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Resumo- A Creatina é um constituinte nutricional encontrado naturalmente em alimentos de origem animal
e sintetizado pelo organismo humano. Embora seja um componente dietético ndo essencial, quando
suplementado, tem demonstrado beneficios fisiologicos e fisopatoldgicos. A creatina € mais frequentemente
mensurada utilizando-se o método de reagdo colorimétrica com acido picrico, neste método, porém, é
comum a interferéncia de outras substancias na detec¢do. Deste modo, varias metodologias tém sido
reportadas para analise de creatina, creatinina e fosfocreatina, tanto de forma isolada, quanto
determinagdes simultaneas. As diversas técnicas empregando eletrospray e espectrometria de massa
possibilitam um excelente limite de quantificagcao aliado a elevados coeficientes de precisao e exatidao.
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Introducao

A creatina (Cr, acido acético a-metilguanidina)
€ um constituinte  nutricional  encontrado
naturalmente em alimentos de origem animal e
sintetizado pelo organismo humano a partir dos
aminodcidos glicina, arginina e metionina
(WALKER, 1979). Em fragdes proporcionais
constantes, a Cr e sua forma fosforilada, a
fosfocreatina (CrP), passam por um metabolismo
de  primeira-ordem ndo-enzimatico  sendo
excretado na urina na forma de creatinina (Crn)
(WALKER, 1979; WYSS; KADDURAH-DAOUK,

2000).
Embora seja um componente dietético nao
essencial, quando suplementado, tem

demonstrado beneficios fisiologicos em atletas, em
modelos de experimentagdo animal e no
tratamento de pacientes com varias doencgas
musculares, neuroldégicas e neuromusculares
(PERSKY; BRAZEAU; HOCHAUS, 2003), tais
como Distrofia Muscular de Duchenne (FELBER et
al., 2000) e miastenia gravis (STOUT et al., 2001).

Deficiéncias no metabolismo da Cr tém sido
descobertas com relagio a sua sintese
(deficiéncias de AGAT e GAMT) (STOCKLER et
al., 1994; 1996; SCHULZE, 1997; VAN DER
KNAAP et al, 2000; ITEM et al, 2001) e
transporte (defeito no CT1) (CECIL et al., 2001;
SALOMONS et al., 2001)

Revisdo Bibliogréafica

A Cr é mais frequentemente mensurada
utilizando-se o método de reagdo colorimétrica

com &cido picrico (método de Jaffé), produzindo
uma faixa de absorcdo entre 485-520 nm. Neste
método, porém, é comum a interferéncia de outras
substancias na detecgdao como, por exemplo,
bilirrubinas, proteinas e cetonas (JAFFE, 1886;
OWEN, WEAR, KEEVIL, 2006). Nas ultimas
décadas varios problemas relativos a utilizagéo do
acido picrico para a quantificagdo da Cr tém sido
reportados na literatura cientifica, principalmente
devido a presenga de reativos cromogénicos nao
derivados da Cr (YUEN et al., 2004).

Deste modo, varias metodologias tém sido
descritas para analise de Cr, Crn e CrP, tanto de
forma isolada, quanto determinagdes simultaneas.
Dentre elas encontram-se a cromatografia gasosa
(GC), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) por detegao ultravioleta (UV), detector
diodo (DAD), eletrospray (ESI), espectrometria de
massa (MS) e espectrometria por ressonancia
magneética (NMR) (HARMSEN; DE TOMBE; DE
JONG, 1982; DUNNETT; HARRIS; ORME, 1991;
KLAAS, 2003; NIKOLIN et al., 2004; YOKOYAMA
et al., 2000).

Durante a realizagdo da cromatografia a
escolha tanto da fase estacionaria como da fase
movel, possibilita uma melhor separacdo da
substdncia a ser analisada, conferindo uma
grande vantagem em comparagdo com outros
métodos (NIKOLIN, B. et al., 2004).

Owen, Wear e Keevil (2006), dosaram Crn
plasmatica em camundongos utilizando
cromatografia liquida acoplada a um
espectrometro de massa tandem (LC-MS/MS) e
coluna de troca ibnica, obtendo um tempo de
corrida de 1,5 minutos e minima supressao idnica.
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O método apresentou um limite minimo de
quantificacdo de 5 ymol/L e a imprecisao dos intra
e inter-ensaios foram menores do que 5 e 7%,
respectivamente. As amostras de plasma foram
posteriormente analisadas por métodos
enzimaticos e colorimétricos (método de Jaffé), a
fim de comparagdo com os resultados obtidos pela
LC-MS/MS. Em concentragdes até 150 pmol/L
tanto o método colorimétrico, quanto o enzimatico,
apresentaram resultados semelhantes aos obtidos
pela LC-MS/MS. Em concentragdes acima deste
valor, porém, a Crn foi subestimada do obtido por
ambos os métodos colorimétrico e enzimatico se
comparados a LC-MS/MS. Com isso
demonstraram que a LC-MS/MS é um método
simples e sensivel, eficaz para comparagdo de
resultados, enquanto tanto o método de Jaffé
quanto o enzimatico, apresentam resultados
questionaveis.

Um método simples para deteccdo simultadnea
de Cr e Crn em amostras de urina utilizando HPLC
com coluna de fase reversa foi descrito por Yang
(1998). A cromatografia foi realizada através do
emprego de uma coluna C18 e detecgao UV na
faixa de 220 nm com fase mdvel constituida de
0.02 mol/L de fosfato de potassio monobasico
anidro (KH,PO,). A recuperagao de Cr e Crn foram
103.13, e 98.26%, respectivamente. As curvas de
calibragdo  foram lineares  para  valores
compreendidos entre 2 e 200 ug/ml para a Cr e
entre 2 e 400 pg/ml para a Crn. Os limites de
detecgdo do método foram de 0.69 e 0.10 ug/ml
para a Cr e Crn, respectivamente.

Uma técnica de HPLC isocratica (gradiente
isocratico) de separagdo de Cr e Crn com
aplicacdo direta das amostras sanguineas na
coluna foi desenvolvida por Werner, Schneider e
Emmert (1990). Foi utilizada uma pré-coluna para
purificagdo da amostra. Dois comprimentos de
onda simultdneos de detecgdo com detector de
varredura diodo possibilitaram uma quantificagdo
mais precisa dos componentes, sendo melhores
os comprimentos de 210 e 234 nm, com um
coeficiente de variagdo menor que 2% (Cr 3-5%).
Foi obtida uma boa linearidade e 100% de
recuperacdo do material biolégico. Isto faz o
método util para finalidades clinicas ou como uma
referéncia para outros métodos.

CARDUCCI e cols. (2006) desenvolveram um
novo método de deteccdo e validacdo para
concentracbes plasmaticas de Cr, podendo ser
utiizado em amostras sanguineas secas,
extraidas por solucdo de agua e metanol. Este
método utilizou analise de eluicdo empregando
ionizagao por ESI-MS/MS, os limites de deteccao
foram de 0.30 umol/l de Cr e apresentaram boa
linearidade na faixa de 3.57-624.7 pmol/l. A
recuperagao da amostra foi em torno de 93—101%.
Além de apresentar grande rapidez (1 min) e
confiabilidade, este método pode ser util para

detectar alteragdes nos processos fisiopatologicos
do metabolismo da Cr.

A metodologia analitica através do emprego
de uma fase movel isocratica e uma coluna de
fase reversa com pareamento iénico foi descrita
por Kock e cols. (1995) para separagdo e
simultdnea deteccdo por UV em 232 nm e é
proposto como um método de determinacédo da
Crn plasmatica. A inexatiddo do método foi
determinada por NIST-SRM-909 (National Institute
of Standards and Technology Standard Reference
Material 909) e foi de 0,5%, com imprecisdo de
0,8%. A imprecisdo do intra-ensaio para a Crn foi
de 0,4-0,5% no padrao e 0,6-0,8% nas amostras
sangliineas. Os resultados para a Crn tém sido
comparados aos obtidos por diluicdo de isétopos
em GC através de deteccdo por MS, utilizando
como padrédo interno a Crn marcada com os
isétopos 13C e 15N, e selecionando a detecgao
de massa em m/e = 329 e m/e = 332.

Marsilio e cols. (1999) relataram um método
simples e seguro para determinacdo da
concentracdo de Crn em amostras de plasma e
urina. A corrida cromatografica foi realizada em
coluna C18 e a absorbancia monitorada a 220 nm.
A relacdo entre a concentragdo de Crn e o pico de
area do padréo interno de Crn foi linear até 1,088
pumol/l. A precisao da corrida interna foi mensurada
em diferentes concentragcbes de Cr variando entre
0.89% e 2.34% no plasma e de 0.34% e 1.10% na
urina. O limite de detecgéao foi de 3.24 uymol/l para
o sinal. O método mostrou boa linearidade com
referencia ao procedimento de diluigdo do is6topo
de GC-MS (r=0.999).

Para mensurar a concentragao Cr livre, CrP e
Cr total (CrP mais Cr) em cora¢des de ratos
perfundidos, foi utilizada NMR de fésforo-31 (31P-
NMR) e NMR de protons (1H-NMR),
respectivamente. A Cr total foi mensurada por
analise de HPLC a partir do extrato tecidual. Uma
maior concentragdo de Cr (umol/g de peso seco)
nos coragdes perfundidos foi observada na analise
por HPLC (40.3£2.38) em comparagdao a NMR
(34.6+/-1.95), porém nao foram observadas
diferencas significativas na quantificacdo de CrP
ente os dois métodos de analise (UNITT et al.,
1992). Resultados semelhantes foram obtidos por
Schneider e cols. (2000).

Consideragdes finais

Cr, Crn e CrP podem ser analisadas por uma
grande variedade de métodos analiticos, tais como
GC, HPLC UV, DAD, MS e NMR. A escolha do
método depende de uma série de variaveis, que
vao desde o tipo de coluna até a detecgdo
simultdnea da Cr e Crn. A analise por MS
apresenta como vantagem a né&o utilizagdo de
processos de derivatizagdo, fator que contribui
para maior exatiddo analitica. Além de permitir o
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uso de padrdes internos marcados com isétopos,
conferindo maior precisao, exatidao e
reprodutibilidade aos processos extrativos. Além
disso, as diversas técnicas empregando ESI| e MS
possibilitam um excelente limite de quantificagao.
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