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Andlisis in silico de lipocalinas de
perro, gato, caballo, vaca, hamster y
gallina. Posible efecto en el estudio
de las enfermedades alérgicas

Andrés Sanchez*3, Ricardo Cardona?®, Jorge Sanchez3*

Resumen

ANTECEDENTES: las lipocalinas parecen explicar la reactividad cru-
zada entre animales como gato y perro, pero poco se ha estudiado
acerca de su papel en la reactividad cruzada con otros animales y
su efecto clinico.

OBJETIVOS: analizar por técnicas bioinformaticas la identidad entre
lipocalinas de diferentes especies y explorar la utilidad de estas técnicas
en el estudio de las alergias.

MATERIAL Y METODO: estudio in silico en el que se buscaron las se-
cuencias de lipocalinas utilizando el programa BLAST. Las secuencias
de proteinas se alinearon con el programa CLUSTAL Omega version
1.2.1 de UniProt. Las secuencias base de los alineamientos fueron las
lipocalinas de perros y gatos. La identidad entre las lipocalinas se com-
paré con la frecuencia de sensibilizacion a animales en una poblacion
de 284 pacientes alérgicos.

RESULTADOS: las secuencias mostraron identidades entre 10 y 70%.
Los valores mas altos se encontraron entre Can f 6-Fel d 4 (68%) y Fel d
4-Equ c 1 (68%). La identidad mds baja fue con las lipocalinas purpurina
y proteina de unién al retinol del gallo (menor de 20%). Observamos
una relacién entre el patrén de sensibilizacién y el grado de identidad
entre las especies estudiadas.

CONCLUSIONES: a partir de los estudios bioinforméticos y los patrones
de sensibilizacién encontrados se propone que Fel d 4 y Equ ¢ 1 son
posibles alergenos mayores para gato y caballo en la poblacién del
trépico y comparten alta reactividad cruzada con Can f 6. Debido a que
estos resultados provienen de modelos predictivos, deben confirmarse
con estudios in vitro e in vivo.

PALABRAS CLAVE: alergia, aves, bioinformatica, caballo, gato, gallina,
identidad, lipocalinas, mascotas, sensibilizacion.
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In silico analysis of the identity of
lipocalin of dog, cat, horse, cow, hamster
and hen. Possible role in allergic diseases.

Andrés Sanchez'3, Ricardo Cardona3, Jorge Sanchez*

Abstract

BACKGROUND: Lipocalins seem to explain the cross-reactivity
between some pets such as cat and dog. However, its role in other
animals and its possible clinical impact in allergy diseases have been
scarcely studied.

OBJECTIVE: To analyze by bioinformatics techniques, the identity
between lipocalin of some animals and to explore the clinical impact
on allergic diseases.

MATERIAL AND METHOD: An in silico study was done to search for
lipocalin sequences using the BLAST program of NCBI Database. The
protein sequences were aligned with CLUSTAL Omega UniProt ver-
sion 1.2.1 software. The base sequences for alignments were lipocalins
dogs and cats. The defined percentage identity was compared with the
frequency of sensitization to animals exposed in a population of 284
patients with suspected allergic diseases.

RESULTS: Identities between sequences were 10% to 70%. The high-
est values were found with Can f 6-Fel d 4 (68%) and Fel d 4-Equ c 1
(68%). The lower identity was found with lipocalin porpurin and retinol
binding (<20%). We observed a relationship between sensitization and
the percent identity between the species studied.

CONCLUSIONS: Lipocalins as Can f 6, Fel de 4 and Equ c 1 seem
to play an important role in the cross-reactivity to cat, horse and dog
but not for the co-sensitization to hamster, cow or birds. Fel de 4 and
Equ c 1 could be a prevalent allergen for horse and cat. These results
come from predictive analysis and must be confirmed by in vitro and
in vivo studies.

KEYWORDS: allergy; birds; bioinformatics; horse; cat; hen; identity;
lipocalin; pets; sensitization
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Entre las principales fuentes de alergenos estan

las mascotas; existe un nimero creciente de

La frecuencia de atopia y enfermedades alér-
gicas, como asma, rinitis y conjuntivitis es alta
y parece que la incidencia estd aumentando
especialmente en los paises industrializados."

familias en Latinoamérica con mascotas en sus
casas. Si la exposicion prolongada a mascotas es
un factor de riesgo de, o protector contra, la apa-
ricion de alergias es un tema adin en discusién;
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sin embargo, entre los pacientes con sospecha de
alergias, las guias médicas recomiendan realizar
las medidas de evitacion,? pero por diferentes
motivos, entre ellos emocionales, la mayoria de
los pacientes tiene dificultades para conseguir
este objetivo; ademads, la efectividad clinica de
esta recomendacion no es clara.’?

Un problema adicional para lograr las medidas
de evitacion es la reactividad cruzada entre
algunas mascotas, especialmente entre gatos y
perros, que son las mascotas que con mas fre-
cuencia generan alergias en Europa.* En estudios
previos observamos que la sensibilizacién a mas-
cotas también es prevalente en algunas ciudades
de Latinoamérica.’ Las lipocalinas son proteinas
que transportan pequenas moléculas, como
esteroides, retinoides y lipidos. Esta familia de
proteinas estd presente en la mayor parte de los
mamiferos, al igual que en bacterias, nematodos
e insectos, y son alergenos importantes como
causa de la reactividad cruzada entre caballo,
gato y perro. Sin embargo, poco se sabe acerca
del papel de las lipocalinas en la sensibilizacién
a otras fuentes comunes en Latinoamérica.

Los analisis bioinformaticos, entre los que se
incluyen los analisis in silico (simulacién por
computadoras), son una herramienta Gtil para el
modelamiento y la prediccién de la estructura de
las proteinas. Estas herramientas pueden ayudar
a predecir alergenos mayores potenciales y pue-
den explicar la reactividad cruzada entre dos o
mas fuentes de alergenos. Si en una poblacién
la frecuencia de sensibilizacién a varias fuentes
es conocida, los andlisis de alineamiento y la
identidad entre las proteinas pueden ser el primer
paso para identificar los alergenos principales
que explican los patrones de sensibilizacién y
cosensibilizacion entre las especies. Posterior-
mente, es necesario demostrar si los alergenos
identificados como probables son realmente
alergenos mayores mediante estudios in vivo. En
este estudio exploramos por medio de técnicas
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bioinformaticas la identidad entre las lipocalinas
de perro, gato, caballo, vaca, hamster y gallina
y su posible papel en las alergias a animales en
la poblacién del trépico.

MATERIAL Y METODO
Secuencias de lipocalinas

Estudio in silico en el que se buscaron lipoca-
linas utilizando el programa BLAST de la base
NCBI, con las secuencias validadas hasta el 20
de noviembre de 2014. Sélo se incluyeron las
proteinas alergénicas con una identificacién
completa de la secuencia de ARN mensajero de
perro, gato, caballo, hdmster y vaca. Ademas, se
incluyeron dos lipocalinas de gallina no identifi-
cadas como alergénicas (purpurina y proteina de
union a retinol: RBP) para tener secuencias com-
parativas de este grupo taxonémico. Las entradas
de secuencias parciales o cortes alternativos se
excluyeron. Algunas lipocalinas potencialmente
alergénicas, como Equ c 2, no se incluyeron en
este estudio debido a que la secuencia reportada
en la base NCBI es incompleta.

Las secuencias proteicas se alinearon usando el
programa CRUSTAL Omega, version 1.2.1. de
UniProt. Las secuencias base para los alineamien-
tos fueron las lipocalinas de perro y gato, debido
a que son las mascotas mds comunes en las casas.

Andlisis filogenéticos

Los andlisis filogenéticos basados en las secuen-
cias de ARN (11 secuencias de nucledtidos) se
realizaron mediante el método de reconstruccién
de Neighbor-Joining con el programa MEGA
(molecular evolutionary genetics analysis) version
6, usando el método bootstrap como prueba de
filogenia con 500 replicaciones. Para determinar
la distancia filogenética utilizamos el método de
la maxima probabilidad compuesta, teniendo
en cuenta el nimero de sustituciones de base
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por cada sitio. Todas las posiciones con espacios
vacios se eliminaron (deleciones completas).
Para todos los cruces, las posiciones de codon
incluidas para los analisis fueron primero+segun
do-+tercero+secuencias no codificantes. Debido
al nimero de secuencias de lipocalinas utilizadas
no realizamos subanalisis filogenéticos.

Seleccidon de la poblacién

Usamos una cohorte de pacientes previamente
reportada® y agregamos pacientes nuevos re-
clutados durante el periodo de junio de 2012 a
marzo de 2014. Recolectamos 284 pacientes con
diagndstico de asma, rinitis o dermatitis atpica
que asistieron al servicio de Alergologia Clinica
de la Universidad de Antioquia (Medellin, Co-
lombia) y requirieron una prueba cutdnea con
alergenos para identificar los posibles alergenos
ambientales. Durante la cita para la prueba se
interrogo a los pacientes acerca de los detonan-
tes sospechosos y la existencia de mascotas en
casa o la exposicién indirecta a animales. Luego
de la prueba cuténea, los pacientes recibieron
informacién de manera verbal y por escrito
acerca de las medidas de control ambiental para
las fuentes a las que estuvieron sensibilizados.

Como un criterio de inclusién, a todos los pa-
cientes se les evalué la sensibilizacién a Blomia
tropicalis, Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, epitelio de gato
y perro. Incluimos extractos adicionales de
animales en los pacientes con contacto o con
sospecha de sintomas por otros animales (por
ejemplo, caballo, hamster, pajaros, gallinas,
etc.). El diagnéstico se establecié de acuerdo con
las guias GINA de asma (www.ginasthma.org),
ARIA de rinitis,® el Consenso Latinoamericano de
Conjuntivitis” y los criterios de Hanifin y Rajka
de dermatitis atopica.®

Para la prueba cutanea intraepidérmica usamos
los extractos estandarizados de los laboratorios
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Leti e Inmunotek (Madrid, Espafia) y las recomen-
daciones internacionales para su lectura (habén
3 mm mayor que el control negativo).** Todos
los pacientes suspendieron la administraciéon
de antihistaminicos u otros farmacos el tiempo
requerido antes de la prueba.

Consideraciones éticas

Para la revision de las historias clinicas y los
datos de los pacientes se obtuvo la aprobacion
del comité de ética de la institucion hospita-
laria. Las secuencias se tomaron de la base
de datos de NCBI, por lo que son de acceso
abierto.

Analisis estadisticos

Los analisis se realizaron con el programa IBM
SPSS versién 21 para Windows. Los resultados
se expresaron como porcentajes de frecuencia
y en nimeros absolutos. Se usaron analisis de
correlacion, prueba de x? o regresiones logisticas
multivariables para medir las diferencias entre
los grupos.

RESULTADOS
Identidad de las lipocalinas

Las lipocalinas seleccionadas se muestran en
el Cuadro 1. Se realizaron 38 alineamientos
entre las lipocalinas incluidas. Las secuencias
bases utilizadas fueron las lipocalinas de perro
y gato (Cuadro 2). Las secuencias mostraron
una gran variabilidad entre las identidades (10
a 70%). La mayor identidad se encontré entre
los alineamientos de Can f 6-Fel d 4 con valores
de 68% vy Fel d 4-Equ c 1 con 68%, seguido por
Canf1-Feld7 con61%y Canf6-Equc 1 con
58% (Figura 1). La menor identidad se encontré
entre los alineamientos para porpurina y RBP
con las otras especies, que fue menor de 20%
(Cuadro 3y 4).
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Cuadro 1. Lipocalinas seleccionadas para los alineamientos
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Lipocalina Codigo Base de datos Entrada Nimero de
(secuencia ARNm) (Swissprot) aminoacidos
Perro (Canis familiaris)
Canf 1 ALLT_CANFA AF027177 0.18873 174
Canf2 ALL2_CANFA AF027178 0.18874 180
Canf4 D7PBH4_CANFA GU132996 D7PBH4 174
Canf6 H2B3G5_CANFA HE653774 H2B3G5 190
Gato (Felis domesticus o catus)
Fel d 4 ALL4_FELCA AY497902 Q5VFH6 186
Fel d 7 E5D27Z5_FELCA GuU108332 E5D275 180
Bovine (Bos taurus)
Bos d 2 ALL2_BOVIN L42867 Q28133 172
Caballo (Equus caballus)
Equc 1 ALLT_HORSE U70823 Q95182 187
Gallina/gallo (Gallus gallus o domesticus)
Purpurina PURP_CHICK M17538 P08938 196
RBP RET4_CHICK X77960 P41263 196
Hamster (Phodopus sungorus)
Pho s 21 kDa S57YD3_PHOSU KF148615 S57ZYD3 151

Lipocalinas seleccionadas de diferentes animales para andlisis bioinformaticos.

RBP: proteina de unidn al retinol (retinol binding proteins).

Cuadro 2. Identidad entre las lipocalinas de perro y gato

Alineamiento Identidad Nam. de Nam. de
(%) aminodcidos aminodacidos
idénticos similares
Perro-gato
Canf 1-Fel d 4 23 43 61
Canf1-Feld 7 61 110 46
Can f2-Fel d 4 25 48 68
Canf2-Feld7 24 45 64
Can f 4-Fel d 4 25 48 66
Can f 4-Fel d 7 19 37 50
Can f 6-Fel d 4 68 130 38
Canf6-Feld7 23 43 62

Con la lipocalina de hamster (Pho s 21 kDa), la
identidad con otras especies también fue baja:
Can f 4-Pho s 21 kDa: 25%. Fel d 7-Pho s 21
kDa: 17%. La lipocalina de la vaca Bos d 2 mos-
tr6 valores entre 18 y 30%, la mayor identidad
se encontré con Can f 4 con un valor de 31%
(Cuadros 3 y 4).

Andlisis filogenéticos

El arbol 6ptimo con una longitud de ramificacion
igual a 5.00589491 se muestra en la Figura 2.
El porcentaje de arboles replicados (500 repe-
ticiones) se muestra en la Figura 2. El arbol se
muestra a escala, la longitud de la ramificacién
representa la distancia evolutiva en la cantidad
de cambios acumulados; sin embargo, se debe
tener en cuenta que el método Neighbor-Joining
s6lo hace agrupaciones de “miembros similares”,
sin tomar en cuenta el reloj molecular, por lo
que la distancia evolutiva es sélo aproximada
de acuerdo con la identidad de las proteinas
estudias. Hubo 411 posiciones en la base final.

Caracteristicas de la poblacién y
sensibilizacion a animales

De los 284 pacientes, 149 eran mujeres (Cuadros
5y 6). La edad media fue de 20 anos. La mayoria
de los pacientes tenian enfermedades respiratorias
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Figura 1. Estructura de alineamiento entre Can f 6, Fel d 4 y Equ ¢ 1. Los aminodcidos identificados estan indi-

cados con “*”, los aminoacidos similares estan indicados con “:

(90%) y 38 pacientes (13%) tenian sintomas res-
piratorios y cutdneos; 227 pacientes (80%) tenian
atopia, 151 pacientes (53%) fueron positivos a uno
o varios animales. El perro (n=136, 48%) y el gato
(n=27, 9.5%) fueron las fuentes causantes con mas
frecuencia de sensibilizacién entre mascotas; 18
pacientes positivos a gato lo fueron también a perro.
Seis pacientes fueron positivos a caballo y todos
ellos lo fueron a gato y perro. Cuatro de ellos tenian
una alta exposicion a caballo; 33 (14%) pacientes
fueron positivos a pajaros, 24 de ellos fueron posi-
tivos a gato o perro; 135 pacientes positivos a perro
(99%) resultaron sensibilizados a caros y todos los
pacientes positivos a gato lo fueron a los acaros;
219 (77%) pacientes estuvieron expuestos a algin
animal: 133 (46%) a perro, 86 (30%) a gato, 70
(24%) a pajaros y 33 (11%) a otros animales, como
caballo, hamster y conejo. No pudimos evaluar si
existia una relacion entre la exposicién a mascotas
y los sintomas, debido a que la poblacién estaba
conformada totalmente por pacientes alérgicos
y no habia controles. La Unica asociacién entre
exposicion y sensibilizacion fue a pdjaros (p<0.1,
media: 2.8, IC 95%: 1.3-6).

“u.on

y resaltados en gris oscuro.

Relacién entre identidad de lipocalinas y
patron de sensibilizacion

Observamos que el porcentaje de identidad de
algunas lipocalinas estd estrechamente relacionado
con el patrén de sensibilizacion. La mayor iden-
tidad se encontr6 para Canf 6, Feld4y Equc T,
con frecuencia alta de cosensibilizacion a perro,
gato y caballo (p menor de 0.05). Las lipocalinas
de gallina, hamster y vaca tenian poca identidad
y poca frecuencia de cosensibilizacién con gato y
perro. Debido a que esta asociacién podria estar
relacionada con el grado de exposicién, realiza-
mos un subanalisis, considerando la exposicion
animal como una covariable, y no observamos una
relacién significativa entre la exposicion directa
a caballo, hamster, vaca, gallina, gato o perro y
sensibilizacion.

DISCUSION

Los patrones de sensibilizacion pueden variar
de acuerdo con las condiciones geograficas y
socioculturales de una regién.'>'? De acuerdo
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Cuadro 3. Identidad entre lipocalinas usando las secuencias
del perro como base
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Cuadro 4. Identidad entre lipocalinas usando a gato como
secuencia base

Identidad Nam. de Nam. de
(%) aminoacidos aminoacidos

Alineamiento

idénticos similares

Caballo-bovino
Canf1-Bosd 2 19 35 57
Canf2-Bosd 2 18 34 65
Can f 4-Bos d 2 31 54 56
Can f 6-Bos d 2 25 47 63

Perro-caballo
Canfl-Equc 1 25 46 59
Canf2-Equc 1 26 49 70
Canf4-Equc 1 27 52 63
Canfé6-Equc 1 58. 111 48

Perro-gallina

Can f 1 -Purpurin 13 28 57
Can f 1-PUR 14 29 63
Can f 2-Purpurin 13 28 59
Can f 2-PUR 17 35 66
Can f 4-Purpurin 13 28 46
Can f 4-PUR 15 36 38
Can f 6-Purpurin 14 33 51
Can f 6-PUR 17 37 63

Perro-hamster
Canf1-Phos21kDa 17 31 60
Canf2-Phos21kDa 13 25 67
Canf4-Phos21kDa 25 44 58
Canf6-Phos21kDa 21 41 64

con el Ministerio de Salud de Colombia (www.
minproteccionsocial.gov.co) y la Sociedad Pro-
tectora de Animales, alrededor de una de cada
tres casas en el Valle de Aburrd tiene mascotas
(perros 86% y gatos 17%) y 23% tiene al me-
nos dos mascotas de especies diferentes. Estos
datos sugieren que hay una alta concentracion
de particulas derivadas de animales en el aire
de Medellin. Sin embargo, no encontramos una
relacién directa entre la frecuencia de exposicién
a gatos o perros y sensibilizacion. Esto puede
explicarse por la alta frecuencia de exposicion
indirecta en la escuela, el trabajo o el vecindario,
que es dificil de cuantificar y, considerando los
datos epidemiol6gicos comentados, ésta debe
ser alta en esta region.

Identidad Nam. de Nam. de
(%)  aminoacidos aminoacidos

Alineamiento

idénticos similares
Gato-bovino
Fel d 4-Bos d 2 28 53 64
Fel d 7-Bos d 2 19 38 54
Gato-caballo
Fel d 4-Equ c 1 68 130 30
Fel d 7-Equ c 1 24 45 60
Gato-gallina
Fel d 4-Purpurina 16 35 57
Fel d 4-PUR 17 38 60
Fel d 7-Purpurina 17 36 50
Fel d 7-PUR 18 38 54
Gato-hamster
Fel d 4-Phos 21 kDa 19 36 67
Fel d 7-Pho s 21 kDa 17 34 45

Otro factor importante que puede repercutir
en la alta sensibilizacién a estos animales es
la reactividad cruzada a la familia de proteinas
lipocalinas. Entre las especies de perro, gato y
caballo' esta situacién favorece la cosensibiliza-
cién entre pacientes que tienen poca exposicion
a los animales. En nuestra poblacién, esto podria
explicar, al menos en parte, la alta cosensibi-
lizacién a caballo, gato y perro. Con base en
los andlisis bioinforméticos, sugerimos que la
cosensibilizacién podria ser por la alta identidad
entre Can f 6, Fel d 4 y Equ ¢ 1. De acuerdo con
el patron de sensibilizacién, todos los pacientes
sensibilizados a caballo lo estuvieron también a
perro, por lo que Equ c1 podria ser el principal
alergeno de caballo. Por la reactividad cruzada
Can f 6 puede ser un importante alergeno para
perro, pero no el Gnico, porque la mayoria de los
pacientes sensibilizados a perro no lo estuvieron
a gato o caballo. Fel d 4 podria ser un alergeno
importante para gato en nuestra poblacién si se
toma en cuenta la alta identidad que tiene con
Canf 6y la alta frecuencia de cosensibilizacién a
perro entre los pacientes sensibilizados a gato; sin
embargo, estas predicciones deben confirmarse
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Figura 2. Arbol filogenético. El drbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama es igual a 5.00589491.

por métodos in vivo o in vitro. Nuestros resul-
tados son similares a los encontrados por otros
autores, lo que sugiere una alta probabilidad de
reactividad cruzada, demostrada por andlisis de
inhibicién y competicion utilizando la técnica
de ELISA entre Fel d 4, Can f 6 y Equ c 1.'*'> De

cualquier manera, la frecuencia de sensibiliza-
cién a gato, perro y caballo es diferente entre las
poblaciones, por lo que los factores del ambiente
y las caracteristicas genéticas de cada poblacion
influyen de manera importante en la prevalencia
de la sensibilizacion a diferentes fuentes.
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Cuadro 5. Caracteristicas generales de la poblacién (n=284)

Datos generales Nam. (%)
Sexo
Mujer 149 (52)
Hombre 135 (48)
Fenotipos
Asma 159 (56)
Rinitis 237 (83)
Conjuntivitis 135 (47)
Eccema 71 (25)
Edad (ahos) Media 20 (limites: 1 a 71)

Cuadro 6. Caracteristicas de la poblacién por sensibilizacién
(n=284)

Datos generales Niam. (%)
Atopia 227 (80)

Perro 136 (48)

Gato 27 (9.5)

Pdjaros*

Canarios, pericos, palomas y gallinas 33 (14.5)
Otros animales**

Caballo, conejo, hamster, cerdo 7 (7)

*n=227. **n=94.

Comparado con otras especies, se sabe poco
acerca de la familia de lipocalinas y sus propie-
dades alergénicas en la gallina, vaca y hamster.'®
Observamos una baja cosensibilizacion a
hamster o vaca con gato o perro. Esta baja co-
sensibilizacién concuerda con la baja identidad
entre las lipocalinas de estas especies y su mayor
distancia filogenética. Existen pocos estudios
acerca de la sensibilizacion a los pajaros.>'7'
Observamos que la frecuencia de sensibilizacion
a pajaros como grupo fue mayor de 10%, pero
la sensibilizacion a gallina, paloma, periquito o
canario separadamente fue menor de 5%.>?? Esta
baja frecuencia de sensibilizacién, comparada
con la de gato o perro, puede deberse a que po-
cas personas en nuestra poblacion tienen pajaros
como mascota, pero también puede deberse a la
poca identidad con las lipocalinas de otras es-
pecies como gato o perro. La exposicién directa
parece tener mayor importancia en la sensibili-

rﬁﬁlergia
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zacién a pdajaros que la reactividad cruzada a
otras especies. Sin embargo, s6lo tomamos las
lipocalinas de gallina debido a que hasta nues-
tro conocimiento, son las Gnicas reportadas al
momento, por lo que no podemos asegurar que
la baja identidad observada con gato y perro se
extienda a otras especies de pajaros.

Nuestro estudio tiene algunas fortalezas y limita-
ciones. Debido a que es un estudio in silico, las
asociaciones encontradas entre los patrones de
cosensibilizacion y la identidad de las lipocalinas
nos permite explorar los alergenos que pueden
tener mayor posibilidad de ser clinicamente
relevantes en nuestra poblacion, su efecto en
la reactividad cruzada e identificar las posibles
fuentes principales de sensibilizacién. Sin em-
bargo, estos resultados, al ser predictivos, deben
confirmarse con estudios in vitro para ratificar que
los alergenos identificados son los causantes de
la reactividad cruzada y las frecuencias de sensi-
bilizacién encontradas; sin embargo, éste seria el
primer paso para una bisqueda in vitro dirigida.

CONCLUSION

De acuerdo con los andlisis bioinformaticos y
los patrones de sensibilizacién en una poblacion
del trépico, proponemos que algunas lipocalinas
pueden tener un importante papel en la cosensi-
bilizacién a gato, perro y caballo, pero no para
hamster, vaca o pajaros. Fel d 4 y Equ c 1 podrian
ser alergenos mayores para caballo y gato.
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