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RESUMEN

Leucaena leucocephala es un arbusto rico en proteina y mi-
mosina que se cultiva en altas densidades para incrementar
la ingesta de proteina en sistemas de produccién bovina. La
mimosina es un antimitdtico cuyo efecto sobre el endometrio
no es bien conocido. Se presume que podria acuamularse en el
tejido endometrial, inhibiendo el desarrollo de las glindulas
endometriales responsables de nutrir al embrién. El objetivo
de este estudio fue determinar la acamulacién de mimosina en
el tejido endometrial, por consumo de L. leucocephala, y ob-
servar su efecto en el desarrollo de las glindulas endometriales
de vacas en postparto temprano en un sistema silvopastoril.
Veinticuatro vacas Bos indicusX Bos taurus se dividieron
en dos tratamientos: pastoreo en sistema silvopastoril (SSP,
n=12), conformado por asociacién de Cynodon nlemfuensis
y L. leucocephala var. Cunningham; y pastoreo en sistema de
monocultivo (SM, n=12), de C. nlemfuensis. El consumo de
mimosina por kilogramo de peso vivo se estimé a partir del
consumo diario de mimosina por vaca. La concentracién de
mimosina en tejido uterino se determiné con HPLC. La prueba
de t de Student (p=<0.05) se utilizé para contrastar diferencias
entre la concentracién de mimosina en el tejido endometrial
con glindulas funcionales y no funcionales. La mimosina
se acumulé en el tejido endometrial de vacas en el SSP y su
concentracién varié de 51.02 a 63.45 ug g_1 de tejido endo-
metrial (TE). El desarrollo de las glindulas endometriales fue

normal con concentraciones de mimosina iguales O menores a
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ABSTRACT

Leucaena leucocephala is a shrub rich in proteins and
mimosine. This high-density crop is cultivated to increase
protein intake in cattle production systems. Mimosine
is an antimitotic and its effect on the endometrium is
still unknown. It is presumed that it could accumulate
in the endometrial tissue, inhibiting the development of
the endometrial glands, which are in charge of nurturing
the embryo. The objective of this study was to determine
mimosine accumulation in the endometrial tissue as a result
of the consumption of L. leucocephala and to observe its
effect in the development of the endometrial glands of early
postpartum cows in a silvopastoral system. Twenty-four Bos
indicusX Bos taurus cows were divided in two treatments:
grazing in a silvopastoral system (SSP, n=12), formed by
the association of Gynodon nlemfuensis and L. leucocephala,
var. Cunningham; and grazing in a monoculture system
(SM, n=12) of C. nlemfuensis. Mimosine consumption
per kilogram of live weight was estimated based on the
daily consumption of mimosine per cow. Mimosine
concentration in the uterine tissue was determined using
HPLC. A Student’s t test (p=<0.05) was applied to contrast
the differences between the mimosine concentration in
the endometrial tissue of functional and non-functional
glands. Mimosine accumulated in the endometrial tissue
of SSP cows. Its concentration ranged from 51.02 to
63.45 ug g_1 of endometrial tissue (TE). The endometrial
glands had a normal development, with <53.73 ug g~*
mimosine concentration in TE. By contrast, with 60.81 ug
g L or higher, TE concentrations, endometrial glands showed
signs of atrophy. Daily mimosine consumption in the SSP

was 0.019 g kg ™! live weight. Mimosine from L. leucocephala
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53.73 ug g_1 de TE. Por el contrario, con concentraciones de
60.81 ug g_l de TE o mads se observé atrofia de las glindulas
endometriales. El consumo diario de mimosina en el SSP fue
0.019 g kg~ de peso vivo. La mimosina proveniente del con-
sumo de L. leucocephala se acaumula en el tejido endometrial
y puede causar atrofia de las glindulas endometriales en vacas

en postparto temprano.

Palabras clave: Bos indicus, Bos taurus, posparto, Leucaena

leucocephala, Cynodon nlemfuensis, reproduccion.
INTRODUCCION

na de las causas principales que evitan el

establecimiento de una prefiez nueva en la

vaca, durante el postparto temprano, es un
ambiente uterino inadecuado (Walsh ez 4/, 2011). Para
que la gestacién inicie, es necesario que el endometrio
pueda nutrir al embrién en la etapa pre y post implan-
tacién (Donofrio ez al., 2008); esto es posible por las
secreciones nutritivas de las glindulas endometriales
(Gunin ez al., 2001). Esas glindulas estdn sujetas a los
cambios en el endometrio, que se remodela en cada
ciclo estral, al ocurrir proliferacién celular (mitosis) y
el subsecuente desarrollo glandular.

Factores antinutricionales en la dieta del animal
como fitohormonas, alcaloides y taninos, pueden ac-
tuar indirectamente sobre el endometrio, interrum-
piendo la sintesis y secrecién de estradiol y progeste-
rona, que son las principales responsables de estimular
el crecimiento de glindulas endometriales (Gonella
et al., 2010; Benbia et al., 2013) o actuar de manera
directa disminuyendo o bloqueando la proliferacién
celular y la secrecién de las glindulas endometriales
(Oluyemi ez al., 2007; Iranloye y Bolarinwa, 2008).
La consecuencia de cualquiera de estas acciones es la
alteracién del desarrollo glandular impidiendo la im-
plantacién u ocasionando muerte embrionaria.

El principal origen de los factores antinutricionales
y fuente de alimentacién de los herbivoros son los
forrajes (James ez al., 1992). En el trépico, los siste-
mas de produccién de carne y leche estdn en sistemas
silvopastoriles (SSP) asociando gramineas con drboles
o arbustos leguminosos con el objetivo de disminuir
la oferta de concentrados (Murgueitio ez al., 2011;
Naranjo et al., 2014).

Una de las asociaciones mds utilizadas en la
regién tropical de Latinoamérica es la de graminea
con leucaena (Leucaena leucocephala), para mejorar
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consumption accumulates in the endometrial tissue and can

cause endometrial glands atrophy in early postpartum cows.

Key words: Bos indicus, Bos taurus, postpartum, Leucaena

leucocephala, Cynodon nlemfuensis, reproduction.
INTRODUCTION

ne of the main causes that prevents new

cow pregnancies during the postpartum is

an inadequate uterine environment (Walsh
et al, 2011). In order to start a pregnancy, the
endometrial glands provide the nutritional secretions
(Gunin et al., 2001) that enable the endometrium
to nurture the embryo before and after the
implantation (Donofrio ez al., 2008). These glands
are subject to changes in the endometrium, which
modifies its structure in each oestrus cycle, as a result
of cell proliferation (mitosis) and the subsequent
development of the gland.

Antinutritional factors in the animals’ diet —such
as phytohormones, alkaloids, and tannins— can
indirectly act over the endometrium, interrupting the
synthesis and secretion of estradiol and progesterone,
which are mainly responsible for stimulating the
growth of the endometrial glands (Gonella ez 4l
2010; Benbia ez al., 2013). Additionally, estradiol
and progesterone directly diminish or block cell
proliferation and endometrial gland secretion
(Oluyemi et al, 2007; Iranloye and Bolarinwa,
2008). Any of these actions alters gland development,
preventing implantation or causing embryo death.

Forage is the main origin of these antinutritional
factors and the feeding source of herbivores (James ez
al., 1992). In the tropics, meat and milk production
systems are in silvopastoral systems (SSP) relating
grasses with trees or leguminous plants, in order to
diminish the concentrate offer (Murgueitio e al.,
2011; Naranjo ez al., 2014).

One of the most frequently used associations in
the tropical region of Latin America is grass with
leucaena (Leucaena leucocephala). This association
helps to improve protein consumption and to keep
cattle productivity (Murgueitio ez a/., 2011; Cuartas
et al., 2013). However, leucaena includes mimosine,
an alkaloid whose 3,4 and 2,3 dihidropyridine
(DHP) metabolites could cause embryo death or
early fetal death (Jones ez al., 1989; Akande ez al.,
2010).
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el consumo de proteina y mantener la productividad
del rebano (Murgueitio ez al., 2011; Cuartas ez al.,
2013). Sin embargo, la leucaena contiene el alcaloide
mimosina, cuyos metabolitos 3,4 y 2,3 dihidroxypi-
ridona (DHP) podrian ocasionar muerte embrionaria
o muerte fetal temprana (Jones ez al., 1989; Akande
et al., 2010).

Estudios iz vitro demostraron que la mimosina tie-
ne un efecto antimitdtico sobre varios tipos de células,
incluyendo las del ovario (Feldman y Schonthal, 1994;
Hughes y Cook, 1996). Segtin Sahlu ez al. (1995) y
Reis ez al. (1999), la mimosina puede acumularse en
algunos érganos y el foliculo piloso de cabras impi-
diendo la multiplicacién celular. Sin embargo, en la
literatura revisada no se encontré informacién sobre la
probable acumulacién de mimosina en el tejido uteri-
no, y si esto tiene algtin efecto sobre el desarrollo de las
glindulas endometriales de vacas durante el posparto
temprano. El objetivo de este estudio fue determinar
laacumulacién de mimosina en el tejido endometrial,
por consumo de L. leucocephala, y observar su efecto
en el desarrollo de las glindulas endometriales de vacas
en postparto temprano en un sistema silvopastoril, con
altas densidades de esta leguminosa.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé de marzo de 2013 a marzo de 2014 en la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Auténoma de Yucatin, localizada al este de la Peninsula de Yucatdn,
Meéxico, entre 16° 06’ y 21° 37" N, y 87° 32"y 90° 23’ E.

Animales y tratamiento

El estudio incluyé 24 vacas adultas durante el posparto
temprano (45 a 90 d), cruzas de Bos indicus X Bos taurus, de tres a
cinco partos, con peso vivo promedio de 509 %74 kg y condicién
corporal de 60.3 puntos, de acuerdo con la escala 1-9 estable-
cida por Ayala ez al. (1995). Inmediatamente después del parto,
las vacas se asignaron a uno de los dos tratamientos: pastoreo en
sistema silvopastoril (SSP, n=12), asociacién de pasto estrella
de Africa (Cynodon nlemfuensis) y leucaena var. Cunningham,
con densidad de 36 000 plantas de leucaena ha™'; y pastoreo en
sistema de monocultivo (SM, n=12) de pasto estrella de Africa.
El pastoreo en ambos sistemas fue de 8:00 a 13:00 h y de 17:00
2 5:00 h, el consumo estimado de forraje fue de 50 al 70 % de
la dieta. En el ordefio, las vacas recibieron un suplemento para

cubrir sus requerimientos energéticos y proteicos segtin el nivel

In vitro studies have shown that mimosine has
an antimitotic effect over several types of cells,
including ovary cells (Feldman and Schénthal,
1994; Hughes and Cook, 1996). According to Sahl
et al. (1995) and Reis et 2/. (1999), mimosine can
accumulate in several organs and the hair follicle
of goats, preventing cell multiplication. However,
there was no information in the reviewed literature
about mimosa accumulation in the uterine tissue
and whether or not it has any effect over the
development of the endometrial glands of early
postpartum cows. The objective of this study
was to determine mimosine accumulation in
endometrial tissue, as a result of the consumption
of L. leucocephala, and to observe its effect in
the development of endometrial glands of early
postpartum cows in a silvopastoral system, where
high amounts of this grass were available.

MATERIALS AND METHODS

The study was carried out from March 2013 to March
2014, in the Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Auténoma de Yucatin, located in the East of the
Yucatan Peninsula, Mexico, between 16° 06’ and 21° 37’ N, and
87° 32’ and 90° 23’ E.

Animals and treatments

The study included 24 adult Bos indicus X Bos taurus cross-
bred cows, during early postpartum (45-90 d), which had
given birth three to five times, with a 509%74 kg average live
weight, and 60.3 points of corporal condition, according to
the 1-9 scale established by Ayala et a/. (1995). Immediately
after the parturition, the cows were assigned to one of the two
treatments: grazing in silvopastoral system (SSP, n=12), using
African Star-grass (Cynodon nlemfuensis) and leucaena var.
Cunningham, with a 36 000 leucanea plants ha™! density;
and grazing in a monoculture system (SM, n=12) of African
Star-grass. In both systems, the cows grazed from 8:00 am
to 01:00 pm and from 05:00 pm to 5:00 am; the estimated
consumption of forage accounted for 50-70 % of the diet.
At milking, the animals were fed supplements to meet their
energy and protein requirements, according to their milk
production, without losing or gaining weight (Table 1 and
2), using the AFRC-CAB-INTERNATIONAL (1995)
tables. The supplement accounted for 30-50 % of the total

consumption.
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de produccién ldctea, sin pérdida o ganancia de peso (Cuadro 1y
2), empleando las tablas de la AFRC-CAB-INTERNATIONAL
(1995). El suplemento constituyé entre el 30 y 50 % del consumo

total.
Consumo de mimosina por peso vivo (CMPV)

El consumo de mimosina se estimé a partir del consumo de
materia seca de leucaena y el contenido de mimosina en hojas y
tallos tiernos. El primero se determiné con el método de 7-alcanos
(Dove y Mayes, 1991) y se expresé en kg de MS vaca™' d™',
y el contenido de mimosina en la L. leucocephala se determiné
mediante cromartograffa liquida y se expresé en g kg™' de MS
leucaena; después, el consumo de mimosina se reportdé como g
vaca~ ! d™! (Bottini-Luzardo e al, 2015). El CMPV se calculé

con la ecuacién:

CMPV (gkg™ ' d"h=cmipPv

Mimosine consumption per live weight (CMPV)

Mimosine consumption was estimated based on the
consumption of dry leucaena and the mimosine content in
tender leaves and stalks. The former was determined using the
n-alkane method (Doves and Mayes, 1991) and stated in kg
of MS cow ™! d_l, while the latter was determined through a
liquid chromatography and stated in g kg™' of MS leucacna.
Subsequently, mimosine consumption was reported as g cow” '
d™! (Bottini-Luzardo et al., 2015). CMPV was calculated using

equation:
CMPV (gkg™ ' d"h=cmipPv

where CMPV is mimosine consumption, in grams per
kilogram of live weight per day (g kg™' d™"); CM is mimosine
consumption, in g cow ! d_l; and PVis the live weight of the

cow in kg.

Cuadro 1. Composicién nutricional de los forrajes y suplementos consumidos por vacas en un sistema silvopastoril intensivo
(SSP) y un sistema de monocultivo de graminea (SM).
Table 1. Nutritional composition of fodder and supplement consumed by cows in an intensive silvopastoral system (SSP)

and in a grass monoculture system (SM).

SSp SM
Variable
Pasto estrella de Africa Leucaena Sorgo Pasto estrella de Africa Concentrado
MS (%MF) 27.4 32.1 95.0 27.4 89.0
PC (%MS) 8.0 15.3 8.6 6.2 12.3
FAD (% MS) 36.1 247 - 36.1 -
Ceniza(% MS) 9.9 7.8 1.3 9.9 3.8
EM (%MS) 9.2 9.3 12.4 8.9 11.2

MF: materia fresca, MS: materia seca, PC: proteina cruda, FAD: fibra dcido detergente, EM: energia metabolizable. < MF: fresh
matter; MS: dry matter; PC: raw protein; FAD: acid detergent fiber; EM: metabolizable energy.

Cuadro 2. Consumo de forraje estimado y cantidad de suplemento ofrecido (kg MS vaca™' d™') segtin el nivel de
produccién de leche de vacas en un sistema silvopastoril intensivo (SSP) y un sistema de monocultivo de

graminea (SM).

Table 2. Estimated fodder consumption and amount of supplement provided (kg MS cow ' d "), according to the level of
dairy milk production in an intensive silvopastoral system (SSP) and a grass monoculture system (SM).

kg leche SSP sM
vaca~1d™! p p
Pasto estrella de Africa Leucaena Sorgo Pasto estrella de Africa Concentrado
10 4.6 3.8 3.5 7.3 3.4
15 6.2 4.2 4.8 6.7 5.4
20 2.7 6.4 7.0 7.5 6.7
25 2.7 6.4 9.5 7.5 10.7
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donde CMPV es el consumo de mimosina en gramos por kg de
peso vivo, por dia (g kg_1 d_l); CM es el consumo de mimosina

engvaca” ' d™!y PVes el peso vivo de la vaca en kg,
Biopsias endometriales

Al momento de realizar las biopsias todas las vacas tenfan al
menos 45 d pastando en el tratamiento asignado y presentaban
completa involucién uterina.

Desde el dia 45 postparto se observaron los ovarios, usando
un ecégrafo (MINDRAY-50) trasductor lineal de 7.5 MHz
(Shenzhen, Mindray Bio-Medical Electronics, Co. Ltd. Nanshan,
Shenzhen, China). Las biopsias se tomaron de la capa funcional
del endometrio el dia cinco después de la observacién ecografica
del cuerpo liteo (CL), cuando se esperaba hubiese ocurrido el
total desarrollo de las glindulas endometriales por presencia de
la progesterona secretada por el CL (Kojima y Selander, 1970),
y se realizaron biopsias s6lo de la capa funcional del endometrio.

Dos muestras de tejido endometrial se tomaron con una
pinza para biopsias, la cual se introdujo en la vagina y guiada
transrectalmente hasta la parte craneal de uno de los cuernos
uterinos. La primera muestra se colocé en un contenedor
pldstico estéril y congelada a —20 °C hasta su procesamiento
para la determinacién de mimosina. La segunda se colocé en
un contenedor pldstico estéril con una solucién de formalina
al 10 % para su estudio histolégico.

Después de cada biopsia, la pinza se lavé 5 min con solucién
de yodo al 10 % y se enjuagd con agua estéril antes de su uso en

la siguiente vaca.
Concentracién de mimosina en tejido endometrial

Las muestras de endometrio se descongelaron en el labora-
torio a 24 °C. Después se cortaron finamente y se colocaron en
un tubo de ensayo, donde se adicionaron 2 mL de acetonitrilo
(Sigma-Aldrich®) y se centrifugaron 15 mina 16 000 g min~ L.
El acetonitrilo se evaporé con una placa de calentamiento a
50 °C bajo una atmdsfera de nitrégeno. Una vez realizada la eva-
poracidn se anadieron 2 mL de 4cido clorhidrico (HCL 0.1 N),
el tubo se agité manualmente durante 30 s para homogeneizar
la muestra, que se filtré utilizando una membrana de acetato de
celulosa con porosidad de 0.45 um. La deteccién de mimosina
se realizé mediante cromatografia liquida (KNAUER Smartline,
degasificador Manager smartline 5000, pump smartline 1000,
autosampler smartline 3950, Germany), usando una columna
LUNA C18 de 4.6X150 mm y 5 um, y detector UV smartline
con temperatura de 30 °C. Se inyectaron 0.5 #L de extracto de
mimosina. La fase mévil fue una solucién de 4cido ortofosférico
(0.02 M) y lalongitud de onda fue de 275 nm (Wu ez al., 2012).

Endometrial biopsies

At the time the biopsies were carried out, all the cows had
grazed for at least 45 d in the treatment to which they were
allocated and they showed a full uterine involution.

Forty-five days after parturition, the ovaries were observed
using a 7.5 MHz linear transducer ultrasound scanner
(MINDRAY-50) (Shenzhen, Mindray Bio-Medical Electronics,
Co. Ltd. Nanshan, Shenzhen, China). Biopsies were carried
out in the functional layer of the endometrium, five days after
the corpus luteum was subject to an ultrasound scanning.
By that time, the endometrial glands were expected to have
reached full development, as a result of the presence of the
progesterone secreted by the CL (Kojima and Selander, 1970).
The biopsies were only carried out in the functional layer of the
endometrium.

Biopsy pincers were used to take two endometrial tissue
samples. The pincers were introduced in the vagina and they
were guided transrectally towards the vault of the uterine horns.
The first sample was put in a sterile plastic container and frozen
at —20 °C undil it was processed, in order to determine the
existence of mimosine. The second sample was put in a sterile
plastic container with a 10 % formalin solution in order to carry
out a histological study.

After each biopsy, the pincers were washed for five minutes
using a 10 % iodine solution and rinsed with sterile water, before

they were used in the next cow.
Mimosine concentration in endometrial tissue

Endometrium samples were thawed in the laboratory at a
24 °C temperature. Subsequently, they were cut into thin slices
and put in a test tube. Two mL of acetronitile (Sigma—Aldrich®)
were added, and the mix was centrifuged at 16 000 g min~!
for 15 min. The acetronitile was evaporated using a hot plate at
50 °C in a nitrogen atmosphere. After the evaporation, 2 mL of
hydrochloric acid (HCL 0.1 N) were added, and the tube was
shaken by hand for 30 s in order to homogenize the sample.
The sample was filtered using a cellulose acetate membrane
with a 0.45 um porosity. The mimosine was detected through
a liquid chromatography (KNAUER Smartline, Manager
Smartline 5000 degasser, smartline 1000 pump, 3950 smartline
autosampler, Germany), using a 4.6-X150-mm and 5-um
LUNA C18 column and a smartline UV detector with a 30
°C temperature. A 0.5 4L mimosine extract was injected. The
mobile phase included an ortophosphoric acid solution (0.02 M)
and a 275-nm wavelength (Wu ¢z 4/, 2012). A 1.0 mL min~!
gradient was used. The result was stated as itg g_1 of endometrial

tissue (TE).
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El gradiente usado fue de 1.0 mL min~". El resultado se expresé

como Ug g_1 de tejido endometrial (TE).
Funcionalidad del tejido endometrial

La funcionalidad del tejido endometrial se evalud con el
método de inclusién en parafina y tincién con hematoxilina-
cosina (Tinciones Alvarez®, Granada-Espana). Las muestran se
observaron en un microscopio Labomed LX40 (Lab. América
Inc-USA) con aumento de 10 y 40X. Las fotografias se tomaron
de 10 campos de un mismo corte histolégico, utilizando una
cdmara Lamine 117 Histologia de Ross Rowell con resolucién de
1024 X768 pp, 24 bit de color, adaptada al microscopio. Como
indicativo de un endometrio funcional (EF) se considerd la pre-
sencia de gldndulas hipertrofiadas y productivas, caracterizadas
por el lumen dilatado y la presencia de material eosinofilico,
donde el epitelio glandular presenté grandes vacuolas en la
porcién apical de su citoplasma, desplazando el ntcleo hacia
la membrana basal (Kojima y Selander, 1970; Gonella ez /.,
2010). Se calific6 como endometrio no funcional (ENF) si no

se observaban esas caracteristicas.
Disefio experimental y andlisis estadistico

Proc GENMOD se us6 para determinar diferencias entre sis-
temas con respecto al niimero de vacas con endometrio funcional
y no funcional. La correlacién simple se calculd entre el CMPV y
la concentraciéon de mimosina en tejido uterino (ug g_1 TE) de
vacas en el SSP.

Para determinar la normalidad de la concentracién de
mimosina en vacas en el SSP, se usé la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Los datos concentracién de mimosina se transformaron
a Log;( para cumplir con el supuesto de normalidad y se realizé
una prueba de t de Student para contrastar diferencias entre la
concentracién de mimosina en el tejido endometrial funcional
y no funcional en vacas en el SSP. Los resultados fueron signifi-
cativos si p=<0.05. El programa SAS (SAS, 2009) se usé para el

analisis de datos.
RESULTADOS Y DISCUSION

Mimosina se encontré en el endometrio de vacas
en el SSP. Este es el primer reporte de acumulacién de
mimosina en 6rganos reproductivos de rumiantes.

Cuatro vacas en el SSP y 10 vacas en el SM (Fi-
gura 1) presentaron endometrio funcional, caracteri-
zado por presentar glindulas maduras y funcionales.
En el SSP sélo seis vacas desarrollaron CL y en el SM
dos vacas fueron retiradas del experimento debido
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Functional nature of the endometrial tissue

The functional nature of the endometrial tissue was evaluated
using the paraffin inclusion and the hematoxylin-cosin staining
method (Tinciones Alvarez®, Granada, Spain). The samples were
observed with a Labomed 1L.X40 microscope (Lab. America Inc.,
USA), with 10 and 40X magnifications. Photographs were taken
from 10 fields with the same histological cut, using a Lamine 117
Histology 24-bit color camera, with a 1024 X768 pp resolution
(Ross Rowell) that had been adapted to the microscope. The
presence of hypertrophied and productive glands was considered
as an indication of a functional endometrium (EF). These glands
feature an expanded lumen and the presence of eosinophilic
material; their glandular epithelium had big vacuole in the apical
section of the cytoplasm, which moved the nucleus towards the
basement membrane (Kojima and Selander, 1970; Gonella ez al.,
2010). If these features were absent, it was classified as a non-

functional endometrium (ENF).
Experimental design and statistical analysis

Proc GENMOD was used to determine the differences
between systems with regard to the number of cows with
functional and non-functional endometrium. The simple
correlation between CMPV and mimosine concentration in the
uterine tissue (Ug g_1 TE) of SSP cows was calculated.

The Kolmogorov-Smirnov test was used to determine the
normality of the mimosine concentration in SSP cows. The
mimosine concentration data were transformed to Log10 to meet
the normality assumption. Meanwhile, a Student’s t-test was
carried out to check the differences in mimosine concentration
between the functional and non-functional endometrial tissues
of SSP cows. Results were significant if p<0.05. The SAS
software (SAS, 2009) was used to analyze the data.

RESULTS AND DISCUSSION

Mimosine was found in the endometrium of
SSP cows. This is the first report about mimosine
accumulation in the reproductive organs of
ruminants.

Four SSP cows and 10 SM cows (Figure 1) had
a functional endometrium, featuring mature and
functional glands. Only six SSP cows developed CL
and two SM cows were removed from the experiment,
as a consequence of the presence of follicular cysts.
The remaining 10 cows developed CL.

Only two SSP cows showed severely atrophied
endometrial glands (Figure 2). There were no
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a la presencia de quistes foliculares, las restantes 10
desarrollaron CL.

Solo dos vacas en el SSP presentaron atrofia severa
de las glandulas endometriales (Figura 2). No hubo
diferencias entre sistemas, con respecto al nimero de
hembras con EF (p>0.05), lo que podria ser conse-
cuencia del bajo nimero de hembras que desarrollaron
CL en el SSP.

La concentracién de mimosina almacenada en
el tejido endometrial de las vacas en el SSP con
ENF fue mayor (p=<0.05) que el de las vacas con
EF (Cuadro 3). El coeficiente de correlacién entre
la cantidad de mimosina ingerida y la almacenada
no fue diferente de cero (r=—0.019).

El consumo estimado, promedio diario, de mi-
mosina por vaca fue 10.1*1 g, con un minimo de
7.6 y un méximo de 12.1 g (Bottini-Luzardo ez al.,
2015), el CMPV promedio fue 0.019 gkg ™' d ™" con
minimo de 0.01 y méximo de 0.03 gkg ™' d ™. Este
consumo es inferior a los valores relacionados con
toxicidad clinica (=0.18 gkg™' d™") por mimosina
en vacas (Sethiy Kulkarni, 1995). Sin embargo, estos
autores indican que el consumo de mimosina menor

Figura 2. Capa glandular endometrial representativa de dos
vacas en el sistema silvopastoril, caracterizada por
atrofia severa de gldndulas y estroma formado
por fibras de coldgeno inmaduras, fibroblastos
y fibrocitos. A) Gldndulas atrofiadas. B) Fibras
de coldgeno. C) Proliferacién de fibroblastos y
fibrocitos (40X).

Figure 2. Endometrial glandular layer representative of
two cows in the silvopastoral system, featuring
severe glandular atrophy and stroma formed
by immature collagen fibers, fibroblasts, and
fibrocytes. A) Atrophied glands. B) Collagen fibers.
C) Proliferation of fibroblasts and fibrocytes (40X).

differences between systems regarding the number
of females with EF (p>0.05). This could be a
consequence of the low number of SSP females that
developed CL.

The concentration of mimosine stored in the
endometrial tissue of SSP cows with ENF was
higher (p=0.05) than of cows with EF (Table 3).
The correlation coefficient between the amount of
mimosine ingested and the mimosine stored was not
different from zero (r=—0.019).

The estimated consumption (daily average) of
mimosine per cow was 10.1+1 g. The lowest and
maximum amounts were 7.6 and 12.1 g, respectively
(Bottini-Luzardo er al., 2015). The average CMPV
was 0.019 g kg™' d7!, with minimum and
maximum amounts of 0.01 and 0.03 g kg™' d7",
respectively. This consumption is lower than the
values reported by Sethi and Kulkarni (1995) about
the clinical toxicity (=0.18 g kg_1 d™Y) caused
by mimosine in cows. However, the same authors
point out that mimosine consumption below 0.18
g kg™! d7! can cause subclinical toxicity in cows.
These results match the findings of Phaikaew ez 4/.

Figura 1. Capa glandular endometrial funcional represen-
tativa de cuatro vacas en el SSP y 10 vacas en el
SM, caracterizada por proliferaciéon de glindulas
maduras funcionales. A) Glindulas maduras. B)
Lumen glandular dilatado con presencia de mate-
rial eosinofilico (40 X).

Figure 1. Functional endometrial glandular layer
representative of four SSP cows and 10 SM cows,
based on the proliferation of functional mature
glands. A) Mature glands. B) Dilated glandular
lumen with presence of eosinophilic material

(40X).
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Cuadro 3. Concentracién de mimosina en el tejido endometrial de vacas en postparto temprano consu-
miendo Leucaena leucocephala en un sistema silvopastoril intensivo.
Table 3. Mimosine concentration in the endometrial tissue of early postpartum cows that were fed
Leucaena leucocephala in an intensive silvopastoral system.

Concentracién de mimosina en tejido endometrial g g~' de TE

Variable

Media Minimo Miximo
Endometrio funcional (EF) 51.98 51.02 53.73
Endometrio no funcional (ENF) 60.87 60.81 63.45

20.18 gkg ™' d™!, puede causar toxicidad subclinica
en vacas, lo que coincide con Phaikaew ez al. (2012)
y Halliday ez al. (2013) quienes establecen que el
consumo de mimosina puede tener efectos adversos
en la salud del animal, aunque no se manifiesten
clinicamente, como ocurri6 en otros estudios que
senalan efectos negativos sobre la eficiencia repro-
ductiva de ratas y toros consumiendo alcaloides, sin
manifestacién clinica de toxicidad (Yakubu, 2012;
Burnett et al., 2017).

Klotz (2015) reporta la acumulacién de alcaloides
en los tejidos de érganos reproductivos de animales
que consumen forrajes con estos factores antinutricio-
nales. Ademds sefiala que su consumo constante puede
ocasionar trastornos en diversas funciones fisioldgicas,
incluyendo las reproductivas.

En este sentido es posible entonces que la acumu-
lacién de este alcaloide en la capa funcional del tejido
endometrial, en concentraciones iguales o superiores
a 60 ug g~ ' TE, pueda ocasionar atrofia glandular
(Figura 2). Esto podria atribuirse al efecto antimité-
tico de la mimosina sobre las células (Hughes y Cook,
1996; Krude, 1999; Bianco ez al., 2006; Hallak ez al.,
2008) o ala accién inhibitoria de los alcaloides sobre
los receptores de estradiol y progesterona, hormonas
responsables de estimular el desarrollo de las glindulas
en el endometrio (Lessey e al., 1996; Lecce et al.,
2001). Segin investigaciones en Africa, el consumo
de plantas con alcaloides, como la mimosina, altera el
desarrollo glandular y la estructura del tejido endome-
trial en mujeres y animales (Dabhadkar ez a/., 2012;
Udoh, 2012; Elshawarby ez al., 2014).

Leucaena es el arbusto forrajero mds utilizado en
la alimentacién de rumiantes en el mundo (Shelton y
Dalzell, 2007). El consumo de este arbusto forrajero,
puede disminuir los costos de produccién y el impacto
ambiental (Murgueitio ez al., 2011; Yacout, 2016).

824 | VOLUMEN 52, NUMERO 6

(2012) and Halliday e /. (2013) who establish that
mimosine consumption can have adverse effects in
animal health, even if those effects do not show up
in clinical tests. Previous studies have pointed out
negative effects on the reproductive efficiency of rats
and bulls that have consumed alkaloids, although
they did not show clinical signs of toxicity (Yakubu,
2012; Burnett ez al., 2017).

Klotz (2015) reports alkaloid accumulation in
the tissues of the reproductive organs of animals
that are fed forage that includes these antinutritional
factors. Klotz points that their constant consumption
can upset several physiological functions (including
reproductive functions).

In that sense, the accumulation of this alkaloid in
the functional layer of the endometrial tissue (in =60
ug g~ ' TE concentrations) could potentially cause
glandular atrophy (Figure 2). This situation could
be attributed to the antimitotic effect that mimosine
has on cells (Hughes and Cook, 1996; Krude, 1999;
Bianco et al., 2006; Hallak ez /., 2008). It could also
be the result of the inhibitory action that alkaloids
have on the estradiol and progesterone receptors —the
hormones in charge of stimulating the development
of the endometrial glands (Lessey ez al., 1996; Lecce
et al., 2001). According to researches carried out
in Africa, the consumption of plants that contain
alkaloids (such as mimosine) alters the development
of glands and the structure of the endometrial tissue
in women and animals (Dabhadkar ez 4/, 2012;
Udoh, 2012; Elshawarby et al., 2014).

Leucaena is the forage shrub most frequently used
to feed ruminants around the world (Shelton and
Dalzell, 2007). The consumption of this forage shrub
can diminish production costs and environmental
impact (Murgueitio ez al., 2001; Yacout, 2010).
However, the effects that the antinutritional



CONSUMO DE MIMOSINA EN EL DESARROLLO DE GLANDULAS ENDOMETRIALES DE VACAS EN POSTPARTO TEMPRANO

Sin embargo, es necesario comprender los efectos que
sobre la salud reproductiva puedan tener los factores
antinutricionales contenidos en esta leguminosa, ya
que la disminucién en los rendimientos reproductivos
repercute negativamente los rendimientos econémicos
del sistema de produccién.

CONCLUSION

La mimosina proveniente del consumo de leu-
caena se acumula en el tejido endometrial y puede
causar atrofia de las glindulas endometriales en vacas
en postparto temprano. Este es el primer estudio
que muestra la acumulacién de mimosina en el
tejido endometrial de las vacas y que establece una
probable accién de este alcaloide sobre el desarrollo

glandular.
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