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SUMMARY

Euphractus sexcinctus is a species of armadillo from South America and there are not many studies on its reproductive anatomy. Five corpses of
adult females were collected according to the Brazilian Institute of Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA) guidelines. The ovaries
were dissected and processed for histological examination after standard staining with hematoxylin-eosin. The shape of the ovaries was oval, measuring
7,9 mm in length and width 4,4 mm. There was no central concavity in the ovary as opossed to previous reports on armadillos. The ovaries were covered
with simple squamous epithelium and connective tissue rich in collagen fibers. The cortical region presented follicles at various stages of development,
with primordial follicles being in clusters. The region containing blood vessels and medullary interstitial cells, and sex cord as described in other species
of armadillos. The tertiary follicle oocyte measured 183 + 18 mm diameter, with a spherical nucleus and dispersed chromatin. The zona pellucida was
homogeneous and acellular around the oocyte. Follicles with oocyte groups were not identified. This study demonstrated that ovarian morphology of
E. sexcinctus was similar to that of other mammals, but different from other species of armadillos described in other articles.
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RESUMEN

El Euphractus sexcinctus es un armadillo de América del Sur y su anatomia reproductiva ha sido poco estudiada. Cinco hembras adultas fueron
colectadas conforme normas del Instituto Brasilero del Medio Ambiente y de los Recursos Naturales Renovables (IBAMA). Los ovarios fueron
disecados por mesoscopia y procesados por microscopia de luz (coloracion: hematoxilina-eosina). La forma de los ovarios fue ovalada, midiendo
7,9 mm de longitud y 4,4 mm de ancho. Al contrario de lo descrito en otras especies de armadillos, no observamos una concavidad central en dicha
estructura. Los ovarios estaban recubiertos por un epitelio escamoso simple y con tejido conjuntivo rico en fibras coldgenas. La region cortical presento
foliculos en varias etapas de su desarrollo, siendo que los foliculos primordiales tendian a agruparse en clusters. La regiéon medular contenia vasos
sanguineos y células intersticiales y cordones sexuales tal como ha sido descrito en otras especies de armadillos. El ovocito del foliculo terciario midié
183 + 18 um de didmetro, con nicleo esférico y cromatina dispersa. La zona pelicida fue homogénea y acelular alrededor del ovocito. Foliculos con
grupos de ovocitos no fueron identificados. Este estudio demostré que la morfologia ovérica del E. sexcinctus fue semejante a la de otros mamiferos,
pero diferente al de otras especies de armadillos descritos en otros articulos.
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INTRODUCCION

El Euphractus sexcinctus es un armadillo de tamafio
mediano, con peso vivo aproximado de 5 kg de masa cor-
poral y de color amarillo claro. Los apareamientos ocurren
todo el afo, con un periodo gestacional de 60-65 dias y
con 1-3 crias por parto (Superina 2000). Su distribucion
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geogréfica es irregular en América del Sur, siendo encon-
trado frecuentemente en sabanas y en los limites geogra-
ficos del Bioma Cerrado (este y sur del Brasil), sureste de
Bolivia, Paraguay, Uruguay y norte de Argentina (Gardner
2005). Estos animales con frecuencia son encontrados ac-
cidentados en carreteras, principalmente en el periodo de
arar las tierras para el cultivo y durante el desflorestamien-
to, desplazando estos animales de sus nichos ecolégicos.
El conocimiento sobre el tracto reproductivo del Eu-
phractus ha sido poco explorado. La forma del ovario en
armadillos esta descrita en la literatura como ovalada,
discoidal, renal o de frejol (Enders 1960, Cetica y col
2005), con su gran curvatura a lo largo del mesovario
(Enders 1960). Talmage y col (1954) afirmaron que el
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estandar reproductivo del D. novemcinctus es unos de los
mas extrafios entre los mamiferos, por causa de la po-
liembrionia. Newman (1912) consideré al ovocito del
armadillo como primitivo por causa de sus semejanzas
en muchos detalles con los marsupiales. Newfang (1947)
sugirié que el estudio del sistema urogenital en armadi-
llos podria contribuir al entendimiento de la complica-
da arquitectura gonadal en mamiferos una vez que estos
animales poseen estructuras similares a la de mamiferos
actuales, en lo que se refiere al suministro sanguineo de
las estructuras cavernosas, de la presencia del ttero sin
formacion de los cuernos y del dimorfismo sexual, entre
otros aspectos microestructurales.

La condicién hermafrodita u ovotestis ha sido descri-
ta en musarafas (Sorex vagrans), en armadillos (Dasypus
novemcinctus) y en algunas especies de topos (Mogera
wogura, Talpa europaea, Talpa romana). En estas espe-
cies el ovario estd compuesto por una corteza, funcionan-
do como ovario, y una medular, estructuralmente similar
al testiculo (Wilcox y Mossman 1945, Newfang 1947,
Enders 1960, Beolchini y col 2000, Carmona y col 2008),
con cordones sexuales semejantes a tibulos seminiferos
embrionarios (Wilcox y Mossman 1945).

El objetivo de este estudio es describir la topografia
del ovario y su composicién microscépica en E. sexcinc-
tus, analizando pardmetros morfométricos de los diferen-
tes tipos de foliculos.

MATERIAL Y METODOS

Cinco armadillos Euphractus sexcinctus (Xenarthra,
Dasypodidae) muertos en carreteras interestatales brasi-
lefias fueron colectados en los estados de Goids y Parana
localizados al centrooeste y sur del Brasil. El trabajo fue
aprobado de acuerdo con los principios éticos de experi-
mentacién animal de la Comision de Bioética de la Fa-
cultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Univer-
sidad de Sdo Paulo.

Los especimenes con red arterial integra fueron in-
yectados con agua destilada a 40°C, luego inyectados con
latex coloreado por un pigmento de color rojo (Neoprene
450%), fijados por 48 horas en solucién de formaldehido al
10% y conservados en solucién de alcohol al 50%. Para la
descripcion morfolégica y topografica de la génada la di-
secacion fue realizada por mesoscopia de luz (Lupa LTS
3700®) y fotodocumentada con cdmara fotografica digital
(Nikon D40®).

Las muestras para histologia de luz fueron fijadas en
formaldehido al 10%, deshidratadas, clarificadas e impreg-
nadas en parafina. Las muestras en parafina fueron luego
cortadas en el micrétomo en cortes de 5 mm de espesor.
Las ldminas fueron tefiidas con hematoxilina/eosina. Las
secciones histolégicas fueron examinadas y fotomicrogra-
fiadas en el microscopio dptico (Olympus BX-50°).

Para la morfometria folicular, fueron analizados
los diametros, minimo y maximo (mm), de los folicu-
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los y ovocitos encontrados en las secciones histolégicas
obtenidas de 3 ovarios de E. sexcintus; en las diferen-
tes etapas de maduracién fueron analizados foliculos
primordiales (n = 7), primdrios unilaminares (n = 12),
primdrios multilaminares (n = 13), secundarios (n=7) y
terciarios (n = 6). Estas medidas fueron tomadas con el
software libre Image J.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la morfometria fueron prome-
diados e ingresados a una planilla MS Excel® y se anali-
zaron mediante el uso de estadistica descriptiva en base
a la media aritmética. Se realiz6 una prueba de normali-
dad utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov y para
analizar la homogeneidad de las varianzas se realiz6 la
prueba de Barlett. El andlisis entre grupos se realizé me-
diante el uso de Kruskal-Wallis y valores de P inferior a
0,05 se considerd significativo. Los valores fueron expre-
sados en mediana, quartiles y valores extremos. Para los
analisis estadisticos y visualizacién de los datos, el pro-
grama computacional utilizado fue el GraphPad Prism®
version 5.0 para Windows (GraphPad Prism 5, Analytical
Software, USA).

RESULTADOS

Los ovarios del E. sexcinctus estuvieron localizados
préximos al margen lateral de la entrada pélvica, ven-
tralmente a la arteria iliaca externa. Este 6rgano presenta
forma ovalada (figura 1A), midiendo 7,9 mm de longitud
y ancho de 4,4 mm. La génada se une directamente a la
pared del tdtero a través de un engrosamiento mesotelial
conocido como ligamento propio del ovario (figura 1A).

El ovario estd orientado espacialmente en relacion al
plano mediano (vertical) del cuerpo. Presenta una extre-
midad medial (uterina) y otra extremidad lateral (tuba-
ria). La superficie ventral del ovario se fija al dtero por
medio de una dependencia peritoneal, llamada mesova-
rio. La superficie dorsal del ovario que esta libre, se di-
rige para la receso recto-uterino (figura 1C). El haz neu-
rovascular del ovario acompaiia al ligamento propio del
ovario hasta el hilo del ovario, en el margen mesovarico
(figura 1B, 1C).

La subdivision medial de la arteria ilfaca interna se
caracterizé por pequefios vasos agrupados por tejido con-
juntivo adyacente formando una rete mirabile titero ova-
rica (figura 1B). Estos vasos irrigan a la vejiga urinaria,
utero, tubas uterinas y a los ovarios. Su trayecto se inici6
en el borde medial de la cresta iliaca, a partir de donde
penetran en el ligamento ancho del ttero, alcanzando la
zona de reflexion del receso vesico-uterino. A partir de
la base del ttero y vejiga, las pequefias arterias de la refe
mirabile se subdividen en ramos ventrales que alcanzan
la vagina y la vejiga urinaria, y ramos dorsales que alcan-
zan al tdtero, tuba uterina y ovarios (figura 1B).



Figura 1. Fotografias topograficas del ovario, tuba uterina,
ltero y vasos sanguineos en el Euphractus sexcinctus. A, B,
D) vista ventral, C) vista dorsal. Observar: ttero (1), istmo (2),
ampolla (3), fimbria (4), ovario (5), ligamento propio del ovario
(6), rete mirabile \tero ovarica (7), arteria ovdrica (8), ramo tu-
bario de la arteria ovdrica (9), arteria uterina (10), ramo ovarico
de la arteria uterina (11), ramo tubario de la arteria uterina (12),
mesovario (+), mesosalpinge (*).

Photographs of the ovary, uterine tube, uterus and associated
arteries in Euphractus sexcintus. A, B, D) ventral view, C) dorsal view.
Observe: uterus (1), isthmus (2), ampulla (3), fimbriae (4), ovary (5),
proper ligament of the ovary (6),utero-ovary rete mirabile (7), ovarian
artery (8), tubal branch of the ovarian artery (9), uterine artery (10), ovary
branch of the uterine artery (11), tubary branch of uterine artery (12),
mesovarium (+), mesossalpinge (*).

El plexo vascular que nutre y drena el ovario alcanza
el 6rgano a través del hilo del ovario, situado a lo largo de
la fijacién del mesovario. Las arterias destinadas al ova-
rio corren en la intimidad del ligamento ancho del ttero,
con morfologia plegada, originadas de la rete mirabile
utero ovdrica (figura 1B). Hay dos fuentes de suministro
sanguineo para el ovario: las arterias uterina y ovdrica. La
primera de ellas se destaca de la arteria uterina cuando
esta pasa proxima a la insercion del ligamento propio del
ovario: la rama ovdrica de la arteria uterina (figura 1D).
Las arterias ovdricas son la segunda fuente de suministro
destacdndose de la rete mirabile ttero ovarica como va-
sos dobles, dirigidos al ovario, caminado bien préxima
una de la otra, en el interior del ligamento ancho (Figura
1B). La rama medial de la arteria ovarica es mas rectili-
nea, vascularizando la parte medial del ovario y anasto-
mosdndose con la rama ovdrica de la arteria uterina y la
rama lateral de la arteria ovarica (figura 1B, 1D). La rama
lateral de la arteria ovdrica es bastante espiralada, emite
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microvasos a lo largo de sus trayecto por el ligamento an-
cho y se bifurca cuando llega préximo al borde mesovari-
co de la porcion lateral del ovario (figura 1B). Préximo al
ovario, la arteria ovarica emite ramos dorsales y ventrales
(figura 1C, 1D), continda en direccién a la region de las
fimbrias uterinas, las cuales se distribuyen igualmente.
En el borde mesovarico fue constatada una rama anasto-
mdtica entre las dos arterias ovaricas (medial y lateral).

La visién microscépica del ovario revel6 un limite ni-
tido entre la zona cortical y la medular (figura 2A). La td-
nica albuginea se presento revestida por epitelio escamo-
so simple, anchura de 78 mm y tejido conjuntivo denso
no modelado, formado por pocos haces de fibras colage-
nas y numerosas células fijas (fibrocitos y fibroblastos).
La zona medular del ovario comparada a la zona cortical
presenta una disminucidn significativa con presencia de
muchos vasos sanguineos (figura 2A).

Los foliculos ovdricos fueron observados en varias
etapas del desarrollo (figura 2A). Los foliculos primor-
diales que constituyen la primera etapa de maduracién
folicular estaban agrupados en la regién adyacente a la
tunica albuginea (figura 2A); en estos fue posible identi-
ficar el epitelio folicular del tipo escamoso simple (figura
2B). Los foliculos primarios fueron encontrados en dos
etapas de maduracién, unilaminares con epitelio cibico
simple (figura 2C) y multilaminares exhibiendo un epi-
telio estratificado cuboide (figura 2D). En ambos tipos
de foliculos observamos ovocitos con membrana nuclear
evidente, cromatina dispersa y regiones de heterocroma-
tina proximas de la membrana nuclear. Se observa tambi-
én una capa de células foliculares sobrepuestas y apoya-
das sobre la zona pelicida.

Los foliculos secundarios se caracterizan por el sur-
gimiento inicial de la cavidad antral (figura 2E). En los
foliculos terciarios o maduros, de dimensiones mayores,
se observa el cumulus oophorus sustentando el ovocito
dentro de la cavidad antral (figura 2F). La teca interna
estd formada por células epiteloides grandes y la teca
externa estaba bien evidente en la Figura 2D. También
observamos el limite entre la teca interna y la membrana
granulosa (figura 2D, 2F).

Los resultados indicaron que durante la maduraci-
on, los foliculos ovaricos aumentan la mediana de sus
didmetros en las diferentes etapas; primordial (48,6 um),
unilaminar (106,1 pm), multilaminar (234,7 um), secun-
dario (502,6 um) y terciario (796,6 pm) (Kruskal-Wallis,
P < 0,0001). Semejantemente, los ovocitos aumentan las
medianas de sus didmetros de 34,1 um en la etapa pri-
mordial para 52,0 um en la etapa unilaminar, para 116,6
um en el multilaminar, para 164,4 pm en el secundario y
para 171,9 um en la etapa terciaria (Kruskal-Wallis, P <
0,0001) (figura 3). EI nucleo crecié poco en las etapas:
primordial (27,3 £ 1 um), unilaminar (32,1 £ 1 um) y
multilaminar (35,9 = 1 um), entretanto, aumentd signi-
ficantemente en las etapas: secundario (60,3 = 1 um) y
terciario (54,5 + 1 pum).
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Figura 2. Fotomicrografia del ovario de Euphractus sexcinctus con diferentes etapas de crecimiento folicular. A) Regién cortical (%)
y medular del ovario (V). B-F) Presencia de foliculos tipicos en diferentes etapas de desarrollo: B) foliculos primordiales (400x), C)
foliculo primario unilaminar (200x), D) foliculo primario multilaminar (100x), E) foliculo secundario (100x), F) foliculo terciario
(100x). Observar la zona pelicida (1), antro folicular (2), membrana granular (3), teca interna (4), teca externa (5), cumulus oophorus
(6), células foliculares (#) y niicleo (=). Coloracién: HE.

Histological sections of an ovary from Euphractus sexcinctus. A) Cortical (%) and medullar region of the ovary (V). B to F) Typical follicles
in different stages of development: B) Primordial follicle (400x), C) Unilaminar primary follicle (200x), D) Multilaminar primary follicle (100x), E)
Secondary follicle (100x), F) Tertiary vesicular follicles (100x). Observe: zona pellucida (1), follicular antrum (2), granular membrane (3), theca interna

(4), theca externa (5), cumulus oophorus (6), follicular cells (%) and nucleus (=). Stain HE.

DISCUSION

Al analizar los datos de este estudio se encontrd que
en el E. sexcintus el ovario estd localizado en la entrada de
la pelvis coincidente con las descripciones en otros ma-
miferos domésticos (Bruni y Zimmerl 1977, Nickel y col
1979, Getty 1986). Su morfologia ovalada se asemejé a lo
descrito en la literatura por Enders (1960) en armadillos
jovenes D. novemcinctus; por Cetica y col (2005) en espe-
cimenes de la subfamilia Euphractinae (Ch. villosus, Ch.
vellerosus, Z. pichiy y C. truncatus) y Tolypeutinae (7.
matacus). Entre tanto, no se observo la concavidad central
descrita en D. novemcinctus (Enders y Buchanan 1959,
Enders 1960) y D. hibridus por Cetica y col (2005). Las
medidas longitudinales fueron similares a lo descrito por
Cetica y col (2005) para las especies Ch. villosus 'y Ch.
vellerosus, ambos pertenecientes a la tribu Euphractini.
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La interpretacion de la morfologia externa permitié
detectar, como en otros mamiferos, la inclusién perito-
neal del érgano, excepto en el borde mesovarico. La gé-
nada del E. sexcinctus no fue vascularizada por la arteria
ovdrica como en otros mamiferos placentarios (Bruni y
Zimmerl 1977, Nickel y col 1979, Getty 1986), que en el
embridn se origina de la arteria renal o de la aorta. En el
E. sexcinctus la génada fue nutrida por una rete mirabile
utero ovarica derivada directamente de la rete mirabile
de la arteria iliaca interna, diferentemente de los otros
mamiferos que presentaron un conducto arterial Gnico
(Bruni y Zimmerl 1977, Nickel y col 1979, Getty 1986).
Al interpretar el origen de las arterias gonadales a partir
de una rete mirabile no fue posible establecer compara-
ciones con la literatura. Sin embargo, Arruda y Arruda
(1999) hicieron referencia a ramas en forma de abanico
de la arteria ilfaca interna y a la rete mirabile en el lu-
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Figura 3. Didmetro de los foliculos ovarianos y sus respectivos ovdcitos en diferentes etapas de maduracién, primordial (n = 7), unila-
minar (n = 12), multilaminar (n = 13), secundario (n = 7) y terciario (n = 6), en E. sexcinctus. Fueron analizados los foliculos encontra-
dos en las secciones histoldgicas de los ovarios retirados de las hembras de E. sexcinctus. Los resultados, analizados por la prueba de
Kruskal-Wallis, mostraron un aumento progresivo en el didmetro medio de los foliculos y ovocitos (P < 0,0001) en las diferentes etapas
de maduracion. Estan representadas las medianas, quartiles y valores extremos.

Diameter of all founded ovarian follicles and oocytes in different stages of maturation, primordial (n=7), unilaminar primary (n = 12), multi-
laminar primary (n = 13), secondary (n = 7) or terciary (n = 6), from histological sections of ovaries obtained from females of E. sexcinctus. The results,
analyzed by the Kruskal-Wallis test, showed an increase in the diameter of follicles and oocytes from the primordial until the tertiary vesicular follicles

(P <0.0001). Data are showed as median, quartiles and extreme values.

gar de la arteria sacral mediana. La rete mirabile en osos
perezosos, tamanduds y armadillos ha sido relatada por
Wisloscki y Enders (1932) y Goffart (1971), los autores
sugirieron que la disposicién paralela de las arterias y ve-
nas, en forma de redes, favoreceria la pérdida de calor,
también podria ser una reserva de sangre con la finalidad
de mantener la oxigenacién del mismo. Como los arma-
dillos tienen habitos excavatorios esta reserva de sangre
auxiliarfa a la oxigenacion del sistema reproductor.

Naturalmente podemos considerar que el modelo de
vascularizacién de la génada femenina del E. sexcinctus
reflejé un modelo basal. Sin embargo la génada recibid,
como en mamiferos recientes, una contribucion de la ar-
teria uterina lo que sin duda representd una confirmacion
de que en los comienzos de la vida evolutiva ya se habia
desarrollado una sobreposicion de territorios vasculares
para las génadas.

La tinica albuginea densa fue, de forma semejante,
observada en D. novemcinctus por Hamlett (1935). La
morfologia del estroma ovariano presenta similitud con
otros mamiferos domésticos en la disposicion topografica
de los foliculos (en la regién cortical). Con excepcion de
la yegua que invierte la disposicién de la region cortical y
medular (Bruni y Zimmerl 1977, Nickel y col 1979, Get-
ty 1986). El ovario de el E. sexcinctus, compuesto prin-
cipalmente de foliculos y la regiéon medular, formando
un tipico hilo ovérico, en el borde mesovarico. El limite
entre la region cortical y medular ovarica fue bien defi-
nido en E. sexcinctus a diferencia del D. hybridus en que

falta una médula verdadera y los vasos y nervios entran
por el borde mesovdrico centralmente en el ovario rami-
ficandose hacia la periferia (Cetica y col 2005). Cetica 'y
col (2005) describieron que la corteza envolvié la médula
ovdrica en los especimenes de la subfamilia Tolypeuti-
nae y Euphractinae, diferentemente de la mayoria de los
adultos eutérios, inclusive en el E. sexcinctus.

Los foliculos primordiales se agrupan en la porcién
mds externa de la regién cortical en el E. sexcinctus, si-
milar a lo descrito en D. novemcinctus (Newman 1912,
Peppler y col 1986). En la region cortical no se observé
grupo de ovocitos dentro de un dnico foliculo como lo
descrito por Cetica y col (2005) para el Ch. villosus, Su-
perina y col (2009) para el Z. pichiy y Newman (1912)
para el D. novemcinctus.

Los didmetros foliculares, del ovocito y ntcleo coin-
cidieron con los encontrados por Newman (1912) para D.
novemcintus y Cédon y col (2001) para Ch. villosus. No
observamos alteracién en el didmetro del nicleo en los
foliculos secundario y terciario, como también fue obser-
vado en hembras de caninos por Diagone y col (2008).

En el foliculo primordial, el ovocito es una pequefia
célula con citoplasma homogéneo de didmetro medio de
33 mm en hembras de caninos y en el D. novemcinctus
(Newman 1912, Diagone y col 2008) y 25 mm en mu-
jeres (Junqueira y Carneiro 1990). El nicleo grande del
ovocito del foliculo primordial midi6 15 mm de didmetro
en el D. novemcinctus (Newman 1912). De acuerdo a lo
descrito por Newman (1912), el contenido citoplasmatico
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aumenta relativamente mas rapido que el contenido del
nicleo. También encontramos esa misma relacién cuando
evaluamos el crecimiento folicular en el E. sexcinctus. El
citoplasma del ovocito del foliculo terciario present6 un
diametro de 120 mm, en cuanto el nicleo no mudé de
tamafio (Newman 1912).

En la regi6n medular del material ovarico analizado
no encontramos los cordones sexuales o region festis-li-
ke, también identificada como “ovotestes”, y descrito en
musarafia Sorex vagrans (Wilcox y Mossman 1945), D.
novemcinctus (Newfang 1947, Enders 1960), Mogera
wogura (Carmona y col 2008), Talpa europaea (Beolchi-
ni y col 2000), Talpa romana (Beolchini y col 2000).

Mas estudios sobre la maduracién folicular y mor-
fometria celular del ovario son necesarios, porque estas
estructuras estdn intimamente relacionadas con la repro-
duccién y consecuentemente, para el mantenimiento y
perpetuacién de esta especie.
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