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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 não essencial, quando 
suplementado, tem demonstrado benefícios fisiológicos e fisopatológicos. A creatina é mais frequentemente 
mensurada utilizando-se o método de reação colorimétrica com ácido pícrico, neste método, porém, é 
comum a interferência de outras substâncias na detecção. Deste modo, várias metodologias têm sido 
reportadas para análise de creatina, creatinina e fosfocreatina, tanto de forma isolada, quanto 
determinações simultâneas. As diversas técnicas empregando eletrospray e espectrometria de massa 
possibilitam um excelente limite de quantificação aliado a elevados coeficientes de precisão e exatidão.    
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Introdução 
 

A creatina (Cr, ácido acético α-metilguanidina) 
é um constituinte nutricional encontrado 
naturalmente em alimentos de origem animal e 
sintetizado pelo organismo humano a partir dos 
aminoácidos glicina, arginina e metionina 
(WALKER, 1979). Em frações proporcionais 
constantes, a Cr e sua forma fosforilada, a 
fosfocreatina (CrP), passam por um metabolismo 
de primeira-ordem não-enzimático sendo 
excretado na urina na forma de creatinina (Crn) 
(WALKER, 1979; WYSS; KADDURAH-DAOUK, 
2000). 

Embora seja um componente dietético não 
essencial, quando suplementado, tem 
demonstrado benefícios fisiológicos em atletas, em 
modelos de experimentação animal e no 
tratamento de pacientes com várias doenças 
musculares, neurológicas e neuromusculares 
(PERSKY; BRAZEAU; HOCHAUS, 2003), tais 
como Distrofia Muscular de Duchenne (FELBER et 
al., 2000) e miastenia gravis (STOUT et al., 2001). 

Deficiências no metabolismo da Cr têm sido 
descobertas com relação a sua síntese 
(deficiências de AGAT e GAMT) (STÖCKLER 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) 

 
Revisão Bibliográfica 
 

A Cr é mais freqüentemente mensurada 
utilizando-se o método de reação colorimétrica 

com ácido pícrico (método de Jaffé), produzindo 
uma faixa de absorção entre 485-520 nm. Neste 
método, porém, é comum a interferência de outras 
substâncias na detecção como, por exemplo, 
bilirrubinas, proteínas e cetonas (JAFFÉ, 1886; 
OWEN, WEAR, KEEVIL, 2006). Nas últimas 
décadas vários problemas relativos à utilização do 
ácido pícrico para a quantificação da Cr têm sido 
reportados na literatura científica, principalmente 
devido à presença de reativos cromogênicos não 
derivados da Cr (YUEN et al., 2004).  

Deste modo, várias metodologias têm sido 
descritas para análise de Cr, Crn e CrP, tanto de 
forma isolada, quanto determinações simultâneas. 
Dentre elas encontram-se a cromatografia gasosa 
(GC), cromatografia líquida de alta eficiência 
(HPLC) por deteção ultravioleta (UV), detector 
diodo (DAD), eletrospray (ESI), espectrometria de 
massa (MS) e espectrometria por ressonância 
magnética (NMR) (HARMSEN; DE TOMBE; DE 
JONG, 1982; DUNNETT; HARRIS; ORME, 1991; 
KLAAS, 2003; NIKOLIN et al., 2004; YOKOYAMA 
et al., 2000).  

Durante a realização da cromatografia a 
escolha tanto da fase estacionária como da fase 
móvel, possibilita uma melhor separação da 
substância a ser analisada, conferindo uma 
grande vantagem em comparação com outros 
métodos (NIKOLIN, B. et al., 2004). 

Owen, Wear e Keevil (2006), dosaram Crn 
plasmática em camundongos utilizando 
cromatografia líquida acoplada a um 
espectrômetro de massa tandem (LC-MS/MS) e 
coluna de troca iônica, obtendo um tempo de 
corrida de 1,5 minutos e mínima supressão iônica. 
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O método apresentou um limite mínimo de 
quantificação de 5 μmol/L e a imprecisão dos intra 
e inter-ensaios foram menores do que 5 e 7%, 
respectivamente. As amostras de plasma foram 
posteriormente analisadas por métodos 
enzimáticos e colorimétricos (método de Jaffé), a 
fim de comparação com os resultados obtidos pela 
LC-MS/MS. Em concentrações até 150 μmol/L 
tanto o método colorimétrico, quanto o enzimático, 
apresentaram resultados semelhantes aos obtidos 
pela LC-MS/MS. Em concentrações acima deste 
valor, porém, a Crn foi subestimada do obtido por 
ambos os métodos colorimétrico e enzimático se 
comparados à LC-MS/MS. Com isso 
demonstraram que a LC-MS/MS é um método 
simples e sensível, eficaz para comparação de 
resultados, enquanto tanto o método de Jaffé 
quanto o enzimático, apresentam resultados 
questionáveis. 

Um método simples para detecção simultânea 
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 detecção UV na 
faixa de 220 nm com fase móvel constituída de 
0.02 mol/L de fosfato de potássio monobásico 
anidro (KH2PO4). A recuperação de Cr e Crn foram 
103.13, e 98.26%, respectivamente. As curvas de 
calibração foram lineares para valores 
compreendidos entre 2 e 200 μg/ml para a Cr e 
entre 2 e 400 μg/ml para a Crn. Os limites de 
detecção do método foram de 0.69 e 0.10 μg/ml 
para a Cr e Crn, respectivamente.  

Uma técnica de HPLC isocrática (gradiente 
isocrático) de separação de Cr e Crn com 
aplicação direta das amostras sangüíneas na 
coluna foi desenvolvida por Werner, Schneider e 
Emmert (1990). Foi utilizada uma pré-coluna para 
purificação da amostra. Dois comprimentos de 
onda simultâneos de detecção com detector de 
varredura diodo possibilitaram uma quantificação 
mais precisa dos componentes, sendo melhores 
os comprimentos de 210 e 234 nm, com um 
coeficiente de variação menor que 2% (Cr 3-5%). 
Foi obtida uma boa linearidade e 100% de 
recuperação do material biológico. Isto faz o 
método útil para finalidades clínicas ou como uma 
referência para outros métodos. 

CARDUCCI e cols. (2006) desenvolveram um 
novo método de detecção e validação para 
concentrações plasmáticas de Cr, podendo ser 
utilizado em amostras sanguíneas secas, 
extraídas por solução de água e metanol. Este 
método utilizou análise de eluição empregando 
ionização por ESI-MS/MS, os limites de detecção 
foram de 0.30 μmol/l de Cr e apresentaram boa 
linearidade na faixa de 3.57–624.7 μmol/l. A 
recuperação da amostra foi em torno de 93–101%. 
Além de apresentar grande rapidez (1 min) e 
confiabilidade, este método pode ser útil para 

detectar alterações nos processos fisiopatológicos 
do metabolismo da Cr.  

A metodologia analítica através do emprego 
de uma fase móvel isocrática e uma coluna de 
fase reversa com pareamento iônico foi descrita 
por Kock e cols. (1995) para separação e 
simultânea detecção por UV em 232 nm e é 
proposto como um método de determinação da 
Crn plasmática. A inexatidão do método foi 
determinada por NIST-SRM-909 (National Institute 
of Standards and Technology Standard Reference 
Material 909) e foi de 0,5%, com imprecisão de 
0,8%. A imprecisão do intra-ensaio para a Crn foi 
de 0,4-0,5% no padrão e 0,6-0,8% nas amostras 
sangüíneas. Os resultados para a Crn têm sido 
comparados aos obtidos por diluição de isótopos 
em GC através de detecção por MS, utilizando 
como padrão interno a Crn marcada com os 
isótopos 13C e 15N2 e selecionando a detecção 
de massa em m/e = 329 e m/e = 332. 

Marsilio e cols. (1999) relataram um método 
simples e seguro para determinação da 
concentração de Crn em amostras de plasma e 
urina. A corrida cromatográfica foi realizada em 
coluna C18 e a absorbância monitorada a 220 nm. 
A relação entre a concentração de Crn e o pico de 
área do padrão interno de Crn foi linear até 1,088 
μmol/l. A precisão da corrida interna foi mensurada 
em diferentes concentrações de Cr variando entre 
0.89% e 2.34% no plasma e de 0.34% e 1.10% na 
urina. O limite de detecção foi de 3.24 μmol/l para 
o sinal. O método mostrou boa linearidade com 
referencia ao procedimento de diluição do isótopo 
de GC-MS (r=0.999).   

Para mensurar a concentração Cr livre, CrP e 
Cr total (CrP mais Cr) em corações de ratos 
perfundidos, foi utilizada NMR de fósforo-31 (31P-
NMR) e NMR de prótons (1H-NMR), 
respectivamente. A Cr total foi mensurada por 
análise de HPLC a partir do extrato tecidual. Uma 
maior concentração de Cr (μmol/g de peso seco) 
nos corações perfundidos foi observada na análise 
por HPLC (40.3±2.38) em comparação à NMR 
(34.6+/-1.95), porém não foram observadas 
diferenças significativas na quantificação de CrP 
ente os dois métodos de análise (UNITT et al., 
1992). Resultados semelhantes foram obtidos por 
Schneider e cols. (2000). 

 
Considerações finais 
 

Cr, Crn e CrP podem ser analisadas por uma 
grande variedade de métodos analíticos, tais como 
GC, HPLC UV, DAD, MS e NMR. A escolha do 
método depende de uma série de variáveis, que 
vão desde o tipo de coluna até a detecção 
simultânea da Cr e Crn. A análise por MS 
apresenta como vantagem a não utilização de 
processos de derivatização, fator que contribui 
para maior exatidão analítica. Além de permitir o 

XI Encontro Latino Americano de Iniciação Científica e   
VII Encontro Latino Americano de Pós-Graduação – Universidade do Vale do Paraíba 

2075



 

uso de padrões internos marcados com isótopos, 
conferindo maior precisão, exatidão e 
reprodutibilidade aos processos extrativos. Além 
disso, as diversas técnicas empregando ESI e MS 
possibilitam um excelente limite de quantificação. 
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