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RESUMO 
 
O rim fetal, embora imaturo durante seu período de formação contribui para a sobrevivência 
do concepto durante seu crescimento. A produção de urina depende de uma série de 
mecanismos renais, os quais são influenciados diretamente pelo volume e composição dos 
fluidos corpóreos do feto e pela disponibilidade de água e eletrólitos maternos. O objetivo 
desse trabalho foi avaliar a maturidade renal pela identificação de proteínas de baixa massa 
molecular e alfa-fetoproteína por eletroforese em SDS-PAGE (12%). Foram obtidas 40 
amostras de líquido amniótico e alantoideano de 16 cadelas gestantes pela cesariana. A 
densidade óptica integrada (IOD) da banda protéica de 66kDa, considerada como alfa-
fetoproteínas, foi de 15,94 para o líquido amniótico e 13,3 para o alantoideano. Cinco bandas 
proteicas presentes em ambos os fluidos podem expressar a maturidade renal (32; 30; 28; 20 e 
12). Baseado nas informações e nos dados estatísticos obtidos com o experimento pode-se 
afirmar que a concentração proteica nos fluidos amniótico e alantoideano é um indicador 
viável para avaliação da maturidade renal em fetos caninos (p<0,05).  
 
Palavras-chave: maturidade renal, fluidos fetais, proteínas, canino. 
 
PROTEIN CONCENTRATION OF FETAL FLUIDS AS AN INDICATOR METHOD 

OF CANINE RENAL MATURITY 
 

ABSTRACT 
 
The fetal kidney, although immature during their development period, contributes to the fetal 
survival during maturation. The production of urine depends on several renal mechanisms, 
which are directly influenced by the volume and composition of the fetal body fluids and the 
availability of maternal water and electrolytes. The aim of this study was to evaluate renal 
maturity by identification of low molecular weight proteins and alpha-fetoprotein by 
electrophoresis in SDS-PAGE (12%). It was obtained 40 samples of amniotic and allantoic 
fluid of 16 pregnant bitches by cesarean section. The integrated optical density (IOD) of 
protein band with 66kDa, considered as alpha-fetoprotein, was 15.94 for the amniotic fluid 
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and 13.3 for the allantoids fluid . Five protein bands present in the both fluids can express the 
renal maturity (32, 30, 28, 20 and 12). With the information and statistical data obtained in 
this experiment, it can be conclude that the protein concentration in amniotic and allantoids 
fluids is a viable indicator for evaluation of the canine renal maturity (p <0.05). 
 
Keywords: renal maturity, fetal fluids, proteins, canine. 
 

CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA EN LOS FLUIDOS FETALES COMO 
MÉTODO INDICADOR DE LA MADUREZ RENAL EN PERROS 

 
RESUMEN 

 
El riñón fetal, aunque inmaduro durante su periodo de formación, contribuye a la 
supervivencia del feto durante su crecimiento. La producción de orina depende de una serie de 
mecanismos renales, que están directamente influenciados por el volumen y la composición 
de los fluidos corporales del feto y por la disponibilidad materna de agua y electrolitos. El 
objetivo de este estudio fue evaluar la madurez renal mediante la identificación de proteínas 
de bajo peso molecular y de alfa-fetoproteína utilizando electroforesis en SDS-PAGE (12%). 
Por medio de cesárea, fueron obtenidas 40 muestras de líquido amniótico y alantoideo de 16 
perras gestantes. La densidad óptica integrada (IOD) de la banda de la proteína de 66kDa, 
considerada como la alfa-fetoproteína, fue 15,94 para el líquido amniótico y 13,3 para el 
alantoideo. Cinco bandas de proteínas presentes en ambos fluidos pueden expresar la madurez 
renal (32, 30, 28, 20 y 12). Con base en la información y en los datos estadísticos obtenidos 
con el experimento se puede afirmar que la concentración de proteínas en los fluidos 
amniótico y alantoideo es un indicador viable para la evaluación de la madurez renal en fetos 
caninos (p <0,05). 
 
Palabras clave: madurez renal, líquidos fetales, proteínas, perros. 
 
INTRODUÇÃO  

 
Na medicina veterinária, a avaliação dos fluidos fetais tem sido estudada nas espécies 

bovina (1), caprina (2), ovina (3, 4) e canina (5-7), bem como em espécies silvestres, Kerodon 

rupestris (8), na busca por informações sobre os componenste bioquímicos e a fisiologia da 
maturação fetal. 

A determinação pré-natal da maturidade fetal é importante, principalmente, nos casos de gestação de alto 
risco, quando a idade gestacional não é conhecida, em casos de cesarianas, ou ainda, quando a gestação é 
mantida pela aplicação de progesterona exógena (9).  

O rim fetal, embora imaturo durante seu período de formação, contribui de forma 
decisiva para a sobrevivência do concepto no final de seu crescimento. A produção de urina 
está subjugada a uma série de mecanismos renais, os quais são influenciados diretamente pelo 
volume e composição dos fluidos corpóreos do feto e pela disponibilidade de água e 
eletrólitos maternos (10).  

A determinação de microglobulinas vesicais, é útil na avaliação da função renal do feto, 
sendo confirmado pela presença de microglobulinas no fluido amniótico (11). A coleta do 
material pode ser realizada no momento da cesariana (8) ou mesmo durante a gestação com 
auxílio de exame ultrassonográfico (12). As microglobulinas vesicais apresentam baixa massa 
molecular, variando de 10 a 30 kDa, sendo facilmente reabsorvidas no tubulo proximal. Com 
o avanço da gestação, as células do túbulo proximal aumentam a capacidade de absorção, o 
que favorece a transferência destas proteínas para o ambiente amniótico. Assim, a maturidade 
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renal pode ser definida pelo aumento da filtração glomerular e pela avaliação da maturidade 
das células tubulares mediante o transporte de diversas moléculas (13). 

A alfa-fetoproteína (AFP) é uma glicoproteína presente no sangue fetal, de massa 
molecular média de 66kDa, sintetizada pelo saco vitelino e, posteriormente, pelo trato 
gastrointestinal e fígado do feto, tanto em humanos quanto nos animais (14, 15). Alguns 
autores afirmam que a alfa-fetoproteína está altamente relacionada com a maturidade do 
concepto, visto que passa da urina fetal para o líquido amniótico (15-18).   

Os valores fisiológicos da AFP estão relacionados com a metodologia utilizada para sua 
detecção, no entanto, sua função biológica específica ainda é desconhecida (15,18).   

O presente estudo teve como objetivo avaliar a maturidade renal pela mensuração da 
concentração de proteínas totais, determinação de proteínas de baixa massa molecular e alfa-
fetoproteínas nos fluidos amnióticos e alantoideanos de cadelas, além de propor parâmetros 
fisiológicos que possam ser úteis na clínica obstétrica nesta espécie. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 

Foram colhidas 40 amostras de 16 cadelas gestantes submetidas à cesariana no Setor de 
Obstetrícia de Pequenos Animais da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) 
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu – SP. A idade gestacional 
foi determinada pela avaliação ultrassonográfica5, sinais clássicos de início de parto e 
aparência dos fetos. A raça, peso e idade das cadelas não foram levadas em consideração visto 
que a unidade de estudo foram os fetos com os anexos embrionários. 

Para a colheita das amostras, realizou-se primeiramente, a dissecação da membrana 
corioalantoideana e amniótica para identificação adequada dos fluidos. O material em 
duplicata foi armazenado em tubos plásticos de 1,5ml, previamente identificados. Antes de 
cada procedimento, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm, durante uma hora, à -4oC. 
Uma alíquota foi separada para avaliação da densidade óptica em espectrofotômetro, 
enquanto as demais amostras foram armazenadas em freezer à -20°C para dosagem de 
proteínas totais e realização da eletroforese.  

A concentração de proteínas totais das amostras de fluidos fetais foi obtida pela 
metodologia de Bradford modificado6. Neste método, as proteínas presentes reagem com o 
corante Coomasie azul brilhante e as variantes do azul encontradas são correlacionadas com 
as concentrações proteicas. O ponto de máxima absorção foi a 610 nm ou filtro laranja, sendo 
a leitura realizada em espectrofotômetro colorimétrico7 e os resultados expressos em mg/dL. 

A determinação das massas proteicas foi realizada pela técnica de eletroforese em gel de 
poliacrilamida a 12% acrescida de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), conforme descrito 
por Laemmli (10) e referendado para os líquidos fetais caninos por Barreto (5). Proteínas de 
massa molecular inferior a 40kDa foram consideradas indicativas de funcionalidade renal 
devido a falta de dados em cães, e as próximas de 66kDa foram consideradas como alfa-
fetoproteína. 

Durante o procedimento, foram aplicadas em cada gel, amostras dos líquidos amniótico 
e alantoideano e um marcador de baixa massa molecular8 10 a 250kDa. As amostras com 
indícios de contaminação com mecônio ou sangue foram excluídas.  

Para a confecção dos géis e corrida eletroforética utilizou-se duas placas de vidro, 
previamente limpas com álcool etílico a 96%, medindo 10x8cm, montadas em justaposição e 
separadas por espaçador de polietileno com 1,0mm de espessura.  

                                                 
5 Scanner 240 – Pie Medical 
6 Micropote – DOLES reagentes 
7 B582, Micronal, Brasil 
8 Rainbow Molecular Weight Markers- Amersham Pharmacia Biotech 
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Após a montagem da cuba eletroforética9, o gel de separação foi preparado e vertido 
entre as placas de vidro. A polimerização do gel ocorreu entre 15 a 30 minutos. Durante este 
intervalo, as amostras adicionadas com 5mg/µL de proteína total dos líquidos amniótico e 
alantoideano, foram diluídas em tampão da amostra, na proporção de 1:4 e fervidas à ±100ºC, 
durante 10 minutos.  

Posteriormente, o gel de empilhamento a 5% foi preparado e vertido sobre o gel de 
separação. Um molde de polietileno, em forma de pente, foi acomodado sobre o gel de 
empilhamento para formar canaletas que permitiam a aplicação das amostras. Após a 
polimerização do gel, foi adicionado o tampão de corrida já diluído na proporção de 1:4 
(tampão:água) e as placas foram colocadas na cuba de corrida de eletroforese. Finalmente, as 
amostras foram aplicadas às canaletas do gel, com exceção de uma canaleta específica, onde 
foi aplicado uma alíquota do marcador de massa molecular, com intuito de identificar e 
comparar as bandas proteicas.  

A cuba foi ligada a uma fonte estabilizadora para Eletroforese10 com miliamperagem 
constante de 24mA (12mA/gel) e voltagem máxima de 244V, por um período médio de duas 
horas.  

Após a corrida eletroforética, o gel foi retirado das placas de vidro e corados, 
inicialmente, com corante Coomasie azul brilhante, para verificar a separação, e então 
descorados e corados novamente com nitrato de prata, para avaliação das bandas protéicas. As 
imagens dos géis foram obtidas por um capturador de imagens11, e posteriormente, 
armazenadas na geladeira à 4°C, em vasilhas plásticas com água MilliQ. 

A leitura da imagem digitalizada foi realizada no Departamento de Biofísica do Instituto 
de Biociências da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu – SP, 
utilizando-se analisador de imagens com software12 específico, que demonstra a massa 
protéica e a densidade óptica integrada (IOD) de cada banda  

Os dados obtidos nos métodos propostos foram submetido à estatística descritiva (média 
e desvio padrão) e representados em forma de tabelas. As diferenças que apresentaram 
probabilidade de significância menor que 5% foram consideradas significativas para o teste-t. 
As análises foram executadas por meio do Proc Mixed, SAS versão 6.12. Na avaliação das 
densidades ópticas integradas e das massas das bandas protéicas foi efetivado cálculo de 
medidas descritivas (média e desvio padrão) com o auxílio do excel. 
 
RESULTADOS 
 

Os valores de média e desvio-padrão para proteínas totais encontradas no líquido 
amniótico (n=40) e alantoideano (n=40) de cadelas gestantes (n=16) foi de 22,29 mg/dl, ± 
16,19 e  37,86mg/dl, ± 12,52, respectivamente. Os valores encontrados apresentaram 
diferença significativa (p<0,05).  

As bandas proteicas presentes no gel de eletroforese, com massa molecular próxima a 
66 kDa, apresentou grande variação nos valores máximos e mínimos para a IOD, como 
observado na Tabela 1. Além disso, constatou-se que em várias amostras de líquido amniótico 
e alantoideano, as bandas proteicas estavam ausentes. 

 
Tabela 1. Valores médios, mínimos e máximos da Densidade Óptica Integrada (IOD) da 
banda protéica de massa próxima a 66kDa, presente no líquido amniótico (35/40) e 
alantoideano (27/40) de cadelas gestantes (n=16). 
 Líquido Amniótico Líquido Alantoideano 

                                                 
9 Hoefer MiniVE Vertical Eletrophoresis System - Amersham Pharmacia Biotech 
10 EPS 300 Power Supply – Amersham Pharmacia Biotech 
11 HpScanjet 3200C 
12 Image Master VDS and Analysis Software – Amersham Pharmacia Biot 
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(n=35) (n=27) 
Média 15,94 13,3 
Valores Mínimos 1,15 0,48 
Valores Máximos 95,95 60,25 
 

As massas e a IOD das bandas das proteínas de baixa massa, presentes nos líquidos 
amniótico e alantoideano, obtidas pela técnica de eletroforese em SDSPAGE (12%) estão 
descritas na Tabela 2 e demonstradas na Figura 1. 

 
Tabela 2. Média da Densidade Óptica Integrada (I.O.D.) das bandas proteicas (kDa) das 
proteínas de baixa massa, observadas no gel de separação (12%) presentes nas amostras (n) de 
líquido amniótico e alantoideano de cadelas gestantes (n=16). 

Bandas proteicas kDa I.O.D. 
 Líquido Amniótico (n) Líquido Alantoideano (n) 

40 56,95 (16) 105,66 (4) 
38 103,18 (13) 132,24 (12) 
36 51,72 (1) 65,59 (12) 
35 65,32 (2) 159,68 (3) 
34 193,91 (34) 42,15 (15) 
33 65,71 (11) 39,54 (15) 
32 61,72 (26) 43,09 (29) 
31 --- 22,62 (5) 
30 62,67 (33) 69,82 (32) 
29 35,51 (19) 26,89 (8) 
28 12,75 (28) 27,62 (26) 
27 8,55 (8) 17,69 (2) 
26 8,54 (5) 25,09 (28) 
25 6,15 (4) 6,38 (4) 
24 11,52 (26) 17,74 (12) 
23 15,89 (2) 2,84 (3) 
22 15,5 (32) 7,71 (14) 
21 3,23 (1) --- 
20 36,32 (26) 28,57 (24) 
19 --- 12,73 (5) 
18 25,88 (19) 45,88 (11) 
17 47,68 (13) 28,29 (1) 
16 14,97 (1) 63,27 (23) 
15 43,74 (15) 37,93 (1) 
14 68,84 (11) 46,85 (21) 
13 43,18 (24) 49,33 (1) 
12 43,08 (38) 66,14 (26) 
10 17,44 (34) 41,27 (16) 
9 --- 51,76 (6) 
8 8,01 (19) 14,64 (14) 
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Figura 1. SDS-PAGE das amostras de líquido amniótico (A) e alantoideano (B) de cadelas 
gestantes (n=16). A massa molecular das bandas protéicas foi expressa em kDa com padrão 
de massa molecular (M.P.M.). 
 
DISCUSSÃO  

 
Foram coletadas um total de 52 amostras de fluidos fetais de 16 cadelas, porém algumas 

apresentaram volume insuficiente para as análises propostas. Das 52 amostras somente em 40 
foram observadas paridade entre fluidos (amniótico:alantoideano) e volume adequado. 

Dos elementos bioquímicos presentes nos fluidos fetais, as proteínas são encontradas 
em maior abundância e participam ativamente da formação celular e tecidual (17, 19). A 
concentração média de proteínas totais do líquido amniótico (22,29±16,19) e alantoideano 
(37,86±12,52) (p<0,05) refletem a fisiologia diferenciada nos dois compartimentos fetais. Os 
valores observados nos fluidos convergem com os dados apresentados em trabalhos 
anteriormente realizados (6, 20). 

Já a dosagem de alfa-fetoproteína (AFP) pode ser utilizada como meio diagnóstico para 
se detectar alterações no fechamento do tubo neural e na funcionalidade renal (21-23). Os 
valores propostos para a massa molecular das alfa-fetoproteínas em humanos e em cães é de 
69kDa (18) e de 66kDa (14), respectivamente. Como as concentrações registradas estão 
altamente correlacionadas com a técnica de dosagem utilizada (15) e com a sensibilidade do 
teste (14) podem ocorrer divergências de dados. 

Das 40 amostras analisadas, a banda proteica de 66kDa estava presente em 35 amostras 
de líquido amniótico e em 27 amostras de líquido alantoideano. Foi observada a presença 
desta proteína em pelo menos um dos líquidos de todos os fetos, o que contruibuiu para 
reafirmar a utilidade das alfa-fetoproteínas na avaliação da maturidade fetal em cães.  

A presença de proteínas de massa molecular baixa também são indicativas de 
funcionalidade renal (11). Foram detectadas 30 bandas proteicas com massa molecular abaixo 
de 40kDa, assim, para considerá-las como indicadoras da maturidade renal, foi avaliada a 
densidade óptica integrada das bandas que estavam presentes em pelo menos metade mais um 
das amostras, ou seja, 16 amostras. 

Não foi realizada correlação das bandas entre os líquidos, visto que podem ser bandas 
proteicas de massa semelhante, mas eventualmente são bandas diferentes. 

Das 30 bandas detectadas, três não estavam presentes no líquido amniótico (31; 19 e 
9kDa) e uma no alantoideano (21kDa). A banda de massa molecular de 12kDa foi identificada 
em 38 das 40 amostras de líquido amniótico, sendo acompanhada das bandas 34 e 10kDa, que 
estavam presentes em 34 amostras. No líquido alantoideano a banda de massa 30kDa foi 
detectada em 32 das 40 amostras avaliadas, já a de 32kDa foi encontrada em 29 amostras.  

Das 27 bandas detectadas no líquido amniótico, dez estavam presentes em 24 amostras, 
enquanto das 29 bandas encontradas no líquido alantoideano, oito estavam presentes em mais 
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de 20 amostras. A presença de bandas protéicas de mesma massa molecular, em várias 
amostras, contribui para esclarecer a atividade metabólica do concepto, a comunicação dos 
dois compartimentos com a circulação fetal e o processo de formação dos fuidos fetais.  

Algumas bandas só foram identificadas em amostras específicas, como a de 36, 21 e 
16kDa no líquido amniótico e a de 17 e 13kDa no alantoideano. Este fato pode ser atribuído 
às particularidades do feto, visto que foram em amostras de cinco fetos diferentes.  

Cinco bandas protéicas presentes nos dois fluidos apresentam maior relação com a 
maturidade renal, visto que foram detectadas em mais de 20 amostras (32; 30; 28; 20 e 12). 

Cada gel utilizado permitia a visibilização das bandas protéicas com diferentes 
contrastes, assim foi realizada uma comparação adequada, o que reduziu as possibilidades de 
erros na interpretação. 

 
CONCLUSÃO 
 

A banda de massa molecular de 66 kDa (alpha-fetoproteína) foi detectada em pelo 
menos um dos dois líquidos estudados em cada feto, podendo refletir a fisiologia fetal e cinco 
bandas protéicas presentes em ambos os fluidos podem espelhar a maturidade renal, pois 
foram detectadas em mais de 20 amostras (32; 30; 28; 20 e 12) demonstrando que a 
concentração proteica dos fluídos fetais é um indicador viável da maturidade renal de cães. 
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