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DESCRIPCION
Composicién a base de post-bidticos para el tratamiento de la inflamacién ocular
Campo de la invencion

La invencion se refiere a una composicion que comprende un producto fermentado de especies de Lactobacillus casei
o paracasei, preferiblemente para su uso en el tratamiento de sindromes de inflamacion ocular y a un método para su
obtencion.

La invencién se refiere al uso del sobrenadante de Lactobacillus Paracasei en el tratamiento de la conjuntivitis, en
particular de la queratoconjuntivitis vernal (QCV).

Antecedentes de la invencion
Conjuntivitis

La conjuntivitis es una inflamacién o infeccion de la conjuntiva ocular. Se caracteriza por la dilatacién de los vasos
conjuntivales, lo que provoca hiperemia y edema conjuntival, que se suele manifestar con secrecion asociada
(Leibowitz HM, The red eye, N. Engl. J. Med., 2000; 343(5): 345-351).

La conjuntivitis puede variar segun su etiologia. Puede estar relacionada con infecciones virales o bacterianas, o ser
alérgica. La conjuntivitis alérgica es, con diferencia, la mas comun en la poblacién y se presenta entre la primavera y
el verano. La conjuntivitis viral es la conjuntivitis infecciosa mas comun y se presenta principalmente en verano,
mientras que la conjuntivitis bacteriana es mas frecuente en nifios y se observa de diciembre a abril.

La conjuntivitis puede ser primaria o secundaria a una enfermedad sistémica. En el primer caso, se prefiere el
tratamiento tépico, mientras que en el segundo se debe buscar tratamiento sistémico. El tratamiento depende de la
causa de la enfermedad y se lleva a cabo con colirios a base de antibiéticos, prescritos para la conjuntivitis bacteriana;
antihistaminicos, colirios con antiinflamatorio o esteroides para el tratamiento de la conjuntivitis alérgica; no existe cura
para la conjuntivitis viral no herpética (JAMA, 2013; 310(16): 1721-1729, doi:10.1001 /jama.2013.280318).

Queratoconjuntivitis vernal (QCV)

La queratoconjuntivitis vernal (QCV) es una inflamacién bilateral crénica de la conjuntiva. La QKV afecta sobre todo a
nifios pequefios (especialmente varones) de 4 a 20 afios. La incidencia de la enfermedad es de 1 a 10 casos por cada
10.000 personas, pero ha ido en aumento en las Ultimas décadas. Se desconoce la etiologia exacta de la enfermedad,
aungue la QCV se presenta principalmente en personas alérgicas (con asma, dermatitis atépica, rinitis alérgica, etc.)
e incluye hiperactividad de eosinéfilos y mastocitos. La caracteristica fisiopatoldgica es un infiltrado celular mixto denso
con, en ocasiones, un epitelio extremadamente engrosado. Presenta una marcada proliferacién capilar, fibrosis y una
matriz extracelular engrosada.

El cuadro clinico se caracteriza por sintomas subjetivos pronunciados y la aparicion de papilas gigantes,
principalmente en la conjuntiva tarsal superior. Se puede distinguir entre la forma limbar y la forma palpebral. Los
cambios corneales son las complicaciones mas graves, con el desarrollo de erosiones corneales y Ulceras en escudo.
Es una enfermedad debilitante que se caracteriza por ardor y picor, asi como fotofobia. Las opciones terapéuticas
actuales se dirigen a prevenir el dafio tisular a largo plazo causado por la inflamacién cronica y dependen de la
gravedad de la enfermedad. Los casos leves se tratan con antihistaminicos y estabilizadores de mastocitos. Los casos
graves se tratan con esteroides locales o sistémicos y con ciclosporina bajo estricto control médico. Debido al limitado
beneficio clinico y a los efectos secundarios adversos de estos farmacos inmunosupresores, especialmente en el 0jo,
donde pueden causar aumento de la presion intraocular, formacion de cataratas y glaucoma, estos farmacos distan
mucho de ser ideales, y se necesita un esfuerzo considerable para identificar alternativas.

Por lo tanto, existe una necesidad de nuevos farmacos o compuestos capaces de prevenir o tratar la conjuntivitis sin
causar efectos secundarios.

Alergia, microbiota y disbiosis

La microbiota es la comunidad de bacterias comensales que habitan nuestro cuerpo (Yatsunenko et al., 2012). Se
esta descubriendo que estamos compuestos por diez veces mas células microbianas que de células de mamifero, las
cuales contribuyen con cien veces mas genes. Por lo tanto, la microbiota proporciona un conjunto de nuevas funciones
que con el paso de los afios nuestro organismo ha aprendido a explotar (Qin et al., 2010). Esto mejora enormemente
la variacion genética entre individuos que proporciona el genoma humano (Li et al., 2008; Mueller et al., 2006; Qin et
al., 2010). Una funcién importante de la microbiota es la maduracién del sistema inmune y la proteccion contra algunos
agentes infecciosos (Hooper et al., 2012; Khoruts et al., 2010; Reid et al., 2011; Swiatczak et al., 2011). Cada vez es
mas evidente que, especialmente en las primeras etapas de la vida, la microbiota “educa” a nuestro sistema inmune
para que combata tanto a las bacterias inocuas como a las dafiinas y establezca el equilibrio entre ambas,
caracteristico de un intestino sano. De hecho, la microbiota esta compuesta por bacterias inocuas simbibticas y
patégenos potenciales, también llamados patobiontes (Chow et al., 2011).
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Recientemente, se ha demostrado que varios trastornos, como la rinitis alérgica y la dermatitis atopica, se asocian con
una microbiota alterada, también denominada disbiosis (Robles Alonso y Guarner, 2013). Una comunidad microbiana
alterada puede desencadenar reacciones alérgicas caracterizadas por un aumento de las respuestas de tipo Th2,
IgEs, eosinofilia o basofilia y activacién de mastocitos (Cahenzli et al., 2013) (Hill et al., 2012). Ademas, la mucosa
ocular esta colonizada por la microbiota y es probable que la disbiosis sea responsable de algunas manifestaciones
alérgicas o de la susceptibilidad a infecciones viricas o bacterianas que provocan conjuntivitis.

Probiéticos

Los probibticos se definen como microorganismos vivos que ejercen efectos beneficiosos para el huésped cuando se
administran en cantidades adecuadas. Sin embargo, la administracién de probibticos no debe ser arbitraria, ya que
cada cepa puede producir metabolitos especificos en el producto fermentado con propiedades inmunomoduladoras
distintivas (Klaenhammer et al., 2012). Por ejemplo, al comparar la actividad de varios lactobacilos sobre el sistema
inmune, se observé que cada cepa presenta caracteristicas muy especificas (Mileti et al., 2009; Tsilingiri et al., 2012;
Tsilingiri y Rescigno, 2013). Asi, se encontré que Lactobacillus Plantarum NCIMB8826 tiene efectos perjudiciales
debido a sus propiedades inmunoestimuladoras en ratones y en tejido intestinal humano sano (Mileti et al., 2009;
Tsilingiri et al., 2012), mientras que Lactobacillus rhamnousus GG y L. Paracasei B21060 pueden ser perjudiciales
solo en tejidos inflamados como los de pacientes con enfermedades inflamatorias del intestino (Tsilingiri et al., 2012).

En cambio, los inventores descubrieron que los productos metabdlicos de los probidticos, denominados post-bibticos
(Tsilingiri y Rescigno, 2013), son muy seguros también en tejidos inflamados, presumiblemente porque los post-
bidticos carecen de los patrones moleculares asociados a los microbios que podrian activar ain mas los tejidos
inflamados (Tsilingiri et al., 2012). El uso de probiéticos (L. acidophilus) en colirios ya habia sido propuesto por Bonini
et al. y ha demostrado cierta eficacia en el control de los sintomas de la QCV en 6 de 7 pacientes (lovieno et al., 2008).
En este ensayo clinico, los pacientes fueron tratados con colirios probidticos durante 4 semanas, mientras se
registraban los signos y sintomas de la QCV.

Si bien los sintomas mejoraron tanto después de 2 como de 4 semanas, la mejoria de los signos clinicos fue evidente
después de 4 semanas. El uso prolongado de colirios a base de probiodticos no se ha probado, pero no se puede
descartar que pueda provocar un cambio permanente en la composicion de la microbiota ocular o en la comunidad de
bacterias comensales que habitan el cuerpo humano (Yatsunenko et al., 2012}, con efectos impredecibles a largo
plazo en la homeostasis inmune ocular.

El sobrenadante de Lactobacillus paracasei

En el documento WO 2011/009848 A2 se describe el supuesto uso terapéutico de cepas de Lactobacillus paracasei,
cepa CNCM 1-1390 (depésito en el Tratado de Budapest), depositada de nuevo el 26 de julio de 2017 de acuerdo con
el Tratado de Budapest con el CNCM (Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos, Instituto Pasteur, Paris,
Francia) n.® 1-5220 (en adelante también denominada B21060), en particular de su sobrenadante de fermentacion
como antiinflamatorio en enfermedades intestinales.

Descripcion de la invencion

La invencion se define en las reivindicaciones 1 a 9. Se describe el uso de un producto fermentado de la especie
Lactobacillus (post-bidtico) para la generaciéon de una formulacion de colirio que protege la mucosa ocular de
infecciones, reacciones alérgicas y conjuntivitis posterior.

Las ventajas del post-bidtico son multiples. En primer lugar, no se introducen bacterias vivas que normalmente
colonizan otras mucosas oculares. En segundo lugar, no se producen patrones moleculares asociados a microbios
(MAMPs) normalmente asociados a la pared celular bacteriana, como endotoxinas (LPS) o acido lipoteicoico (LTA),
que podrian ser potencialmente perjudiciales. En tercer lugar, un post-biético posee propiedades antiinflamatorias, de
sesgo celular Th1/Treguladoras y protectoras de la barrera en las células epiteliales, incluidas las células epiteliales
corneales. Por lo tanto, el uso, de acuerdo con la invencién, de un colirio post-biético es mas seguro y probablemente
mas eficaz que un colirio probiético, con la ventaja de no afectar a la composicion de la microbiota ocular mediante la
introduccion de especies que no estan presentes normalmente en el ojo.

La invencion se refiere al uso de un producto fermentado que puede restablecer la homeostasis de la mucosa ocular
y protegerla de ambos tipos de reaccién. El producto fermentado se obtiene a una temperatura de fermentacién no
canonica. El producto fermentado puede, por un lado, sesgar la respuesta de las células T hacia una respuesta de
tipo Th1, que puede ser protectora contra patdgenos y contrarrestar la respuesta pro-alérgica de tipo Th2 iniciada
durante la alergia. Por otro lado, el producto fermentado no favorece la induccién de una respuesta inflamatoria aguda.
El producto fermentado de la invencién posee actividad inmunomoduladora tanto en las células del sistema inmune
como en las células epiteliales y promueve la formacién de la barrera epitelial, protegiendo asi la mucosa de agentes
externos, siendo por lo tanto particularmente adecuado para el tratamiento de la conjuntivitis, en particular de la QCV.
El producto fermentado se puede obtener mediante la fermentacion de diferentes sustratos, como por ejemplo €l
lactato de sodio.
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En la presente memoria se describe una composicion que comprende un producto fermentado de las especies
Lactobacillus casei 0 paracasei, caracterizada por contener en su genoma de ADN secuencias de ADN esencialmente
idénticas a las secuencias SEC ID N.2 1 a 5, diluyentes y/o excipientes adecuados. El producto fermentado se produce
mediante el método que se describe a continuacion.

En una realizacion preferida, la especie de Lactobacillus es Lactobacillus paracasei, preferiblemente una cepa
caracterizada por comprender en su genoma de ADN secuencias de ADN esencialmente idénticas a las secuencias
SEC ID N.2 6 a 18, mas preferiblemente la cepa depositada de acuerdo con el Tratado de Budapest con el N.2 CNCM
1-5220.

Los usos preferidos de la composicion de la invencién incluyen el uso en el tratamiento de sindromes de inflamacién
ocular, preferiblemente de conjuntivitis, en particular de queratoconjuntivitis vernal (QCV), en medicina humana y
veterinaria.

Esta dentro del objeto de la invencién una composicion que comprende ademas adyuvantes, y/u otros agentes
terapéuticos conocidos por el experto en la materia para los sindromes de inflamacién ocular.

Preferiblemente la composicion de la invencion esta en forma de una formulacién de colirio.

Preferiblemente, la composicién de la invencion comprende el producto fermentado, como se definié anteriormente,
en una concentracion del 2-40 % vol., preferiblemente del 10-25 % vol., mas preferiblemente del 25 % vol. Esta dentro
del objeto de la invencién un método para obtener el producto fermentado, como se definid anteriormente,
caracterizado por:

a) crecer un indculo de la cepa de Lactobacillus como se definié anteriormente en un medio de cultivo adecuado, a
una temperatura de 4 a 40 °C, preferiblemente a aproximadamente 37 °C, para tener una biomasa y permitir que la
fermentacion de dicha biomasa a una temperatura de 4 a 40 °C se desarrolle durante 12 a 36 horas, preferiblemente
durante aproximadamente 24 horas, para obtener una biomasa fermentada, y

b) centrifugar dicha biomasa fermentada para obtener un pellet de biomasa fermentada y un primer producto
fermentado;

c) incubar dicho pellet de biomasa fermentada en una solucién minima (solucién salina, tampén fosfato, H20, etc.),
que comprende preferiblemente una sal de lactato, y que permite una fermentacién adicional a una temperatura de 4
a 40°C, durante 12 a 36 horas, preferiblemente durante aproximadamente 24 horas, para obtener una biomasa
fermentada adicional;

d) separar dicha biomasa fermentada adicional de un segundo producto fermentado mediante centrifugacion.

El primer y/o segundo producto fermentado, obtenidos en las etapas b) o d), respectivamente, son objeto de la
invencién y, en conjunto, se definiran como “producto fermentado”. Se pueden usar como ingredientes activos para la
composicién y la formulacion del colirio, ya sea individualmente o en combinacion.

Se describe en la presente memoria un método para el tratamiento de sindromes de inflamacién ocular,
preferiblemente de conjuntivitis, en particular de queratoconjuntivitis vernal (QCV), en medicina humana y veterinaria
que comprende la administracion de la composicion de la invencién a un sujeto que la necesita.

La invencién se ilustrara por medio de ejemplos no limitantes con referencia a las siguientes figuras.

Figura 1: Perfil de espectrometria de masas del producto fermentado de la cepa CNCM [-5220 de Lactobacillus
Paracasei obtenido mediante la técnica SACI.

Figura 2: Las CDMos se estimularon con LPS (100 ng/ml} y se trataron con o sin producto fermentado de la cepa
CNCM [-5220 de Lactobacillus Paracasei durante 24 h. Las concentraciones de IL-10 e IL-12p70 se determinaron
mediante ELISA. Cada simbolo se refiere a donantes individuales.

Figura 3: Las CDMos se estimularon con LPS (100 ng/ml} y se trataron con o sin producto fermentado de la cepa
CNCM [-5220 de Lactobacillus Paracasei durante 24 h. Se determinaron las concentraciones de di IL-12p70, IL-10,
IL-1B, TNF-q, IL-6 y MCP1 mediante ELISA.

Figura 4: Las CDMos se estimularon con LPS (100 ng/ml} y se trataron con Flac o el control que contenia manitol y
lactato de sodio durante 24 h. Las concentraciones de IL-10 e IL-12p70 se determinaron mediante ELISA. p** > 0,01
(ANOVA de dos vias-Bonferroni).

Figura 4: Las CDMos se estimularon con LPS (100 ng/ml} y se trataron con Flac o el control que contenia manitol y
lactato de sodio durante 24 h. Las concentraciones de IL-10 e IL-12p70 se determinaron mediante ELISA. p** > 0,01
(ANOVA de dos vias-Bonferroni).
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Figura 5: Las CDMos se infectaron con Salmonella SL1344 (MOI 1:1) y se trataron con Flac o el control que contenia
manitol y lactato de sodio durante una hora. Después de esto, se inactivo la Salmonella con gentamicina (100 mg/ml)
y, tras 24 h de incubacion, se evalud la abundancia de citoquinas (IL-10 e IL-12p70) en el medio de cultivo. Las
concentraciones de citoquinas se determinaron mediante ELISA.

Figura 6: Las PBMCs se estimularon con LPS (100 ng/ml) y se trataron con el producto fermentado de la cepa CNCM
I-5220 de Lactobacillus Paracasei durante 24 h. Las concentraciones de IL-10, IL-12p40 y TNF-a se determinaron
mediante ELISA. El panel A indica la concentracién absoluta de citoquinas, mientras que el panel B muestra el
porcentaje de citoquinas referidas Unicamente a células tratadas con LPS.

Figura 7: Las PBMCs se estimularon con LPS (100 ng/ml} y se trataron con Flac o el control que contenia manitol y
lactato de sodio durante 24 h. Las concentraciones de IL-10, IL-12p40 y TNF-a se determinaron mediante ELISA. p*
> 0,05 (ANOVA de dos vias-Bonferroni).

Figura 8: Los ratones se trataron previamente con diferentes dosis de Flac (3,5 y 0,35 mg/ml) o su control, que
contenia manitol-lactato sédico, durante 4 dias. Posteriormente, se les inyecto intraperitonealmente a los ratones 200
Ug de LPS. Transcurridas 5 h, se sacrificaron los ratones y se determinaron los niveles de diferentes citoquinas (IFN-
Yy, IL-10, IL-12p40, IL-6, TNF-a e IL-12p70) mediante CBA BD Array (BD Bioscience). **p<0,01. Prueba U de Mann-
Whitney.

Figura 9: Las células epiteliales corneales primarias humanas (HCEC, N.2 C0185C Thermo Fisher Scientific) se
estimularon durante 24 horas con 100 ng/ml de LPS o Staphylococcus aureus Cowan | con o sin producto fermentado
de la cepa CNCM 1-5220 de Lactobacillus Paracasei. La produccion de citoquinas (IL-1B, IL-8, TNF-a e IL-6) se midio
mediante ELISA en el sobrenadante del cultivo celular.

Figura 10: Se evalué la expresién de ZO-1 mediante inmunofluorescencia en células Caco-2. En la fila superior, se
muestran imagenes de células tratadas con el control; en la fila inferior, imagenes de células tratadas con el producto
fermentado de la cepa CNCM 1-5220 de Lactobacillus Paracasei. Cada fila muestra imagenes por triplicado del mismo
tratamiento.

Materiales y métodos
Analisis LC/MS

El perfil de espectrometria de masas del producto fermentado de la cepa CNCM 1-5220 de Lactobacillus paracasei se
obtuvo mediante la técnica de ionizacién quimica de superficie activada (SACI) (J Mass Spectrom. 2005 Dec; 40(12):
1550-7.). El producto fermentado de la cepa CNCM 1-5220 de Lactobacillus paracasei se traté como se indica a
continuacién. El sobrenadante liofilizado se diluyé en tampén PBS y se cargaron 5 pl en un HPLC Ultimate 3000
(Dionex) equipado con una columna Phenomenex Luna C18 (2,0 x 50 mm - tamafio de particula 3 pm) acoplada a un
espectrofotometro HCT Ultra (Bruker).

Cultivo de bacterias

La cepa CNCM 1-5220 de Lactobacillus paracasei se cultivé anaerobicamente en 3 ml de medio MRS durante toda la
noche a 37 °C. Al dia siguiente se reinici6 el cultivo (generalmente a una dilucién de 1:10) y las bacterias se recogieron
y se usaron para estimulacion en la fase de crecimiento exponencial, es decir, cuando la DO era 0,6 medida con un
biofotometro Eppendorf. Los sobrenadantes de la cepa CNCM 1-5220 de Lactobacillus paracasei se obtuvieron
cultivando bacterias a una DO600 = 0,6 en MRS y suspendiendo la biomasa en solucién salina suplementada o no
con lactato de sodio (Flac). El medio resultante se filtré después. El producto fermentado se mantuvo en forma liquida
o se liofilizé afiadiendo manitol.

La cepa FB62 de Salmonela serotipo typhimurium se cultivd en 3 ml de caldo Luria-Bertani y se cultivé aerébicamente
(en agitacién) y se us6 para estimulacién en la fase de crecimiento exponencial, es decir, cuando la DO era 0,6 medida
con un biofotémetro Eppendorf.

Condiciones de diferenciacion y estimulacion de células dendriticas derivadas de monocitos (CDMos)

Las células dendriticas (CDs) se obtuvieron a partir de monocitos de sangre periférica humana seleccionados con
anticuerpos anti-CD14 acoplados a microesferas magnéticas (Miltenyi, Bolonia, Italia). Las células CD14+ se
incubaron durante 6 dias en un medio completo que contenia factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF, 5 ng/ml; BD Biosciences) e interleuquina-4 (2,5 ng/ml; BD Biosciences) con el fin de obtener
CDMos inmaduras. Las CDMos se incubaron con lipopolisacéaridos (LPS) de Escherichia coli O111:B4 (Sigma-Aldrich)
o de Salmonella FB62 (MOI 1:1 bacteria:DC) en presencia o ausencia de producto fermentado de la cepa CNCM I-
5220 de Lactobacillus paracasei durante 24 h. Se analiz6 la abundancia de citoquinas en los sobrenadantes mediante
ELISA (R&D Systems) y mediante el ensayo citométrico de microesferas Flex (BD Biosciences).
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Células mononucleares de sangre periférica y condiciones de estimulacién

Las capas leucocitarias se obtuvieron de donantes sanos que firmaron un consentimiento informado para su uso en
investigaciéon. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se separaron mediante centrifugacién en
gradiente con Ficoll (GE Healthcare) y, posteriormente, se resuspendieron y cultivaron en medio RPMI 1640 (Lonza)
que contenia suero fetal bovino al 10 % (Gibco), glutamina al 1 %, piruvato al 1 %, AA no esenciales al 1 % y penicilina-
estreptomicina al 1 %. Las PBMCs se incubaron con lipopolisacaridos (LPS) de Escherichia coli O111:B4 (Sigma-
Aldrich) en presencia o ausencia de producto fermentado de la cepa CNCM [-5220 de Lactobacillus paracasei durante
24 h. Se analizé la abundancia de citoquinas en los sobrenadantes mediante ELISA (R&D Systems) y mediante el
ensayo citométrico de microesferas Flex (BD Biosciences).

Células epiteliales corneales primarias humanas y condiciones de estimulacion

Las células epiteliales corneales primarias humanas (HCEC, N.2 C0185C Thermo Fisher Scientific) se sembraron en
una placa de 96 pocillos a 10.000 células/pocillo en presencia o ausencia de producto fermentado de la cepa CNCM
I-5220 de Lactobacillus paracasei. Después de 24 horas, las células se estimularon con 100 ng/ml de LPS de
Escherichia coli O111:B4 (Sigma-Aldrich) o con una dilucién 1:1.000 de Staphylococcus aureus Cowan | durante 24
horas adicionales. La produccién de citoquinas (IL-1B, IL-8, TNF-a e IL-6) se midi6 mediante ELISA/CBA en el
sobrenadante del cultivo celular.

Condiciones de cultivo y estimulacién de células Caco?2

Las células Caco2 se cultivaron en DMEM suplementado con FBS al 10 %, glutamina al 1 %, aminoacidos no
esenciales al 1 % y penicilina-estreptomicina al 1 %. Las células se sembraron en un Sistema de camara portaobjetos
Permanox Plastic Nunc™ Lab-Tek™ (ThermoFisher) y se estimularon con 100 ng/ml de LPS de Escherichia coli
0O111:B4 (Sigma-Aldrich) en presencia o ausencia de producto fermentado de la cepa CNCM [-5220 de Lactobacillus
paracasei. Se evalu6 la expresion de ZO-1 mediante inmunofluorescencia con el siguiente anticuerpo monoclonal:
anti-ZO-1 clon ZO1-1A12, Invitrogen, a una concentracién de 5 pg/ml durante 1 hora a temperatura ambiente. Los
portaobjetos se incubaron posteriormente con el anticuerpo secundario conjugado con fluoréforo apropiado.

Antes de tomar las imagenes, los nicleos se contra-tifieron con 4',6-diamidin-2-fenilindol (DAPI).
Choque endotoxico inducido por LPS

Los ratones C57/BL6 se adquirieron en los laboratorios Charles River. Todos los ratones se mantuvieron en jaulas de
micro-aislamiento en un centro especifico para animales libre de patégenos. Todos los experimentos se realizaron de
acuerdo con las directrices establecidas en los Principios para el Cuidado de Animales de Laboratorio (Directiva
86/609/CEE) y aprobadas por el Ministerio de Sanidad italiano.

Los ratones se trataron por via oral con Flac (lactato de sodio fermentado por la cepa CNCM 1-5220 de Lactobacillus
paracasei) alas 96,72, 24 y 2 horas, antes de la administracién de LPS (n = 5 por grupo). Los ratones control recibieron
manitol-lactato de sodio. Se inyecté LPS de Escherichia coliO111:B4 (Sigma-Aldrich) intraperitonealmente (i.p.} a 200
Ug por ratén en 200 ul de agua inyectable. Tras 5 horas, los ratones fueron sacrificados mediante desangrado bajo
anestesia y se extrajo la sangre. Se detectaron los niveles séricos de IFN-y, IL-10, IL-12p40, IL-6, TNF-a e IL-12p70
mediante CBA BD Array (BD Bioscience), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Analisis estadistico

Se us6 la prueba t de Student para datos pareados (prueba U de Mann-Whitney) o ANOVA para determinar la
significancia estadistica de los datos. La significancia se defini6 como *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001. Los
célculos estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism.

Preparacién del sobrenadante de L. paracasei B21060 (CNCM I1-1390, depositado de nuevo como CNCM [-5220)

Se crece un indculo de L. paracasei B21060 a una temperatura aproximada de 37 °C y se agita suavemente para
evitar la oxigenacion del medio de cultivo, como medio MRS. Se deja crecer la biomasa durante aproximadamente 12
a 36 horas, preferiblemente durante aproximadamente 24 horas, hasta alcanzar la concentracién deseada de
lactobacilos (la concentracién preferida corresponde a un crecimiento del microorganismo equivalente a una
absorbancia de 0,6 a una longitud de onda de DOsoo). A continuacién, el cultivo se centrifuga para separar las bacterias
del primer producto fermentado, el primero se procesa como se indica a continuacion para preparar la composicion
para el colirio de la invencién. El primer producto fermentado se puede usar para obtener la composicién de la
invencion.

Preparacion del colirio, Formulacién A

Las bacterias centrifugadas se transfieren a una soluciéon minima (solucién salina, tampén fosfato, H20, etc.) con o sin
lactato de sodio (aprox. 5 g/l) y se deja fermentar de 12 a 36 horas, preferiblemente durante aproximadamente 24
horas sin agitacion. A continuacion, las bacterias se centrifugan para separarlas del segundo producto fermentado, y
este Ultimo se usa en la preparacién de la composicion de la invencién. Por ejemplo, la composicion se usa para el
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colirio de formulacion A y consiste en el segundo producto fermentado, diluido del 2 al 40 % vol., preferiblemente del
10 al 25 % vol., mas preferiblemente al 25 % vol., en una solucién salina u otro diluyente adecuado para el propésito,
y filtrado adecuadamente. El % de dilucién también depende de las concentraciones de bacterias obtenidas de acuerdo
con el parrafo anterior. La Figura 1 muestra un perfil de espectrometria de masas obtenido mediante la técnica de
ionizacion quimica de superficie activada (SACI). [Cristoni S, Rubini S, Bernardi LR. Mass Spectrom Rev. 2007 sep-
oct; 26 (5): 645-56.]

Estimulacion de células dendriticas derivadas de monocitos en presencia o ausencia de producto fermentado de L.
paracasei B21060 (CNCM [-5220).

Las células dendriticas (CDs) son células presentadoras de antigeno profesionales involucradas en la induccién de
una respuesta inmune. Segun el tipo de citoquinas que producen, las CDs pueden sesgar la respuesta de las células
T hacia diferentes polarizaciones, incluyendo células T auxiliares (Th)1 productoras de interferén-(IFN)- y, células T
Th2 productoras de interleuquina (IL)-4, células T reguladoras productoras de IL-10, o células T Th17 productoras de
IL-17. Cada uno de estos tipos de células es responsable de distintas respuestas inmunes. En particular, las células
T Th2 estan involucradas en el control del crecimiento de parasitos, las Th1 en infecciones bacterianas y virales,
mientras que las células T reguladoras protegen de la inflamacién y el dafio tisular. En seres humanos, las CDs mas
estudiadas son las que se generan a partir de monocitos: CDs derivadas de monocitos CDMos. La activacion de
CDMos con lipopolisacarido derivado de bacterias impulsa a las CDs a producir citoquinas inflamatorias (IL-12) y
antiinflamatorias. En la presente memoria se demuestra que la incubacion conjunta de CDMos con un producto de
fermentacion de L. paracasei obtenido bajo una temperatura no canénica amplifica la produccion de citquinas por las
CDMos, incluyendo IL-12p70 e IL-10 (Figura 2). También promueve el aumento de IL-1 B, IL-6 y TNF-a, pero no de
MCP-1 (Figura 3). Se han obtenido también resultados similares usando como sustrato lactato de sodio (Lactato
Fermentado, Flac) en respuesta a LPS (Fig.4). Cuando se usé Salmonella Thyphimurium como estimulo, se observé
un ligero aumento en la IL-12p70 y ningun cambio en la produccién de IL-10 (Fig.5). Estos resultados indican que el
producto fermentado de L. paracasei tiene una fuerte actividad inmunomoduladora sobre las CDMos que sin embargo
no esta sesgada a la respuesta inflamatoria o antiinflamatoria.

Estimulacion de células mononucleares de sangre periférica en presencia o ausencia de producto fermentado de L.
paracasei B21060 (CNCM [-5220).

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) son una poblacion celular heterogénea que incluye células
inmunes mieloides y linfoides. La amplificacién de la respuesta inmune observada en las CDMos sugiere que el
producto fermentado de L. paracasei podria promover la activaciéon de la respuesta inmune. De hecho, al analizarlo
en PBMCs, el producto fermentado de L. paracasei provocé un aumento de las citoquinas IL12p40 sin afectar a los ya
elevados niveles de IL-10 (Figura 6). Se han obtenido resultados similares usando lactato de sodio como sustrato en
respuesta a LPS (Fig. 7). En conjunto, estos datos sugieren que el producto fermentado podria activar las CDs por un
lado para una activacion adecuada de la respuesta inmune y mantener un nivel elevado de IL-10, lo que protege al
huésped de la inmunopatologia.

La administracién in vivo del producto fermentado de L. paracasei B21060 (CNCM [-5220) modula la produccion de
citoquinas inducida por LPS.

La administracién de LPS in vivo en ratones induce lo que se denomina una tormenta de citoquinas que puede provocar
un shock endotoxico. Al administrar a los ratones primero el producto fermentado de L. paracasei B21060 (Flac) y
luego LPS, se observé un aumento de IL-12p40 e IL-10 y, como era de esperar, ningin cambio en las citoquinas IL-
6, TNF-a e IFN-y (Figura 8). Esto sugiere que el producto fermentado de L. paracasei no influye en la induccién de
respuestas Th1 protectoras y que, al aumentar la produccion de IL-10, estas no inducen inflamacién manifiesta.

Estimulacion de las células epiteliales corneales en presencia o ausencia de producto fermentado de L. paracasei
B21060 (CNCM 1-5220).

Las células epiteliales corneales protegen la camara interna del ojo de la infeccién por microorganismos. Estas células
producen una serie de citoquinas inflamatorias que pueden mediar la inflamacién. El producto fermentado de L.
paracasei B21060 puede inhibir la respuesta inflamatoria en las células epiteliales corneales en respuesta a LPS. Las
células epiteliales se estimularon con LPS en presencia o ausencia de producto fermentado de L. paracasei B21060
y se analiz6 la produccién de citoquinas. Como se muestra en la Figura 9, el producto fermentado de L. paracasei
B21060 podria reducir drasticamente la produccion de IL-8, IL-18, TNF-a e IL-6. Esto indica que el producto fermentado
de L. paracasei B21060 interfiere con la produccién de citoquinas inflamatorias y contrarresta la inflamacién.

Analisis de proteinas de unién estrecha después de la estimulacion de células epiteliales en presencia o ausencia de
producto fermentado de L. paracasei B21060 (CNCM [-5220).

La Figura 10 muestra en la linea superior las imagenes de células epiteliales de tres experimentos diferentes, tratadas
Unicamente con una solucién de control, mientras que las imagenes correspondientes de la linea inferior muestran las
mismas células, esta vez tratadas con el sobrenadante de la invencion. Al examinar estas imagenes, se observa que
las uniones estrechas se modulan positivamente (sobreexpresan) como resultado del sobrenadante de la invencién,
mostrando notablemente mayores propiedades de barrera.
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Los sitios de mucosa contienen células epiteliales altamente especializadas, que estan selladas por la presencia de
complejos de unién, que incluyen la unién estrecha (TJ) y la unién adherente (AJ). Estas forman una barrera fisica
estrecha que mantiene la homeostasis tisular y protege de agresiones externas. Las alteraciones de los complejos de
unién son la base de varios procesos patologicos. El producto fermentado de L. paracasei B21060 favorece la
formacion de TJ. Se crecieron células epiteliales (Caco2) para formar TJ en presencia o ausencia de producto
fermentado de L. paracasei B21060 y se analiz la expresion de ZO-1. Como se muestra en la Figura 10, el producto
fermentado de L. paracasei B21060 favorece la formacién de TJ al aumentar la expresion de ZO-1. Esto sugiere que
el producto fermentado de L. paracasei B21060 puede potenciar la formacién de una barrera epitelial que protege el
tejido de agresiones externas.

Secuencias

A continuacién, se describen cinco secuencias de genes que representan genes centrales especificos de las especies
L. paracaseiy L. casei.

SEC ID 1

ATGAATCAAAAAGCTTTGAATCAATTTCCTGAACTTACCTACACAGAACAAGTGTCGGTTGTTGGC
GGCGATTTGTCAGTCGAAGTCATCATGAAAGGTATCTTCACCGGTATCTTTGATGCTGGGTACCA
AGTGGGTCAGTCAATCGCAAAATGGGTTAAGTAA

SECID 2

ATGAATCAAAAAGCTTTGAATCAATTTCCTGAACTTACCTACACAGAACAAGTGTCGGTTGTTGGC
GGCGATTTGTCAGTCGAAGTCATCATGAAAGGTATCTTCACCGGTATCTTTGATGCTGGGTACCA
AGTGGGTCAGTCAATCGCAAAATGGGTTAAGTAA

SEC ID 3

ATGCCCAAAAGGGTCGATCAACATATACGTTCACGCCTTAAAGGCTTTACTTTAATTGAAGTGGT
GGTCAGCCTGATTTTACTTGCGGCGGTCATGCTGTTATGGCGACCGETTTTATTGCATGTCACGC
GGTTCACGCTTCAAGACCATGTGCTAATCACGTCATTGCAAGCAGAGCATGACTTGCAAATGTTT
GTACGAGATAAAAAGTTGCGGTCTGTGGCCTTAATGTCGGTAAGGGTGAGAAGTCCCGAGAAAG
CTTACACGATCAATTTTTATCAGACCAAACATTTTCGCGGTATGGTTCGTGTGATGGCATCTGAAA
ATGGGCATATGCCATTATTTACGCATCTAACCGGTGTCAATTTTAGCAAGGTAGCTCAAGGCTTT
CGCTATCGTCTGTATTTGACGACTTCGCAGAAGATTCGACCGTGCEGGTGCAAATCGCATGAAGATA
CGCGGTAG

SEC ID 4

ATGGCCGCTGATTTCACCCAATTACAACAAGCCATTCGCTTGCTCAATGCCCATACTCGAGCTGC
TGATGAGCAAGCGTGGCAAGTGCTTTTTGATCGTTGGCTGGCAACTTTATCCTCTGAAACTCGCC
GGCAAATGCAAACAGTTCGGTTTAATCATGCCCAATTGACGTTACTCACAACGCTGGATCAAAGC
AGTCGCAAACAACTGCGCAATCAGGATTTAACCGCTGCTGTTCCGTTCTCACAAGGCCTAGTCTC
ACGCTATGTTGCTCGCCTTGTTCAATTAAACTTGCTGACAAAATTATCCTTGCCCGACAATCGCAA
GGCCTACATTGTTGCACTAACTCCGCTTGGTCAACAAGTCGCTGCCTTACATCAGCAAATGCATC
ATCACACAAATGCTCAACTCGCCTCTGTACTTCATACCCTTGATCCACAAGATGTTCAAACTACCA
TTCAGGTACTCACAAAACTGACGGCTCAGCCTTTACATCCCAAGTCTTAG

SEC D5

ATGGGCGGETGTCATTTGTTACGCGGTGCCGGTCTTTTGGAAAAGAATACTTCGCAGACACCTGAT
TCACGAGATTAAGACCCTGAATCAAGGATTGCAGTTATCAAGCAAAGCCATGAGCCAATTAATTG
ATCCGGAAAATCCTTATATGGTATTTGCTGATGAAAATGGTGAACTGGATTTTTCATTTTTGTGGC
TAGGCAACTTGCGTCAATTGAGGCGTGAACTGCGTCTAATTAAAGAACAGAAAGCTAGGGTTTGA



ES 3018261 T3

A continuacién se describen secuencias Unicas de L. paracasei B21060 con respecto a la especie L. paracasei,
disponibles publicamente en las bases de datos del NCBI. Las SEC ID 6 a 8 corresponden a secuencias génicas,
mientras que las SEC ID 9 a 18 corresponden a secuencias de ADN genémico.

SEC ID 6:

ATGAGTAAATATAAAGTTATTATTTGGGGATTAGGAAACGTTGGTCGTTCCGCAGTGAGAATGAT
CGCGGAAAGACAAAATATTTTTGAATTGGTTGCAGCCGTTGACGTTGATCCAAAGAAGTTAGGTA
AGGATGCCGGAGAAGTCTTTGATTTTGACAAAGTCGGCGTCAAAGTTTCAGATGATATTGATGCA
GCCTTGAAACTTCCAGCTGACATTGTGCTCGACTTTTGCCCAACGGAAATGGACAAACAAGGAAC
ATTCATGCCTTCTGCTATTCGACTCGCCAAATCGCTCGATGCCGGTAAAAACGTTATTACCACGA
TTCCGGTATATCATGTTCAAGACAGTCAGCCAGAAGTATATGAATATCTAAATGAACATGCTAAAG
CACATAATGTTGCTTTTGTACCATTTGGACTTTTGCCAGGCGATTATGCCTCATATATCCCACTAG
TTTTGGCCGGGEGCCATGGGCCACGTGGATAAAATTGTTGTTCAATCCGGTGAAGATGACTGGCA
CAACACATCAGGCTGGGTCGATGTCTTCTCATATGGCGGCGATATCAATAAATATCCAAAACCAG
ACTCAGACGAAGATCTCTTGGCTAAGTTCATTTATGCTTATTATTCATCCGGCGTATACGAGATGG
CCGATAGGATCGGTCTGAAATATGATACCTTCAAACCAGAGCATGAAGTCTTCACTGCACCCAAA

GATTTGGAAACGATCAAGGGTACAGTCAAAAAGGGCAGCATTTATGCCCACAGATTTACCATGGC
ACTTTACAACGGCAACGAACAAGTAGCCGCCTTAAGATATGTTCATAAAGTTGATAATAAAGAGA
CACCAGAATTACCGATCAATAATACGATTCATATTGAAGGCTTGCCGTCAGTCGATGCGCAGATC
GATGGATTGATCCCAGAAAGAGAAGGCTACGTTTCATCAGCCBCTCCAGCAGTCAACTTGATCC
CTAGCATTCTCGAGACCGACAAGACAGGTTATGTTGAAGTCTGCGACCTTCCAGTAGTGATTGCC
AGGCCATTGGATATTGGCGCAAAAAAATTAGTCTAG

SEC ID 7:

ATGGCAACCTATTCGCAGATAGAACTAGACATAATCAAATCATTTAAAGGGCTGATGAAAGACCA
TGAATTCACTGAGATCTCAATTAAAATGATCGCTGAAAAAGCCGATATCACTCGACGCGGCTTTTA
CAATCACTTCTTAGATAAATATGATCTTGTCAGTACCATCTTTGAGCATGATCTTTTTCCAACAGTC
ATCAGTTTGACGAATATCAATGACTGGGATCAAGGGTCGCTGTTTATCGTGAATTATCTCCAAGA
CAATCGCGACTACTATAAAAAATTGTTGTCGCTTGAAGGACAAAACTGTTTACAGACAGACTTTTA
TAAATTGACTGAGATGCAGATTGGGATCTTGATCCCAGAAATATTGGTCGCGTAGGAAAATTTCTG
ACGAAGATCAGGCATTTTTAAGCGATTATTATTTTCACGCTTATATGGGACTGACTACCGAATGGG
TCAAAGGTAAATATGGTTTTTCAACTCAGGAGTTCGTTAAACGGTGGAAAGCCTTACTCAATAATT
CAATGCATAATTATCTGGACAACTACGCTCGATGA
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SEC ID 8:

ATGAGTAAATATAAAGTTATTATTTGGGGATTAGGAAACGTTGGTCGTTCCGCAGTGAGAATGAT
CGCGGAAAGACAAAMATATTTTTGAATTGGTTGCAGCCGTTGACGTTGATCCAAAGAAGTTAGGTA
AGGATGCCGGAGAAGTCTTTGATTTTGACAAAGTCGGCGTCAAAGTTTCAGATGATATTGATGCA
GCCTTGAAACTTCCAGCTGACATTGTGCTCGACTTTTGCCCAACGGAAATGGACAAACAAGGAAC
ATTCATGCCTTCTGCTATTCGACTCGCCAAATCGCTCGATGCCGGTAAAAACGTTATTACCACGA
TTCCGCTATATCATGTTCAACGACAGTCAGCCAGAAGTATATCAATATCTAAATGAACATGCTAAAG
CACATAATGTTGCTTTTGTACCATTTGCACTTTTGCCAGGCGATTATGCCTCATATATCCCACTAG
TTTTGGCCGGGGCCATGGGCCACGTGGATAAAATTGTTGTTCAATCCGGTGAAGATGACTGGCA
CAACACATCAGGCTGGGTCGATGTCTTCTCATATGGCGGCGATATCAATAAATATCCAAAACCAG
ACTCAGACGAAGATCTCTTGGCTAAGTTCATTTATGCTTATTATTCATCCGGCGTATACGAGATGG
CCGATAGGATCGGTCTGAAATATGATACCTTCAAACCAGAGCATGAAGTCTTCACTGCACCCAAA
GATTTGGAAACGATCAAGGGTACAGTCAAAAAGGGCAGCATTTATGCCCACAGATTTACCATGGC
ACTTTACAACGGCAACGAACAAGTAGCCGCCTTAAGATATGTTCATAAAGTTGATAATAAAGAGA
CACCAGAATTACCGATCAATAATACGATTCATATTGAAGGCTTGCCGTCAGTCGATGCGCAGATC
GATGGATTGATCCCAGAAAGAGAAGGCTACGTTTCATCAGCCGBCTCCAGCAGTCAACTTGATCC
CTAGCATTCTCGAGACCGACAAGACAGGTTATGTTCGAAGTCTGCGACCTTCCAGTAGTGATTGCC
AGGCCATTGGATATTGGCGCAAAAAAATTAGTCTAG

SEC ID 9 Posicion 102558..102986

AAAAACGGCTTAGAACGCTCATATTTGCGTTCTAAGCCGTTTTTATCAGCATAGGTTCTTGACACC
AATAAACATCTTTAGTAATTGATCAAATTTAGGCAATGTGCTTTTGTCGGTGAATGGCGATAGCCC
TACCGAAGCTTCAGCTGAGGTTCTTCTGAGCCACGCAAGCGAAGCGCGCTAGGGCAAGCCAAC
GGCGCGCAGGCGAAGCCGGAGTTAAATGTGGCGCAGCCACACCTTTTTAGGGAGCAACGCGAC
CAGAATTTTGTATGGGGTTTGGGAAGAGGTTCTCCCCAAGGTCTTTTGTGGTTATTAACAAGCAA
AACACAAACACAAGCCTCGCGCGCGTTATATATACTTCTAAATACTTTTAAATACTTTAAGTACTTA
GGGAGACGAGAATGGCTCAACCACGCGTTTAAATCGACT

SEC ID 10 Posicién 103624..103864

ACGACCTCTCGACCACCCACTGCCTCACCAATCCCCAGGTGAACCGGGCCAAGGGCACTACCG
AGCAACCCGACCCCTATATCCCGGTGGGCGETEGETCGAAGCAGACCGATGGGEGGCATCGTGGTGC
GGGGCGCGCGGATGCTCTCCACGCTGCCCACGGUGGATGAGCTTTTAGTCTTCCCCAGCACTT
TGCTCAAAGAAGGGCCGGGAGCCGACAAGTACGCCGTGGCCTTCGCCATCCC
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SEC ID 11 Posicién 254291..261674

ATTGATCGCCTCCGGGTCACTTATATGTAACTAATAATACTCCCTTCTCTCTTTAGTTACAATAGG
GTACAGCCTATCGAATCACTTACGCTTCCACTTTGAGATAACTTTTCGTTATTATTTATCAACGGC
ATTAACGATATCATTAACTGTTTGCAATGCATCGCTCAGTACACTAATTGGTGCTTGTTCAATATA
CTGCATGTGTCGTTGTACAAAATCAAAGGTGTGAAATTGTAACGGATTCACGTACCCTTCTATTTT
TTCAGTCTGAATCGGTACCATCAAGCCTGTTTCAGCTAAGCGATTATGTTTGGCATGCGTGATCG
GACAAACCAACGCTAATCCAGTCATTTTGGCATATTGTTGATTGCTAATAACGAGCGCTGGTCGT
CTTTTTTGAATTTCATGACCCCGACTTGGCATGAAATCAATACTCACAACATCACCTTTGCGTGGT
TGATAATGCCTAGTCCCACTCACTTGGTAATACCTCGOTTTTCTAACGTAATATCTTGTTGGTGTAC
TTGTTGCTTGTACCAATCACCTTCAAATGGATTGCGGTGCTTCGGCAGATAAAGAATGCCACCAT
CATCACGTTGCTCAACTGTAAATTCAGTTCCATCGGCGATTTTAATACTCTTTGGAATGGTTAATG
TAATGGAATTGCCAACCCTTCTTGCTTTAACTGTCATTGAAATCATCCTTTCGTATACACCGAGTA
TACACCAGCGCGAATGAATCTGCAACTCTTGTGCCCTCTTGTGTACAAACACCACTGTCAATTTA
CTTTTGCCTATTGTGCTTTATCTCTTCTCGTTCTGTCATTAGTATGCCACCAACACGGCCGACTTC
ATCCGGCTCACCTTTGATGACGCCTTGAATACCATCGATTTGCTTCCAAGTCTTTACTTCCAAGTT
CTTCAAAGACTTTGATATCGTTTTTCGATGCCGGCAAACACTTCTTCATTCTGATGCCTTTCAAAG
AATTCCTCTAGATCATTCATCAGAGATTCTCCTCACTTAAACCTAGTTGGCGTCAAATTCCATCTC
AGCAATCGAATCTTCTAGGCTGTCCATTACTTCGTATGTTTCAATGAAGTTAACCCAGCTGTCATA
TGGATGTAGTTTGCTTTCTTTAATGCTAGTTCTAAGCTTTTCGTACACGTTGTCAATAAACTGCTCA
ACCATCCTATTAACCGCACTATTAATAACCGCTTCGTTCCACTGCTTAGATGCTGCACGCTTTCGA
TTTTGACTATGCTGATGGGACAGCGCCCGGCTTCTGAACAACGCTACTGCCCTGCTGTTAGCATT
CAGATAGGTTTCAAATTCTTCACGATCCATTACGTTTCCTCCTCAAAATAAGCCTCATTTCATAGC
ACAGCTTCAGCAAAAGGCATGTCATCCTACATGCCTITTTTCTGTTGCTCTTCAATATCAGTATAA
AACGTCCTGCCGCTTTAGGCAAACGTATGTTCGCTATTAAGAACATACGTTTCTATAATAACTATA
AAAGATTTAAAGGAGGTCAATCGTATGGAAAACAATGTCCCGCGTGAAAAATGGCTTTACCCTGA
CCGCTGCATGAAGAAATGGCTGGGCTGGATTCTAAGCGACCATTCCGCCTATATGGAAGAAGCG
GCTATCTCAGAACAACCGGTGCTCCCAAAGCCTGAACAGACACAAGAAACCATTAATGGCGTACT

AN AT T T MO AAAANTOAAAAAT T/ TN AMNTTOAAATO DT AN ATANMDATOATOTT
LAAIAAUA T v | 1OJuAAAAL TUAARAA T TIJTUVOWAO T TUAARTUVOO T AVOUVOUATAVOA T OA TV T o

TGTTACCGGATATTGAAGGCGCCGTGATTGGTCATTGGGACGCTCAGGTTTATCTACAGCTTAAA
ACTGGTGAGATGCAATCCATTAATGCAGCGGACATTCGCAATGTGCAACTGCTCAATCCAGATCG
GTGGTGGGCGTTAGTATGACGACACCATTAGATGATCCAACAAGGTTACCGGTACACGACATTAT
GTGCATTGACTGTAAGTCCTTTTACGCCTCAGTTGAAGCTATCAGACGCGGGATTCATCCGTTAG
CCGCCGACATTGCTGTTCTCAGCAAAGGTAATTCTCCTGGCGGTTTGGTCCTGGCTGCTAGTCC
CAACTGCAAAAAGCGTTACCACGTAGGACTGAGTACACGCCGTTTTCAGCTAAGGGACGATATG
TAGGTAGAACTTGCTGAACCGCGGATGGCTAATTACATTCGCAAGAATTACGGTATCAATCGTAT
TTACCGTCAGTTTACTGACGATGCTCACTGGTCTCCCTATTCCGTTGACGAGTCCTTTATTGACGT
TACCCACCCCCACAATCTCTTCGGTTCTAATGAAGAAATTGCTACCCAAATACAGAAGAAGGTGT
TTGATCAGTTTGGCATTGTCACAACAGTTGGCATTGGGCAAAATCCCCTATTGGCAAAATTAGCC
CTAGATAACGAGGCTAAGAAGTCAACGCCTTGGCAAGCCACTTGGACTTACGATCGTGTGCCAG
AAACAATATGGAAACTTGATGACTTGGTTGATTTTTGGTCGATTGGTAATCGAACTGCCAAGAAG
CTTAACGCGATTGGCCTTCATAATCTTTACGACTTGGCTCATGCAGACCGCGCCATTCTGCACCA
AAGATTCGGTGTTCTCGGTGATGCCATGTACTTTCACGCATGGGGTATTGATTACTCAGACTTAA
CCCGCCGCTACTTACCACGGGCCGAAAATAAAGGCTACGGCAATAGTCAGGTACTCATGCGTGA
TTACACTCAGGCAAGGGAGATTGAAGTCATGCTTAGCGAGATTGCTGATCAAGTGGCTGGCCGA
ATTCGCCATCACCAAGTCCAAGGTGAGGTCATTAGCGTTGGCATTGGTTATGCTGATGCAGAAGA
AGCTGGCACCTCCGGTTTCGGTGCGCAAATGAAGATTGATCCCACAAATCGCACAGACGATTTA
ATTCGCGCTACTCGATTTCTCTTCCATAGTAAGTGGAACGGACACGCTGTTAGAAATGTCTCAGT
TCGCGTTAATCGCATCAGCCAAGCAAGTACAATGCAACTTAGTCTATTTGAATCAGCAGAGAAGG
AGGAAGCAAACGCGGCTCCTATGCTGTAATTACGGATAAAAGAATCACCATCATTAGGTTTTTCG
TCTAACAATTTTAGGAAACTTCACTTTCTAGGTCGTAACTTTATTTTTGCAATCTAGGGTTTTTTAA
ATATATACATTTTAGCTCGTTTCTGTTTAATATTATAATCACAACTATACCAATGATAAATGTCTAAC
ATAAATATACAAACATGTTGACAGAAGCTCTTGAATACGTTTACAATTATTTCGTTCAGGCGAGCT
TTGTTTTTGAAAAAGTATTAATACAAGATAACTAGGTTAGTGGCTGTTGAATTAGGCCCCCGATTT
CGGGACCACGACAGTCACTTGATACTCGATTTTITATCGTTTGCTGGCTTGATCGTACATTGAACG
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AAATTGGTACAGAAAAAAGAGCTAAGAGCCGCTCCAAATTAGCCAAAACGATTGCGGCGTCAATG
CTTACGGCGATCGTTTCTGCAGTTTTAGCTGTTACCAGATCAAGTCCTAGTTTCCCTTTGATGAAG
GCAAACTCACGCTCGATCTCACCTCGTCGATTTTCGGCTTGTCGGTCTGCCTTACGTTTGGCCG
GATCGACCTGCTTCGGCCGACGGCCCAATCTAGGACCGCTAAGTTTCGATCCCAAGATCTGCGCA
CAGCCCGATATTCGCCCGAGTCCGATAAAGCGTATCAGCCAAGATCTCATCCGGGTATGTACCA
TACGTGTCAAAATAATGGTCGATCCTTGCTGGTAAGTCAGCACTTTCGTTAAACGCATTGAACGC
AAACCGTTCAACGGCCACGACGCCATGACTGATCGATACGTCGATCTTGGGCCCGAATTCGACC
GGATCCTTTGCTTTGCCGCGAATGATCOGTCGCATCGCTGGTTGATCAAGGCTTACGATCCGAT
CCGCGACTCGGTGAGTGTGCTGTCGATACATTTCAGTTTGTTGCTCATACAATTTTCGAATGATC
GTTAATCGTTGTGTCTGCCGTTGATTCAATTGCCCGCCTTGTGCTTGCAGTTCTTTGACGTAACG
CAAGTCACGTCGGATGTACTCTAATTGAGCCTTGATCTGCTTATGGGTCGTTTTCACCCAACGGC
GGGGTTTACGTGAAAAGGCGGTCCACGTTTGGTGGGCCTTGCGCTTATAGGTACGCGGCGGTTT
GACCGCTAATTGCTTGGCCATGGCTGCGATGAATCGCTCTAAATTGAGCCGCGCCTGATTGAGT
AGCTGCGTATCCTGCGGATACTTGATCTTTACTGGGACCGCAGTCGCATCAGTGATCAAGATCTT
CTGATGGCCAAGTTTAGCTTGGAGGCGATCGCGGACAAAATCGCTAATGATCGTTCGTGATCAACT
CGGAAAGCGGCGCGATCCEGGCGCCTGAAATAGGACAGCACCGAAAATGAAAACGGTGCTTGCG
GCTGATACTCTGGCAGGCCAATAAAATACTGATAAGCCGGTGTATCGCGGATCGCTGCGACTAA
CTCACGGTCCGATAGCTGAGTGCGCTGCTTGATCAGTTGGGCGCCATAAAGCAGCCGAAAGGG
TTTACCTGCCCATCCTAAGTTAGACGGGAAAGCCAATTGGTACGCCTCTTCTAGTTGCGGCCACG
GAACTTGGTCGGCCAGTTGGACCCACTCGTTATCTGGACTTAATGGGGTGCTTAAGCCGCTACC
AAACGATTTGATCGATAATTGAACGGCTTTTCGACGATAAACCATGATCCATGCCTCCGATAGGG
TCGTGTCAAATGCAAACGAAATGAGCACGATCCGTAAATTCATATGCATTCATTATACGACGATAA
CGGGTTCAACTCGCATCAAATGTGGTTATATCAAATTATTCAACAGCCACTAGGTTAAGATCTTCA
TTTAAGTGATATTCATTTGCAAGCAATTGAAAATTACTCATCACGAAGAGGATTTCATTGGCCATA
TTGGATAGCACGCAAATCACTTGCTTTAAGAAAATCAGTTCCTTTAATGACTCTCTTAAAGGACGE
GGCTCTCACTTGTACTCACAATCAATGTTAACTGGAGATCAACAATATGGTCATAGATTCCCATAA
TAACATTGACTTGACTATCTAAAAGAGGCTTCTAACTTTGATATTGGTGGCGTTATTGGTTGCTTG
GCTGTAAGCAGATAATCTTAACTTGGGTTATTTTCATTGTGTTGTAAAGACATTTGTTATAAAGGC
CGAAGTTATCGCTTTGACTTGTAATAAATTATTTTTGATTGAGATATCAGAAAATAAACGGGGGAT
AATAATGAAAAAGATTATTAGGATTGTTCTTTGTGTTGTTAGTTGCGTTAGTATCATGGTCGGATC
GCTTGGGTTCTATTCAACTCCAAAGATCGTTAAAGCCGACAGTACATCTGTTACGGATGTCGACA
TTAATACCTATATTTCTAGCATGACACTTGATCAAAAAATTGGACAAATGTTTGTAGCACGAACCT
CACAAGATACTGATAAAGCTCGTGCTGATATAGCAAAATATAATCTTGGCGGGCTGATTGTTTATG
GTGTTGATTTCACTAGTGTTAAAGGGACAACAGCTACAGAAGCTCAGAATAACTTCAAGATGAAG
ATGCAAGGCTTTCAAAACTCGGCAAGTCTGCCACTATTGATTGGTGTTGATCAAGAAGGAGGGG
CAGTCTCACGCTTATCACAAAATCCTCTAATTGCCAACGGCAGAAGTTTTCCTTCACCACAAATG
GCTTATGCTAATGGTGGAATGACCAATGTAACAAAAGAAGCTAGTGAAGTCGGAACTATTCTAAA
AAATCTGGGCATTAACTGCGAACTATGCACCAGTTGCCGACAGTACGCCTGACACCTCTAGTTTTA
TTTATGGTAGAACCTTTGGTCAAGATTACTTGGCTACTGCAAACTATATTACGAATGTGATCCCTG
CGTGGCAAAATGCTGGCATTGCCGCAACTCTCAAGCATTTCCCTCGTTATGGATCCGCGATTGAT
ACGCATACGGATTTTGCAGTCGTTACAAAGTCTAAGGAGGATTTTGAAAAAGAGGACTTGCTTCC
CTTTAAGTCCGGTATTACAGCAGGGGCAGATTCTGTAATGATTGCACATATAGTAATGCAAGCTG
TTGACCCAGTGTATCCAGCATCATTATCACGGAAGGTCGTTACCGATTTGTTGCGTAATGAACTT
GGGTATAATGGCTTAATAATTACCGATGCATTGGAAATGGGGGCCATCAAGCAATTTGCTCAAGA
ACATGATCAAGTTCCTGTTGATGTTCTTGCTGTTGAAGCAGGGAATGATTGCATCATGAATAACG
ATTATGAAACCGCTATTCCACAGATTCATGCAGCAGTAACTAATGGAACTATTAAGGAATCAGAAA
TCAATGAACACGTTTTCCGTATTCTTGATCTCAAACGCAAATTAGGGTTGTTAACTAAAGGACAAC
TTCAGCAAAAAAAAGTTCAGGTTGACAATGTTTCCTACAGCAGTGACAACAAAAAGGCAACTGTG
AGTGGAACAGTTGTTGATAGTGATTGGCAAGTTGGAGAACCATTATCGGTTAAAGACTCGACTGG
GAAGGTCATTATTACCGCAGACGTTGGTGCCGGTGGTAAGTTTACTTTCGATGTTCCTACTAAGT
CCCAAGAACAAGTATTAACTCTGACTACTAATTTACCCAACATCGCTGATTCTCAAATAACTATTAA
GGCTGTGAGTTCATCGAATACTAACAAAGCTTTGCTAGAAAACTTGATCAACGCTGCTGAACAGT
TGGATAGTAATCAATATACTGTCAAGTCGTGGGAAGAATTACAAACTAAACTAACTGAATCAAAAT
CGATTCTGAACAATGATAGTGCTACACAAGATCAAGTAGACGCTTCCGTTAATGCTCTACAAATTG
CCCTTAAGCAATTAGTTCCTGTATCAAATAGCGGAAATAATGGTCAAAGCTCTAATGATAGCAGTA
ACCAAAGTTCATCTAGCAGTAGTGGCAAAGAATCATCCAGCAATAGCAATGCCAATATTACTAGT
AAGGATCAGTCAGCTAAGGATTCAAATACGAGGCCTAAAGACCATAGTCTTTTGCCAAGTACAGG
TGAACGGGTGATGACGGGAATTTCTGTTCTAGGGGTAATTTTAATAGCTTGTGTGACTATATTATA
TATTCGGAAAAAAGGACGCAGCTTTTAATTAGTCTCTGCGTCAACTGGCGTTAAAAACTAGATTGA

AGTAATAAAGTTACCACCTGGAAAGAGGCATGCTCATTGCTTGCAAGGGTGTCGACGTGTAATAG
AAAAGTTGGGG

12



ES 3018261 T3

SEC ID 12 Posicién 325750..327159

TGGCGTGGGCAACGTGCACGTTTTCTAGTCGCTAAACTGTGAACAATGCTCGTGCTAAATGCAAA
ACTGAGCAAGGAGATGAACTATAAGCGGGGGACCCTTTGCTATTGAGGAGGAAGGCGAAGTAGA
GAAAGAGCGGTGATTTGAACTCGAAACAGCGGCGCCGCAGGCTAGCAGCACTGTTAGATTAATC
GCCAGCAGCAGATACTAGACAGCTTCTTAAAGGCTTGATAATAGCGTTGCGCCATTTCAATGGAA
CTAGTGGTCAAAATCGCATTGTAGTTGCCATGACCCAAACTCGTTTTACGCGGGCCTTTTTGTAA
AATATATTGAACAACTTGGTTAATATGTTCATCGGTCTCAAAGTCAGCCGGAGTTAAATACGTTTC
TTCCAAGTCCTTCACTGACATCGCTTGAATCTTGGCTTGAATTTTCGCTTCATCAGCCGTACTCAG
CAGGCGGCCTTGCTTATCACGACGAGCTTTAACGCGCTGAGTTTCTTTTTCAAGGGCCCGGGETT
ATTAAAGCGTCTTTACCAATCGTTGTCACGTGTTCCACATTAAATGGTAACACTGCTTGGTCCTCT
AAGGCGTCTCGCAAGTTATAAACATGACAGACTTTACCAAATAGCTCCTCCGTCGTAACTGCTAG
ATCACCTTTGAGCTGTTTCTTATTTTCATTAAAAATGGGGGTGCCAGTGTAACCATACCAGTTACT
ATTGATAAACGCTGCTCGAATTTCCTTTTGCATCTTACCAAACTGCGACCGGTGGACTTCTTCAAC
AAAGAAGATCACCCGTTGCTTTAAAGTCTTACTAAAGCGGGATTGCTTACCGGTTGCCAGCTGGA
CTTGCGTTTTTTTGACCGCCCGATGGAGCTTTTGAATCGAGGTGACCAAGACCTTACCGTCATTT
TOTTGCAATTTACGCATTAAATCACCGGTGTTTTGGGCTTCGTTAATGGCAATATCATCATTGGCA
GCATAGGCACTAAAGTTGCTGGTTGTCTGTTCGTCTAAATCCCGCCGGTCAACTAAGAAGATGAC
CTTATCGACACCAGGATCTTGCGCAGCTAATTTAGCGGTTTTATATGAGGTGAGTGTTTTACCAG
AACCCGTGGTATGCCAAACGAAACCATCCTGATGGTCATGAATCCGGTGCATCACGGCTTCAAT
CGCATAAATCTGGTAAGGCCGTAAGAGAATTAAGCTTTGCCGCTCTTCGTCGATGACTGTATATT
CACTGACCATTTTGTGGGCCATCGGAATATTAAGGACTTGGCGCGTGAACGCTAACCCGTTTTCC
ACGGGGTGATTATCCCGCGTCCGCCAATTGAACAAAAAGGCTTTATTGAAATGATCCGGTTCGG
CATTCGCAAAATACGCCGTACTATCCGGCGTCATAATCACAAAC

SEC ID 13 Posicién 328723..329314

CGATCTAAAAGCTAAGTTATTTTCCAAGATATCAAACAACTTCTTAACCCAAGAATCTTCCACACAT
AGGACAATAATGAATCCAAATAGATTCAGCTTTTTCCTGCAAACCGGGATCAGTATAAACGTCCA
GTACCGGATAATCACGCATTAAGTTCAGCTGCCAATGGGTATCATCTAAATTAAAAAGATCCGATT
TAGTGTCTCCCCTTACTACATTATGGCAATACACACAACTGTTGTTATACATGCTTCCTTGCTTTTT
GATTTTAAACTCCTCCATTTTGCATATTATAAGAAGATTACTTCTACTTGATATATAGATGCTTTCC
TTGCGAGGGTAAGTCAGACAAGGAAGCATTTCTAACTTGAGATACTTAAGCTTGTCTCAATAGAT
GTAGATAGCGGCTCCCCAATCGGATATTAACAGCTCAACTAGTCAAACCAGATATATAAATGTGA
CACAAGCTGGAATATATATCATTATCTAGATAATTCAAATTGAGCTAATAAAATCAATAAAGAAAAT
TTTAAATAACATTATTTTATAAACCCCTTTAGGATTTTCCCGATTTGATATTCTACGTATGTT

SEC ID 14 Posicién 2002858..2005090

GAGTATCCAAAAATACGACGGGTATTTGAATAGGATACTTATTAAGCGAGAATGGTATTGGAAAT
CTGTGGCAGCCACTCAGCGGAACCATACCTTTATCCCAACCCCACGCAAAAAAAACATCAAGTAA
TCCGTCAGATATGATGACTTAATTGTGGGACAGTTCTAATATGAAGAAAACAGGTTAGATAATTGG
GGTGAAAAGATGGCAACCTATTCGCAGATAGAACTAGACATAATCAAATCATTTAAAGGGCTGAT
GAAAGACCATGAATTCACTGAGATCTCAATTAAAATGATCGCTGAAAAAGCCGATATCACTCGAC
GCGGCTTTTACAATCACTTCTTAGATAAATATGATCTTGTCAGTACCATCTTTGAGCATGATCTTTT
TCCAACAGTCATCAGTTTGACGAATATCAATGACTGGGATCAAGGGTCGCTGTTTATCGTGAATT
ATCTCCAAGACAATCGCGACTACTATAAAAAATTGTTGTCGCTTGAAGGACAAAACTGTTTACAGA
CAGACTTTTATAAATTGACTGAGATGCAGATTGGGATCTTGATCCCAGAAATATTGGTCGGTAGGS
AAAATTTCTGACGAAGATCAGGCATTTTTAAGCGATTATTATTTTCACGCTTATATGGGACTGACT
ACCGAATGGGTCAAAGGTAAATATGGTTTTTCAACTCAGGAGTTCGTTAAACGGTGGAAAGCCTT
ACTCAATAATTCAATGCATAATTATCTGGACAACTACGCTCCATGAATTACACAGATTGGATTAAA
TGAGAAAGATGTTACATTTGTGCCAATATGTGAATTGATAAATATTTCACAAGGAACTATTCTTTCC
CTGTAAACGAAAGTTGACTTGAAAGGAGTTAGTTCTGATGAGTAAATATAAAGTTATTATTTGGGG
ATTAGGAAACGTTGGTCGTTCCGCAGTGAGAATGATCGCGGAAAGACAAAATATTTTTGAATTGG
TTGCAGCCGTTGACGTTGATCCAAAGAAGTTAGGTAAGGATGCCGGAGAAGTCTTTGATTTTGAC
AAAGTCGGCGTCAAAGTTTCAGATGATATTGATGCAGCCTTGAAACTTCCAGCTGACATTGTGCT
CGACTTTTGCCCAACGGAAATGGACAAACAAGGAACATTCATGCCTTCTGCTATTCGACTCGCCA
AATCGCTCGATGCCGGTAAAAACGTTATTACCACGATTCCGGTATATCATGTTCAAGACAGTCAG
CCAGAAGTATATGAATATCTAAATGAACATGCTAAAGCACATAATGTTGCTTTTGTACCATTTGGA
CTTTTGCCAGGCGATTATGCCTCATATATCCCACTAGTTTTGGCCGGGGCCATGGGCCACGTGG
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ATAAAATTGTTGTTCAATCCGGTGAAGATGACTGGCACAACACATCAGGCTGGGTCGATGTCTTC
TCATATGGCGGCGATATCAATAAATATCCAAAACCAGACTCAGACGAAGATCTCTTGGCTAAGTT
CATTTATGCTTATTATTCATCCGGCGTATACGAGATGGCCGATAGGATCGGTCTGAAATATGATA
CCTTCAAACCAGAGCATGAAGTCTTCACTGCACCCAAAGATTTGGAAACGATCAAGGGTACAGTC
AAAAAGGGCAGCATTTATGCCCACAGATTTACCATGGCACTTTACAACGGCAACGAACAAGTAGC
CGCCTTAAGATATGTTCATAAAGTTGATAATAAAGAGACACCAGAATTACCGATCAATAATACGAT
TCATATTGAAGGCTTGCCGTCAGTCGATGCGCAGATCGATGGATTGATCCCAGAAAGAGAAGGC
TACGTTTCATCAGCCGCTCCAGCAGTCAACTTGATCCCTAGCATTCTCGAGACCGACAAGACAG
GTTATGTTGAAGTCTGCGACCTTCCAGTAGTGATTGCCAGGCCATTGGATATTGGCGCAAAAAAA
TTAGTCTAGACTAGGCTTTCGAAGCTGCTTTCGACCATTAAGGCTTGGAGTAGCTTTTTCATTTGCAA
GTAAATCATTACGGCTTGTGTATACGGTATACAAAATGGAGAAAACGCTGACTAGTTTATAAATCA
TTGAGACTTAACGGCCGGATAAATGCTGATCTGATTATAGAAATAACAACAAAAAGGCCACGCTA
AAAATCATATTAATTATAATCGGGAAATTTATTAATAATATTCAAGAAAAATAAAAACCGTGGGTAC
ATTATTTAAAA

SEC ID 15 Posicién 2262750..2268615

TTTGAAACTAAGACGAAAGCTGCCATGTCAAACAAAGCCGCCATAAATGCCACTGTCACA
GATCCATCAGCCGCAATGCCAGCATCTTGCTGAAGTTCTTTAACAGCATTAAGGGTGTTA
TTCGTGAACTCATTATTAAAGTCTACTGGACTAATCCCTTTGCACCAGAAAGCCCCTTGA
ATGAGTTGAGCAATGTTCCCCTTATATCCTGGCTTCAGACTACCTACAACAGGTGCTAAG
GCGTTTTTGGTCGTCTCGCCAAAGCCTTCACCAATAGCACTAATACCGATTTCGTGCTGT
AATCCCATTCTTAGGCTATAAATTGTTGGCCATCCCGTTTGCCCGTTTTCTGGAGCTGCG
ACAAAGCCAGGAACGCTACCATACGTTTTGTTGAGCCATTTTTGAACGGCTCGTACTGCT
TCATCTGCCATTTTAAAGTCTCCTTTTTITGTTTTAGACAGCACGTCTGCCGTCACAAAAA
GCAAACATATGTTCGGATTCATTTCATCTCTTCAAAGCTTCGAAAGGCAACCCTGATCCA
CAAATAATCCTTTTATTTTGAACTTAGCAAAAAAATCAGGCCCTCACATAGTGTTGAAGT
TGCCTCATTCTTAATGTCTATATTTAAAGTATTGCCACAACGATGGATCATCGAACGCTC
ATGGACTTGGTTAGACATGTATCGACGACTATGAAAATGTGGGCGCAAGCTCAATTTCAC
CTTCCAAATGTTTGTGCTATCTCATTTAGCGCTGGTTTTTTTAGGATAGACTAGACAAGG
ACTAATAATTTCTCAAGAATCCCGCAACTCCACTATTCATTCGTCGAAATCCCCACTGAT
ACTCTTGTCCTTGCACGTTCGACCAAGCAAGAATGTTTATTCCGATAACCGAATTGTTGE
CATCAAGTAATGGACCTCCCGACATGCCATGATACGAATTAATTTGTTGTGAAATATATA
TTCCTAGTGGGTCCTCTGAAAAGGGTGTGACAGTCCCACTTGATTGAACCATGACTCCTT
GAAGTTCGTACCCTGATTGCGGATCGCCAGGGAATCCAATGGATCTTGCTGCCATCGTAT
CAGCAGGGTTCGTATTTAAATTAAGACCCGCAGGCATACTACCAGACTTCATAGAGACAA
TTGCAGCCCCGTAATCATTCGAAGTAGCTGTTGAATTATTAATCCATGCCTGTGGCACTA
TCAATCTATTCAATACTCCGTAACCGACCCCTTGATGATTTGCTTGACTATCACCAAAGT
TAATAATTCCTCCAGAAATATAATGACCATCATATAACATGTGTGCTGCTGTCCCTATAC
GGTCTACTCCAATGCTAAATCCAGTACCGCCAGAAGTTCCACTGCTCAGCTCTGTGCCAT
TTGAGTTAGAGATGATTTTTTTATACGAACTGTCAAGGTATGGTGAGTTAATGACCATGA
CACCATTTGCCATCGAAAACCACGTGCTCAAAACCCCAACGGAACTGTACGGCGCCGAAT
TGGGGTTTGACACAGCGTGATACCGTCCTCACAGATAGATGATTAGACGATTTATTCAGTT
TCGCAAGATATTCGGACGTAATTCCTTGAACTTTCTTTCCTTCTTTTAAATCCTGATATT
GATCAGGTGTATAAGCTTTGACACTCCCTTTAAAATCGGGATAAGAATACTGATATTGTC
GAATGATTTCATTCAAAAACTGTTGTGTTGTCGTCTGGTTAGTCAAAACAATATCATTCT
TTGGTAAAACATGGCTATTCGCTGCCAAAGGATTTGCCATACTATCAGCACTTACACTTA
CCGTTTGAACTTGAATTATCGCTAAGGCTGCAGCTATCATAGTGATATATGCCCATACTT
TTCGCAATTTAATTCCCCCTTTTTCTTAAAATGAAACCGCATTCACGGAGGCTTGTCAAT
GCTTTTAAAAAACAAACGTTACTTTTGGCTCATCTTGGCTGTCAGCATAATTGGCAGTAAT
TGTTCTTGCGGTGTTATGGCGCATGAACCCTGAAGGAACGGCCTCAAATAAGTTTGAACG
TCCCACCATTACTATTAAAAAAGTCAAACTTATTAAGCACAGTAACAGTATTGCTGTCAC
ATTTGCTACCTCTCCAAAAAGCAAATATACGATAAGTGATCTTAAAGAGAATCAACTTTC
TTCTGGCATTTCGAATAAAAGAGAAAATACCGTTTCGGAATTAAAGCCCTCCTCCTCTAA
GCTTGCAATACGGGTTAAGCATAACAATAATATACAAACCAAAGTGGTTTCTGTTCCCAT
TGGTTATCATATTATGAAAAGTGCCATTTCAAGAAAGCCAATTCCTATGGGAGAAGAGTT
TAAGTACAATGGAAAGTCGCATGTTTTATTTAGCATGACCATTACCCCTAAAAAACAAAA
CAAGAACAGTATAAAAAACACCACTGCTTTTAACATAACGGTTAAAAATGATCACTACCT
TGTCCCTGTCGTATTAGATACCAAATACCTTACTGTTTCTGATTCAGAAGGTAACTCATT
AAAAGTAAAGCCATTCTCAAAAATTTCTATTCCAGCAAAAAAGAAAAAGACCATTGCAAT
AACTATTGAGGGCGTTCCCGCAAGCTCTGCCAATGGTCTAGTTATAACGTATAATACTGT
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CGATTTAGACTTACCAATCTCCTTTATAAATTCCTGAAATTACACTAACTGTCCCCCACG
TTGACAGTCAGTACACTCAAACTGTCTCTTATGCTTACAAACACGTAATTTAGGCGGTTT
TTAAGCAAAAGTCGTTAGTTTTCATAAATGTTATCTTATACTCTAATGAGATCTAGCTTG
TGATAATAAGGCTGTTTTTCTTTGACAGCCTTATTAAGCACACTAATCAATGTCAATTCG
AAGTTTTTGGTTTCCTACTTGGCCAACTTTGTTATCAGAAATTCCAAAACTCATTGCCTC
CCGCCACCATATATTTATCGAGCCATTTTGAAAATGAAAAATCGAAATATCGGTCTGCTT
CTATTCCGGGATGAGTTAGATATGATTTTCCTAACCGATACTTCTCTATATCAATATACA
TATCTCCGACATCCCTTATATGGAGAATGGGTACTTTATTTACAAAACTTTTAGGCAGTG
CCTCTTTTTCTTTAATCATTTTTCTAATTGAATAGACTTCACACGTATATCCCATAGGAA
TCCCTTCGATTGTTGTGTCAAATAAAAATAGTCCATTAGTAATCGAGAGAAACTCAATGT
AATCCTGTGGAAGGTTCCACCTTTTTATTTTTTCTATATCATCAGCGTGTGCAGGAGGTT
CTATCTTAAAAGAAACATTTTGCACATCTCCATCTAATTGGAATGTTGAGAGCGCTTTTT
CCCCATTTTTCGTCACCTTTATTAAAGAATTAATTCTTCGCCGAATTAGAGATTCCAAAT
GAGTTCCTCCTCAATAGTTGTTAAACCACGCGGTGATCAACCGATGATTTGGTGTTAACA
CCGGCATCAAATTATTAAAGTCATTTGTTCCGCCATAAACTCTCGGGCGAATATGATGCA
CTTCTCGAGAACTCCAAAAATCTGCAGATTGATTGCCATATGTTTCACTGAACGTTTTAA
TATAAATATATCTATCTTTTGATGACCAACTAGGAGATTTTGATAACTTAGTCCAGGTAG
TATTAATAGGTGTTTCTGCATCTTTTTTAGACACGGGATCAACATATTCAGGGAAATTCT
GTCCTATTTTATTTTGTAAATAGATGGCCGTTGEGTGGGATTGGTTTTACATTAGCCGCTC
CATTAACTCCTATAAATCCAACAGCGCCAGCAACGTTAAAAAMATGTGGTTTTGGCTGGCA
ATTCTGTAAAACCAAGTAATCCTGTTTGCAAACCGCCTATTTTGCTAATGGGTGCCAGCS
TATTGGCATTCACCGGACCTGCAAGGGTAGGCTCAGTATTAAATTCAATTTGCACATCAA
CTGCGGCTGGCGGGACACCCTCAATAGAATCAATCCAGAAATTGACTCTGAATTTTCCGG
ATATGTATTCTTCCGATAAGTGCCAGGTAATATTTGTAACAGGAACTTCTGCACGAGAAC
TTATGCCATTGCCATGACTATTATTCAGTACCACTTGTTTTCCAGAAGCGATAATTGGTT
GTCCATTTTCTGGATTACTTCTTGATAACTTGTCAGCATTGGTCAGTTGAGTATTGTTAT
CGCTAATACGGCTTTCAGTTGAAACAATTTGATTTAAAGATTGTGTTGTGTCTGCGGATA
CAATTGTTGAATACCCAAGCAAATTGACTAGAAAGAGCCCGAATATTAGCCCAATAACTT
TCCACTTTTTCACGCCTATTATCTTCTTTCCAAAGTTCTTCAGTGCCTGGCAATAACTGT
ATACATTGAGCAGTATAGTCGCTATTTTATAGCTGAACAACTCATAAAGCTCAATTATTA
TTAGCCTATAAAACCACTGCCTAAGTGAATTGATCTAGAACGAAGCACGCCGAAGAAGTC
GCTAAATGTGCTAAGAAAAATGTGCTTGAATAGCTCAAAAGTAATTAGCGTCTCCATTGA
AAATCCGTTATTTTTAAGTGATCTAGTGTTAACTATGAATCCCAAATAAAAAGCAAAATC
CGTAAATGCCAAATTTTCCTTTTTGACGTTTTTCTACTGTCCCGAGATTTGCAAGTGTAC
GTACACTTACGATGAATTGACAGAATCTCAGCTGCGCTGATCGTCAATTTTGTTTGGGGG
CACGCCCCCAATCCCCCTGTTATTTTGAAGGGAGGTGAGTCCCCCTTCAAAATCAAAATT
TAAACAGCATCTGCCGCCATCTTTTCGCTGACCTTCTCACGATGTTACACGTGGTGTTGA
CACCCACTTGCATTTAGAGTTTCATTCAAGTTGAACATTGTGTAATATATGAGTTGCATT
TGATAAACATATCAGTTGCTATTTGTGCAACTTTAAAGCTTCGGCTAATTCAACGTTCTG
TTAATTTACAAGCATCTCGACAGTTTCTGTTAAAGCAACATCTACGCTTCAATTCGAGCA
ACTCACTATACGTATGCCGAGTTGCAGACAAGCTACTATATAGCTGTACGCGCTGAAACA
CCAAAAATCGTTCGTTTATGCCCAATAAGCGAATAATCTTGCTCAGGTGTAGTAAAAAAC
TGTTTACGTGTAGTGAATGGCGCTAGCCCTTGTCGTAACTGGCATCATCCACGTGTAGTA
AAACGCGTTTTACTACACGTTCGTAATTTTTTCACGTGCAGTAAATGGCGTTTTACTACA
CCTTTTGACCCCAACGTGCTATCACGACAAACCAAACCGCACTGCGGTTTACCCCAATTT
TGGGGTCAGTTTTGCCTTATGCTCTTTCATGATTTTAGGCGUCGTTCCAAGCAGTCTCAAA
AAGTGGTCGATCCAGGCGAGCCGATTTTTGAGAAGGATTGGATAGCAACTCAATTTATTT
TGATCTTTTGCTTGGAGAAAAACGTTCACGTTTTGACCAGGGCCGTCGCAACTGTTGACC
AAAACTCGTCCGGTAACGTGACGCTATTTAAACGCCGCGTTGGTTTGCTAGACGACCATT
CATCATCACCATTCAGGAGCTTTTTGAAATGACAAAGCAAGACGAAACACACCGGGTCAT
GTTCACTTTGACCGATCAGGCGATTGCAAAATTGAATCAGCTGGTCGCAAAAAAGCAACA
GGAAGTGAATCAAAATCCGGAACTGGCTAAGTACCATGTCAGCGTGACCAAATCAAATAT
CATTGAGGACTGGTTATCAAAGCAGTGAGTTTAAAAAGCGCTAAAGGGCCTGTACTAGCG
TTTCTTACTCTGGTGGGTATAATTAATGCTCTCTACATCAAAAACG

SEC ID 16 Posicién 2776965..2787971

GCCACGAACCTGTAGCCGTTTGGATGAAGCCATATAATACTGGACCAACCGCCGCAAATA
AGTAGCCGACACTTTGAGCAAAATCAGGAATACTAATCTACTTTGCCCTTAAAAAATCTT
GAGATGATCCATATCTTGTTTTGCCTTCATTACTGTAGTTGGTCATAAGAAGTGCCCTAC
ATTCATTAGATTACTTGTCTAATAATTGTAGGGCACTTGGGTTGAGAAAAATGATGTTAA
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CTAAGAATGCAAACGAACTAAAATCTTTGCTTGCTTTTTATCCTTTTCTAAGGATTCAAT
TCCTTCTGAAACTAATTCATTTAATTCAATCTTTTTTGTAATGACCTGTTTGAATAGTGA
ACGATGGGTATCTATAATCTTAATTACTCGATCGAAGATATTGGCATATCCATAAGATGT
TAATAAACTACCACCTTTTTTAAGAAGAGCTCTAACATCTACAACTGGTGGATGTTGAAA
TAATGCAATCACGGTAACCTTGCCACCATTTTTAAGAGCCTGAATGGCACCAGTAAGTGT
GGGTTGTACACCGGCGCAATCAAACGCAATATCCACTCCCTGATTTTCCGTGATAGTGCT
GATAGCGTGAGCTAATGACTTTTGACTATCAGCACGTATTGGGTATTGAATTCCTAATTC
ATTTGCTAAATTCAAACGTTCCTCTGACATGTCATTTATTATGACGTGATGTGCACCAGA
AATTTGTGCTATTAAGGCCGTGAACAATCCAATTGGACCAGCACCTTGAATTAAAACATC
ATCTCCAGGAGACACTCGGCTTGCCATAACTGCCTGTGCAGCAACTGAAACTGGTTCAAC
TAAGGCCCCTAAATCAAGCGGAAAGCTAGCTGGTAAGAGATGTGCAAAGGTACTTTTTAC
ATTGCACTTTTCAGCTAAGCCACCGTTAGCCGAAAATCCTAAGAATCCTGCTGATTGATC
ACTACCTATAGCATGTTCACACCAATTATAATGACCAGAAAGACATTCCGGACATTTTCC
ACAAGCAATCATTGGTTCGACTGCAACTTTATCTCCAATTCTTAATTTAGATACTTGTTT
TCCAATTTTAGAAATCGTCCCAGAAAATTCATGACCAGGAATTAGCGGGGCTTGCATATG
GGTTAGCGGATGAGGTATTGTCGCCAAATCCATACCCTCTAAATATTCATGAATGTCACT
ACCGCAAATACCATTAAATGCAACCTCAATTTGAACTTCATCTGGTGCGGGATCAGGAAT
ATTTCTTTTTTCAAAGCGGATATCCTTAGGACCGTAAATAACAGCTGCCTTCACCATAGT
CATAGTGCTTCGCTTCCTTCATGTTCAATATAGCACAATCGTATATAAAATAGTGAATAG
ATTTCAGTAATGAAGTTACCATCTTGACTTAACAAAAACTTGCTAACTGATTATATGAGA
AACTTTTACTTGAAACATTTTTGGTGATTACCATTAATTCCCTCGGACATATTTTGAAAA
ACCCTATTTGATGCTGATTGCAAATTATTTTATGCGTATTTATTAAGGGTTTCTATGTTG
AAGTATATAGCAAACTTGTTCAAGTAACTGACTTTCACGTGGGCTTTAGCCAAGAGATGC
TGAGCAGCGAACCCAAGGGGTGTTACTCGCCCACGCAAAAAAGAAATCCAATTGCATTCC
AGTATGAGCGAGAAGCAAGCCATTAAGACGCTGATTCATGAACTCGCGCACAGTGAATTA
CATTGTGATCCGAAGTTAAAATTGGATCGTTCAACCATGGAATTGGAAGCTGAAAGTACC
GCGTTTATCGTTTGTCAACATTTGGGAATTGACACGAGTGATTATACGTTTCCTTACCTT
GCTGTTTGGTCGAAAGATAAGGATCTTTCCCAGCTCTCCAAAAGCTTAACGCGTATCCAA
TCCACCGTCGAAAAATTCAATAAAACCGTCGATCAAAACCTTGAAAAGATTCGTGAGAAA
CCGTTGACGCTTGATCAAAAAATAGAACGCGCTAAAACCATTGCGACAACGGAAAACATC
GCAAAAAAAGAGCAAGGGCTGGTGCAAGCAACGCAGGAGAAAACACGCTAACCCATTTGT
TGAATACTCTCACTCAAGAGGACACTCCAGCCCTTGATCACCCAAGAAAGGAATTACCAA
CATGAAAACCATTGACGAAATGAACGAATTCGATCGTGACATTATCTTACTTCACCGCAA
GTCTGTGAGCGAAGATACACCGCAGGCAATTCTTGTGAAAGTGAAACAGATTCGTAACGC
AATTGCCGACGAAAAGCCGGGTAAAGAAGATCCAATTGAGAAAGAATTTACACTCGAATG
TTACGACGAAGCAATCAGAAAACTAAGGGACCTTTCGGTCGCTGATTATCAGTTGTGGTT
GCGTCAAAACAAAGACCTGGAAGGGTTTGAATTTTGATTTTGAAGGGTGTCGTAGACCCC
TTCAAAATAACGGGGGATTGGGGGCGTGCCCCCAAAACAAAATTGACTATCAGCGGAGCT
GATATTGGATCAATTTATCGCAAGTGGACGTCCACTTGCAAATCTCGCGACAGTAGAAAA
AGCCCCAGAAAAGCAAATCTGAAAAAATGTAACAGGCACTTGATATCAAGTGCCTTATTG
TTTCTAGGATCGCTAAAAATAACAGGAGGTGGTTACATCGAAGCAATCTGATGAACACCGC
ACGCGTTCAGTGAGAAGCACTGTGCGTATGACCCCAGAGGAGCGTGCTTGGGTTGATATG
AGAAGAGCCTCTGTCGGCAATCCAAAGTTCAATGCATTTGCCTGTCGCGCACTCACGACG
AGCAAGATCGTTCATGTACATTTTACTGATACTAAAAAGTTACTTAGACAGCTGTCAAGA
ATTGGGAATAAGGCTCCTATGCTGTAATTACGGACAAAAATAGTTTGTGCGATAATTACA
GCATAAGGGCCTCTAGGTCGGAGCCCAGGAGGCGGAGACCGCCGCACAGCCCAACCCCAC
GCCGAACCGGAGGCCAGCCCGCCCGCACCGCGGCCGCAATCATCCACCCAACGCCCCCCA
AGTTTTTGATAGCGGTAACAACGCCTGTGCGCTTGTCGTGGCCGGCCTTTTTTCATAAGG
TTGGAGGAGAAAGGAAGGGTGGTTATGGGCGCTTGGTATGAACACGCAATTATTTACCAA
ATCTATCCAAAATCGTTTCAAGACAGCAACGGCGACGGCATCGGGGACCTGAACGGGATC
CGGCAACGGATCCCGTACCTGCAAGCCCTCGGCATCAACACGGTGTGGCTGAACCCGATC
TTCGTCTCCCCACAGGTGGATAACGGCTACGATGTTGCCAATTACTTCGCCGTGGACGAA
ACCATGGGTACGATGGCCGACCTGGAGGCGCTGATCGCGGCTCTGCACGCGGCCGGCATC
CGTCTGATCATGGACTTTGTGCTAAACCACACCTCGGATCAGCACCCGTGGTTCCAGGAC
GCCATTCACGCCAAAAATAGTCTGTACCGCGACTACTACATITTICTCTGGCCACGACGGG
CAGCTGCCAAMCAACTGGGGCAGCTTCTTCGGCGGATCGGTTTCGGGCGUCGGATCCGGCG
GGAACCGGGCAGTCGTATTTTCATCTGTTCGACCGGCGGATGCCGGATCTGAACTGGGCC
AATCCCGAGGTGCGGCGGGCGATGGGAGACGTCGCCACGTTCTGGCTCGGCAAGGGCATC
GACGGACTGCGGCTGGATGCCTTCATCCACATTGUCCAAGGCCGATCTGGGGCAGGATTAC
CCCCTGGCTCCGGGGCAGCAGACGCCGGTGGTGGCGGAGCCGETTTTITCTCCAACCTCCCG
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AAGGTGCAGGAATGGCTGCGGCCETTCTGCGACCGGATCAAAACCGACTACCCCGACGCG
TTTCTGCTCGGCGAGGCGGCATCGGBCCAACGTTAACCTGGCGGCGGATTACACCGCGCCT
AGCCAGCACCTGATGGACAGCGTGATCACGTTCCGCTACTTCACCGAGGACGAAAGCGGC
CTGGATCCGCGGCTGCCGGCGCAGTACCAGCCGCGGACGCTGGATTTCCCGGCGTTCAAG
CAAACCCAGGCGGTGTGGCAGCAGACCCTCGCCGGGGTGTCGATGCCGACGCTGTACTGE
GGCAACCACGACATGGCCCGGCTGGCGACGCGGGTGGLCAAAACCACCACCCAGGCGCGE
AGTCTGGCCATGCTGATGTACCTGCAGCGCGGCCTGCCGGETGATCTACTATGGCCAGGAG
CTCGGGCTACACAACCTGCAGTTCGATCACGTTGATCAGTTTGCGGACGTTTCGGTGGCG
CCGTTCGTGGCCGLGGTCGAGGCCACCGEGCAGTCGLGGAGCGCGGCGCTCGGCCATGETG
TCGGCGACGCACAAACTGCCGGCACGGGGGCCGATGCCTTGGACGACCGGGTTGCACCAG
GGCTTTTCCAATCACCTGCCGTGGCTGGTTGGGCGCAGCGAGGACGTGACCAGCGTGECC
GCGCAGCAGGCCGATGAGGCCAGCATGCTGCACTTCTACCAAGCGCTCGATTGCCCTGAAG
AAGCAGCCGCTGTTTCAGGCCGGGCATTACCGGCTGCTGACGACGGCGCCGAACCTGTAC
GTCTACGAACGCACGCTGGCCAGCCGGCGEGGCCCTGETGGCGETGGCCTTGGATGAGCAA
GGCGCCACCTTCACCGTGCCTGAAGGCCTGACGACCGTGGCGCTGGCCGCCGGCGATTAC
CAACTCGAAGGTCAAACGCTCACGCTTGGCGCGAACGCCGGCGTGGTGTTAAACGAAAGG
GGAACTCGATAACCATGCAACTTGCAGCATTACGGCACCGCCCAGAAAGCGAAGATTGTT
TTTTGTACACTCCAGATGAGCTGCGGCTGCGGUTCCACACAGCCAAGGCCGACGTGCAGG
CGGTCATCGTACTGTACGGGGATCCGTATGTCACCGCGCCGAACCCGACCACCGGAGAAC
CGGAATTCGCCTACCAAGAGGCGGCGATGATCAAAACCGGCACCGGCCAAACCAGCGACT
ACTGGACCATCAGCCTGACCGCGCCTTATCACCGCCTGCAGTACCAGTTCCTGGTGACCG
GTCAGGACGGCAACACCGTCCTGCTCGGCGACCGCGGCTTGCGGGCCGACAGCGCCGCCA
ACCGCCGGGCCGATCTGTTCCGGGTGCCGTACTTCCACGCCATCGACACGGTACAGACGC
CGGCCTGGGTCAAGGAAACCETGTGGTACCAGATATTCCCGGAACGCTTCGCCAACGGGEG
ACAAGACGAACGACCCCAAGGGCACCAAGCCTTGGCGTCCGGCGGATCACCCGGGCCGTG
AGGATTACTACGGTGGCGACTTGCAAGGGGTGCTGGACCACCTGGACGACCTGCAGGCGE
TCGGCGTGAACGGGCTGTACTTCTGCCCGGTGTTCACGGCGATGTCGAATCACAAGTACG
ACACCATCGACTACTTCAACATCGACCCTGCGTTTGGCGACAAGGCCTTGTTCGCCGATC
TGGTCAACCAAGCGCACCGCCGCGGECATGCGGBTCGATGCTGGACGCTGTGTTCAACCACA
TGGGCAGCCGCAGCATGCAGTGGCAAGACGTGCTGAAGTTCGGTCCGCAGTCGCGCTTCG
CCTCCTGGTTCCACATCAACCGTTTTCCGGCGGCGECCCTTCGCCGCGCCGGAACAGGGLG
GCGTGCCGCAGTACGACACCTTCGCCTTCGAACCGCACATGCCGAAGCTCGACACCAGCA
ACCCGGCGGTGCAGGACTACCTGCTTGAGGTGGCGACGTACTGGATCAAACAGTTCGACA
TCGACGCCTGGCGGCTGGATGTCGGCCAACGAGGTGGACCATCACTTCTGGAAACGGTTCA
ATCAGGCAACCAAAGCGCTCAAGCCCGATTTCTTCGTGCTCGGCGAGGTCTGGCACTCCA
GCCAGCCGTGGCTTAACGGGGATGAGTTCGATGGGGTCATGAACTACGCGTTCACCGAGC
AGATCGAGGCCCACTTCCTGACCGGCAAGCTGAGTGCTCCTGAGCTGACGGCGGCGCTGA
CGGATCAGCTGATGCTGTACCGCGACCAACCGACCAGGCGATGCTGAACATGCTGGACT
CGCATGACACCGCGCGGCTGCTAACGGTGGCCGGCGEGLCGACGAGGACCTGGCCCTGCAGG
CGCTGGCCTTCACCTTCCTGCAAACCGGGATGCCGTGCCTGTACTATGGCACGGCAAATGS
GCATGGCCGGAGAAAACGATCCCGACTGCCGGCGGCCAATGGACTGGGCCCAGCTGAAGG
GCCCGATTTGGCAGCGTGTGCAGGCCCTTGTGACCTTCCGCCGCGCCCAGTCGGCAACGT
TAGGCACCGGCACCACGGCGCTGAGCGTGACCGCAGCCGGGCTGCTTAAGGTAACCCGCA
CAGGTGAGCACACCGTGACGGCGTATTTTAACACCACCAAGCAGATGGCGACACTGACCG
TCAGTCCATTACTGGCGCAGGGTTACGCCGGCCAGCGGCTGGCGCCAACCGBETTTGCTG
TTATGGTTCAGTAAGATTATGTTAGCGGTAACAGGCAATTTGACCTTTTAAAAGCGTTTT
CATATTATCATAATCAAAAGTGTAGAAAAGTTCAGGTGGCGCAATTCACCTCCCGAAAGT
GAAGGATGCAAGATGAAACGGATATTTGAAATCGACCCGTGGCTGGTGCAAAGCCACCAA
TTGAACCCCAACGAGAAACGCCTGCAGGAAAGCATGACCGCCATCGGCAACGGCTACATG
GGTCTGCGCGGTAACTTCGAAGAAGGTTACAGCGGTGATCACCTGCAAGGCACGTACCTC
GGCGGCCGTCTGGTTCCCAGATAAAACCGTCGTCGGTTGGTGGAAAAACGGCTACCCGGAT
TACTTCGGCAAGGCGATCAACGCGCCGAGCTTCATCGGCATGGCGCTCACCGTGAACGGC
GAGCGCGTCGATCTGGCCACCAGCGTCTACCGCGATTTCACCCTCACGCTTGACCTGCAC
CAGGGCCTGCTGACCCGGAGCTTCGTGTTCGAGGGCAAAAAGGCCACGGTGCGCTTCACC
TTCAAGCGTTTCCTCAGCAACGTAATCAAGGAGGCGGCGCTGGTGCAGCTCACCGCCGAA
AGCCTTGTCGGACCGGCCGAGCTGACGGTGGCCGCACAGCTCGACGGCAACGTCACGAAL
GAGGACAGCAACTACGACGAGCGCTTCTGGGCACCGCAGGGGGAAAACGCCGCGGCAGGC
ACCATCCAGCTGCAGACCAAGCCCAACCCGTTCGGGGTCCCGCAGTTCACGGTGCTGCTC
AAGCAAAGCCTGCGCCAAGGGGCAACCCTTTTACCCGGCACCGTGACCACCAGCACCGGC
CAGCTGACCAGCACGGTCACGCTGCCGCTGGCGCCAAACGTGCCGGTCCAGCTGGAAAAG
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GACGTCATCGTGGTCACGAGCCGECGACGTCGCCCCTGAGGCCCAGGCCGAAGCGGCCGLG
GAGCTGATGACACAGCTGCAGGGCCAAAGCTTTGCGGCCCAGCTGGCGGCACACACCGCC
CTGTGGGCCAAGCGCTGGGCCCAAAGCGACGTGGTGATTGAAGGCGACGACGCGGCCCAG
CAGGGGATCCGCTTCAACCTCGCCCAGCTGTTCATGACCTATTACGGCGACGATAAGCGE
CTCAACGTGGGGCCGAAGGGTTTCACCGGCGAGAAGTACGGCGGGGCGACCTACTGGGAC
ACCGAGGCGTACGTGGTGCCGATGTACGTCGCCGCCACCCCTCCGGCCGTGACCCGGGCA
CTGCTGCAGTACCGGECACGACCAGCTGCCCGGCGCCTACCACAACGCCCAGCAGCAGGGG
CTCAAAGGGGCCTTGTTCCCGATGGTGACCTTCAACGGCATCGAGTGCCACAATGAATGE
GAAATCACCTTCGAGGAGCTGCACCGTAACGCAGCGGTCGCCTTCGCGATTTACCAGTAC
ACGGCCTACACCGGCGATGAAAGCTACGTCAACCACGACGGCATGGAGGTGCTGGTGGGC
ATCAGCCGCTTCTGGGCGGACCGGGTCCACTTCTCCAAGCGCGCCGGCAAGTACATGATC
CACGGCGTCACCGGGCCGAACGAGTACGAAAACAACGTCAACAACAACTGGTACACCAAC
ACGATGGCCGCCTGGTGCCTGGAGTACACGCTGGCCCGGCTGCCGAAGGCCGATGCCGCC
ATTCAGGCCAAGCTGGCCGETGAGCGCCCCCGAGCAGCGCCAGTGGCAGGACATTATCGAC
CACATGTACTATCCGGAGGACAAGAAGCTGGGCATCTTCGTCCAGCACGACACCTTCCTG
GATAAGGACCTGCGGCCGGCAAGCTCGATTCCGGCCGACCAGCGGCCAATCAACCAGCAC
TGGTCCTGGGACCGAATCCTGCGGTCGCCGTTCATCAAGCAGGCGGATCTGCTCCAGGGC
CTGTACTTCCTGAACAATCGCTTCACCCGCGAGCAGAAGGAACGCAATTTTGACTTCTAC
GAGCCGCTGACGGTGCACGAAAGCTCGCTGAGTGCCTCGATTCACGCGGTGCTGGCCGCC
GAGCTCGGTAAGCAGGATAAGGCCGTTGAACTCTATCAGCGTACGGCTCGTCTGGACCTG
GACAACTACAACAACGATACGGCAGACGGTCTGCACATCACCTCGATGACCGEGLGGCTGGE
CTGGCTATCGTGCAGGGCTTCGCCGGCATGCGCTACGACCACGATCAGCTGCGGTTCGAT
CCGTTCCTGCCGAAGCAGTGGCAGGGTTACCAGTTCCGCATCAACTACCGCGGCCGGGTG
ATCCAGGTCGCGGTGGGGAAAACCGTTGCAGTGACCCTGCTGGCCGGCCCGCCGCTGACC
GTCATGGTTGCCGGCCAGCCGCAGCATTTGGAGGTGAGCGCGCATGCTTAAAGGATTGCT
GTTCGACCTCGACGGCGTCTTGACCGACTCGGCCAAGTTCCACCTGCAGGCCTGGAGCCA
GCTGGCCACCCAGCTGGGCATCACCCTGACGCCGGCCEGAGCGCGAAGGCCTGCGCEGCCG
CTCGCGGCTGGACTCGCTGAACCTGATTTTGGCGGCAGGCGCCCAGGAAGACCGGTTCAG
TGCCGCAGAGAAAACGGCGCTAACCGACCAGAAGAACGCGGTGTACCTGAAGCTGATTCA
GACGATGACGCCGGTGGACATCCTGCCGGGCATTCCGCAACTGCTGAAGGACGCGCAGGC
GGCCGGCCTGAAAATGGCAATCGCCTCGGCGTCGCGGAACGCCCCGACAATTCTTGACCA
CCTGGGCCTGGCCGCCAGTTTCGACGCCATCGTCGATCCGGCGACCCTGCACCGCGGCAA
GCCCGACCCGGAGATCTACCAGCAGGCGCAAGCGCTGCTGGGGCTCCAGGCCGCCGAGGT
GATCGGCTTCGAGGATGCCTCGGECCGGGGETCGCCECCATCAAAGCGGCCGGTCAGTTCGC
GGTTGGCATCGGGGATGCCCGGCTTCTGGCCGCAGCGGATTACCTAGTGAAAGACACGGC
GGCCCTGCAGCTGAGCCAGTTGCAAGCGGCGTTCGCCAAAGAAAGTGGGGAGACTAATGG
TTGAAATCGACTTGGACCACCTCTACAAGAAGTACGACGACGGCGAGGATTACTCGGTGG
TGGACTTCGACCTTCACATCAAGGATAAGGAGTTCATCGTGTTCGTCGGCCCCTCGGGCT
GCGGGAAGTCCACCACGCTGCGTATGATTGCGGGGCTGGAGGACATTACCAAAGGCGAGC
TGAAAATCGACGATAAGGTGATGAACGACGTGGCCCCCAAGGACCGCAACATCGCCATGE
TGTTTCAGAACTACGCCTTGTACCCGCACATGTCAGTGTACGACAACATGGCGTTCGGCC
TAAAGCTACGGCACTACAAGAAGGAGGACATCGACAAACGCGTGCAAAACGCGGCGGAGA
TCCTCGGCCTGAAGCCGTTTCTCGACCGGAAGCCGGCCGCCTTGTCCGEGGGCCAGCGGC
AGCGGGTGGCCTTGGEGCCGEGGCCATCGTCCGCGACGCCCCAATTTTCCTGATGGATGAGC
CGTTGTCGAACCTGGACGCGAAGCTGCGGGTGTCCATGCGGGCEGAAATCGCCAAGCTCC
ACCAGCGCCTGAACACCACCACGATTTACGTGACCCACGACCAAACCGAGGCCATGACTA
TGGCCGACCGGGTTGTCGTCATGTCCGTTGGCCACGTGCAGCAGATTGGCACCCCGGCCG
AGATTTACCAGAACCCGCGGAACCAGTTCGTGGCCGGGTTCATCGGGTCGCCGGCGATGA
ACTTCTTCAACATGACCTACCAGGACGGCTTCGTCAGCGACGGCCAAAGCATTCGCCTCA
AAGTGCCGGAAGGCCGGGCGAAGATTCTGGACCGACCAAGGGTACAACGGCAAGGAAGTCG
TGTTCGGCATCCGGCCGGAGGACATCCATTCGGAGGAGGCCTTCCTGGAGACCTGGCCGG
ACGCGGTTATCAGCTCAACCGTGTCGGTGTCAGAGCTCCTGGGCGCCACCGAGCAGCTTT
ACCTGAAGGCGGATGACACCGAGTACGTTGCCAACGTCAACGCGCGCGACTTCCACAATC
CCGGGGATCATGTGAAAATGGGCTTCGACGTCAACAAGGCGCACTTCTTCAACAAGGACA
CGACCATGGCCATCGTGGCTAAGCCGATTCCGCTGGAAGGCTGAGGAGGTGAGTGCATGA
CCCCATGGTGGCAGCAAGCCGTCATTTACCAGATCTACCCGAAGAGTTTTCAGGACAGCA
ACGGGGATGGCATCGGCGATTTGCCGGGGATTACCAGTCGCCTTGATTACCTTAAGCGGC
TGGGCGTCGATGCCCTTTGGCTGAGCCCAGTGTATGTGTCGCCCGGCCAGGACAACGGCT
ACGACATCGCGGACTACGAGGCCATCGATCCCCAGTTCGGGACGATGGCCGACATGGACG
CCTTGATCGCCGCCGCCAAGCAGCGCG
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SEC ID 17 Posicién 2793833..2794809

CCCGCGATTTTGGCGTGATTGGCTTCGACGGGGTATTCCTGGACCAGGTGTCCAACCCCA
AGCTGACCACGGTGAAGCAGCCCGTGCAGCGCCTCGGCGAACTGCTGGCCCGCATGCTCC
TGCAGAAGGTGGCACAGTCCGGCGCCCAACAGGGGGAGCTGCTGGTCGATCCTGAGCTGA
TTGCTCGGGACACGACGCGAAAGTAGATCGGATTTCAACTGTCCTTACCGCTATGGTAGG
GCCAGTTTTTAGGCTCTATGTCAAATCTAATTCATAGCTAATAGTTGATTTGGCAACGCC
TAAGGCGTCAGCCATATCTTGGTAAGTATGATGGCCTTCACTGACCAGTTGAGCTAGCGC
ACCACGTTGAAAACGTGATAAAGTAGAAGTACCCAAAGTAATCACTCCTTATAGCTGGTT
GGAATTAACTACTCCATTGTAAGAGATTGCTTTGGGCCTTTTTTTATTTTTGTTCGGATT
AATTATAGAATTTGTCTAATTAGTTGAAAATTCTTAGGGTTGCCCATATATCTTTTAGTC
TGGTCATTAGTTTTTATGTTTGATCTGCTTTTTTCTGATCGCAAACACCCACAACTGCGA
GTGAGTCCTTTTTGAAGTCGTTGACTGTCAACAATACATTTATTTCCACATTGACATTGA
CAGAGCCAAAGCGCGTTGCCATTAGAACTGCTTCCAAAAAAGCTAATAACTGTGAGTCGC
CCAAACGTTTGATTAGCTAAATCGATACGCTTTTGCATACTAATCCTCCCGCTTGATAAG
AAGGTACTTAAATAGTTGCTTTCAATTGATCTAATCGCCATTGGCACCATGAAATAAAGG
CTAATTCGTCAATCTTTGGAATGCCATAGGTTCTAGCATACGTTAACTTTTGAGTGGTGA
GTAGTTGATCATAGGGTTTACTAATAATACCAACCACAAGGATATCGACTTTTTTGTCAA
TCCCGTTGACAGGCTTT

SEC ID 18 Posicién 2967081..2968319

AAATACGCAAAAGAACCCGACGAGAGTTAAGTCTCATCGGGTTCTCAGTCGTGGATGAAT
TAGAAGCATTGTTAGCTGCATAACCTTCAACATAGGATCAATAGCTGGTTAGATGGTCAT
CTCTCAGACTGTTTGCACCAGATCCAGGCAAACGTGTTTATATCCTTGGTCATACTCAGG
ATAGATGGGCATTGTGAGTGCAACAGGACTTAGTTGCTTGTATGCTAGGCAATGTTGGCC
TTGATACAGAGGATCACTCTGTTTCTGATCTGGATGATAACCTCGTTTTTCCATTTCAGG
ACGCTGTCCCAATAATTGTTGCCCTGGGAGTTTGTCGAATTAAGTCTTGGTGCCACAAAC
ACACGCTACGGCTTCTTTTCTTGCAAACTGATCTTAGTATTTAGGGCAGTTGCATGATTA
CGGAATTGAACCATTTTATAATGAATCGTCTTTTCTATAAGTCTATAGAAAGTGCAGGTA
ATGGCATTTTCTCCAGATCGGATTGTCTAATCAATTTAATTGATTITITTGGTGTGTTTG
ATTATATTGCTTTTGCAAAGGTACAATATACCTTTTCTCTGCTGCCTTGCGAGCAGCGAT
GGCATCCTCCATATGAACATATACACGATTTAGGACAAGATGGCCTTGAAAGTACAGCCT
TGCGACCCACTTTTGAGCAGTTTTATCCCAACTAACTCCGATAACGCCAGATTTGTTATT
GGACCGTTTAAGTGTAGAAGCAACTAAATTTGTTCGATTAATTAGTTGAAAATTCTTGGG
ATTGCCCATGTATTTTTTAGTCTGGTTATTAGCTTTTATGTTTGATCTGCTTATTTCTGA
TCGCAAACACCCACAACTGCGAGTGAGTCCTTTTTGAAGTCGTTGACTGTCAACGATACA
TTTATTTCCACATTGACATTGACAGAGCCAAAGCGCGTTTCCATTAGAACTGCTTCCAAA
AAAACTAATGACTGTGAGTCGTCCAAACGTTTCATTGGCCAAATCGATACGCTTTTGCAT
ACTAATCTCCCCGTTTGATAAGAAGGTACTTAAAGAGTTGTTTTCAATTGATCTAGTCGC
CATTGGCACCATGAAATAAAGGCTAATTCGTCAATCTTTGCAATGCCATAGGTTCTAGCA
TACGTTAACTTTTGAGTGGTAAGTAGTTGATCATAGGGTTTGCTAATAATACCAACCACA
AGGATATCGACATTTTTGTCAATCCCGTTGACAGGTTTT
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REIVINDICACIONES

1. Un método para obtener un producto fermentado de especies de Lactobacillus casei o paracasei, dichas especies
se caracterizan por comprender en su genoma de ADN secuencias de ADN idénticas a las SEC ID N.2 2 a 5,
caracterizado por:

a) crecer un indculo de la cepa de Lactobacillus como se definié anteriormente en un medio de cultivo adecuado, a
una temperatura de 4 a 40 °C, para tener una biomasa y permitir que la fermentacién de dicha biomasa se desarrolle
durante 12 a 36 horas, preferiblemente durante aproximadamente 24 horas, para obtener una biomasa fermentada, y

b) centrifugar dicha biomasa fermentada para obtener un pellet de biomasa fermentada y un primer producto
fermentado;

c) incubar dicho pellet de biomasa fermentada en una solucién minima, que comprende preferiblemente una sal de
lactato, y permitir una fermentacién adicional durante 12 a 36 horas, preferiblemente durante aproximadamente 24
horas, para obtener una biomasa fermentada adicional;

d) separar dicha biomasa fermentada adicionalmente de un segundo producto fermentado mediante centrifugacién.
2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la especie de Lactobacillus es Lactobacillus paracasei.

3. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en donde el Lactobacillus paracasei es una cepa caracterizada porque
comprende en su genoma de ADN secuencias de ADN esencialmente idénticas a las SEC ID N.26 a 18.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el Lactobacillus paracasei es la
cepa depositada de acuerdo con el Tratado de Budapest con el nimero CNCM 1-5220.

5. Una composicién que comprende un producto fermentado de especies de Lactobacillus casei o paracasei, dichas
especies se caracterizan por comprender en su genoma de ADN secuencias de ADN idénticas a las SEC ID N.22 a
5, diluyentes y/o excipientes adecuados, obtenibles mediante el método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

6. La composicion de la reivindicacién 5 que comprende ademas adyuvantes y/u otros agentes terapéuticos.
7. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6 en forma de una formulacién de colirio.

8. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en donde el producto fermentado esta
presente en un 2-40 % del volumen, preferiblemente en un 10-25 % del volumen, mas preferiblemente en un 25 % del
volumen.

9. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8 para su uso en el tratamiento de sindromes
de inflamacién ocular, preferiblemente de conjuntivitis, en particular de queratoconjuntivitis vernal (QCV), en medicina
humana y veterinaria.
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