 2018. Outro risco inerente ao uso destas 
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substâncias, quando injetadas, são os surtos localizados de HIV entre populações 

marginalizadas. [2] 

Assim, é urgente que os laboratórios precisam de desenvolver metodologias analíticas e 

quantitativas confiáveis e criar padrões de referência para a deteção de catinonas sintéticas e 
respetivos metabolitos em matrizes biológicas, para que se consiga vincular a toxicidade a 

agentes causadores e auxiliar na identificação destas substâncias nos casos de suspeita de 

consumo e postmortem [28]. 

 
1.2.1. Catinonas sintéticas: Farmacodinâmica e Farmocinética  

 
As catinonas sintéticas exercem o seu efeito psicoestimulante através do aumento da 

concentração sináptica dos neurotransmissores dopamina, noradrenalina e serotonina. As 

catinonas podem inibir as recaptações destes neurotransmissores através da interação com os 
transportadores de monoaminas, diminuindo assim a remoção destas durante a sinapse. Este 

processo de inibição competitiva (semelhante ao desempenhado pela cocaína) leva à diminuição 

da sua recaptação e, consequentemente ao aumento da sua concentração na fenda sináptica 

[9, 14, 29, 30]. Em alternativa, as catinonas sintéticas também podem proporcionar a libertação 

pré-sináptica das catecolaminas (dopamina, noradrenalina e serotonina) através da alteração do 

pH vesicular e por inibição do recetor do transportador de monoaminas. Este encontra-se 

localizado na membrana vesicular e é responsável pela entrada das catecolaminas na vesícula. 

Assim, as catinonas são recaptadas para o interior das células, destabilizando as vesículas que 
armazenam estes neurotransmissores, o que resulta na sua libertação prematura. Este processo 

é semelhante ao desencadeado pelas anfetaminas [9, 14, 29, 30, 31, 32]. Por outro lado, as 

catinonas sintéticas, são inibidores parciais de monoamina oxidase – enzima responsável pela 

metabolização de monoaminas que poderão estar em excesso na fenda sináptica - o que 

provoca uma diminuição da degradação de dopamina e, consequentemente a sua acumulação 

na fenda sináptica [25, 33]. 

Muito embora as catinonas sintéticas sejam consideradas o segundo grupo de NSP mais 
preponderante e estudado, os seus perfis farmocinéticos tanto in vivo como in vitro não se 

encontram devidamente documentados. No entanto, estes perfis são essenciais não só para 

compreender os potenciais efeitos adversos e ligar os agentes causadores à toxicidade, mas 

também para identificar biomarcadores únicos de sua ingestão, que permitirão sua identificação 

inequívoca em matrizes biológicas [28].  

As catinonas sintéticas começaram por ser utilizadas para fins medicinais devido às suas 

propriedades psicoestimulantes. No entanto, a ocorrência de reações adversas teve na origem 

no abandono da utilização destas moléculas para fins terapêuticos [14].  
Os conceitos de farma(toxi)cinética, biodisponibilidade e ADMET – Absorção, Distribuição, 

Metabolismo, Excreção e Transporte são essenciais para se perceber os mecanismos 

subjacentes à toxicidade induzida por xenobióticos em geral, e das catinonas em particular [34]. 
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A absorção das catinonas sintéticas depende da biodisponibilidade e esta por sua vez depende 

principalmente da combinação das vias de administração, da composição química e dos 

transportadores e enzimas gastrointestinais e hepáticas. Por sua vez, a distribuição é efetuada 

pelo sistema linfático e pelo sistema circulatório e, é condicionada pelas vias de administração 
ou de exposição, pelas características químicas e físicas das substâncias, pela ação dos 

transportadores e pelos mecanismos de passagem das substâncias através das barreiras [14, 

35]. 

A permeabilidade das barreiras hematoencefálicas é bastante seletiva visto que protege o 

Sistema Nervoso Central de substâncias tóxicas, sendo essencial para o metabolismo cerebral 

[34]. Quanto mais polar for uma substância maior será a dificuldade em atravessar as barreiras 

hematoencefálica e lipídicas [25, 36, 37]. As catinonas sintéticas possuem um grupo carbonilo 

que aumenta a polaridade das mesmas, logo têm alguma dificuldade em atravessar estas 
barreiras, tornando-as menos potentes. Isto poderá explicar o que potencia que os consumidores 

recorram a maiores doses e ao consumo excessivo para atingirem os efeitos pretendidos [15, 

37]. Por outro lado, a presença do grupo carbonilo concede às catinonas uma estrutura mais 

planar, o que poderá levar a uma maior inserção da molécula no ADN [15]. Contudo, as catinonas 

que derivam da catinona pirrolidina, como por exemplo o 𝛼-PVP, têm uma maior facilidade ao 

atravessar as barreiras hematoencefálicas devido à presença deste grupo, que lhe reduz a 

polaridade.  

Ao ser ingerido o xenobiótico pode ser limitado por um de dois fatores: 1) o metabolismo, pelo 

organismo inativa a ação do xenobiótico através da atuação das enzimas metabólicas 

produzidas, sobretudo pelo fígado devido ao facto de este permitir a entrada de alguns 

compostos hidrofílicos nos hepatócitos [35]; 2) a excreção, em que o xenobiótico e respetivos 
metabolitos são eliminados do organismo através principalmente do fígado, rins e fezes. 

 

1.2.2. O metabolismo de catinonas 
 
Como já foi referido, a identificação do perfil metabólico de catinonas sintéticas é essencial não 

só para a avaliação dos riscos toxicológicos, principalmente quando os metabolitos se revelam 

ativos, mas também, para o desenvolvimento de técnicas de identificação e quantificação de 

biomarcadores de exposição em amostras biológicas para aplicações forenses [36, 38, 39]. A 

identificação das vias metabólicas necessita de técnicas analíticas eficientes que se encontrem 

desenvolvidas e validadas para a identificação/quantificação de metabolitos. Este estudo pode 

ser dividido em três âmbitos distintos: 1) a elucidação das vias de biotransformação; 2) a 

determinação da farmacocinética das catinonas sintéticas e dos seus metabolitos; e 3) a 
avaliação da toxicidade da catinona e dos seus metabolitos, nomeadamente a identificação de 

metabolitos reativos, que têm um papel de grande importância na toxicidade induzida por drogas 

[40, 41]. 

A vias metabólica são classificadas em duas fases distintas, a Fase I e a Fase II [42, 43]. As 

transformações químicas que decorrem de processos metabólicos quer de Fase I quer de Fase 
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II, são principalmente impulsionados por enzimas hepáticas (mas não só), que modificam o 

xenobiótico quimicamente tornando-o inativo ou favorecendo a sua eliminação [35]. 

Normalmente, os metabolitos de Fase I e de Fase II são mais solúveis em água do que o 

xenobiótico de partida, o que facilita a excreção através da urina e/ou bílis [43]. Os processos 
metabólicos de Fase I englobam reações de oxidação e redução ou a clivagem de um grupo 

funcional. O complexo enzimático Citocroromo P450 (CYP), é um dos mais importantes 

catalisadores de biotransfomações de Fase I, que incluem nomeadamente as reações de 

hidroxilação e a desalquilação [43, 44]. Por sua vez, os processos metabólicos de Fase II incluem 

reações de conjugação do xenobiótico ou do metabolito de Fase I com moléculas endógenas, 

tais como o ácido glucorónico, o sulfonato, a glutationa, o acetato ou aminoácidos [43]. Nas 

reações de Fase II os metabolitos resultantes são mais polares do que os que lhe deram origem, 

o que facilita a sua excreção. A Fase I pode ocorrer simultaneamente com a Fase II, não sendo 
necessário que ocorram reações da Fase I para que se deem as reações de Fase II [41, 44]. 

Muito embora, como foi já referido, as reacções de Fase I e Fase II gerem, em geral, metabolitos 

menos tóxicos e mais polares do que o xenobiótico de partida, o que promove a excreção, estes 

processos podem dar origem a processos de bioactivação. Nestes processos são gerados 

metabolitos reativos, que têm a capacidade de estabelecer ligações covalentes com 

bionucleófilos (DNA ou proteínas) formando adutos covalentes, que poderão estar na origem de 

eventos tóxicos como a genotoxicidade e reações imunológicas [44].  
No Esquema 1 são apresentados os principais mecanismos de Fase I previstos para catinonas 

sintéticas. 
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Esquema 1 - Mecanismos relevantes de Fase I de catinonas sintéticas [18, 45-59]. 
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No Esquema 2 são apresentados os principais mecanismos de Fase II expectáveis para 

catinonas sintéticas. 

 

  
Esquema 2 - Mecanismos relevantes de Fase II de catinonas sintéticas [18, 45-59]. 

 
A identificação dos metabolitos de catinonas sintéticas é absolutamente fundamental no contexto 

criminal. Isto deve-se ao facto de muitas moléculas desta classe serem extensamente 

metabolizada, o que leva a que a catinona (intacta) seja apenas detetada em quantidades muito 
minoritárias nos biofluídos. Assim, a identificação dos metabolitos, nomeadamente na urina, por 

métodos analíticos apropriados constitui a única forma de identificação da catinona sintética que 

foi consumida.  
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A identificação do perfil metabólico pode ser efetuado in vivo ou in vitro [28]. Muito embora a 

validação das vias metabólicas in vivo, em animais ou em humanos, seja importante, os estudos 

in vitro são fundamentais para a determinação de perfis metabólicos e descoberta de novas 

estruturas de catinonas sintéticas que ainda não estão documentadas na literatura [41, 60]. 
 

A realização de incubações com microssomas de fígado humano (HLM), fígado de rato (RLM), 

frações de S9 de fígado humano e de rato (S9H e S9H, respetivamente), bem como frações 

citosólicas, constitui uma forma adequada e bastante expedita de determinar o perfil metabólico 

in vitro [35]. Em particular, a incubação de catinonas em microssomas hepáticos conduziu à 

identificação de metabolitos que foram também identificados in vivo [46, 47, 57, 58, 61]. 

Os RLM e HLM são vesículas do retículo endoplasmático de hepatócitos e contêm diversas 

enzimas de Fase I, tais como o CYP, o carboxil esterases, epóxido hidrolases, e flavina-
monooxigenase (FMO), e a enzima de Fase II o 5’-difosfo-glucuronosiltransferase de uridina 

(UGT) [62]. Estes têm como principal vantagem o seu baixo custo, a abundância no mercado e 

a facilidade de utilização. Para que a incubação com microssomas de fígado seja viável e sejam 

ativadas as reações de Fase I é necessário recorrer ao cofator dinucleótido de nicotinamida e 

adenina (NADPH), em simultâneo com um sistema de regeneração (NRS 100x), uma vez que 

naturalmente os microssomas só têm atividade até duas horas. Os HLM e RLM não possuem 

enzimas citosólicas, pelo que não permitem o estudo de reações de Fase II, além da 
glucoronidação [41]. Para a reação de glucoronidação é necessário o uso do cofator sal 

trissódico do ácido uridina 5’-difosfoglucurónico (UDPGA). A ativação desta via metabólica, por 

pré-incubação com alameticina, poderá facilitar a formação de glucorónidos nestes sistemas in 

vitro, como já foi demonstrado para vários substratos, em particular para a catinona o 𝛼-PVP [41, 

62]. 

 
Os S9R e S9H englobam frações microssomias e citosólicas, o que leva a que contenha uma 

vasta gama de enzimas metabólicas tanto de Fase I (para além das que estão nas frações 

microssomias, contêm outras como a aldeído desidrogenases) como de Fase II, nomeadamente 

glutationatranferase (GST), acetiltransferases, sulfotransferases (SULT), carboxilesterases, 5’-

difosfo-glucuronosiltransferase de uridina, e metiltransferases. Tal como descrito para o estudo 
in vitro com RLM e HLM, nas incubações com frações de S9 de fígado humano e de rato também 

é necessário recorrer à adição dos seguintes cofatores: NADPH em simultâneo com um sistema 

regenerador (NRS 100x) para os CYP, adenosina 3’-fosfato 5’-fosfossulfato (PAPS) para os 

enzimas de sulfonação e ácido uridina 5'-difosfo-glucurónico (UDPGA) para as 

glucuronosiltransferase. Assim, a vantagem da utilização da fração S9 de fígado em relação aos 

microssomas de fígado é a presença de enzimas de Fase I e de Fase II que se irá traduzir numa 

representação mais robusta do perfil metabólico. Contudo, apresenta a desvantagem de possuir 

uma menor atividade enzimática consequentemente alguns metabolitos não são detetados [41, 
62]. 
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1.3. Objetivos 
 

 

 
Figura 7 - Estrutura das catinonas sintéticas 𝛼-PVP, 4-MDMP, 4-MDMB, 4-MNEP e 4-MNEB. 

 

Este trabalho tem como objetivo a identificação dos perfis metabólicos de quatro catinonas 

sintéticas (Figura 7): 4’-Metil-N-etilnorpentedrona (4-MNEP), 4’-Metil-N-etilnorbufedrona (4-

MNEB), 4’-Metil-N,N-dimetilnorpentedrona (4-MDMP) e 4’-Metil-N,N-dimetilnorbufedrona (4-

MDMB). Das catinonas selecionadas para este estudo apenas a 4-MNEP já foi reportada no 
Luxemburgo em janeiro de 2014 [64], tendo sido já reportado um estudo do seu metabolismo in 

vitro em HLM, que possibilitou a identificação de 3 metabolitos de Fase I, sendo que dois destes 

metabolitos, o produto de N-didesalquilação e o produto de hidroxilação foram também 

identificados em urina humana [64]. A catinona 4-MDMP nunca foi reportada e as catinonas 4-

MDMB e 4-MNEB, muito embora não ainda não tenha sido reportada, encontram-se à venda 

como padrões no site Cayman Chemical [65]. No entanto, a semelhança estrutural destas 

catinonas com outras catinonas já reportadas leva a crer que poderão vir a ser introduzidas no 

mercado. Nunca foi reportado qualquer estudo do metabolismo das catinonas 4-MDMB, 4-MDMP 
e 4-MNEB. 

O perfil metabólico destas catinonas será estabelecido por recurso à técnica de cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massa de alta resolução por ionização por electrospray 

(LC-ESI-HRMS), usando um analisador quadropolo – tempo de voo (QTOF). Os metabolitos 

serão gerados por recurso a sistemas in vitro metabolicamente competentes HLM, RLM, S9H e 

S9R. A catinona  𝛼-PVP, irá ser utilizada como controlo positivo, uma vez que os perfis 

metabólicos desta in vitro e in vivo desta catinona já se encontram descritos na literatura. 
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2. Parte experimental 
 

2.1. Materiais e Métodos 
2.1.1. Reagentes e solventes  

 

Os padrões das catinonas 𝛼-PVP, 4-MNEB, 4-MDMP, 4-MDMB e 4-MNEP utilizados neste 

trabalho foram previamente sintetizados na Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa 

[66]. 

 

Os microssomas de fígado humano (Pooled), os microssomas de fígado de rato (Sprague-

Dawleye), a fração S9 de fígado humano (Pooled) e a fração S9 de fígado de rato (Sprague-

Dawleye) são da GIBCO, com concentração de 20 mg/mL, o sistema de regenaração “Vivid 

Regeneration System (x 100)” é da Life Technologies e todos os restantes reagentes foram 

adquiridos na Sigma-Aldrich e foram utilizados como recebidos. Todos os solventes utilizados 

apresentam grau de pureza p.a. ou de LC-MS. 

 

 

2.1.2. Soluções  
 
As soluções “mãe” de cada uma das catinonas utilizadas nas incubações foram preparadas com 

uma concentração de 10 mM em água destilada, tendo-se utilizado as quantidades especificada 

na Tabela 1. 

 
Tabela 1 - Quantidades utilizadas para a preparação das soluções padrão de catinonas utilizadas nas incubações. 

Catinonas Solução padrão de catinonas (1 mM) 

𝜶-PVP 1,3 mg em 5 mL de H2O 

4-MNEB 0,54 mg em 2,5 mL de H2O 

4-MDMP 0,53 mg em 2,5 mL de H2O 

4-MDMB 0,53 mg em 2,5 mL de H2O 

4-MNEP 0,54 mg em 2,5 mL de H2O 

 

 

Foi utilizada nas incubações uma solução tampão de bicarbonato de amónio (ABIC) 50 mM e pH 

de 7.4. Utilizou-se uma solução NADPH 100 mM, que foi preparada por dissolução de 8,4 mg de 

dinucleótido de nicotinamida e adenina (NADPH) em tampão ABIC 50 mM (300 𝜇L). Utilizou-se 

uma solução de sal trissódico do ácido uridina 5’-difosfoglucurónico (UDPGA) 50 mM (5,86 mg) 

e de cloreto de magnésio com concentração de 50 mM (1,02 mg), que foi preparada para um 

volume final de 200 𝜇L em água destilada. A solução de MgCl2 400 mM foi preparada por 

dissolução de 38,3 g deste sal em 100 𝜇L de água destilada. 
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2.2. Técnicas e Equipamentos 
 
Cromatografia Líquida acoplada à Espetrometria de Massa de Alta Resolução de tandem (LC-

ESI-HRMS/MS) 

 

Esta técnica foi efetuada num sistema de UPLC Elute (Bruker, Bremen, Alemanha). conectado 

com um espetrómetro de massa híbrido quadrupolo-tempo de voo (QTOF) IMPACT II (Bruker 

Daltoniks, Bremen) e equipado com uma fonte de ionização por electrospray (Bruker Daltoniks, 

Bremen). As amostras foram separadas em colunas Luna® (Phenomenex) 3 𝜇𝑚 Polar C18 (2) 

100 Å (150*2 mm). O fluxo definido para a fase móvel foi de 170  𝜇Lmin-1 recorrendo ao seguinte 

gradiente: inicia-se com 95% de ácido fórmico 0,1% em água (eluente A), que é mantido por 1.5 

min, seguindo-se um gradiente linear de 6.20 min até 100% de acetonitrilo (eluente B), 

mantendo-se estas condições por 1.8 min, seguiu-se um gradiente de 0.5 min até às condições 

iniciais, que são mantidas por 1 min. 
Os espetros de MS foram adquiridos nos modos positivo e negativo com os seguintes 

parâmetros: voltagem do capilar, ± 4,5 kV; gás nebulizador, 4 Bar; fluxo do gás de secagem, 8 

Lmin-1, temperatura do gás de secagem, 200 ºC. 

A calibração de cada espetro foi efetuada com uma amostra formato de amónio que foi analisada 

por FIA. As recolhas de dados foram realizadas no modo data-dependent (DDA, Auto MS) com 

m/z compreendido entre 50 a 1500 Da. 

Os dados recolhidos foram processados pelo software Compass Data Analysis Version 4.4 e a 
identificação dos compostos foi efetuada através de análise manual detalhada dos espetros full 

scan e MS/MS. 

Foi previamente construída com os valores de m/z expectáveis para os metabolitos de Fase I e 

Fase II de cada uma das catinonas selecionadas para este estudo. Esta base de dados foi 

construída tendo em conta as várias vias metabólicas já descritas na literatura para esta família 

de compostos [17, 46, 47, 57, 58, 61]. 

Em todo o caso, os resultados obtidos serão atendidos na seguinte ordem: Razão massa carga 

(m/z), atribuição do ião ou fragmento correspondente molecular e erro associado (ppm). Todos 
os espetros correspondentes aos metabolitos foram verificados manualmente. O desvio de 

massa exata dos metabolitos de catinona identificados permaneceu abaixo de 5 ppm para o 

precursor e abaixo de 10 ppm para os fragmentos obtidos. Os espetros de MS/MS das quatro 

catinonas selecionadas e dos metabolitos identificados são apresentados no Anexo 6.2.. 
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2.3. Métodos para a geração de metabolismos de Fase I e Fase II in vitro 
 

2.3.1. Reações de Fase I 
 

2.3.1.1. Incubações das catinonas em microssomas de fígado de humano e 
de fígado de rato 

 

Os ensaios onde se gerou metabolitos de Fase I em HLM e RLM foram realizadas na presença 

de cofator de Fase I NADPH, para um volume total de incubação de 200 𝜇𝐿, de acordo com as 

condições especificadas na Tabela 2. Todas as incubações foram efetuadas em duplicado. 

Especificamente, os HLM e RLM foram descongelados lentamente em gelo e foram retirados 

20𝜇L para cada incubação, de modo a perfazer uma concentração de 1 mg/mL na incubação. 

De seguida, adicionou-se sucessivamente as seguintes soluções:  tampão de bicarbonato de 

amónio (50 mM, pH 7.4), solução “mãe” de catinona e, por fim, o Vivid Regenaration System 

100x (NRS 100x) – o sistema de regeneração é necessário uma vez que os microssomas só têm 

atividade até 2 horas naturalmente. Estes ensaios foram pré-incubados a 37 ℃ durante 5 

minutos. Posteriormente, iniciou-se as reações de Fase I através da adição de 1 𝜇𝐿 de NADPH 

e as amostras foram incubadas a 37 ℃ com agitação suave. Recolheram-se alíquotas de 75 𝜇𝐿  

a vários tempos: 2 h, 4 h e 24 h. Para parar a reação enzimática foi adicionado 75 𝜇𝐿 de 

acetonitrilo gelado. Por fim, centrifugou-se as incubações a 10.000 g durante 15 minutos e 

recolheu-se o sobrenadante e guardou-se a - 20 ℃, para posterior análise por LC-ESI-HRMS. 

 

Foram efetuadas em paralelo diversas incubações controlo, que foram efetuadas em condições 

similares descritas anteriormente, onde lhe foram alteradas as seguintes condições: 1) o controlo 

de catinona (CC), na ausência de catinona; 2) controlo de cofator de Fase I, na ausência de 
NADPH (CNADPH) e 3) controlo de desnaturação (CHD) onde foram utilizados microssomas 

desnaturados (pré-aquecidos a 90 ℃ durante 15 minutos).  

 
Tabela 2 - Condições experimentais utilizadas nas incubações das catinonas em microssomas de fígado de rato e de 

fígado humano, na presença do cofator de Fase I. 

Soluções 
padrão 

Condições na 
incubação 

VFase I (𝝁L) VCC (𝝁L) 
VCNADPH 

(𝝁L) 
VCHD (𝝁L) 

Catinona 1mM Catinona 10 𝝁M 2 0 2 2 

ABIC 50 mM 185 187 186 185 

Microssomas 
20mg/mL 

Microssomas 
1mg/mL 

10 10 10 10 

NADPH 100 
mM 

NADPH 0.5 mM 1 1 0 1 

NRS 100x 2 2 2 2 
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Vtotal 200 200 200 200 

 

 

2.3.1.2. Incubações das catinonas na fração S9 de fígado humano e de rato 
 
As catinonas selecionadas para este estudo foram incubadas nas frações S9H e S9R (numa 

concentração de 2 mg/mL) na presença do cofator de Fase I NADPH, para um volume total de 

incubação de 200 𝜇𝐿, de acordo com as condições especificadas na Tabela 3. Todas as 

incubações foram efetuadas em duplicado. O procedimento experimental foi análogo ao descrito 

no ponto 2.3.1.1. 

 

 
Tabela 3 - Condições experimentais utilizadas nas incubações das catinonas em frações S9 de fígado humano e de 

rato, na presença do cofator de Fase I. 

Soluções 
padrão 

Condições na 
incubação 

VFase I (𝝁L) VCC (𝝁L) 
VCNADPH 

(𝝁L) 
VCHD (𝝁L) 

Catinona 1mM Catinona 10 𝝁M 2 0 2 2 

ABIC 50 mM 175 177 176 175 

S9 mix 
20mg/mL 

S9 mix 2 mg/mL 20 20 20 20 

NADPH 100 
mM 

NADPH 0.5 mM 1 1 0 1 

NRS 100x 2 2 2 2 

Vtotal 200 200 200 200 

 

 

2.3.2. Reações de Fase II 
 

2.3.2.1. Incubações das catinonas em microssomas de fígado de humano e 
de fígado de rato 

 
As catinonas selecionadas para este estudo foram incubadas em RLM e HLM (numa 
concentração de 1 mg/mL), previamente incubados com alameticina, na presença dos cofatores 

de Fase I e II, NADPH e UDPGA, respetivamente, para um volume total de incubação de 200 

𝜇𝐿, de acordo com as condições especificadas na tabela 4. Todas as incubações foram efetuadas 

em duplicado.  

 

Especificamente, os RLM e HLM foram descongelados lentamente em gelo, que foram pré 

incubados com alameticina, de modo a ativar as vias metabólicas de Fase II. De seguida, 
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adicionou-se sucessivamente as seguintes soluções:  tampão de bicarbonato de amónio (50 mM, 

pH 7.4), solução “mãe” de catinona e, por fim, o Vivid Regeneration System 100x (NRS 100x). 

Estes ensaios foram pré-incubados a 37 ℃ durante 5 minutos. Posteriormente, iniciou-se as 

reações de Fase I através da adição de 1 𝜇𝐿 de NADPH e de seguida iniciou-se a reação de 

Fase II (reações de glucoronidação) através da adição de 4 𝜇𝐿 de alameticina, 4 𝜇𝐿 de UDPGA 

e 1 𝜇𝐿 de cloreto de magnésio, pela ordem referida. As amostras foram incubadas a 37 ℃ com 

agitação suave.  Foram recolhidas alíquotas de 75 𝜇𝐿 a vários tempos: 2 horas e 24 horas. Para 

parar a reação enzimática foi adicionado 𝜇𝐿 de acetonitrilo gelado. Por fim, centrifugou-se as 

incubações a 10.000 g durante 15 minutos e recolheu-se o sobrenadante e guardou-se a - 20 ℃, 

para posterior análise por LC-ESI-HRMS. 

 
Tabela 4 - Condições experimentais utilizadas nas incubações das catinonas em microssomas de fígado humano e de 

rato, na presença do cofator de Fase II. 

Soluções 
padrão 

Condições na 
incubação 

VFase II (𝝁L) 

Catinona 1mM Catinona 10 𝝁M 2 

ABIC 50 mM 176 

Microssomas 
20mg/mL 

Microssomas 1mg/mL 10 

NADPH  
100 mM 

NADPH 0.5 mM 1 

NRS 100x 2 

UDPGA  
50 mM 

UDPGA 1 mM 4 

Alameticina  
5 mg/mL 

Alameticina 0.1 
mg/mL 

4 

MgCl2 400 mM MgCl2 2 mM 1 

Vtotal 200 

 

 

2.3.2.2. Incubações das catinonas nas frações S9 de fígado humano e de 
rato  

 

Para a geração de metabolitos de Phase II as catinonas selecionadas para este estudo foram 

incubadas em S9R e S9H (numa concentração de 2 mg/mL) , que forram previamente incubados 

com alameticina, na presença do cofatores de Fase I de Fase II, NADPH e UDPGA, para um 
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volume total de incubação de 200 𝜇𝐿, de acordo com as condições especificadas na Tabela 5. 

Todas as incubações foram efetuadas em duplicado. O procedimento experimental foi análogo 

ao descrito no ponto 2.3.2.1. 

 
Tabela 5 - Condições experimentais utilizadas nas incubações das catinonas em frações S9 de fígado humano e de 

rato, na presença do cofator de Fase II. 

Soluções 
padrão 

Condições na 
incubação 

VFase II (𝝁L) 

Catinona 1mM Catinona 10 𝝁M 2 

ABIC 50 mM 166 

S9 mix 
20mg/mL 

S9 mix 2 mg/mL 20 

NADPH 100 
mM 

NADPH 0.5 mM 1 

NRS 100x 2 

UDPGA 50 
mM 

UDPGA 1 mM 4 

Alameticina  
5 mg/mL 

Alameticina 0.1 
mg/mL 

4 

MgCl2 400 mM MgCl2 2 mM 1 

Vtotal 200 
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3. Resultados e discussão 
 
O mercado das NSP, por ser tão mutável e rápido, exige da parte das autoridades uma resposta 

e atenção constantes para as substâncias que entram no mesmo, o que muitas vezes não é 

possível e acaba por se traduzir em falta de resposta. Uma vez que algumas NSP são 

metabolizadas rápida e extensivamente, a identificação da NSP consumida por parte das 

autoridades poderá só ser possível pela identificação dos respetivos metabolitos em matrizes 

biológicas. Assim, torna-se essencial um estudo prévio das suas vias metabólicas, por forma a 
apurar o método analítico que mais se adequa e a identificar os dados de LC-MS para cada 

metabolito. Desta forma, no âmbito do protocolo estabelecido entre o Instituto Superior Técnico 

(IST), a Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa (FCUL) e o Laboratório da Polícia 

Científica da Polícia Judiciária (LPC/PJ) surgiu este trabalho que visa a identificação do perfil 

metabólico de quatro catinonas sintéticas (4-MNEB, 4-MDMP, 4-MDMB e 4-MNEP – Figura 9) 

por análise por LC-ESI-HRMS dos metabolitos gerados in vitro em quatro sistemas 

metabolicamente competentes: HLM, RLM, S9H e S9R. 

 

3.1. Identificação de metabolitos de catinonas sintéticas in vitro 
 

Tendo em consideração o facto de a utilização de microssomas hepáticos já terem sido utilizadas 

com sucesso para a geração de metabolitos que ocorrem in vivo para outras catinonas [17, 46, 
47, 57, 58, 61], decidimos utilizar este modelo in vitro para estudar o metabolismo das catinonas 

selecionadas para este estudo. A fração S9 de fígado foi já também utilizada com sucesso para 

a geração in vitro de metabolitos de catinonas e foi aqui também utilizada para avaliar se 

poderiam ser formados metabolitos adicionais neste modelo in vitro, uma vez que possui para 

além das enzimas metabolizantes microssomias contém também as citosólicas [67, 68]. A 

escolha dos modelos in vitro de rato e humanos prende-se com a experiência anterior do grupo 

de investigação [67]. Efetivamente nas incubações in vitro do fármaco anti-HIV etravirina, foram 

identificados consideravelmente mais metabolitos nas incubações efetuadas em S9R em 
comparação com as incubações correspondentes efectuadas em S9H, possivelmente devido à 

maior atividade enzimática da fração do roedor. No entanto, os metabolitos que foram 

identificados exclusivamente in vitro nas incubações em S9R também foram identificados in vivo 

na urina de pacientes com HIV em terapia com etravirina. Portanto, o facto de um metabolito 

específico ser detetado apenas em incubações de fração de rato não significa necessariamente 

que esse metabolito não possa ser formado in vivo em humanos. 

A técnica utilizada para estas análises foi a Cromatografia Líquida acoplada à espetrometria de 
massa de alta resolução de tandem com ionização por Electrospray (LC-ESI-HRMS/MS). Para 

a identificação dos metabolitos foi construída inicialmente uma base de dados com os valores 

m/z de todos os metabolitos expectáveis para cada uma das catinonas, tendo em conta as vias 

metabólicas já conhecidas de outras catinonas estruturalmente similares. Posteriormente, 

utilizou-se o programa Compass DataAnalysis Version 4.4 e, manualmente efetuaram-se os 
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cromatogramas iónicos extraídos para cada m/z presente na base de dados e foi depois 

procurado o respetivo espectro de MS/MS de cada um dos metabolitos identificados. As análises 

das incubações de Fase I foram todas efetuadas por electrospray no modo positivo (ESI+), no 

entanto, as análises das incubações de Fase II efetuaram-se no modo positivo (ESI+) e negativo 
(ESI-). 

Os critérios utilizados para a identificação de um metabolito foram o facto: 1) a identificação no 

espetro de full scan de um valor de m/z compatível com a molécula protonada/desprotonada com 

um erro inferior a 5 ppm; e 2) o facto desse ião possuir espetro MS/MS, onde são identificados 

iões fragmento compatíveis com a estrutura, com um erro inferior a 10 ppm. Foram analisados 

885 espetros de full scan e MS/MS por LC-ESI-HRMS, sendo que apenas os que respeitam os 

critérios mencionados foram considerados. 

Doravante serão apresentados e analisados os resultados obtidos na identificação de 
metabolitos e fragmentos de 4 catinonas sintéticas, 4-MNEB, 4-MDMP, 4-MDMB e 4-MNEP, 

formados em incubações in vitro em HLM, RLM, S9H e S9R, nas condições apresentadas na 

Tabela 1. É importante referir que a catinona 𝛼-PVP foi utilizada como controlo positivo nas 

incubações, uma vez que, as suas vias metabólicas já se encontram amplamente descritas na 

literatura [17, 53, 54, 56, 59]. De notar que apenas será discutida a identificação dos metabolitos 

de Fase I, uma vez que, nas condições experimentais utilizadas para a geração de metabolitos 

de Fase II não foi possível obter evidencias conclusivas para a formação de glucorónidos. O 

facto de não se terem também identificado metabolitos de Fase I, nem sequer o controlo positivo 

(𝛼-PVP), sugere a falta de atividade enzimática das frações utilizadas. 

 
Tabela 6 - Condições de incubação in vitro em HLM, RLM, S9H e S9R para a deteção de metabolitos de Fase I e Fase 

II. 

Condições de 
incubação 

Fase I Fase II 

Catinona 10 𝜇M 10 𝜇M 

ABIC 50 mM 50 mM 

 HLM/RLM 

S9H/S9R 
1mg/mL 

2mg/mL 

1mg/mL 

2mg/mL 

NADPH 0.5 mM 0.5 mM 

UDPGA - UDPGA 1 mM 

Alameticina - 2 mg/mL 

MgCl2 - 1 mM 
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3.1.1. Identificação de metabolitos da catinona alfa-pirrolidinovalerofenona 
(𝛼-PVP) 

 

A catinona 𝛼-PVP foi utilizada como controlo positivo com o objetivo de avaliar se as 

metodologias de incubação e de deteção dos metabolitos efetuadas são viáveis. Esta catinona 

foi escolhida para desempenhar esta função devido ao facto de as suas vias metabólicas já 

serem conhecidas. A identificação de metabolitos de Fase I já identificados in vitro, em condições 

similares, atesta que as condições experimentais escolhidas para este estudo são adequadas 

para gerar metabolitos de Fase I para as 4 catinonas selecionadas para este estudo.  

Para a identificação dos metabolitos nas condições experimentais utilizadas foi feita uma 

compilação de todos os m/z dos metabolitos já identificados para esta catinona. Fez-se uma 
previsão de outros possíveis metabolitos tanto para Fase I como para Fase II, com vista à 

identificação de possíveis novos metabolitos (Anexo 6.1., Esquema 25). 

O Esquema 3 apresenta um esquema de todos os metabolitos que se encontrou evidencia no 

espetro de full scan para a sua formação. No entanto, apenas para os metabolitos M1-, M6- e 

M7-𝛼-PVP (representados a preto no Esquema 3) foram obtidos espetros MS/MS com 

fragmentos com um erro inferior a 10 ppm, que confirmem a sua formação destes metabolitos 

nas incubações efetuadas na presença de cofator de Fase I (NADPH) com a catinona 𝛼-PVP.  

 

 
Esquema 3 - Esquema dos possíveis metabolitos gerados nas incubações de Fase I da catinona 𝛼-PVP. 

 

 

 

 

 



 
 
 

 24 

 

 

 

 
 

 
Tabela 7 – Tempo de retenção e valores de m/z experimentais para a molécula protonada e para os iões fragmento 

característicos (apresentados com o erro associado em ppm) para a catinona α-PVP e para os seus metabolitos 

identificados em incubações com HLM, RLM, S9H e S9R. 

Nome do 
metabolito 

tR 
(min) 

m/z exp. [M+H]+  
[± erro (ppm)] 

Iões fragmento  
[± erro (ppm)] 

Identificação 

𝜶-PVP  
 

6.6 232.1697  

(+ 0.4 ppm) 

161.0958 (-1.2 ppm) 

126.1277 (0 ppm) 

189.1150 (+ 1.1 ppm) 

HLM 

RLM 

S9H 
S9R 

M1-	𝜶-PVP  6.8 234.1850  

(-	0.9 ppm) 

216.1737 (- 4.6 ppm) 
173. 1188 (-6.4 ppm) 

HLM 
RLM 

S9R 

M6-	𝜶-PVP  12.5 246.1480  

(- 3.7 ppm) 

161.0948 (-8.1 ppm) 

228.1373 (-4.4 ppm) 

S9R 

M7-	𝜶-PVP  6.5 264.1589  

(- 1.9 ppm) 

246.1495 (+ 2.4 ppm) 

228.1370 (-5.7 ppm) 

HLM 

S9R 
As incubações em HLM e RLM foram efetuadas segundo o método descrito na secção 2.3.1.1. e as incubações em S9H e S9R foram 

efetuadas segundo o procedimento descrito na secção 2.3.1.1. 

 

 

Analisando a Tabela 7 conseguimos concluir que todos os metabolitos identificados foram 

gerados nas incubações com S9R e que todos, à exceção do M6-	𝛼-PVP foram identificados em 

HLM, assim sendo estes foram os dois sistemas com resultados mais positivos neste estudo. É 

de notar que no caso das incubações efetuadas em S9H apenas se observou a catinona 𝛼-PVP, 

pelo que se concluí que este modelo in vitro é o que apresenta piores resultados na identificação 

dos metabolitos da catinona 𝛼-PVP. O facto de se ter identificado o metabolito M1-	𝛼-PVP valida 

as condições experimentais para a identificação de metabolitos expectáveis in vivo. De facto, 

este metabolito, que se forma pela redução do grupo carbonilo da catinona 𝛼-PVP, é o metabolito 

mais abundante identificado na literatura em trabalhos experimentais tanto in vitro como in vivo 
na urina humana [54]. 

Nas condições analíticas da análise por LC-ESI-HRMS a catinona 𝛼-PVP com tempo de retenção 

(tR) igual a 6.6 minutos, apresentou um sinal m/z 232.1697 (+ 0.4 ppm) correspondente à 

molécula protonada. Quanto à análise do espetro MS/MS da catinona 𝛼-PVP (Anexo 6.2., Figura 

8), como podemos observar no Esquema 4, foram observados três fragmentos, sendo que o 
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fragmento maioritário tem sinal m/z 126.1277 (0 ppm) e corresponde à perda do grupo benzoílo. 

Este ião fragmento é reportado na literatura como um dos iões fragmento maioritários 

característicos desta catinona, quando analisado por LC-MS [17, 53, 59]. Os outros dois iões 

fragmento observados no espetro MS/MS são observados a m/z 189.1150 (+ 1.1 ppm) e m/z 
161.0958 (- 1.2 ppm), e são resultantes da perda da cadeia lateral de propilo como radical e da 

perda do grupo pirrolidino, respetivamente. Ambos os iões são característicos da catinona, 

segundo a literatura [59]. 

 

  
Esquema 4 - Esquema de fragmentação proposto para a catinona 𝛼-PVP. 

 

 

O metabolito M1-𝛼-PVP com sinal m/z 234.1850 (+ 0.9 ppm) (Anexo 6.2., Figura 9), com tR igual 

a 6.8 minutos, foi identificado nas incubações com HLM e RLM, bem como nas incubações de 

S9R. Este metabolito forma-se através da redução do grupo carbonilo da catinona 𝛼-PVP, e é o 

metabolito mais abundante identificado na literatura em trabalhos experimentais tanto in vitro 

como in vivo, na urina humana [54]. O ião fragmento maioritário observados através da análise 

ESI(+) para o M1-	𝛼-PVP tem sinal m/z 216.1737 (- 4.6 ppm), que corresponde à perda de uma 

molécula de água a partir da molécula protonada deste metabolito. O outro ião observado 

apresenta sinal a m/z 173.1188 (- 6.4 ppm) e forma-se através quebra homolítica da cadeia 

lateral de propilo. Estes dois iões fragmento são os principais descritos na literatura para o M1-

𝛼-PVP (Esquema 5) [54]. 
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Esquema 5 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M1-α-PVP. 

 

O metabolito M6-	𝛼-PVP resulta da oxidação do metabolito M3-	𝛼-PVP. A molécula protonada 

deste metabolito apresenta, no espetro de HRMS-ESI(+) de full scan um sinal a m/z 246.1480 (- 
3.7 ppm), com tR igual a 12.5 minutos (Anexo 6.2., Figura 10), este foi detetado nas incubações 

de S9R. Este metabolito identificado na literatura em trabalho experimentais in vitro e foi também 

observado em urina humana e de rato [54]. 

Quanto à análise do espetro MS/MS o ião fragmento maioritário apresenta um sinal m/z 161.0948 

(- 8.1 ppm), este ião forma-se através da perda do grupo pirrolidino e é o ião fragmento 

diagnóstico que atesta que a transformação metabólica ocorreu no anel pirrolidínico. O outro ião 

fragmento principal tem sinal a m/z 228.1373 (- 4.4 ppm) correspondente à perda de uma 

molécula de água, que é uma perda característica das catinonas e seus metabolitos, que ocorre 
por rearranjo molecular (Esquema 6).  

 

 
Esquema 6 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M6-α-PVP. 

 

O metabolito M7-	𝛼-PVP é obtido através da abertura do anel e posterior oxidação e tem sinal a 

m/z 264.1589 (- 1.9 ppm), com tR igual a 6.5 minutos (Anexo 6.2., Figura 11), este foi detetado 

nas incubações de HLM e S9R. Este metabolito encontra-se reportado na literatura [54, 58]. 

No que diz respeito à análise do espetro de MS/MS o ião fragmento maioritário apresenta o sinal 

m/z 246.1495 (+ 2.4 ppm) correspondente à perda de uma molécula de água a partir da molécula 

protonada deste metabolito. O outro ião fragmento identificado também correspondem à perda 

de uma molécula de água em relação ao fragmento anterior cujo sinal foi observado a m/z 
228.1370 (- 3.1 ppm) (Esquema 7). 
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Esquema 7 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M7-α-PVP. 

 

3.1.2. Identificação de metabolitos da catinona 4’-Metil-N-etilnorbufedrona 
(4-MNEB) 

 

Tal como referido anteriormente a catinona 4-MNEB nunca foi reportada. De forma análoga ao 

que foi efetuado para o 𝛼-PVP, começou por se fazer um esquema das possíveis vias 

metabólicas de Fase I e Fase II da 4-MNEB, baseados em metabolitos de catinonas já reportadas 

na literatura (ANEXO 6.1., Esquema 26). Para a identificação dos metabolitos nas várias 

alíquotas recolhidas das várias incubações efetuadas, fez-se o cromatograma iónico extraído, 

no espectro de full scan, de todos os iões correspondentes aos metabolitos expectáveis para 

esta catinona. Quando se encontrou um valor de m/z compatível com o espetro de full scan (com 
um erro inferior a 5 ppm) procurou-se a confirmação da formação do metabolito nos espetros de 

MS/MS. O Esquema 8 apresenta um esquema dos metabolitos para os quais foi possível 

encontrar alguma evidência da sua formação nos espetros full scan nas incubações efetuadas 

na presença de cofatores de Fase I com a catinona 4-MNEB. No entanto, foi apenas confirmada, 

através da interpretação dos espetros de MS/MS, a formação dos metabolitos M1-4-MNEB e M2-

4-MNEB (representados a preto na Esquema 8). 
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Esquema 8 - Esquema dos possíveis metabolitos gerados nas incubações de Fase I da catinona 4-MNEB. 

 
 
Tabela 8 -Tempo de retenção e valores de m/z experimentais para a molécula protonada e para os iões fragmento 

característicos (apresentados com o erro associado em ppm) para a catinona 4-MNEB e para os seus metabolitos 

identificados em incubações com HLM, RLM, S9H e S9R. 

Nome do 
metabolito 

tR 
(min) 

m/z exp. [M+H]+ 
[± erro (ppm)] 

Iões fragmento  
[± erro (ppm)] 

Identificação 

4-MNEB 
 

7.7 206.1543  

(+ 1.9 ppm) 

 

188.1434 (0 ppm) 

173.1192 (- 4 ppm) 

159.1046 (+ 1.9 ppm) 

144.0808 (0 ppm) 

HLM 

RLM 

S9H 

S9R 

M1-4-
MNEB 

 

5.1 222.1480 

(- 4.1 ppm) 
 

204.1377 (- 2.9 ppm) 

186.1266 (- 5.9 ppm) 
159.1046 (+ 1.9 ppm) 

174.1164 (- 7.5 ppm) 

HLM 

RLM 
S9R 

M2-4-
MNEB 

 

5.3 236.1276  

(- 2.1 ppm) 

 

218.1169 (- 3.2 ppm) 

200.1079 (+ 4.5 ppm) 

174.1271 (- 3.4 ppm) 

HLM 

S9H 

S9R 
As incubações em HLM e RLM foram efetuadas segundo o método descrito na secção 2.3.1.1. e as incubações em S9H e S9R foram 

efetuadas segundo o procedimento descrito na secção 2.3.1.1. 
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Analisando a Tabela 8 conseguimos concluir que todos os metabolitos identificados foram 

observados nas incubações em HLM e S9R.  

Com vista à correta identificação dos metabolitos é essencial conhecer-se os mecanismos de 

fragmentação da catinona percursora, neste caso a catinona 4-MNEB. Nas condições analíticas 
utilizadas na análise por LC-ESI-HRMS a catinona 4-MNEB tem um tempo de retenção (tR) igual 

a 7.7 minutos, apresentou um sinal a m/z 206.1543 (+ 1.9 ppm) correspondente à molécula 

protonada. Quanto à análise do espetro MS/MS da catinona 4-MNEB (Anexo 6.2., Figura 12), 

como podemos observar no Esquema 9, foram observados quatro fragmentos, sendo que o 

fragmento maioritário tem sinal a m/z 188.1434 (0 ppm) e corresponde à perda de uma molécula 

de água a partir da molécula protonada desta catinona, esta perda resulta de um rearranjo que 

que é caraterístico de outras catinonas [71]. A subsequente perda do radical metilo resulta na 

formação do ião fragmento a m/z 173.1192 (- 4 ppm). Os outros dois iões observados no espetro 
MS/MS possuem sinais a m/z 144.0808 (0 ppm) e m/z 159.1046 (+ 1.9 ppm), e resultam da 

ciclização da molécula com formação de um anel indol, que também foi reportado no esquema 

de fragmentação de outras catinonas [68]. 

 

 
Esquema 9 - Esquema de fragmentação proposto para a catinona 4-MNEB. 

 

 
O metabolito M1-4-MNEB com sinal m/z 222.1480 (- 4.1 ppm), eluí a tR igual 5.1 minutos (Anexo 

6.2., Figura 13), resulta da hidroxilação da catinona percursora (4-MNEB) na cadeia alquílica. Na 

análise do espetro MS/MS do metabolito M1-4-MNEB identificou-se o ião fragmento maioritário 

a m/z 204.1377 (- 2.9 ppm) que resulta da perda de água característica das catinonas. O 

fragmento a m/z 186.1266 (- 5.9 ppm) subsequente perda a partir do ião fragmento anterior. O 

sinal base do espetro de MS/MS deste metabolito é identificado a m/z 174.1164 (- 7.5 ppm) e 

resulta da perda formaldeído a partir do fragmento a m/z 204.1377 (- 2.9 ppm). De realçar que 
este ião fragmento sugere que a hidroxilação ocorreu na cadeia alquílica, uma vez que qualquer 
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das outras posições de hidroxilação (grupo metilo aromático ou grupo substituinte do azoto) 

nunca resultaria num fragmento idêntico. Esta atribuição é ainda reforçada pela identificação do 

ião fragmento a m/z 159.1046 (+1.9 ppm), que só é possível caso a hidroxilação tenha ocorrido 

na cadeia alquílica. 
 

 
Esquema 10 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M1-4-MNEB. 

 

O metabolito M2-4-MNEB que eluí a tR igual a 5.3 minutos, apresenta no espectro de full scan 

um sinal m/z 236.1276 (- 2.1 ppm) (Anexo 6.2., Figura 14), que é compatível com a molécula 

protonada de um metabolito que resulta de três reações metabólicas consecutivas: 1) 

hidroxilação do grupo metilo na posição 4´do anel aromático; 2) oxidação do álcool benzílico a 

aldeído; e 3) oxidação do aldeído a ácido carboxílico. Ao analisar o espetro MS/MS do metabolito 

M2-4-MNEB constatou-se a presença de três iões fragmento: 1) a m/z 218.1169 (−	2.1 ppm) o 

ião fragmento de resulta da perda de água característica das catinonas; 2) a m/z 174.1271 (−3.4 

ppm), a perda de CO2 a partir do ião anterior; 3) m/z 200.1079 (+ 4.5 ppm), a perda de água a 

partir do primeiro ião fragmento (Esquema 11).  
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Esquema 11 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M2-4-MNEB. 

 

 

3.1.3. Identificação de metabolitos da catinona 4’-Metil-N,N-
dimetilnorpentedrona (4-MDMP) 

 

Tal como referido anteriormente, nunca foram reportados quaisquer estudos de identificação de 

metabolitos da catinona 4-MDMP na literatura. Tal como já foi explicado anteriormente, 

começou por se fazer um esquema das possíveis vias metabólicas de Fase I e Fase II da 4-

MDMP, baseados em metabolitos de catinonas já reportadas na literatura (Anexo 6.1., Esquema 

27). O Esquema 12 apresenta um esquema dos metabolitos de Fase I potencialmente 

identificado neste estudo nas incubações da catinona 4-MDMP, tendo em conta a identificação 

de sinais no espetro de full scan com valores de m/z compatíveis. No entanto apenas para os 

metabolitos M1-, M2- e M7-4-MDMP (apresentados a preto na Figura 20) foi comprovada a 

formação pela análise dos respetivos espetros de MS/MS. 
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Esquema 12 - Esquema dos possíveis metabolitos gerados nas incubações de Fase I da catinona 4-MDMP. 

  
Tabela 9 - Tempo de retenção e valores m/z experimentais para a molécula protonada e para os iões fragmento 

característico (apresentados com o erro associado em ppm) para a catinona 4-MDMP e para os seus metabolitos 

identificados em incubações com HLM, RLM, S9H e S9R. 

Nome do 
metabolito 

tR 
(min) 

m/z exp. [M+H]+  
[± erro (ppm)] 

Iões fragmento  
[± erro (ppm)] 

Identificação 

4-MDMP 
 

8.3 220.1690  

(- 2.7 ppm) 

175.1110 (- 4 ppm) HLM 

RLM 

S9H 

S9R 

M1-4-
MDMP 

8.2 206.1536 

(- 1.5ppm) 

 

188.1440 (+ 3.2 ppm) HLM 

RLM 

S9H 
S9R 

M2-4-
MDMP 

 

5.6 222.1484  
(- 2.3 ppm) 

 

174.1271 (- 2.3 ppm) 
144.0808 (0 ppm) 

161.0954 (- 4.3 ppm) 

186.1272 (- 2.7 ppm) 

204.1388 (+ 2.4 ppm) 

HLM 
S9R 

M7-4-
MDMP 

 

8.4 222.1857 

(+ 2.3 ppm) 

 

204.1756 (+ 4.4 ppm) 

161.1216 (+ 9.9 ppm) 

HLM 

S9H 

As incubações em HLM e RLM foram efetuadas segundo o método descrito na secção 2.3.1.1. e as incubações em S9H e S9R foram 

efetuadas segundo o procedimento descrito na secção 2.3.1.1. 
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Analisando a Tabela 9 conseguimos concluir que todos os metabolitos identificados para a 4-

MDMP foram identificados em HLM. É de referir que o sistema onde menos metabolitos foram 

identificados para a catinona 4-MDMP é RLM, uma vez que apenas se identificou o metabolito 

M1-4-MDMP neste sistema. 
Nas condições analíticas da análise por LC-ESI-HRMS a catinona 4-MDMP com tempo de 

retenção (tR) igual a 8.3 minutos, apresenta no espetro de full scan um sinal a m/z 220.1690 (- 

2.7 ppm) correspondente à molécula protonada. Quanto à análise do espetro MS/MS desta 

catinona (Anexo 6.2., Figura 15), como podemos observar no Esquema 13, foi identificado um 

ião fragmento maioritário a m/z 175.1110 (- 4 ppm), resultante da perda da amina. 

 

 
Esquema 13 - Esquema fragmentação proposto para a catinona 4-MDMP. 

 

O metabolito M1-4-MDMP com sinal m/z 206.1536 (- 1.5 ppm), eluí a tR igual 8.2 minutos (Anexo 

6.2., Figura 16), e provém da N-desmetilação da catinona 4-MDMP. Na análise do espetro 

MS/MS deste metabolito identificou-se o ião fragmento maioritário característico nas catinonas 

com sinal m/z 188.1440 (+ 3.2 ppm), que correspondente à perda de uma molécula de água em 

relação à molécula protonada (Esquema 14).  

 

 
Esquema 14 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M1-4-MDMP. 

 

O metabolito M2-4-MDMP (Anexo 6.2., Figura 17) eluí a tR igual 5.6 minutos e apresenta um sinal 

no espetro de full scan a m/z 222.1484 (- 2.3 ppm), compatível com a molécula protonada de um 

metabolito resultante da N-desmetilação seguida de hidroxilação da catinona 4-MDMP. Pela 

análise do espetro MS/MS do metabolito M2-4-MDMP foi possível determinar que a hidroxilação 

ocorreu na cadeia alquílica, nomeadamente pela identificação o ião fragmento diagnóstico a m/z 
174.1171 (- 2.3 ppm). Efetivamente, a perda de água a partir da molécula protonada leva à 

formação do ião fragmento a m/z 204.1388 (+ 2.4 ppm), que perde posteriormente formaldeído 
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para formar o ião a m/z 174.1171 (- 2.3 ppm), só explicável caso a hidroxilação tenha ocorrido 

na cadeia alquílica. A identificação do ião fragmento a m/z 144.0808 (0 ppm), com formação do 

anel indólico, corrobora esta identificação.  Identificou-se, ainda o ião fragmento a m/z 161.0954 

(- 4.3 ppm) resultante da perda de formaldeído e do grupo amina (Esquema 15).   
 

 

 
Esquema 15 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M2-4-MDMP. 

 

O metabolito M7-4-MDMP com sinal m/z 222.1857 (+ 2.3 ppm), eluí a tR igual 8.4 minutos (Anexo 

6.2., Figura 18), resulta da redução do grupo carbonilo da catinona 4-MDMP.  

Na análise do espetro MS/MS do metabolito M7-4-MDMP identificou-se o ião fragmento 

maioritário com sinal m/z 204.1756 (+ 4.4 ppm), que correspondente à perda de uma molécula a 

partir da molécula protonada deste metabolito, a perda subsequente do radical propilo leva à 
formação do ião fragmento m/z 161.1216 (+ 9.9 ppm) (Esquema 16).  

 

 

 

 
Esquema 16 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M7-4-MDMP. 
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3.1.4. Identificação de metabolitos da catinona 4’-Metil-N,N-
dimetilnorbufedrona (4-MDMB) 

 

Tal como referido anteriormente a catinona 4-MDMB está à venda na Cayman Chemical. No 

entanto, nunca foram reportados quaisquer estudos de identificação de metabolitos desta 

catinona na literatura. Assim, foi efetuado um esquema das possíveis vias metabólicas da 4-

MDMB para Fase I e Fase II, baseados em metabolitos de catinonas já reportadas na literatura 

(Anexo 6.1., Esquema 28). 
O Esquema 17 apresenta um esquema dos metabolitos de Fase I da catinona 4-MDMB para os 

quais foi encontrado m/z compatível com as suas moléculas protonadas, no espetro de full scan 

obtidos nas várias incubações efetuadas com esta catinona, na presença do cofactor de Fase I, 

NADPH. No entanto, apenas para os metabolitos M1-, M2- e M6-4-MDMB foi comprovada a sua 

formação por interpretação do espetro de MS/MS.  

 

 

 
Esquema 17 - Esquema dos possíveis metabolitos gerados nas incubações de Fase I da catinona 4-MDMB. 
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Tabela 10 - Tempo de retenção e valores m/z experimentais para a molécula protonada e para os iões fragmento 

característico (apresentados com o erro associado em ppm) para a catinona 4-MDMB e para os seus metabolitos 

identificados em incubações com HLM, RLM, S9H e S9R. 

Nome do 
metabolito 

tR 
(min) 

m/z exp. [M+H]+  
[± erro (ppm)] 

Iões fragmento  
[± erro (ppm)] 

Identificação 

4-MDMB 
 

7.4 206.1537  

(- 1 ppm) 

 

161.0956 (- 3.1 ppm) 

177.1137 (- 6.2 ppm) 

HLM 

RLM 

S9H 
S9R 

M1-4-
MDMB 

 

7.3 192.1385  
(+ 1 ppm) 

 

174.1293 (+ 9.2 ppm) 
145.0894 (+ 5.5 ppm) 

HLM 
RLM 

S9R 

M2-4-
MDMB 

 

4.7 208.1326  

(- 2.9 ppm) 

 

190.1218 (- 4.2 ppm) 

172.1114 (- 4.1 ppm) 

147.0809 (+ 3.4 ppm) 

131.0735 (+ 3.8 ppm) 

160.1120 (- 0.6 ppm) 

177.1137 (- 6.2 ppm) 

HLM 

S9R 

M6-4-
MDMB 

 

7.5 208.1692  

(- 1.9 ppm) 

 

190.1595 (+ 2.6 ppm) 

 

HLM 

RLM 

S9H 
 

As incubações em HLM e RLM foram efetuadas segundo o método descrito na secção 2.3.1.1. e as incubações em S9H e S9R foram 

efetuadas segundo o procedimento descrito na secção 2.3.1.1. 

 

Analisando a Tabela 10 conseguimos concluir que todos os metabolitos identificados para a 4-

MDMB foram gerados nas incubações com HLM, desta forma este foi o sistema que resultou na 

identificação de mais metabolitos para a catinona 4-MDMB. É de referir que o sistema onde 

menos metabolitos foram identificados foi o S9H, uma vez que apenas o metabolito M6-4-MDMB 

foi identificado neste sistema. 

Nas condições analíticas da análise por LC-ESI-HRMS a catinona 4-MDMB apresenta um tempo 
de retenção (tR) de 7.4 minutos, e o espetro de full scan desta cationa apresenta um sinal m/z 

206.1537 (- 1 ppm) que correspondente à molécula protonada. Quanto à análise do espetro 

MS/MS da catinona 4-MDMB (Anexo 6.2., Figura 19), como podemos observar na Figura 18, 

foram identificados dois iões fragmento maioritários com sinal a m/z 161.0956 (- 3.1 ppm) e m/z 

177.1137 (- 1 ppm), resultante da perda da amina e resultante da perda homolítica da cadeia 

lateral de etilo, respetivamente. 
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Esquema 18 - Esquema de fragmentação proposto para a catinona 4-MDMB. 

 

 

O metabolito M1-4-MDMB com sinal a m/z 192.1385 (± 1 ppm), eluí a tR igual 7.3 minutos (Anexo 

6.2., Figura 20), resulta da N-desmetilação da catinona 4-MDMB.  

Na análise do espetro MS/MS do deste metabolito identificou-se o ião fragmento maioritário a 

m/z 174.1293 (+ 9.2 ppm) que correspondente à perda de uma molécula de água característica 

das catinonas. A subsequente perda de radical etilo a partir deste este ião fragmento leva à 

formação do ião a m/z 145.0894 (+ 5.5 ppm) (Esquema 19). 

 

 

 
Esquema 19 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M1-4-MDMB. 

 
 

O metabolito M2-4-MDMB (Anexo 6.2., Figura 21) eluí a tR igual 4.7 minutos e apresenta um sinal 

no espetro de full scan a m/z 208.1326 (- 2.9 ppm), compatível com a molécula protonada do 

metabolito resultante da N-desmetilação e hidroxilação da cadeia lateral alquílica da catinona 4-

MDMB.  
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Na análise do espetro MS/MS do metabolito M2-4-MDMB identificou-se o ião fragmento 

maioritário com sinal m/z 160.1120 (- 0.6 ppm) resulta de duas quebras consecutivas: perda de 

uma molécula de água a partir da molécula protonada, que leva à formação do fragmento a m/z 

190.1218 (- 4.2 ppm) seguida de perda de formaldeído da cadeia alquílica. Este fragmento 
sugere que a hidroxilação ocorreu na cadeia alquílica. O ião fragmento a m/z 172.1114 (- 4.1 

ppm), também se forma a partir do ião a m/z 190.1218, mas pela perda de água. O ião fragmento 

a m/z 177.1137 (-	6.2 ppm) é também um fragmento diagnóstico que atesta que a hidroxilação 

ocorreu na cadeia alquílica, que resulta da perda homolítica da cadeia lateral (que leva consigo 

o grupo hidroxilo); 

Os outros três iões identificados apresentam os seguintes sinais: 1) m/z 131.0735 (+ 3.8 ppm) 

corresponde à perda de uma molécula de água e ciclização como catião radical; e, por fim, 2) 

m/z 147.0809 (+ 3.4 ppm) que resulta de um rearranjo com perda da amina primária e da 

ciclização da molécula [68] (Esquema 20). 

 

 
Esquema 20 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M2-4-MDMB. 

 

 

O metabolito M6-4-MDMB eluí a tR igual 7.5 minutos e apresenta no espetro de full scan um sinal 
a m/z 208.1692 (- 1.9 ppm) (Anexo 6.2., Figura 22), compatível com a molécula protonada de 

um metabolito resultante da redução do grupo carbonilo da catinona 4-MDMB. O pico base do 

espetro MS/MS do metabolito M6-4-MDMB é identificado a m/z 190.1595 (+ 2.6 ppm) que 

correspondente à perda de uma molécula de água a partir da molécula protonada deste 

metabolito. 
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Esquema 21 - Esquema de fragmentação proposto para o metabolito M6-4-MDMB. 

 

3.1.5. Identificação de metabolitos da catinona 4’-Metil-N-etilnorpentedrona 
(4-MNEP) 

 

Tal como referido anteriormente a catinona 4-MNEP já foi reportada no Luxemburgo em 2014 e 

encontra-se à venda como padrão na Cayman Chemical, e já foram identificados três metabolitos 
de Fase I para esta catinona em estudo in vitro em HLM, sendo que dois destes metabolitos de 

Fase I foram identificados em urina humana [64, 72]. À semelhança do que foi efetuado para as 

restantes catinonas escolhidas para este estudo foi primeiro efetuado um esquema das possíveis 

vias metabólicas Fase I e Fase II da 4-MNEP, baseados em metabolitos reportados na literatura 

para outras catinonas (Anexo 6.1., Esquema 29). 

O Esquema 22 apresenta um esquema dos metabolitos para os quais foram encontradas 

evidências da sua formação no espetro de full scan. Será de referir que destes metabolitos, o 

M1-4-MNEP já foi identificado na literatura num estudo in vitro em HLM e em urina humana, 
contudo neste estudo não foi possível comprovar a sua identificação por não se ter identificado 

um espectro de MS/MS compatível [64]. Este facto deve-se provavelmente à diferença entre as 

condições experimentais utilizados nas incubações, sendo que as principais diferenças residem 

na concentração de catinona utilizada nas incubações : no nosso estudo utilizou-se a catinona 

numa concentração de 10	μM, enquanto que Benedicte et al. [64] Utilizaram concentrações de 

100 μM or 500 μM. Outro factor que poderá ter contribuído para a diferença de resultados poderá 

ser o facto de este autores terem utilizado HLM com o dobro da concentração (2 mg/mL) da por 

nós utilizada [64]. 
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Esquema 22 - Esquema dos possíveis metabolitos gerados nas incubações de Fase I da catinona 4-MNEP. 

 
Tabela 11 - Tempo de retenção e valores m/z experimentais para a molécula protonada e para os iões fragmento 

característico (apresentados com o erro associado em ppm) para a catinona 4-MDMB e para os seus metabolitos 

identificados em incubações com HLM, RLM, S9H e S9R. 

Nome do 
metabolito 

tR 
(min) 

m/z exp. [M+H]+  
[±erro (ppm)] 

Iões fragmento  
[± erro (ppm)] 

Identificação 

4-MNEP 
 

8.6 220.1696  

(0 ppm) 
 

202.1596 (+ 3 ppm) 

173.1207 (+ 4.6 ppm) 
144.0815 (+ 4.9 ppm) 

131.0738 (+ 6.1 ppm) 

160.1120 (- 0.6 ppm) 

HLM 

RLM 
S9H 

S9R 

As incubações em HLM e RLM foram efetuadas segundo o método descrito na secção 2.3.1.1. e as incubações em S9H e S9R foram 

efetuadas segundo o procedimento descrito na secção 2.3.1.1. 

 

Desta forma, apenas foi possível identificar por LC-HRMS a catinona inalterada com um tempo 

de retenção (tR) igual a 8.6 minutos e apresenta no espetro de full scan um sinal m/z 220.1696 

(0 ppm), correspondente à molécula protonada. Quanto à análise do espetro MS/MS da catinona 

4-MNEP (Anexo 6.2., Figura 23), como podemos observar no Esquema 23, o ião fragmento 
maioritário identificado a m/z 202.1596 (+ 3 ppm) resulta da perda de uma molécula de água, 

característica encontra-se reportado na literatura [17, 64, 69]. A perda subsequente de radical 

etilo, a partir deste fragmento, leva à formação do ião a m/z 173.1204 (+ 4.6 ppm). 

Foram identificados mais três iões fragmento para a catinona 4-MNEP: m/z 144.0815 (+ 4.9 

ppm), m/z 131.0738 (+ 6.1 ppm) resultante do rearranjo com formação de um anel de indol e m/z 

160.1120 (- 0.6 ppm) que resulta da perda da cadeia lateral na forma de propeno [17, 64, 68]. 
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Esquema 23 - Esquema da fragmentação proposto para a catinona 4-MNEP. 

 

É importante referir que dos sistemas in vitro utilizados os que conduziram à identificação de 

mais metabolitos foram o HLM e o S9R. 

No Esquema 24 estão representadas as vias metabólicas identificadas para as catinonas 

selecionadas para este estudo. Uma via metabólica comum das duas catinonas com aminas 
terciárias é a N-desalquilação e a redução do grupo funcional cetónico. A hidroxilação da cadeia 

alquílica é observada para três das catinonas selecionadas. Para a 4-MNEB também é 

observado o metabolito com a função de ácido carboxílico, que resulta da oxidação do 

substituinte metílico aromático. 

 

 
Esquema 24 - Esquema geral dos metabolitos identificados neste estudo em incubações HLM, RLM, S9H e S9R. 
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4. Conclusão 
 

O presente trabalho teve como objetivo a identificação de metabolitos das catinonas 4-MNEB, 4-

MDMP, 4-MDMB e 4-MNEP. Para a geração destes metabolitos foram utilizados vários sistemas 

in vitro metabolicamente competentes: RLM, HLM, S9H e S9R. As incubações foram realizadas 

na presença dos cofatores NADPH, no caso da Fase I, e UDPGA e NADPH, no caso da Fase II. 

Os metabolitos gerados foram analisados por Cromatografia líquida acoplada à espetrometria de 

massa de alta resolução de tandem com ionização por Electrospray (LC-ESI-HRMS). A catinona 

𝛼-PVP foi utilizada como controlo positivo, por já serem conhecidos alguns dos seus metabolitos. 

Verificou-se neste estudo a presença de metabolitos de Fase I já reportados na literatura para 

esta catinona, nomeadamente os metabolitos maioritários identificados em urina humana, o que 
viabiliza os métodos utilizados nas incubações e análise das mesmas. De notar que apenas 

foram identificados metabolitos de Fase I, uma vez que, nas condições de incubação de Fase II 

utilizadas neste estudo não se encontrou evidencias de formação de metabolitos, o que se 

poderá dever à perda de atividade enzimática dos sistemas utilizados. 

Neste estudo foi possível a identificação, pela primeira vez, de dois metabolitos de Fase I da 

catinona 4-MNEB, três metabolitos de Fase I da catinona 4-MDMP e três metabolitos de Fase I 

da catinona 4-MDMB. A não identificação de metabolitos para a 4-MNEP deve-se provavelmente 

à baixa metabolização desta catinona, o que justifica a necessidade de utilização de uma 

concentração de catinona substancialmente mais elevada para a observação de metabolitos 

desta catinona em estudos anteriores. É importante referir que a via metabólica comum a todas 
as catinonas envolveu a hidroxilação da cadeia alquílica. Uma via metabólica comum das duas 

catinonas com aminas terciárias envolve a N-desalquilação e a redução do grupo funcional 

cetónico.  Os sistemas in vitro que conduziram à identificação de um maior número de 

metabolitos foram os HLM e S9R. 

A identificação dos metabolitos reportados pela primeira vez neste trabalho poderá ter um papel 

importante de auxílio às autoridades competentes para validar o consumo destas catinonas 

selecionadas, por análise de amostras de matrizes biológicas. Este é apenas o primeiro passo 

na identificação dos metabolitos destas catinonas. Seria importante que para futuro trabalho se 

pudessem analisar amostras de urina e sangue de pessoas que se encontram sob o efeito destas 

substâncias, para que se validem a presença destes metabolitos nestas amostras biológicas. 
Posteriormente, e caso se verifique a existência dos mesmos, estes poderiam ser sintetizados 

para que se pudesse avaliar posteriormente a sua toxicidade.  
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6. Anexos 
6.1. Anexo I – Vias metabólicas plausíveis de Fase I e Fase II 

(glucoronidação) das catinonas selecionadas para este estudo: 𝛼-PVP, 
4-MNEB, 4-MDMP, 4-MDMB e 4-MNEP 

 

 
Esquema 25 - Metabolismos plausíveis de Fase I e Fase II (glucoronidação) para a catinona 𝛼-PVP. 
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Esquema 26 - Metabolismos plausíveis de Fase I e Fase II (glucoronidação) para a catinona 4-MNEB. 
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Esquema 27 - Metabolismos plausíveis de Fase I e Fase II (glucoronidação) para a catinona 4-MDMP. 
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Esquema 28 - Metabolismos plausíveis de Fase I e Fase II (glucoronidação) para a catinona 4-MDMB. 
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Esquema 29 - Metabolismos plausíveis de Fase I e Fase II (glucoronidação) para a catinona 4-MNEP. 
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6.2. Anexo II – Espetros full scan e MS/MS das catinonas 𝛼-PVP, 4-MNEB, 
4-MDMP, 4-MDMB e 4-MNEP, e respetivos metabolitos identificados 
no presente estudo. 

 

 
Figura 8 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) da catinona α-PVP. 

 

 
Figura 9 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M1-α-PVP. 
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Figura 10 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M6-α-PVP. 

 
 
 

 
Figura 11 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M7-α-PVP. 
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Figura 12 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) da catinona 4-MNEB. 

 
 

 
Figura 13 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M1-4-MNEB. 
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Figura 14 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M2-4-MNEB. 

 
 
 

 
Figura 15 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) da catinona 4-MDMP. 
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Figura 16 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M1-4-MDMP. 

 
 
 

 
Figura 17 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M2-4-MDMP. 
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Figura 18 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M7-4-MDMP. 

 
 
 

 
Figura 19 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) da catinona 4-MDMB. 
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Figura 20 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M1-4-MDMB. 

 

 
 
 
 

 
Figura 21 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M2-4-MDMB. 
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Figura 22 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) do metabolito M6-4-MDMB. 

 
 
 

 
Figura 23 - Espetro full scan (em cima) e espetro MS/MS (em baixo) da catinona 4-MNEP. 

 


