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ESTAGIO CURRICULAR SUPERVISIONADO EM MEDICINA
VETERINARIA — AREA DE SANIDADE DE SUINOS

Este relatorio visa descrever as atividades realizadas e acompanhadas durante a realizagdo do
Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterindria (ECSMV), na area de Sanidade
de Suinos no Laboratério de Pesquisa em Suinos (LabSui), da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterindrias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (Unesp),
localizada na cidade de Jaboticabal no Estado de Sdo Paulo. O Labsui foi o local de escolha
para a realizacdo do ECSMV, devido a sua importancia e destaque na pesquisa em doengas
dos suinos, sendo um centro de referéncia no Brasil. O estagio ocorreu durante o periodo de
19 de Fevereiro de 2018 a 10 de Maio de 2018, sendo totalizadas 450 horas. O estagio foi
realizado sob orientagcdo da Prof*. Dr®. Carolina Kist Traesel e supervisao do Prof. Dr. Luis
Guilherme de Oliveira. Durante o estagio, foi possivel realizar e acompanhar as atividades
inerentes a dois projetos: 1) Atuagdo do virus da diarreia viral bovina na via reprodutiva de
machos suinos; 2) Caracterizagdo da prevaléncia de Mycoplasma suis em amostras sanguineas
coletadas de matrizes de descarte no Estado de Santa Catarina. As atividades foram
desenvolvidas de acordo com os afazeres dos alunos de pos-graduacdo do Labsui. Dessa
forma, foi possivel participar de coleta, processamento, andlise e infec¢do de sémen suino;
detec¢do de cio e inseminagao artificial em porcas; e extragdo de DNA a partir de amostras de
sangue, entre outras atividades. Conclui-se que o ECSMV foi de extrema importancia para

que o aluno se transforme em um profissional preparado para o mercado de trabalho.
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1 - INTRODUCAO

Com a constante popularizagdo da carne suina e crescente aumento da demanda, a
suinocultura estd assumindo, cada dia mais, um papel importante na economia mundial. A
producdo mundial de carne suina, atingiu em 2017 o total de 111 milhdes de toneladas
produzidas. A China foi a maior produtora mundial de suinos (53,4 milhdes de toneladas) em
2017, seguida pela Unido Europeia ( 23,6 milhdes de toneladas), Estados Unidos (11,6
milhoes de toneladas) e Brasil (3,7 milhdes de toneladas) (USDA, 2017). O Estado de Santa
Catarina ¢ o maior produtor de suinos no Brasil, seguido por Parani, Rio Grande do Sul,
Minas Gerais, Goias € Mato Grosso (ABPA, 2017).

Com sua fundagdo em 1976, a Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (Unesp) ¢ constituida por 34 unidades de ensino distribuidas por todo o estado de Sao
Paulo. Sendo ofertados pela Unesp 136 cursos de graduagdo e 149 programas de pos-
graduacdo (UNESP, 2018A).

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias (FCAV) da Unesp foi instaurada em
1964 na cidade de Jaboticabal, Sdo Paulo, ¢ oferece o curso de Medicina Veterinaria desde
outubro de 1971. O curso de Medicina Veterindria da FCAV/Unesp — Jaboticabal conta com
os departamentos de clinica e cirurgia veterindria, medicina veterindria preventiva e
reproducdo animal, morfologia e fisiologia animal e patologia veterindria (UNESP, 2018A).

O Laboratério de Pesquisa em Suinos (Labsui), pertencente ao departamento de
clinica e cirurgia veterindria da Unesp — Jaboticabal, foi o local escolhido para realizacdo do
Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV) durante o periodo
entre 19 de Fevereiro de 2018 a 10 de Maio de 2018, sendo realizado sob orientagdo da Prof”.
Carolina Kist Traesel e supervisdo do Prof. Dr. Luis Guilherme de Oliveira, perfazendo um
total de 450 horas. O Labsui tem as suas atividades voltadas para a realizacdo de pesquisas
cientificas na area de sanidade de suinos, sendo referéncia nacional e internacional. Os
projetos de pesquisa desenvolvidos sdo sobre Mycoplasma e Pestivirus.

O presente relatorio visa descrever as atividades acompanhadas e desenvolvidas no
Labsui na Unesp — Jaboticabal durante a realizacdo do ECSMV, assim como, breve revisao

bibliografica sobre BVDV e M. suis.
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2 — ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Unesp - Jaboticabal)

Fundada em 1976 através da juncdo dos Institutos Isolados de Ensino Superior do
Estado de Sao Paulo, institutos estes que eram situados em varias cidades do interior paulista,
a Unesp ¢ conceituada como uma das melhores universidades brasileiras. O Governo do
Estado de Sao Paulo ¢ responsavel por manter a universidade que conta com 34 unidades em
23 cidades mais a capital paulista. Além disso, a Unesp oferece 136 cursos de graduagdo e
149 programas de pos-graduagdo (UNESP, 2018A).

Atualmente, a Unesp possui cerca de 38 mil alunos de graduagdo, sendo que
aproximadamente 14 mil profissionais estdo matriculados nos programas de pds-graduagao
oferecidos pela universidade. Para garantir que todos os alunos tenham acesso a um ensino
superior de qualidade, a Unesp conta com 3,7 mil professores e 6,7 mil funcionarios (UNESP,
2018A).

O campus de Jaboticabal da Unesp (FIGURA 1), era constituido por 829 hectares,
sendo 13 hectares ocupados por estrutura fisica. Os cursos de Administragdo, Ciéncias
Agronomicas, Ciéncias Biologicas, Medicina Veterinaria e Zootecnia sao oferecidos, além do
programa de Residéncia em Medicina Veterinria e Satde. E também incorporado a Unesp —
Jaboticabal o Colégio Técnico Agricola (UNESP, 2018B).

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp foi instaurada em
1964 ¢ oferece o curso de Medicina Veterinaria desde outubro de 1971. Atualmente, cerca de
1614 alunos cursam a graduagdo, 191 estudam no Colégio Agricola e 971 fazem parte dos
programas de pds graduacdo da referida Universidade. O quadro profissional da FCAV/Unesp
¢ composto por 250 professores e pesquisadores além de 482 técnicos administrativos
(UNESP, 2018B).

O curso de Medicina Veterinaria da FCAV/Unesp — Jaboticabal conta com os
departamentos de clinica e cirurgia veterindria, medicina veterinaria preventiva e reproducao
animal, morfologia e fisiologia animal e patologia veterinaria (UNESP, 2018). O Labsui faz
parte do departamento de clinica e cirurgia veterinaria, local escolhido para realizacdo do

ECSMV.



13

O Labsui tem as suas atividades voltadas apenas para a realizagdo de pesquisas
cientificas na area de sanidade de suinos, portanto o atendimento a comunidade ndo ¢
realizado. Trés doutorandos e dois mestrandos, juntamente com o auxilio do professor Dr.
Luis Guilherme de Oliveira s3o os responsaveis pela conducdo dos projetos que dao

prioridade aos estudos de M. hyopneumoniae, Pestivirus e M. suis.

FIGURA 1 - Entrada do prédio administrativo da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesqta Filho”,no
campus Jaboticabal, durante realizagdo do Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria. Fonte:
Google Imagens (http://www.101fm.com.br/101/camara-realiza-sessao-solene-na-unesp/).

2.1.1 Estrutura fisica do Laboratorio de Pesquisa em Suinos

O Labsui foi planejado e construido para a realizagdo de pesquisas cientificas. A
estrutura fisica do laboratério é composta por sala de praticas, galpdes e sala de reunides. A
sala de praticas ¢ de facil acesso, procurando visar sempre a biosseguridade, podendo assim

garantir a qualidade dos experimentos. Este espaco ¢ composto por uma bancada, que ¢
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utilizada para a realizacdo de necropsias e praticas dos experimentos. Esta sala também possui

um microscopio, dois freezers, armario para armazenamento de materiais e janela

comunicante entre a sala e os galpdes de maternidade para recebimento de materiais coletados

(FIGURA 2).

FIGURA 2 - A: Placa na entrada do Laboratorio de Pesquisa em Suinos. B: Sala destinada a realizagdo de
praticas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” no campus Jaboticabal.

Para a alocagdo das fémeas reprodutoras, o Labsui dispde de um galpao com seis baias
de gestacdo (2,47m x 1,75m), e quatro baias para leitdes desmamados (2,7m x 1,46m). Cada
baia de gestagdo conta com dois bebedouros do tipo nipple, um ¢ usado pela fémea adulta e
outro pela leitegada, escamoteador preparado para receber instalacio de lampadas
infravermelho, piso vazado e comedouro (FIGURA 3). As baias de creche sdo constituidas
por bebedouro tipo nipple, um comedouro e piso vazado para melhor manejo de dejetos.

Dentro deste galpdo ficam armazenadas as bombonas contendo ra¢do, demostrando
assim um ponto a ser melhorado na instalagdo. Durante o ultimo més do ECSMV, foi
instalado um silo com sistema de alimentacdo automatico dos comedouros, salientando a

preocupagao dos responsaveis pelo laboratorio em melhorar a qualidade das instalagdes.
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E notado também a falta de sistema de controle da temperatura como ventiladores e
exaustores, evitando assim também o acumulo de gases. Esta troca de gases e ventilagdo ¢
realizada apenas por trés janelas laterais e uma porta principal que sdo protegidas por telas.

Visando uma melhor biosseguridade ao plantel e maior garantia de qualidade aos
experimentos, entre a sala de praticas e o galpao dos animais foi instalado um banheiro para
realizag@o de higiene pessoal e troca de roupas. Entretanto, o chuveiro nao foi instalado até o

término do ECSMV.

FIGURA 3 - A: Baia de gestacdo e parigdo com escamoteador. B: Vis@o geral do galpdo onde ficam as baias de
gestacdo e as baias de creche a direita no Laboratorio de Pesquisa em Suinos na Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” no campus Jaboticabal.

Completa a estrutura interna do laboratorio, uma sala de estudos e reunides onde
contém uma geladeira, computador, telefone, impressora, armario e balcdo para estudos,.

Na parte externa, o laboratorio conta com 10 baias (3,82m x 2,82m) para alocagdo de
cachagos ou animais em fase de creche, crescimento e terminagdo. Cada baia possui chao de
cimento, bebedouros tipo nipple e comedouro em cimento. Entretanto, as baias sdo também
utilizadas para alocagdo de equinos internados oriundos da Clinica Médica de Grandes
Animais da FCAV/Unesp, ndo possuindo sistemas de controle de ambiente nem programa de
controle de vetores. Esta falta de controle bioldgico demonstra que este espago utilizado nao
foi projetado pensando em receber somente suinos e sim animais de diferentes espécies

dependendo da necessidade da universidade.



16

Um galpao ¢ utilizado para guardar diversos materiais e estocagem de aditivos
suplementares das ragdes dos animais aos cuidados do laboratério. Juntamente, fica
armazenada neste galpdo uma autoclave que ¢ utilizada pelos mestrandos e doutorandos do
laboratorio.

Por fim, o Labsui possui uma baia com manequim para coleta de s€émen, estando ao

lado desta uma balanga para realiza¢do de pesagem dos animais.

2.1.2 Laboratoério destinado ao processamento de sémen e sangue

Ao lado do prédio do Labsui existe uma instalagdo com quatro laboratérios. Destes, o
laboratorio de microbiologia (FIGURA 4) foi utilizado para o preparo das amostras
sanguineas e diluicdo do sémen.

O laboratorio referido dispde de duas estufas bacteriologicas, banho maria, banho
seco, duas geladeiras, cinco freezers sendo que um deles ¢ de -80°C. Também compdem o
laboratorio uma capela de fluxo laminar, agitador de tubos, centrifuga refrigerada,
homogeneizador de amostras, balanga de precisdo, além de trés botijoes com nitrogénio
liquido. Por fim, computador, armario para armazenamento de materiais plasticos e vidrarias,

bem como uma pia para higienizacdo de materiais completam a estrutura deste laboratorio.
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FIGURA 4 - Laboratorio de microbiologia anexo ao Laboratério de Pesquisa em Suinos da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” no campus Jaboticabal, utilizado para conservagdo sanguinea e
diluigdo de sémen.

2.2 Descricao das atividades acompanhadas durante o ECSMYV no Labsui/Unesp —

Jaboticabal

As atividades desenvolvidas durante 0o ECSMV eram relacionadas a dois projetos de
pesquisa que buscam um melhor entendimento sobre a transmissdo do BVDV 2 e também
visam caracterizar a prevaléncia da infeccdo de M. suis em rebanhos suinos no Estado de
Santa Catarina. Para melhor conhecimento, todas as atividades desenvolvidas pelo estagirio

estdo dispostas em forma de tabela (TABELA 1).
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TABELA 1 - Atividades acompanhadas e desenvolvidas durante a realizagdo do Estagio Curricular
Supervisionado em Medicina Veterinaria no Laboratorio de Pesquisa em Suinos da Unesp — Jaboticabal.

Atividades acompanhadas Quantidade (N) (%)
Coleta sanguinea 120 57,4%
Palestra 21 10,0%
Inseminacao 16 7,8%
Discussao de artigo 12 5,7%
Aula da p6s graduacdo 10 4,8%
Extracdo de DNA 10 4,8%
Coleta de sémen 6 2,9%
Diluigao de sémen 6 2,9%
Organizacdo de Palestra 2 0,9%
Projeto acompanhado 2 0,9%
Aula pratica 2 0,9%
Visita técnica 1 0,5%
Curso 1 0,5%
Total 209 100%

Surgiram oportunidades de acompanhar palestras de profissionais renomados na
suinocultura, uma vez que estes visitaram o Labsui ou eventos era visitados pelos integrantes
do laboratdrio. Atividades como coleta sanguinea, discussdo de artigos, aulas da pos-
graduagdo, organizacdo de palestras e aulas praticas foram também acompanhadas.

Outras atividades foram realizadas além das descritas na tabela 1, tais como manejo
alimentar, manejo sanitario e manejo visando o bem estar dos animais.

O Labsui ¢ completamente voltado ao desenvolvimento de pesquisas, portanto nio
oferece atendimento de rotina ao publico. Projetos de pesquisa sdo desenvolvidos, voltados ao
estudo de quatro diferentes agentes: Virus da diarreia viral bovina (BVDV), M.
hyopneumoniae, M. suis e Pestivirus atipico.

Os integrantes do Labsui possuem um grupo de estudos e discussdo, liderado pelo
professor Dr. Luis Guilherme, com encontros uma vez por semana. Artigos de diferentes
assuntos, todos voltados para a area de sanidade dos suinos, eram revisados e discutidos. Esta

acdo deve ser ressaltada positivamente, pois ¢ uma maneira de manter sempre a equipe
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atualizada. O estagiario ficava a disposi¢do dos doutorandos e mestrandos para ajudar na

execucao de seus respectivos projetos.

2.2.1 Projeto BVDV

2.2.1.1 Coleta e processamento das amostras sanguineas

Foram alojados nas baias externas do Labsui dois cachacos e oito fémeas primiparas.
As fémeas foram separadas em dois grupos: um grupo controle com duas marrds e outro
grupo com seis fémeas, que receberiam uma dose de sémen contaminado com BVDV-2. O
estagiario tinha como func¢do alimentar os animais e limpar as baias.

Devido ao periodo programado para a realizagdo do teste de virusneutralizagdo ndo ser
o mesmo programado para o ECSMV, o teste ndo pode ser acompanhado.

Para a realizacdo do teste de virus neutralizacdo foram realizadas coletas de sangue a
cada quatro dias, dentro de um periodo total de 60 dias, sendo utilizadas seringas de 10 ml e
agulhas 40 x 12 mm. Para o armazenamento do sangue foram usados tubos (de coleta)
plasticos contendo substancia anticoagulante (EDTA) para realizacdo de Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) e substancia ativadora de codgulo (silica) para virus neutralizacao.

O processo de congelamento do sangue total era iniciado dentro da capela de fluxo
laminar, para evitar contamina¢do. Com o auxilio de um micropipetador, 2 ml de sangue
foram retirados dos tubos que continham EDTA, colocados em microtubos e identificados,
sendo que este processo, por motivo de seguranga, era realizado em duplicata.

Os microtubos eram entdo colocados numa alga para congelamento e mergulhados em
nitrogénio liquido por 20 segundos, sendo entdo armazenados em freezer a -80°C. No total,
120 coletas de sangue foram realizadas.

Para a obten¢do do soro, o sangue que estava nos tubos de, ficou repousando em
temperatura ambiente durante 90 minutos para a separagdo da parte vermelha do sangue e
obtencdo de soro. O sangue entdo era centrifugado por 10 minutos a 4000 RPM. Apds o
término deste processo, o soro era coletado com o auxilio de uma micropipeta, envazado em

microtubos, identificados e congelados a -80°C.
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2.2.1.2 Coleta e processamento do sémen

A realizacdo da coleta de sémen foi feita em dois cachagos, advindos de granja
comercial. O sémen era coletado logo ap6s a detec¢do de cio nas fémeas suinas, para posterior
inseminacdo artificial (FIGURA 5). Na coleta foi empregado o uso de um copo térmico,
proprio para a realizagdo desta, copo descartavel, filtro de papel, eldstico para fixar o filtro a
borda do copo e luvas de vinil.

Previamente a coleta, era realizada lavagem do pénis e prepucio do animal utilizando
agua corrente. O animal a ser coletado era entdo conduzido ao manequim e ao ser estimulado
por sinais sonoros e visuais realizava a monta. A pessoa responsavel pela coleta, utilizava
luvas de vinil, segurava firmemente com umas das mao o pénis do varrdo, realizando uma
leve massagem para o estimulo da ejaculacdo.

Os dois primeiros jatos eram descartados, ja que a fragdo pré-espermatica do
ejaculado, os 15 ml iniciais, serve como lubrificagdo e ndo possui espermatozoides
(BORTOLOZZO et al., 2005), evitando assim também contamina¢do bacteriana. O restante
do ejaculado era depositado sobre o filtro. Quando o reprodutor saia do manequim a coleta era
finalizada. O filtro tinha como finalidade separar o sémen da porcao gelatinosa, por¢do esta
que possui a funcdo de evitar o refluxo de s€émen advindo da cérvix quando da monta natural
(RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2005).

Logo apos a coleta, o sémen era levado ao laboratorio auxiliar, avaliado quanto aos
aspectos fisicos como cor e odor ¢ imediatamente colocado em banho maria a 37°C, evitando
assim diminuicdo de fun¢do espermatica. Uma pequena fragdo era retirada, colocada sobre
lamina e sob laminula para avaliacdo de motilidade (>70%), concentra¢dao e morfologia.

Para a diluicdo e envaze das doses inseminantes, o diluente era preparado
anteriormente a coleta de sémen. Eram necessarios na preparacao do diluente 4gua destilada,
que era mantida a 37°C, e o contetudo do saché, contendo 40 gramas de diluente comercial. O
conteudo era entdo misturado a 4gua destilada até sua total absorgao.

O diluente comercial MR-A"® (Kubus®, Las Rozas de Madrid-Espanha) ¢ composto
por glicose, citrato de sddio, acetato de potassio, EDTA e aminoglicosideos. Posteriormente
ao processo de homogeneizagio, a solugdo entdio era mantida a 37°C. Apés a avaliagio
morfolégica e vigor do sémen, posteriormente a sua chegada ao laboratdrio, este era

mensurado quanto ao volume e diluido na fragdo de 1:1, sempre colocando no sentido do
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diluente sobre o ejaculado. Apods esta pré-dilui¢do, deixava-se a amostra num periodo de 10
minutos de descanso e entdo era colocado diluente até alcangar o fracionamento desejado.

A concentragdo entre 3,0 a 3,5 x 10°/ dose inseminante é padronizada para a técnica de
inseminacdo artificial intra-cervical (IAIC) (MOREIRA et al., 2013). O ultimo passo era o
envaze das doses inseminantes em frascos de 100ml e deixar descansando por 90 minutos
antes de colocar em uma caixa de isopor com gelo reutilizavel, tomando o cuidado para que a

. . . 0
temperatura interna da caixa se mantivesse entre 15 e 18°C.

2.2.1.3 Inseminacao artificial intra-cervical

Visando a inducdo e deteccdo de cio nas oito fémeas participantes do projeto, um dos
varrdes era passado em frente as baias das marras por um tempo total de 15 minutos, depois o
outro macho era passado seguindo o mesmo protocolo (FIGURA 5A). Enquanto os cachagos
caminhavam em frente as baias, uma pessoa pressionava o dorso das fémeas suinas
procurando observar o comportamento referente ao cio, que neste caso, era o ato da total
imobilidade da marra frente a pressdo exercida sobre sou dorso. Também era visualizado a
vulva de cada fémea suina observando se estava hiperémica, edemaciada e com presenca de
secrecdo vulvar, sinais indicativos de que a marra se encontra em cio (EMBRAPA, 1993).

Quando se obtinha a confirmagdo do estro em alguma das fémeas, entdo o material
para a realizagdo da inseminagdo era separado e se realizava a coleta de s€émen para preparo
das doses inseminantes (FIGURA 5B). Uma bandeja foi organizada contendo os seguintes
materiais necessarios: papel toalha, gel lubrificante, pipeta para IAIC e frasco da dose

inseminante.
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FIGURA 5 - Verificacdo de estro (A) e coleta de sémen (B) em suinos pertencentes a projeto desenvolvido no
Laboratério de Pesquisa em Suinos da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” no campus
Jaboticabal

Antes da realizagdo da inseminagdo, o s€émen era contaminado, acrescentando-se 1 x
10’ TCIDs, de BVDV-2, contidos em 1,5 ml, de um isolado de campo do BVDV-2 que
apresentou alta patogenicidade em bovinos, para cada 50 ml de sémen diluido. O indculo se
encontrava congelado a -80°C e o descongelamento da amostra foi realizada em banhomaria a
37°C, imediatamente antes da contaminagdo. O procedimento de contaminagio era realizado
dentro da capela de fluxo laminar, procurando minimizar a chance de contaminagdo por
outros agentes.

Para que a marra ficasse na posi¢do certa para inseminar, uma pessoa exercia pressao
sobre seu dorso, mimetizando a pressdo exercida pelo macho no momento da monta natural.
O inseminador limpava a vulva da fémea com papel toalha, lubrificava a ponta da pipeta e a
introduzia no canal vaginal até encontrar resisténcia, significando que alcangou a entrada da
cérvix. Apds este passo, o frasco era acoplado a outra ponta da pipeta e colocado na posi¢ao
vertical em uma altura maior que a linha do dorso, deixando que por gravidade e uma leve
pressdo o sémen diluido contendo BVDV-2 fosse depositado dentro da cérvix da fémea suina.

Ao final de todo o contetido dentro do frasco a pipeta era retirada e a IAIC estava finalizada.
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Ao ser finalizada a TAIC, a fémea suina tinha as costas marcadas com tinta propria para
marcacdo animal, com o objetivo de identificar quais haviam sido inseminadas.

O procedimento de inseminacdo era realizado duas vezes, respeitando um intervalo de
12 horas entre eles, visando o aumento da taxa de concepcdo. Todas as oito marras foram

inseminadas dentro de um intervalo de nove dias (TABELA 2).

TABELA 2 - Relagdo de fémeas suinas inseminadas e infectadas, ou ndo, de acordo com grupo e volume de
suspencdo viral inoculada durante a realizacdo do Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria
no Laboratério de Pesquisa em Suinos da Unesp — Jaboticabal.

Volume inoculado /

Grupo Estado Inseminacao 100 ml sémen
1-Gl1 Infectada 12 / Marg¢o 3ml
2-Gl1 Infectada 11 / Margo 3ml
3-Gl1 Infectada 13 / Margo 3ml
4-Gl1 Infectada 10 / Margo 3ml
5-Gl1 Infectada 14 / Margo 3ml
6 -Gl Infectada 18 / Margo 3ml
2 - Controle Nao Infectada 11 / Margo 0 ml
3 - Controle Nao Infectada 13 / Marg¢o 0 ml

No decorrer de 30 dias apos a data das inseminagdes, o diagnostico de gestagdo ou
retorno ao cio foi realizado. O procedimento realizado foi o mesmo feito para se detectar o cio
anteriormente. A falta de apresentacdo dos sinais de estro indicava que a fémea estava prenhe.
Caso a fémea apresentasse retorno ao cio, entdo esta seria inseminada novamente.

Nao foi usado ultrassonografia para o diagndstico de prenhez devido ao método
utilizado, que ¢ a passagem do macho, ser mais rapido e pensando em uma granja comercial
seria necessario uma maior e especializada mao de obra. Todas as oito marrds apresentaram

sinais de prenhez 15 dias ap0s a realizagdo da TAIC.
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2.2.2 Projeto Mycoplasma suis

2.2.2.1 Extracao de DNA

Diferentes materiais bioldgicos podem ser usados na extragdo de DNA sendo que
neste caso foi utilizado sangue de matrizes suinas de descarte de uma granja comercial. O
sangue foi coletado no momento do abate destes animais, sendo imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em um freezer a -20°C. Devido a grande
quantidade de material a ser processado, eram extraidas 40 amostras por ciclo, totalizando 400
aliquotas, porém o armazenamento foi realizado em duplicata visando evitar possiveis perdas.

Inicialmente as amostras sanguineas foram descongeladas em temperatura ambiente.
Os materiais utilizados na extracdo foram: microtubos, micropipetas, ponteiras de 1000 pl,
papel toalha, vortex, banho seco, centrifuga refrigerada, estufa, tampao de lise, beta-
mercaptoetanol, acetato de potéssio, cloroférmio, alcool isoamilico, dlcool absoluto e alcool
70%. E importante ressaltar que todos os materiais utilizados eram estéreis.

Para iniciar o processo de extracdo, os microtubos foram devidamente identificados e
separados. Entdo, dentro de cada microtubo, eram pipetados primeiramente 1,6 ul de B-
mercaptoetanol juntamente com 800 ul de tampao de lise e 250 pl da amostra de sangue.

O B-mercaptoetanol ¢ uma substancia antioxidante e tem como funcdo neutralizar a
acao de metabdlitos secundarios ao processo e evitar que uma molécula de DNA se ligue em
outra molécula. Com a fun¢do de causar lise das células na amostra, o tampao de lise, era
composto por hidroximetil aminometano hidrocloreto (Tris HCL), 4acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), polivinilpirrolidona (PVP), dodecil sulfato de sédio (SDS) e cloreto de sodio
(NaCl). Para a preparagdo desta solugcdo foi utilizados 80 ml de Tris HCl com pH 8,
concentragdo de 160 mmol, substincia esta utilizada para manter o ph 6timo (pH 8) para que a
reacdo pudesse ocorrer. O EDTA tem como fun¢do inibir a acdo das nucleases, enzimas que
degradariam o material genético na amostra, foi utilizado na concentragdo de 60 mmol num
volume de 60 ml. Foram utilizados 20 ml de NaCl na concentracdo de 20 mol como
ionizador, visando a instabilidade da membrana. Também foram utilizados 2,5 g de SDS 5%,
detergente para potencializar a quebra da membrana celular, e 5 g de PVP 1% que possui

acdo antioxidante (SILVA et al., 2014)
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Ap6s todos os componentes serem pipetados nos microtubos, estes eram agitados no
vortex durante dez segundos e colocados no banho seco a 65°C por 40 minutos. A cada 15
minutos agitava-se os microtubos brevemente, garantindo assim a homogeneidade da solugdo.

Concluido o periodo de 40 minutos, adicionava-se 300 pl de acetato de potassio ao
conteudo dentro dos microtubos, visando assim a precipitagdo de proteinas e outros
contaminantes. Os microtubos foram homogeneizados rapidamente no vortex e colocados
durante 30 minutos a 7°C para que diminuisse a solubilidade da solugdo, favorecendo a
precipitacdo do SDS. Apds este tempo de espera e posterior centrifugacdo por 10 minutos a
12000 RPM / 10°C o sobrenadante que se formou foi retirado e depositado em outro
microtubo, devidamente identificado (FIGURA 6A).

A adigdo de 600 pl cloroférmio e alcool isoamilico na propor¢do de 24:1 tem como
objetivo a retirada dos lipideos. Devido o cloroférmio ser uma molécula apolar, assim como
os lipideos, ocorre um agrupamento das moléculas gordurosas formando micelas juntamente
com o cloroféormio, e este faz com que aumente a densidade destas micelas, facilitando a
precipitacdo das moléculas gordurosas em meio polar. O alcool izoamilico foi utilizado para
evitar a formagdo de bolhas durante a agitacao.

A precipitacdo dos lipideos ocorria apds cada amostra ser passada por vortex durante
10 segundos e centrifugadas a 12000 RPM / 10°C por 10 minutos, entio por densidade
lipideos e cloroformio se separavam do restante do contetido ficando depositados no fundo do
microtubo (FIGURA 6B). O sobrenadante era entdo retirado com auxilio de uma micropipeta,
tomando o devido cuidado para ndo romper a membrana de restos celulares formada entre o
sobrenadante e o cloroférmio, sendo assim depositado em outro microtubo.

Procurando obter uma amostra mais pura possivel, 1 ml de élcool absoluto foi
colocado em cada microtubo. O etanol promove o agrupamento dos dacidos nucleicos
presentes na solugdo através de uma transi¢do estrutural (ALMEIDA, 2011). Este processo
necessita de tempo para ocorrer, entdio as amostras foram armazenadas a -20°C de um dia para
o outro (FIGURA 6C).

Apds o processo overnight, os microtubos foram centrifugados a 12000 RPM a 10°C
por 20 minutos. Um pélete contendo o material genético formou-se no fundo do microtubo
(FIGURA 6D). O liquido foi removido por gravidade, secou-se a borda de cada microtubo
com papel toalha limpo, retirando o excesso de etanol 100%.

Para maximizar a retirada de sais restantes na amostra de DNA, foram adicionados
800 pl de etanol 70%. Como o cloreto de so6dio € pouco soluvel em etanol, entdo a solugdo

alcodlica usada de concentragdo mais baixa facilitava a purificagdo da amostra (OLIVEIRA et
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al., 2007). Apds a colocacgdo do alcool 70%, os microtubos foram centrifugados a 12000 RPM
a 10°C por 20 minutos, sendo utilizado para a retirada do excesso de 4lcool 0 mesmo processo
supracitado.

Visando acabar com os resquicios de etanol, pois este acaba por inibir a reagdo em
cadeia de polimerase (PCR), os microtubos foram colocados, com a tampa aberta e forrada
por papel toalha, dentro de uma estufa a 40°C por duas horas.

Apobs a secagem em estufa, foram adicionados aos microtubos 60 pl de substancia
cluente da Qiagen® (Hilden-Alemanha) depositado no centro da amostra para completa
elui¢io do DNA e os microtubos foram armazenados por duas horas em geladeira a 7°C. O
sobrenadante, contendo material genético, foi retirado e os microtubos armazenados em

freezer a -20°C.

A

DNA + RNA
(aqueous)

[ S——

Protein
(organic)

FIGURA 6 - Fases de uma extragdo de DNA realizada durante o Estagio Curricular Supervisionado em
Medicina Veterinaria no Laboratério de Pesquisa em Suinos da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” no campus Jaboticabal. A: desenho esquematico demonstrando a separa¢do do material genético
da parte organica da amostra logo apds primeira reacdo e centrifugagdo. Fonte: GENE TARGET SOLUTIONS
(https://www.genetargetsolutions.com.au/product/5prime-phase-lock-gel/); B: amostra logo apds segunda
centrifugagdo, evidenciando a separagdo do material genético na parte superior seguido da membrana de restos
celulares e cloroférmio mais a baixo; C: agrupamento dos acidos nucleicos presentes na solugdo logo apds o
processo overnight; D: pélete contendo DNA formado no fundo do microtubo pronto para a eluigdo e
congelamento.
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2.2.3 Visita técnica

Pode ser acompanhado durante o ECSMV uma visita técnica a uma unidade produtora
de leitdes na cidade de Holambra — SP. Todas as instalagdes da granja foram visitadas, bem
como foram aplicadas estratégias de manejo reprodutivo, sanitario e nutricional aplicados na
propriedade.

A granja contava com 500 matrizes suinas, com partos e inseminagdes ocorrendo
diariamente. Os animais nascidos eram mantidos na granja até atingirem peso minimo de 24
quilos numa idade aproximada de 63 dias. Apds este periodo eram transferidos para outra
unidade da granja, que nao foi visitada, até atingir o peso esperado para abate, entre 90 e 110
kg dependendo do comprador. A instalacdo dos leitdes pds desmame, fase de creche, continha
piso pléstico vazado, comedouro automatico, bebedouros tipo nipple e cortinas. As baias de
maternidade eram individuais e dispunham da mesma estrutura que as baias da creche, porém
contava com escamoteador.

E importante ressaltar as falhas de manejo e biosseguridade visualizadas na granja.
Logo na chegada a granja foi percebida a falta de um cinturdo verde para evitar a entrada de
patdgenos via correntes de ar. Também nao foi necessario que os visitantes tomassem banho
ou trocassem suas roupas, evidenciando uma falha na prevengdo de doengas. Dentro da
propriedade pode ser visualizada a presenca de outras espécies animais, fato que colabora
para a entrada e propagacdo de patogenos.

A instalagdo dos leitdes pos desmame possuia piso plastico vazado, comedouro
automatico, bebedouros tipo nipple e cortinas. Os reprodutores e matrizes eram mantidos em
suas respectivas instalagdes, porém foi notado que o piso era de concreto e tinha uma ladmina
d’4gua correndo ao fundo destas baias.

O fato de haver a lamina d’4dgua na baia dos animais reprodutores ¢ de grande
importancia negativamente, pois o piso maci¢o pode levar os animais a apresentar problemas
no aparelho locomotor. O piso maci¢o promove o acimulo de fezes e urina favorecendo a
ocorréncia de doengas respiratorias e entéricas. A umidade nas baias aumenta devido a
presenga da lamina d’agua, facilitando a proliferacdo de patéogenos e ndo promovendo um

escoamento eficiente dos dejetos.
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3 - DISCUSSAO

3.1 BVDV

Um dos projetos de pesquisa desenvolvido no Labsui ¢ voltado para a pesquisa do
virus da diarreia viral bovina 2 (BVDV-2) em suinos. Semelhante ao que ocorre em
ruminantes, espera-se que o sémen do suino dissemine o patdégeno, principalmente com o
avanco das biotecnologias da reprodu¢do. Procurando a confirmagdo desta hipotese, cachagos
foram infectados experimentalmente, em um momento anterior ao periodo de estagio,
esperando que fosse detectado o BVDV-2 no sémen, entretanto ndo foi detectada excrecao
viral através do sémen ap6s PCR. Além disso, fémeas suinas foram inseminadas com sémen
experimentalmente infectado por BVDV-2, esperando que elas apresentassem soroconversao
para o virus inoculado.

Os Pestivirus pertencem a familia Flaviviridae, com ocorréncia mundial causando
prejuizos reprodutivos, economicos e produtivos na suinocultura, bovinocultura e
ovinocultura. Quatro espécies compoem o género Pestivirus: virus da diarreia viral bovina 1 e
2 (BVDV) acometendo bovinos, suinos e ovinos; virus da doenca da fronteira (BDV) que
acomete principalmente ovinos, porém pode causar doenga em suinos e bovinos; virus da
peste suina cldssica (CSFV) ocorrendo em suinos, porém podendo ser transmitido para
bovinos (ICTV, 2018). Os pestivirus atipicos foram recentemente descobertos € um tem sido
relacionado com tremor congénito em leitdes (POSTEL et al., 2016).

Os pestivirus possuem RNA de fita simples, sdo envelopados, esféricos, sensiveis a
solventes, e podem ser congelados a -70 °C ou liofilizados, possibilitando seu armazenamento
durante anos (DONIS et al., 1995). Devido a similaridade antigénica entre os BVDV (tipo 1 e
2) e o virus da PSC, o BVDV tem assumido importancia na suinocultura mundial pela
capacidade de gerar reagdes cruzadas em testes diagnodsticos, produzindo no hospedeiro
também sinais clinicos parecidos com os sinais da PSC, tais como pirexia, retorno ao cio,
nascimento de animais fracos ¢ aborto. Desta forma, sendo um desafio a realizacdo de um
diagnéstico preciso (FLORES et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2014; ALMEIDA, 2015).

Testes sorologicos para a deteccdo de anticorpos anti-BVDV parecem ser os menos

custosos, mais eficientes e de facil realizagdo para a confirmag¢do dos animais infectados,
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justificando o uso deste teste na realizacdo do projeto acompanhado. Para se diagnosticar a
exposicao do animal ao virus da PSC, o teste de imunofluorescéncia direta (IFD) apresentou
facilidade na identificagdo de células de cultivo celular infectadas com CSFV, soro e sangue
total de suinos infectados (GONZALEZ et al., 2014).

Testes confirmatorios visando a diferenciagdo, nos casos de reagao cruzada, devem ser
realizados. O teste de elei¢do para identificagdo € o teste de virus neutralizagdo comparativa.
Estes testes confirmatorios sdo de extrema necessidade pois, em casos de PSC, a principal
medida de controle € o abate de todo o rebanho (OIE, 2009).

A transmissdo do BVDV pode ocorrer por contato direto e indireto entre os animais. O
virus, em bovino, pode ser eliminados através de secre¢des nasais, sémen, urina e fezes. A
transmissdo transplacentdria também ocorre em vacas prenhes. Os animais podem ser
portadores sintomaticos ou assintomaticos, ocorrendo com frequéncia o nascimento de
animais persistentemente infectados. Estes animais possuem importante papel na manutengao
e transmissdao do virus dentro do rebanho (CANARIO et al., 2009; LOPES et al, 2010).
Segundo Grooms (2004), se a infec¢dao pelo BVDV ocorrer entre 90 e 120 dias de gestacdo na
fémea bovina, o feto reconhecerd o virus como proprio, resultando assim em um animal
persistentemente infectado.

Segundo Dias (2008), 26 rebanhos bovinos ndo vacinados provenientes dos Estados de
Minas Gerais e Sdo Paulo foram testados e 39,2% dos animais eram positivos para BVDV -1
ou BVDV-2. Apos infeccdo experimental, a viremia ¢ detectada em até 20 dias e mesmo apds
dilui¢do e congelamento do sémen, o agente se mantém viavel. Fémeas bovinas inseminadas
artificialmente tiveram anticorpos especificos para BVDV detectados 15 dias apds
inseminacao com sémen contaminado (KIRKLAND et al.,1991; 1993). Justifica-se entdo, a
hipotese de que fémeas suinas possam ser contaminadas através da inseminacao artificial.

Jé4 as infecgdes causadas por BVDV em suinos sdo em sua maioria assintomaticas, mas
podendo os animais apresentar sinais como abortamento, leitdes natimortos, leitegadas
debilitadas, méa formagdes e nascimento de animais persistentemente infectados (BECHER et
al., 2003).

O aumento da utilizagdo das biotécnicas da reproducdo, tais como transferéncia de
embrido e inseminacdo artificial tem desempenhado um importante papel na disseminagdo do
BVDYV, tendo em vista que o sémen bovino tem a capacidade de transmitir o virus, causando
infeccdo (MASCITTI et al., 2017). Concordando com isso, Maes et al., (2016) relatam o
absoluto uso da inseminacao artificial para reprodugdo na suinocultura comercial, mostrando

0 quanto os profissionais que trabalham garantindo a sanidade dos suinos necessitam estar
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atentos, procurando sempre evitar a entrada de agentes nos rebanhos, afim de garantir os
melhores resultados na producao.

Sdo varios os agentes virais excretados via s€émen nos suinos, virus estes que sdo de
importancia para a suinocultura mundial, como o virus causador da doenca de Aujesky
(OLIVEIRA, 2011), o virus da sindrome respiratoria e reprodutiva dos suinos (PRRSV)
(CIACCI-ZANELLA et al., 2002), circovirus 2 (GERBER et al., 2010) e parvovirus suino
(HAACH et al., 2016).

Smit et al. (1999) afirmam que, em estudo realizado na Holanda, cachacos infectados
com o CSFV excretaram o virus via s€émen e consequentemente infectaram matrizes e fetos
via inseminagdo artificial. A detec¢do foi realizada através de RT-PCR, e apos avaliagdo de
morfologia, motilidade e concentragdo, foi visto que o virus ndo provoca alteracdes, fazendo
com que viabilize o uso do sémen caso ndo seja realizada previa detecgao.

Durante o periodo de estagio, foi possivel acompanhar algumas etapas de um estudo
desenvolvido no Labsui visando melhor elucidac¢ao sobre as formas de transmissao do BVDV
em suinos experimentalmente infectados. Estd comprovado na literatura que o BVDV ¢ capaz
de causar infec¢do em suinos, no entanto, 0 modo de transmissao nao foi ainda comprovado.

Os testes de PCR e virus-neutraliza¢ao nao haviam sido realizados até a data final do

ECSMV.

3.2 Mycoplasma suis

Podendo causar infecgdes clinicas e subclinicas, o M. suis ¢ um agente
economicamente importante na suinocultura, podendo acometer animais em diferentes fases
de crescimento (YUAN et al., 2009). Devido ao agente ser ainda pouco estudado no Brasil, o
projeto objetiva realizar estudos epidemiologicos em granjas comerciais no Estado de Santa
Catarina, através de PCR em amostras sanguineas de fémeas de descarte.

O M.suis é o agente bacteriano, contendo DNA em seu genoma, causador da
eperitrozoonose suina e ¢ um agente de importancia zoondtica. Pertencente ao género
Mycoplasma, a familia Mycoplasmataceae e a classe Mollicutes, o M. suis possui como
principal caracteristica a auséncia de parede celular, sendo também caracterizada como uma
bactéria hemotropica, pelo tropismo que esta apresenta pelas hemacias (PETERS et al., 2008;

YUAN et al., 2009; VIEIRA et al., 2011).
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O M. suis ¢ uma bactéria intracelular obrigatdria, apesar de pesquisadores durante
muito tempo acreditarem que ela somente se aderia a superficie do eritrocito (MESSICK et
al., 2004). A bactéria possui o didmetro de 0,8 a 1,0 um, porém no estagio agudo da infec¢ao
pode ser encontrada em um tamanho maior (GROEBEL et al., 2009; BORDIN, 2012). Por
acometer as células vermelhas do sangue em suinos, a infec¢do por M. suis esta intimamente
ligada a ocorréncia de anemia hemolitica em suinos de todo o mundo, causando grandes
perdas econdmicas (RITZMANN et al, 2009).

Animais em fase de maternidade, creche, crescimento ¢ matrizes sao
epidemiologicamente mais susceptiveis a infeccdo pelo M. suis e, uma vez infectados,
tornam-se portadores por toda a vida. A transmissdo pode ocorrer através de fomites e vetores
como a mosca dos estdbulos (Stomoxys calcitrans), o mosquito Aedes aegypti e o piolho
Haematopinus suis (PRULLAGE et al., 1993; HOELZLE et al., 2007a; SMOLA et al., 2008).
Dietz et al. (2014) concordaram relatando que detectaram o M. suis em amostras de urina,
saliva, secre¢do nasal e vaginal, podendo também ocorrer transmissdo indireta através da
inalacdo de microparticulas de poeira.

O M. suis causa infec¢do persistente e provoca diferentes sinais clinicos nos suinos.
Quando o M. suis infecta a corrente sanguinea do suino, uma resposta febril ¢ desenvolvida
sete ou oito dias ap0s a ocorréncia da infeccdo. Durante a fase aguda da doenga a infec¢@o dos
eritrocitos € intensa, podendo causar hipoglicemia, convulsao e morte (MESSICK et al., 2004;
STRAIT et al., 2012).

A eperitrozoonose, quando na sua forma cronica, pode causar anemia hemolitica,
causando, assim, trombocitopenia e diminui¢do de hematdcrito. Além disso, causa anemia em
neonatos, crescimento retardado, ictericia, disgalaxia em fémeas reprodutoras e baixa da
performance reprodutiva do rebanho (HOELZLE et al., 2003; STRAIT et al., 2012).

Sokoli et al. (2013) justificam isso relatando que, animais jovens ao serem
necropsiados apresentam palidez dos orgdos, ictericia, densidade sanguinea diminuida,
modesta esplenomegalia e, em regides de clima frio, pode ser observado necrose de
extremidades. Em animais mais velhos, os mesmos sinais podem ser observados além de
esplenomegalia mais acentuada.

Duas proteinas sdo responsaveis pela adesdo do M. suis a superficie da hemacia:
MSGI e a a-enolase, sendo entdo os mais importantes fatores de viruléncia desta bactéria. O
M. suis através destas proteinas se aderem a superficie do eritrocito através de ligacdes
fibrilares causando deformacdo celular e hemolise extravascular no figado, bago e medula

6ssea (GUIMARAES et al., 2011A; HOELZLE et al, 2014;).
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As proteinas de adesdo do M. suis desempenham duas importantes fun¢des no
mecanismo de adesdo a hemacia: MSGI expressa Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), uma enzima que age sobre as moléculas de glucose e carboidrato
para a obtencdo de energia; a a-enolase atua na adesdo do M. suis a superficie do eritrdcito
(HOELZLE et al., 2007b; SCHREINER et al., 2012).

O M. suis usa um mecanismo semelhante a endocitose para penetrar a célula vermelha.
A bactéria atua sobre a superficie celular provocando invaginagdes na membrana, seguido de
depressdes que provocam uma abertura por onde a bactéria penetra. Apos a entrada do agente
na hemdcia, acontece a formac¢do de vactolos intracelulares e entdo a membrana celular se
funde novamente, evitando a lise celular e promovendo um meio de evasdo do M. suis ao
sistema imune (GROEBEL et al., 2009; SOKOLI et al., 2013).

Segundo Sokoli et al. (2013), o M. suis interage com as células do tecido endotelial e,
a partir da ativagdo da resposta imune local, os eritrocitos acabam se aderindo a parede do
vaso sanguineo, portanto, dano a parede do vaso também pode ser observado. Hemorragia,
oclusdo de vasos e coagulagdo intravascular pode ser observada em suinos infectados por M.
Suis.

Infeccdes causadas por M. suis sdo poucos diagnosticadas devido a baixa
especificidade e sensitividade dos métodos diagnosticos aplicados. Justificando a escolha da
coleta sanguinea para realizagdo das PCR’s, Messick et al. (2004) dizem que sangue dos
rebanhos apresentando sinais clinicos parecidos com os da eperitrozoonose deve ser coletado
para diagnostico confirmatorio.

Animais acometidos e coletados durante a fase aguda da doenga possuem maiores
niveis de infec¢do do que os animais em fase cronica facilitando o diagnostico por esfregaco
(HOELZLE et al., 2014). Esfregaco sanguineo pode ser usado como diagndstico para
visualizacdo da bactéria e confirmag¢do da infec¢do por M. suis., entretanto, esta técnica
apresenta baixa sensibilidade devido a dificuldade de visualizacdo do agente (GROEBEL et
al., 2009; GUIMARAES et al., 2011b). Testes sorolégicos como ELISA e hemaglutinacio
indireta podem ser realizados na pesquisa da infec¢dao porém, segundo Vieira et al. (2011), o
uso da técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) ¢ mais eficiente quanto a
sensibilidade e especificidade, concordando com o que disse Groebel (2009) e Guimaraes
(2011b).

Ainda que exista métodos baratos para se chegar ao diagnodstico e métodos com grande
especificidade e sensibilidade estejam sendo desenvolvidos cada vez mais, as caracteristicas

epidemioldgicas precisam ser mais estudadas. Hoelzle et al. (2007C), descrevem que os
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métodos quantitativos irdo permitir que formas de controlar e prevenir a heperitrozoonose
sejam desenvolvidos. Hoelzle et al. (2009), concordaram quando, testaram uma vacina
recombinante usando a proteina de adesdo MSGI1 e, apesar de observarem forte resposta
imune, os animais ndo conseguiram desenvolver uma resposta efetiva na prote¢do contra a
infeccdo por M. suis.

Nao foi possivel acompanhar o projeto em toda sua execu¢do devido ao fim do

periodo de estagio, impossibilitando acompanhar os resultados.
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4 — CONCLUSOES

O periodo de estagio curricular supervisionado em medicina veterinaria (ECSMV)
realizado no Laboratério de Sanidade Suina (Labsui), concentrado na area de Sanidade de
Suinos, pertencente a Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (Unesp), foi de
extrema importancia, pois foi possivel acompanhar diversas atividades diferentes das
previamente vivenciadas durante o periodo de graduacdo na Universidade Federal do Pampa,
além de poder fixar o que ja havia aprendido.

As atividades acompanhadas foram de extrema importancia para que o que foi, em sua
maioria, visto na teoria durante a graduagao fosse fixado colocando o que foi aprendido em
pratica, além de adquirir novos conhecimentos..

Os projetos acompanhados, as discussdes de artigos, palestras, visitas técnicas e cursos
realizados trouxeram a oportunidade de aprofundar os estudos sobre a sanidade dos suinos,
area esta que lhe desperta extremo interesse. A convivéncia didria e continua com
pesquisadores ajudaram o estagiario a desenvolver curiosidade sobre a area, que no dia a dia
pode ser um fator importante na solu¢do de problemas.

A realizagdo do ECSMV foi de grande valia, pois estimulou o estagiario a sair de sua
zona de conforto, incentivando-o a desenvolver uma visdo critica, detalhista e pesquisadora,

importante para obten¢do do sucesso na carreira profissional.
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ANEXO

ANEXO A - Certificado do Estagio Curricular Supervisionado em Medicina

Veterinaria realizado no Laboratério de Pesquisa em Suinos na Universidade

Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”(Unesp).
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