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Resumo: O objetivo do estudo foi validar a metodologia da imunoquimioluminescência (CLIA) através 
da imunoabsorção enzimática (ELISA), determinando a concentração sérica de progesterona em vacas 
de leite e de corte, durante o ciclo estral. Foram empregadas 30 vacas multíparas não-prenhes (12 
da raça Holandesa Preta e Branca e 18 Nelore). Vacas com corpo luteo foram escolhidas com vistas 
à sincronização do estro e da ovulação, mediante aplicação de 500 mcg de cloprostenol (im). Após a 
aplicação do luteolitico, os animais foram diariamente submetidos a exames de ultrasssonagrafia (US) 
ovariana para verificação da ovulação (=dia 01 do ciclo), bem como eram colhidas 02 amostras de san-
gue para a determinação da P4 pela CLIA e ELISA. As amostras eram centrifugadas para a obtenção do 
soro, e congeladas a -20 graus para posterior dosagem. Os valores de ELISA e CLIA foram comparados 
entre si mediante teste t pareado, regressão, ANOVA e coeficiente de determinação (R2), visando a 
verificação da sensibilidade e correspondência linear. A concentração de P4 originou perfis similares 
entre as duas metodologias; os perfis de P4 foram mais elevados em bovinos de corte, que nos de 
leite. A correspondência entre as metodologias resultou em elevado quociente de R2 nos perfis de P4. 
Concluiu-se que a CLIA pode ser empregada nas determinações hormonais da P4 serica bovina; a CLIA 
mostrou elevada correspondência linear com os valores da ELISA; a CLIA pode auxiliar as biotecnicas 
da reprodução nas determinações hormonais.

Palavras-chaves: Dosagem hormonal; Reprodução Bovina; Hormonio reprodutivo; Vaca Nelore; Vaca 
Holandesa;

Abstract: This study aimed to validate the methodology of immunochemiluminescence (CLIA) using 
an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to determine serum progesterone (P4) concentrations 
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in non-pregnant multiparous dairy (12 Holstein cows) and beef (18 Nellore cows) cows during the es-
trous cycle. Cows with corpus luteum were chosen for estrus and ovulation synchronization by admi-
nistering 500 mcg of cloprostenol. After luteolytic application, the animals were subjected to ovarian 
ultrasonography (US) daily to verify ovulation (day zero of the cycle) and two blood samples were 
collected for P4 determination using CLIA and ELISA. Samples were centrifuged to obtain serum and 
frozen at -20 °C for later measurement. ELISA and CLIA values were compared using the paired t-test, 
regression, analysis of variance, and coefficient of determination (R2) to verify sensitivity and linear 
correspondence. The P4 concentration determined by both methodologies showed a similar profile; 
the P4 profiles were higher in beef cattle than in dairy cattle. The correspondence between the metho-
dologies resulted in a high quotient for R2 the P4 profiles. It was concluded that CLIA can be used for 
hormonal determinations of bovine serum P4. CLIA showed a high linear correspondence with ELISA 
values and can thus aid reproductive biotechnologies for hormone determination.

Keywords: Hormone dosage; Bovine Reproduction; Reproductive hormone; Nellore cow; Holstein cow.

1. Introdução
Os crescentes desafios relacionados à produção e à reprodução de bovinos tem sido 

elencados como fatores limitantes para uma substancial expansão das biotécnicas da repro-
dução. Os estudos que objetivam proporcionar maior eficiência reprodutiva, frequentemen-
te tem se deparado com o aprofundamento das pesquisas, com destaque à inseminação ar-
tificial em tempo fixo (IATF), à transferência de embrião em tempo fixo (TETF) e à Fertilização 
in vitro (FIV), dentre outras. Para entender os desafios da baixa eficiência reprodutiva da IATF 
por exemplo, há que se conhecer os perfis hormonais da P4 dos animais submetidos aos 
protocolos(1). Técnicas de determinações hormonais empregando-se o radiominunaensaio 
(RIA) foram muito bem aceitas no passado recente. Mas, devido aos resíduos radioativos ori-
ginados por esta técnica, encontra-se em progressivo processo de redução de uso, devido ao 
lixo radiotativo gerado. Para minimizar essa limitação houve o desenvolvimento simultâneo 
dos testes da imunoabsorção enzimática (ELISA) (2) e o enzimimunoensaio (EIA) (3), os quais 
utilizam ensaios enzimáticos para a determinação hormonal. O ELISA tem-se mostrado uma 
metodologia promissora para determinações de vários parâmetros, sendo frequentemente 
utilizada, principalmente para as determinações da progesterona sérica de bovinos (1).

Outra metodologia para determinações de vários parâmetros séricos (hormônios ou 
não-hormônios) vem sendo utilizada como alternativa ao RIA e ao ELISA, e que tem demons-
trado boa correlação com o RIA, de sensível detecção, menor tempo de execução, menor 
custo e ínfimos efeitos ou resíduos indesejáveis dos seus reagentes (4,5,6,7) denominada de 
imunoquimioluminescencia (chemiluminescence assay; CLIA). A CLIA é amplamente empre-
gada nas dosagens de perfis sanguíneos de vários hormônios na medicina humana, incluin-
do-se a progesterona. A CLIA tem demonstrado várias vantagens para sua adoção por conta 
da metodologia poder executar milhares de determinações por dia, uma vez que tem um 
avançado fluxo de automação, tornando o processo das determinações com menor custo, 
e sem a interferência humana (v.g. pipetagem automática dos reagentes, homogeneização 
dos reagentes, reações... cálculos...etc...). A metodologia da CLIA fundamenta-se no princípio 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


Ciência Animal Brasileira | Brazilian Animal Science, v.25, 76907P, 2024.

Padilha I et al., 2024.

de emissão de luz, acarretando uma reação química (8), gerando uma energia luminosa. Ela 
apresenta elevada sensibilidade, menor tempo de execução das análises, reduzido custo, 
além de ausência de efeitos tóxicos (4,5). Além destes aspectos, as determinações hormonais 
por quimioluminescência, não necessitam de duplicatas de amostras e não requerem o uso 
de marcadores radioativos (6,7,9).

Dentre os hormônios que participam do ciclo estral dos animais, a P4 é um hormônio 
fundamental para a regulação do funcionamento do sistema reprodutor da fêmea. O cres-
cimento e o metabolismo folicular ovariano, e a sucessão das ondas de desenvolvimento 
(dinâmica folicular) são muito influenciados pela concentração circulante de P4(10). A deter-
minação da concentração de P4 tem sido utilizada para monitorar a capacidade funcional 
do corpo lúteo (11,12), para o diagnóstico precoce da gestação (11,13) e para análise de distúrbios 
endócrinos em fêmeas bovinas (14). A mensuração de progesterona no soro ou plasma de va-
cas é de vital importância na pesquisa e nas observações clínicas dos aspectos reprodutivos.

Cardoso (15), utilizou a imunoquimioluminescência como método analítico para avaliar 
as concentrações séricas de P4 (18 a 45 dias) em novilhas holandesas cíclicas e estabeleceu 
ligações com as funções reprodutivas, relatando correlação positiva entre o diâmetro do CL e 
a concentração de P4 (r2=0,22 P<0,0001). Os resultados obtidos com a quimioluminescência 
foram condizentes com os do RIA e de ELISA e foram capazes de determinar a ocorrência de 
ciclos estrais, assim como de avaliar a funcionalidade ovariana.

O presente estudo teve como objetivo validar CLIA como metodologia alternativa ao RIA 
e ELISA como método auxiliar na determinação dos parâmetros relacionados ao P4 para bio-
técnicas de reprodução animal. Neste contexto, o presente trabalho investigou a eficiência 
do CLIA na obtenção de concentrações séricas de P4 em vacas leiteiras e de corte durante o 
ciclo estral fisiológico e validou a metodologia utilizando ELISA. 

2. Materiais e métodos
O presente estudo foi aprovado na Comissão de Ética no Uso de Animais, pelo parecer 

nº 01686/2019. 

O estudo foi conduzido em vacas multíparas não lactantes e não-prenhes, em duas pro-
priedades situadas nas coordenadas Latitude: 25º39’27”S; Longitude:49º18’29”W; n=12), e 
Latitude: 26º10’13”S; Longitude:53º21’41”W. As vacas leiteiras (raça Holandesa preta e Branca; 
n=12) foram submetidas ao sistema de manejo free-stall, com alimentação à base de ração 
(Leitemax 18 AE, Agraria Nutrição, Guarapuava, PR, Brasil), silagem de milho (Zea mays), feno 
(Avena sativa) e sal mineral (BellNutri 90, Bellman, São Paulo, Brasil) e água ad libitum. As va-
cas de corte (Nelore; n=18) permaneciam em pasto rotacionado com forrageiras (Brachiaria 
decumbens), sal mineral (Maxicorte 17, Agraria Nutrição, Guarapuava, PR. Brasil) nos cochos 
e água ad libitum. Todos os animais eram vacinados contra as principais doenças que aco-
metem bovinos. Ao exame ginecológico prévios ao início do estudo (palpação transretal e 
exames de ultrassonografia) os animais estavam livres de distúrbios reprodutivos como cis-
tos ovarianos (folicular ou luteinico) e para-ovarianos, aderências dos ovários, endometrites.
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Critérios de seleção dos animais

Foram selecionados animais ciclando (presença de corpo lúteo, firmado por exames de 
ultrassonografia) e fora do período do puerpério tardio (16). As medidas do FD foram executa-
das medindo-se o diâmetro longitudinal + o diâmetro diagonal e dividido por 2 (17). 

Foi considerado ovulação quando se verificou ausência do folículo medido no dia ante-
rior, associado ao conteúdo de média ecogenicidade na fossa de ovulação. Foi considerado 
CL quando verificado conteúdo em tom de cinza no lugar do outrora FD, que tinha aspecto 
anecoico. Foi considerado Atresia do FD da 1ª. onda folicular quando o folículo do dia ante-
rior tinha sofrido redução nas suas dimensões (mm).

Indução ao estro, ultrassonografia e obtenção dos dados

Para a indução ao estro os animais foram submetidos a aplicação de 500 mcg de 
D-cloprostenol (im) (Ciosin, Zoetis, São Paulo). Vinte e quatro horas após a aplicação do luteo-
lítico, foram executados exames de ultrassonografia, visando o acompanhamento do folículo 
dominante (FD). Foi considerado o dia zero (d0) do ciclo estral ao se detectar a ovulação do 
FD assim como foi considerado um ciclo estral completo, quando os animais retornaram a 
nova manifestação do estro visível (detecção visível dos sinais de estro durante o dia), com 
a presença de um folículo pré-ovulatório. Após a verificação da ovulação, os ovários eram 
escaneados diariamente (período vespertino) com aparelho de ultrassom (Mindway, trans-
dutor 5.0, China) e os achados ovarianos anotados em fichas especificas, acompanhando-se 
as alterações das gônadas ao longo do intervalo entre as duas ovulações.

Coletas de sangue e determinações da P4

As coletas de sangue tiveram início no dia da ovulação (dia 0) e foram realizadas diaria-
mente. As amostras eram coletadas em tubos Vacutainer®, por punção da Vena caudalis, e 
acondicionadas em geladeira. Finalizados os trabalhos de campo do dia, o sangue era centri-
fugado e o soro armazenado em tubos eppendorf, identificados com o número do animal, o 
dia da coleta da amostra e armazenadas em freezer (-20ºC). As determinações da P4 pela ELISA 
e pela CLIA foram executadas todas no mesmo dia, após finalização dos trabalhos de campo. 

Determinações hormonais

Os níveis séricos de P4 foram determinados pelo enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA; Kit; placas com 96 poços; Bio Medix diagnostica, São Paulo- Brazil) e por imuno-
quimioluminescencia usando kit comercial para a CLIA (kit Access Progesterone; Beckman 
Coulter – USA). A sensibilidade do kit (CLIA) para a P4, tem uma variação de 0,10 a 40,0 ng/
mL. Informações do fabricante, esclarecem que amostras de soro contendo até 5 mg/dL de 
bilirrubina, até 500 mg/dL de hemoglobina e até 450 mg/dL de triglicerídios, não causam in-
terferência no teste. A variação intraensaio é menor que 10.0% aceitando-se os valores abso-
lutos, baseado nos procedimentos de dosagens de rotina em Laboratório para determinação 
da P4 (Curitiba, Paraná, Brasil). 
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Para as mensurações da P4 (CLIA), as amostras eram colocadas em uma máquina com 
processamento automático para as determinações. As determinações da P4 foram executa-
das em equipamento Beckman Unicel DxI 800. O teste Access Progesterone é um imunoen-
saio competitivo quimioluminescente com partículas paramagnéticas para a detecção quan-
titativa dos níveis de P4 no soro humano, utilizando os sistemas de Imunoensaio Access, no. 
Cat 33550 para 100 determinações (Beckman Coulter, INC, CA, USA). 

Critérios para a determinação da fase folicular e fase luteal do ciclo estral 

A fase folicular consiste no proestro (formação do folículo dominante => pré ovulatório) 
+ sinais externos do estro (comportamento e receptividade sexual, edema de vulva, etc) e a 
fase luteal consiste na formação e presença do CL + luteólise (18). As fases do proestro e estro 
são marcados por baixa concentração circulante de progesterona, enquanto as fases luteais, 
metaestro e diestro, são marcados por aumento gradual e altas concentrações de p4 no 
perfil sérico dos animais. 

Análise estatística 

Os resultados dos achados ovarianos foram calculados utilizando a média e o desvio 
padrão. As concentrações séricas de progesterona foram determinadas pelas metodologias 
ELISA (ng/mL) e CLIA (ng/mL) em vacas de leite e de corte e apresentadas sob a forma de 
gráficos obedecendo a concentração da P4 no dia referido do ciclo estral. As concentrações 
séricas de P4 de cada unidade amostral (vaca) determinadas por meio de ELISA e CLIA foram 
comparadas pelo teste t pareado. A relação entre as concentrações séricas de progesterona 
mensuradas por meio de CLIA entre as vacas de leite e de corte foi analisada por meio de 
regressão linear, utilizando modelo linear, pelo método de mínimos quadrados (MMQ), cuja 
aderência aos dados originais foi testada pela ANOVA e pelo valor de R-quadrado, com o ob-
jetivo de estimar a concentração sérica real (obtida pelo CLIA) por meio da mensuração uti-
lizando-se ELISA. Para todas as análises foram considerados significativos valores de p<0.05. 

3. Resultados 
A tabela 1 mostra os dados da dinâmica folicular ovariana por ultrassonografia após 

administração de PGF1 alfa para indução do estro. 

Tabela 1 Dimensões do folículo dominante (FD), atresia do FD (1ª. onda folicular), presença do 
Corpo lúteo (CL) pós ovulação, maior dimensão do CL e dimensão do folículo pré-ovulótorio (2ª. 
onda folicular) em vaca Holandesa preta e branca (HPB) e em Nelore, acompanhadas por exames 
de ultrassonografia. 

Grupo de vacas Dimensão do FD da 1ª. onda 

folicular pós ovulação (mm)

(x ± s)

Atresia do FD da 1ª. onda 

folicular (dia do ciclo)

(x ± s)

Presença do CL pós aplica-

ção da PGF2α (dia do ciclo) 

(x ± s)

Dimensão do FPO da 

2ª. onda folicular (mm)

(x ± s)

Nelore 8.9 ±1.0 15.0±1.7 4.0 ± 0.5 11.5 ± 1.4

Holandesa 11.41 ± 2.2 14.6±1.1 3.0 ±0.5 15.0 ± 1.5
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Os perfis da P4 durante o ciclo estral das vacas Bos taurus e Bos indicus estão contem-
plados nas Figuras 1, 3 e 5. Os valores de P4 correspondem a cada dia do ciclo estral acom-
panhado, determinados pelas metodologias ELISA e CLIA. Observou-se harmonia nas curvas 
de P4 entre as duas metodologias com a particularidade de que na metodologia ELISA os 
valores mostraram-se superiores aos de CLIA. Isso pode ser verificado em todos os gráficos. 
Os gráficos possibilitaram a percepção de que há uma correspondência linear entre os valo-
res obtidos nas vacas de leite e nas de corte, verificada pelo elevado valor de R², que variou 
de 0.947 a 0.964 sendo altamente significativo (p < 0.00001) (Tabela 2). A CLIA contemplou 
menores concentrações de P4 que nas mesmas amostras determinadas pelo ELISA. 

Tabela 2 Relação entre o CLIA e o ELISA em vacas Holandesa e Nelore, executados os testes de 
regressão linear e método dos quadrados mínimos. 

Valores da equação Vaca Holandesa Vacas Nelore Vaca Holandesa e Nelore

a 0.6393 0.787 0.577

R2 0.9864 0.9473 0.9643

Legenda: a: coeficiente do modelo ELISA= a * CLIA, em que Elisa e CLIA são as concentrações séricas de P4; R2: coeficiente 
de determinação múltipla; P: valor de p da ANOVA.

Figura 1 Perfis de progesterona sérica (ng/mL) em vaca Holandesa, mediante emprego da CLIA e 
ELISA, durante um ciclo estral.

Figura 2 Determinações de progesterona sérica pelas metodologias CLIA e ELISA durante um ciclo 
estral em vacas Holandesas.
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Nos gráficos 2, 4 e 6 observa-se uma correspondência linear entre os valores obtidos 
pelos dois métodos, verificada pelo elevado valor de R². Nos gráficos visualiza-se que o teste 
de ELISA superestima a concentração. O valor real pode ser obtido (conforme seria obtido 
pelo CLIA) aplicando-se a equação (Clia = 0,6393 * ELISA). Nos gráficos é possível observar 
que o ajuste foi significativo e que o coeficiente contribuiu significativamente para a equação.

Figura 3 Perfis de progesterona (ng/mL) em vacas de corte (Nelore) mediante emprego da CLIA e 
ELISA, durante um ciclo estral.

Figura 4 Determinações de progesterona sérica pelas metodologias CLIA e ELISA durante um ciclo 
estral em vacas Nelore.

Pode-se obter o valor real (conforme seria obtido pelo CLIA) aplicando-se a equação 
(CLIA = 0,787 * ELISA).
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Figura 5 Perfis de progesterona (ng/mL) mediante emprego da CLIA durante um ciclo estral em 
vaca Holandesa e Nelore.

Figura 6 Determinações de progesterona sérica pela metodologia CLIA durante um ciclo estral em 
vacas Holandesas e Nelore.

Pode-se observar a relação existente entre o CLIA em vacas de leite e de corte é 
(CLIA = 0,577 * ELISA).

4. Discussão
No presente estudo, ações de acompanhamento da dinâmica folicular ovariana median-

te exames de ultrassonografia, após a administração da PGF2α para indução ao estro, foram 
desenvolvidas. Observou-se o CL no 3º e 4º. dia após a ovulação respectivamente nas vacas 
HPB e Nelore (Tabela 1) corroborando relatos de Borges et al. (19). Após a ovulação e de acor-
do com a evolução da materialização do corpo hemorrágico, aconteceu a formação gradativa 
do CL (fase de metaestro precoce, médio e tardio) até sua formação, demandando 3 a 4 dias, 
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compatíveis com os teores de P4 séricos determinados. A concentração de P4 logo após a 
ovulação (dia 0) manteve-se em nível baixo, aumentando gradativamente a medida em que 
ocorria a reorganização tecidual na cratera de ovulação progredindo até a formação comple-
ta. No início do diestro, a concentração de P4 gradativamente elevou-se mantendo elevada 
por 11-14 dias em ambas as metodologias empregadas.

No presente estudo foi considerado validar a metodologia CLIA com o ELISA em bovinos 
de leite e de corte. Como observado nos gráficos houve correspondência linear entre ao valo-
res auferidos verificados pelo R2 de elevado valor (Tabela 2, Figuras 2, 4 e 6), como já haviam 
demonstrado Prus et al.(7), ao trabalharem com éguas cruzadas em uma estação reprodutiva. 
Os perfis sanguíneos de P4 nas vacas pesquisadas, evidenciam consonância com os achados 
obtidos nos exames de ultrassonografia executados, conforme os verificados por Kozicki et 
al.(6), ao executarem estudos em vacas Jersey. Neste processo de validação da metodologia 
CLIA (pelo ELISA) verificou-se que os valores da concentração da P4 na CLIA, para os mesmos 
dias dos exames, foram mais elevados no ELISA (Figuras 1,3,5). Houve harmonia das curvas 
dos perfis das vacas (HPB e Nelore) apresentados por ambas as metodologias, corroborando 
relatos de Prus et al. (7) trabalhando com éguas. Observou-se igualmente que os perfis oriun-
dos da CLIA nas vacas leiteiras, evidenciaram menores quantidades de P4 durante o ciclo 
estral, quando comparadas com as vacas de corte. A relação entre o CLIA em bovinos de leite 
e de corte resultou em 0.577 x ELISA. Isso pode ser justificado em função de que as vacas de 
leite detêm um metabolismo corporal mais intenso que as vacas de corte, resultando prova-
velmente nestas diferenças (20). A relação entre CLIA e ELISA mostrou-se significativa, sendo 
possível estimar com elevado valor de credibilidade de que a concentração de P4 obtida pelo 
CLIA é similar à de ELISA. Os 02 valores de p<0.0001 referentes a ANOVA e a regressão linear 
indicou que esse coeficiente pode explicar a variação de CLIA a partir dos valores de ELISA. 

Analisando-se ambas as metodologias, pode-se verificar que as fases de metaestro 
(crescente aumento da P4 em 1, 2, 3 e 4 pós ovulação) foram compatíveis entre si. Do mesmo 
modo, verificou-se que as metodologias acompanharam harmonicamente a fase de diestro, 
de modo a se observar elevação dos perfis de P4 para valores >6 (ELISA) e >3 (CLIA) no dia 5 
do ciclo estral, compatíveis com os relatos de Kozicki et al.(6). 

Borges et al. (19), avaliaram a dinâmica folicular, a regressão luteal e a concentrações de 
P4 em vacas das raças Gir e Nelore. O diâmetro do folículo ovulatório foi de 11,0 ± 0,9 mm, 
e o corpo lúteo foi detectado pela primeira vez por volta do dia 2,6 ± 0,7 após a ovulação, 
resultado este compatível com o verificado no presente estudo. No final do ciclo estral, a re-
dução nas concentrações de P4 não foi acompanhada pela proporcional diminuição na área 
do corpo lúteo (21), demonstrando que a regressão funcional (redução da P4 sérica), precede 
à regressão morfológica do corpo lúteo (22). Concentrações de P4 atingem valores máximos 
nos dias posteriores à estabilização da área e do volume do corpo lúteo (9º. dia) (19), condição 
que foi verificada em nosso trabalho, uma vez que os valores máximos de P4 verificados si-
tuaram-se entre o 9º e o 16º dia do ciclo estral. 

Nos bovinos, entre os dias 15 e 17 do ciclo, período crítico do início da luteólise, ocor-
re significativo aumento da secreção endometrial de PGF2α, na ausência de um embrião 
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viável(23), portanto os baixos níveis de P4 registrados no final do ciclo estral deveram-se a 
este fator, quando ocorreu a queda aos níveis circulantes basais (< 1,0 ng/mL). Estes acha-
dos foram evidenciados, no presente estudo nos dias 20, 21 e 22 do ciclo, dias que antece-
deram a próxima ovulação, corroborando os resultados verificados por Duchens et al. (24) e 
Sunderland et al. (25). As rápidas alterações observadas no padrão de secreção de P4 durante 
a luteólise não são acompanhadas de modificações significativas do CL, que tem seu volume 
reduzido pela metade, somente após 12 horas (26). 

Os dados verificados no presente estudo confirmam a hipótese de que a CLIA pode ser 
utilizada para determinar a concentração de P4 em soro sanguíneo de bovinos. Sendo capaz 
de indicar presença ou ausência de corpo lúteo, constituindo-se em mais um método alter-
nativo para determinação da P4

5. Conclusão
Concluiu-se que a CLIA evidenciou alta correspondência linear com os valores da ELISA 

validando a metodologia; a CLIA pode ser empregada, como um valioso método para as de-
terminações hormonais da P4 serica bovina; a CLIA pode proporcionar substancial ajuda às 
biotecnicas da reprodução (IATF, TE, TETF, Superovulação, FIV, dentre outras), ao evidenciar 
capacidade de determinar a concentração de P4 sérica nas fases folicular e luteal do ciclo 
estral de bovinos.
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