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Resumo

A pecuéria no Brasil ainda é caracterizada por baixos indices zootécnicos. Atraves destas perspectivas, as pesquisas
com as biotecnologias reprodutivas tém aumentado com o intuito de reverter esse quadro. As principais biotécnicas
aplicadas a reproducéo bovina incluem a inseminacéo artificial (1A), inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF),
superovulacdo (SOV) associada a transferéncia de embribes (TE) e produgdo in vitro de embribes (PIVE). A IATF
tem um alto indice de aplicagcdo no campo devido a alta taxa de desempenho. Para executa-la é necessario o uso de
hormonios como ésteres estrogénicos, prostaglandina, gonadotrofina coriénico equina (eCG) e progestagenos. A eCG
€ um hormonio utilizado nos protocolos, e, devido a meia-vida longa desse hormonio, a eCG pode levar a ocorréncia
de ovulagBes multiplas gerando partos gemelares. Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi relatar um caso de
uma bezerra freemartin, com Uraco patente, proveniente de gestacdo trigemelar advinda de uma inseminacéo artificial
com uso de eCG. A anamnese a bezerra apresentava inapeténcia, emagrecimento, caquexia, desidratagdo, prostraco,
mucosas oral e ocular hipocoradas, temperatura de 39,5°C e diarreia. Na avaliagdo das estruturas umbilicais
extracavitérias notou-se que a urina era excretada pela vulva e pelo umbigo e o local estava com aumento de volume.
Apbs um dia internada, o animal foi a 6bito. Na necropsia observou-se auséncia de 6rgdo sexuais femininos como
Utero e ovarios e regido abdominal com presenca de liquido nas cavidades (ascite e hidrotorax). A suspeita da morte
foi estenose do ureter que levou a um quadro de uremia.

Palavras-chave: Bezerra; Freemartinismo; Uraco patente.

Abstract

Livestock in Brazil is still characterized by low zootechnical rates. Through these perspectives, research on
reproductive biotechnologies has increased with the aim of reversing this scenario to ensure high reproductive
efficiency in herds. The main biotechnologies applied to bovine reproduction include artificial insemination (Al),
fixed-time artificial insemination (FTAI), superovulation (SOV) and embryo transfer (ET) and in vitro embryo
production (IVP). The FTAI is highly recommended in the field due to its high rate of reproductive performance. To
perform this technique, it’s necessary to use hormones such as estrogenic esters, prostaglandin, equine chorionic
gonadotropin (eCG) and progesterone. Due to the long half-life of this hormone, the eCG can lead to the occurrence
of multiple ovulations generating twin births. By this, the aim of this study was to report a case of a freemartin heifer,
with patent urachus, from a triplet pregnancy resulting from artificial insemination. At first evaluation, the heifer
presented inappetence, weight loss, cachexia, dehydration, prostration, pale oral and ocular mucosa, temperature of
39.5°C and diarrhea. In the evaluation of the extracavitary umbilical structures, it was noted that the urine was
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excreted through the vulva and the umbilicus and the site had an increase in volume. After a day in the hospital, the
animal died. At necropsy, it was found the absence of female sexual organs such as uterus and ovaries and in the
abdominal region, presence of fluid in the cavities (ascites and hydrothorax) were observed. The suspected death
cause was ureter stenosis that led to uremia.

Keywords: Freemartinism; Heifer; Patent urachus.

Resumen

La ganaderia en Brasil se caracteriza por bajos indices zootécnicos. Bajo estas perspectivas, se ha incrementado la
investigacidn en biotecnologias reproductivas con el objetivo de revertir esta situacion. Las principales biotecnologias
aplicadas a la reproduccién bovina incluyen la inseminacién artificial (IA), la inseminacién artificial a tiempo fijo
(IATF), la superovulacién (SOV) asociada a la transferencia de embriones (TE) y la produccion de embriones in vitro
(PIV). Para realizar la IATF es necesario el uso de hormonas como estradiol, prostaglandinas, gonadotropina
corionica equina (eCG) y progestagenos. El eCG es una hormona utilizada en los protocolos y, debido a la larga vida
media de esta hormona, el eCG puede provocar la aparicion de ovulacién multiple que genere nacimientos de
gemelos. El objetivo de este estudio fue reportar un caso de una vaquillona freemartin, con uraco permeable,
proveniente de una gestacion de trillizos producto de inseminacion artificial mediante eCG. En la anamnesis, el
ternero presentaba inapetencia, pérdida de peso, caquexia, deshidratacion, postracion, palidez de mucosa oral y ocular,
temperatura de 39,5°C y diarrea. En la evaluacion de las estructuras umbilicales extracavitarias, se observé que la
orina se excretaba por la vulva y el ombligo y el sitio presentaba un aumento de volumen. Después de un dia en el
hospital, el animal murid. En la necropsia se observé ausencia de 6rganos sexuales femeninos como (tero y ovarios y
region abdominal con presencia de liquido en las cavidades (ascitis e hidrotérax). La muerte sospechosa fue estenosis
del uréter que condujo a la uremia.

Palabras clave: Freemartinismo; Uraco permeable; Vaquillona.

1. Introducéo

A pecuéria de corte no Brasil tem como reflexo o sistema extensivo que é caracterizado por indices zootécnicos ainda
considerados baixos, tais como: baixa taxa de natalidade, de desmama e de abate, elevada idade ao primeiro parto e longo
intervalo entre partos (Cavaleri et al., 2018). Com o intuito de reverter esse quadro, pesquisas na area de reproducdo animal
vém se intensificando com o objetivo de melhorar os indices reprodutivos e zootécnicos da pecuaria brasileira, além de buscar
a expansdo do rebanho (Colombo et al., 2017).

As principais biotécnicas aplicadas a reprodugdo bovina incluem a inseminacéo artificial (I1A), inseminacéo artificial
em tempo fixo (IATF), superovulacdo (SOV) e transferéncia de embribes (TE) e producdo in vitro de embribes (PIVE)
(Bertolini & Bertolini, 2009).

A 1A com sémen resfriado ou congelado tem sido um avango na reproducdo e no melhoramento genético. Ademais,
essa biotecnologia impulsionou os protocolos de sincronizagdo do estro e da ovulacdo sem a necessidade de detectar o cio, por
meio da IATF (Sanabria, 2018). Os protocolos de sincronizacdo consistem nas associa¢fes de horménios como progesterona,
prostaglandina, horménio liberador de gonadotrofinas, gonadotrofina corinica equina, benzoato e cipionato de estradiol
(Nascimento, 2009; Soares, 2017; Tortorella, 2010).

O eCG (gonadotrofina coridnico equina) é um horménio produzido pelos calices endometriais da égua entre os dias
40-120 dias de gestacao. Esse hormdnio utilizado em protocolos de vaca/ novilhas de corte tem a fungdo de aumentar os niveis
de prenhez, pois age nos receptores de LH e FSH estimulando a esteroidogénese e o crescimento folicular. Devido a meia-vida
longa desse hormonio, a eCG pode levar a ocorréncia de ovulag@es mdaltiplas levando a maiores nimeros de partos gemelares
dentro da propriedade (Tortorella, 2010; Soares, 2017), mesmo em espécies consideradas monovulatérias como 0s bovinos
(Ginther et al., 2001).

Na grande maioria dos casos, a ocorréncia de gestagdes gemelares ndo apresentam vantagens para os criadores de
bovinos de corte e leite, devido as razdes que incluem: a menor sobrevida dos bezerros, aumento da taxa de descarte e pior
desempenho reprodutivo das vacas (Echternkamp et al., 2004). Os impactos da gestacdo gemelar em relacdo a vaca estdo

associados ao aumento dos casos de distocia, alta incidéncia de retencéo de placenta, maior taxa de mortalidade, intervalo mais
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longo do parto ao primeiro estro e, consequentemente, maior intervalo de partos (Zadeh, 2013). Além dos problemas com a
vaca, as gestagBes gemelares de fetos de sexo oposto podem levar a condicdo de Freemartinismo, onde cerca de 92% das
bezerras nascidas sdo hermafroditas. Adicionalmente, vacas parindo gémeos correm maior risco de doencas metabolicas,
incluindo deslocamento de abomaso e cetose (Zadeh, 2013).

De acordo com Almeida e Resende (2012), o mecanismo para a formacao do Freemartinismo comega com a ovulacao
de dois foliculos onde dois odcitos sdo liberados, sendo que um é fecundado por um espermatozoide que possui cromossomo X
€ 0 outro com o espermatozoide contendo o cromossomo Y, ocorrendo assim a formacdo de gémeos dizigdticos. Uma vez que
esses embrides sdo implantados no Gtero ocorre a fusdo das placentas, levando a anastomose de vasos sanguineos corio-
alantoideanos. Essa anastomose faz com que haja trocas de células e hormdnios entre os embrides (Camargo & Bar6n,2009).
Na sindrome Freemartin, a vaca adulta apresenta caracteristicas masculinas como: maior desenvolvimento muscular e gordura,
pescoco curto e grosso e térax mais estendido. Devido a troca de materiais bioldgicos entre os fetos de diferentes sexos, o
sistema reprodutivo da fémea pode apresentar alteragBes gerando bezerras com a vulva pequena, com pelos longos na
comissura ventral, possibilitando a formagdo de pseudopreptcio, hipertrofia do clitéris e hiperplasia vaginal (Almeida &
Resende, 2012).

De acordo com Torquato (2018), outro problema que bezerros recém-nascidos de até 30 dias enfrentam é o Uraco
persistente, também conhecido como Uraco patente. Se trata de uma afeccdo onde ndo se observa a oclusdo do Uraco e o coto
umbilical se apresenta sempre Umido ou gotejando urina. De acordo com Nair et al., 2017, Uraco patente ou persistente consiste
em uma condicéo congénita em que na fase embrionéria, a juncéo entre o Uraco, bexiga urinaria e saco alantdide ndo se fecha
apos o nascimento, fazendo com que a urina seja excretada pelo umbigo.

O diagndstico das afecgBes umbilicais pode ser realizado através da inspegdo e palpacdo, verificando-se um aumento
de volume no local, dor ou sensibilidade, consisténcia alterada, redutibilidade e excrecdo de pus ou urina (Torquato, 2018). A
ultrassonografia também é um meio de avaliagdo das afeccdes umbilicais, pois através dela é possivel verificar quais estruturas
umbilicais internas estdo acometidas, e principalmente diferenciar caudalmente as artérias do Graco ou a presenga de abcessos
oriundos do mesmo, que ndo foram possiveis de serem verificados pela palpacdo devido localizacdo e tamanho reduzido
(Bombardelli, et al., 2018). Na ultrassonografia € possivel obter imagens da bexiga e visualizar possiveis alteracGes, como
ruptura, presenca de sedimentos (que sdo identificados por pontos ecogénicos em suspensdo), espessamento da parede
(sugestivo de cistite) e pelve e ureter dilatados, que podem caracterizar hidronefrose e hidroureter (Torquato, 2018). O
tratamento do patente Uraco geralmente consiste na cauterizagdo ou correcdo cirirgica dos vestigios umbilicais (Nair et al.,
2017).

Existem varios estudos mostrando a eficiéncia das biotécnicas de reproducdo, porém algumas pesquisas estdo
correlacionando o uso das biotécnicas com o surgimento de gestacdo gemelares e doengas em bezerros neonatais como as
afec¢des umbilicais (Rodrigues et al. 2010, Oliveira 2011, Sturion et al., 2013). J& foi relatado que as onfalopatias
apresentaram elevada incidéncia em animais concebidos por FIV, onde dentro dessas afeccdes, a maior frequéncia foi de Uraco
patente. Além dessa alteracdo, foram observados defeitos congénitos e retracdo do corddo umbilical, caracterizando falhas na
transferéncia de imunidade passiva, confirmada a partir do nascimento, através da comparacdo das populacOes sadias e
acometidas (Rodrigues et al., 2010).

Diante do exposto, objetivou-se com esse relato demonstrar as alteracfes congénitas proveniente de uma gestacéo
trigemelar com conceptos de sexo oposto e possivelmente correlacionar o uso de biotécnicas reprodutivas com a incidéncia de

gestacdo gemelar em bovinos.
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2. Relato de Caso

O relato adveio da propriedade rural no municipio de EI6i Mendes, MG. Na propriedade sdo mantidas matrizes da
raca Nelore e matrizes provenientes de cruzamentos do tipo industrial, entre Nelore e racas taurinas (Aberdeen Angus e Red
Angus). O objetivo da propriedade é a venda de bezerros hibridos, desmamados, de alto potencial zootécnico para precocidade
e ganho de peso.

Nessa propriedade os animais sdo inseminados ap6s o estro ser sincronizado por protocolo hormonal utilizado para
inseminacdo artificial em tempo fixo. A preparacdo para a IATF baseava-se no seguinte protocolo: no dia 0 (D0) os animais
receberam injecdo intramuscular de 2 mg de Benzoato de Estradiol (Sincrodiol®, Ouro Fino, Sdo Paulo, Brasil),
simultaneamente a insercdo de um dispositivo intravaginal de progesterona (Sincrogest®, Ouro Fino, Sdo Paulo, Brasil). No
D9, o dispositivo intravaginal foi retirado e as vacas receberam 0,530 mg de Cloprostenol sédico (Estron®, Agener, Sao Paulo,
Brasil) e 300Ul de eCG (1.5 ml de SincroeCG®, Ouro Fino, Sao Paulo, Brasil). A inseminacdo foi realizada dois dias depois,
no D11.

Para as inseminagdes foi utilizado sémen congelado de apenas um touro da raca Braford (composta: Brahma 3/8 e
Hereford 5/8). Os animais que retornaram ao cio natural foram re-inseminados e os animais que tiveram diagndstico de
gestacdo negativos foram submetidos a novo protocolo hormonal e re-inseminados. O manejo de diagndstico e re-inseminago
dos animais foi adotado durante toda a estacdo de monta que terminou em abril de 2022.

Na propriedade rural, o diagnostico de gestacdo foi realizado pela palpacéo retal e ultrassonografia. Aos 35 dias de
gestacdo foi feito um exame gestacional para confirmagdo, onde foi observado a presenca das trés vesiculas embrionarias e
liquido no tero.

No 60° dia da gestacéo foi possivel confirmar a sexagem do animal, diagnostico esse determinado pelo tubérculo
genital. Apds a sexagem foi realizada a palpacdo retal e ultrassonografia até o final da gestacdo para acompanhar o

desenvolvimento fetal.

2.1 Descrigéo do caso
Uma matriz Nelore pariu 3 bezerros (2 machos e 1 fémea) proveniente do cruzamento entre Nelore e ragas taurinas

(Aberdeen Angus e Red Angus) utilizando inseminacdo artificial em tempo fixo como biotécnica reprodutiva. Nas primeiras
horas do nascimento foi ofertado colostro aos animais, realizada a pesagem com fita, feitos exames clinicos como inspecéo,
palpagdo, avaliagdo de mucosas oral, oculares e avaliacdo da temperatura retal. Foi feita a cura de umbigo com a utilizagéo de
tintura de iodo 10% (Laboratorio Pinus, S&o Paulo, Brasil) para cauterizacdo das estruturas umbilicais, duas vezes no primeiro
dia do nascimento e nos dias seguintes uma vez ao dia, por 5 dias. Para identificacdo dos animais foram utilizados brincos com
a descricdo do nome, nimero e data de nascimento. Todos esses bezerros nascidos dessa gestagdo trigemelar apresentaram
clinica normal ao nascimento.

Apo6s 10 dias do nascimento, a bezerra fémea dessa gestacdo trigemelar foi levada ao hospital da Universidade José do
Rosario Vellano (UNIFENAS), na clinica veterindria de grandes animais. Foram realizados exames clinicos, que
demonstraram as mucosas oral e ocular hipocoradas, temperatura de 39,5°C e desidratacdo. Na avaliacdo das estruturas
umbilicais extracavitarias notou-se que a urina era excretada pela vulva e pelo umbigo, e o local estava com aumento de

volume. Na sondagem uretral ndo foi possivel obter a amostra para andlise (Figura 1).
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Figura 1. Coleta de amostra para a urinalise (A). Sonda uretral na bezerra (B). Seringa utilizada na coleta, sem a presenga de

amostra.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Foi também realizado exame ultrassonogréafico constando as seguintes observacdes: presenca de hidronefrose no rim
esquerdo (Figura 2), devido a dilatagdo da pelve com presenga de liquidos. Na regido umbilical, as estruturais umbilicais

apresentaram de dois vasos com a parede hipoecogénica e limen com pontos hiperecogénicos, (Figura 3).

Figura 2. Imagem ultrassonogréfica do rim demonstrando a presenca de hidronefrose.

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 3. Imagem ultrassonogréafica demonstrando as estruturas umbilicais demarcadas com setas — Arteriais umbilicais

Fonte: Arquivo Pessoal.

O diagnéstico definitivo foi Graco patente e como consequéncia, a hidronefrose. Optou-se por estabilizar o animal
para realizagdo da cirurgia para corregdo dos vestigios umbilicais. O animal morreu no dia posterior, antes da realizagéo da
cirurgia, e foi necropsiado. Os achados de necrépsia foram: rim esquerdo com hidronefrose (Figura 4); cavidade abdominal
aumentada e presenca de coto umbilical (Figura 5 e 6) e regido abdominal com presenga de liquido nas cavidades (hidrotdrax e
ascite) (Figura 7 e 8). Apesar da genitalia externa apresentar-se normal (Figura 9) foi observado na necropsia auséncia/atrofia
de 6rgdo sexuais femininos como Utero e ovarios. Devido a auséncia/atrofia dos drgdos sexuais como Utero e ovarios, as
imagens 10, 11 e 12 (que sdo as de referéncia) sdo demonstrativos de como os 6rgdos genitais de uma fémea freemartin podem

se apresentar. A suspeita da morte dessa bezerra foi estenose do ureter que levou a um quadro de uremia.

Figura 4. Rim direito com caracteristicas normais e rim esquerdo apresentando hidronefrose (seta)

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 5. Cavidade abdominal aumentada. A seta indica a presenca do coto umbilical.

%

Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 6. Presencga do coto umbilical sem involugéo.

«

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 7. Presenga de liquido na cavidade toracica, indicativo de hidrotorax.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 8. Ascite.

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 9. Genitalia externa sem alteracdes.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 10. Ultrassonografia do ovario esquerdo atrofiado (A), Ultrassonografia do resquicio de cérvix (B).

Fonte: Almeida et al. (2021)
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Figura 11. Orgdos genitais internos de freemartin. a) vagina curta, auséncia de cérvix e presenca de abcesso na regido
correspondente a da cérvix; b) cornos uterinos subdesenvolvidos e dilatados além de corpo uterino representado apenas por um

corddo fibroso (seta); c) parede fina dos cornos uterinos e contetido seroso; e d) gdnadas indiferenciaveis e subdesenvolvidas

(*) com corpo do Gtero subdesenvolvido (seta).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 12. Orgéos genitais internos de freematin. a) vagina curta e auséncia de cérvix, b) glandulas vesiculares; c) corddes
fibrosos no lugar de cornos e corpo do Utero (setas); d) estruturas fibrosas, enoveladas, semelhantes a um epididimo ou tuba

uterina (setas), além de gonadas indiferenciadas (*).

Fonte: Lenzi (2017)

O freemartinismo ocorre em 92% de partos gemelares, sendo um resultado da anastomose de vasos sanguineos na
placenta entre gémeos de sexos diferentes entre 30 a 40 dias de gestacdo. Essa anastomose proporciona uma troca de materiais
bioldgicos entre os embrides, sendo que o resultado dessa gestagdo € uma fémea apresentando o aparelho reprodutivo e
comportamento sexual masculinizado (Almeida & Resende, 2012). Conforme Sanabria (2018), 81% das fémeas nascidas de
parto gemelares de fetos de sexos diferentes, foram diagnosticadas com Freemartinismo.

Alguns dos sinais clinicos na genitalia externa de bezerras freemartin incluem vulva pequena com pelos longos na
comissura ventral, com possivel formacao de pseudopreptcio e hipertrofia do clitéris (Almeida & Resende, 2012). Contudo, na
necropsia da bezerra observou-se a genitalia externa preservada (Figura 9) apesar da auséncia de érgdo sexuais internos como
o Utero e ovarios.

A utilizacdo da inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) estd expandindo cada vez mais no campo devido as
relativas facilidades de execucéo e alto desempenho reprodutivo, levando a grandes resultados no aumento do nimero animais
no rebanho (Tortorella, 2010; Soares, 2017). Os protocolos hormonais utilizados na IATF consistem na associacdo ou ndo de
hormonios como: progesterona (P4), GnRH, gonadotrofinas corionicas humanas (hCG), eCG, E2 e PGF2a. (Silva et al.,2018).

No experimento de Dalhen et al. (2012), em seus dois grupos IATF, houve prenhezes gemelares devido uma maior
sensibilidade de fémeas a dose de eCG utilizado no protocolo de sincronizacéo do ciclo estral. Desta forma, a hipdtese de ter
ocorrido gestacdo trigemelar na propriedade foi devido ao uso do horménio eCG (SincroeCG®) no D9.

As afec¢bes umbilicais sdo as principais patologias encontradas no rebanho brasileiro, tendo como causa, fatores
higiénicos, ambientais, bacterianos e congénitos que podem ocasionar uma inflamagdo e/ou processos infecciosos nas

estruturas do umbigo (Reis et al., 2009). Em relagdo aos fatores congénitos associa-se a producao de bovinos produzidos por
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biotécnicas como transferéncia de embrides (TE), fertilizacdo in vitro (FIV) e clonagem, que predispdem esses animais as
onfalites e persisténcia do Uraco (Batchelder et al., 2007).

Rodrigues et al. (2010), relacionou o uso das biotécnicas reprodutivas e as afec¢des umbilicais. Em 44 animais, sendo
27 produzidos por FIV, 12 por IA, 3 por TE e 2 por monta natural, observou-se 22 animais com Uraco patente, 8 com
onfaloblebite e 8 com hernias umbilicais. Para esses 22 animais com Uraco patente o tratamento de escolha foi cirlrgico,
conforme seria realizado no relato em questdo. Sobre a analise dos diferentes métodos de concepcdo correlacionados a
ocorréncia de onfalopatias, sugere que os animais provenientes de FIV, apresentam maior frequéncia de persisténcia de GUraco
(66,7%), e aqueles concebidos por IA, apresentam maior frequéncia de hérnia umbilical (58,4%).

Avaliando os aspectos ultrassonograficos de animais com inflamagao/infeccdo dos componentes umbilicais, Seino
(2014), observou que as artérias umbilicais se mostraram com formato arredondado, com parede hipoecdica e luz pequena ou
imperceptivel, por vezes hiperecéica. Outros aspectos relatados foram os pontos hiperecdicos que caracterizam um processo
inflamatorio crénico conforme encontrado na (Figura 3).

O Uraco patente é condicdo em que h& uma falha na oclusdo do canal do Graco ap6s o nascimento, promovendo um
coto umbilical sempre imido ou gotejando a urina através do umbigo (Toquarto, 2018, Pereira, 2020). De acordo com a regido
anatdbmica do Graco com a bexiga, animais podem apresentar cistite, pilria, nefrite, hidronefrose, ruptura vesical, perda da
funcdo renal, uracoperitbnio e até morte (Toquarto, 2018, Bombardelli, 2021). No relato de caso, a bezerra apresentou
hidronefrose que consiste na dilatacdo da pelve e dos calices renais devido a uma obstru¢do do fluxo urinério associada a
progressiva atrofia do parénquima renal (Santos & Lessi, 2016). No exame ultrassonogréafico a impressdo diagnostica foi de
hidronefrose, pois houve aumento e dilatacdo da pelve renal por quantidade varidvel de liquido anecdico conforme
demonstrado na Figura 2 (Kealy et al., 2012).

4. Concluséo

Com base nos achados na literatura e do caso acompanhado, é provavel dizer que o protocolo utilizado na IATF,
tendo como base o0 horménio eCG, pode ter levado a uma gestacdo trigemelar. Devido ao fato dessa gestacgdo ter sido de fetos
de sexos opostos, houve a ocorréncia da sindrome do freemartinismo, comprovado pela necropsia. Além disso, o Uraco patente

também pode estar relacionado ao uso das biotécnicas reprodutivas, como a IATF.
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