L4

N

Universitat de Lleida

Treball Fi de Grau de Ciencia i Produccio Animal:

Tecnica de puncio fol-licular per a prevenir les
gestacions dobles en vaques de llet d’alta

produccio

Ester Vidal Roselld

DOBLE GRAU DE VETERINARIA | CIENCIA PRODUCCIO
ANIMAL PROMOCIO 2013-2019

Irina Garcia Ispierto

Lleida, Febrer del 2020



INDEX DE FIGURES I TAULES .....vcvviieiececteteteteeeetete ettt ae e ae b st b s sesnas 2
LLISTAT D’ABREVIATURES .....coutiiitiittettetee sttt sttt ettt st sttt e bt e b s et e ebeenbeesanesanesane 3
RESUMM ..ttt ettt b e st sttt et e e bt e s bt e sae e sateea bt e bt e beeabeesaeeeateenbeenbeesneesanenane 4
1. INTRODUCCIO.....ueuieirireiseireiti ettt bbbt 7
1.1 Situaci6 actual del sector del bovi de llet.........cooueieiiiiiiiiie e 7
1.2 GeStaCioNs AODIES......couiiiiiiiee e s e 7
1.3 Eines de monitoreig al camp: Ecografia i DOPPIer.......ccceieeecieeiicciee e 10

2. OBIECTIUS e e 12
3. MATERIAL I METODES ....ovvieieieieicteteeee ettt sttt tese s ssss s s s sttt sesssssssssssssesessnesenns 13
3.1 ANimMals eXPerimMENTAlS ......cii i e e s e e s e e e e eans 13
3.2 Drenatge fol-licular i disseny experimental.........ccccoveeieciieiicciiee e 15
3.3 Mesures de l'activitat luteal a partir d’ecografia DoppIer......cccceeeecvieeeeciiee e, 18
3.4 Mesures de l'activitat luteal a partir de progesterona en sang.......ccccceveveeevecieeeencieeeenans 19
3.5 Analisis estadistic i recollida de dades........ccceevieiriiiiiiieniee e 19

A, RESULTATS. .. ettt ettt sttt ettt sttt et b e s bt e s at e st e et e e bt e sbeesbeesateeateenbeenbeesbeesneenane 21
4.1 FOrmaci® de COSSOS TULIS...cuuiiuieieiieeitie ittt ettt sttt sb e b e s 22
4.2 Progesterona PlasmatiCa......cccccueeeeeiiieececiiee et eeeiree e e ette e e e eate e e e e erae e e esnraeeeeanraeeeeaanaeeean 27
4.3 Fertilitat POSt-AreNatZe ..occuviii it e e et e e e e e e e naaee s 28

5. DISCUSSIO ..ottt ettt 29
6. CONCLUSIONS ...ttt ettt ettt sttt ettt et et esae e s ae e e at e e be e sbe e s bt e saeesabesabeenbeenbeenreas 32
7. BIBLIOGRAFIA ..ttt ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e e ab ettt e e e e e e e s annbrbeeeeeeeeesnnreneeeas 33
8. AN X it e e e e e e s e e b e e e e e e e e e e e ab b e e ee e e e e e e e e nnrereeeeeeeeaannee 38
0 R @ ol I =T o T o Yo [ 1]t n U [PPSR 38
8.1.1 Gl @SEral cueenieeiieee e e e 38
8.1.2 Desenvolupament fol-licular i del cos IUti ........oeoeeiieiiiiiiie e 39
8.1.3 PErdues @MBIIONATIES ..covveeiuieiiieie ettt sttt et saeas 40
8.1 4 PrOZESTOIONA ... s 41

L0 2 @ ol 3o Yo Yo [V oru [F 1O PRSI 41



[NDEX DE FIGURES | TAULES

FIGURA 1: Protocol reproductiu utilitzat @ I'estudi..........cceeciieeiiiiiieiiieciee e, 13

FIGURA 2: Disseny experimental aplicat en vaques amb presencia de fol-licles preovulatoris
bilaterals a dia d’'inseminacio artificial (IA).........cooeeeiiiiieeeee e e 14

FIGURA 3: Esquema anatomic del tracte reproductiu de la vaca de llet aplicant la técnica d’'ovum
(o1l QU] o (@] TR USSP 15

FIGURA 4: Els dos dispositius metal-lics utilitzats en la tecnica de drenatge fol-licular per
L= o= - | OO 15

FIGURA 5: Els dos dispositius metal-lics utilitzats en la técnica de drenatge fol-licular
(ole] g Y o1 (=T 41T 1 - | 4TS 16

FIGURA 6: Vascularitzacio dels cossos luti (CL) a dia 21 post-lA........cccceecveeeieeeeciee e 17
FIGURA 7: Evolucié de la progesterona plasmatica (p4) a dia 7 i dia 21, pel grup Control i grup

Drenatge en funcio del diagnostic de gestacid a dia 28........cccvvveeiieivieii i 25

FIGURA 8: Canvis ovarics i hormonals durant el cicle estral de lavaca.........cccceeeeeeevvviiiiinineninnnn, 31

TAULA 1: Localitzacio dels fol-licles a dia de la inseminacié artificial (IA), pel grup Control i pel
=AU D = -1 =1 B PP PPPPPPPP 19

TAULA 2: THI (index de temperatura i humitat) dia de la inseminacié artificial (IA), pel grup

(0o 0 o] W ={ U o] D =T o T ¥={ TS UPR SRRt 19
TAULA 3: Parametres analitzats a dia 7 pel grup Control i grup Drenatge........cccccceeeeecveeeeeennen. 21
TAULA 4: Parametres analitzats a dia 21 pel grup Control i grup Drenatge.........cccovveeeecvveeennns 21

TAULA 5: Mida del cos luti (CL) funcional del grup Control i del grup Drenatge: CL del fol-licle
drenat i CL del fol-licle dominant no drenat a dia 7 i 21 post-inseminacié artificial (1A)............... 22

TAULA 6: Mida del cos luti (CL) funcional del grup Control i del grup Drenatge: CL del fol-licle
drenat i CL del fol-licle dominant no drenat a dia 7 en situacié de no estrés térmic (0 - < 72) i
d’estrés termic (1 ->72) adia delainseminacid artificial (IA).....ccovveeeeevreieeiiieeeeeecieeee e 22

TAULA 7: Descripcié de la vascularitzaci6 de les vaques bilaterals del grup Drenatge
respecte al cos luti (CL) del fol-licle drenat i el CL del fol-licle dominant no drenat...................... 23

TAULA 8: Descripcido de la vascularitzacié del cos luti (CL) funcional del grup Control
i el CL del fol-licle dominant no drenat de les vaques bilaterals del grup Drenatge.................... 23

TAULA 9: Resultats reproductius: diagnostics de gestacid a dia 28, fertilitat, pérdues gestacionals
fins a dia 60 i taxa de concepcid pel grup Controli grup Drenatge.......cccoecveeeeeecieeeeeeeciieee e, 25



LLISTAT D’ABREVIATURES

Aspiracid Transvaginal Ecoguiada TUGA
Cos Luti CL
Inseminacio Artificial IA
Flux sanguini luteal (luteal blood flow) LBF
Mida luteal (luteal size) LS
Ovum pick up OPU
Progesterona P4
Prostaglandina PGF2a
index de temperatura i humitat THI

(Temperature-Humidity Index)



RESUM

Les gestacions dobles sén un problema important a les explotacions de vaques de llet d’alta
produccid, i cada cop la seva incidéncia és major. El principal objectiu del present estudi va ser
comprovar la funcionalitat del cos luti (CL), format pel drenatge del fol-licle subordinat a dia de
la inseminacid artificial (IA), en vaques de llet d’alta produccié amb minim dos fol-licles. La
funcionalitat del CL es va valorar a partir de la mida del CL (dia 7 i 21 post-1A), vascularitzacio del
CL (dia 21 post-IA) i les concentracions plasmatiques de progesterona (p4)(dia 7 i 21 post-IA). Un
segon objectiu va ser analitzar la fertilitat posterior a la técnica. La poblacid final de I'estudi va
estar formada per 54 vaques: 29 del grup Control i 20 del grup Drenatge (13 bilaterals i 7
unilaterals). La duracié de I'estudi va estar repartida en I'estacio freda i en I'estacié calida. A dia
7 post-lA totes les vaques de I'estudi van presentar com a minim una estructura luteal. En el grup
Drenatge, a dia 7 post-1A, un 76,9% de les vaques bilaterals drenades van desenvolupar CL a
I'ovari drenat. Respecte a les caracteristiques dels CL formats, a dia 7 la mida del CL del grup
Control (19%4,53 mm) era significativament major (p-valor= 0,00 i 0,02 respectivament) que els
CL del grup Drenatge (CL del follicle no drenat: 15%4,24mm i CL del fol:licle drenat:
10,11+5,95mm). En canvi, a dia 21 no es van trobar diferéncies significatives entre la mida del CL
del grup Control (19,41+6,69mm) i el CL del fol-licle no drenat (22+6mm) del grup Drenatge. El
CL del follicle drenat presentava una mida de 12,33+4,51mm a dia 21, la qual era
significativament menor que la mida del CL del follicle no drenat (p-valor= 0,05) i sense
diferencies respecte el grup Control. Per tant, el CL del follicle no drenat tenia una mida
significativament menor que la resta a dia 7, i menor que el CL del fol-licle drenat a dia 21. Pel
que fa a la vascularitzacid, no es varen trobar diferencies significatives entre els CL formats en el
grup Drenatge (CL del fol-licle no drenat i CL del fol-licle drenat), ni entre el CL del grup Control i
el CL del fol-licle no drenat del grup Drenatge. Les concentracions de p4 plasmatica no van
presentar diferéncies significatives entre el grup Control (2,52+1,95 i 3,80+3,52ng/ml) i el grup
Drenatge (2,07+1,21 i 2,66+2,69ng/ml) ni a dia 7 ni a dia 21. A més a més, en ambdds grups hi
havia concentracions plasmatiques de p4 a dia 21 significativament majors quan el diagnostic de
gestacid era positiu que quan era negatiu (p-valor=0,00 per ambdds grups). La fertilitat va ser
d’un 34,4% en el Control i un 40% en el grup Drenatge, sense diferéncies significatives entre
ambdds grups en els parametres reproductius. En cap dels dos grups es van registrar gestacions
dobles. Els resultats del present estudi porten a concloure que el CL format pel drenatge és
funcional, pel que la tecnica de drenatge fol-licular sembla ser una bona técnica per a reduir les
gestacions dobles sense perjudicar els parametres reproductius a les explotacions de vaques de

llet actuals.



RESUMEN

Las gestaciones dobles son un problema importante en las explotaciones de vacas de leche de
alta produccién y cada vez la incidencia es mayor. El principal objetivo del presente estudio fue
comprobar la funcionalidad del cuerpo lateo (CL) formado del drenaje del foliculo subordinado
a dia de la inseminacidn artificial (I1A) en vacas de leche de alta producciéon con minimo dos
foliculos. La funcionalidad del CL se valoré a partir del tamafno del CL (dia 7 y 21 post-1A),
vascularizacién del CL (dia 21 post-IA) y las concentraciones plasmaticas de progesterona (p4)(dia
7 y 21 post-IA). Un segundo objetivo fue analizar la fertilidad posterior a la técnica. La poblacidn
final del estudio estuvo formada por 54 vacas: 29 del grupo Control y 20 del grupo Drenaje (13
bilaterales y 7 unilaterales). El estudio se realizd6 de manera repartida en la estacién friay en la
estacién cdlida. A dia 7 post-IA todas las vacas del estudio presentaron al menos una estructura
luteal. En el grupo Drenaje, a dia 7 post-IA, un 76,9% de las vacas bilaterales drenadas desarrolld
CL en el ovario drenado. Respecto a las caracteristicas de los CL formados, a dia 7 el tamaiio del
CL del grupo Control (19+4,53mm) era significativamente mayor (p-valor=0,00 y 0,02
respectivamente) que los CL del grupo Drenaje (CL del foliculo no drenado: 15+ 4,24mm y CL del
foliculo drenado: 10,11+5,95mm). En cambio, a dia 21 no se encontraron diferencias
significativas entre el tamafio del CL del grupo Control (19,414+6,69mm) y el CL del foliculo no
drenado (22+6mm) en el grupo Drenaje. El CL del foliculo drenado presentaba un tamarfio de
12,33+4,51 mm a dia 21, el cual era significativamente menor que el CL del foliculo no drenado
(p-valor=0,05) y sin diferencias con el grupo Control. Por tanto, el CL del foliculo no drenado tenia
un tamafio significativamente menor que el resto a dia 7 y menor que el CL del foliculo drenado
a dia 21. En cuanto a la vascularizacién, no se encontraron diferencias significativas entre los CL
formados en el grupo Drenaje (CL del foliculo no drenado y CL del foliculo drenado), ni entre el
CL del grupo Control y el CL del foliculo no drenado del grupo Drenaje. Las concentraciones de
p4 plasmatica no presentaron diferencias significativas entre el grupo Control (2,52+1,95 y
3,80%3,52ng/ml) y el grupo Drenaje (2,07+1,21y 2,66+2,69ng/ml) ni a dia 7 ni a dia 21. Ademas,
en ambos grupos habia concentraciones plasmaticas de p4 a dia 21 significativamente mayores
cuando el diagndstico de gestacion era positivo que cuando era negativo (p-valor=0,00 para
ambos). La fertilidad fue de un 34,4% en el Control y un 40% en el grupo Drenaje, sin diferencias
significativas entre los grupos en los pardmetros reproductivos. En ninguno de los dos grupos se
regsitraron gestaciones dobles. Los resultados del presente estudio llevan a concluir que los CL
formados por el drenaje son funcionales, por lo que la técnica de drenaje folicular parece ser
una buena técnica para reducir las gestaciones dobles sin perjudicar los pardmetros

reproductivos en las explotaciones de vacas de leche actuales.
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ABSTRACT

Twin pregnancy is an important problem in dairy cattle and the incidence is increasing. This study
main goal was to examinate luteal activity to corpus luteum (CL) following drainage of the smaller
pre-ovulatory follicle at time of artificial insemination (lA) in dairy cattle with a minimum two
follicles. Luteal activity was determinated regarding the CL size (days 7 and 21 post-IA), CL
vascularization (day 21 post-lA) and plasma progesterone concentrations (p4) (days 7 and 21
post-1A). Additionally, a secondary objective was to analyze fertility post-technique. The study
population consisted of 54 cows: 29 Control and 20 Drainage cows (13 bilateral and 7 unilateral).
The study timespan was divided into cold and hot season. At day 7 post-IA, all cows developed
at least one luteal structure. Whithin the drainage group, at day 7 post-1A, 76.9% of bilateral
drained cows developed a CL in the drained ovary. Regarding the luteal activity of the formed
CLs, at day 7, the CL size in control group (19+4.53 mm) was significantly larger (p-value=0.00
and 0.02 respectively) than the CLs in drainage group (CL of the non-drained follicle: 15+4.24mm
and CL of the drained follicle: 10.11+5.95mm). In contrast, on day 21 no significant differences
were found between CLs size in control group (19.41+6.69mm) and CL in non-drained follicle
(22£6mm) in drainage group. The CL size of drained follicle was 12.3314.51 mm in day 21, which
was significantly smaller than CL of non-drained follicle (p-value=0.05) and did not differ with
control group. Therefore, CL of drained follicle was significantly smaller than the others at day 7
and smaller than CL of drained follicle at day 21. In respect of vascularity, no significant
differences were found between the different CLs formed in drainage group (CL of non-drained
follicle and CL of drained follicle), neither between control CL and non-drained follicle CL of
drainage group. P4 concentrations did not show significant differences between control
(2.52+1.95 and 3.80+3.52 ng/ml) and drainage group (2.07+1.21 and 2.66%2.69 ng/ml) neither
at day 7 nor at day 21. In addition, in both groups there were significantly higher p4
concentrations on day 21, when the gestation diagnosis was positive rather than when negative
diagnosis happened, in control and drainage group (p-value=0.00 for both groups). Fertility rate
were 34.4% and 40% respectively in control and drainage group, with no significant differences
between the groups regarding the reproductive parameters. None twin pregnancy was recorded.
The results of the present study indicate that luteal structures following follicular drainage were
functional, so the follicular drainage seems to be a good technique to reduce twin pregnancy

without affecting reproductive parameters on current dairy farms.



1. INTRODUCCIO

1.1 Situacio actual del sector del bovi de llet

El rendiment lleter de les vaques de llet ha augmentat rapidament en els darrers 40 anys, en
alguns paisos europeus fins i tot més del doble, com és el cas d’Espanya. La necessitat historica
d’augmentar la productivitat per vaca deriva de l'augment dels costos de produccié. En
I'actualitat, els rendiments de llet superiors a 10.000 kg/any sén habituals en la produccié
moderna, com a resultat de millores en l'alimentacid, genética, sanitat i instal-lacions. Per contra,
a les vaques d’alta produccid les caracteristiques associades a l'eficiencia biologica com sén la
reproduccio i la longevitat, s’han anat deteriorant, tot i també ser claus per a la viabilitat.
Particularment aix0 ha passat a la raga Holstein, a causa d’una relacié genética desfavorable. Per
exemple, la fertilitat ha disminuit amb I'augment del rendiment lleter de les ultimes décades
(Rodriguez-Martinez et al., 2009; Camargo, 2012). La pérdua fetal precog¢ ha sigut una altra de
les conseqiiencies i probablement és el factor més important que afecta la rendibilitat de les
explotacions lleteres. Perd també I'afecten altres factors importants com sén l'edat, el semen,
I'estres per calor i les gestacions dobles. Per intentar contrarestar tot aquest deteriorament, la
combinacié d’un millor control de la reproduccié i una millora de la genética pot afectar
positivament la reproduccié a la granja. En 'ambit reproductiu cal fer seguiments intensos amb
I'objectiu d’identificar precogment les no gestants, anéstriques i poder millorar I'eficacia
reproductiva amb resincronitzacions immediates (Lopez-Gatius and Garcia-Ispierto, 2010 ; Lucy,

2019).

1.2 Gestacions dobles

Els bovins sén una espécie monotoca, és a dir que en la majoria de les circumstancies, una
gestacio amb éxit té com a resultat el naixement d’un sol vedell. Tot i aix0, a vegades es produeix
el naixement de dos individus, que seria més propi d’espécies politoques. Els fetus resultants
poden ser monozigots, si es desenvolupen de la fertilitzacié d’un ovocit que posteriorment se
separa en dos embrions a I'Gter, o dizigots, que resulten de la fertilitzacié de dos ovocits durant
el mateix cicle estral. La majoria de gestacions dobles sén dizigotiques, pel que sdn conseqiiencia
d’ovulacions multiples. En el bovi de carn aquestes gestacions poden ser desitjables
economicament, pero en canvi en el bovi de llet no ho sdn, ja que disminueixen la rendibilitat
global de I'explotacié (Fricke, 2001). La realitat és que aquest tipus de gestacions en els bovins

estan incrementant amb el temps i, si la tendéncia continua, les explotacions lleteres han d’estar



preparades per enfrontar-se als efectes negatius associats. Actualment, les estimacions de ratio
de gestacions dobles poden ser superior al 18% (Andreu-Vazquez et al., 2012c), i s’han registrat
pérdues de gestacio fins a un 50%, especialment en condicions d’estrés per calor (Lépez-Gatius
et al.,, 2004 ; Andreu-Vazquez et al.,, 2011). Les taxes de gestacions dobles han augmentat
considerablement en les ultimes tres decades i segurament ho continuaran fent juntament amb
la produccié de llet. El motiu més probable d’aquest augment és que hagi augmentat la doble
taxa d'ovulacié relacionada amb I'alta produccio de llet (Del Rio et al., 2007 ; Lopez-Gatius and
Hunter, 2017a ; Lépez-Gatius et al., 2018). Aixi i tot, molts altres factors s’hi associen com soén la
geneética, nUmero de lactacions, la raga, 'estacid, I'Us d’antibiotics o hormones reproductives, els
quists ovarics, etc. (Wiltbank et al., 2000). Se sospita que tant el progrés genétic, com les millores
en la nutricié i les practiques de maneig han disminuit probablement el risc de perdua de

gestacid doble, i han augmentat la ratio de gestacions dobles (Andreu-Vazquez et al., 2011).

Les conseqiiéncies negatives d’aquest tipus de gestacions son tant per la vaca com pels vedells.
A la vaca provoquen majors incidéncies de perdues de gestacidé (Silva-del-Rio et al., 2009),
distocies, avortaments i malalties del peripart, com retencié de placenta i metritis. A més a més,
incrementen el risc de patir desordres metabolics, redueixen el rendiment reproductiu,
produeixen freemartinisme i una major taxa d’eliminacid. En conseqiiéncia, les vaques acaben
tenint intervals part-concepcido més prolongats, majors taxes de sacrifici i una vida atil mitjana
de produccié més curta (Andreu-Vazquez et al.,, 2012a). La importancia de les pérdues de
gestacié ha fet que es realitzin molts estudis relacionats, ja que les gestacions dobles tenen el
risc de perdua 3,1-6,9 cops major que les simples. Sembla que la causa pot ser I'espai insuficient
a I'ater pel creixement dels fetus, en les quals els ipsilaterals tenen majors ratio de perdues
especialment als primers 60 dies, abans que la placentacié es completi (Silva-del-Rio et al., 2009).
El risc de pérdua de gestacié durant el primer trimestre per les vaques amb gestacié doble pot
ser de 3 a 7 cops major que els Unics, i de 5 a 9 cops major pels unilaterals que pels bilaterals
(Lopez-Gatius and Garcia-Ispierto, 2010). A més a més, s’ha conclos que les gestacions dobles
son un dels factors principals no infecciosos que comprometen el manteniment de la gestacié
després d’'un diagnostic positiu (Lopez-Gatius et al., 2004 ; Silva-del-Rio et al., 2009). Les
repercussions sobre els vedells sdn una major incidencia de mortalitat fetal, neonatal i pes reduit
al néixer a causa de la reduccié de la duracié de la gestacid i a 'augment de la incidéncia de
distocia (Fricke, 2001). Tot aix0 fa que I'impacte economic negatiu d’aquest tipus de gestacions
oscilli entre 97 i 225 dolars, depenent si és unilateral o bilateral, paritat i DEL de quan es va

produir la gestacié (Mur-Novales et al., 2017).



La regulacié d’aquest tipus de gestacions ha passat a tenir un gran interées, ja sigui mitjangant
seleccid genetica, tractaments hormonals, transferéncia d’embrions o supressiéo immunologica
d’hormones. La possibilitat de tenir una pérdua de gestacié o que es produeixi una altra gestacid
doble, fa que sigui preferible monitoritzar i manejar-la, que no sacrificar la vaca o provocar
I'avortament al primer trimestre de gestacié (Silva-del-Rio et al., 2010 ; Risco and Melendelez,
2011). El maneig d’aquest tipus de gestacions pot incloure examens addicionals per identificar
perdues de gestacid, eixugat precoc de la vaca per a compensar la menor duracié de gestacid,
alimentacié amb racions més energetiques i proporcionar major monitoratge i assisténcia al part
i peripart. S’han posat en practica diverses técniques per intentar aconseguir la reduccid
embrionaria induida a nivell de camp sense que hi hagi una pérdua total de gestacid. Les
primeres técniques utilitzades varen ser la ruptura amniotica manual amb suplementacid de
progesterona (p4) (Andreu-Vazquez et al., 2011) o l'aspiracié transvaginal ecoguiada (TUGA)
(Andreu-Vazquez et al., 2012b) entre el dia 28-41 de gestacié, amb les quals es van reportar
resultats semblants; la tecnica era exitosa per les dobles bilaterals pero no ho era tant amb les
unilaterals (Andreu-Vazquez et al., 2011). La instil-lacié de prostaglandina (PGF2a) en un dels dos
cossos lutis (CL) era una tecnica menys traumatica, per intentar aconseguir una reduccio
espontania de les gestacions dobles (Lopez-Gatius et al., 2017), la qual estaria relacionada amb
la regressio del CL ipsilateral i a la inversa (Lopez-Gatius and Hunter, 2016). Tot i aixi, cap de les
tecniques va tenir molt éxit a nivell de camp, i conseqiientment s’ha desenvolupat recentment
una nova tecnica. Totes les estrategies per a reduir les gestacions dobles s’han relacionat en
intentar augmentar les concentracions de p4, com passaria en el cas de tenir CL addicionals
(Bech-Sabat et al.,2010). La técnica més recent és la puncié i drenatge del fol-licle subordinat a
dia d’inseminacié artificial (IA), amb la qual tots els follicles drenats van desenvolupar
estructures luteals consequients del drenatge a dia 7. Aquesta técnica supera el risc de pérdua
de gestacid relacionada amb els processos de reduccié induida de bessons esmentats
anteriorment, elimina el risc de gestacions dobles i augmenta la incidéncia de CL addicionals
(Lopez-Gatius and Hunter, 2017b). Sembla ser una tecnica realment eficient per a reduir les
gestacions dobles sense provocar una disminucié de la fertilitat, pel que el present estudi
aprofundeix en les caracteristiques d’aquest CL format de la puncié i analitza la seva
funcionalitat, ja que s’ha reportat que la preséncia de CL addicionals és un factor fort per a

mantenir la gestacio (Lopez-Gatius et al., 2019).



1.3 Eines de monitoreig al camp: Ecografia i Doppler

L'arribada de I'ecografia en mode B a la reproduccié bovina a la decada de 1980, va anunciar
grans avencos en la investigacid i la practica clinica, ja que va permetre la visualitzacié no invasiva
dels organs reproductors interns (Herzog and Bollwein, 2007). L'adopcié d’aquesta eina per part
dels professionals ha anat augmentant molt, pel que actualment és una eina clau per a les visites
de reproduccié que es fan a les granges d’alta produccié. Els aparells d’ecografia mode B
proporcionen imatges amb escala de grisos (visualitzacié en dues dimensions en temps real de
punts) amb una freqiieéncia superior a 5 MHz, d’aquesta manera s’identifiquen amb precisio les
estructures uterines i ovariques de més de 2 mm de diametre. La deteccié de I'embrié amb
ultrasons es pot fer amb menor precisid fins al dia 30 en el cas de gestacions dobles, a partir
d’aguest moment, els embrions solen estar completament envoltats de liquid, el qual facilita el
diagnostic i 'excés de membranes pot ser un bon indicador. De totes maneres, l'objectiu ha de
ser que el dos embrions s’han de poder veure en claredat i si sén dizigots, com la majoria de

casos, es trobaran dos, o, ocasionalment més CL. (Lépez-Gatius and Garcia-Ispierto, 2010).

Per a poder avancar més amb el diagnostic per imatge es va comencar a utilitzar I'ecografia amb
color Doppler. Aquest és un métode no invasiu que s’utilitza per a lI'observacié visual de la
perfusid genital durant diverses etapes del cicle estral, gestacio i puerperi (Kaya et al. 2016). El
Doppler detecta el nombre de vermells que es mouen pels vasos i els mostra com pixels de color
a la imatge en mode B del CL. Per tant, el flux de sang es pot visualitzar en temps real,
proporcionant informacié anatomica i sobre I'estat del qual s’ha examinat (Lépez-Gatius and
Garcia-Ispierto, 2010). La importancia d’aquesta eina és que permet aportar informacié sobre la
funcionalitat del CL i per tant, es pot utilitzar per avaluar-la dels CL formats. El CL té una vida util
de 17-18 dies i és una estructura endocrina que participa en l'establiment i el manteniment de
la gestacid produint p4, almenys durant els primers 200 dies de gestacid (Bech-Sabat et al.,
2010). Com el CL és necessari, practicament durant tota la gestacio, analitzar el seu estat podria
ser una bona estratégia per controlar el manteniment/pérdua de gestacié. Es desconeix si el CL
desapareix a causa de la mort de I'embrid, o bé si és a la inversa, la regressié del CL provoca la
mort dels embrions. Aquesta estructura rep el maxim nivell de flux sanguini proporcional a la
seva mida. Per conseglient, els seus vasos sanguinis i les cél-lules endotelials tenen un paper
important, i per aquesta rad la mesura del flux sanguini luteal (LBF) es va comencar a utilitzar
per a determinar el seu estat funcional. La valoracié de LBF és més informativa sobre la funcié
luteal durant el cicle estral que no la mida luteal (LS) (Herzog et al., 2011). Alguns investigadors
suggerien que el LBF augmentava paral-lelament a I'augment LS i el nivell de p4, durant el

desenvolupament del CL, i que LBF estava fortament correlacionat amb la produccié de p4
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(Herzog and Bollwein, 2007 ; Viana et al., 2013). Tot i aix0, altres estudis diferenciaven aquestes
relacions en funcié del moment en el cicle estral (fase de luteogenesis o de luteolisis) (Luttgenau
et al., 2011 ; Heinrich et al., 2016 ; Bollwein et al., 2016). Recentment, en un estudi amb vaques
receptores d’embrions, s’ha reportat que el LS és tant eficag com LBF (Pugliesi et al., 2019). De
totes maneres, realment la funcié luteal només es pot avaluar de manera fiable mitjangant la
determinacio de la concentracié plasmatica de P4, pero és un procediment relativament car i
laborids a nivell laboratorial (Skenandore et al., 2017). Per aquesta rad han triomfat els metodes

no invasius i que en temps real donen informacio sobre l'ovari i el CL (Siqueira et al., 2009).

Amb l'objectiu d’obtenir una avaluacid de la funcionalitat del CL i estructures luteals, I'eina més
optima possible a nivell de camp és la utilitzacié del Doppler per a mesurar LBF i LS (Herzog and

Bollwein, 2007 ; Lépez-Gatius and Garcia-Ispierto, 2010 ; Kaya, S., et al. 2016).

S’ha comentat que la técnica de puncié del fol-licle subordinat al moment de la IA sol portar a
I'aparicié d’estructures luteals associades, pel que a partir de les técniques disponibles es vol
coneéixer la seva funcionalitat i aixi comprovar la seva viabilitat. Aixo s’explica ja que el drenatge
sense aspiracido sembla deixar un nombre suficient de cél-lules de granulosa al fol-licle, i que
posteriorment donen lloc a teixit luteal. Si aquestes estructures luteals addicionals soén
funcionals, poden reduir el risc posterior de pérdua de gestacid (Lopez-Gatius et al., 2019). La
importancia dels CL addicionals ja s’ha vist en alguns estudis, la preséncia de més CL que
embrions esta fortament relacionat amb la reduccié de la perdua fetal. Un 1,7% de 363 vaques
amb CL addicionals van patir perdua fetal, en comparaciéo amb un 9,9% de pérdues registrades

en 3643 animals gestants sense CL addicionals (Bech-Sabat et al., 2010).

Per totes les raons explicades anteriorment, I'objectiu del present estudi va ser comprovar la

funcionalitat del CL format del drenatge fol-licular a dia de la IA.
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2. OBJECTIUS

L'objectiu principal del present estudi va ser comprovar la funcionalitat dels CL formats del
drenatge fol-licular a dia de la IA en vaques de llet d’alta produccid. Aquest objectiu es va

aconseguir determinant:

- Mida del CL amb ecografia transrectal (dia 7 i 21)
- Vascularitzacié del CL amb ecografia Doppler (dia 21)

- Concentracions de p4 plasmatica (dia 7 i 21)

A més a més, un segon objectiu va ser avaluar la fertilitat resultant post-drenatge fol-licular.
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3. MATERIAL | METODES

3.1 Animals experimentals

Lestudi realitzat es va dur a terme amb la poblacié d’'una granja comercial de 240 animals en
lactaciéd de vaques lleteres Holstein-Frisona, situada a la provincia del Segria. Lestudi es va
realitzar en el periode comprés entre el novembre del 2017 i I'abril del 2018. En aquest periode
el nombre mitja de vaques en lactacié del ramat era de 240 animals, amb una mitjana anual de
produccio de llet de 10.190 kg per vaca present. Les vaques de I'explotacié ramadera estaven
alimentades amb una racié completa i la freqiiencia de munyida era de dos cops al dia. Les
vaques sanes varen ser les Uniques a incloure’s a I'estudi, lliures de desordres reproductius
detectables i de malalties cliniques durant el periode de I'estudi (dels 5 dies abans de la IA fins
als 28 dies posteriors a la IA). Els criteris d’exclusié que es varen tenir en compte van ser els
seglients: mastitis, laminitis, desordres digestius i del tracte reproductiu. Els desordres uterins i
ovarics van ser detectats mitjangant ecografia, com ara metritis, endometritis, piometra i

fol-licles ovarics quistics.

Respecte al protocol reproductiu que es va dur a terme, les vaques que havien passat el periode
d’espera voluntari (50 dies) i/o que no havien quedat gestants d’inseminacions posteriors es van
tractar amb un dispositiu de p4 intravaginal (CIDR, 1.38 g de p4; Zoetis, Nova York, USA) i un
agonista de la GnRH (Deferelina, 100 pg d’acetat de gonadorelina [6-D-Phe] i.m; Gonavet Veyx,
Ecuphar, Barcelona, Espanya), a dia -7 com es pot observar a la figura 1. Al cap de 5 dies, dia -2,
el CIDR es retirava i seguidament es subministrava cloprostenol (500 ug i.m.; PGF Veyx Forte,
Ecuphar, Barcelona, Espanya). A les 24 hores posteriors, dia -1, les vaques rebien la segona dosis
de cloprostenol. La inseminacio artificial considerada dia 0, es realitzava 50-56h després d’haver
retirat el CIDR i s’aplicava la segona dosis d’agonista de la GnRH. Al cap de 7 dies se subministrava
una tercera dosis d’agonista de la GnRH a les vaques del grup Drenatge. El diagnostic de gestacid

es feia als dies 28-34 post IA per ecografia transrectal i es confirmava als dies 50-56 i 90 post IA.
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La preséncia de gestacid doble es va establir a través de I'observacié de dos embrions en
posicions diferents dins de les banyes uterines en dues exploracions amb I'ecograf: dos embrions
simultaniament presents a la pantalla (gestacié doble unilateral) o un embrié en cada banya
uterina (gestacié doble bilateral). La preséencia i localitzacié de fol-licles també es va establir per
I'observacié amb l'ecograf, els quals es podien localitzar al mateix ovari (vaques unilaterals) o en

ambdds ovaris (vaques bilaterals).

Onada fol-licular

I

24h
Dies -7 -2 -1 o 0
»’-‘tpll':ﬂ':lﬂ CIDR Retirada CIDR IA a temps fix
Deferelina Cloprostenol Deferelina

Cloprostencl

FIGURA 1: Protocol reproductiu utilitzat a I'estudi. IA: Inseminacio Artifical

Les vaques amb una condicié corporal amb puntuacié entre 2,5 i 3,5 dins de l'escala de I'1 al 5
gue produien més de 30 kg de llet/dia van ser seleccionades per I'estudi. Combinant I'ecografia
amb la palpacié manual rectal es va confirmar |'estre de les vaques i el moment de la IA. Només
es varen incloure en I'estudi vaques que tinguessin com a minim dues estructures fol-liculars
iguals 0 majors a 12 mm de diametre amb abséncia de CL, localitzades en el mateix ovari o una

estructura fol-licular en cada ovari, unilateral i bilateral respectivament, el dia de la IA.
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FIGURA 2: Disseny experimental aplicat en vaques amb preséncia de fol-licles preovulatoris
bilaterals a dia d’inseminacid artificial (IA). El drenatge del fol-licle més petit (subordinat) es va
realitzar el dia de la IA en el grup Drenatge (A). A dia 7 després de la |IA se subministrava una
dosis de GenRH i s’avaluava I'ovulacié i I'activitat luteal al grup Drenatge i grup Control. Es va
determinar l'activitat luteal amb mesures del CL i progesterona plasmatica (B). A dia 21 després
de la IA es va tornar a avaluar l'activitat luteal i la vascularitzacié dels CL (C). El diagnostic de
gestacio es va realitzar el dia 28 després de la IA (D).

F: Fol-licles; CL: Cos luti; O: Ovaris; U: Uter. Font: Lépez-Gatius et al., 2019.

3.2 Drenatge fol-licular i disseny experimental

Tots els procediments varen ser aprovats pel Comité Etic d’Animals d’Experimentacié de la
Universitat de Lleida (llicéncia nimero CEEA.06-01/12).

Les vaques es varen assignar aleatoriament al grup Control (n=29) o al grup Drenatge (n=20),
figura 2. La puncio fol-licular i el drenatge del fol-licle subordinat realitzat a les vaques del grup
Drenatge es va realitzar per procediments semblants a la puncié de fol-licles ovarics quistics, la

qual s’explica a continuaciod.

La tecnica es va realitzar mitjangant palpacié transrectal i via vaginal, la qual és molt similar a la
tecnica d’ovum pick up (OPU) (figura 3) i a la descrita per Lopez-Gatius i Hunter (2017), pero
sense ser ecoguiada. El material que es va utilitzar per a realitzar la técnica consistia en dos
aparells metal-lics: una guia metal-lica rigida i un suport metal-lic rigid complementaris (figura

4), ja que el suport s’introduia a 'interior de la guia i discorria interiorment a aquesta (figura 5).
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La guia metal-lica rigida tenia una longitud de 30 cm i un diametre de 2 cm, a través de la qual
s’establia una comunicacié entre el fol-licle a drenar i I'exterior. Al seu interior, s’hi introduia el
suport metal-lic rigid, el qual tenia una longitud de 35 cm i un diametre de 1 cm; a I'extrem del
qual es col-locava una agulla esteril de 19 G i 25 mm de llargada, per tal de poder realitzar el
drenatge fol-licular en contactar i puncionar el fol-licle. Per tant, el suport s’introduia a 'interior
de la guia metal-lica i permetia realitzar moviments cranials i caudals, amb I'objectiu de poder
avancar a l'interior de la guia i acaba exterioritzant o no I'agulla, més enlla de I'extrem de la guia.
D’aquesta manera la técnica permetia fer arribar I'agulla fins al lloc on es volia puncionar i drenar,

sense danyar la resta d’estructures que hi havia fins a arribar al lloc d’interes.

TRANSVAGINAL OOCYTE RECOVERY

FIGURA 3: Esquema anatomic del tracte reproductiu de la vaca de llet aplicant la técnica

d’ovum pick up (OPU) Font: Trans Ova Genetics.

FIGURA 4. Els dos dispositius metal-lics utilitzats en la técnica de drenatge fol-licular per

separat. A la part superior hi ha la guia metal-lica i a la part inferior el suport metal-lic. Lagulla

(A), I'eix principal (B), la base (C), gatell (D).Font: Cedida per Doctora Irina Garcia Ispierto, 2020.
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FIGURA 5. Els dos dispositius metal-lics utilitzats en la tecnica de drenatge fol-licular

complementats. El suport amb I'agulla es troba a I'interior de la guia metal-lica. Posicié amb
introduccié total del suport i exterioritzacié de I'agulla per I'extrem, simulant la situacié de

drenatge fol-licular. Font: Cedida per Doctora Irina Garcia Ispierto, 2020.

Immediatament abans del drenatge, la vulva, la regid perianal i els aparells es rentaven amb
solucid iodada. Via rectal primer es contava i s'anotava el nombre de fol-licles que hi havia a cada
ovari, seguidament es localitzava I'ovari amb més fol-licles (en el cas de les vaques bilaterals) o
I'ovari amb fol-licles (en el cas de les vaques unilaterals) i s'apropava al fornix vaginal. D’aquest
ovari es seleccionava el fol-licle més petit per a drenar, el qual correspondria al subordinat,
mentre que el fol-licle més gran, que correspondria normalment al dominant es deixava per tal
que ovulés. Amb l'altra ma, avancant dorsal al fornix vaginal i cap a 'esquerra o la dreta del coll
i cos uteri, en funcid d’on es localitzés 'ovari a drenar, s'anava introduint la guia metal-lica amb
el suport al seu interior per la vagina, sense que I'agulla sobresortis per I'extrem de la guia. Un
cop l'ovari entrava en contacte amb l'extrem de la guia, separats Unicament per les capes
uterines i el recte, es feia desplagar cranialment el suport amb I'agulla per I'interior de la guia,
per tal que sobresortis I'agulla. D’aquesta manera es puncionava el fol-licle desitjat sense
aspiracié i es retirava I'aparell de la vagina, un cop s’havia assegurat amb la ma que el fol-licle
puncionat quedava buit i havent enretirat el suport per tal d'amagar I'agulla a I'interior de la guia.
El procés durava aproximadament 1 minut en funcié de la facilitat d’aconseguir posicionar l'ovari
al fornix. Les vaques no varen mostrar cap mena de desconfort durant la punxada intra-fol-licular.

Entre animals, es canviava I'agulla i es desinfectaven els aparells amb aigua amb iode.

Immediatament, després del drenatge fol-licular, les vaques es varen inseminar amb semen
congelat d’un sol mascle. Les vaques del grup Control es varen inseminar amb semen congelat
com es fa de manera rutinaria. En el disseny experimental el dia de la IA es va prendre com a dia

0 de l'estudi.

La presencia d’un CL del fol-licle dominant en el grup Drenatge i la presencia d’'un o més CL en el
grup Control van ser els indicadors d’ovulacié que es van avaluar 7 dies post-IA. A més a més, a
dia 0, dia 7 i 21 post-lA es va enregistrar la mida dels fol-licles amb ecografia, del CL en l'ovari
que havia ovulat i del CL del fol-licle que s’havia drenat fent la mitja entre les dues mesures amb

major longitud i amplada. Concretament, en el cas de CL cavitaris, es va enregistrar el valor mitja
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de la paret luteal. Es va valorar I'activitat luteal mitjancant concentracions plasmatiques P4 els

dies 7 i 21 post-IA i mitjangant ultrasonografia Doppler el dia 21 després de la IA.

El diagnostic de gestacid es va realitzar amb I'aparell d’ecografia als 28 dies post-IA. Tots els

examens ginecologics i les inseminacions van ser realitzats per la mateixa persona.

3.3 Mesures de 'activitat luteal a partir d’ecografia Doppler
Els dos ovaris es van examinar amb un equip d’ecografia Doppler color el dia 21 post-IA (Zonare
Medical Systems Inc., USA equipat amb un transductor de 7.5 MHz) i les superficies dels CL es

varen escanejar i digitalitzar en video.

Les imatges de la seccié transversal de cada CL es varen enregistrar. El diametre (mitjana de dues
mesures) i I'area es van obtenir a partir de les imatges d’ecografia en les quals la seccié
presentava major mida del CL. En el cas dels CL cavitaris, aquest es va mesurar i restar I'area
cavitaria per tal d’obtenir 'area del teixit luteal. Finalment, es van enregistrar de cada CL les tres

imatges de seccid transversal de major area i la imatge amb major vascularitzacié.

Les imatges amb Doppler de color s’han utilitzat per avaluar les arees vascularitzades de les
estructures luteals (figura 6). Larea vascularitzada s’ha calculat per a cada imatge seleccionada
de cadascun dels CL, utilitzant Image J® software (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA). El percentatge de vascularitzacié dels CL (area amb color Doppler/area total CL x 100) va
ser determinada per a cada avaluacio. Tots els CL es van digitalitzar en mode B, power i mode
color Doppler. A més, totes es varen digitalitzar amb format DICOM i tots els controls fixos
preinstal-lats del sistema Doppler es van utilitzar per excloure variacions en les gravacions. Totes

les investigacions d’ecografia van ser realitzades pel mateix operador.

1 2 3 4

0% <25% 25-50 % >50 %

FIGURA 6: Vascularitzacié amb percentatge (%) dels cossos luti (CL) a dia 21 post-IA.
Classificats en quatre classes: (0) sense vascularitzacio; (1) <25%; (2) entre 25 i 50%; (3) > 50%
de parénquima vascularitzat. Font: Lépez-Gatius et al., 2019.
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3.4 Mesures de |'activitat luteal a partir de progesterona en sang

Es varen recollir mostres de sang el dia 7 i 21 post-IA mitjangant un tub vaccutainer (BD
VacutainerTM; Becton-Dickenson and Company, Plymouth, UK) amb heparina de la vena
coccigia, es varen centrifugar 20 min (10 min, 1600 g) i emmagatzemar el plasma a 202C fins a
ser analitzats.

Es va utilitzar un kit comercial d’avaluar per assaig d’'immunoabsorcié lligat a enzims (enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA) (Ridgeway Scientific, Alvington, Gloucestershire, UK) per a
determinar les concentracions de p4. La sensibilitat de la prova era de 0,15 ng/ml. Les mostres
es van avaluar per duplicat i totes les mostres van ser analitzades pel mateix avaluador (el

coeficient de variacié intra-avaluacio, 6%).

3.5 Analisis estadistic i recollida de dades

De cadascun dels animals de I'estudi es van enregistrar les seglients dades: estacid de la IA
(freda- octubre a maig; vs. calida-maig a octubre); THI (index de temperatura i humitat) a dia de
lalA(0-<72vs.1-2>72); localitzacio dels fol-licles (unilaterals vs. bilaterals); nombre de fol-licles
a dia de la IA (minim 2 fol-licles); drenatge fol:licular (control vs. drenatge); mida fol-licular a dia
de la |A, dia 7 i 21 post-IA (diametre dels fol-licles 29 mm); fracas ovulatori a dia 7; preséncia de
CL cavitaris a dia 7 post-IA; localitzacié de les estructures luteals a dia 7 i dia 21 post-IA (dret vs.
esquerra); mida i nombre de CL i estructures luteals conseqiients del drenatge a dia 7 i 21 post-
IA; presencia de 2 CL a dia 7 i dia 21 post-IA; vascularitzacio a dia 21 post-IA (quatre classes: (0)
sense vascularitzacio; (1) <25%; (2) entre 25 i 50%; (3) >50% de parenquima vascularitzat);
concentracio de p4 plasmatica (ng/ml) a dies 7 i 21 post-1A; diagnostics de gestacio i taxa de

concepcio a dia 28 i pérdues de gestacio (embrionaries/fetals) fins a dia 60.

El THI es va calcular a partir de la formula de: THI = (1,8 x Ta) — ((1 —HR) x (Ta—14,3)) + 32. En
la qual Ta: temperatura ambient i HR: humitat relativa, en tant per 1.

El fracas ovulatori es va definir per I'abséncia de CL del fol-licle dominant en el grup Drenatge i
per I'absencia de CL en el grup Control a dia 7. La fertilitat es va definir com el percentatge de
vaques amb diagnostic de gestacid positiu a dia 28 sobre el total de vaques inseminades. Les
pérdues de gestacio fins a dia 60 es van definir com el percentatge de vaques que es van convertir
en vaques buides respecte a les que eren positives al diagnostic de gestacid a dia 28. La taxa de
concepcid es va definir com el percentatge de vaques que es van convertir en gestants del
corresponen grup, sense tenir en compte les vaques que havien tingut fracas ovulatori a dia 7

i/o no havien desenvolupat cap estructura luteal a dia 21.
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Les dades es van tractar estadisticament amb el programa IBM SPSS stadistics 22. Per una banda
es va dur a terme el test ANOVA per a comparar mitjanes (p4 plasmatica i mides luteals). Per
altra banda, es va realitzar la prova de Chi-quadrat per a comparar variables ordinals
(vascularitzacio i resultats reproductius). La significacié es va establir amb p-valor < 0,05. Els

valors es van expressar com la mitjana + la desviacié estandard.
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4. RESULTATS

Finalment la poblacio va estar formada per a 49 vaques: 29 vaques van pertanyer al grup Control

(sense drenar) i 20 vaques (13 bilaterals i 7 unilaterals) al grup Drenatge (Taula 1).

A I'estacio freda es varen inseminar 18 vaques (62%) del grup Control i 10 vaques (50%) del grup
Drenatge. En l'estacié calida es varen inseminar 11 vaques (38%) del grup Control i 10 vaques
(50%) del grup Drenatge. Respecte a l'abséncia d’estrés téermic a dia de la IA va correspondre a
11 vaques (38%) del grup Control i 8 (40%) vaques del grup Drenatge. La preséncia d’estres térmic
a dia de la 1A va correspondre a 18 vaques (62%) del grup Control i 12 vaques (60%) del grup
Drenatge (Taula 2).

TAULA 1: Localitzacid dels fol-licles a dia de la inseminacid artificial (IA), pel grup Control i grup

Drenatge.
Grup Control Grup Drenatge
(n=29) (n=20)
Bilaterals 17 (58,6%) 13 (65%)

i 0, 0,

Localitzacié dels Unilaterals 12 (21,4%) 7 (35%)

fol-licles dia de Dreta 9(31%) 6 (30%)
lalA Esquerra 3(10,3%) 1(5%)

TAULA 2: THI (index de temperatura i humitat) dia de la inseminacié artificial (IA), pel grup
Control i grup Drenatge

Grup Control Grup Drenatge

(n=29) (n=20)

No estres térmic
11 (38%) 8 (40%)
(0-<72)
THI diade la lA
Estres térmic
18 (62%) 12 (60%)
(1->272)

Totes les vaques incloses a I'estudi tenien com a minim 2 fol-licles al dia de la IA, els quals

presentaven una mida minima de 9mm.
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4.1 Formacio de cossos lutis (CL)

A dia 7 post-lA totes les vaques de I'estudi presentaven com a minim una estructura luteal en els

ovaris, mentre que a dia 21 post-IA en presentaven un 80%.

Al grup Control totes les vaques van desenvolupar com a minim 1 CL a dia 7, pel que en aquest
grup no es va enregistrar cap fracas ovulatori. A dia 21, 3 vaques (10,3%) no presentaven cap
estructura luteal, 19 vaques (65,5%) presentaven 1 CL, 6 vaques (20,7%) presentaven 2 CL i 1
vaca presentava 3 CL (3,4%) (Taula 3 i 4). De les vaques que formaven aquest grup es comptava
amb la mida (Taula 5 i 6) i vascularitzacié del CL funcional (Taula 7 i 8), el que es va crear de

I'ovulacié, i la p4 plasmatica.

Al grup Drenatge, de les 13 vaques bilaterals drenades, 10 vaques bilaterals (76,9%) van
desenvolupar minim un CL a dia 7 del fol-licle drenat. Mentre que pel que fa a la formacié de CL
a l'ovari contralateral al drenatge a dia 7 (CL del fol-licle dominant no drenat) en varen
desenvolupar 8 vaques bilaterals (80% de les bilaterals drenades amb CL del fol-licle drenat). Per
tant, en 2 vaques el fol-licle dominant corresponent no va ovular, van patir fracas ovulatori i no
van desenvolupar gestacid. Les 3 vaques bilaterals restants (23,1 %) no van desenvolupar cap
estructura del fol-licle drenat a dia 7, pero totes van desenvolupar CL del fol-licle contralateral al
drenatge a dia 7; van mantenir el CL fins a dia 21 i amb diagnostic de gestacié positiu a dia 28.
Per tant, del total de vaques bilaterals puncionades (n=13) en 11 vaques el fol-licle dominant no
drenat va ovular (84,6%). A dia 21 I'evolucid de les 8 vaques bilaterals drenades amb dos CL a dia
7 post-1A va ser:
- Unavaca va mantenir els 2 CL a dia 21. Va quedar gestant.
- Tresvaques van perdre el CL del fol-licle drenat i van mantenir el CL del fol-licle dominant
no drenat. Una d’elles amb la preséncia de dos CL i amb diagnostic gestacio positiu.
- Una vaca va mantenir el CL del fol-licle drenat a dia 21 i va perdre el CL del fol-licle
dominant no drenat.
- Tres vaques van perdre els 2 CL a dia 21.
Per tant, de les vaques bilaterals drenades només 4 vaques (31 %) mantenien el CL del fol-licle

drenat a dia 21 (Taula 3 i 4).

Respecte a les vaques unilaterals del grup Drenatge (n=7), totes varen desenvolupar CL a dia 7
de l'ovari del qual s’havia fet el drenatge fol:licular i en un cas com a CL cavitari. Dues de les
vaques unilaterals drenades (28,6%), a més a més, presentaven CL a l'ovari contra lateral al

drenatge, és a dir a partir de fol-licles menors a 9 mm no enregistrats a dia 0, perd només una
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vaca el va mantenir a dia 21. Una vaca unilateral drenada va patir fracas ovulatori (Taula 3).

L'evolucié de les unilaterals a dia 21 va ser:

- 2vaques van perdre el CL a dia 21 de l'ovari del drenatge.
- 2vaques van mantenir dos CL a dia 21 de I'ovari del drenatge.

- 3vaques van mantenir un CL a dia 21 de I'ovari del drenatge.

De les vaques del grup Drenatge, només es van utilitzar les mides (Taula 5 i 6) i vascularitzacié
(Taula 7i 8) dels CL de les vaques bilaterals drenades, tenint la informacio sobre el CL del fol-licle
drenat i CL del fol-licle dominant contralateral al drenatge. Mentre que la p4 plasmatica es va

analitzar tant de les vaques bilaterals drenades com unilaterals drenades.

TAULA 3: Parametres analitzats a dia 7 pel grup Control i grup Drenatge.

Grup Control Grup Drenatge

(n=29) (n=20)

CL de fol-licle drenat

- [o)
(bilaterals n=13) 10 (76,9%)

CL del fol-licle dominant no
drenat 29 (100%) 11 (84,6%)
(bilaterals n=13)

CL cavitaris 4 (13,7%) 2 (10%)
Fracas ovulatori 0 (0%) 2 (10 %)
CL: Cos Luti.

TAULA 4: Parametres analitzats a dia 21 pel grup Control i grup Drenatge.

Grup Drenatge

Grup Control

Bilaterals
(n=29)
(n=13)
CL del fol-licle drenat - 4 (30,7%)
CL del fol-licle dominant no 26 (89,6%) 5 (38,4%)
drenat
CL: Cos Luti

23




Analitzant estadisticament la mida mitjana dels CL a dia 7 i 21 (Taula 5), es va reportar que la
mida mitjana del CL el dia 7 post- IA obtingut per I'ovulacié en el grup Control (19 + 4,53mm,
oscil-lant entre 5-23mm) va ser significativament superior (p-valor=0,00 i 0,02, respectivament)
que la mida dels CL presents en el grup Drenatge, tant dels CL resultants dels fol-licles drenats
(10,11 £ 5,95mm oscil-lant entre 4-16mm) com dels CL dels fol-licles dominants no drenats (15
+ 4,24 mm oscil-lant entre 11-19mm). Dins del grup Drenatge, la mida dels CL dels fol-licles
dominants no drenats va ser significativament major que la mida dels CL dels fol-licles drenats
(p-valor=0,04).

A dia 21 post-IA, la mida del CL del grup Control no va presentar diferéncies significatives amb la
resta de CL. La mida dels CL dels fol-licles dominants no drenats va ser significativament major

que la mida dels CL del fol-licle drenat (p-valor=0,05).

TAULA 5: Mida del cos luti (CL) funcional del grup Control i del grup Drenatge: CL del fol-licle

drenat i CL del fol-licle dominant no drenat a dia 7 i 21 post-inseminacié artificial (IA).

Grup Drenatge

MIDA CL Grup Control

Bilaterals
. L . CL del fol-licle CL del fol-licle
(Mitjana + desviacié CL funcional .
. drenat dominant no drenat
estandard) (mm) (n=28/22)
(n: 9/3) (n=11/6)
Dia 7 19+4,53° 10,11+5,95°¢ 15+4,24°
Dia 21 19,41 +6,69 12,33+4,51° 22+6°

Els valors amb diferents lletres dins de les files denoten diferéencies significatives detectades pel test
ANOVA (P-valor < 0,05).

Pel que fa a l'efecte de l'estrés térmic a dia de la |IA sobre la mida dels CL es va reportar que en
cap dels casos van apareixer diferéncies significatives en situacioé de no estrés térmic i d’estres

termic dia a de la IA (Taula 6).
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TAULA 6: Mida del cos luti (CL) funcional del grup Control i del grup Drenatge: CL del fol-licle
drenat i CL del fol-licle dominant no drenat a dia 7 en situacié de no estres termic (0 - < 72) i

d’estrés termic (1 - 2 72) a dia de la inseminacio artificial (1A).

MIDA CL dia 7 No estres termic diade lalA  Estres termic dia de la IA

(Mitjana * desviacié estandard)(mm) (0) (1)

Grup Control: CL funcional

(n=11/18)

19,5+ 3,86 18,72 + 4,94

CL del fol-licle
drenat 6,66 +0,57 11,83 +6,76
(n=3/6)

Grup Drenatge
CL del fol-licle
(bilaterals)
dominant no
13+5,51 14,75 + 4,62
drenat

(n=5/6)

Respecte a la valoracié de la vascularitzacié amb ecografia Doppler a dia 21 post-IA, malgrat les
quatre classes de vascularitzacié, finalment es van agrupar en poca vascularitzacio, format per la
classe 0 i 1, i en molta vascularitzacid format per la classe 2 i 3. Dins del grup Drenatge la
vascularitzacié a dia 21 del CL del fol-licle drenat no va presentar diferencies significatives amb
la vascularitzacié del CL del fol-licle dominant no drenat, ni pel que fa a poca ni molta
vascularitzacié (Taula 7). Comparant els CL del grup Drenatge, tot i tenir una mida poblacional
molt petita en aquest estudi, el bloc de poca vascularitzacié estava compost un 60% pel CL del
fol-licle drenat i un 40% pel fol-licle dominant no drenat. Mentre que el bloc de molta
vascularitzacio estava format principalment pel CL del fol-licle dominant no drenat (83,3%) i el
16,7% restant pel CL del fol-licle drenat.

Comparant la vascularitzacié del grup Control i grup Drenat, no es van trobar diferencies
significatives entre la vascularitzacié d’ambdds grups (CL funcional del grup Control i CL del

fol-licle no drenat del grup Drenatge) (Taula 8).
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TAULA 7: Descripcié de la vascularitzacid de les vaques bilaterals del grup Drenatge respecte al

cos luti (CL) del fol-licle drenat i el CL del fol-licle dominant no drenat.

VASCULARITZACIO CL del fol-licle drenat CL del fol-licle dominant no drenat

del grup Drenatge (n=4) (n=7)

Poca vascularitzacio

3 (75%) 2 (28,6%)
(0i1)

Molta v?scul)aritzacio 1 (25%) 5 (71,4%)
2i3

TAULA 8: Descripcio de la vascularitzacid del cos luti (CL) funcional del grup Control i el CL del

fol-licle dominant no drenat de les vaques bilaterals del grup Drenatge.

Grup Control Grup Drenatge
VASCULARITZACIO CL funcional

CL del fol-licle dominant no drenat
(n=26) (n=7)

Poca vascularitzacio

10 (38,5%) 2 (28,6%)
(0i1)
Molta v?scul)arltzacm 16 (61,5%) 5 (71,4%)
2i3

Tenint en compte els resultats sobre la mida dels CL del grup Drenatge: CL del fol-licle drenat i CL
del fol-licle dominant no drenat, tant a dia 7 com a dia 21, hi van haver diferéncies significatives
entre ells, la mida del CL del fol-licle dominant no drenat va ser significativament major que la
mida del CL del fol-licle drenat. Pel que fa a la vascularitzacid, no hi van haver diferencies

significatives entre els CL.
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4.2 Progesterona plasmatica

La p4 plasmatica va ser analitzada a dia 7 i dia 21 post-IA pels dos grups de I'estudi (grup Control
i grup Drenatge). La mitjana de p4 plasmatica pel grup Control va ser de 2,52+ 1,95i 3,80 + 3.52
ng/ml a dia 7 i dia 21 post-IA respectivament, pel grup Drenatge les concentracions van ser de
2,07 £1,21i 2,66 = 2,69 ng/ml, respectivament. Els resultats obtinguts van reportar que no hi
havia diferencies significatives entre les concentracions de p4 del grup Control i el grup Drenatge
ni a dia 7 ni a dia 21 post-IA. Respecte a I'evolucid de la concentracié de p4 al llarg de I'estudi de
cadascun dels grups, de dia 7 a dia 21 post-IA, no es van reportar diferencies significatives en el
grup Drenatge, mentre que en el grup Control es va trobar una tendéencia (p-valor=0,09) a

I'augment de p4 plasmatica de dia 7 a dia 21.

Per una banda, pel que fa a les concentracions de p4 plasmatica entre el grup Control i grup
Drenatge davant dels possibles resultats del diagnostic de gestacio a dia 28 (positiu o negatiu)
no es varen trobar diferéncies significatives entre grup Control i Drenatge ni quan el diagnostic
de gestacié va ser positiu, ni quan va ser negatiu.

Per altra banda, es va analitzar les concentracions de p4 del grup Control i grup Drenatge entre
si el resultat del diagnostic de gestacié havia sigut positiu o negatiu. A dia 7 les concentracions
de p4 no presentaven diferéncies significatives entre el diagnostic de gestacié positiu i el negatiu
en cap dels dos grups. A dia 21 hi havia diferencies significatives (p-valor=0,000 per ambdds
grups) tant en el grup Control com en el grup Drenatge, segons si el diagnostic de gestacié havia
sigut positiu o negatiu. En ambdds grups, a dia 21 post-1A, quan el diagnostic de gestacid positiu
les concentracions de p4 eren significativament majors que quan era negatiu.

Pel que fa a I'evolucid de les concentracions de p4 de dia 7 a dia 21 post-IA en funcid del resultat
del diagnostic de gestacid, quan el diagnostic de gestacid havia sigut negatiu no hi havia
diferéncies significatives entre els dies, ni al grup Control ni al grup Drenatge. Pero, quan el
diagnostic de gestacid havia sigut positiu, en ambdds grups es va reportar un increment
significatiu (p-valor=0,018 grup control)(p-valor=0,003 grup drenat) entre la p4 de dia 7 a dia 21
(Figura 7).
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FIGURA 7: Evolucid de la progesterona plasmatica (p4) a dia 7 i dia 21, pel grup Control i
grup Drenatge en funcié del diagnostic de gestacid a dia 28.
Les diferents lletres dins del dia 21 denoten diferéncies significatives entre el diagnostic de
gestacié positiu (+) i negatiu (=) en el grup Control i Drenatge, test ANOVA (p-valor= 0,00).
Els diferents numeros denoten diferencies significatives detectades entre el dia 7 i dia 21
pel test ANOVA (p-valor= 0,018 i 0,003 respectivament) en diagnostics de gestacio positius
pel grup Control i Drenatge.

4.3 Fertilitat post-drenatge

Al llarg de I'estudi, 18 vaques (36,7%) de les 49 vaques que formaven la poblacid total inseminada
de l'estudi van quedar gestants: 10 vaques del grup Control i 8 del grup Drenatge. La gestacio
doble no es va enregistrar en cap vaca del grup Control ni del grup Drenatge.

Pel que fa als parametres reproductius analitzats, la fertilitat, les diagnostics de gestacié positius
a dia 28, les pérdues gestacionals fins a dia 60 i la taxa de concepcid no van presentar diferéncies

significatives entre el grup Control i el grup Drenatge (Taula 9).

TAULA 9: Resultats reproductius: diagnostics de gestacid positius a dia 28, fertilitat, perdues
gestacionals fins a dia 60 i taxa de concepcid pel grup Control i grup Drenatge.

RESULTATS REPRODUCTIUS Grup Control i (DA
(n=29) (n=20)
Diagnostics de gestacio + (dia 28) 10 8
Fertilitat 34,4% 40%
Perdues gestacionals fins a dia 60 7 (24,1%) 0
Taxa de concepcié 10/26 = 38,4% 8/13=61,5%
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5. DISCUSSIO

La tecnica de drenatge del fol-licle subordinat amb vaques amb minim 2 fol-licles a dia de la IA
va ser una eina Util per a prevenir les gestacions dobles en el present estudi, d’acord amb els
resultats d’anteriors estudis que havien utilitzat aquesta técnica o similars (LOpez-Gatius and
Hunter, 2017b ; Lopez-Gatius et al., 2019). Un 76,9% de les vaques bilaterals drenades van
desenvolupar estructura luteal del fol-licle drenat a dia 7 post-1A, seguint la tendéncia dels altres
estudis. Tot i tenir una mida poblacional petita i haver-hi moltes variacions entre els individus, la

p4, la vascularitzacié i la mida van ser molt semblants entre grup Control i grup Drenatge.

La tecnica utilitzada en el present estudi, pels procediments que la caracteritzen, sembla ser
menys traumatica que la resta de teécniques realitzades fins al moment per a intentar reduir les
gestacions dobles en la vaca gestant. A més a més, cal tenir en compte que la resta de técniques
incrementen el risc de pérdua de gestacié en vaques amb gestacié doble, a diferéncia de la
técnica present. La téecnica de puncié fol-licular sembla ser aplicable tant a vaques dobles
bilaterals com unilaterals. El drenatge en lloc de la succié simplifiquen la realitzacié de la técnica
i possibiliten poder fer la técnica sol i a ritme de visita veterinaria normal (Lépez-Gatius and

Hunter, 2017b).

El fet que I'estudi es realitzes tan en estacié freda com en estacié calida, fa que els resultats
obtinguts ens aportin una visio general de la técnica i les seves repercussions a nivell reproductiu,
minimitzant 'efecte ambiental. Tenint en compte que a l'estacié calida i amb situacions d’estres
termic la fertilitat, entre d’altres parametres productius i reproductius, es veu afectada
negativament (Lopez-Gatius 2012). Respecte a l'efecte del THI, en el present estudi no es va
trobar diferéncies significatives en la mida dels CL. Aquest resultat podria deures a la reduida
mida poblacional de I'estudi, ja que diversos estudis reporten que el THI per sobre 72 sol
provocar disminucions de mida tan a nivell fol-licular com luteal (Schiiller et al., 2017 ; Jakree et

al., 2020).

A nivell reproductiu, aquest procediment no afectava significativament la fertilitat augmentant
la incidéncia d’estructures luteals. Pero, I'elevat risc de fallada de I'ovulacié del fol-licle dominant
que provocava suggereix que el procediment de drenatge podria perjudicar els resultats
reproductius els primers 7 dies post-IA. Aquest risc es deu al fet que a I’hora de puncionar a dia
de la IA és dificil saber amb certesa quin dels fol-licles sera el que ovulara. Tot i que per afavorir
la possibilitat de la doble ovulacié només es van incloure a l'estudi vaques amb minim dues

estructures fol-liculars iguals o majors a 12 mm, en quals el risc de fallada de I'ovulacié disminueix
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clarament (Vasconcelos et al. 2010 ; Pandey et al., 2018), el 15,4% (2/13) de les vaques drenades
no van ovular. A més a més, en el present estudi es va complementar la técnica amb un pla
hormonal tenint en compte que alguns estudis afirmen que el tractament amb GnRH o hCG en
el moment de la IA millora el procés d’ovulacié del fol-licle dominant (Lépez-Gatius et al. 2019),
per a poder compensar el risc de la tecnica i fer-la viable a nivell de camp. La resposta del
tractament hormonal es reflecteix clarament en les vaques unilaterals drenades de l'estudi
(28,6%) (2/7) en les quals se’ls va desenvolupar nous fol-licles a I'ovari contralateral al drenatge

a dia 7, no presents a dia 0.

Seguidament es tracta la funcionalitat dels CL formats pel que fa la mida i la vascularitzacio.
Respecte a la mida luteal, la major mida mitjana del CL del grup Control respecte al CL del grup
Drenatge a dia 7 post-IA es deu al fet que la preséncia de més nombre de CL a un ovari fa que la
mida d’aquests sigui menor. Aquest fet és el que passa en el grup Drenatge, en el qual la majoria
dels animals tenen dues estructures luteals en un ovari i conseqlientment la mida del CL del
fol-licle dominant no drenat és menor. En canvi, a dia 21 post-IA, no es van trobar diferéncies
significatives entre el CL del grup Control i el CL del fol-licle dominant no drenat del grup
Drenatge, el que reflecteix que la técnica de drenatge no acaba penalitzant la mida i per tant la
seva funcionalitat. El CL del fol-licle drenat sempre va presentar una mida menor que la resta,
degut a que es forma a partir d’'una proporcié de cél-lules de granulosa que es queden al fol-licle
i acaben desenvolupant posteriorment teixit luteal (Lépez-Gatius et al., 2019).

A nivell de vascularitzacid, I'ecografia en Doppler va resultar ser una eina valuosa per avaluar la
funcié luteal del CL induit per drenatge. No es van trobar diferéncies significatives entre la
vascularitzacié dels CL del grup Control i el CL del fol-licle dominant no drenat del grup Drenatge,
el que indicaria que la técnica no penalitza la funcionalitat del CL ovulatori a nivell de
vascularitzacié. Pel que fa la vascularitzacio del CL del fol-licle no puncionat, malgrat i que no va
presentar diferéncies significatives amb el CL del fol-licle puncionat, semblaria que presenta en
general poca vascularitzacid. Aquest fet es esperable com a conseqiiencia de que aquest CL és
resultat d’'una proporcié de cel-lules, com s’ha comentat anteriorment. De totes maneres es
necessitarien més estudis per a poder treure conclusions respecte a aquest parametre, ja que la

poblacié drenada amb CL valorable amb Doppler a dia 21 va ser molt petita.
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Les concentracions de p4 plasmatica van ser iguals pels dos grups, per tant la técnica de drenatge
no provoca nivells suboptims que es relacionen amb majors perdues embrionaries (Lamming et
al., 1989 ; Karen et al., 2014 ; Gabor et al., 2016). La importancia dels nivells de p4 recau en que
cal tenir nivells suficients de p4 plasmatica per a convertir I'Gter a un entorn adequat per afavorir
el desenvolupament embrionari (Spencer et al., 2004). Davant d’'un mateix resultat del diagnostic
de gestacié a dia 28 no es van trobar diferéncies significatives entre ambdds grups, el que
reafirma que el drenatge no perjudica el manteniment de la gestacid. A més a més, encara que
no fos l'objectiu de I'estudi, es va reportar que les concentracions de p4 a dia 21 post-IA podrien
ser una eina encarada a fer un diagnostic de gestaciéo més precoc d’acord amb resultats d’estudis

anteriors (Lopez-Gatius et al., 2019).

Com a conclusié general, la puncid i el drenatge dels fol-licles subordinats a dia de la IA donen
lloc a uns CL funcionals pel que fa la mida, vascularitzacié i concentracions de p4 plasmatica;
sense afecta negativament a la fertilitat del ramat, tot i tenir major fracas ovulatori. Per tant, les
estructures luteals funcionals del fol-licle drenat poden reduir el risc posterior de perdua de
gestacid durant el primer trimestre de gestacid, d’acord amb estudis anteriors que reportaven
gue la preséncia d’'un major nombre de CL que de nombre d’embrions actuaven com a factor per
a promoure el manteniment de la gestacidé (Lopez-Gatius, 2012; Lépez-Gatius and Hunter,

2017b).
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6. CONCLUSIONS

Respecte als CL formats durant I'estudi, a dia 7 post-IA la mida mitjana del CL del grup Control va
ser significativament major que la mida dels CL de les vaques bilaterals del grup Drenatge (CL
dels fol-licles drenats i CL dels fol-licles dominants no drenats). Dins del grup Drenatge la mida
del CL dels follicles dominants no drenats va ser significativament major que la dels CL dels
fol-licles drenats.

A dia 21 no van haver-hi diferencies significatives entre la mida mitjana del CL del grup Control i
els CL de les vaques bilaterals del grup Drenatge (CL dels fol-licles drenats i CL dels fol-licles
dominants no drenats). Dins del grup Drenatge, la mida dels CL dels fol-licles dominants no

drenats va ser significativament major que la dels CL dels fol-licles dominants drenats.

Pel que fa a la vascularitzacid, no es van reportar diferéncies significatives entre els CL formats
en les vaques bilaterals del grup Drenatge, ni diferéncies significatives entre la vascularitzacié del

CL del grup Control i el CL dels fol-licles dominants no drenats del grup Drenatge.

En les concentracions de p4 plasmatica no van haver-hi diferéncies significatives entre ambdds
grups ni a dia 7 ni a dia 21 post-IA. Es va trobar una tendéncia d’augment de les concentracions
de p4 de dia 7 a dia 21 en el grup Control. Concretament, no es van trobar diferéncies
significatives entre la p4 d’'ambdds grups ni quan el diagnostic de gestacio era positiu ni negatiu.
Els diagnostics de gestacio positius a dia 28 tenien nivells de p4 a dia 21 significativament majors
que els diagnostics negatius, en ambdds grups. A més a més, els diagnostics positius tenien un

augment significatiu de p4 de dia 7 a dia 21.

No es varen reportar diferencies significatives en els parametres reproductius entre ambdds

grups i cap dels animals de I'estudi va desenvolupar gestacié doble.

Finalment es conclou que la técnica de drenatge fol-licular, tot i tenir un major risc de fracas
ovulatori, és una bona técnica per a reduir les gestacions dobles a les explotacions actuals de
bovi de llet sense perjudicar els parametres reproductius (fertilitat, perdues de gestacio i taxa de
concepciod). Aconsegueix la formacié de CL funcionals pel que fa a la mida, vascularitzacid i
concentracido de p4 plasmatica. Els tractaments hormonals podrien ser la millor técnica per
contrarestar els punts febles de la técnica. De totes maneres, caldria realitzar més estudis amb

la tecnica del drentage fol:-licular per a poder treure més conclusions.
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8. ANNEX

8.1 Cicle reproductiu
La vaca és un mamifer d’ovulacié espontania que se sotmet al cicle estral uteri-dependent fins
que es queda gestant. Quan no es produeix la gestacié I'endometri secreta PGF2a que produira

la regressio del CL de l'ovari (Lopez-Gatius and Garcia-Ispierto, 2010).

8.1.1 Cicle estral
El cicle estral es divideix en quatre etapes, les quals es troben en la il-lustracié de la figura 8, en

la qual es veuen els nivells hormonals que hi intervenen i els canvis ovarics que es produeixen:

- ESTRE: Etapa en que la vaca accepta la monta, a causa de I'increment significatiu de les
concentracions d’estradiol produit per un fol-licle preovulatori i per I'abséncia de CL. La
femella esta inquieta, té una major activitat, interactua, a més a més presenta turgencia
de I'Gter, edema dels genitals externs i produccié de moc cervical. La duracié de l'estre
és de 12-18 hores. Linici d'aquesta etapa té una relacié temporal amb la secrecid
ovulatoria de LH (pic de LH), ja que els estrogens el desencadenen. Linici de l'estre i el
pic de LH poden passar simultanis o al cap de 2-6 hores es produeix el pic. Lovulacié es
produeix al cap de 28-30 hores del pic LH o 30-36 hores després de I'inici de l'estre.

- METAESTRE: La duracié és de 4-5 dies. En aquesta etapa es produeix I'ovulacid i es
desenvolupa el CL. Després de I'ovulacid es produeix I'aparicié del cos hemorragic i la
formacid del CL posteriorment. Les concentracions de p4 s’incrementen fins a nivells
majors de 1 ng/ml, que corresponen a CL madur. A més a més, es presenta un pic
postovulatori de FSH que sol provocar un sangrat.

- DIESTRE: Etapa que presenta una major duracid, entre 12 i 14 dies. En aquesta etapa el
CL esta funcional i provoca nivells elevats de p4. També s’observen onades de
desenvolupament fol-licular. Als 12-14 dies de l'inici de secrecié de p4 I'endometri
secreta PGF2a, aquesta Ultima hormona provoca la destruccié del CL i la fi del diestre.
En cas que la femella estigui gestant, I'embrid secretara interferé-t que bloqueja la
secrecié de PGF2a i permet el manteniment del CL.

- PROESTRE: La duracid és de 2-3 dies i es caracteritza per l'abséncia de CL funcional amb
el desenvolupament i maduracid del fol-licle ovulatori. Incrementa la freqiieéncia de
pulsos de LH que provoquen la maduracié final del fol-licle ovulatori, el qual produira un
augment d’estradiol. Quan els nivells d’estradiol arriben al maxim es produeix l'estre i el

pic de LH preovulatori (Hernandez, 2006.).
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FIGURA 8: Canvis ovarics i hormonals durant el cicle estral de |la vaca. Font: Hernandez, 2006.

8.1.2 Desenvolupament fol-licular i del cos luti

La femella bovina neix aproximadament amb 200.000 fol-licles primordials, dels quals molt pocs
iniciaran el seu creixement en algun moment de la seva vida. El fol-licle és I'estructura que conté
I'ovocit, un cop es produeix l'ovulacié allibera I'ovocit per a ser poder ser fecundat per
I'espermatozoide. El creixement dels fol-licles té dues etapes: I'etapa basal i I'etapa tonica. La
primera inclou el desenvolupament del fol-licle des de les primeres etapes fins a arribar a 3-4
mm de diametre. La segona etapa va partir de 3-4 mm de diametre fins que es converteix en
pre-ovulatori i es presenta en forma d’onades constituides per fases de reclutament, seleccid,
dominancia i atrésia. Durant el cicle estral la vaca pot presentar 2 o 3 onades fol-liculars.

Les onades fol-liculars comencen gracies a un augment de FSH, el qué promou el creixement de
5-6 fol-licles antrals (3-4 mm de diametre), el que seria el reclutament. Seguidament, un fol-licle
és el que continua creixent (fol-licle dominant) i es separa del grup, el que correspondria a la

seleccid i desviacié, mentre que la resta que serien els subordinats, s’atresien. El fol:licle
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dominant suprimeix la secrecié de FSH, que inhibeix el creixement de la resta de fol-licles, mentre
ell pot continuar creixent a I'adquirir receptors de LH. Tot i aix0, alguns fol-licles subordinats
segueixen creixent, el que produiria la preséncia de dos o més fol-licles ovulatoris al moment de
la IA. La seva dominancia durara 4-6 dies, si no ovula, s’atresiara i permetra un augment de les
concentracions de FSH i I'inici d’'una nova onda fol-licular. En cas contrari, si continua la seva
maduracid, produira nivells suficients d’estrogens que provocaran augment de GnRH, el qual
desencadenara el pic de LH, responsable de I'ovulacid i la luteinitzacid del fol-licle a CL. EI CL als

dos dies ja sintetitza p4 i al 5¢ dia ja té plena funcionalitat (Hernandez, 2006).

En vaques i dones amb gestacions dobles hi ha un increment del reclutament fol-licular i el
creixement, pel que augmenta la taxa d’agermanament en tenir més fol-licles ovulatoris.
Ovulacions dobles naturals resulten de la formacié simultania de dos fol-licles codominants
(ovulatoris) al mateix ovari o d’un fol-licle a cada ovari dins d’una ona fol-licular, el qual es
produeix quan s’altera la seleccid fol-licular i dos o més fol:licles dins d’una ona sén dominants

(Kulick et al., 2001 ; Lopez-Gatius et al., 2018).

8.1.3 Perdues embrionaries

La perdua fetal precog¢ s'esta convertint en la complicacié més freqlient en les gestacions de
vaques lleteres de gran produccid a Espanya, on més del 90% de les pérdues després del
diagnostic de gestacié solen produir-se abans del dia 90 de gestacié. Les gestacions dobles en
son un dels principals factors relacionats en explotacions de gran produccio (Lopez-Gatius et al.,
2010).

Tot i que la majoria de perdues es donen en el periode embrionari precog, el risc en el periode
embrionari tarda/fetal precog esta incrementant (Bech-Sabat et al., 2010). El periode embrionari
de la gestacid s’estén des de la concepcié fins al final de l'etapa de diferenciacié
(aproximadament 42 dies), i el periode fetal s’estén des del dia 42 fins al part (Lopez-Gatius and
Hunter, 2005). En les vaques el procés de placentacid acaba abans del dia 60 de gestacié, després
la gestacio esta firmament establerta i els canvis de pérdues fetals sén reduits. (Lopez-Gatius et
al., 2010). Tot i aix0, en el cas de les gestacions dobles sembla que necessiten un periode una
mica més llarg per tal d’establir la gestacio, el qual arriba fins al dia 90 (Bech-Sabat et al., 2010).
Per tant, des d’una perspectiva practica, els diagnostics addicionals d'embaras als dies 60 i 90
després de la inseminacidé han de ser inclosos en programes de gestié rutinaria per detectar la

pérdua fetal preco¢ (Lopez-Gatius et al., 2004).
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8.1.4 Progesterona
Les concentracions plasmatiques de p4 afecten tant la supervivencia del concepte com el
creixement preco¢ de 'embrid, en la implantacié i la placentacio. Per tant, els nivells de p4 a la
setmana cinc s’han correlacionat amb el manteniment de la gestacid. Fet que porta a pensar que
una de les causes de la perdua fetal precog en alta vaques d’elevada produccid podria ser una
concentracid suboptima de p4, per un augment del catabolisme de la p4 o per una funcié
subluteal. A més a més, durant els periodes en quée hi ha més contacte entre concepte i cel-lules
immunes maternes, la p4 actua com un "immunosteroide". Aquest fet és clau per l'exit de
gestacié, modula la immunitat de la gestacid, ja que la mucosa uterina tolera 'embrié alogic
sense comprometre els seus mecanismes immunologics en contra agents microbis (Bech-Sabat

et al., 2010).

8.2 Cicle productiu

Les vaques de llet es comencen a cobrir al voltant dels 15 mesos de vida amb |'objectiu
d’aconseguir el primer part als 2 anys de vida. La lactancia s’inicia amb el part, pel que la
produccio de llet depén exclusivament de la gestacid. La vaca es queda gestant mentre esta
produint i al voltant de dos mesos abans del part, es seca.

La corba de lactancia representa la produccié de llet al llarg del cicle productiu i sol durar 305
dies, pel que el secat sol ser de 60 dies. El pic de lactancia és el nivell més alt de produccid de
llet, en el qual la vaca arriba dins dels primers 90 dies de lactacié. En general, a partir del part la
produccid incrementa rapidament fins a arribar al pic, posteriorment descendeix gradualment
fins a arribar al final de la lactancia. Amb la millora genetica s’ha tendit al fet que la fase de
descens sigui més gradual, pel que la vaca té persisténcia d’una elevada produccié durant llargs
periodes del cicle, de totes maneres molts factors hi estan relacionats. A més a més, a
conseqliencia de queé I'energia que s’excreta per la llet supera I'energia consumida, la vaca entra
en un estat de balang energetic negatiu fins al pic de lactacié. Aquest estat correspon al fet que
la vaca no pot menjar suficient per a cobrir les seves necessitats, pel que mobilitzara reserves.
Aquest és un procés inevitable de magnitud variable (Gustavo et al., 2015) .

Les dades reals a Catalunya, recollides de FEFRIC del 2018, I'interval mitja entre parts va ser de
421 dies amb un interval part-fecundacié de 136 dies. La durada mitjana de lactacid va ser de
358 dies amb 63 dies d’eixutes. Pel que fa als quilograms de llet per vaca present i dia van ser de

28,8 amb un % de greix del 3,61% i 3,33% de proteina (DARP, 2019).

41



