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RESUMO 

 
Mesmo com todos os avanços obtidos no sistema de produção in vitro de embriões, pouco 
incremento nas taxas de produção tem sido alcançado. Sendo que a porcentagem de embriões 
produzidos de ovócitos maturados in vitro ainda é inferior àqueles maturados in vivo. 
Inúmeros fatores interferem no sucesso da maturação, entretanto a competência ovocitária é 
um dos fatores mais importantes. Apenas ovócitos competentes são capazes de sofrer a 
fecundação e ter desenvolvimento embrionário normal. Portanto, a identificação de ovócitos 
competentes é fundamental para melhorar os resultados das técnicas de reprodução assistida 
(TRAs) e também para a realização de estudos nessa área. Vários parâmetros podem ser 
utilizados como indicativos da competência tais como morfologia do ovócito, tamanho do 
folículo, coloração com brilliant cresyl blue (BCB), momento da clivagem e idade da 
doadora. Mais recentemente esses parâmetros têm sido utilizados para os estudos de 
expressão gênica associados à competência. Vários genes candidatos já têm sido 
identificados, entretanto, o mecanismo pelo qual ocorre a aquisição dessa competência ainda 
não está completamente elucidado. Esses estudos são fundamentais para a identificação 
desses mecanismos, permitindo desta forma, definir sistemas mais eficientes que permitam 
aumentar a disponibilidade de ovócitos competentes e otimizar as TRAs. 
 
Palavras-chave: ovócito, maturação, expressão gênica. 
 

ASSESSMENTS OF COMPETENCE IN BOVINE OOCYTE  
 

ABSTRACT 
 
Although substantial progress has been made in the in vitro production systems, little increase 
in the blastocyst rates has been achieved. The percentage of embryos that are able to have 
normal development is still lower in oocytes matured in vitro than in those matured in vivo.  
Several factors affect the success of maturation, however the oocyte competence is one of the 
most important. Only competent oocytes are capable of being fertilized and have a normal 
embryonic development. Therefore, the identification of competent oocytes is essential to 
improve the performance of assisted reproduction techniques (ARTs), as well as to conduct 
studies involving such theme. Several parameters can be used as indicative of competence 
such as morphology, size of the follicle, staining with brilliant cresyl blue (BCB), first 
cleavage and donor´s age. More recently these parameters have been used for studies of gene 
expression associated with competence. Several candidate genes have been identified, 
however, the mechanisms involved in its acquisition are still not well known. These studies 
are critical in order to identify these mechanisms, which then would allow to define more 
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efficient systems to increase the availability of competent oocytes and ultimately, to optimize 
the use of ARTs. 
 
Key words: oocyte, maturation, gene expression. 
 

EVALUACIONES DE LA COMPETENCIA DE OOCITOS EN BOVINOS 
 

RESUMEN 
 
Incluso con todos los avances logrados en el sistema de producción de embriones in vitro, 
poco aumento de la tasa de producción ha sido logrado. Dado que el porcentaje de embriones 
producidos de oocitos madurado in vitro todavía es inferior a los madurados in vivo. Varios 
factores afectan el éxito de la madurez, sin embargo, la competencia de oocitos es uno de los 
factores más importantes. Oocitos competentes sólo son capaces de ser fecundado y tener un 
desarrollo embrionario normal. Por lo tanto, la identificación de los oocitos competentes es 
esencial para mejorar el rendimiento de las técnicas de reproducción asistida (TRAs) y 
también para los estudios en esa esfera. Varios parámetros pueden ser utilizados como 
indicativos de la competencia, tales como la morfología, el tamaño del folículo, la tinción 
brilliant cresyl blue (BCB), la primera división embrionaria y edad de la donante. Más 
recientemente, estos parámetros se han utilizado para estudios de expresión de genes 
asociados a la competencia. Varios genes candidatos han sido identificados, pero el 
mecanismo por el cual la adquisición es que aún no está totalmente dilucidado. Estos estudios 
son fundamentales para la identificación de estos mecanismos, lo que permite definir sistemas 
más eficientes para aumentar la disponibilidad de oocitos competentes y optimizar las TRAs. 
 
Palabras-clave: oocitos, la maduración, la expresión génica. 
 
INTRODUÇÃO 

 
Com o estabelecimento da produção in vitro de embriões (PIVE) tem sido possível 

explorar cada vez mais o potencial reprodutivo das fêmeas. Essa técnica tem sido amplamente 
utilizada em rebanhos bovinos, como opção para a multiplicação de animais de interesse 
econômico. No Brasil essa biotecnologia foi rapidamente incorporada ao setor produtivo, de 
tal forma que nos últimos quatro anos o país foi responsável por 50% da produção de 
embriões in vitro do mundo (1). Porém, mesmo com todos os avanços da técnica de PIVE, 
pouco incremento nas taxas de produção foi alcançado. Considerando que aproximadamente 
60-80% dos ovócitos maturados in vivo são competentes para o desenvolvimento até o estágio 
de blastocisto, comparado com somente 25-40% dos maturados in vitro (2), pode-se sugerir 
que a maturação ainda é um dos problemas na PIVE. 

Na maturação ocorrem mudanças nucleares e citoplasmáticas que conferem ao ovócito a 
capacidade de dar origem a uma nova vida. Ela ocorre espontaneamente quando os ovócitos 
são removidos de seus folículos, sendo que vários fatores podem interferir no sucesso da 
maturação, tais como a qualidade do ambiente folicular, tamanho do folículo de origem, 
morfologia do complexo cumulus-ovócito, condições de maturação e principalmente a 
competência ovocitária (3). 

A competência do ovócito se refere à sua capacidade de ser fecundado e de formar um 
embrião viável (4). Ela é progressivamente adquirida durante as fases finais da foliculogênese 
por uma série de modificações celulares e moleculares que são dependentes de múltiplos 
fatores. 
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A avaliação morfológica tem sido rotineiramente utilizada como critério para selecionar 
ovócitos de melhor qualidade (5-7). Entretanto é conhecido que a avaliação morfológica por 
si só é insuficiente para distinguir ovócitos competentes que têm a habilidade de levar uma 
gestação à termo (7, 8). Outros parâmetros como, tamanho do folículo, coloração com 
brilliant cresyl blue (BCB), momento da clivagem e idade da doadora, também vêm sendo 
utilizados como indicativos da competência, na tentativa de se fazer uma seleção mais precisa 
e que realmente reflita a competência dos ovócitos. Mais recentemente esses parâmetros têm 
sido utilizados em estudos de expressão gênica associados à competência na tentativa de 
elucidar os mecanismos bioquímicos envolvidos nesse evento, que determina o futuro do 
ovócito.  

Assim, uma seleção mais rigorosa que permita a identificação de ovócitos competentes 
é de grande importância para melhorar os resultados de produção e qualidade dos embriões 
obtidos por técnicas de reprodução assistida (TRAs). Além disso, forneceria ferramentas 
adequadas para os estudos que visam identificar os fatores que regulam a aquisição da 
competência. Esse conhecimento é fundamental para indicar as alterações necessárias para 
que o sistema in vitro possa ser o mais semelhante possível do in vivo, e com isso aumentar a 
disponibilidade de ovócitos de melhor qualidade para serem utilizados nas TRAs.  

Esta revisão tem como objetivo abordar alguns parâmetros atualmente utilizados como 
indicativos da competência ovocitária e reunir evidências da literatura sobre os avanços 
alcançados nessa área utilizando técnicas de biologia molecular como ferramentas 
alternativas. 

 
Competência Ovocitária 

 
A competência ovocitária é definida como a habilidade ou potencial de um ovócito 

passar pela maturação, ser fecundado, desenvolver até o estágio de blastocisto e ter a 
capacidade de induzir uma gestação (2 ,4 ,9). Essa competência é progressivamente adquirida 
durante os estágios finais da foliculogênese, por várias alterações celulares e moleculares que 
proporcionam ao ovócito capacidade para o desenvolvimento embrionário após a fecundação 
(8). 

A maturação se refere ao estágio final de preparação do ovócito para ser fecundado, e 
envolve modificações nucleares e citoplasmáticas. A maioria dos ovócitos recuperados a 
partir de folículos antrais é capaz de completar a maturação nuclear, mas apenas os 
competentes são capazes de ter desenvolvimento embrionário normal, isto é, nem todos que 
completam a maturação nuclear têm a capacidade de se desenvolver até o estágio de 
blastocisto. Essa diferença pode ser atribuída ao “status” de maturação citoplasmática e 
molecular que difere entre os competentes e incompetentes (4, 9). 

A maturação nuclear se refere à habilidade de retomar e completar a meiose. Ela é 
adquirida progressivamente durante o crescimento do ovócito e do folículo. Quando o ovócito 
atinge aproximadamente 100 µm ele tem competência para retomar a meiose e sofrer a quebra 
da vesícula germinativa, e com cerca de 110 µm ele adquire a competência para completar a 
maturação até o estágio de metáfase II (10). Em algumas espécies, a capacidade de atingir a 
metáfase I é adquirida antes da capacidade de atingir a metáfase II (2, 4). Em bovinos, a 
capacidade para atingir os dois estágios é adquirida ao mesmo tempo, porém, deficiências em 
fatores que regulam o ciclo celular podem resultar na retenção em metáfase I, indicando que 
as duas etapas requerem mecanismos moleculares distintos (4). 

A retomada da meiose é induzida pelo pico de LH, ou ocorre espontaneamente quando 
os ovócitos são removidos de seus folículos (4). Os eventos nucleares envolvem o 
rompimento do envoltório nuclear, a reorganização da rede de microtúbulos, condensação e 
alinhamento equatorial dos cromossomos, e progressão da meiose até a expulsão do primeiro 
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corpúsculo polar com retenção no estágio de metáfase II (11). Os ovócitos bovinos podem 
atingir a metáfase II mesmo na ausência de qualquer agente estimulador, como por exemplo, 
as gonadotrofinas (12). Comparando ovócitos maturados in vivo versus in vitro não existe 
diferença aparente na taxa de maturação nuclear, avaliada pela porcentagem de ovócitos que 
atingiram o estágio de metáfase II (13). 

A primeira evidência da competência citoplasmática ocorre quando o ovócito diminui 
ou interrompe a atividade transcricional havendo a condensação do nucléolo. A segunda série 
de modificações envolve a redistribuição das organelas como as mitocôndrias e ribossomos, a 
redução do aparelho de Golgi, aumento no conteúdo de lipídeos e o alinhamento dos grânulos 
corticais próximos a membrana plasmática (4, 11, 14). Portanto, a maturação citoplasmática 
está associada com as mudanças celulares que permitem que a fecundação ocorra com 
sucesso (3). 

Um aspecto importante durante o crescimento do ovócito é seu alto grau de atividade 
transcricional, portanto, mudanças moleculares podem ser responsáveis pelo aumento na 
competência dos ovócitos. Os eventos moleculares se referem a essas modificações, que 
envolvem síntese, degradação e alterações de RNAm e proteínas, favorecendo o ovócito com 
o estoque molecular necessário para a fecundação e os eventos posteriores (9, 15). A 
transcrição materna diminui marcadamente antes da maturação do ovócito, quando o folículo 
tem em torno de 3 mm (14). A partir deste ponto a transcrição continua em nível bem menor, 
sugerindo que as proteínas e transcritos que foram estocados não são substituídos, pelo 
contrário, são gradualmente traduzidos ou degradados até o momento da ativação do genoma 
embrionário, a transição materno-zigótica (TMZ), de forma a suprir as necessidades da 
fecundação e desenvolvimento embrionário inicial (7, 16). 

 
Parâmetros utilizados como indicativos da competência ovocitária 

 
Um dos parâmetros mais utilizados e conhecidos para selecionar ovócitos com maior 

competência para o desenvolvimento é baseado na morfologia do complexo cumulus-ovócito 
(COC). Tem sido mostrado que existe uma relação entre a aparência das células do cumulus e 
citoplasma do ovócito, com a sua capacidade de produção embrionária in vitro. As avaliações 
morfológicas do COC são baseadas na quantidade e compactação das células do cumulus e 
homogeneidade de citoplasma (5, 6, 7, 17). A maioria dos autores descreve quatro categorias 
de COCs, sendo o grau 1 aqueles COCs com citoplasma homogêneo e com granulações finas 
e múltiplas camadas compactas de células do cumulus, o grau 2, aquele que apresenta 
citoplasma com pequenas áreas mostrando pigmentações irregulares e cumulus compacto 
menor do que na categoria 1, mas com pelo menos cinco camadas completas. Já o grau 3, 
compreende um ovócito com citoplasma heterogêneo/vacuolizado, coberto com pelo menos 
três camadas de células do cumulus e/ou com pequenas áreas desnudas, e o grau 4 ovócito 
com citoplasma heterogeneamente pigmentado e cumulus completamente/parcialmente 
ausente ou expandido (6). Os COCs classificados como grau 1 são considerados os mais 
competentes para o desenvolvimento embrionário e os COCs grau 4, os menos competentes 
para a produção in vitro de embriões (17). 

Outro método que vem sendo recentemente testado e utilizado para a seleção de 
ovócitos mais homogêneos e competentes é o corante brilliant cresyl blue (BCB) (18). O 
BCB é um corante vital azul que determina a atividade intracelular da glicose-6-fosfato 
desidrogenase (G6PD), uma enzima sintetizada durante a fase de crescimento do ovócito, mas 
que tem um decréscimo da atividade em ovócitos completamente crescidos (19, 20-22). Essa 
enzima é importante no fornecimento de energia para a síntese de nucleotídeos e formação de 
ácidos graxos. O citoplasma dos ovócitos com menor atividade da G6PD se torna azul (BCB 
positivo), pois eles não têm a capacidade de reduzir o BCB a compostos incolores (17, 23, 
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24). O teste do BCB permite a seleção de ovócitos com maior diâmetro, com maior 
capacidade de atingir a metáfase II, formar os pró-nucleos e com maior capacidade para se 
desenvolver até o estágio de mórula e blastocisto, comparado com ovócitos BCB negativo e 
aqueles selecionados exclusivamente por critérios morfológicos (17). 

A maioria dos autores tem concluído que o BCB teste é uma forma eficiente para 
selecionar ovócitos mais competentes para a produção de embriões in vitro (17, 19, 21, 22), 
mas que a competência dos ovócitos BCB positivo pode variar com o diâmetro ovocitário, 
maturidade sexual e estimulação com gonadotrofinas (21). É importante ressaltar que o teste 
BCB seleciona apenas os ovócitos que atingiram o crescimento total, sendo esta característica 
somente um dos fatores envolvidos na aquisição da competência ovocitária. 

Existe também, uma correlação evidente entre o tamanho do folículo e a competência 
do ovócito. Tem sido demonstrado em vários trabalhos (25-33) que ovócitos provenientes de 
folículos maiores têm maior potencial de desenvolvimento que os de folículos menores, 
gerando maior taxa de produção de embriões in vitro. Assim como no teste BCB, essa maior 
competência pode estar relacionada com maior diâmetro do ovócito, visto que existe uma 
correlação entre o diâmetro do ovócito e tamanho do folículo e, conseqüentemente, com a 
capacidade de desenvolvimento (14, 34). 

Outro parâmetro utilizado como indicativo da competência aponta para a existência de 
correlação entre o momento da primeira clivagem após a inseminação e a capacidade de 
desenvolvimento embrionário em bovinos (35-37), sendo que aqueles ovócitos que clivam 
mais cedo após a fecundação têm maior capacidade de atingir o estágio de blastocisto que 
aqueles que clivam mais tarde, sendo considerados ovócitos mais competentes (38, 39). 

Finalmente, tem sido relatado que ovócitos de animais pré-púberes são menos 
competentes para o desenvolvimento comparado com ovócitos de fêmeas adultas (17, 40-42). 
Presicce e colaboradores (41) propuseram que ovócitos de bezerras de 5 a 7 meses de idade 
apresentam baixa taxa de clivagem e conseqüentemente são pouco competentes para 
produção de embriões viáveis. As fêmeas que estão atingindo a puberdade, com 9 meses de 
idade adquirem gradativamente a competência para sofrer a clivagem e, um aumento na 
competência para o desenvolvimento embrionário é adquirido com aproximadamente 11 
meses de idade. 

Essa redução na competência de ovócitos de fêmeas pré-puberes pode ser em parte, 
atribuído ao menor tamanho do ovócito, diferenças na síntese protéica e metabolismo 
energético, atraso na migração das organelas citoplasmáticas e redução da atividade de 
algumas enzimas (17, 41). 

 
Estudos de genes associados à competência ovocitária 
 

Considerando que os ovócitos de mamíferos possuem a necessidade de acumular todos 
os fatores maternos necessários para os eventos pós-fecundação (9, 15, 29), existe um 
consenso de que a competência do ovócito está relacionada com a abundância de transcritos 
específicos, que foram estocados durante o crescimento do ovócito e fase final da 
foliculogênese (4, 43, 44, 45). Estas informações, portanto, sugerem que diferenças entre 
ovócitos competentes e incompetentes podem estar relacionadas a um padrão diferencial de 
expressão gênica. Apesar de alguns genes já terem sido identificados como relacionados com 
a competência do ovócito (9, 16, 33, 39, 46), os mecanismos envolvidos na sua aquisição não 
são totalmente conhecidos. Portanto, a caracterização molecular é importante não somente 
nos estudos que buscam elucidar os mecanismos necessários para que o ovócito adquira a 
competência, mas também na tentativa de proporcionar importantes marcadores moleculares 
relacionados com a capacidade de desenvolvimento. Uma abordagem que pode ser utilizada 
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na investigação desses mecanismos é a comparação de ovócitos com diferentes graus de 
competência. 

Como já mencionado, o momento da primeira clivagem está claramente relacionado 
com a competência ovocitária, sendo que os zigotos que sofreram a primeira divisão mais 
cedo após a fecundação, possuem maior competência para atingir o estágio de blastocisto, e 
por isso, o momento da primeira clivagem se tornou um modelo para a avaliação dos 
mecanismos relacionados à competência (38, 47). Esse modelo assume que os genes maternos 
podem ser identificados nos embriões de duas células, momento em que apenas um baixo 
nível de transcrição pode ser detectado nos bovinos (46). Lonergan e colaboradores (36) 
mostraram que embriões de 2 células derivados de ovócitos que clivaram entre 27 e 30 horas 
após a inseminação (hpi) apresentaram maior nível de transcritos para os genes G6PD e 
HPRT (hypoxanthine phosphoribosyl transferase), comparado com aqueles que clivaram 33 
hpi. Fair e colaboradores (46) encontraram maior expressão da Histona H3A em embriões que 
clivaram mais cedo. Da mesma forma, Dode e colaboradores (39) detectaram maior expressão 
no nível de transcritos para genes IDH, Histona H2A e YEAF em embriões que clivaram 
entre 24 e 32 hpi quando comparado aos que clivaram entre 36 e 44 hpi. 

Além disso, a Histona H2A também foi mais expressa em populações de ovócitos mais 
competentes, oriundos de folículos maiores, quando se utilizou o modelo do tamanho do 
folículo (16, 48). As histonas são fundamentais para a divisão celular e também são 
necessárias para substituir as protaminas durante a descondensação do DNA dos 
espermatozóides após a penetração no ovócito (49). A partir do início da maturação até a 
TMZ duas divisões meióticas e três a quatro replicações de DNA ocorrem sem nenhuma nova 
transcrição de histonas, por isso, grande quantidade de RNAm e proteínas maternas precisam 
ser estocadas (16). Portanto, as histonas são críticas desde o momento da maturação e 
fecundação, sendo que níveis deficientes podem afetar a clivagem e conseqüentemente o 
desenvolvimento embrionário (39). Todos estes dados indicam a importância das histonas nos 
eventos após a fecundação e a necessidade do ovócito de ter estoque adequado de RNAm para 
essas proteínas. 

Além da H2A, Mourot e colaboradores (16) encontraram maior nível de RNAm de 
outros genes como, PSMB2, SKIIP, CDC5L, RGS16, PRDX1, CCNB2, PTTG1 e CKS1 em 
folículos maiores que 8,0 mm. Estes genes estão relacionados com a regulação do ciclo 
celular, metabolismo celular e sinalização celular, indicando que ovócitos competentes 
estocam maior quantidade de RNAm que codificam proteínas envolvidas no ciclo celular para 
garantir que as mesmas não sejam limitantes para o desenvolvimento do embrião. 

Ainda utilizando o modelo do tamanho do folículo como indicador da qualidade do 
ovócito, Donnison e Pfeffer (9) identificaram que ovócitos obtidos de folículos >5 mm 
possuíam maior quantidade de transcritos de genes como: GDF9, Oct4, Ciclina A e SLBP 
quando comparado com os ovócitos de folículos <2 mm. É importante ressaltar que a SLPB é 
uma proteína que tem função na estabilização, ativação e tradução de RNAm de histonas 
durante a maturação do ovócito e após a fecundação. Ela exerce sua função biológica pela 
ligação na região stem-loop dos RNAm das histonas (9, 50, 51). Em contraste, Caixeta et al. 
(48) não encontraram expressão diferencial da SLBP de acordo com o tamanho do folículo. 
Diferenças na metodologia podem ser responsáveis pelas dissimilaridades nos resultados, 
considerando que estes autores utilizaram diferentes tamanhos de folículo. 

Mais recentemente, Racedo et al. (33) encontraram maior expressão de transcritos dos 
genes DYNLL1 e DYNC1I1 em ovócitos oriundos de folículos maiores. Esses genes são 
importantes durante a maturação do ovócito e estão relacionados com o transporte de 
moléculas. 

Quando foi utilizado o método do corante BCB como indicador de ovócitos 
competentes e incompetentes 85 genes foram mais expressos em ovócitos BCB positivos, 
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pela análise por microarranjo. A maioria dos genes com maior expressão em ovócitos BCB 
positivo estava associada com a regulação do ciclo celular como a NASP, uma proteína 
ligante de histona H1, ou com a transcrição (SMARCA5) e tradução (EEF1A1, RPS27A). 
Esses resultados sustentam a hipótese de que ovócitos com maior estoque de transcritos 
relacionados com o ciclo celular, transcrição e biosínetse de proteínas têm maior capacidade 
de retomar a meiose e suportar a transição materno-zigótica (22). 

Ovócitos de fêmeas pré-puberes comparados com ovócitos de vacas adultas possuem 
menor taxa de blastocistos e também permitem o estudo da competência ovocitária (40). Patel 
e colaboradores (52) encontraram 193 genes com maior abundância de RNAm em ovócitos de 
fêmeas adultas comparado com ovócitos de animais pré-púberes. Após uma classificação 
funcional dos genes foi observado que os ovócitos de fêmeas adultas possuíam mais 
transcritos importantes na regulação de secreção hormonal e biosíntese de macromoléculas. 
As análises para validação desses resultados confirmaram a maior abundância de RNAm dos 
genes folistatina e subunidades beta A e beta B da inibina/ativina em ovócitos de vacas 
adultas. Além disso, os mesmos autores encontraram maior expressão de transcritos da 
folistatina em embriões que clivaram mais cedo após a fecundação. 

A identificação desses genes que são mais expressos em ovócitos mais competentes 
sugere que eles tenham um papel importante na competência ovocitária. Porém é necessário 
entender as suas funções nos mecanismos responsáveis pela aquisição da competência e as 
informações de quais alterações no ambiente do ovócito podem afetar seu progressivo 
acumulo nos estágios finais da foliculogênese. 

Além do mais, deve-se considerar que os níveis de RNAm podem ser afetados não só 
pela transcrição, mas também pelo processamento e degradação dos transcritos. Em adição, a 
quantidade de RNAm pode não corresponder aos níveis de tradução da proteína, sendo que 
somente após a avaliação do conteúdo da proteína correspondente será possível relacionar a 
quantidade de RNAm e seu papel funcional no desenvolvimento embrionário (39). 

 
Considerações Finais 
 

Em síntese, apenas ovócitos competentes são capazes de sofrer a fecundação, ter 
desenvolvimento embrionário normal e resultar em uma gestação. Portanto, o sucesso das 
técnicas de reprodução assistida depende da maior disponibilidade de ovócitos competentes, 
isso só pode ser atingido a partir do conhecimento dos fatores que afetam a competência e dos 
mecanismos envolvidos na sua aquisição. A utilização de ferramentas moleculares 
disponíveis tem permitido o avanço no conhecimento da variação gênica que é um dos fatores 
responsáveis pela competência. Com a identificação e avaliação funcional desses genes será 
possível determinar as condições mais adequadas e reproduzi-las in vitro melhorando a 
eficácia das técnicas de reprodução assistida. 
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