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Resumen

Objetivos. Establecer la relacion entre el niimero
de foliculos <14mm, los ovocitos VG (estadio de
vesicula germinal) y la duracion de la estimulacion
ovdrica controlada (EOC). Determinar el estatus
apoptdtico de los ovocitos VG mediante la identi-
ficacion de caspasas activas. Establecer la relacion
entre las oleadas foliculares, los ovocitos VG y su
viabilidad segiin la prueba de caspasas. Diseno.
Estudio transversal de cobortes, prospectivo. Ma-
teriales y métodos. Se incluyeron 27 pacientes en
tratamiento de fertilidad de alta complejidad, de
las cuales se obtuvieron 61 ovocitos VG. Andlisis

estadistico: ANOVA, regresion lineal y test Chi’.
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Resultados. Un aumento del niimero de foliculos
<14mm se relaciond con un aumento de ovocitos
VG recuperados. Cuando la duracion de la estimu-
lacion ovdrica fue <9 o 211 dias, la recuperacion
de ovocitos VG fue mayor con respecto a 10 dias.
El incremento en el niimero de foliculos de la 2
oleada fue directamente proporcional al nimero
de ovocitos VG. Se recuperd un niimero mayor de
ovocitos VG de los foliculos de la 2° oleada foli-
cular. El niimero de ovocitos negativos y positivos
para caspasa no presentd diferencia significativa,
sin embargo, se observé una tendencia mayor de
ovocitos VG negativos para caspasas en los folicu-
los de la 2° oleada. Conclusion. La duracion de
la EOC influye significativamente en la recupera-
cion de ovocitos VG, mostrando que EOC cortas o
prolongadas incrementan la cantidad de ovociros
inmaduros recuperados, provenientes de diferentes
oleadas. Teniendo en cuenta la necesidad de obte-
ner una mayor cantidad de ovocitos viables, tanto
de la 1" como de la 2° oleada, deberiamos plani-
ficar estrategias. ldentificar las oleadas foliculares
durante la EOC podria modificar la conducta y los

resultados reproductivos.

Palabras claves. Ovocitos VG, oleadas foliculares,

estatus apoptotico, caspasas.
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Follicular waves and status of oo-
cyte maturation. Detection of cas-
pases as indicator of apoptosis in
immature oocytes

Summary

Objectives. To establish the relation between the
number of follicles <14mm, the number of GV oo-
cytes (stage of germinal vesicle) and the duration
of COS. To determine the apoptotic status of GV
oocytes, by identifying active caspases. To establish
the relation between follicular waves, GV oocytes
and their viability according to the caspase test. De-
sign. Cross sectional study of cohorts, prospective.
Materials and methods. 61 GV oocytes obtained
from 27 patients included in high complexity ferti-
lity treatment. Statistical analysis: ANOVA, linear
regression with Poisson or Binomial distribution.
Ch#? test. Results. An increase in the number of
Jollicles <14mm was related to an increase in the
recovery of GV oocytes. When the duration of the
ovarian stimulation was <9 or 211 days, the re-
covery of GV oocytes was higher with respect to 10
days. A greater number of GV oocytes were recove-
red from the follicles of the 2" follicular wave. A
greater number of VG oocytes were recovered from
the follicles of the 2" follicular wave. The num-
ber of negative and positive caspase oocytes did not
present a significant difference, however, a greater
tendency of negative VG oocytes was observed for
caspases in the follicles of the 2" wave. Conclusion.
The duration of the COS significantly influenced
the recovery of GV oocytes, showing that short COS
or prolongation increases the number of immatu-
re oocytes recovered coming from different wave.
Taking into account the need to obtain a greater
number of viable oocytes, both from the 1* and the
2" wave, we should plan strategies. Identifying the
Sollicular waves during the EOC could modify the

behavior and the reproductive results.

Key words. GV oocytes, follicular waves, apoprotic
status, caspases.

Introduccion

Los protocolos de estimulacién ovdrica con-
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trolada (EOC) han sido modificados en los tlti-
mos anos.'

En un inicio, los protocolos de EOC no em-
pleaban antagonistas de la GnRH (antagonistas),
por lo que se producian alteraciones del ciclo,
como luteinizacién prematura y fallas frecuen-
tes en los tratamientos de reproduccién asistida
(TRA). Existia un 20% de cancelaciones de ciclo
y una tasa de embarazo promedio que no superaba
el 15%.?

En la actualidad, estos productos se emplean
en la mayoria de los ciclos de EOC en TRA; sin
embargo, a pesar de su uso rutinario, la luteini-
zacién prematura es un evento aun presente que
afecta el éxito de los tratamientos. Segtin diver-
sos estudios, se ha visto que se producen en el 5 a
35% de los ciclos con agonistas y en el 5 a 20% de
los ciclos con antagonistas. Otro evento descrito
es la luteinizacién prematura parcial (elevacién de
progesterona sin LH), que puede producirse hasta
en el 38% de los casos.!

Desde el advenimiento de los protocolos con
antagonistas se han disefiado protocolos mds efi-
cientes y de menor duracién, que han mejorado
la respuesta a la EOC y los resultados reproduc-
tivos.?

Una de las ventajas de la implementacién de
los protocolos con antagonistas es destinar la uti-
lizacién de los agonistas de la hormona liberadora
de gonadotrofina (aGnRH) a la maduracién ovo-
citaria final (descarga) en pacientes altas responde-
doras (220 foliculos en crecimiento) y, asi, dismi-
nuir significativamente la incidencia del sindrome
de hiperestimulacién ovérica (SHEO).!

La EOC con los protocolos con antagonistas
suelen generar una respuesta asincrénica en la co-
horte de foliculos en crecimiento. Con este tipo
de respuesta existe el riesgo de un escape ovulato-
rio por luteinizacién prematura, situacién que en
ocasiones nos lleva a cortar los ciclos de EOC de
forma precoz, obteniendo asi un niimero mayor
de ovocitos inmaduros.?

La respuesta asincrénica es frecuente en pa-
cientes bajas respondedoras (<7 foliculos en creci-
miento), por lo cual decidir el momento mds ade-
cuado para finalizar la EOC puede ser un desafio.?

Hace mds de diez afios que el paradigma del
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modelo de desarrollo folicular en el ciclo mens-
trual ha comenzado a cambiar. Ya no se hace re-
ferencia al desarrollo de una tinica cohorte de fo-
liculos, sino que hay evidencias de la existencia de
varias “oleadas” o cohortes de desarrollo folicular
a lo largo de un ciclo. En este sentido, aquellos
foliculos de menor tamafo en asincronia con el
resto de la cohorte folicular detectados al finalizar
el monitoreo de la EOC, previo a la descarga, po-
drian pertenecer a diferentes oleadas foliculares.*

Poder diferenciar de cual de las oleadas derivan
los ovocitos podria modificar la conducta, como
por ejemplo decidir realizar dos estimulaciones en
el mismo ciclo (DuoStim) para obtener un mayor
ndimeros de ovocitos maduros (metafase II).’

La muerte celular dentro del foliculo, en par-
ticular en las células de la granulosa, es una parte
integral del desarrollo normal ya que constituye
un proceso fundamental que mantiene la homeos-
tasis del tejido, elimina las células no deseadas o
danadas y asegura el reciclado de componentes
celulares.® Baséndose en la morfologfa de las cé-
lulas que mueren, dos modos distintos de muerte
celular cominmente estudiados incluyen la apop-
tosis y la necrosis, si bien se han descrito reciente-
mente otros tipos de tipos de muerte celular.” La
tasa de embarazo y la calidad de los ovocitos se
han relacionado con la incidencia de apoptosis en
mujeres que reciben TRA.® La apoptosis o muerte
celular programada es causada por varias vias de
senalizacién distintivas, que culminan en la con-
traccién de la célula y la compartimentacién de
las organelas. Las células apoptdticas tipicamente
tienen cuerpos picnéticos oscuros de ADN den-
so, fragmentados en secciones mds pequefias. Las
caspasas son enzimas proteoliticas con un rol bien
definido en la apoptosis.” Una vez que las caspasas
iniciadoras se activan a través de las vias de apop-
tosis intrinseca o extrinseca, median la activacién
de las caspasas efectoras que actian sobre distintos
sustratos celulares.’

Las hipétesis planteadas en el presente estudio
fueron:

¢ El aumento en el niimero de foliculos al
final del monitoreo de la ovulacién se debe a la
aparicién de una nueva cohorte de foliculos (con-
siderada 22 oleada folicular), por lo cual el nimero

de ovocitos en estadio de vesicula germinal (VG)
serd mayor.

. Duraciones cortas o prolongadas de la
EOC generan un incremento en la recuperacién
de ovocitos VG viables y, por lo tanto, con mayor
competencia para la maduracién in vitro.

A partir de lo expuesto, los objetivos del pre-
sente estudio fueron:

1. Establecer la relacién entre:

* El nimero de foliculos <14mm y el nime-

ro de ovocitos VG.

* El ntimero de ovocitos VG recuperados y la

duracién de la EOC (dfas).
2. Determinar el estatus apoptdtico de los ovoci-
tos VG mediante la prueba de caspasas.
3. Establecer la relacién entre las oleadas folicula-
res, los ovocitos VG y la prueba de caspasas.

Materiales y métodos

El estudio fue realizado en el Centro de Medi-
cina Reproductiva y Genética Humana (Crecer)
de la ciudad de Mar del Plata en el marco de un
Convenio de I+D con el INTA de Balcarce y el
Conicet, desde noviembre de 2017 hasta mayo de
2018.

Se incluyeron 27 pacientes a las que se les rea-
liz6 EOC para tratamiento de fertilidad de alta
complejidad; se obtuvieron 61 ovocitos inmadu-
ros en estadio de VG. La edad de las pacientes fue
de 26 a 43 afios.

Se realizé un estudio de cohortes transversal y
prospectivo.

La EOC se realizé con gonadotrofinas alta-
mente purificadas (HMG: gonadotropina meno-
pdusica humana) solas o combinadas con folitro-
pina alfa (r-hFSH); protocolos con antagonistas.
La misma se inicié entre el dia 2 y 3 del ciclo y
la duracién fue de 7 a 11 dias. Se realizaron de 2
a 3 controles con ecograffa transvaginal para va-
lorar el crecimiento folicular en los dias 5, 7 y 9
de la estimulacién. El antagonista se indicé con
al menos 1 foliculo 214mm. Las pacientes inclui-
das presentaron una respuesta a la estimulacién de
normal a baja.

Se consideraron como foliculos de la 12 oleada
(mediante la cuantificacién) a todos los foliculos
presentes desde el primer control del monitoreo
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ovulatorio (detectados en el dia 5 de la EOC) y de
la 22 oleada a la aparicién de una nueva cohorte de
foliculos (diferencia en el conteo entre el niimero
inicial y final de foliculos) detectada al final de la
EOC: dfas9all.

Se cuantificé el nimero total de foliculos en el
primer y ultimo control ecogréfico; la diferencia
en la cantidad de foliculos se consideré como per-
teneciente a la 22 oleada. Se realizé la medicién de
cada uno de los foliculos en los 3 controles.

La induccién de la maduracién ovocitaria fi-
nal, “descarga”, se realizé con hCG (gonadotrofi-
na coriénica humana) cuando >2 foliculos fueron
>18mm; y la puncién ovdrica para la recuperacién
ovocitaria se realizé entre las 34 a 35 h. de la des-
carga, bajo anestesia y gufa ecografica.

Se recuper6 el fluido de los foliculos <14mm
(tamano folicular <14 mm fue tomado como pun-
to de corte para considerarse potenciales ovocitos
VG a recuperar) en tubos separados, tanto de la
1* como de la 2% oleada. El material fue remitido
al laboratorio de embriologia donde se realizé la
recuperacion ovocitaria.

Los ovocitos recuperados se denudaron me-
diante tratamiento enzimitico (hialuronidasa
Img/ml) y se observaron bajo lupa binocular para
determinar el estadio de maduracién nuclear. Se
analizaron 60 ovocitos VG mediante incubacién
con un inhibidor especifico (VAD-FMK) conju-
gado con FITC (Calbiochem®). VADFMK-FITC
se une de manera irreversible a las caspasas activas
en células que han iniciado la muerte celular pro-
gramada o apoptosis. Es un marcador permanen-
te, no téxico, y por lo tanto se puede utilizar en
células vivas. Los ovocitos se incubaron en Glo-
bal® total con VAD-FMK-FITC en una concen-
tracién de 1:300 a 37° C con 5% CO, y humedad
a saturacién durante 45 min. Finalmente, los ovo-
citos se lavaron y montaron para su observacién
en un microscopio invertido de epifluorescencia
(Olympus IX73). Los ovocitos que presentaron
una sefal de fluorescencia verde brillante se consi-
deraron positivos para caspasas.

* Ovocitos caspasa positivos: ovocitos que ini-
ciaron la muerte celular programada (no via-

bles).

*  Ovocitos caspasa negativos: ovocitos viables.
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Por otro lado, se realizé una valoracién adi-
cional de la viabilidad sobre los ovocitos inmadu-
ros negativos para caspasas. Estos se incubaron en
Global® total a 37° C con 5% CO, y humedad
a saturacién durante 24 h. Luego, se observaron
bajo lupa binocular para determinar el estadio de
maduracién nuclear, y evaluar asi su capacidad
para madurar espontdneamente. Aquellos ovoci-
tos que presentaron corpusculo polar se conside-
raron metafase II (MII).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado con ANO-
VA, regresiones lineales con distribucién Poisson
o Binomial de acuerdo con la distribucién de los
datos en cada caso y test Chi’.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el pa-
quete estadistico R."” Las diferencias se considera-
ron significativas para un p<0,05.

Resultados

La poblacién de datos a partir de la que se rea-
liz6 este estudio se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de la EOC del total de pacientes.

Total Promedio + SD*

Ne foliculos 1° control 350 12,96 + 6,10
Ne foliculos final EOC 440 16,29 + 9,44
Ne foliculos <14 mm 134 4,96 + 2,53
N° foliculos 22 oleada folicular 90 3,19+ 5,02
N° ovocitos VG 61 2,26 + 1,89
recuperados

* Promedio por paciente; SD: desvio estandar.

1. Relaciones establecidas entre el nimero de
foliculos<14mm y el ndmero de ovocitos VG
recuperados
Foliculos <14mm y recuperacién de ovocitos

VG: se encontré que el nimero de ovocitos VG

recuperados depende del nimero de foliculos, in-

dependientemente de la oleada folicular. A mayor
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Figura 1. Relacion entre el niimero de foliculos <14mm y la recuperacion de ovocitos VG. Los datos se expresan en
Sfoliculos <14mm y niimeros de ovocitos VG para cada paciente.
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ndmero de foliculos <14mm, mayor es el nimero
de ovocitos VG obtenidos (p=0,002).

En la Figura 1 se detalla el niimero de foliculos
y ovocitos VG recuperados para cada paciente.

Relacién entre el nimero de foliculos corres-
pondientes a una nueva cohorte de foliculos (22
oleada folicular) y el nimero de los ovocitos VG
recuperados: se determiné que el nimero de ovo-
citos VG es dependiente del ndmero de foliculos
que aparecen en la 22 oleada del ciclo de estimu-
lacién ovidrica (p<0,001). A mayor nimero de
foliculos de la 2* oleada, mayor es el niimero de
ovocitos VG recuperados.

Relacién entre el niimero de ovocitos VG re-
cuperados y la duracién de la estimulacién (dias):
del andlisis de la relacién entre el nimero de ovo-
citos VG vy la duracién de la EOC se determiné
que el nimero de ovocitos VG es mayor cuando la
duracién de la EOC fue <9 dfas o 211 dias com-
parados con 10 dias (Tabla 2).

2. Status apoptdtico del total de ovocitos VG
obtenidos, independientemente de la oleada
folicular.

En la Figura 2 se muestra un ovocito inma-

Tabla 2. Niimero de ovocitos VG y duracion de la EOC.

Duracion EOC (dias) <9 10 >11 p
Ovocitos VG 20° 13 280 <0,05

Letras distintas (a-b) indican diferencias significativas p<0,05.

duro con fluorescencia verde brillante, que ha
iniciado la muerte celular programada (A) y un
ovocito con una fluorescencia basal, negativo para
caspasas (B). Se observaron porcentajes similares
de ovocitos viables y no viables en los ovocitos VG
recuperados (p>0,05) (Tabla 3). Por otro lado,
de los ovocitos negativos para caspasa el 58,6%
(n=19) maduré espontdneamente.

3. Relacidn entre las oleadas foliculares, el nime-

ro de ovocitos VG y su estatus apoptético

Los resultados obtenidos mostraron un mayor
ndmero foliculos <14 mm en la 22 oleada folicular
y un mayor numero de ovocitos VG respecto de
la 12 oleada (p<0,05). Por otro lado, no se encon-
traron diferencias significativas entre las oleadas
foliculares con respecto a la viabilidad medida
por la identificacién de caspasas activas (Tabla
4). Asimismo, no se encontraron diferencias sig-
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Figura 2. Evaluacion de la viabilidad ovocitaria median-
te la deteccion de caspasas in situ. Los ovocitos denudados
se incubaron en VAD-FMK-FITC para detectar caspasas
activadas in situ. Aquellos que mostraron fluorescencia
verde brillante se consideraron positivos para caspasas. (A)
Ovocito VG positivo para caspasas (no viable). (B) Ovo-
cito VG negativo para caspasas (viable). Linea punteada:
delimita el ovocito; por fuera se encuentran las células del

cumulus que lo rodean. Barra de escala: 50 pum.
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Tabla 3. Ovocitos VG y prueba de Caspasas.

nificativas entre el nimero de ovocitos negativos
y positivos para caspasas a medida que aumenta
el nimero de foliculos de la 22 oleada folicular.
Sin embargo, se observé una tendencia a registrar
un mayor niimero de ovocitos VG negativos para

caspasas (Figura 3).

Resultado Ovocitos VG %
Caspasa negativa 32 52,45
Caspasa positiva 29 47,55

Oleadas 1°oleada 2°oleada

foliculares folicular ~ folicular

N° foliculos <14 mm 44 90 p=0,04
Ovocitos VG 18 43 p=0,002
Caspasa 10 (65,55) 19 (44,18) p>0,05
positiva N° (%)

Caspasa 8(44,44) 24 (55,81) p>0,05

negativa N° (%)

Figura 3. Relacién entre el niimero de foliculos de la se-
gunda oleada y el niimero de ovocitos VG negativos y po-
sitivos para caspasas. Los resultados obtenidos se expresan
en niimero de foliculos de la segunda oleada <14mm y
niimero de ovocitos VG negativos (rosa) y positivos (celes-
te) para caspasas.
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Discusion

Identificar las oleadas foliculares de las que de-
rivan los ovocitos obtenidos podria ser sumamente
importante. El nimero de ovocitos VG obtenidos de
la 12 oleada podria relacionarse con una detencién
del crecimiento, ya sea por contener un ovocito no
viable, o por encontrarse vacio (ausencia de ovocito);
y en el caso de los ovocitos derivados de la 22 olea-
da, podria relacionarse con la menor duracién de la
EOC para esta cohorte folicular.

Ante la necesidad de obtener una mayor cantidad
de ovocitos viables, tanto de la 12 como de la 22 olea-
da, una opcién para los ovocitos derivados de esta
tltima serfa la maduracién in vitro, sin exponer a los
foliculos de la 12 oleada a una EOC prolongada. O
evaluar si es conveniente realizar una doble estimu-
lacién (DuoStim)’ para obtener una mayor cantidad
de ovocitos maduros.

En humanos, la maduracién in vitro estd poco
adoptada en general y constituye una limitante
debido a la baja eficiencia de esta biotécnica (-50-
60%).'"" 2 Durante una estimulacién hormonal re-
gular, ~20% de los ovocitos colectados permanecen
en estado inmaduro (llegando a superar el 50% en
casos individuales) sin poder utilizarse en los trata-
mientos de reproduccion asistida. Por otro lado, en
la actualidad la maduracién in vitro es un procedi-
miento muy costoso. La aplicacién clinica de la ma-
duracién in vitro ha encontrado un amplio apoyo en
paises donde los costos de las hormonas (gonadotro-
finas) usadas para la estimulacién ovdrica exceden los
recursos financieros de las pacientes (China, Taiwan,
Corea)." En Argentina, un kit de estas caracteristicas
tiene un valor aproximado de mil délares, por lo cual
no resulta costo efectivo.

Muiltiples factores moleculares controlan la ma-
duracién nuclear y la citoplasmdtica, ambas necesa-
rias para la competencia de desarrollo del ovocito. La
maduraci6n citoplasmdtica atn resulta un pardmetro
dificil de determinar. La maduracién citoplasmatica
subdptima se manifestard en un clivaje alterado y en
fallas de implantacién. Por lo tanto, una maduracién
apropiada requiere maduracién nuclear y exposicién
a las senales apropiadas para una maduracién cito-
plasmatica sincrénica.'

La maduracién iz vitro de ovocitos recuperados
de foliculos ovéricos antrales es un procedimiento

emergente que estd siendo incorporado dentro del
dominio tecnolégico de la reproduccién asistida. Esta
nueva tecnologfa tiene varias ventajas potenciales so-
bre la tradicional EOC, tales como la reduccién de
los costos mediante la disminucién del uso de gona-
dotrofinas y andlogos de GnRh, y la reduccién de los
efectos secundarios, como el riesgo de desarrollar el
SHEO. A su vez podria representar la tinica alterna-
tiva para la preservacion de la fertilidad de pacientes
oncoldgicas. En particular para mujeres con tumores
hormono-sensibles que no pueden someterse a un
TRA convencional porque la estimulacién ovdrica
estd contraindicada, o bien porque no se puede pos-
poner el inicio de la quimioterapia o radioterapia.”

En la aplicacién clinica de la maduracién in vitro
son considerados como marcadores para realizar la
aspiracion de ovocitos inmaduros un foliculo domi-
nante entre 8 y 12 mm y/o el endometrio >5 mm."

El principio general se basa en realizar la aspi-
racién de los ovocitos inmaduros inmediatamente
después de la induccidn a la atresia, pero antes de la
exposicion prolongada a los posibles efectos adversos
del foliculo dominante (endécrinos y pardcrinos).
Algunos autores mostraron beneficios al realizar la
aspiracién después que el foliculo dominante alcan-
za los 10 mm, mientras que otros sostienen que es
demasiado tarde y perjudicial, y proponen cancelar
el ciclo. Es por eso que las distintas publicaciones va-
rian significativamente respecto del criterio ecogréfi-
co a seguir."?

La maduracién iz vitro no solo genera costos ele-
vados, sino que adn requiere mayores investigaciones
para incrementar su eficiencia.”

El sistema de maduracién 77 vitro en humanos se
basa en la maduracién en medios para cultivo celular
que, al momento de usarse, deben suplementarse con
una fuente proteica y hormonas (FSH, LH, hCG).
La fuente proteica del medio de maduracién in vitro
consiste en adicionar suero de la propia paciente o al-
gun sustituto de proteinas del suero. Se ha demostra-
do que el suero tiene varias desventajas, tales como su
cardcter indefinido por el aporte de citoquinas, fac-
tores de crecimiento, albimina y una gran variedad
de lipidos, ademds de ser una fuente de transmisién
de agentes infecciosos. Las condiciones de cultivo 77
vitro, la composicién del medio y la naturaleza de
distintos inductores de la maduracién influyen mar-
cadamente en la competencia de los ovocitos para
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madurar y en su posterior capacidad de desarrollo,
un 4rea de estudio atn en plena expansién.'®

Existirfa, entonces, un abanico de posibilidades
en los cuales podriamos emplear la técnica de madu-
racién in vitro, si logrdramos optimizar los recursos
y la eficiencia de esta biotécnica. Dada su relacion
con una potencial viabilidad, poder identificar las
pacientes en las cuales es posible llevar a cabo con
éxito la maduracién iz vitro ampliaria su aplicacién
y reducirfa costos, ademds de acortar tiempos de es-
timulacion ovdrica.

Conclusiones

Del anlisis de los resultados fue posible confir-
mar que, independientemente de la oleada folicu-
lar, a medida que aumenta el nimero de foliculos
<14mm, aumenta el niimero de ovocitos VG recu-
perados.

La duracién de la EOC influye significativamen-
te en la recuperacién de ovocitos VG, mostrando que
el acortamiento o prolongacién de la EOC (< 9 dias
o >11 dfas) incrementa la cantidad de ovocitos VG
recuperados, pero provenientes de diferentes oleadas.

La recuperacién de ovocitos VG de los foliculos
<14mm fue menor en los foliculos de la 12 oleada
en comparacién con los de la 22 oleada. No se en-
contraron diferencias significativas entre el nimero
de ovocitos negativos y positivos para caspasas. Sin
embargo, se observé una tendencia a registrar un ma-
yor nimero de ovocitos VG negativos para caspasas
a medida que aument6 el nimero de foliculos de la
22 oleada.

Con respecto a los ovocitos VG negativos para
caspasas (viables) y la maduracién en medio de cul-
tivo, un dato relevante fue que no todos los ovocitos
son capaces de madurar espontineamente; esto po-
dria indicar que existen mecanismos que no estarfan
operando en el ovocito. Esta cohorte ovocitaria po-
dria ser plausible de maduracién iz vitro, permitien-
do, de esta manera, obtener un mayor nimero de
ovocitos maduros y viables.

Teniendo en cuenta la necesidad de obtener una
mayor cantidad de ovocitos viables, tanto de la 12
como de la 22 oleada, deberfamos planificar estra-
tegias. Identificar las oleadas foliculares durante la
EOC podria modificar la conducta y los resultados
reproductivos.
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