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RESUMO 
 

Ovinos são caracterizados como animais poliéstricos estacionais, onde a atividade 

reprodutiva está intensificada em determinadas épocas do ano, com interdependência de 

uma maior ou menor exposição à luz solar ou fotoperíodo. Apesar da produção 

espermática de carneiros se manter por todo ano, é sabido que há uma queda da qualidade 

seminal durante o período de estação não reprodutiva principalmente em regiões de clima 

temperado onde esse efeito do fotoperíodo é pontual. Entretanto, poucos estudos têm se 

dedicado à influência do fotoperíodo na reprodução de ovinos em regiões de clima tropical 

onde a variabilidade do fotoperíodo é menor. O objetivo deste experimento foi testar a 

eficácia do uso de melatonina exógena na melhoria da qualidade seminal em carneiros 

deslanados no Agreste Meridional do Estado de Pernambuco. Oito carneiros da raça Santa 

Inês foram divididos em 2 grupos de 4 animais, um grupo tratamento (GT), submetidos a 

implantes subcutâneos de melatonina exógena (Melovine®, CEVA), e um grupo controle 

(GC) , submetidos a solução salina 1 mL (placebo) subcutâneo, foram mantidos em 

apriscos com luminosidade média de 11h26’h/dia, por 120 dias. Durante esse período foi 

avaliado o efeito da melatonina exógena na circunferência escrotal, concentração 

espermática e concentrações séricas de testosterona e melatonina através de coletas 

quinzenais no horário matutino e vespertino para estabelecer a influência nas 

concentrações desses hormônios, correlacionando assim, com a ação da sazonalidade. Os 

dados foram comparados através de análise de variância (ANOVA). Os contrastes entre 

médias foram avaliados através do método de Student-Newman-Keuls. Houve um aumento 

significativo na concentração sérica de melatonina no GT comparado ao GC, nas 3 

primeiras coletas matutina e vespertina (p<0.05). Nas 2 últimas coletas não foi observado 

diferenças. A concentração sérica de melatonina demonstrou um ritmo característico de 

noite/dia em ambos grupos GT e GC com diferença significativa na concentração média no 

GC da melatonina na manhã (3.9 pg/mL) comparado com a amostra da noite (59.56 

pg/mL), entretanto, essa diferença não foi observada no GT (572.45 pg/mL vs 939.52 

pg/mL). O aumento da concentração sérica de melatonina foi diretamente proporcional ao 

aumento da circunferência escrotal. Foi observado ainda, aumento significativo na 

concentração espermática no GT 45 dias após a colocação dos implantes. A concentração 

de testosterona sérica aumentou significativamente no GT 45 dias após a colocação dos 

implantes quando iniciou uma queda na concentração de melatonina. Os resultados deste 

trabalho demonstraram que o tratamento com melatonina exógena em carneiros deslanados 

em região tropical teve um efeito positivo no aumento da circunferência escrotal, no 

aumento da concentração espermática e no aumento da concentração sérica de testosterona 

sugerindo que mesmo em regiões tropicais onde não há uma diferença marcante de 

fotoperíodo, a melatonina participa ativamente dos processos reprodutivos. 

Palavras chaves: fotoperíodo, sêmen, circunferência escrotal, testosterona.  

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Ovine are characterized as seasonal poliestrous animals, where reproductive activity is 

intensified in certain times of the year, with interdependence of a greater or lesser exposure 

to sunlight or photoperiod. Although sperm production of rams stay stead the whole year, it 

is well known that there is a drop of seminal quality during the period of non-reproductive 

breeding season mainly in temperate regions where such photoperiod effect is punctual. 

However, few studies have been devoted to the influence of photoperiod on reproduction 

of sheep in tropical regions where variability of photoperiod is shorter. The objective of 

this experiment was to test the effectiveness of exogenous melatonin on seminal quality 

improvement in hair sheep at Agreste Meridional Region of Pernambuco State. Eight Santa 

Inês hair sheep were divided into 2 groups of 4 animals, a treatment group (TG), subjected 

to exogenous melatonin subcutaneous implants (Melovine ®, CEVA), and a control group 

(CG) subjected to subcutaneous application of 1 mL of saline as a placebo. Both groups 

were kept in barns with a mean luminosityof 11.26 hrs/day, for 120 days. During this 

period, it was evaluated the effect of exogenous melatonin on scrotal circumference, sperm 

concentration and serum concentrations of testosterone and melatonin by nightly and 

morning blood sample collections to establish influence in the concentrations of these 

hormones, correlating with the effect of seasonality. Data were compared using analysis of 

variance (ANOVA). The contrasts between means were evaluated through Student-

Newman-Keuls test. There was a significant increase in serum concentration of melatonin 

in TG compared to CG, on the first 3 morning and evening collections (p < 0.05). No 

differences were observed in the 2 latest. Serum concentration of melatonin has 

demonstrated a night/day rhythm characteristic in both TG and CG groups with a 

difference in the mean concentration ofCG melatonin in the morning (3.9 pg/mL) 

compared with the night sample (59.56 pg/mL), however, this difference was not observed 

in TG (572.45 pg/mL vs 939.52 pg/mL). An increased serum concentration of melatonin 

was directly proportional to the increase in scrotal circumference. Also, a significant 

increase was observed in sperm concentration in TG 45 days after the placement of 

implants. Serum testosterone concentration increased significantly in TG 45 days after 

placement of the implants when it began a decline in concentration of melatonin. The 

results of this study demonstrated that treatment with exogenous melatonin in hair sheep at 

tropical region had a positive effect on scrotal circumference, on sperm concentration and 

on serum testosterone concentration suggesting that even in tropical regions where there is 

not a marked difference in photoperiod, melatonin plays a role in the reproductive 

processes.  

Key words: photoperiod, semen, scrotal circumference, testosterone. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

 No Brasil a ovinocultura representa uma fonte produtivamente rentável e que oferece 

possibilidades para pequenos, médios e grandes produtores, contribuindo para o 

crescimento econômico da localidade em que estão inseridas. Desta forma, vem ocupando 

lugar de destaque pela avaliação do seu crescimento nacional por regiões (BODEN; 

KENNAWAY, 2006). 

 O efetivo brasileiro de ovinos é de 17.662,201 milhões de cabeças (IBGE, 2011). 

Mesmo sendo um negócio economicamente rentável, a produção/oferta de carne ovina 

ainda não atende o mercado interno, dessa forma o Brasil continua importando carne 

ovina, isso justifica a importância do agronegócio da ovinocultura como estratégia para o 

desenvolvimento rural (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2008). Dessa forma, a ovinocultura passa 

a ser um elemento importante dos sistemas de produção da pecuária brasileira com 56,7% 

do rebanho na região Nordeste. Este efetivo tem como finalidade a produção de carne e 

leite, com raças deslanadas (IBGE, 2010). 

 A produção de carne ovina no mundo tem levado os produtores a buscarem novas 

biotecnologias, com o intuito de melhorar a genética e padrões de reprodução e aumentar a 

produtividade e lucratividade (VASCONCELOS; VIEIRA, 2003; OLIVEIRA, 2004 apud 

OLIVEIRA; SANTOS; CAVALCANTI, 2012). Para tanto, vários métodos tem sido 

empregados para controlar e aumentar a fertilidade do rebanho, tentando atingir equilíbrio 

entre a produção e o consumo (HAFEZ; HAFEZ, 2004).  

 A raça Santa Inês vem obtendo grande importância na ovinocultura moderna, 

utilizada como raça pura ou para cruzamentos industriais (OLIVEIRA; LIMA, 1994). Em 

tais sistemas de produção, a eficiência reprodutiva é o principal fator limitante da 

lucratividade (MATOS et al., 1992).  

 A cadeia produtiva da caprino-ovinocultura tem grande importância socioeconômica 

para o Estado de Pernambuco e um potencial pouco aproveitado ou subestimado, tanto 

pelos produtores quanto pelos institutos de fomento e geração de renda e trabalho 

(SIMPLÍCIO; SIMPLÍCIO, 2006).  

 A atividade reprodutiva do macho ovino pode ser influenciada por fatores climáticos 

e nutricionais. Na região Nordeste do Brasil, a disponibilidade de forragens na pastagem 

nativa tanto na época seca quanto na chuvosa e as altas temperaturas ambientais, na época 
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seca, são indicadas como os principais fatores relacionados às variações na qualidade do 

sêmen durante o ano. No entanto, diversos estudos têm demonstrado que as raças 

deslanadas são bem adaptadas à região, sofrendo pouca influência dos fatores climáticos 

sobre a produção espermática (MAIA; MEDEIROS; LIMA, 2011).  

 Fatores como raça, idade (BELIBASAKI; KOUIMTZIS, 2000; SNOWDER; 

STELLFLUG; VAN VLECK, 2002) e estacionalidade (ROSA; JUNIPER; BRYANT, 

2000a), além dos fatores hormonais e sociais podem agir como geradores de interferências 

positivas ou negativas para a fertilidade dos animais de ambos os sexos (DICKSON; 

SANFORD, 2005; STELLFLUG; LEWIS, 2007). 

 A relação entre a luminosidade e o sistema gerador de pulsos de LH em ovinos, é 

bem estudada. Os sinais luminosos são captados pelos fotorreceptores dos olhos, 

transmitidos pelo sistema nervoso monossináptico ao hipotálamo e depois para a glândula 

pineal, que converte de sinal nervoso a sinal hormonal, com característica de um ritmo 

circadiano de secreção de melatonina (SÁ, 2002). A duração da secreção de melatonina é 

diretamente proporcional ao comprimento da noite, período que ocorre a sua produção, 

pois na presença da luz, a secreção de melatonina é inibida. Portanto, existe um ciclo 

circadiano de liberação que normalmente coincide com o ciclo luz-obscuridade. 

 A melatonina exógena é comercializada na forma de pellet de 18mg recoberto por 

fina camada de polímeros, que permite uma liberação constante durante 70 dias após sua 

introdução no tecido subcutâneo do animal, mimetizando uma condição de ausência de 

luminosidade ambiente, mesmo em condições de fotoperíodo longo de primavera 

(STAPLES et al., 1992). Entretanto, é de nosso conhecimento que não há na literatura 

avaliação do efeito da melatonina exógena em carneiros nas regiões tropicais onde a 

influência do fotoperíodo é menos atuante. 

 A investigação dos efeitos da utilização da melatonina exógena na qualidade seminal 

de ovinos criados na Mesorregião do Agreste Pernambucano possibilitará compreensão  

dos mecanismos envolvidos e seus efeitos no fotoperíodo em carneiros deslanados e, 

possivelmente, o estabelecimento desse hormônio como estímulo hormonal, fortalecendo 

assim a cadeia produtiva desta região. No Nordeste do Brasil, a variabilidade de 

fotoperíodo é mínima em virtude da proximidade da Linha do Equador e há poucas 

informações sobre a influência da sazonalidade nessas regiões. O conhecimento das 

variações sazonais na reprodução de pequenos ruminantes nessas regiões pode representar 

um avanço científico, favorecendo ou não a utilização de melatonina exógena.  

7 
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 Do nosso conhecimento não existem estudos sobre o uso de implante de melatonina 

em carneiros nas regiões tropicais, o que justifica sobremaneira nosso experimento. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Geral:  

 

 

 Avaliar o efeito da melatonina exógena (Melovine
®
, CEVA) na qualidade seminal 

dos reprodutores da raça Santa Inês no Estado de Pernambuco, observando a influência do 

fotoperíodo, em região tropical. 

 

 

2.2 Específico:  

 

 

1. Avaliar o efeito da melatonina exógena (Melovine
®
, CEVA) na circunferência 

escrotal de carneiros deslanados durante o período do experimento em região 

tropical. (no período de junho a setembro de 2012). 

2. Avaliar o efeito da melatonina (Melovine
®
, CEVA) na concentração sérica da 

testosterona. 

3. Avaliar o efeito da melatonina (Melovine
®
, CEVA) na concentração espermática de 

reprodutores da raça Santa Inês.   
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1 Sazonalidade  

 

 

Quanto à sazonalidade, o seu principal marcador para os organismos é a mudança 

no fotoperíodo, que pode ser reprodutível e previsível devido às mudanças de estação 

durante o ano (VANECEK, 1998; GOLDMAN, 1999). A partir do solstício de inverno, 

cessa o estímulo dos dias curtos e, consequentemente, da melatonina, no eixo 

hipotalâmico-hipofisário-gonadal. Carneiros de lã grossa, originários de regiões próximas 

do pólo, mostram-se mais sensíveis ao fotoperíodo que as raças de lã fina, originárias das 

faixas equatoriais. Por se tratar de característica herdável, raças oriundas do cruzamento 

das de lã grossa x lã fina mostram comportamento intermediário (SÁ, 2002). Com base no 

fotoperíodo, os animais foram classificados em: a) animais de dias longos, no qual se 

incluem os equinos, cuja atividade sexual se manifesta após o solstício de inverno, ou seja, 

quando os dias crescem; b) animais de dias curtos, no qual são inseridos os ovinos e 

caprinos, cuja atividade sexual se manifesta após o solstício de verão, ou seja, quando os 

dias decrescem (SÁ, 2002; FRANDSON; WILKE; FAILS, 2011). 

 A escolha da época para a realização da estação de reprodução deve ser baseada nas 

condições climáticas da região, capacidade de reprodução do macho e da fêmea e na 

disponibilidade de alimento durante os períodos de nascimento das crias e de lactação 

(SELAIVE-VILLARROEL, 1989).  

 A sazonalidade reprodutiva é uma característica adaptativa que se desenvolveu ao 

longo de milhões de anos. Essencialmente, ela procura ajustar os momentos em que as 

necessidades energéticas dos animais são máximas (fase final do desenvolvimento fetal e 

fase inicial da lactação e do desenvolvimento pós-natal) ao período do ano em que as 

condições climáticas e as disponibilidades de alimentos são particularmente vantajosas 

(VALENTIM; CORREIA; AZEVEDO, 2006).  

 Os ovinos, originários das regiões temperadas ou frias do globo terrestre, 

apresentam uma atividade reprodutora sazonal que é, fundamentalmente, ditada pelo ciclo 

anual de variação do período diário de luz (fotoperíodo). São denominados reprodutores de 
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“dias curtos”, uma vez que as cobrições têm lugar, maioritariamente, nos meses de verão-

outono (fotoperíodo decrescente) (VALENTIM; CORREIA; AZEVEDO, 2006). 

 A sazonalidade depende de vários outros fatores ambientais – temperatura, umidade 

relativa do ar, pluviosidade. – de fatores ligados ao animal – patrimônio genético, idade, 

sexo, condição corporal. – e de fatores de manejo – alimentação, estado sanitário, 

interações sociais. – que, dependendo da situação, podem mesmo sobrepor-se ao 

fotoperíodo (VALENTIM; CORREIA; AZEVEDO, 2006).  

 Nos ovinos, a sazonalidade reprodutiva continua a ser alvo de intensos estudos pois, 

para além da sua natureza fisiológica não ser totalmente conhecida, porque é condicionada 

por múltiplos fatores endógenos e exógenos, afeta significativamente a gestão e a 

rentabilidade das explorações ovinas (VALENTIM; CORREIA; AZEVEDO, 2006).  

 No Brasil devido a sua extensa área territorial, em algumas regiões como o Sul e o 

Norte, os animais sofrem influência ao fotoperíodo. Mas de uma maneira geral os animais 

adaptados às condições brasileiras com o passar do tempo perdem estas características, e 

geralmente apresentam cio o ano todo, apenas limitado quando há carências nutricionais e 

sanitárias (GRANADOS; DIAS; SALES, 2006).  

 No caso dos ovinos, oriundos geneticamente da África e países do Hemisfério Sul 

(Santa Inês, Dorper), não é clara a influência da estacionalidade, mas percebe-se uma 

maior concentração de partos em determinado período do ano, porém alguns estudos 

devem ser realizados, para diferenciar a influência nutricional e/ou fatores reprodutivos. 

No caso de ovinos oriundo do Hemisfério Norte (Laucune, Bergamácia), ainda preservam 

a característica da estacionalidade reprodutiva (GRANADOS; DIAS; SALES, 2006).  

 Caprinos e ovinos são conhecidos como animais de dias curtos, ou seja, seu período 

de atividade sexual ocorre durante os dias de menor intensidade de luminosidade (8 

horas/luz), com inibição da atividade reprodutiva durante os dias longos (16 horas/luz). 

Essa característica foi herdada de raças de locais de clima temperado, onde o fotoperíodo é 

bem caracterizado durante o ano (ABELLA, 1986), o que torna possível a utilização de 

iluminação artificial para o manejo reprodutivo dessas espécies (CHEMINEAU et al., 

1992). O tamanho da estação reprodutiva varia inversamente com a latitude, aumentando 

enquanto a latitude diminui. Em pequenos ruminantes, altas latitudes causam marcada 

estacionalidade (ABELLA, 1986; MIES FILHO, 1987; LEBOEUF; RESTALL; 

SALAMON, 2000).  
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 Modificações estacionais na atividade reprodutiva são menos marcantes nos 

carneiros quando mantidos mais próximos da zona equatorial. Isto ocorre porque, nestas 

áreas, as flutuações do fotoperíodo são menos pronunciadas (SOUZA et al., 2007); no 

entanto, Bicudo (1999) verificou, em carneiros da raça Ideal-Polwarth criados no estado de 

São Paulo-Brasil, onde o clima é tropical, menores concentrações plasmáticas de 

testosterona e androstenediona no inverno.  

 Já em clima temperado, Rosa, Juniper e Bryant, (2000a) verificaram que os 

carneiros sofreram flutuações sazonais na atividade endócrina, no comportamento sexual e 

na gametogênese, bem como na massa e no volume testicular. Thiéry et al. (2002) 

observaram que, durante a primavera, a produção de espermatozóides não é 

completamente suprimida, mas é quatro vezes inferior à produção durante o outono.  

 Na década de 50, Hafez (1952 apud ARROYO, 2011) mencionou que as ovelhas de 

origem equatorial apresentam uma estacionalidade reprodutiva reduzida, que são capazes 

de reproduzir durante todo o ano. Em estudos mais recentes, observou-se a diminuição da 

atividade estral nos meses de fevereiro a maio, atribuída a deficiências nutricionais e 

fatores ambientais como temperatura e umidade (HEREDIA et al., 1991; GONZÁLEZ-

REYNA et al., 1991; GONZÁLEZ-REYNA et al., 1992 apud ARROYO, 2011). 

 Arroyo et al.(2007 apud ARROYO ,2011) propuseram que ovelhas Pelibuey tem 

três respostas ao fotoperíodo: na primeira, incluindo cerca de 40% das fêmeas e sugere que 

as ovelhas são sensíveis a pequenas mudanças no fotoperíodo, típico de regiões equatoriais 

apresenta anestro sazonal, um segundo grupo, que em rebanhos poderia chegar a 60% das 

fêmeas, são insensíveis às variações na amplitude do fotoperíodo equatorial e ovula 

durante todo o ano, e um terceiro grupo , tendo uma variação do limiar de alta resposta ao 

fotoperíodo, que ovulam mesmo quando exposto a alta latitude (>35°), demonstrando alta 

variabilidade e possível individualidade por animal.  

 Os carneiros das raças Merina Branca, Merina Preta e Campaniça apresentaram 

alguma sazonalidade reprodutiva, mas mantiveram a capacidade de produzir sêmen de boa 

qualidade ao longo do ano (BETTENCOURT, 1999). 
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3.2 Localização geográfica e fatores ambientais 

 

 

 Os ovinos são uma espécie poliéstrica sazonal, sendo o fotoperíodo o principal fator 

que influencia esta sazonalidade (HAFEZ, 1987). Assim, todas as raças ovinas originárias 

de latitudes médias ou altas (>30º segundo Lincoln, (1992) ou >40º de acordo com 

CHEMINEAU et al., 1992), onde a amplitude das variações anuais no número de horas de 

luz diária é grande, apresentam variações sazonais na sua atividade reprodutiva em ambos 

os sexos (ORTAVANT et al., 1985). 

 A localização geográfica tem um efeito marcante na duração da estação 

reprodutiva, verificando-se que animais explorados em latitudes maiores, em virtude da 

maior amplitude de variação do fotoperíodo, apresentam uma sazonalidade mais marcada 

comparativamente a animais localizados na região equatorial (HULET et al., 1974).  

 No estudo de diferentes raças, no que diz respeito a padrões reprodutivos sazonais, 

nenhum dos critérios de avaliação isolado constitui um índice de avaliação credível. No 

entanto, a avaliação dos vários critérios combinados, dará uma melhor estimativa das 

diferenças que possam existir entre raças (BETTENCOURT, 1999).  

 Uma grande variedade de fatores ambientais, tais como a estação do ano, o 

fotoperíodo e a nutrição, representam fontes de variação do libido e capacidade de serviço 

do carneiro (ALBERIO; COLAS, 1976). Existem também variações significativas entre 

raças (HULET et al., 1962; FLECHER, 1979, POULTON;  ROBINSON, 1987), sendo 

estas diferenças mais acentuadas em animais jovens (LAND, 1970).  

 Apesar do aumento do fotoperíodo na primavera diminuir a produção de sêmen em 

carneiros, estes são produtores permanentes de sêmen ao longo do ano (COUROT, 1979). 

O volume do ejaculado apresenta variações sazonais durante a estação reprodutiva, 

aumentando de agosto para novembro, coincidindo os valores máximos de volume obtido 

com os valores máximos de concentração de testosterona (SANFORD; PALMER; 

HOWLAND, 1977). Os ejaculados de carneiros expostos a fotoperíodo crescente contêm 

mais células com formas anormais do que os de carneiros expostos a fotoperíodo 

decrescente (COLAS, 1983).   

 Segundo Girão e Medeiros (1987), nas regiões de clima temperado (altas latitudes), 

a atividade reprodutiva dos ovinos é afetada pela estação do ano, sendo o fotoperíodo o 

fator-chave no desencadeamento do ciclo reprodutivo. Nas regiões tropicais, onde o 
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fotoperíodo varia muito pouco, como é o caso do Nordeste do Brasil, a espécie ovina não 

apresenta estacionalidade reprodutiva, podendo se reproduzir durante todo o ano. Nesta 

região, o desempenho reprodutivo do carneiro é influenciado principalmente pela nutrição 

e pelo sistema de criação (manejo extensivo).  

 Os ovinos são animais de ciclo poliéstrico sazonal. Nas regiões temperadas e 

polares, o fotoperíodo é o principal fator regulador da sazonalidade (HAFEZ, 1987; apud 

BETTENCOURT, 1999). Assim, todas as raças ovinas originárias de latitudes superiores a 

30º (LINCOLN, 1992) ou 40º (CHEMINEAU et al., 1992; apud BETTENCOURT, 1999), 

onde a amplitude de variação do fotoperíodo é elevada, apresentam variações sazonais na 

sua atividade reprodutiva (ORTAVANT et al., 1985; apud BETTENCOURT, 1999). A 

alimentação, o estado nutricional, as condições climáticas, a genética, a idade, o sexo e os 

fatores sociais desempenham igualmente um papel importante na regulação da atividade 

reprodutiva e na profundidade do anestro sazonal (SADLIER, 1969; MARTIN et al., 1990; 

CHEMINEAU, 1992; PÉREZ et al., 1998; MARTIN et al., 2002; apud VALENTIM, 

2004).  

 Embora todas as espécies sejam sensíveis a alterações no fotoperíodo, a intensidade 

das respostas às mudanças de luz e as suas consequências variam muito de uma espécie 

para outra. Nas espécies de dias curtos, cuja atividade sexual está concentrada nos dias de 

declínio do ano, ovinos e caprinos são as mais sensíveis ao fotoperíodo, enquanto os 

porcos manifestam uma resposta menor às alterações da duração do dia. Entre os de dias 

longos como as espécies bovina e equina, estes últimos são mais sensíveis em termos de 

sua reprodução. Também os machos mostraram alterações quantitativas e significativas na 

produção de sêmen. Como também, na produção espermática diária dos carneiros da raça 

Ile-de-France, (DACHEUX et al., 1981). A sazonalidade tende a desaparecer nas raças 

mais próximas do Equador.  

 

 

3.3 Perímetro Escrotal 

 

 

Nos machos, a sazonalidade é expressa por meio de mudanças marcantes no 

perímetro escrotal e no consequente aumento da concentração de andrógenos 

(DELGADILLO; CHEMINEAU, 1992). 
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As dimensões testiculares em todas as espécies estão diretamente relacionadas com 

a produção espermática, uma vez que esta produção depende do número de 

espermatozóides produzidos por grama de tecido testicular (LOPATE; LEBLANC; 

KNOTTENBELT, 2003). 

 Em ovinos, o perímetro escrotal tem alta correlação positiva (r = 0,86) com aspecto, 

concentração e turbilhonamento do sêmen, diâmetro dos túbulos seminíferos, peso do 

epidídimo, peso das glândulas vesiculares, bem como com a produção espermática, 

capacidade de serviço, desenvolvimento sexual, comprimento e largura testiculares em 

ambas as estações (NUNES, 1982). Nessa espécie, o tamanho testicular influencia a 

produção de sêmen em carneiros (AMANN, 1970; ORTAVANT, 1959).  

 A maior parte das raças de caprinos e ovinos tem sua origem em países de clima 

temperado, causando, nesses animais, uma marcada variação sazonal reprodutiva. O 

decréscimo de horas/luz estimula a secreção de LH pela hipófise, via GnRH do 

hipotálamo, o que leva ao crescimento testicular e a consequente liberação de testosterona 

(DELGADILLO; CHEMINEAU, 1992).  

 A circunferência escrotal mostrou-se também relacionada com turbilhonamento, 

motilidade individual progressiva e concentração espermática, podendo ser utilizada como 

indicador da qualidade seminal. No entanto, a libido não apresenta associação com a 

circunferência escrotal em animais jovens (SOUZA et al., 2009).  

 Na medida em que o peso testicular é uma característica difícil de medir com 

precisão, em animais vivos, Knight (1977) observou que outros indicadores do tamanho 

testicular, tais como a circunferência escrotal, o volume escrotal e o diâmetro escrotal 

médio, encontram-se correlacionados significativamente quer com o número de 

espermatozóides nos testículos e epidídimos, quer com o peso testicular. 

 

 

 

3.4 Efeito do fotoperíodo no perímetro escrotal 

 

 

 O efeito do fotoperíodo no grau de desenvolvimento testicular tem sido 

demonstrado por (DYRMUNDSSON; SIGTRYGGSSON; THORSTEINSSON, 1981; 

DERYCKE; BISTER; PAQUAY, 1988). No entanto, até determinada idade (cinco meses 
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em borregos Ile-de-France), o desenvolvimento testicular não é influenciado pelo 

fotoperíodo de acordo com Alberio e Colas, (1976). A estação de nascimento influencia 

significativamente o desenvolvimento testicular do borrego em crescimento (COUROT; 

REVIERS; PELLETIER, 1975; LAND; DRURY; FORDYCE, 1979). 

 Em carneiros adultos, o peso testicular varia ao longo do ano, com valores mínimos 

e máximos, respectivamente na primavera e final do verão, tendo-se registrado diferenças 

da ordem dos 200g em fevereiro-março para valores superiores a 350g em julho, em 

carneiros Ile-de-France (PELLETIER, 1970). O diâmetro escrotal apresenta variações de 

acordo com a estação do ano, observando-se valores superiores na época de outono 

comparativamente à época de primavera (DYRMUNDSSON; SIGTRYGGSSON; 

THORSTEINSSON, 1981). Resultados semelhantes foram obtidos em carneiros das raças 

Merino e Rommney (BREMNER, 1984), em carneiros Rambouillet, (TULLEY; 

BURFENING, 1983) e em carneiros Saloios (SILVA, 1991). 

 

 

3.5 Efeito da nutrição no perímetro escrotal 

 

 

 O efeito de diferentes níveis nutricionais na reprodução de carneiros adultos da raça 

Merina Australiana foi estudado por Oldham et al. (1978). De acordo com estes autores, 

um aumento do nível alimentar conduz a um aumento do volume testicular (67%) e do 

peso vivo (32%). Mais do que 50% das diferenças observadas no volume testicular foram 

devidas a alterações nos níveis de azoto da dieta, o que demonstra claramente a influência 

de componente de origem proteica no crescimento e regressão testicular de carneiros 

adultos. As variações sazonais que se observam no tamanho testicular em carneiros 

adultos, são independentes do peso vivo dos animais (DYRMUNDSSON; 

SIGTRYGGSSON; THORSTEINSSON, 1981).  

 O tamanho dos testículos e a produção espermática de carneiros adultos são 

influenciados pelo plano nutricional (MARTIN; WALKDENBROWN, 1995). Maurya et 

al. (2010) observaram efeito da nutrição, avaliada por meio do escore de condição corporal 

(ECC: 2,5; 3,0 e 4,0) no comportamento sexual, medidas testiculares, concentração de 

testosterona e parâmetros seminais de carneiros, no semiárido indiano. Os carneiros com 

um escore de condição corporal moderado (3,0) tiveram melhor desempenho na maioria 
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dos parâmetros estudados do que os animais com ECC baixo (2,5) ou alto (4,0). Fourie et 

al. (2004) observaram efeito significativo do manejo nutricional ( pasto x intensivo) sobre 

as medidas testiculares (circunferência, peso, gordura escrotal) de carneiros Dorper em 

favor dos animais manejados intensivamente; acompanhado porém, de redução na 

qualidade do sêmen. No grupo sob manejo intensivo, houve diminuição na motilidade, no 

movimento de massa e na concentração espermática. O percentual de espermatozóides 

vivos e normais foi numericamente maior nos animais sob manejo extensivo.  

  Em resumo, deve-se dar atenção especial à nutrição dos reprodutores. Para 

assegurar ao máximo sua eficiência reprodutiva, os animais devem ser mantidos com um 

escore de condição corporal moderado (3,0), uma vez que tanto a subnutrição quanto o 

excesso de energia na dieta têm efeitos deletérios sobre a qualidade do sêmen (MARTIN; 

WALKDENBROWN, 1995). 

 

 

3.6 Melatonina 

 

 

A melatonina é um hormônio de ocorrência natural em todos os mamíferos, 

sintetizado e secretado exclusivamente durante a noite pela glândula pineal a partir do 

triptofano e da serotonina, permite a interpretação do ciclo luz-escuridão para a regulação 

fisiológica do corpo, em relação à sazonalidade e ciclo circadiano (HAFEZ; HAFEZ, 

2004). O animal percebe o fotoperíodo através da concentração sistêmica deste hormônio, 

portanto, tem sido estudado o fornecimento de melatonina isoladamente ou associado a 

programas de luz através das injeções, ingestão ou implantes,sendo este último o que tem 

apresentado melhores resultados (RIBEIRO, 1997). 

A melatonina liberada pela glândula pineal age no hipotálamo estimulando o ciclo 

reprodutivo e, como é estimulada nos períodos de menor duração da luminosidade, em 

regiões de clima temperado, o ciclo reprodutivo se inicia durante o outono e o inverno. 

Entretanto, o mecanismo de ação completo deste hormônio ainda não está totalmente 

esclarecido (AZEVÊDO et al., 2008). Rosa, Juniper e Bryant(2000b) notaram que em 

carneiros adultos, previamente selecionados, que foram tratados com hormônio melatonina  

apresentaram maiores concentrações de testosterona induziram maior taxa de ovulação nas 

fêmeas, através do efeito macho.  
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A fotopercepção da luz pelo olho desencadeia uma sequência de eventos que 

culminam com a estimulação da adeno-hipófise e, consequentemente, a produção e 

liberação de gonadotrofinas (MIES FILHO, 1984). A luz é percebida por fotorreceptores 

localizados nos olhos e relacionados com um nervo monossináptico ao núcleo 

supraquiasmático do hipotálamo. Após a recepção no sistema circadiano (controlador da 

função reprodutiva), a mensagem do fotoperíodo é transmitida através do gânglio superior 

da glândula pineal. A pineal converte este estímulo neural em sinal hormonal que toma a 

forma do ritmo circadiano de secreção de melatonina. A duração da secreção elevada de 

melatonina, que é diretamente proporcional à duração da noite, é interpretada como 

indutiva ou supressiva. Sinais indutivos de melatonina estimulam o ciclo hormonal 

reprodutivo e sinais supressivos o inibem (KARSCH, 1984), transmitindo informações 

relativas ao ciclo luz-escuridão para a regulação fisiológica do animal, refletindo-se em um 

efeito sobre a secreção de GnRH,demonstrado em estacionalidade ou ciclicidade estral 

(TRALDI, 2006). Existem ainda os fotoreceptores extra-retinais, que mantêm os estímulos 

para o ciclo reprodutivo mesmo em caso de animais cegos (MIES FILHO, 1984).  

A informação luminosa, depois de captada pela retina, é transmitida, via nervosa, 

por etapas, até à glândula pineal, condicionando a secreção de melatonina. Este hormônio é 

produzido segundo um ritmo endógeno diário, definido pelos núcleos supraquiasmáticos, 

sincronizado pelo fotoperíodo diário e suprimido pela ação da luz. Ainda que a melatonina 

possa atuar a vários níveis do eixo reprodutivo, a sua ação principal, produz-se a nível do 

sistema nervoso central e relaciona-se com a modificação da frequência de liberação de 

GnRH/LH e da atividade das gônadas. Esta ação da melatonina é conseguida através de 

dois mecanismos complementares: modulação direta da secreção de GnRH (esteroide-

independente) e alteração da sensibilidade do eixo hipotálamo-hipofisário face à 

retroalimentação negativa exercida pelos esteroidesgonadais (esteroide-dependente) 

(VALENTIM; CORREIA; AZEVEDO, 2006). 

 Segundo Valentim, Correia e Azevedo (2006), nos carneiros, o anestro sazonal 

traduz-se numa redução, relativamente pouco acentuada, da secreção de GnRH/LH, uma 

vez que a retroalimentação negativa exercida pelos esteróides sexuais sobre a frequência de 

secreção de GnRH/LH é menos eficaz nos animais desta espécie.  

 Nos ovinos, a atividade reprodutora sazonal pode ser manipulada através da 

aplicação de tratamentos luminosos ou da administração de melatonina exógena. Quando 

esses animais são submetidos a um regime luminoso de “dias curtos” ou se lhes administra 
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melatonina exógena, a fim de mimetizar os perfis de secreção da melatonina nos “dias 

curtos”, eleva-se a secreção de GnRH/LH e, consequentemente, estimula-se à atividade 

reprodutiva. A administração de melatonina exógena a animais em anestro sazonal 

possibilita a obtenção de resultados reprodutivos semelhantes aos que ocorrem, 

naturalmente, em plena estação reprodutiva. Ao contrário, quando os ovinos são sujeitos a 

um regime luminoso de “dias longos” reduz-se à secreção de GnRH/LH e, 

consequentemente, deprime-se esta mesma atividade (VALENTIM; CORREIA; 

AZEVEDO, 2006).  

 Esta melatonina exógena pode ser fácil e comodamente administrada, através da 

colocação de implantes subcutâneos deste hormônio, na base posterior das orelhas. 

Contudo, os resultados reprodutivos obtidos por diferentes investigadores são, por vezes, 

aparentemente contraditórios, devido a diferenças relacionadas com o animal (patrimônio 

genético, idade, condição corporal.)(VALENTIM; CORREIA; AZEVEDO, 2006). 

 Por outro lado, é desaconselhado o uso de implantes subcutâneos de melatonina em 

animais impúberes (CEVA Santé Animale). Pelo contrário, a colocação destes implantes 

em animais púberes favorece as taxas de fertilidade. 

Cada implante subcutâneo de melatonina, com dimensões 2x4 mm, contém 18 mg 

de melatonina, é 100%  biodegradável e não é necessário retirá-lo, não necessita de 

intervalo de segurança quer da carne ou do leite, libera progressivamente, melatonina por 

um período de 3-4 meses (CEVA Santé animale). 

A utilização de implantes subcutâneos de melatonina, ainda que não seja 

propriamente barata (≈10€/implante), sempre é economicamente mais vantajosa 

(VALENTIM; CORREIA; AZEVEDO, 2006). 

SegundoValentim (2006) em estudo realizado na região de Vila Real, Portugal onde 

se testou dois tratamentos – luz e melatonina, a colocação de três implantes subcutâneos 

nos machos por animal independente do peso (61-80 Kg), não alterou significativamente 

os níveis plasmáticos de testosterona, tamanho testicular, produção seminal e 

comportamento sexual. Nos carneiros, o aumento do sinal melatonina traduz-se, 

sucessivamente, numa elevação significativa dos níveis circulantes de LH, no prazo de 2-4 

semanas, de testosterona, no prazo de 3-8 semanas e do tamanho dos testículos, no prazo 

de 2-8 semanas. Consequentemente, elevam-se a produção seminal e o comportamento 

sexual apresentados pelos carneiros. 
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Sob condições de campo, a ressensibilização do sistema neuroendócrino dos ovinos 

face ao sinal “dias curtos” tem passado pela sujeição dos animais ao fotoperíodo 

naturalmente crescente, no período de inverno/primavera (VALENTIM; CORREIA; 

AZEVEDO, 2006). 

 A eficácia da exposição ao sinal “dias longos”, com o intuito de ressensibilizar o 

sistema neuroendócrino face aos efeitos indutores dos “dias curtos” ou da melatonina 

exógena, depende do período do ano em que esta é realizada. Nas ovelhas Galway, a 

exposição a um regime luminoso de “dias longos”, feita entre o equinócio de outono e o 

solstício de inverno, não produz qualquer efeito, uma vez que o eixo neuroendócrino destes 

animais lhe é absolutamente insensível. Ao que tudo indica, a aplicação deste tratamento 

luminoso deve ser feita próximo do solstício de Inverno e deve ter uma duração mínima de 

30-60 dias, variável em função do animal (VALENTIM; CORREIA; AZEVEDO, 2006 ).  

 Os ovinos possuem um sistema neurofisiológico capaz de transformar o sinal 

luminoso em sinal hormonal através da sintetização da melatonina e detecta as variações 

anuais e a duração do fotoperíodo (WILLIAMS; HELLIWELL,1993; MCMILLEN; 

HOUGHTON; YOUNG, 1995; ARENDT, 1998; MALPAUX et al., 2002).    

 A melatonina é liberada para a circulação periférica apenas durante a noite, 

funcionando como indicador da duração do fotoperíodo (ARENDT, 1986). Assim, durante 

o período de luz as concentrações sanguíneas de melatonina não são detectáveis, 

aumentando rapidamente com a fase escura e mantendo-se elevadas até ao final da noite 

(ARENDT, 1986). A alteração do fotoperíodo modifica a amplitude e duração do sinal de 

melatonina e altera a fase circadiana coincidente (BARTNESS; GOLDMAN, 1998). 

Existem duas hipóteses tendo em conta os parâmetros críticos do sinal de melatonina. 

Watson, Whitmyre e Stetson (1983) indicam a existência de um ritmo circadiano inato de 

sensibilidade, o qual é regulado por um ciclo de luz/obscuridade respondendo às alterações 

do fotoperíodo quando o sinal de melatonina coincide com o período sensível.      

Alternativamente, Autores como Carter e Goldman (1983) e Wayne, Malpaux e 

Karsch (1988), apoiam a hipótese de que a resposta de um animal ao fotoperíodo está 

dependente da duração da exposição a um sinal contínuo de melatonina, 

independentemente de este ocorrer durante o dia ou noite. Assim, ovelhas 

pinealectomizadas respondem a infusões de melatonina independentemente do momento 

da sua administração, ao longo de um período de 24 horas.  
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 O mecanismo de ação da melatonina, de modo a mediar os diversos efeitos do 

fotoperíodo, permanece por clarificar em múltiplos aspectos. Assim, a melatonina poderá 

atuar diretamente na pituitária anterior ou em outros locais do cérebro, influenciando 

indiretamente a atividade da glândula pituitária. Lincoln (1992) apresenta dois modelos 

para explicar os mecanismos de ação da melatonina. A primeira hipótese indica que o 

efeito principal da melatonina é ao nível da via neurológica dopaminérgica e/ou opióide na 

região médiobasal do hipotálamo (RASMUSSEN, 1991; LINCOLN; MAEDA, 1992). 

Estas células influenciam a atividade dos neurônios neurosecretores do hipotálamo, os 

quais apresentam terminações nervosas na eminência mediana. A secreção para o sistema 

sanguíneo porta hipotálamo-hipofisário permite a regulação de diferentes tipos celulares da 

adenohipófise. Existe evidência do efeito inibitório do sistema dopaminérgico na libertação 

de GnRH/LH, podendo desempenhar um papel importante na supressão da atividade 

reprodutiva durante o anestro sazonal, atuando ao nível da região médio basal do 

hipotálamo (MEYER; GOODMAN, 1986). A segunda hipótese indica, como local 

principal da atuação da melatonina, a “pars tuberalis” da glândula pituitária (MORGAN; 

WILLIAMS, 1989). A “pars tuberalis”, em resposta à melatonina, produz um fator 

desconhecido que afeta a função secretora da parte anterior da glândula pituitária. Este 

fator, por sua vez, pode atuar na eminência mediana ou em outros locais do cérebro, de 

modo a influenciar o controle hipotalâmico da glândula pituitária, ou pode atuar 

diretamente nas células da glândula pituitária (MORGAN; WILLIAMS, 1989).   

 O aumento noturno da melatonina vai mediar o efeito “inibidor” dos dias longos, 

bem como o efeito “indutor” dos dias curtos (KARSCH et al., 1984). Assim, durante os 

dias curtos, a melatonina induz o pulso gerador de LH a ser mais resistente ao efeito 

inibidor do estradiol, enquanto que, o efeito supressor da melatonina, durante os dias 

longos, diminui o pulso gerador de LH sensibilizado-o à ação inibidora do estradiol.  

 Assim, endocrinologicamente, o anestro sazonal pode ser caracterizado como um 

período durante o qual o eixo hipotalâmico-hipofisário fica altamente sensível aos efeitos 

de retroalimentação negativa do estradiol, mantendo-se baixos os níveis de secreção tônica 

de LH bem como os níveis séricos de progesterona. ( KARSCH et al., 1980 ; HARESIGN 

et al., 1985; O’CALLAGHAN; ROCHE; KARSCH, 1987). 

 Fitzgerald e Stellflug (1991), estudando o efeito endógeno da melatonina na 

fertilidade e na concentração de hormônios reprodutivos, verificaram que a fertilidade dos 

carneiros tratados com melatonina (91%) foi similar àqueles do outono (93%) e superior 
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aos animais controles na primavera (62%), sugerindo que seu efeito na secreção de 

Testosterona é acentuado, mostrando que o fotoperíodo possui um papel fundamental na 

atividade reprodutiva do carneiro.  

 Romão (2002) avaliando o efeito da melatonina em características reprodutivas de 

carneiros das raças Merina Preta e Campaniça em Portugal, após o inverno e no início da 

primavera, durante treze semanas, avaliou-se em todos os carneiros o perímetro testicular e 

características seminais (volume, concentração, motilidade individual, coloração vital e 

anomalias espermáticas). Não foram encontradas diferenças significativas entre animais 

tratados e não-tratados e entre as duas raças. Notaram-se diferenças significativas 

(p<0,001) entre algumas semanas no perímetro testicular, concentração, motilidade 

individual e coloração vital. Na avaliação do sêmen a correlação positiva encontrada entre 

a motilidade individual e a coloração vital foi a mais elevada (r=0,64; p<0,001).   

A adequada aplicação de tratamentos luminosos é pouco exequível numa 

exploração ovina comum e é particularmente cara, pois implica a utilização de instalações 

apropriadas, cuja construção e manutenção são bastante onerosas (VALENTIM; 

CORREIA; AZEVEDO, 2006).  

  

 

3.7 Testosterona 

 

 

A espermatogênese ocorre nos testículos, de modo permanente e contínuo, a partir 

da puberdade, quando os níveis hormonais de FSH e LH elevam-se e ocorre o 

amadurecimento do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonádico, sob o controle fisiológico do 

sistema neuroendócrino, sofrendo influência direta da termorregulação escroto-testicular 

(SANTOS; SIMPLÍCIO, 2000; HAFEZ; HAFEZ, 2004). 

 A puberdade é definida no macho como a época em que atinge a capacidade de 

fertilizar uma fêmea. Ocorre entre seis a sete meses nos ovinos. Essa idade é afetada por 

fatores como níveis de testosterona e gonadotrofinas circulantes, raça, nível nutricional e 

meio ambiente. Nessa fase, os testículos passam a responder de forma mais eficiente aos 

estímulos das gonadotrofinas, hormônio do crescimento e prolactina, induzindo a 

esteroidogênese. O principal estímulo endócrino da espermatogênese é o andrógeno 

(GONZÁLEZ, 2002).  
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 A regulação da espermatogênese envolve mecanismos parácrinos e endócrinos, 

onde a estimulação endócrina dá-se pela liberação do FSH e LH, além da ação da 

testosterona produzida pelas células de Leydig. Altas concentrações de testosterona são 

necessárias para a espermatogênese, em especial no processo de meiose (ABELLA, 1986; 

HAFEZ; HAFEZ, 2004). Durante a estação reprodutiva, ocorrem pulsos de GnRH, 

juntamente com LH, que se apresentam com alta frequência e baixa amplitude e um 

aumento das concentrações séricas  de testosterona; já na estação não reprodutiva os pulsos 

do LH acontecem com baixa freqüência e alta amplitude com diminuição da testosterona 

variando seus valores entre as estações de transição (RHIM; KUEHL; JACKSON,1993). 

 As alterações do fotoperíodo durante o ano em espécies sazonais, determinam 

flutuações na secreção de LH e andrógenos, causando mudanças no funcionamento do 

testículo  (ABELLA, 1986; ALEU, 1992).  

 Lincoln, Peet e Cunningham (1977) observaram que ocorre um ritmo circadiano 

nas concentrações plasmáticas de FSH, LH e testosterona, com um aumento nessas 

concentrações durante as primeiras horas de escuridão, que parecia estar correlacionado 

com o ciclo de animais sazonais. Há indicação de variação estacional nas concentrações 

séricas de prolactina, testosterona, androstenediona, LH, FSH. A testosterona e seus 

derivados possuem um efeito supressivo sobre LH e FSH em carneiros, porém seus efeitos 

dependem da condição do animal, criptorquídico ou inteiro (MUDUULI et al., 1979). 

 Ovinos criados no hemisfério norte, demonstram variações estacionais nas 

concentrações de FSH, inibina e testosterona, com valores mínimos na primavera 

(março/maio), e máximos no outono (setembro/outubro). (LINCOLN; LINCOLN; 

McNEILLY, 1990; ELOY; SANTA ROSA, 1994).  

 Os hormônios são responsáveis pelo controle de todo o organismo. Os eventos 

reprodutivos são controlados pelos hormônios que derivam de áreas do hipotálamo, da 

hipófise e das gônadas sexuais. O hipotálamo secreta o fator liberador de gonadotrofina, 

que atua na hipófise anterior promovendo a liberação do hormônio luteinizante. Este, por 

sua vez, atua nas células de Leydig, presentes nos testículos, as quais são responsáveis pela 

produção de testosterona (CUNNINGHAM, 1999), hormônio sexual masculino 

responsável pela manifestação das características sexuais secundárias, pelo comportamento 

sexual (FOURIE et al., 2005) e pelas características de carcaça (WELLINGTON; 

HOGUE; FOOTE, 2003). 
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 Brown et al. (1994) relataram que a restrição aos hormônios sexuais em machos 

reduz seu desenvolvimento e inibe quase que completamente a libido. Parthasarathy et al., 

(2002) constataram, por meio de imunização contra o GnRH, que há diminuição 

temporária nos níveis plasmáticos de testosterona e que isto leva a uma diminuição na 

expressão do comportamento de monta e no número de ejaculações. Foi demonstrado, por 

outro lado, que a concentração de LH e a de testosterona estão aumentadas quando os 

machos são colocados junto às fêmeas em estro (GONZALEZ et al., 1991; UNGERFELD; 

SILVA, 2004).  

 Dickson e Sanford (2005) avaliando o comportamento sexual e os níveis 

plasmáticos de testosterona em diferentes raças de ovinos, observaram que a frequência de 

montas teve correlação alta (0,55 a 0,78) com à concentração da testosterona. 

 Em clima temperado, a concentração de testosterona no macho pode ser 

influenciada pela estação do ano (KESKIN; KEÇECI, 2001). Nos Estados Unidos, machos 

da raça Finn e Dorset apresentaram aumento na secreção de testosterona cerca de dois 

meses após o solstício de inverno (EL-ALANY; FOOTE; HARE, 2001). Segundo Keskin e 

Keçeci (2001), o eixo hipotalâmico-hipofisário em carneiros adultos é estimulado com 

temperaturas ambientais mais baixas.  

 Animais Corriedale e Merino, mantidos em clima subtropical, apresentaram 

menores concentrações plasmáticas de testosterona no final do outono e valores mais 

elevados na metade do verão e início do outono (PÉREZ-CLARIGET; FORSBERG; 

RODRIGUEZ- MARTINEZ, 1998). 

 Rodrigues (2004) verificou consistência testicular e sobre as características 

seminais, que não causa efeito sobre os níveis de testosterona plasmática. Freitas e Nunes 

(1992) observaram que nas estações seca e chuvosa os machos não apresentaram 

diferenças significativas na motilidade espermática entre as duas estações (94,6 e 96,4%, 

respectivamente). 

 A nível hipofisário existem três hormônios com importância no controle do 

processo reprodutivo do macho: o  LH,  FSH e a prolactina. Contrariamente o FSH, LH e a 

prolactina são secretados de modo pulsátil (LAPWOOD, 1986). A testosterona, sintetizada 

a nível testicular, sob influência do LH, é também secretada de modo pulsátil verificando-

se um pico aproximadamente 30 minutos após um pico de LH (LAPWOOD, 1986). A 

testosterona inibe a liberação de LH por um mecanismo de retroalimentação negativa, 

ocorrendo este processo por alterações da liberação hipotalâmica de GnRH (PELLETIER, 
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1970) e por alterações na resposta hipofisária ao GnRH endógena (PELLETIER, 1974). As 

flutuações de FSH são moderadas e independentes da ocorrência de pulsos de LH 

(SANFORD et al., 1976).  

 O controle da função testicular é exercido pelo LH e FSH que interagem entre si a 

vários níveis, sendo os seus principais locais de atuação as células de Leydig e as células 

de Sertoli, respectivamente, (LIPSETT, 1976). Assim, o LH estimula a produção de 

androgênios, principalmente a testosterona pelas células de Leydig, e a FSH atua nos 

túbulos seminíferos estimulando a espermatogênese (KRETSER, 1982). Já a prolactina 

está diretamente implicada no desenvolvimento testicular dos carneiros (RAVAULT; 

COUROT, 1975; RAVAULT, 1976), podendo atuar também como hormônio permissivo 

em sinergia com o LH e testosterona (LAPWOOD, 1986). A testosterona estimula a 

espermatogênese nos túbulos seminíferos, controla o desenvolvimento e função dos órgãos 

reprodutivos e o comportamento sexual secundário (CHRISTENSEN, 1975). É ainda 

responsável pelo aparecimento de características sexuais secundárias e interage com o LH 

e FSH no controle do início e manutenção da espermatogênese (HAFEZ, 1987; 

CHRISTENSEN, 1975; COUROT; REVIERS, PELLETIER, 1975).    

 A frequência de pulsos de LH e testosterona aumenta durante o outono, quando a 

duração dos dias diminui (PELLETIER et al., 1982). Sandford; Palmer; Howland(1977), 

num estudo realizado durante a estação reprodutiva, observaram que quando a duração do 

período de luz diária diminui, de 14:30 para 9:30 horas, aumenta a frequência de pulsos de 

LH e diminui a sua amplitude, verificando-se concomitantemente um aumento da 

frequência e amplitude dos pulsos de testosterona.  

 A correlação elevada (r =0.95) que se verifica entre o aumento da frequência de 

picos de LH e o aumento das concentrações médias de testosterona, sugere que, no início 

da estação reprodutiva, o aumento da concentração média de testosterona deve-se ao 

aumento da frequência de pulsos de LH. À medida que progride a estação reprodutiva este 

efeito é potencializado. Em Ovinos, verifica-se que pulsos de LH de amplitude 

sucessivamente mais baixos induzem maiores elevações na concentração sérica de 

testosterona, devendo-se esta variação possivelmente ao aumento da sensibilidade 

testicular à ação do LH (SANFORD; PALMER; HOWLAND, 1977). Sarlos et al. (1996) 

encontraram diferenças significativas nas concentrações médias de testosterona entre o 

outono (16,53 ng/mL) e a primavera (5,28 ng/mL) em ovinos.  
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 De acordo com alguns autores, as alterações sazonais na secreção de LH e 

testosterona são influenciadas pela raça (SCHANBACHER; LUNSTRA, 1976), idade 

(WILLIAMS; RUTTLE; EZAZ, 1976) e pela exposição prolongada do carneiro a ovelhas 

em estro (ILLIUS; HAYNES; LAMMING, 1976). Independentemente dos carneiros 

estarem ou não em período de cobrição, os níveis sanguíneos de testosterona diminuem do  

meio do inverno à primavera (KATONGOLE; NAFTOLIN; SHORT, 1974). No entanto, 

em carneiros Finnish Landrace, um período de cobrição no final da estação reprodutiva 

pode conduzir ao aumento temporário dos níveis de FSH (SANFORD et al., 1974), LH e 

testosterona (SANFORD et al., 1974; SANFORD et al., 1976). Outros autores descrevem 

ainda que as concentrações sanguíneas de testosterona podem ser afetadas negativamente 

por aumentos significativos de temperatura (GOMES; BUTLER; JOHNSON,1971).  

 A testosterona está diretamente envolvida em vários processos reprodutivos e 

apresenta flutuações de uma estação para a outra (GOMES; JOYCE,1975; SANFORD et 

al., 1976; SCHANBACHER; LUNSTRA, 1976). Ainda não se sabe, porém, se a baixa 

atividade no verão seria resultante dos baixos níveis desse hormônio ou de uma 

combinação de fatores ambientais e fisiológicos.  

 Quando à avaliação da atividade sexual e dos níveis de LH e de testosterona, em 

carneiros das raças Finnnish Landrace e Suffolk, Schanbacher e Lunstra (1976) 

encontraram baixa concentração de LH sanguíneo no mês de maio (0,54ng/mL) e alta 

concentração em julho (2,0ng/mL), quando o fotoperíodo começava a diminuir.  

 Boland et al. (1985), trabalhando com a raça Suffolk na Austrália, também 

observaram maior concentração de Testosterona no mês de agosto (16ng/mL) , coincidindo 

com a época de cobertura.  

 Gomes, Butle e Johnson (1971) encontraram baixa concentração de testosterona 

(1,9pg/100mL de sangue), quando submeteram ovinos à temperatura de 32
o
C em 

comparação aos controles (8,2pg/100mL de sangue), e justificam que isso se deu em 

função da queda da taxa de fluxo sanguíneo na veia espermática, o que pode não ter 

ocorrido com os carneiros da raça Hampshire Down, bem como nas demais raças, haja 

vista que as mesmas não responderam à variação da estação do ano, na concentração de 

testosterona. 

 Contudo, em ovinos são comprovadas as diferenças genotípicas com relação às 

secreções andrógenas em relação às concentrações de testosterona nas raças Bergamácia e 

Corriedale, frente à Hampshire Down. (PELLETIER et al, 1982). 
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Abstract 

The objective of this study was to assess the effects of exogenous melatonin on 

testicular circumference, sperm concentration and testosterone serum concentration in 

Santa Inês hair sheep rams at a tropical environment with small photoperiod differences 

during the year. Semen samples from eight Santa Inês rams were collected and divided into 

2 groups of 4 animals, a treatment group (TG), subjected to exogenous melatonin 

subcutaneous implants (Melovine
®
, CEVA), and a control group (CG) subjected to 

subcutaneous application of 1 mL of saline as a placebo. Both groups were kept in barns 

with a mean luminosity of 11.26 hrs/day, for 120 days. Data were compared using analysis 
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of variance (ANOVA). The contrasts between means wereevaluated through Student-

Newman-Keuls test. There was a significant increase in serum concentration of melatonin 

in TG compared to CG, on the first 3 morning and evening collections (p < 0.05). No 

differences were observed in the 2 latest. Serum concentration of melatonin has 

demonstrated a night/day rhythm characteristic in both TG and CG groups with a 

difference in the mean concentration of CG melatonin in the morning (3.9 pg/mL) 

compared with the night sample (59.56 pg/mL), however, this difference was not observed 

in TG (572.45 pg/mL vs 939.52 pg/mL). An increased serum concentration of melatonin 

was directly proportional to the increase in scrotal circumference. Also, a significant 

increase was observed in sperm concentration in TG 45 days after the placement of 

implants. Serum testosterone concentration increased significantly in TG 45 days after 

placement of the implants when it began a decline in concentration of melatonin. Results 

of this study demonstrated that treatment with exogenous melatonin in hair sheep at 

tropical region had a positive effect on scrotal circumference, on sperm concentration and 

on serum testosterone concentration suggesting that in tropical regions whit no marked 

difference in photoperiod, melatonin plays a role in the reproductive processes. 

Keywords: Semen; Ram, Testosterone, Reproduction, Melatonin   

 

1. Introduction 

 Melatonin is a natural hormone in all mammals, which is synthesized and secreted 

during the night by the pineal gland with daily and seasonal rhythms mainly under the 

control of the circadian oscillator located in the suprachiasmatic nuclei of the 

hypothalamus [1]. Photoperiod is the main environmental factor controlling the seasonality 

of reproduction [2, 3, 4]. In seasonally breeding mammals that use changes in the 

photoperiod to time their reproductive cycles, temporal signals to the reproductive system 
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are controlled by the daily rhythm in melatonin production [5, 6, 7]. Although semen 

production continues throughout the year in rams, sperm quality in the non-breeding 

season is lower [8]. Seasonal changes in reproductive activity are clearly defined in sheep 

breeds from high latitudes (>40º), where the differences in daylight duration between short 

days and long days are more notable [9]. It has been reported that in tropical areas the local 

sheep show restricted sexual activity due to high environmental temperature associated 

with high ambient humidity which would cause impairment of reproductive functions [10]. 

 Plasma testosterone peaks are reached when photoperiod shortens. The pineal gland 

is probably important as mediator of the seasonal reproductive change in ram and 

endocrine responses to stimuli influence of photoperiod [11]. The secretion of melatonin, 

regulated by photoperiod, controls the production and release of testosterone [12].  

The administration of exogenous melatonin can mimic the stimulatory effect of 

short days in advancing the onset of maximum reproductive parameters in seasonal rams 

[13]. Exogenous Melatonin is commercialized in pellets of 18 mg. It allows a constant 

release during 70 days after its introduction in the subcutaneous tissue, mimicking a 

condition such as an absence of luminosity [14]. However, studies evaluating effect of 

melatonin administration in tropical areas with low latitude is scarce. 

The objectives of this study was to evaluate the effect of photoperiod by the use of 

an exogenous melatonin (Melovine
®
, CEVA) in the scrotal circumference (SC), sperm 

concentration and serum testosterone of Santa Inês rams, noting the influence of the 

seasonal factor and heat stress, in a location with tropical climate, low latitude (< 9º) and 

high humidity. 
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2. Materials and methods 

2.1. Animals and melatonin implantation 

The experiment was carried out at Bovine Clinics from Federal Rural University of 

Pernambuco located in Garanhuns city (latitude 8°53'25" S and longitude 36°29'34" W) at 

an altitude of 900 m. We used 8 clinically healthy Santa Inês rams, 12 months old of age, 

with an average daily light period of 11:26 hours/day from June to September 2012,  raised 

under semi-intensive management with daily access to forage-based grass (Pennisetum 

purpureum e Cynodon doctylon), and a commercial grain concentrate (maize based 

concentrate (52.5%), wheat bran (30%), soybean (15%), ammonium chloride (0.5%), 

limestone (1%), water and mineral salt ad libitum. The rams were allocated into two 

groups; a control group (CG) and a treatment group (TG) subjected to three melatonin 

implants containing 18 mg each pellet (Melovine
®
, CEVA), to the near base of ear 

subcutaneously by special gun 15 days before semen evaluation and blood sampling.  The 

CG group was subject to 1 mL of saline as placebo.  

2.2. Semen evaluation 

 Prior to start the study both groups were subjected to andrological examination in 

order to detect possible diseases that could interfere with their reproductive potential. The 

examination included a general clinical evaluation (inspection of body condition and for 

presence of hereditary defects and functionality of the nervous, respiratory, circulatory, 

digestive and musculoskeletal systems) and morphological evaluation of the genitalia 

(inspection and palpation of the scrotum, testis, epididymis, spermatic cords, prepuce and 

penis). Semen was collected using an artificial vagina with a female dummy in natural or 

induced estrus following the standards of the Brazilian College of Animal Reproduction 

(CBRA, 1998).  Semen was collected every two weeks during the experiment, totaling 80 

ejaculates. Fresh semen samples were subjectively examined for wave mass movement (0-
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5), motility and vigor (0-100% and 0-5, respectively; magnification, 100 X), Neubauer 

chamber for concentration (400 X), and sperm pathologies by wet mount chamber (1000 

X), using phase-contrast microscopy (Olympus, Tokyo, Japan). The SC was measured in 

centimeters (cm) using a millimeter tapeon the portion of the scrotum of greatest diameter. 

All exams were performed after implant introduction. 

These experiments received approval from the Ethics Committee for Animal 

Experimentation of Pio X College (Brazil) under process number CAE: 29/2012.  

2.3. Blood  Sampling, Melatonin and Testosterone Assay 

Jugular blood samples were collected from each ram every 15 days at noon and 

midnight totaling 10 blood collections starting 15 days after melatonin implantation. Each 

sample was centrifuged at 5000 g for 10 minutes and blood plasma was stored at – 20ºC 

until assayed for melatonin and testosterone.  

 Melatonin assay was performed by radioimmunoassay (RIA). Using an anti-

melatonin obtained on a rabbit [15] with tracer of melatonin labeled with iodine 125. The 

assay conditions using 100 µl of plasma double which was added 100 µl of antibody (final 

dilution 1/400000) + 300 µl of melatonin marked I125 (15000 cpm / tube). A nearly 24-

hour incubation at 4 ° C, a second antibody is added (manufacturing INRA), 1 mL / tube 

for 1 hour at 4 ° C. Centrifugation is then performed for 30 minutes at 2800  gets the 

supernatant. After draining the tubes are counted on a Packard gamma counter. Reference 

range is from 4 to 1000 pg / mL. The sensitivity is 4 pg / mL. Coefficients of variation of 

the RIA are 12.9 % for values less than 4 pg / mL was 4.6 % for a value of 200 pg / mL 

[16].  

Testosterone assay was performed in a competitive immunoassay using direct 

chemiluminescent technology [17]. Testosterone in the sample competes with acridinium 

ester-labeled testosterone in the Lite Reagent for a limited amount of polyclonal rabbit 
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anti-testosterone antibody bound to monoclonal mouse anti-rabbit antibody, which is 

coupled to paramagnetic particles in the Solid Phase. The assay used Testosterone 

Releasing Agent to release bound testosterone from the endogenous binding proteins in the 

sample. 

2.4. Statistical analysis 

Comparisons among treatments were done with one-way ANOVA (General Linear 

Model procedure of the Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 

[18]. A Student-Newman-Keuls test was used post hoc to detect differences among groups. 

The scrotal circumference was analyzed with a Kruskal-Wallis test. For all analyses, values 

were considered significant at P ≤ 0.05. 

 

3. Results 

No significant effect was seen between TG and CG on body condition and all 

animals were healthy during the experiment, demonstrating no influence on metabolic 

parameters by melatonin implants.  

There was a significant increase in Melatonin serum concentration in TG compared 

to CG, both morning and night samples during the first 3 blood sample collection (p < 

0.05). At the last 2 blood sample collections, no difference was seen between TG and CG 

(Fig. 1).  

Melatonin serum concentration showed a clear night/day rhythm in both TG and 

CG animals, with a significant difference (p < 0.05) in the mean concentration of 

melatonin taken in the morning (3.9 pg/mL) compared to the sample taken at night in CG 

(59.56 pg/mL), however this difference was not observed in the TG (572.45 pg/mL vs 

939.52 pg/mL) (Fig.1).  
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The increase in Melatonin serum concentration in TG was directly proportional to 

the increase in SC (Fig.2). A significant difference in sperm concentration was seen 45 

days after melatonin implant in the TG compared to CG (Fig.3). 

Testosterone concentration increased significantly 45 days after melatonin implant 

and was inversely proportional to melatonin concentration. When melatonin starts 

dropping there was an increase in testosterone concentration (Fig.4). 

 

4. Discussion 

In temperate regions with high latitudes, the sheep reproductive activity is affected 

by season, being the photoperiod the key factor in triggering the reproductive cycle [5, 6, 

7]. In tropical regions, however, where day length varies very little, such as in the case of 

northeastern region of Brazil, is reported that ovine species shows no reproductive 

seasonality, and can reproduce year-round. In this region, reproductive performance of ram 

is influenced mainly by nutrition and by the system of creation (extensive management). In 

hair sheep typical of the region, sexual behavior is more related to body weight than with 

seasonality [19].  In our experiment we were able to see the effect of melatonin implants 

on semen parameters with differences in SC directly proportional to the increase in 

Melatonin serum concentration associated to an increase in sperm concentration 45 days 

after melatonin implant in the TG proving an artificial seasonal effect due to exogen 

Melatonin. This is a new information and could help to increase semen production in 

reproductive center at tropical areas.  

It has been shown that melatonin implant in sheep conveys a short-day photoperiod 

signal in prolonging the breeding season [20], but the way in which melatonin implants act 

in tropical areas, is not clear. In fact, is reported that the effectiveness of exogenous 

melatonin depends on the time of the start of treatment (later as latitude increases) [14, 21] 
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and the genotype [22, 23]. In this experiment we used adapted hair sheep in a region with 

low latitude (8°53'25" S ) and an average daily light period of 11:26 hours/day which did 

not influence the semen production of non treated animals during the whole year. A high 

individual variation in sensitivity to melatonin implants has been also observed [24, 25], 

but we were not able to see these variations in our experiment. 

The increase in Melatonin concentration in TG compared to CG in both morning 

and night samples was expected, however, no differences was seen between morning and 

night samples from TG. Even at night the plateau was probably reached with the exogen 

melatonin which did not differ in the concentration in the morning. At the last 2 collections 

after 60 days of implant melatonin concentration started dropping with no difference 

between groups.  

The increase in Melatonin serum concentration in TG was followed by an increase 

in SC and sperm concentration as well. The SC is used as parameter for sperm production 

and it is well known that as larger the SC, higher sperm production. 

Testosterone concentration increased significantly also 45 days after melatonin 

implant when started dropping serum melatonin concentration. In rams, the onset of 

breeding season is characterized by an increase frequency of LH pulses in reponse to 

elevated levels of gonadotropin releasing hormone which is modulated by melatonin 

secretion by pineal gland. Elevated LH levels results in increased plasma testosterone 

levels and stimulates testicular development [4]. Langford et al. [25] demonstrated that 

melatonin stimulates spermatogenic activity in ram testis by increasing the sensitivity of 

Leydig cells to luteinizing hormone. In this experiment we saw this effect by a melatonin 

signal that translates into a possibly LH elevation within 2-4 weeks and testosterone 

concentration had a response 45 days later. Kusakari and Ohara [26] reported that sperm 

production reached maximum level in rams after 45 days of melatonin administration. 
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Lincoln and Ebling [27] also reported that melatonin administration in the non-breeding 

season result in elevated testosterone levels in rams supporting our work. 

 As a conclusion, administration of an exogenous melatonin (Melovine
®
, CEVA) 

increased SC, improved sperm concentration significantly and  increased serum 

testosterone concentration 45 days after melatonin implantation in a tropical climate 

environment with low latitude (< 9º) and high humidity. Further studies has been planned 

in order to investigate the physiological mechanisms involved in these observations.  
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Figure legend: 

 

Figure 1 

Mean melatonin serum levels (pg / mL) during morning (12:00) and night (00:00) in Santa 

Inês rams from treatment group (melatonin implanted) and control group (placebo 

implanted) in Northeastern Region of Brazil. 

 

Figure 2 

Mean Scrotal Circumference (cm) in Santa Inês rams from treatment group (melatonin 

implanted) and control group (placebo implanted) in Northeastern Region of Brazil. 

 

Figure 3 

Mean sperm concentration (10
7 

/ mL) in Santa Inês rams from treatment group (melatonin 

implanted) and control group (placebo implanted) in Northeastern Region of Brazil. 

 

Figure 4 

Mean testosterone concentration (pg / mL) in Santa Inês rams from treatment group 

(melatonin implanted) and control group (placebo implanted) in Northeastern Region of 

Brazil. 
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Figure 3 
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Figure 4 
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APÊNDICE A  

 

 
TABELA 1- Média mensal dos horários do nascer do sol, ocaso do sol e quantidade de hora/luz no período 

de junho à setembro de 2012, no município de Garanhuns-PE. 

 
 
 
 
 

 

*A tabela acima foi feita utilizando fonte de dados do Anuário do Observatório Nacional, Coordenação de 

Astronomia e Astrofísica (COAA). 

 

 

 

 

 

APÊNDICE B 

 

 
TABELA 2 – Média mensal dos índices pluviométrico, temperatura média máxima, temperatura média 

mínima, umidade relativa do ar, no período de junho à setembro de 2012 do município de Garanhuns- PE.  

*A tabela acima foi feita utilizando fonte de dados do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia), banco de 

dados meteorológicos para ensino e pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MESES NASCER DO SOL OCASO DO SOL HORAS/LUZ 

Junho 5h37’ 17h14’ 11h26’ 

Julho 5h41’ 17h21’ 11h31’ 

Agosto 5h34’ 17h24’ 11h29’ 

Setembro 5h18’ 17h22’ 11h20’ 

MESES 

ÍNDICE 

PLUVIOMÉTRICO 

(mm) 

TEMPERATURA 

MÉDIA MÁXIMA 

°C 

TEMPERATURA 

MÉDIA MÍNIMA 

°C 

UMIDADE 

RELATIVA 

DO AR 

Junho 70 24,53 16,98 92,28 

Julho 109,2 22,57 16,72 91,54 

Agosto 122,3 23,23 16,88 91,12 

Setembro 19,1 25,50 16,88 89,87 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 

 

 

ANEXO A 

 

Aprisco onde os animais estavam alocados durante o experimento. 

 

ANEXO B 

 

Animais do experimento. 
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ANEXO C 

 

Pistola desmontada. 

 

ANEXO D 

 

Caixa Melovine®, dois cartuchos e duas agulhas. 
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ANEXO E 

 

Abertura do cartucho. 

 

ANEXO F 

 

Pistola montada. 
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ANEXO G 

 

Pellet de melatonina. 

 

ANEXO H 

 

Pellet de melatonina. 
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ANEXO I

 

Tricotomia da região do implante. 

 

ANEXO J 

 

Antissepsia da região do implante. 
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ANEXO K 

 

Aplicação subcutânea na base da orelha. 

 

ANEXO L

 

Região após implantação dos pellets. 
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ANEXO M

 

Aplicação do placebo. 

 

ANEXO N 

 

Região após aplicação do placebo. 
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Corresponding author. Clearly indicate who is willing to handle correspondence at all stages 
of review and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers (with 
country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal 
address. 
Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article 
was done, or was visiting at the time, a "Present address"' (or "Permanent address") may be 
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the 
work must be retained as the main affiliation address. Superscript Arabic numerals are used 
for such footnotes. 
Abstract 
A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the 
research, the principal results and major conclusions. Since an abstract is often presented 
separately from the article, it must be able to stand alone. For this reason, references should 
generally be avoided, but if essential, they must be cited in full, without reference to the 
reference list. Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if their 
use is essential, they must be defined at their first mention in the abstract itself. Abstracts must 
be limited to a single paragraph with no more than 2,500 keystrokes (characters plus spaces). 
Keywords 
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling 
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). 
Some keywords may be identical to words used in the title, but consideration should be given 
to keywords which are complimentary to words used in the title (to facilitate retrieval of your 
article from electronic databases). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly 
established in the field should be used. These keywords will be used for indexing purposes. 
Acknowledgements 
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the 
references; therefore, do not include them on the title page, as a footnote to the title, etc..List 
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing 
assistance or proof reading the article, etc.), sources of financial support, and donations of 
products and materials. 
Nomenclature and units 
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units 
(SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult 
IUB: Biochemical Nomenclature and Related 
Documents: http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/ for further information. 
Math formulae 
Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) 
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be 
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number 
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to 
explicitly in the text). Please see Additional Style Notes below. 
Footnotes 
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using 
superscript Arabic numbers. Many word processors build footnotes into the text, and this 
feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text 
and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include 
footnotes in the Reference list. 
Table footnotes 
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter. 
Artwork 
Image manipulation  
Although it is generally accepted that authors sometimes need to manipulate images for 
clarity, manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse 
and will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is applying the following 
policy: no specific feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or 
introduced. Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long 
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as they do not obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear 
adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed in the figure legend. 
Electronic artwork  
General points  
• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. Avoid excessively 
large fonts. 
• For labels on figures, both those on the figure axes as well as those directly on the figure, 
capitalize only the first letter of the first word. 
• Do not prepare a figure to communicate very limited data that could easily be included in the 
text of the Results. 
• Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.  
• Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.  
• Number the illustrations according to their sequence in the text.  
• Use a logical naming convention for your artwork files.  
• Provide captions to illustrations separately.  
• Produce images near to the desired size of the printed version.  
Submit each figure as a separate file. 
A detailed guide on electronic artwork is available on our 
website: http://www.elsevier.com/artworkinstructions 
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given 
here. 
Formats  
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' 
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line 
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): 
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.  
TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.  
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.  
TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is 
required.  
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) 
then please supply 'as is'. 
Please do not:  
• Supply files that are optimized for screen use (e.g.,  
• Supply files that are too low in resolution;  
• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 
Color artwork  
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) 
and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color 
figures, then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color 
on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites), regardless of whether or not these 
illustrations are reproduced in color in the printed version. Information regarding the cost of 
color reproduction in print will be sent by Elsevier after your article has been 
accepted.Please indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further 
information on the preparation of electronic artwork, please 
see http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 
Please note: Since technical complications can arise by converting color figures to 'gray scale' 
(for the printed version, should you not opt for color in print), if you have any figures with color 
that will not be published in color in the printed version, please submit two versions (color and 
usable black and white). 
Figure captions  
Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the 
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the 
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and 
abbreviations used. 
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Text graphics  
Present incidental graphics not suitable for mention as figures, plates or schemes at the end of 
the article and number them "Graphic 1", etc. Their precise position in the text can then be 
indicated. See further information under Electronic artwork. If you are working with LaTeX and 
have such features embedded in the text, these can be left, but such embedding should not be 
done specifically for publishing purposes. Further, high-resolution graphics files must be 
provided separately. 
AudioSlides 
The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published 
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online 
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in 
their own words and to help readers understand what the paper is about. More information 
and examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will 
automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after 
acceptance of their paper.Tables 
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes 
to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid 
vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do 
not duplicate results described elsewhere in the article. 
References 
Citation in text  
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and 
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and 
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in 
the text. Citation of a reference as "in press" implies that the item has been accepted for 
publication. 
Web references  
As a minimum, the full URL should be given. Any further information, if known (DOI, author 
names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references 
can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or 
can be included in the reference list. 
References in a special issue 
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any 
citations in the text) to other articles in the same Special Issue. 
Reference style 
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual 
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.Example: "...as 
demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result..." 
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they 
first appear in the text. 
Examples: 
Reference to a journal publication: 
[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci 
Commun 2010;163:51-9. 
Reference to a book:  
[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000. 
Reference to a chapter in an edited book: 
[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, 
Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 
281-304. 
Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors, the 
first 6 should be listed followed by 'et al.' For further details, you are referred to 'Uniform 
Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 
1997;277:927-34) (see alsohttp://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html) 
Journal abbreviations source 
Journal names should be abbreviated according to  
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Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; 
List of serial title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;  
CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html. 
Do not abbreviate a journal name which is a single word, or is in a language other than 
English. 
Supplementary material 
Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific 
research. Supplementary files offer authors additional possibilities to publish supporting 
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets, 
sound clips, etc. Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic 
version of your article in Elsevier Web products, including 
ScienceDirect:http://www.sciencedirect.com. To ensure that your submitted material is directly 
usable, please ensure that data are provided in one of our recommended file formats. Authors 
should submit the material in electronic format together with the article and supply a concise 
and descriptive caption for each file. Video files: please supply 'stills' with your files: you can 
choose any frame from the video or make a separate image. These will be used instead of 
standard icons and will personalize the link to your supplementary information. For more 
detailed instructions please visit our artwork instruction pages 
at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 
Additional style notes 
Please use the following words, phrases, abbreviations, and stylistic conventions  
• Avoid the word "injected," (e.g., "Cows were injected with cloprostenol") but include the 
generic name, proprietary name, dosage and route of administration (e.g., "Cows were treated 
with cloprostenol [Estrumate 500 &Mgr;g im]"). 
• Either cite a P value (recommended for Abstract and for Results) or use the term 'significant' 
(recommended for Discussion), but generally avoid doing both.  
• Terms with a specific statistical meaning (i.e. significant, tended and correlated), should only 
be used in a strict statistical context.  
• Numbers less than 10 are written as a word, unless followed by an abbreviation for unit of 
measure, e.g. five embryos, 5 min 
Use the following expressions  
• transrectal palpation, not rectal palpation  
• nucleus transfer, not nuclear transplant  
• estrus (noun) synchronization, but, estrous (adjective) behavior  
• sperm can be used as both noun and adjective  
• 120 to 125, not 120-125  
• treatment by period, not treatment X period  
• gravity: 100 X g (in lieu of speed for centrifugation)  
• magnification: X 100  
• identification number of an animal: No. 10, but 30 animals: n = 30  
• 3 d, Day 3 (define Day 0) 
Standard definitions  
• oogonium: female gamete before meiosis  
• oocyte, primary: female gamete from onset of the first maturation division (meiosis) to 
extrusion of the first polar body  
• oocyte secondary: female gamete from onset of second meiosis to extrusion of the second 
polar body  
• ovum: female gamete from the end of both meiotic divisions until the union of the male and 
female pronuclei (differs from the common use of ovum as a general term for any female 
gamete)  
• germinal vesicle: nucleus of the ovum  
• zygote: a fertilized ovum, from fusion of the male and female gamete to completion of first 
cleavage  
• embryo: a conceptus from the 2-cell stage to the stage when cell migration and differentiation 
are largely complete  
• fetus: a conceptus after organogenesis is mostly complete (primarily increasing in size)  
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• conceptus: an embryo or fetus with all its membranes and accessory structures  
• abortion: expulsion of a conceptus incapable of independent life  
• premature parturition: expulsion (before full term) of a conceptus capable of independent life  
• stillbirth: avoid this term (use fetal death or abortion) 
Abbreviations 
Never use an abbreviation to start a sentence. Some abbreviations may be used anywhere 
else, including the manuscript's title and in figures, table titles and legends, without definition; 
others may not be used in the title, but may be used in the text without definition. In general, 
abbreviations must be defined when used for the first time (this may be avoided in the 
ABSTRACT if necessary to conserve space). To make reading the paper more pleasant, avoid 
using excessive abbreviations and acronyms; instead use short synonyms, for instance: for 
"Cesarean section" instead of "CS" use "section" or "hysterotomy." 
The following abbreviations may be used in the text without definition (note that abbreviations 
exclude periods): 

 
Units of Measure 
cpm - counts per min  
dpm - disintegrations per min  
g - gram  
ga - gauge of hypodermic needle  
h - hour 
kg - kilogram 
L - liter 
mL - milliliter  
&mgr;L - microliter  
m - meter 
min - minute 
mo - month  
s - second  
v:v - volume ratio  
wk - week  
wt/vol - weight per volume  
y - year 
Routes of treatment 
id - intradermal 
im - intramuscular 
iu - intrauterine 
iv - intravenous 
sc - subcutaneous 
po - oral 
Statistical expressions 
ANOVA - analysis of variance 
CV - coefficient of variation 
df - degrees of freedom 
F - variance ratio 
NS - not significant 
P - probability 
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SD - standard deviation 
SEM - standard error of the mean 
r - correlation coefficient 
r2 - coefficient of regression 
Additional information 
• For issues of style and format not addressed here, please consult Scientific Style and 
Format: The CBE Manual for Authors, Editors, and Publishers, Sixth Edition.  
• For spelling, word formation and divisions, plurals, possessives, meanings and usage, 
consult the CBE Manual or a current English language (collegiate-level or higher) dictionary.  
• For conflicts between instructions in this Guide and any of the references, the Guide takes 
precedence. Do not hesitate to contact the Editorial Office if you have any questions regarding 
preparation of your manuscript. 
Submission Checklist 
The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the 
journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details regarding any item. 
Ensure that the following items are present:  
One author has been designated as the corresponding author with contact details:  
• E-mail address  
• Full postal address  
• Telephone and fax numbers 
All necessary files have been uploaded, and contain:  
• Keywords  
• All figure captions  
• All tables (including title, description, footnotes) 
Further considerations  
• Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked' (and critically read and 
reviewed)  
• References are in the correct format for this journal  
• All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa  
• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including 
the Web)  
• Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of 
charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-
and-white in print  
• If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied 
for printing purposes 
For any further information, please visit our customer support site 
at http://support.elsevier.com. 
AFTER ACCEPTANCE 
Use of the Digital Object Identifier 
The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The 
DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by 
the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. 
Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because 
they have not yet received their full bibliographic information. 
The correct format for citing a DOI is shown as follows (example taken from a document in the 
journal Physics Letters B): 
doi:10.1016/j.physletb.2003.10.071 
When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they are 
guaranteed never to change. 
Proofs 
One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we 
do not have an e-mail address, then paper proofs will be sent by post), or a link will be 
provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now 
provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download 
Adobe Reader version 7 (or higher) available free from http://get.adobe.com/reader. 
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Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs (also given online). The 
exact system requirements are on the Adobe 
site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html. 
If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including 
replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your 
corrections quoting line number. If this is not possible, then mark the corrections and any other 
comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, 
or scan the pages and send by e-mail or by post. Please use this proof only for checking the 
typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant 
changes to the article as accepted for publication will only be considered at this stage with 
permission from the Editor. We will do everything possible to get your article published quickly 
and accurately - please let us have all your corrections within 48 hours. It is important to 
ensure that all corrections are sent back to us in one communication: please check carefully 
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. 
Proofreading is solely your responsibility. Note that if no response is received, Elsevier may 
proceed with publication of your article. 
Offprints 
The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail. 
For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent 
once the article is accepted for publication. The PDF file is a watermarked version of the 
published article and includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer 
outlining the terms and conditions of use. 
AUTHOR INQUIRIES 
For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit 
this journal's homepage. Contact details for questions arising after acceptance of an article, 
especially those relating to proofs, will be provided by the publisher. You can track accepted 
articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check our Author FAQs 
(http://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support 
viahttp://support.elsevier.com. 
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