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RESUMO

A histoplasmose ¢ micose sistémica causada por Histoplasma capsulatum. A infecgdo humana ocorre pela
inalagao de microconidios encontrados em solo contendo excretas de aves e/ou morcegos. Neste estudo
foi enfatizado o potencial das atividades profissionais praticadas em cavernas em possibilitar risco de
infec¢do por Histoplasma. Utilizando-se questionario semiestruturado, foram obtidas informacoes sobre
o trabalho de campo executado por um grupo de 15 bidlogos. A presenca de anticorpos séricos anti-H.
capsulatum foi avaliada em amostras de sangue coletadas desses profissionais. Na entrevista, 87% dos
individuos relataram frequentes visitas a cavernas, 53% acampamento no interior das grutas; 33% captura
de morcegos e 53% de coleta de amostras de solo. A maioria das cavernas situa-se nas regides sudeste
e centro-oeste do Brasil. A detec¢do de anticorpos por imunodifusdo dupla demonstrou que 20% dos
soros reagiram com o antigeno de H. capsulatum. Por immunoblotting, houve 94,1% de reconhecimento
especifico da fragdo de 94 kDa, sugerindo-se que os individuos entraram em contato com H. capsulatum.
Este estudo sugere fortemente que a pratica da espeleologia propicia a exposi¢ao dos individuos a espécies
fungicas que habitam saprofiticamente o meio ambiente, especialmente H. capsulatum, configurando-se
como potencial fator de risco para infec¢des.

Palavras-chaves. Histoplasma, histoplasmose, epidemiologia, exposi¢cdo ambiental, testes imunologicos.

ABSTRACT

Histoplasmosis is a systemic mycosis caused by Histoplasma capsulatum. Human infection occurs by
inhaling the microconidia found in soil contaminated with birds and/or bats excrements. In this study, the
potential risk of infection with Histoplasma from practicing professional activities in caves was emphasized.
Information on the fieldwork conducted by a group of 15 biologists were obtained through a semi-structured
questionnaire; and the presence of antibodies anti-H. capsulatum was evaluated in their serum samples. The
data analysis showed that 87% of subjects reported the frequent cave exploration, 53% camping inside the
caves, 33% bats capturing activities, and 53% soil samples collection. The majority of the caves are located
in the Southeast and Midwest regions of Brazil. By using double immunodiffusion assay, 20% of sera reacted
with H. capsulatum antigen. By immunoblotting, it was found 94.1% of specific recognition of 94 kDa
fraction, suggesting that the individuals had contact with the fungus. This study strongly suggests that the
individuals practicing speleology were prone to fungal species exposure, which inhabit the environment as
saprophytes, especially H. capsulatum, and it might characterize a potential risk factor for infections.
Keywords. Histoplasma, histoplasmosis, epidemiology, environmental exposure, immunologic tests.
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INTRODUCAO

A histoplasmose (HP) é micose sistémica causada
pelo fungo termodimorfico Histoplasma capsulatum.
Enfermidade de ocorréncia mundial, tem apresentado
elevada incidéncia nas regides centrais e sudeste da
América do Norte, bem como em certas dreas das
Américas Central e do Sul'. No Brasil, casos esporadicos
da doenga e/ou infec¢do tém sido relatados em todas as
regides, especialmente nos estados de Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e,
recentemente, Ceard!?.

A infec¢ao humana ocorre pela inalagio de
microconidios encontrados no solo de cavernas, grutas,
celeiros, galinheiros e florestas contaminados com
excrementos de aves e/ou morcegos que contenham
elevado teor de nitrogénio’. O risco de infecgdo
esta intimamente relacionado ao tipo de atividade
desenvolvida pelo individuo, ao tempo e a frequéncia
da exposi¢ao ao ambiente potencialmente contaminado
com particulas infectantes, a carga flingica, a viruléncia
de H. capsulatum, bem como ao estado imunoldgico e
perfil genético do individuo®. Postula-se que periodos
de exposi¢ao longos e mais frequentes possam acarretar
doenga pulmonar de maior gravidade®. Atividades como
construc¢ao, reforma, demoligdo, espeleologia, turismo
ecoldgico, acampamento e atividades ligadas a agricultura
e avicultura podem favorecer a exposi¢iao dos individuos
a esse fungo’.

Acredita-se que a infec¢do primaria por H.
capsulatum seja assintomatica em 90-95% dos casos, sendo
possivel a deteccao de anticorpos espécie-especificos
em 50 a 80% da populagdo de areas endémicas, durante
investigagao epidemioldgica'. As manifestagdes clinicas
da HP incluem desde a forma subclinica ou inaparente,
pulmonar aguda, pulmonar cronica até infecgdo
extrapulmonar disseminada®!. Tradicionalmente, H.
capsulatum tem sido descrito como causador de doenga
disseminada em individuos imunocomprometidos e
enfermidade respiratéria em individuos higidos que
possuem como atividade profissional, ou hobby, o
habito de visitar cavernas, grutas e matas fechadas'?”.
No presente estudo, procurou-se descrever como
atividades profissionais praticadas em cavernas podem
representar risco de infec¢ao por H. capsulatum. Dessa
forma, informagoes relacionadas ao comportamento de
um grupo composto por 15 bidlogos durante o trabalho
de pesquisa de campo foram obtidas por meio da
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avaliacdo de questionario semiestruturado, e o contato
com o agente etioldgico da histoplasmose foi avaliado
sorologicamente, por meio da pesquisa de anticorpos
séricos anti-H. capsulatum.

MATERIAL E METODOS

Popula¢ido de Estudo e Questionario

Foi aplicado questionario semiestruturado, para
coleta de dados por meio de entrevistas, em quinze
bidlogos que atuam na drea de zoologia e que realizam
coletas de amostras de animais, plantas, rochas e solo em
cavernas, situadas em diferentes regides do Brasil, para
o desenvolvimento de suas atividades de pesquisa. Na
elaboragdo do questionario, condu¢do das entrevistas
e andlise dos dados, o tema abordado foi dividido,
didaticamente, em trés grupos: 1) questdes relacionadas
ao planejamento da coleta de informagdes; 2) questoes
sobre variaveis que afetam os dados de coleta e futura
analise; e 3) questdes que se referem ao tratamento e
analise de informacdes advindas de entrevistas®.

O questionario foi elaborado de maneira que
contemplasse informagdes relacionadas a identificacao do
individuo (sexo, idade, origem étnica), caracteristicas do
local de residéncia (muito ou pouco arborizado, presen¢a
ou auséncia de aves e/ou outros animais domésticos e/
ou silvestres), atividades de lazer (visitas a lugares como
parques, fazendas e chacaras; praticas com terra, ndo
relacionadas as atividades profissionais), caracteristicas
das cavernas visitadas (localizagdo, presenga ou auséncia
de aves e/ou outros animais silvestres, bem como de
colegdes hidricas) e atividades e comportamento dos
individuos no interior das cavernas (realizar ou ndo
coleta, executar ou ndo escavagdes, tipo de material
coletado, tempo de permanéncia no interior das mesmas,
uso ou ndo de equipamentos de prote¢do individual —
EPI, entre outros).

Ftica

Os questiondrios foram submetidos apds a
obtencdo do Consentimento Livre e Esclarecido, sendo
a execugdo do referido estudo aprovada pelo Comité de
Etica do Instituto Adolfo Lutz (Projeto CTC-IAL#06/04),
Comissdo de Etica para Anilise de Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sdo Paulo (Projeto#983/03) e Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo
(Projeto#10/03).
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Soros

Dez mililitros de sangue total foram coletados
por pungao venosa para analise da presenca ou auséncia
de anticorpos circulantes anti-H. capsulatum.

Antigeno de Histoplasma capsulatum

A obtengao do antigeno bruto de H. capsulatum
foirealizada segundo metodologia proposta por Kaufman
e Standard’, com algumas modifica¢des.

Células micelianas da amostra 200 de H.
capsulatum, mantidas em agar batata a 27 °C, foram
primeiramente adaptadas em agar Sabouraud-dextrose,
com repiques mensais, mantendo-se essa mesma
temperatura durante quatro repiques. Apos o periodo de
adaptacio, realizou-se a expansdo das culturas fingicas
em agar Sabouraud-dextrose, por 33 dias, & temperatura
ambiente (25 a 27 °C). Apos essa etapa, as culturas foram
cobertas com solucio de borato-thimerosal a 1:5.000 e
deixadas em repouso por 24 h a temperatura ambiente.
Em seguida, os sobrenadantes foram coletados, filtrados
em papel Whatman® numero 03 (Whatman, Brentford,
Reino Unido), aliquotados (2,0 mL por frasco),
liofilizados e armazenados a -20 °C até o momento do
uso. Para a realiza¢ao das técnicas de imunodifusao dupla
e immunoblotting, o antigeno liofilizado foi reconstituido
em agua Milli-Q, obtendo-se antigeno 20 e 10 vezes
concentrado, respectivamente.

Ensaios Sorolégicos

A pesquisa de anticorpos séricos circulantes
anti-H. capsulatum foi realizada empregando-se duas
metodologias distintas: o ensaio de imunodifusao
dupla (ID) em gel de agarose, desenvolvido segundo
metodologia proposta por Ouchterlony?, e a reagdo de
immunoblotting (IB), segundo protocolo proposto por
Towbin et al.’.

RESULTADOS

O grupo estudado foi composto por 53% de
bidlogos do sexo feminino e 47% do masculino, com
faixa etdria entre 21 a 46 anos (47% com idade entre 21-
30 anos; 40% entre 31-40 anos e 13% acima de 40).

No intuito de avaliar o contato prévio desses
individuos com propagulos de H. capsulatum,
questionou-se sobre a existéncia ou ndo de aves
proximas ao domicilio dos entrevistados, verificando-se
que 80% relataram a presenca de pdssaros nas ruas em

que residiam, devido ao alto indice de arborizagdo das
mesmas. Além disso, 67% dos entrevistados relataram
manter contato frequente com animais domésticos e/ou
silvestres, sendo que 53% relataram o contato com caes,
27% com gatos e 33% com algum tipo de ave. Ao avaliar
as atividades de lazer dos individuos observou-se que
33% praticavam jardinagem, 40% relataram o habito de
visitar fazendas, 53% chacaras, 60% sitios, 73% parques
e 27% zooldgicos.

Ao analisar especificamente as atividades
desenvolvidas pelos bidlogos durante a pratica da
“espeleologia’, verificou-se que 87% relataram exercer
essa atividade com frequéncia; entretanto, dois individuos
afirmaram ndo entrar em nenhuma caverna hd mais de um
ano. Observou-se que 73% do grupo referiu o habito de
visitar cavernas “virgens” e, ao avaliar o nimero de vezes
que esses individuos entraram no interior das mesmas,
constatou-se variacdo entre cinco a mais de 200 vezes,
estando essa frequéncia intimamente relacionada ao tipo
de atividade desenvolvida pelos mesmos. Em relagdo
ao tempo de permanéncia no interior das cavernas,
notou-se também grande variabilidade, desde poucas
horas (1 a 2 h) até dias. Nesse sentido, oito individuos
(53%) relataram ter acampado no interior das cavernas
em algum momento de suas atividades de pesquisa e a
mesma porcentagem cita ter ingerido agua diretamente
das minas que nascem no interior das grutas.

Sobre a existéncia de animais no interior das
cavernas, foi questionado sobre a presenca ou ndo destes
e, ainda, se foi realizada captura como parte das atividades
de pesquisa. Verificou-se que 80% dos entrevistados
relataram encontrar, com frequéncia, morcegos e excretas
de animais no interior das cavernas (Tabela 1). Além
disso, 53% do grupo avaliado demonstrou o habito de
coletar amostras de solo, 20% de pedras e 27% de plantas
durante as expedigdes.

Tabela 1. Atividades desenvolvidas pelo grupo de biélogos durante as
visitas a cavernas

Habito Observar Coletar
Presenca n % n %
Aracnideos 3 20,0 3 20,0
Outros artrépodes 2 13,3 2 13,3
Passaros 1 6,7 5 33,3
Marsupiais 2 13,3 1 6,7
Morcegos 12 80,0 5 33,3
Outros mamiferos 1 6,7 1 6,7
Excreta de animais 12 80,0 8 53,3
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Quanto a localizagao geografica das cavernas
visitadas, a analise dos questionarios revelou que 27%
encontravam-se na regiao sul, 67% na regiao sudeste,
47% na regido centro-oeste, 7% na regido nordeste e
7% na regido norte. Entre as cavernas mais visitadas,
verificou-se que 60% das visitas realizadas aconteceram
em cavernas localizadas no Parque Estadual Turistico do
Vale do Ribeira, conhecido como Cavernas Petar (SP),
47% nas cavernas do Parque Estadual Intervales (SP),
33% nas cavernas localizadas na regidao de Bonito (MS),
27% nas cavernas do Parque Estadual Terra Ronca (GO)
e 20% nas cavernas localizadas na Chapada Diamantina
(BA). Verificou-se que apenas um individuo relatou
o emprego de mascara facial como equipamento de
protecao individual. Essa medida preventiva aconteceu
quando o mesmo realizou visita a uma caverna situada na
regido amazonica sabidamente conhecida por apresentar
H. capsulatum.

A pesquisa de anticorpos foi realizada
empregando-se duas provas sorologicas distintas: a
ID, como prova de precipita¢do, e o IB, como ensaio
imunoenzimatico, dirigidos principalmente contra as
fragoes espécie-especificas de 94 kDa (fragdo M) e 120kDa
(fracao H) de H. capsulatum. A detec¢ao de anticorpos
circulantes anti-H. capsulatum, pela ID, demonstrou
que 20% (n = 3) dos soros avaliados reagiram frente a
fragdo M de H. capsulatum. Entretanto, a analise desses
mesmos soros empregando uma técnica mais sensivel,
como o IB, revelou que das 15 amostras avaliadas, 94,1%
apresentaram reatividade frente a fragdo de 94 kDa
(fragdo M), considerada como evidéncia presuntiva de
contato com H. capsulatum (Figura 1).
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Figura 1. Imunorreatividade dos anticorpos circulantes da classe IgG
anti-H. capsulatum de soros de individuos pertencentes a um grupo
de bidlogos
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A fim de caracterizar melhor este grupo, os soros
foram avaliados, por IB, frente a antigenos de P. brasiliensis
e A. fumigatus. Nenhuma das amostras avaliadas
apresentou reatividade pela reagdo de imunodifusdo
dupla frente as duas preparagdes antigénicas. Contudo,
verificou-se reatividade de fraca intensidade frente a
fragdo de 43 kDa de P. brasiliensis em nove amostras de
soro (53%) dos individuos pertencentes ao grupo dos
bidlogos. Em relagdo ao padrio de reatividade frente ao
antigeno de A. fumigatus, observou-se reatividade para
13 soros (76%) desse grupo.

DISCUSSAO

H. capsulatum ¢ habitualmente encontrado
em regides de clima tropical ou temperado, com
temperatura média anual entre 15 a 22 °C, indice
pluviométrico anual de 1.000 mm e umidade relativa
do ar entre 67 e 87%. Sua distribui¢do na natureza
associa-se a microambientes fechados, como cavernas ou
grutas, construgdes abandonadas, galinheiros, celeiros e
florestas'®'2. Aspectos epidemiologicos relacionados com
as condi¢des nas quais 0 homem pode adquirir infecgdo
por H. capsulatum tém sido descritos e geralmente
referem-se a atividades relacionadas a espeleologia e ao
meio rural; sejam objetivando trabalho, viagem ou lazer>'°.
Contudo, nao se sabe o0 momento e as circunstancias do
contato do homem com essa espécie fiingica na natureza.
Determinadas caracteristicas fisico-quimicas do solo
como textura e acidez, associadas ao enriquecimento
do mesmo por dejetos de aves e morcegos, que atuariam
como importante fonte de nitrogénio, favorecem o
crescimento, desenvolvimento e disseminagdo desse
patégeno®. A entrevista e a aplicagio do questiondrio
foram os meio complementares utilizados para obter
informagdes sobre o comportamento dos bidlogos
durante o desenvolvimento de suas pesquisas em campo
e o possivel risco de exposi¢ao ao agente etioldgico da
histoplasmose.

A importancia dos morcegos dentro da
cadeia ecoepidemioldgica da HP estda bem estudada e
estabelecida. No Brasil, o isolamento de H. capsulatum
a partir de solo de cavernas habitadas por morcegos
foi publicado pela primeira vez, em 1973, na cidade de
Brasilia (DF), por Schmidt et al.’®, que também isolaram
o fungo das visceras e sangue de morcegos capturados
no interior das cavernas. Suzaki et al.'' descreveram a
ocorréncia de histoplasmose pulmonar aguda (HPA)
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entre turistas japoneses que visitaram cavernas contendo
fezes de morcegos. Jiilg et al."” relataram trés casos de
pesquisadores que adquiriram histoplasmose, mesmo
estando a uma distancia minima de 1 metro da entrada
da caverna. Segundo os autores, o voo dos morcegos
na regido de entrada da caverna foi suficiente para
dispersar os conidios fungicos e causar infec¢dao. A
literatura apresenta também o papel de outras espécies
de animais na ecoepidemiologia da HP. Silva-Vergara et
al.” demonstraram o isolamento de H. capsulatum no
Estado de Minas Gerais, a partir de cultura de visceras
de Didelphis albiventris, uma espécie de marsupial
encontrado no Brasil. Os autores chamam a atengdo
para a ampla distribuicdo geografica desse mamifero
pelo continente, a qual coincide com a distribuicdo da
HP. Nesse trabalho, a maioria dos entrevistados citou a
presenca de morcegos, marsupiais e/ou aves no interior
das cavernas. Além disso, a captura de espécimes de
morcegos e outros animais, além da coleta de amostras
de solo, foram relatados por diversos individuos do
grupo avaliado.

Microepidemias de HP apos visita a cavernas
situadas no continente americano e habitadas por
morcegos tém sido descritas por diversos autores>>!*!11415,
Panackal et al.’> descrevem que o processo infeccioso
causado por H. capsulatum tem sido considerado por
diversos pesquisadores como doenga recreacional entre
espeledlogos, apontando que 60 a 64% dos individuos
que possuem o habito de frequentar cavernas e/ou grutas
apresentam teste cutaneo positivo a histoplasmina. No
presente estudo, observou-se que 94,1% dos individuos
avaliados apresentaram anticorpos anti-H. capsulatum,
pela técnica de immunoblotting. Erkens et al.'* descrevem
a presenca de anticorpos circulantes da classe IgG anti-H.
capsulatum, empregando a mesma metodologia, em cinco
integrantes de um grupo de oito pesquisadores alemaes
que haviam passado dez dias em Cuba, estudando os
habitos de morcegos. Recentemente, Vicentini-Moreira
et al.”® relataram a presenca de anticorpos especificos no
soro de 34 pacientes em um grupo de 35, com suspeita
de histoplasmose pulmonar aguda (HPA), que visitaram
cavernas na regido de Arapei, Sdo Paulo, Brasil.

Estima-se que cercade 90a95% dosindividuos que
se infectam por H. capsulatum nao desenvolvem a doenga
(HP infec¢do) ou apresentam sintomatologia clinica leve,
sendo o curso da doenga, em geral, autolimitado, com
regressdo espontanea dos sintomas, quadro conhecido
como HPA?. Esta ultima é a forma clinica frequentemente

encontrada no Brasil em individuos imunocompetentes,
sendo que os sinais clinicos comumente observados
sao febre, calafrios, tosse seca, dor toracica pleuritica
ou subesternal, mal-estar, mialgia e artralgia, e também
eritema nodoso e multiforme. A gravidade da doenga, em
individuos imunocompetentes, parece estar relacionada
ao numero de microaleuroconidios inalados, ou seja,
tamanho da carga flingica e ao tempo de exposigdo.
Periodos curtos, como 20 minutos, proporcionam
sintomas leves; enquanto estima-se que uma exposi¢ao
de 50 a 60 horas pode acarretar no desenvolvimento de
doenga grave e, por vezes, fatal’.

No grupo estudado, apenas um individuo relatou
ter procurado servigo médico apds regressar de uma
visita a cavernas em Bonito (MS), Brasil, apresentando
febre, dispneia, expectoragdo amarelada, dor no peito,
sinais de fraqueza, episodios de alteragdes gastricas
com nauseas, vomitos e emagrecimento. Panackal et al.
relatam casos de HPA em um grupo de quinze estudantes
do estado da Geoérgia (EUA) apds visita a mina de prata
localizada na Nicaragua. Trés dias apds o retorno do
grupo para os Estados Unidos, 12 (80%) individuos
apresentaram sinais clinicos de doenga respiratoria aguda
com picos febris, compativeis com HPA, confirmada
posteriormente por meio de provas sorologicas. Erkens et
al." registraram que duas pessoas do grupo de cientistas
acompanhados relataram a utilizacgdo de mascaras
faciais e nao apresentaram nenhuma sintomatologia,
enfatizando assim, a necessidade e importancia do uso de
equipamentos de prote¢do individual para pessoas que
visitam cavernas. Observamos que o emprego de EPIs
ndo ¢ pratica comum entre os bidlogos do grupo avaliado.
Durante as entrevistas, apenas um individuo relatou ter
usado mascara facial quando empreendeu visita a uma
caverna sabidamente infestada por H. capsulatum.

Historicamente, a identificagio de anticorpos
circulantes anti-H. capsulatum em soros de pacientes com
HP tem se revelado de suma importancia no diagnostico
confirmatdrio, bem como no prognoéstico da doenga®*. A
histoplasmina ou filtrado de cultura da fase miceliana de
H. capsulatum tem sido fonte de antigenos para os ensaios
soroldgicos, sendo caracterizada por apresentar duas
fracdes antigénicas de particular importancia, o antigeno
H (120 kDa) e o antigeno M (94 kDa). Ambas sao tidas
como sendo proteinas espécie-especificas’. Segundo
Wheat*, a histoplasmina tem se mostrado ttil na detecgdo
de anticorpos pelas provas de imunodifusao dupla, sendo
que mais de 80% dos individuos com HPA e HP croénica
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apresentam positividade nesse ensaio, podendo ou nio
estar associados a doenca ativa. A reatividade do soro
de paciente face ao antigeno M sugere que o individuo
tenha entrado em contato com H. capsulatum ou tenha
sido imunizado com histoplasmina®*!. A detec¢do do
antigeno H indica HP ativa, podendo ser observada até
dois anos apos a cura clinica do paciente, raramente
ocorre na auséncia de M**. Com base nos resultados
obtidos nos testes soroldgicos, relacionando com as
regides frequentemente visitadas pelo grupo estudado,
foi possivel inferir que esses individuos certamente
frequentaram regides consideradas reservadas para H.
capsulatum.

Vale a pena salientar que, no presente estudo,
verificou-se por immunoblotting que 52,9% dos biélogos
reagiram frente a glicoproteina de 43 kDa de P, brasiliensis
e 76,4% frente as fragdes proteicas de A. fumigatus. Essa
observagdo corrobora que a pratica da espeleologia e/ou
turismo ecoldgico propicia a exposigdo dos individuos a
outras espécies fungicas que habitam saprofiticamente o
meio ambiente, especialmente, H. capsulatum, sugerindo,
assim, um possivel fator de risco para infecgdes. O risco
da HP, portanto, deve ser levado em consideragdo pelos
individuos que buscam o ecoturismo como uma forma
de lazer ou trabalho.

Apesar de considerar-se praticamente impossivel
o controle de acesso dos individuos a dareas que
apresentam potencial para infec¢do por H. capsulatum,
julga-se necessaria a conscientizagdo dos mesmos quanto
aos riscos envolvidos. Sendo assim, como medidas
preventivas, sugere-se que os 6rgaos de saide, como os
Grupos de Vigilancia Epidemiologica, alertem tanto a
populagdo como as agéncias de viagem que organizam
atividades voltadas ao ecoturismo ou lazer rural sobre
a necessidade do uso de madscara para adentrarem
nas cavernas, bem como seja informado que a coleta
e transporte de solo, pedras, plantas e animais nao sdo
recomendados, uma vez que constituem potenciais
fontes de infeccdo.
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