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PROPRIEDADES ONCOLÍTICAS DO VÍRUS DA CINOMOSE CANINA: 

EXPRESSÃO DA PROTEÍNA 8 (TNFAIP8) EM CÉLULAS DE CARCINOMA 
MAMÁRIO 

 
 
RESUMO – A Viroterapia oncolítica é uma nova estratégia para o tratamento 

de câncer em seres humanos e também em animais de companhia. O vírus da 

cinomose canina (CDV), um paramixovírus, tem se mostrado ser oncolítico 

através da indução de apoptose em células tumorais derivadas de cães, ainda 

que o mecanismo subjacente a esta acção inibidora seja pouco compreendida. 

Neste estudo, três linhagens de células tumorais mamarias humanas e uma 

linhagem celular derivada de adenofibrossarcoma canino foram testados 

quanto à sua suscetibilidade à infecção por CDV, a apoptose, o potencial de 

membrana mitocondrial (MMP) e a expressão de necrose tumoral-alfa induzida 

pela proteína de fator 8 (TNFAIP8 ). A replicação CDV induziu o efeito 

citopático e > 45% das células infectadas foram consideradas no âmbito de 

morte e/ou apoptose tardia sob necrose. TNFAIP8 e expressão gênica CDV 

foram positivamente correlacionadas em todas as linhagens celulares. 

 Além disso, a MMP foi altamente associada com o aumento nos títulos de 

vírus (p <0,005). Assim, estes resultados sugerem fortemente que ambas as 

células tumorais mamárias humanas e caninas são potenciais candidatos para 

estudos sobre a terapia do câncer induzido por CDV. 

 

 

Palavras-chave: Neoplasias de mama, técnicas in vitro, marcadores biológicos 

de tumor, fenótipo. 

 

 
 
 
 
 
 



 
ONCOLYTICPROPERTIES OF DISTEMPER VIRUS CANINE BY PROTEIN 

EXPRESSION 8 (TNFAIP8) IN INFECTED TUMOUR CELLS. 
 
 
 

SUMMARY – Oncolytic virotherapy is a novel strategy for treatment of cancer in 

humans and companion animals as well. Canine distemper virus (CDV), a 

paramyxovirus, has proven to be oncolytic through induction of apoptosis in 

canine-derived tumour cells, yet the mechanism behind this inhibitory action is 

poorly understood. In this study, three human mammary tumour cell lines and 

one canine-derived adenofibrossarcoma cell line were tested regarding to their 

susceptibility to CDV infection, apoptosis, mitochondrial membrane potential 

(MMP) and expression of tumour necrosis factor-alpha-induced protein 8 

(TNFAIP8). CDV replication induced cytopathic effect and > 45% of infected 

cells were considered death and/or under late apoptosis/necrosis. TNFAIP8 and 

CDV M gene expression were positively correlated in all cell lines. In addition, 

MMP was highly associated with increase in virus titres (p<0.005). Thus, these 

results strongly suggest that both human and canine mammary tumour cells are 

potential candidates for studies concerning CDV-induced cancer therapy.           
 
 
Keywords: Breast neoplasms, in vitro techniques, tumor markers biological, 

phenotype. 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS  
 

1. INTRODUÇÃO  

 

Os vírus são estruturalmente muito simples quando comparados às 

células procarióticas e eucarióticas, se comportam como ametabólicos em meio 

extracelular e são desprovidos de quaisquer organelas ou ribossomos próprios 

para seus processos fisiológicos, como a produção de sua energia metabólica, 

a capacidade de crescimento e sua divisão (MAHY, 2001; CANN, 2005; 

CARTER; SAUNDERS, 2007).  

Muitos são os vírus que estão sendo pesquisados, modificados e 

caracterizados com o objetivo de gerar uma nova opção terapêutica contra o 

câncer. Entre os diferentes tipos virais em estudo, o vírus do sarampo (MV) 

representa uma alternativa viável para tal finalidade, pois demonstrou atividade 

oncolítica in vitro e in vivo em células de diferentes tipos tumorais em seres 

humanos, como por exemplo, o linfoma maligno, a neoplasia pulmonar, o 

câncer de ovário, o câncer de pulmão e o adenocarcinoma colo-retal. Contudo, 

ainda que seja um valioso modelo de estudo de replicação viral e de efeitos 

das infecções virais, o vírus do sarampo (MV) apresenta certas especificidades 

às células humanas, motivo pelo qual seu uso é contra-indicado  no tratamento 

de neoplasias em animais de companhia (LAPP et al., 2014). 

Surpreendentemente, poucos estudos investigaram a oncólise viral na 

medicina veterinária. O vírus da cinomose canina (CDV) apresenta muitas 

semelhanças com o vírus do sarampo (MV) em humanos, sendo assim, as 

propriedades de tal agente tornam-o uma opção considerável para o estudo de 

oncólise viral (SCHNEIDER-SCHAULIES, 2008). 

Embora sejam modelos de estudo devido aos seus efeitos oncolíticos 

em células, ambos diferem significativamente em seu potencial bioquímico para 

induzir lesões neurológicas. Ademais, enquanto o MV é um patógeno 

estritamente humano, o CDV apresenta comportamento oposto, uma vez que 
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infecta uma gama de hospedeiros muito mais ampla, incluindo diversas 

espécies de carnívoros. Ainda assim, as semelhanças entre ambos permitem 

uma exploração de possíveis protocolos de tratamento tanto em medicina 

veterinária, quanto na medicina humana. 

Existem poucas publicações sobre seus potenciais oncolíticos e a 

maioria delas investigou a patogênese da infecção, sem levar em consideração 

a potente atividade antitumoral desses morbilivirus. (LAPP et al., 2014). 

A infecção por CDV de uma linhagem celular derivada de um tumor 

cervical humano (células Hela) demonstrou um aumento da quantidade da 

forma ativa da proteína clivada da caspase-3 e sinais de apoptose 

desencadeados pela via intrínseca (DEL PUERTO et al., 2011). Do mesmo 

modo, taxas aumentadas de apoptose também foram demonstradas após a 

infecção por CDV em linhagens de células linfóides caninas (SUTER et al., 

2005). 

O CDV é o agente etiológico da cinomose canina, doença aguda e 

multissitêmica importante mundialmente por infectar cães domésticos (Canis 

familiares) e carnívoros silvestres, levando a altas taxas de morbidade e 

mortalidade (GREENE; APPEL, 2006; KAPIL et al., 2008; QUINN et al., 2005). 

Após a inalação da partícula viral dispersa em aerossol, a replicação se 

inicia em tecidos linfóides do trato respiratório superior. Entre as alterações 

induzidas pelo CDV estão a atrofia do timo, a depleção de células T e B e a 

presença de corpúsculos de inclusão em células reticulares e linfáticas 

(WÜNSCHMANN et al., 2000). Ao se disseminar dos sítios de replicação 

primários, o CDV atinge vários tecidos epiteliais, podendo ainda chegar ao 

sistema nervoso central (SNC), onde causa uma desmielinização que se inicia 

em aproximadamente 10 dias pós-infecção (GREENE; APPEL, 2006).  

Estudos revelam que os morbilivírus atenuados são importantes 

desencadeadores de fusão celular, levando a formação sincicial ou apoptose. 

Tem sido observados também, os benefícios de algumas infecções virais e 

bacterianas sob o progresso da doença maligna. Muitos são os vírus 

oncolíticos que estão sendo analisados e estudados como novos agentes anti-
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cancerígenos em processos apoptóticos nos últimos anos, esses incluem os 

adenovírus, paramixovírus (caxumba, sarampo), enterovírus bovino, virus do 

Nilo Ocidental, e dentre esses e outros, o vírus da cinomose canina (SUTER et 

al., 2005). 

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, é um 

processo que resulta no condensamento da cromatina seguido de formação de 

blebs (prolongamentos da membrana celular) e desintegração nuclear em 

fragmentos envoltos pela carioteca. Os prolongamentos da membrana nuclear 

vão aumentando em número e tamanho e se rompem dando origem aos 

corpos apoptóticos que são rapidamente fagocitados por macrófagos (Figura 

1), não resultando em processo inflamatório (GHAVAMI et al., 2009). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 1 –Alterações morfológicas decorrentes do processo de apoptose, que            

envolvem alteração de permeabilidade de membranas, 
condensação cromatinica, encolhimento celular, formação de corpos 
apoptóticos sem desintegração de organelas. Fonte: domínio 
público. 
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Estímulos patológicos e fisiológicos podem dar inicio a apoptose, 

processo este, presente em diversas reações imunossupressoras em animais e 

humanos, bem como na maioria das infecções virais (BEST, 2008). Este 

evento é de fundamental importância na homeostasia dos organismos 

multicelulares em diversas situações, como por exemplo, na organogênese e 

hematopoiese normal e patológica, na reposição fisiológica de certos tecidos 

maduros, na atrofia dos órgãos, na resposta inflamatória e na eliminação de 

células após dano celular por agentes tóxicos (GRIVICICH et al., 2007).  

A morte celular programada é um processo altamente regulado, de 

grande eficiência, e que requer a interação de inúmeros fatores; assim, as 

alterações morfológicas observadas são consequências de uma cascata de 

eventos moleculares e bioquímicos específicos regulados geneticamente 

(GRIVICICH et al., 2007). A ativação dos processos apoptóticos pode ocorrer 

de duas formas diferentes: pela via extrínseca (hialoplasmática) que é iniciada 

via receptores de morte tais como Fas, também chamado de Apo-1, e TNF 

(receptor fator de necrose tumoral), e requerem pró-caspase 8 ou 10 no 

complexo apoptossomo, ativando a caspase-3 que culmina na apoptose; ou 

pela via intrínseca (mitocondrial), que envolve a ativação de um membro pró-

apoptótico da família Bcl-2 (Bax, Bid), que libera o citocromo c a partir da 

membrana mitocondrial interna. Este 5 se associa com Apaf-1, dATP e pró-

caspase-9, caspases subsequentes são ativadas, culminando em apoptose 

(Figura 2) (GHAVAMI et al., 2009). 
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FIGURA 2 -  Mecanismos extrínsecos relacionados ao processo de infecção    
viral e sua relação com os processos de morte celular 
programada. Fonte: domínio público. 
 

 

 

É difícil, se não impossível, que um vírus infecte uma célula sem ativar 

uma das vias do processo de apoptose, entretanto, estudos recentes 

demonstram um arranjo entre as vias apoptóticas viral e celular (HARDWICK, 

2001). Kajita et al. (2006) descreveram a ativação das caspases 3 e 8 no 

processo de infecção viral em monocamadas de células Vero, associando este 

mecanismo ao processo de morte celular. 

Suter et al. (2005), relataram que a infecção por CDV atenuado foi 

eficiente em linhagens de células linfóides neoplásicas caninas e linfócitos B e 

T coletados de cães com linfoma, documentando a apoptose em 50% a 90% 

das células infectadas. Outros estudos revelam que as estirpes virais utilizadas 

na formação de vacinas podem induzir a apoptose nas células Vero e a 

importância da MCP na patogenia da degradação oligodendrocítica na 

cinomose clínica (BEINEKE et al., 2008). 

As doenças neoplásicas representam uma das causas mais comuns de 

morte entre os seres humanos e animais. Atualmente as opções terapêuticas 

disponíveis e aplicadas muitas vezes continuam a ser insatisfatórias, portanto, 

novas estratégias e abordagens são extremamente necessárias. De acordo 
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com o que já foi exposto acima, é possível inferir que o CDV atenuado pode ter 

atividade oncolítica em células de tumor de mama em cadelas, representando 

uma promessa para testes clínicos e possível terapia para tal neoplasia (LAPP 

et al., 2014). 

 

2. HIPÓTESE 
 

A infecção de linhagens celulares de tumores de mama humanos e 

caninos pelo CDV interfere no metabolismo das mitocôndrias, desencadeando 

processos de sinalização para os eventos intrínsecos e extrínsecos da morte 

celular programada (MCP). 

 
3. OBJETIVOS 
 
 3.1 Gerais  
 

Avaliar os eventos intrínsecos e extrínsecos de morte celular 

programada associados à infecção pelo CDV, no cultivo de três linhagens de 

células oriundas de tumor de mama em humanos: C2Bbel (adenocarcinoma 

humano: ATCC® CRL 2102), Hs578T (tumor de mama humano, ATCC® HTB 

126), MCF-7 (tumor mamário humano, ATCC® HTB 22) e uma linhagem celular 

de tumor de mama canino AF-72 (adenofibrossarcoma canino, ATCC® CRL 

1542). Além disso, estimular novas pesquisas neste potente campo de oncólise 

viral em modelos celulares altamente adequados para o benefício dos seres 

humanos e dos cães. 

 

3.2 Específicos 
 

Promover a infecção experimental com as estirpes Snyder Hill (ATCC® 

VR-1587™) e Lederle (ATCC® VR-128™) do CDV em linhagens tumorais 

mamárias humanas e caninas para observação dos efeitos citopáticos. 
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Avaliar parâmetros como a viabilidade celular, suscetibilidade à infecção 

por CDV e fatores ligados ao processo de morte celular programada.  

 
 

Avaliar o potencial de membrana mitocondrial (MMP) e a indução de 

necrose tumoral-alfa pela expressão da proteína 8 (TNFAIP8).  

 
4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 4.1 Neoplasia mamária em cadelas 
 

A neoplasia mamária em cadelas tem sido muito investigada por servir 

de modelo para o estudo do câncer de mama em mulheres (MARTINS; 

FERREIRA, 2003) e por possuir várias características epidemiológicas, 

clínicas, biológicas e genéticas semelhantes ao da espécie humana (SILVA et 

al., 2004). 

Os tumores mamários caninos podem se desenvolver por motivos 

genéticos, nutricionais, ambientais ou hormonais. Constituem 

aproximadamente 52% das diversas neoplasias que afetam as fêmeas da 

espécie Canis familiares, sendo que 50% dos mesmos apresentam 

características de malignidade (QUEIROGA; LOPES, 2002). 

Segundo Lana et al. (2007), os riscos desta carcinogênese aumentam 

com a idade do animal, apresentando fatores de riscos mais elevados de 

manifestação tumoral as cadelas que possuem entre 10 a 11 anos. A remoção 

cirúrgica completa do tumor, com amplas margens de segurança é o 

tratamento de escolha quando não há envolvimento metastático, sendo o 

mesmo, um procedimento a ser definido pelo médico veterinário.  
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Entretanto, de acordo com Lana et al. (2007), os protocolos de 

quimioterapia antineoplásica e radioterapia apresentam baixa atividade anti-

tumoral em neoplasias de mama em cadelas. 

O câncer é um importante problema de saúde animal que vem sendo 

bastante estudado pelo significativo aumento da casuística mundial. Apesar de 

eficazes, em sua maioria, os tratamentos convencionais das neoplasias 

malignas apresentam um grande desafio para a medicina, pois, embora com 

consideráveis avanços, os protocolos quimioterápicos são altamente 

agressivos, bioacumulativos e podem estar relacionados a recidivas tumorais e 

aparecimento de novos tumores.  

Neste contexto, muitos anticorpos monoclonais são utilizados, sendo 

expostos a determinados antígenos específicos, a fim de que a célula tumoral 

obtenha uma resposta imune citotóxica tornando-a capaz de responder a 

processos anti-tumorais. 

 

4.2 Cinomose 
 

A cinomose é uma doença mundialmente importante, altamente 

infecciosa, caracterizada por uma enfermidade multissistêmica que apresenta 

altos índices de morbidade (GREENE; APPEL, 2006; KAPIL et al., 2008). 

No Brasil, milhares de cães morrem todo o ano devido a essa doença 

viral (HEADLEY; GRAÇA, 2000). Ainda, há locais que sofrem com o 

aparecimento de surtos esporádicos apesar do aparente controle da doença, 

como alguns países desenvolvidos da Europa, América do Norte e Oceania 

(JOZWIK; FRIMUS, 2002; MAES et al., 2003; NORRIS et al., 2006).  

O CDV possui uma gama de hospedeiros, é capaz de infectar diversas 

espécies de mamíferos (GREENE; APPEL, 2006) e representa sério risco a 

vida destes animais (POMEROY et al., 2008). Além dos cães, que servem 

como principal reservatório do vírus e fonte de infecção para outros animais, a 

cinomose pode ocorrer em outros membros da ordem Carnívora (GREENE; 

APPEL, 2006). 
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Há relatos descritos sobre a cinomose canina que datam de 1746 na 

América do Sul. Anos mais tarde, em meados de 1760 a doença foi descrita na 

Espanha, seguida de Inglaterra, Itália e Rússia. Somente em 1853, surgiu a 

teoria de que a cinomose dos cães poderia ter sido importada do Peru para a 

Europa, com entrada inicial feita por colonizadores espanhóis no século XVII 

(BLANCOU, 2004). 

A taxa de mortalidade causada pelo vírus pode variar de acordo com a 

espécie e status imunológico do animal. Em animais infectados pelo virus 

observa-se desde infecção branda e inaparente (animais assintomáticos) até 

doença clínica severa e frequentemente fatal (GREENE; APPEL, 2006). Em 

cães a mortalidade decorrente da infecção pelo vírus da cinomose, 

corresponde à segunda maior causa de óbito por doenças virais, sendo 

superada apenas pela raiva canina. Os índices de mortalidade descritos estão 

entre 30% a 70% dos animais infectados (GREENE; APPEL, 2006). 

Filhotes e cães jovens são mais susceptíveis à doença, contudo a faixa 

etária entre os três a seis meses de idade apresenta maior número de casos 

descritos (JOZWIK; FRIMUS, 2002; NORRIS et al., 2006). 

O vírus não possui predileção sexual e racial (PATRONEK et al., 1995; 

HEADLEY; GRAÇA, 2000). Os cães sem raça definida (SRD) parecem liderar 

as estatísticas da doença quando comparados às diferentes raças caninas, 

entretanto, este fato pode ser explicado, por este grupo ser extremamente 

representativo no Brasil (HEADLEY; GRAÇA, 2000). 

O diagnóstico clínico realizado com base na anamnese, exame físico e 

exames complementares em alguns casos pode ser inconclusivo (AMUDE et 

al., 2007). Entretanto, diversos testes mais específicos podem ser usados para 

o diagnóstico da doença. Cães que se recuperam da infecção são 

provavelmente imunes por toda sua vida, e resistem à exposição ao vírus após 

sete anos em isolamento.  

A cinomose canina é uma doença endêmica no Brasil. No entanto, tem 

se tornado emergente em países que por anos controlaram o aparecimento da 

doença. Isto se deve em parte, a grande variabilidade genética do vírus, que 
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faz com que este alcance um vasto número de novos hospedeiros. Este fato, 

também coloca em dúvida a eficiência de vacinas desenvolvidas com cepas 

que com o passar do tempo não se encontram mais circulantes no ambiente.  

 
 
4.3  Virus da cinomose canina 
 

Pertencente ao gênero Morbillivirus e a familia Paramyxoviridae, 

(CARTER et al., 2005) o CDV é um virus envelopado com genoma de RNA fita 

simples polaridade negativa que contém seis genes que codificam as proteínas 

virais estruturais e não estruturais: o Nucleocapsídeo (N), a Phosphoproteina 

(P), Large (L), a Matriz (M), a Hemaglutinina (H), e a proteína de Fusão (F) 

(MARTELLA et al., 2008; LAMB & KOLAKOFSKY, 2001). No envelope lipídico 

estão localizadas as duas glicoproteínas de superfície (F e H) que promovem a 

entrada e saída do vírus das células do hospedeiro e conferem a variabilidade 

genética, além de serem importantes em conferir a produção de anticorpos 

neutralizantes pela imunização ativa (LAMB & KOLAKOFSKY, 2001).  

A hemaglutinina é a proteína viral mais importante no processo 

infeccioso, pois o vírus utiliza esta macromolécula na ligação aos receptores da 

célula do hospedeiro. Uma adequada resposta imune contra esta proteína pode 

prevenir a infecção pelo CDV (VON MESSLING et al., 2001). 
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FIGURA 3- Esquema ilustrado da partícula viral do vírus da cinomose  canina,  

família Paramyxoviridae, gênero Morbillivirus. Morofologia circular,    
variando á pleomórfica, com envelope viral (lipid bilayer), fita simples 
de ácido ribonucleico (RNA), com as principais proteínas virais fusão 
(F), nucleocapsideo (N), matrix (M), hemaglutinina (H), proteína 
maior (L), fosfoproteína (P).  
 

 
Em relação ao tropismo celular, o vírus da cinomose canina é capaz de 

replicar-se em diversos de órgãos e tecidos causando infecção (SEEHUSEN et 

al., 2007).  

Diversos tipos celulares de origem primária ou de linhagem foram 

utilizados no estudo da replicação deste vírus, incluindo African Green Monkey 

Kidney cell (células Vero), marmoset lymphoid cells (B95a), Madin-Darby 

Canine Kidney (MDCK) cells, canine macrophages and lymphocytes (SULTAN 

et al., 2009; TECHANGAMSUWAN et al., 2009).  A ativação das caspases, de 

proteínas pró e anti-apoptóticas em diversos tecidos e/ou cultivos in vitro de 

células primárias e de linhagem, revelam uma diversidade de alternativas da 

família Paramyxoviridae em modular a resposta do hospedeiro favorecendo a 

produção de novas partículas virais. 
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4.4 Apoptose  
 

A morte celular foi considerada durante muito tempo, um processo 

passivo de caráter degenerativo como a necrose e senescência. Em 1964, foi 

proposto o termo "morte celular programada" para designar um tipo de morte 

celular que ocorre de forma não acidental; e em 1972, Kerr, Wyllie e Currie 

sugeriram o termo apoptose para indicar esse tipo ativo de morte celular. 

 Células animais possuem uma capacidade inata de perceber uma 

infecção viral e ativar medidas que limitam a replicação e disseminação do 

vírus. As duas principais medidas de defesa são: uma resposta protetora que 

leva à síntese de citocinas, incluindo interferons (IFN), para alertar e proteger 

as células vizinhas; e uma resposta suicida das células infectadas (apoptose) 

para restringir os componentes celulares disponíveis para a multiplicação viral.   

Na apoptose as alterações iniciais ocorrem com uma retração da célula, 

que leva a perda da aderência com a matriz extracelular e células vizinhas, 

seguida de condensação da cromatina e concentração junto à membrana 

nuclear, que se mantém intacta. A seguir, a membrana celular forma 

prolongamentos e o núcleo se desintegram em fragmentos envoltos pela 

membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular aumentam de 

número e tamanho e rompem, originando estruturas com conteúdo celular, 

denominadas corpos apoptóticos, que são rapidamente fagocitados por 

macrófagos e removidos sem causar um processo inflamatório (GHAVAMI et 

al., 2009). Este processo de grande eficiência é extremamente regulado e 

requer a interação de inúmeros fatores. Sua ativação é iniciada de duas 

diferentes maneiras: pela via extrínseca (citoplasmática) ou pela via intrínseca 

(mitocondrial). A ativação da via intrínseca ocorre por estresse intracelular ou 

extracelular, especificamente estresse mitocondrial causado por fatores como 

dano ao DNA. Sob o sinal de stress, as proteínas pró-apoptoticas no 

citoplasma, Bax e Bid, se ligam a membrana externa da mitocondria levando a 

liberação do conteúdo interno. Entretanto, o sinal de Bax e Bid apenas não é 

suficiente para ativação completa (GRIVICICH et al., 2007). Bac, outra proteína 
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pró-apoptótica que reside com a mitocôndria também é necessária para 

promover a completa liberação do citocromo c e do conteúdo intramembranar 

da mitocôndria, ao passo que, a expressão do gene Bcl-2 tem como função 

proteger as células da morte prevenindo a liberação da citocromo c e 

impedindo o processo de apoptose. Seguindo a liberação, o citocromo c forma 

um complexo no citoplasma com adenosina trifosfato (ATP) e a enzima Apaf-1. 

Em seguida, o complexo ativa a caspase-9, uma proteína iniciadora que age 

em conjunto com o complexo citocromo c, ATP e Apaf-1 formando os 

apoptosomos, estes ativam a caspase-3, a proteína efetora que inicia a 

degradação (GHAVAMI et al., 2009).  

A via extrínseca é desencadeada pela ação de moléculas sinalizadoras, 

conhecidas como ligantes específicos, em um grupo de receptores de morte 

transmembrana da célula alvo, como o FAS. Esta ligação é capaz de ativar pró-

15 caspases 8 ou 10, levando à ativação da caspase-3, efetora (GRIVICICH et 

al., 2007). As vias apoptóticas são extremamente sofisticadas, altamente 

reguladas e monitoradas pelas células, e tem se mostrado um passo chave 

para a compreensão da patogênese dos vírus da cinomose canina. 
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