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RESUMO. O objetivo deste estudo foi avaliar a 
atividade de Rosmarinus officinalis L. frente aos 
ectoparasitas Ctenocephalides felis felis, Rhipice-
phalus sanguineus e Rhipicephalus microplus. Os 
bioensaios seguiram a técnica impregnação em 
papel filtro para C. felis felis e teste de imersão de 

teleóginas para R. microplus e R. sanguineus. O ex-
trato de R. officinalis L. foi obtido por maceração 
e sua composição química qualitativa avaliada por 
testes farmacopeicos. Análise fitoquímica prelimi-
nar mostrou a presença de flavonoides, taninos con-
densados, terpenos e saponinas. Para os testes de 
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inibição foram preparadas diluições do extrato na 
faixa de concentração entre 78 e 40.000 ppm. Os 
resultados mostram que o extrato de R. officinalis L. 
apresentou atividade in vitro com resposta propor-
cional a concentração na faixa de 78 a 2.500 ppm 
para C. f. felis com valores de eficácia máximo de 
95%. A eficácia carrapaticida apresentou menores 
valores de eficácia comparada a eficácia pulguicida 
em todas as concentrações testadas, com valor de 
eficácia máximo de 45,33 % para R. sanguineus e 
28,50% para R. microplus.
PALAVRAS-CHAVE. Teste in vitro, alecrim, ectoparasitas, 
fenólicos, farmacopeia.

INTRODUÇÃO
Produtos naturais foram amplamente emprega-

dos no controle de pragas agrícolas desde meados 
do século XIX (Braibante & Zappe 2012). Uma das 
funções das substâncias que compõem estes extra-
tos (metabólitos secundários) é fornecer proteção 
às plantas ou permitir interações com o ambiente 
(Schafer & Wink 2009).

O Brasil, com tantas peculiaridades e plurali-
dade climáticas e geográficas, abriga uma diversi-
dade enorme de plantas (Viegas-Junior 2003) com 
mais de 56.000 espécies descritas (Giulietti et al. 
2005).

A pulga, Ctenocephalides felis felis (Bouché, 
1835) e o carrapato, Rhipicephalus sanguineus (La-
treille, 1806) destacam-se entre os ectoparasitas que 
acometem cães e gatos, por serem espécies cosmo-
politas com capacidade vetorial de uma série de pa-
tógenos, não só para os animais mas também para o 
homem (Dantas-Torres 2008).

O mapeamento do impacto econômico de Rhipi-
cephalus microplus Canestrini (1887) no Brasil em 
2002 foi calculado em dois bilhões de dólares por 
ano (Grisi et al. 2002).

Os carrapatos necessitam se alimentar de sangue 
pelo menos durante uma fase da vida (Fritz 2009) e 
é justamente por este comportamento é responsável 
pelas perdas econômicas, irritação intensa e doença 
de pele nos animais de companhia, além de serem 
preocupantes pela questão da saúde pública, por 
transmitirem zoonoses (Taylor 2001). A alimenta-
ção é traumática, e espoliativa; podendo inocular de 
substâncias de alto peso molecular pela saliva; além 
da depreciação do couro e predisposição a miíases e 
abscessos (Massard & Fonseca 2004).

As pulgas provocam injúrias pela picada e popu-
lações não-controladas de pulgas em cães e gatos 

podem provocar prurido intenso, levando a automu-
tilação e anemia (Carlotti & Jacobs 2000).

Atualmente os principais métodos de controle 
destes ectoparasitos tem se baseado na aplicação 
de produtos que contém nas suas fórmulas inseti-
cidas/acaricidas tradicionais (Taylor 2001). Para o 
controle desses vetores a abordagem mais adequada 
envolve a utilização de várias das ferramentas dis-
poníveis em um programa de manejo integrado.

O alecrim, Rosmarinus officinalis, é utilizado 
como tempero e erva medicinal (Oluwatuyi et al. 
2004). Esta espécie apresenta uma química ampla-
mente estudada em que são encontradas mais de 
45 substâncias fenólicas, das quais os flavonoides 
e ácidos fenólicos são os componentes principais 
(Ozarowski et al. 2013). Antocianinas (Švarc-Gajic 
et al. 2013) e terpenos como 1,8-cineol (Carvalho 
Jr et al. 2005). Estes metabólitos são responsáveis 
pela defesa do vegetal contra microrganismos pato-
gênicos, atuam na sinalização química, são substân-
cias atrativas para agentes polinizadores, protegem 
os vegetais contra radiação ultravioleta, além de di-
versas outras funções (Harborne & Williams 2000). 

Em vários países, estudos a partir do uso popular 
do alecrim têm sido realizados visando a compro-
vação do potencial terapêutico da espécie. Formula-
ções de unguento com óleo essencial de alecrim são 
produzidos e utilizados no tratamento de processos 
inflamatórios e tem ação diurética e carminativa. 
Atividades inseticida (Porte & Godoy 2001), contra 
a lagarta-do-repolho Trichoplusia e a lagarta da pas-
tagem Pseudaletia unipuncta, (Isman et al. 2008) e 
acaricida contra R. microplus (Martinez-Velasquez 
et al. 2011) também são reconhecidas.

Muitas drogas comerciais surgiram do estudo 
do efeito de plantas em insetos e fungos, como por 
exemplo, os piretróides, compostos análogos sinté-
ticos das piretrinas, substância natural extraída das 
flores de crisântemos. Também podem ser citados 
os estudos sobre Azadirachta indica, conhecido 
como nim, planta amplamente utilizada como me-
dicinal, cuja molécula azadiractina ainda não pôde 
ser sintetizada por sua alta complexidade. O extrato 
de Capsicum spp. foi avaliado contra Boophilus de-
coloratus em testes in vitro com teleóginas ingurgi-
tadas, tendo demonstrado grande atividade acarici-
da (Moreira et al. 2010).

Estudos com óleo essencial da espécie R. offi-
cinalis L., têm sido realizados apresentando ativi-
dade acaricida no controle do carrapato bovino R. 
microplus (Martinez-Velazquez et al. 2011) e de 
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Tetranychus urticae, importante em várias culturas 
de importância econômica (Miresmailli & Isman 
2006, Laborda et al. 2013).

A utilização de produtos alternativos prove-
nientes de plantas apresentam inúmeras vantagens, 
quando comparados ao emprego de produtos sin-
téticos pois são obtidos de recursos renováveis e 
rapidamente degradados, não deixando resíduos no 
meio ambiente (Martinez-Velazquez et al. 2011).

 Na busca por novas substâncias inseticidas e 
acaricidas objetivou-se neste trabalho avaliar in vi-
tro a atividade de R. officinalis sobre adultos não 
alimentados de C. f. felis e sobre fêmeas ingurgita-
das de R. sanguineus e R. microplus, e realizar um 
estudo farmacognóstico de conhecimento da com-
posição química.

MATERIAL E MÉTODOS
Obtenção do material vegetal e obtenção do extrato seco

O material vegetal seco (folhas) foi adquirido de ervanário 
localizado no município de Volta Redonda, RJ, Brasil. O pre-
paro do extrato etanólico (RO) foi realizado pelo processo de 
maceração estática, no qual o material vegetal foi submetido 
a exaustão por nove dias e troca de solvente a cada três dias.

Análise fitoquímica preliminar
Para determinar a presença ou ausência dos metabólitos 

secundários em R. officinalis L. foram realizados ensaios co-
lorimétricos de acordo com a Farmacopeia Brasileira (Brasil 
2010) e Costa (1994), além disso, análises de cromatografia 
em camada delgada seguida de utilização de reveladores quí-
micos como: difenilborato de aminoetanol e solução etanólica 
com 5% de polietilenoglicol (NP-PEG - revelação de flavo-
noides) e anisaldeído sulfúrico - revelação de terpenos.

Foram utilizados testes farmacopeicos para análise do teor 
de saponinas pelo método de índice de espuma; reações de 
shinoda, cloreto férrico e cloreto de alumínio para identifica-
ção de flavonoides; reações de gelatina, cloreto férrico e aceta-
to de chumbo visando identificar taninos; análise com reagen-
te de Dragendorff e Mayer para identificação de alcaloides; e 
reação de Borntrager para identificação de antraquinonas.

Ensaios biológicos com pulgas
Para a realização de teste in vitro com adultos não alimen-

tados de C. f. felis foi realizado o teste de impregnação em pa-
pel filtro e utilizado o extrato (RO) obtidos a partir das folhas 
de R. officinalis. Foi preparada uma solução-mãe à 200 mg/
mL e a partir desta, foram realizadas 10 diluições seriadas 1:2 
iniciando na concentração de 40.000 ppm. Estes foram dilu-
ídos em acetona, um solvente inócuo capaz de solubilizar o 
extrato o qual serviu de controle negativo.

Para cada concentração, foram realizadas duas repetições 
cada uma composta por uma tira de papel filtro com 10 cm2 (1 
cm de largura e 10 cm de comprimento), totalizando 20 tiras 
e mais duas tiras referentes ao controle. Cada tira foi impreg-
nada com 0,2 mL da respectiva diluição. Após o tratamento a 
amostra foi seca no ambiente por 30 minutos. Em cada desa-

fio, as tiras foram alocadas em tubos de ensaio contendo 10 
adultos não alimentados de C. f. felis, cinco machos e cinco 
fêmeas. As pulgas são provenientes de uma colônia mantida 
desde 1998, nas mesmas dependências onde foram realiza-
dos os testes. Os tubos foram vedados com tecido não tecido 
(TNT) e elástico, devidamente identificados com o grupo e 
mantidos em câmara climatizada com temperatura de 28±1°C 
e umidade relativa de 75±10%.

A média de pulgas vivas por concentração foi avaliada nos 
períodos de 10 e 30 minutos, 1, 2, 24 e 48 horas com auxílio 
de um microscópio estereoscópico.

 O critério de avaliação utilizado foi a motilidade, qualquer 
inseto que apresentasse um mínimo de movimento era consi-
derado vivo.

A avaliação da eficácia in vitro de cada concentração dos 
extratos seguiu a fórmula desenvolvida por Abbott (1987): 
(número médio de pulgas vivas do grupo controle - número 
médio de pulgas vivas do grupo tratado) / (número médio de 
pulgas vivas do grupo controle) x 100.

Para o cálculo da DL utilizou-se o programa Minitab® 
versão 16 (2013, Minitab Inc., Leadtools, Lead Technologies, 
Inc.) levando em consideração a relação de sobrevivência e 
utilizando o método de probits.

Ensaios biológicos com carrapatos
No teste de imersão de teleóginas (Drummond et al. 1973) 

utilizou-se uma solução-mãe do extrato à 200 mg/mL em 10 di-
luições seriadas 1:2 iniciando na concentração de 40.000 ppm 
diluídos em água. O controle negativo foi feito somente com 
água destilada. Foram utilizados exemplares de R. microplus e 
R. sanguineus mantidos em colônia laboratorial em bezerros e 
coelhos respectivamente. Cada grupo de teleóginas (n=6) foi 
submetido à imersão, por cinco minutos, em 10 mL do extrato 
diluído na concentração a ser testada em duas repetições. Os 
grupos controles de teleóginas foram imersos em água desti-
lada. Após a imersão o excesso do extrato diluído foi retirado 
com o auxílio de papel toalha. As teleóginas foram acondicio-
nadas em placa de petri descartável, identificada com data, dia 
experimental, grupo, peso e número de repetições e fixadas 
em fita dupla face. O material foi incubado em câmara clima-
tizada com demanda bioquímica de oxigênio (B.O.D.), a 27 ± 
0,5°C de temperatura, umidade relativa do ar de 75 ± 10% por 
21 dias. Após este período as posturas das teleóginas de cada 
placa foram pesadas e transferidas para seringas fechadas com 
algodão. As seringas devidamente identificadas retornaram à 
estufa, nas mesmas condições de umidade e temperatura an-
teriores até a eclosão das larvas. A eclodibilidade dos ovos foi 
avaliada por estimativa de porcentagem em relação àqueles 
que não eclodiram.

A leitura de postura foi feita 21 dias após o tratamento e a 
eclodibilidade foi avaliada após 42 dias. A eficácia do extra-
to foi avaliada através da comparação do índice de eficiência 
reprodutiva IER= peso dos ovos/peso das fêmeas x 20000 x 
% eclodibilidade e a Eficácia EC = (IER controle - IER trata-
mento)/IER controle x 100.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os dados da análise fitoquímica preliminar, re-

alizada com folhas de R. officinalis mostraram a 
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presença de taninos condensados: reação de gela-
tina positiva (precipitação), reação do cloreto fér-
rico, positiva (coloração verde) e reação de acetato 
de chumbo negativa; saponinas com formação de 
espuma persistente com por mais de 15 minutos e 
flavonoides: reação de Shinoda positiva (coloração 
vermelha), reação de cloreto férrico positiva (colo-
ração verde) e reação cloreto de alumínio positiva 
(fluorescência amarelo-esverdeada), caracterizando 
a classe, a flavonol (Tabela 1).

As plantas medicinais sintetizam diversos meta-
bólitos secundários (saponinas, antraquinonas, alca-
loides, taninos, flavonoides, terpenos, entre outros) 
(Saúde-Guimarães et al. 2007, Barbosa-Filho et al. 
2007, 2008). Sabe-se que estes metabólitos podem 
sofrer variações na produção devido a diversos fa-
tores como: tipo de cultivo, nível de pluviosidade e 
insolação, tipo de solo, e diversos outros fatores que 
dependem das características climáticas-edáficas. 
Entretanto, devido a rota biossintética de formação 
dos metabólitos secundários, estas substâncias po-
dem estar presentes em determinadas espécies ve-
getais, servindo de parâmetro quimiossistemático 
para sua caracterização e identificação (Hubinger et 
al. 2009).

A análise fitoquímica preliminar indicou, de 
forma qualitativa, a presença em grande escala de 
substâncias fenólicos como flavonoides e taninos 
condensados. Outros metabólitos com saponinas e 
terpenos menores também estão presentes nas es-
pécies estudada, no entanto, sua presença não foi 
tão abundante quanto as substâncias fenólicas. De 
acordo com as análises colorimétricas realizados 
observamos que não houve resultado positivo para a 
presença de alcaloides, o que era de se esperar uma 
vez que o processo extrativo (maceração em etanol) 
não favorece o isolamento deste tipo de metabólito 
secundário que apresenta em sua estrutura química 
um nitrogênio, e confere assim, uma característica 
básica à classe. Antraquinonas também não foram 
identificadas na espécie, sugerindo assim, que estas 
não fazem este tipo de metabólito, pois até o mo-
mento, não são encontradas na espécie.

Os ensaios biológicos em C. f. felis em diferentes 
concentrações de R. officinalis demonstraram níveis 
de atividade capazes de matar 95% das pulgas na 
concentração de 2.500 ppm após 48 horas do tra-
tamento (Tabela 2). Todas as outras concentrações, 
maiores e menores tiveram resultados inferiores, 
mesmo a concentração de 5.000 ppm apresentou 
85% de eficácia, resultado inferior ao esperado, 

mortalidade diretamente proporcional à concentra-
ção. Os resultados das contagens de 24 e 48 horas 
para todas as concentrações evidenciaram um au-
mento de até quatro vezes de um dia para o outro, 
sendo que em 2.500 ppm a leitura de 48 horas apre-
sentou mais que o dobro da eficácia de 24 horas. A 
menor diluição, 40.000 ppm apresentou resultados 
idênticos aos de 625 e 156 ppm.

 A partir dos valores de mortalidade de C. f. felis 
utilizando o extrato em dez concentrações foi possí-
vel calcular a DL50= 1589,2 ppm.

Os resultados esperados de eficácia diretamente 
proporcional a dose ou concentração do fármaco 
está relacionado a biodisponibilidade com que o 
princípio ativo seja absorvido pelo parasito. Alguns 
fatores influenciam nessa absorção, como a solubi-
lidade e inversamente a saturação de concentrações 
crescentes, como ocorreu nesse estudo com C. f. 
felis.

A avaliação da atividade de R. officinalis sobre 
os fêmeas ingurgitadas de R. sanguineus e R. micro-
plus, carrapatos de cães e bovinos respectivamente, 
em concentrações de 78 a 40.000 ppm demonstra-
ram que o peso médio das posturas se apresentou de 
forma constante para todos os grupos testados sen-
do as médias dos grupos de R. sanguineus e R. mi-
croplus tratados menores que dos grupos controles.

Os dados da avaliação da eficiência reprodutiva 

Tabela 1. Metabólitos secundários encontrados em Rosma-
rinus officinalis L. por ensaios colorimétricos de acordo com a 
Farmacopeia Brasileira (Brasil 2010) e Costa (1994).

 Metabólitos Secundários de Rosmarinus officinalis
 Flavonoides Taninos Alcaloides Terpenos Saponinas Antraquinonas

 +++ +++ - + + -

+ Encontrados em baixa concentração; +++ encontrados em altas 
concentrações; - Ausentes na espécie estudada.

Tabela 2. Atividade in vitro de Rosmarinus officinalis testado 
em diferentes concentrações (78 - 40000 ppm) sobre adultos 
não alimentados de Ctenocephalides felis felis.

	Concentrações	 Média	de	pulgas	vivas	nas	 Eficácia	com
 (ppm) repetições 1 e 2 24h (%) 48h (%)
    10 min 30min 1h 2h  24h 48h

  40.000 10 10 10 10 10 7,5 0 25
  20.000 10 10 10 10 8,5 5 15 50
  10.000 10 10 10 10 7,5 3,5 25 65
  5.000  10 10 10 10 6,5 1,5 35 85
  2.500  10 10 10 10 5,5 0,5 45 95
  1.250  10 10 10 10 8 5,5 20 45
  625  10 10 10 10 9 6 10 40
  312  10 10 10 10 9,5 7,5 5 25
  156  10 10 10 10 9,5 7,5 5 25
  78  10 10 10 10 10 8 0 20
  Controle 10 10 10 10 10 10 
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dos grupos tratados de R. sanguineus e R. micro-
plus, nas mesmas concentrações de R. officinalis, 
evidenciou uma discreta diferença de atividade para 
as duas espécies de carrapato. O percentual de efi-
cácia para R. sanguineus foi superior as encontra-
dos em R. microplus. Os resultados com maiores 
percentuais de eficácia encontrados para R. sangui-
neus foram 45,33% a 10.000 ppm e apenas 28,5% a 
1.250 ppm para R. microplus. 

Não foram observados mortalidade das teleógi-
nas, diminuição da oviposição e da eclodibilidade, 
os três mecanismos de atividade dos extratos vege-
tais sobre os carrapatos. Os dados obtidos demons-
tram a baixa atividade do extrato de alecrim nas 
concentrações testadas (Tabelas 3 e 4).

A Figura 1 mostra os resultados de eficácia do 
extrato de alecrim frente as três espécies avaliadas. 
Pode-se observar que o extrato apresentou eficácia 
pulguicida com resposta linear com o aumento da 

concentração na faixa de 78 a 2.500 ppm. A eficá-
cia carrapaticida apresentou menores valores de efi-
cácia comparada a eficácia pulguicida em todas as 
concentrações testadas. Não foi possível determinar 
uma relação linear com o aumento da concentração 
da atividade carrapaticida do extrato para as duas 
espécies de carrapato avaliadas.

Na literatura não existem trabalhos com extrato 
etanólico de alecrim frente aos ectoparasitos testa-
dos neste trabalho, no entanto alguns estudos com 
espécies vegetais da família Lamiaceae são encon-
trados (Rasikari et al. 2005, Ravindran et al. 2011a, 
2011b). Em estudo de espécies da família Lamia-
caeae, Ravidran et al. (2011a) demonstraram que o 
extrato etanólico das folhas de Leucas aspera apre-
sentou atividade in vitro frente a Rhiphicephalus an-
nulatus na faixa de concentração de 1560 a 100.000 
ppm. Em nosso estudo observamos que o extrato 
etanólico de alecrim foi muito mais ativo do que o 
extrato da espécie L. aspera, uma vez que apresen-
tou uma DL50 de 1589,2 ppm. Apesar desta atividade 
frente ao gênero Rhipicephalus, não podemos fazer 
uma relação direta com a química da espécie, pois 
os autores (Ravidran et al. 2011a) não apresentam a 
composição química da planta, nem o valor de DL50, 
como apresentamos neste manuscrito.

Os resultados encontrados indicam que o extrato 
de alecrim possui em sua composição constituintes 
com potencial ação pulguicida. Apesar deste ser o 
primeiro relato para atividade do extrato etanólico de 
alecrim frente aos modelos biológicos testados, es-
tudos de isolamento e identificação dos constituintes 
químicos estão em andamento, visando identificar o 
componente responsável pela atividade relatada.

CONCLUSÃO
O extrato de R. officinalis apresentou alta ativi-

dade in vitro frente a C. f. felis e baixa atividade 

Figura	1.	Eficácia	in vitro do extrato de Rosmarinus officinalis 
na faixa de concentração de 78 a 40000 ppm frente a 
Ctenocephalides felis felis, Rhipicephalus microplus e 
Rhipicephalus sanguineus.

Tabela 3. Atividade in vitro de Rosmarinus officinalis testado 
em diferentes concentrações (78 - 40000 ppm) sobre fêmeas 
ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus.

	Concentração	 Média	 Média	peso	 Média		 Eficiência	 Eficácia
 (ppm) peso teleó- postura teleó- eclosões  reprodutiva (%)
  ginas (g)1 ginas (g)2 (%)

 40.000 0,116 0,043 100 744252,87 38,17
 20.000 0,122 0,063 100 1034199,73 14,09
 10.000 0,104 0,034 100 658146,96 45,33
 5.000 0,129 0,055 100 851804,12 29,24
 2.500 0,125 0,052 100 828877,00 31,14
 1.250 0,123 0,071 100 1162474,51 3,43
 625 0,122 0,076 100 1243353,78 0
 312 0,105 0,060 100 1138314,78 5,44
 156 0,126 0,077 100 1225763,61 0
 78 0,102 0,062 100 1210784,31 0
 Controle 0,124 0,075 100 1203765,97
1Média do peso das 12 teleóginas; 2 Média das posturas oriundas das 12 

teleóginas.

Tabela 4.  Atividade in vitro de Rosmarinus officinalis testado 
em diferentes concentrações (78 - 40000 ppm) sobre fêmeas 
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus.

	Concentração	 Média	 Média	peso	 Média	 Eficiência	 Eficácia
 (ppm) peso teleó- postura teleó- eclosões reprodutiva (%)
  ginas (g)1 ginas (g)2 (%)

 40.000 0,121 0,032 100 533149,17 7,84
 20.000 0,123 0,042 100 677943,17 0
 10.000 0,111 0,025 100 457142,86 20,98
 5.000 0,119 0,035 100 582865,17 0
 2.500 0,134 0,042 100 624378,11 0
 1.250 0,127 0,026 100 413657,26 28,50
 625 0,135 0,045 100 664607,78 0
 312 0,115 0,028 100 496360,99 14,20
 156 0,121 0,034 100 556857,34 3,74
 78 0,140 0,048 100 688915,38 0
 Controle 0,114 0,033 100 578524,47
1Média do peso das 12 teleóginas; 2 Média das posturas oriundas das 

12 teleóginas.
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frente aos carrapatos R. microplus e R. sanguineus, 
entretanto, torna-se importante dar continuidade ao 
estudo bioguiado, e processo de purificação deste 
extrato visando identificar a(s) molécula(s) ativa(s) 
nos modelos testados até o momento. Sabe-se que 
efeitos sinérgicos entre substâncias químicas po-
dem aumentar ou diminuir a atividade de tais subs-
tâncias.

Estes estudos de purificação bioguiado, isola-
mento e testes de sinergismo encontram-se em an-
damento nos laboratórios envolvidos neste trabalho 
visando identificar as substâncias responsáveis pela 
atividade encontrada até o momento.

Sem dúvida a política do uso de produtos natu-
rais deve ser incentivada, no entanto, os produtos 
finais, os quais serão aplicados nos animais e pas-
tagens, devem ser eficazes e seguros. Desta forma, 
pontos importantes devem ser considerados como 
a avaliação da toxidez ao animal, ao ser humano e 
ao meio ambiente de forma que possam ser empre-
gados no controle de ectoparasitas de importância 
veterinária.
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