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DESCRIPCION
Composiciones terapéuticas combinadas
Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a terapias combinadas para el tratamiento y prevencién de biopeliculas bacterianas,
como las presentes en infecciones recurrentes del tracto respiratorio superior e inferior.

Antecedentes de la invencion

Las biopeliculas son matrices tridimensionales heterogéneas y complejas que comprenden una poblacién de células
microbianas incrustadas en una matriz extracelular (MEC). No son sélo un conjunto pasivo de células, sino sistemas
biol6gicos estructural y dinamicamente complejos que forman ecosistemas locales. Las células microbianas de una
poblacién de biopeliculas parecen cooperar y asumir funciones especiales. Al cooperar y formar una MEC protectora,
la biopelicula proporciona a los microorganismos un modo de crecimiento protegido que les permite colonizar diversos
entornos. El modo de crecimiento en biopelicula permite a las bacterias contrarrestar el sistema inmunitario del
huésped, asi como los antibiéticos y otros agentes bacteriostéticos y bactericidas similares. De este modo, el desarrollo
de biopeliculas permite que una poblacién bacteriana muestre resistencia a los antibiéticos. Las bacterias que crecen
en biopeliculas son mas dificiles de derrotar que sus homélogas plancténicas, es decir, de vida libre (véase del Pozo
y Patel, 2007, Clin. Pharmacol. Ther. 82:204-9 y Stewart & Costerton, 2001, Lancet 358:135-8).

Las biopeliculas pueden consistir en poblaciones mono o polibacterianas adheridas a practicamente cualquier
superficie biolégica o no biolégica. En estas poblaciones multicelulares, las células se adhieren unas a otras. La
mayoria de las especies bacterianas, asi como las arqueas, los protozoos, los hongos y las algas, tienen la capacidad
de adherirse a las superficies y entre si y formar estructuras de biopeliculas. La formacion de biopeliculas suele
comenzar con la adhesién de microorganismos flotantes a una superficie. Cuando se modifican las expresiones de
numerosos genes, una célula plancténica sufre un cambio fenotipico y pasa del modo de vida libre al modo de
crecimiento en biopelicula. Los primeros colonos se adhieren a la superficie inicialmente mediante una adhesién débil
y reversible, que puede reforzarse mediante la produccién de estructuras de adhesién celular como los pili. Una vez
iniciada la colonizacién, la biopelicula crece mediante una combinacién de divisién celular y aparicién y fijacién de
nuevas bacterias. Los primeros colonos facilitan la llegada de otras células al proporcionar sitios de adhesién méas
diversos y al empezar a construir la matriz que mantiene unida la biopelicula.

Las biopeliculas pueden formarse en diversos entornos, como en la naturaleza, en entornos domésticos, industriales
y hospitalarios, donde ejercen diversos efectos que pueden ser positivos o negativos en funcién del contexto.

En el entorno médico, las biopeliculas forman reservorios persistentes de bacterias en las superficies. Las biopeliculas
pueden producirse tanto directamente en el paciente como indirectamente en las superficies de su entorno inmediato.
Las biopeliculas presentes directamente sobre el paciente suelen asociarse a infecciones recurrentes, mientras que
la transferencia de bacterias del entorno inmediato al paciente estéd implicada tanto en las infecciones primarias como
en las recurrentes. Ejemplos de biopeliculas en entornos hospitalarios son las biopeliculas en catéteres y otros tipos
de tubos, y en implantes como vélvulas cardiacas y prétesis articulares.

En los entornos industriales, las biopeliculas pueden ser tanto esenciales como perjudiciales. Por ejemplo, en los
recientes desarrollos de biorreactores microbianos eficientes, se utilizan electrodos colonizados por biopeliculas para
generar electricidad. También se han explorado las biopeliculas como posibles fabricas biolégicas de compuestos, por
ejemplo, celulosa.

La solicitud de patente internacional WO 00/78332 proporciona el uso de proteasas de serina de pescado, incluyendo
tripsinas y quimotripsinas derivadas del bacalao, como el bacalao del Atlantico, para tratar y/o prevenir una variedad
de enfermedades y trastornos. Se trata, por ejemplo, de enfermedades inflamatorias, enfermedades infecciosas
causadas por virus, bacterias y especies flngicas y enfermedades en cuya patogénesis interviene un mecanismo de
unién a receptores.

Augustin et al. (2004) y Gudmundsdottir et al. (2013) debaten la posibilidad de utilizar enzimas para eliminar las
biopeliculas. Sin embargo, el uso de enzimas por si solo no es suficiente para destruir las bacterias y éstas pueden,
si se les da tiempo y el entorno adecuado, volver a adherirse a la superficie 0 a cualquier superficie cercana y
reconstruir la biopelicula (Augustin et al., 2004, Gudmundsdottir et af., 2013).

Se ha demostrado que la tripsina del bacalao facilita la eliminacién de la piel muerta por desbridamiento y, por lo tanto,
ayuda en el proceso normal de reparacién de la piel. El principal problema de utilizar enzimas marinas hidréfilas, como
la tripsina de bacalao y otras serina proteasas de ambientes frios, es que dichas enzimas son sensibles a la
inactivacidén por calor y, por tanto, son relativamente inestables a temperatura ambiente (Stefansson et al., 2010). El
uso de tripsina de bacalao en cosméticos, dispositivos médicos y farmacéuticos depende del aumento de la estabilidad
de la enzima.
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Se ha comprobado que las biopeliculas estéan implicadas en una amplia variedad de infecciones microbianas en el
cuerpo, segun una estimacién el 80% de todas las infecciones (véase "Research on microbial biofilms (PA-03-047)",
NIH, National Heart, Lung, and Blood Institute, 2002-12-20). Los procesos infecciosos en los que se ha implicado a
las biopeliculas incluyen problemas comunes como las infecciones urinarias, las infecciones por catéteres, las
infecciones del oido medio, el recubrimiento de lentes de contacto, y procesos menos comunes pero mas letales como
la endocarditis, las infecciones en la fibrosis quistica y las infecciones de dispositivos permanentes internos como las
prétesis articulares y las valvulas cardiacas.

Curiosamente, microorganismos como las bacterias que se adhieren a una superficie y crecen en forma de biopelicula
son menos vulnerables a los tratamientos antibidticos convencionales. La menor susceptibilidad a los antibiticos
contribuye a la persistencia de las infecciones por biopeliculas, como las asociadas a los dispositivos implantados.
Los mecanismos de proteccidn que actian en las biopeliculas parecen ser distintos de los responsables de la
resistencia convencional a los antibiéticos. En las biopeliculas, la escasa penetracion de antibiéticos, la limitaciéon de
nutrientes, el crecimiento lento, las respuestas adaptativas al estrés y la formacién de células persistentes constituyen,
seguln la hipétesis, una defensa multicapa.

Ademas, los cultivos de biopeliculas suelen ser muy refractarios a la erradicaciéon con quimioterapia, sin desarrollar
resistencia genotipica. En consecuencia, el nUmero de opciones terapéuticas es limitado y el desarrollo de nuevos
agentes antimicrobianos con actividad antibiopelicula es cada vez mas importante.

Iwase et al (2010), Nature, 465(7296):346-349 afirman que Staphylococcus epidermidis Esp inhibe la formacién de
biopeliculas de Staphylococcus aureus y la colonizacidén nasal.

Bals et a/ (1998), J Clin Invest, 102(5):874-880 se refieren a la beta-defensina 2 humana como un antibiético peptidico
sensible a la sal expresado en el pulmén humano.

El documento WO 2015/150799 A1 se refiere a procedimientos para la produccién de polipéptidos recombinantes que
tienen actividad de serina proteasa, polipéptidos obtenibles por tales procedimientos y uso de dichos polipéptidos en
medicina, cosmética e industria.

El documento WO 2015/114343 A1 se refiere a polipéptidos que tienen actividad proteasa para su uso en el tratamiento
o prevencién de infecciones microbianas en un sujeto con inmunodeficiencia o susceptible de padecerla.

Un articulo en la red informatica  titulado  "Natural  Anti-Biofim  Agents” por  drwillip
(https:/ithescienceofnutrition. me/2015/03/13/natural-anti-biofilm-agents/) trata sobre los agentes antibiopelicula
naturales.

Darouiche et al (2009), J Antimicrob Chemother, 64(1):88-93 alegan una eficacia antimicrobiana y antibiopelicula de
la combinacién de triclosan y DispersinB.

Rogers et af (2010), Antimicrob Agents Chemother, 54(5):2112-2118 se refieren a supuestos efectos sinérgicos entre
antibiéticos convencionales y agentes antibiopelicula derivados de 2-aminoimidazoles.

Mukherji et al (2015), Enz Eng, 4(1), DOI: 10.4172/2329-6674.1000126, se refieren al papel de las proteasas
extracelulares en la disrupcidn de biopeliculas de bacterias Gram positivas, con especial énfasis en las biopeliculas
de Staphylococcus aureus .

Por lo tanto, existe la necesidad de nuevos procedimientos para eliminar, inhibir o prevenir el crecimiento de
biopeliculas bacterianas (tanto en entornos médicos como no médicos).

Sumario de la invencién

La invencién se describe en las reivindicaciones adjuntas. Las referencias a procedimientos de tratamiento mediante
terapia en esta descripcién deben interpretarse como referencias a compuestos, composiciones farmacéuticas y
medicamentos de la presente invencién para su uso en dichos procedimientos.

Un primer aspecto de la invencidén proporciona una terapia de combinacién para su uso en el tratamiento de una
biopelicula bacteriana en un sujeto que comprende (a) un polipéptido que tiene actividad de serina proteasa y (b) uno
0 méas compuestos antibiéticos. Segun la invencién reivindicada, el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa
es una tripsina obtenible a partir de bacalao, y dicha biopelicula comprende estreptococos.

Por "terapia combinada" incluimos cualquier forma de tratamiento concurrente o paralelo con los dos 0 mas agentes
terapéuticos. Asi, tales terapias incluyen la administracion por separado del polipéptido y de los compuestos
antibiéticos, asi como el suministro de una Gnica composiciéon que comprenda ambos agentes terapéuticos mezclados.

Por "tratamiento" incluimos tanto el uso terapéutico como profilactico de los agentes terapéuticos combinados. En
relaciéon con el uso terapéutico, los expertos en la materia apreciarédn que la terapia combinada puede erradicar por
completo una biopelicula bacteriana existente o puede proporcionar un beneficio parcial (como una reduccidén del
tamafio de la poblacién bacteriana que constituye la biopelicula y/o una ralentizacién del crecimiento de la poblacién
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bacteriana que constituye la biopelicula). Asimismo, en relacién con el uso profilactico, la terapia combinada puede
prevenir completamente la formacién de biopeliculas o puede proporcionar sélo un beneficio parcial, como reducir la
probabilidad y/o gravedad de la infeccién con una biopelicula bacteriana.

En una realizacién, el sujeto es un ser humano. Sin embargo, las terapias combinadas de la invencién también pueden
ser Utiles en un entorno veterinario, por ejemplo en el tratamiento de biopeliculas bacterianas en animales domésticos
y/o de granja (incluidos perros, gatos, caballos, vacas, cerdos, ovejas y similares).

Individualmente, los antibiéticos y las proteasas de serina (como las tripsinas) no son capaces de resolver las
infecciones por biopeliculas. Aunque los antibiéticos pueden utilizarse para tratar infecciones bacterianas sistémicas
y locales con mayor o menor éxito, estos compuestos no pueden penetrar facilmente en la matriz extracelular de las
biopeliculas, por lo que su eficacia para eliminar las bacterias que se encuentran en su interior es limitada. Por lo tanto,
los antibiéticos son incapaces de resolver por completo las infecciones originadas por biopeliculas.

Las proteasas de serina (como las tripsinas) pueden disolver la matriz extracelular de las bacterias y también son
capaces de liberar las bacterias adheridas a material biol6gico o inorgénico, asi como de impedir su reimplantacién
inmediata. Sin embargo, las bacterias no mueren con el tratamiento de tripsina y, con el tiempo, podran recuperar su
capacidad de adherirse a las superficies.

Asi pues, cuando se administran individualmente, las proteasas de serina o los antibiéticos no son capaces de resolver
completamente las infecciones por biopeliculas.

La presente invencidn surge del descubrimiento inesperado de un efecto sinérgico sobre las biopeliculas bacterianas
cuando se administran en combinacién proteasas de serina (como ftripsinas) y compuestos antibiticos
convencionales. Sorprendentemente, esta combinacién seleccionada de agentes activos es capaz de destruir tanto la
matriz extracelular como las bacterias de las biopeliculas de forma sinérgica. Sin querer cefiirnos a la teoria, se cree
que al alterar la matriz extracelular de las biopeliculas, la serina proteasa permite a los antibiéticos penetrar mas
profundamente en la biopelicula y acceder a las células bacterianas que residen en ella. Esto permite al antibiético
ejercer su funcién sobre las bacterias, que de otro modo se veria obstaculizada por los efectos barrera de la matriz
extracelular.

Los expertos en la materia apreciaran que las terapias combinadas descritas en el presente documento pueden
utilizarse para eliminar, inhibir o prevenir el crecimiento de una biopelicula microbiana en cualquier entorno en el que
puedan encontrarse dichas biopeliculas. Asi, la biopelicula puede estar asociada a un soporte inerte 0 a un soporte
Vivo.

En una realizacidn, la biopelicula estd asociada a un soporte vivo. Por ejemplo, la biopelicula puede crecer o ser
susceptible de crecer en una superficie dentro del cuerpo humano o animal.

Asi, la invencién proporciona terapias combinadas como las definidas anteriormente para su uso en el tratamiento o
la prevencién de una afeccion asociada con la presencia o el crecimiento de una biopelicula.

Por ejemplo, las terapias combinadas descritas en el presente documento pueden utilizarse para tratar o prevenir un
trastorno o afeccién asociados con el crecimiento de una biopelicula microbiana en uno de los siguientes lugares del
cuerpo:

(a) las vias respiratorias (por ejemplo, infecciones bacterianas recurrentes de las vias respiratorias superiores y/o
inferiores);

b) las vias urinarias (por ejemplo, cistitis);

¢) los senos paranasales (por ejemplo, sinusitis crénica);

d) el oido (por ejemplo, infecciones del oido medio);

e) el corazén (por ejemplo, endocarditis);

f) la préstata (por ejemplo, prostatitis bacteriana crénica);

g) el hueso (por ejemplo, osteomielitis);

h) los pulmones (por ejemplo, infecciones en la fibrosis quistica como la neumonia) ;

los riflones (por ejemplo, célculos renales infecciosos y en diélisis peritoneal); y/o

la piel.

(
(
(
(
(
(
(
(i)
)
En otra realizacion, la biopelicula esta asociada a un soporte inerte. Asi, la biopelicula puede crecer o ser susceptible
de crecer en la superficie de un dispositivo implantado o insertado de otro modo dentro del cuerpo humano o animal.

Por ejemplo, las terapias combinadas aqui descritas pueden utilizarse para tratar o prevenir una infeccién asociada
con el crecimiento de una biopelicula microbiana en una de las siguientes superficies inertes dentro del cuerpo:

un catéter (por ejemplo, para uso intravascular o de las vias urinarias);
un stent (por ejemplo, un stent coronario);

una derivacién (por ejemplo, una derivacién cerebroespinal);

un tubo de intubacién o traqueotomia;

(a
(b
(c
(d

— e e



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2989 635 T3

(e) un dispositivo oftalmico (por ejemplo, lentes de contacto, hebillas esclerales y lentes intraoculares);
(f) prétesis articulares (es decir, artroplastia e implantacién de otros dispositivos ortopédicos).

(9) una vélvula cardiaca artificial; y/o

(h) un implante mamario.

Por lo tanto, se apreciara que las terapias combinadas descritas en el presente documento son particularmente
adecuadas para el tratamiento y la prevencién de infecciones nosocomiales.

De acuerdo con la invencién reivindicada, la biopelicula comprende o esta formada por estreptococos. De otro modo,
la biopelicula comprende o esta formado por bacterias Gram negativas y/o Gram positivas.

Las bacterias pueden ser bacterias Gram positivas, como las seleccionadas del grupo que consiste en estafilococos
o estreptococos. Por ejemplo, las bacterias pueden ser estafilococos, como Staphylococcus aureus (por
ejemplo, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, SARM). Alternativamente, las bacterias pueden ser
estreptococos, como Streptococcus mutans y/o Streptococcus sanguis.

Las bacterias también pueden ser bacterias Gram negativas, como la Legionella.

Preferiblemente, la biopelicula comprende bacterias seleccionadas independientemente del grupo que consiste
en Streptococcus pheumoniae, Streptococcus mitis, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus
influenza, staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Staphylococcus aureus sensible a la meticilina,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Legionella pneumophila, Clostridium
difficile, y cualquier mezcla de los mismos.

Asi, dicha biopelicula puede comprender bacterias seleccionadas independientemente de Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus mitis, Pseudomonas aeruginosa y Haemophilus influenza, o una mezcla de las mismas.

De acuerdo con la invencién reivindicada, la biopelicula comprende o consiste en estreptococos, como Streptococcus
mitis ylo Streptococcus pneumoniae.

Las terapias combinadas de la invencién se administraran a un sujeto en una dosis farmacéuticamente eficaz. Una
"cantidad terapéuticamente eficaz", o "cantidad efectiva", o "terapéuticamente eficaz", como se utiliza aqui, se refiere
a la cantidad que proporciona un efecto terapéutico para una afeccién y un régimen de administracién determinados
(por ejemplo, erradicacién, reduccién del tamafio o retraso del crecimiento de una biopelicula bacteriana). Se trata de
una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir un efecto terapéutico deseado en asociacion
con el aditivo y diluyente requeridos, es decir, un portador o vehiculo de administracién. Ademas, se entiende una
cantidad suficiente para reducir, y preferiblemente prevenir, un déficit clinicamente significativo en la actividad, funcién
y respuesta del huésped. Alternativamente, una cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente para causar una mejora
en una condicién clinicamente significativa en un huésped. Como aprecian los expertos en la materia, la cantidad de
un compuesto puede variar en funcién de su actividad especifica. Las cantidades de dosificacién adecuadas pueden
contener una cantidad predeterminada de composicién activa calculada para producir el efecto terapéutico deseado
en asociacidén con el diluyente requerido. En los procedimientos y el uso para la fabricacién de composiciones de la
invencién, se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz del componente activo. Una cantidad
terapéuticamente eficaz puede ser determinada por un médico o veterinario experto basandose en las caracteristicas
del paciente, como la edad, el peso, el sexo, el estado, las complicaciones, otras enfermedades, etc., como es bien
conocido en la técnica. La administracién de la dosis farmacéuticamente eficaz puede llevarse a cabo tanto por
administracién Unica en forma de una unidad de dosis individual o varias unidades de dosis méas pequefias, como por
administraciones mulltiples de dosis subdivididas a intervalos especificos. Alternativamente, la dosis puede
administrarse como infusién continua durante un periodo prolongado.

Un primer componente critico de las terapias combinadas de la invencién es un polipéptido con actividad de serina
proteasa.

Por polipéptido con actividad de serina proteasa incluimos polipéptidos cataliticos naturales y no naturales capaces
de escindir enlaces peptidicos en proteinas, en los que la serina sirve como aminoéacido nucleofilico en el sitio activo
del polipéptido (como se define de acuerdo con el nimero CE 3.4.21). La actividad de la serina proteasa puede ser de
tipo quimotripsina (es decir, tripsinas, quimotripsinas y elastasas) o de tipo subtilisina.

De acuerdo con la invencién reivindicada, el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa es tripsina obtenible de
bacalao, tal como bacalao del Atlantico (Gadus morhua). De otro modo divulgado es en el que el polipéptido que tiene
actividad de serina proteasa exhibe actividad de tripsina. Por ejemplo, el polipéptido con actividad de serina proteasa
puede ser una tripsina natural, de origen eucariota o procariota, o una version mutada de dicha tripsina. Se incluyen
especificamente las tripsinas adaptadas al frio, como la tripsina del bacalao del Atlantico (Gadus morhua), del salmén
del Atlantico y del Pacifico (por ejemplo, Salmo salar y especies de Oncorhynchus) y del abadejo de Alaska (Theragra
chalcogramma), y sus formas mutadas (como se describe a continuacién).

Se han caracterizado tres isoenzimas principales de tripsina del bacalao del Atlantico, denominadas tripsina |, Il'y I
(véase Asgeirsson et al., 1989, Eur. J. Biochem. 180:85-94). Por ejemplo, véase GenBank Accession No. ACO90397.
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Ademas, el bacalao del Atlantico expresa dos isoenzimas principales de quimotripsina, denominadas quimotripsina A
y B (véase Asgeirsson &amp; Bjarnason, 1991, Comp. Biochem. Physiol. 8 998:327-335). Por ejemplo, véase

GenBank Accession No. CAA55242 1.

En una realizacién de la invencién reivindicada, el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 (abajo). De otro modo divulgado es donde el polipéptido
que tiene actividad de serina proteasa comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que comparte al menos
70% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de tripsina | de bacalao del Atlantico (Gadus morhua),

es decir, SEQ

ID NO: 1:

16
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IVGGYECTKHSQAHQVSLNSGYHFCGGSLVSKDWVVSAAHCYKSVLRVRLGEHHIRVNEG

79

TEQYISSSSVIRHPNYSSYNINNDIMLIKLTKPATLNQYVHAVALPTECAADATMCTVSG

141

WGNTMSSVADGDKLQCLSLPILSHADCANSYPGMITQSMFCAGYLEGGKDSCQGDSGGPV

200

VCNGVLQGVVSWGYGCAERDHPGVYAKVCVLSGWVRDTMANY

(en la que la secuencia de aminoéacidos y la numeracién se ajustan a la entrada "2EEK" del Banco de Datos de

Proteinas [PDB])

Como muchas proteasas, la tripsina | del bacalao del Atlantico se produce como un precursor inactivo, o zimbgeno,
que comprende una secuencia de propéptidos (o "activacién") que se escinde para generar la tripsina madura y activa.
El producto de expresién inicial de la tripsina también comprende una secuencia sefial, que se elimina tras la expresion.

La secuencia zimégena de la tripsina | del bacalao del Atlantico, incluida la secuencia sefial, se muestra a continuacion

[SEQ ID NO: 1]

como SEQ ID NO:2 (y corresponde a la base de datos Uniprot n° de acceso P16049-1):

en la que:

10
MKSLIFVLLL

20
GAVFAEEDKI

60
KDWVVSAAHC
110
NNDIMLIKLT
160
DKLQCLSLPI
210
CNGVLQGVVS

70
YKSVLRVRLG
120
KPATLNQYVH
170
LSHADCANSY
220
WGYGCAERDH

30 40
VGGYECTKHS QAHQVSLNSG
80 90
EHHIRVNEGT EQYISSSSVI
130 140
AVALPTECAA DATMCTVSGW
180 190
PGMITQSMEC AGYLEGGKDS
230 240
PGVYAKVCVL SGWVRDTMAN

Péptido sefial = aminoécidos 1 a 13 (subrayados)
Propéptido = aminoacidos 14 a 19 (negrita cursiva)
Tripsina madura = aminoacidos 20 a 241

De acuerdo con la invencién reivindicada, el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa es una tripsina obtenible
del bacalao. El término "aminoacido" utilizado en el presente documento incluye los veinte aminoacidos estandar
codificados genéticamente y sus correspondientes esterecisémeros en forma "D" (en comparacién con la forma natural
"L"), los omega-aminoacidos y otros aminoacidos naturales, los aminoacidos no convencionales (por ejemplo, los
aminoécidos a,a-disustituidos, los aminoacidos N-alquilados, etc.) y los aminoacidos derivados quimicamente (véase
méas adelante).

50
YHFCGGSLVS
100
RHPNYSSYNT
150
GNTMSSVADG
200
CQGDSGGPVV

[SEQID NO: 2]
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Por lo tanto, cuando se enumera especificamente un aminoacido, como "alanina" o "Ala" o "A", el término se refiere
tanto a la L-alanina como a la D-alanina, a menos que se indique explicitamente lo contrario. Otros aminoéacidos no
convencionales también pueden ser componentes adecuados para los polipéptidos descritos en el presente
documento, siempre que el polipéptido conserve la propiedad funcional deseada. Para los polipéptidos mostrados,
cada residuo de aminoacido codificado, en su caso, estd representado por una designacién de una sola letra,
correspondiente al nombre trivial del aminoacido convencional.

De acuerdo con la convencién, las secuencias de aminoacidos aqui divulgadas se proporcionan en la direccién N-
terminal a C-terminal.

Los polipéptidos utilizados en las composiciones de la invencién consisten en L-aminoacidos.

De otro modo, se divulga que el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa puede comprender o consistir en
una secuencia de aminoécidos que comparte al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 95%, 97%, 98% o0 99% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO:1.

En una realizacién de la invencidén reivindicada, el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa puede
comprender o consistir en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:1.

Sin embargo, el polipéptido puede comprender o consistir alternativamente en la secuencia de aminoécidos que es un
mutante o variante de SEQ ID NO:1. Por "variante" entendemos que el polipéptido no comparte el 100% de identidad
de secuencia de aminoéacidos con SEQ ID NO: 1, es decir, uno 0 mas aminoacidos de SEQ ID NO: 1 debe mutar. De
otro modo, el polipéptido puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos con al menos un 50% de
identidad con la secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO: 1, més preferiblemente al menos 60%, 70% u 80% u 85%
0 90% de identidad con dicha secuencia, y mas preferiblemente al menos 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad
con dicha secuencia de aminoacidos. Asi, un aminoacido en una posicién especifica puede ser eliminado, sustituido
o puede ser el lugar de una insercién/adicién de uno o més aminoacidos. Los expertos en la materia apreciardn que
las sustituciones pueden ser conservadoras 0 no conservadoras.

El porcentaje de identidad puede determinarse, por ejemplo, mediante el programa LALIGN (Huang and Miller, Adv.
Appl. Math. (1991) 12:337-357) en las instalaciones de Expasy:

(http:/iwww.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html) utilizando como pardmetros la opcién de alineacién global,
matriz de puntuacién BLOSUMBG62, penalizacién por hueco de apertura -14, penalizacién por hueco de extensién -4.
Alternativamente, el porcentaje de identidad de secuencia entre dos polipéptidos puede determinarse utilizando
programas informéticos adecuados, por ejemplo el programa GAP del Grupo de Computacién Genética de la
Universidad de Wisconsin, y se apreciara que el porcentaje de identidad se calcula en relacién con los polipéptidos
cuya secuencia se ha alineado 6ptimamente.

El alineamiento puede realizarse alternativamente utilizando el programa Clustal W (como se describe en Thompson
et al., 1994, Nucl. Acid Res. 22:4673-4680). Los parametros utilizados pueden ser los siguientes:

e Parametros de alineacién rapida por pares: Tamafio de K-tupla(palabra); 1, tamafio de ventana; 5,
penalizacién por hueco; 3, nimero de diagonales superiores; 5. Procedimiento de puntuacién: x por ciento.

e Parametros de alineacidén multiple: penalizacién por apertura de hueco; 10, penalizacién por extensién de
hueco; 0,05.

e  Matriz de puntuacién: BLOSUM.
Alternativamente, el programa BESTFIT puede ser utilizado para determinar alineamientos de secuencia local.

De otro modo divulgado es en el que el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa puede ser una variante de
SEQ ID NO:1, como las descritas en la Solicitud de Patente Internacional N° PCT/GB2015/051006 (Publicacidén N° WO
2015/150799) a Enzymatica AB.

Los expertos en la materia apreciaran que el polipéptido con actividad de serina proteasa descrito en el presente
documento puede comprender o consistir alternativamente en un fragmento de cualquiera de las secuencias de
aminoécidos definidas anteriormente, en el que el fragmento presenta una actividad antibacteriana.

Por "fragmento" incluimos al menos 5 aminoéacidos contiguos de cualquiera de las secuencias de aminoéacidos
anteriores, tales como pero no limitadas a SEQ ID NO: 1 6 2. Por ejemplo, el fragmento puede comprender al menos
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200 o mas
aminoécidos contiguos de cualquiera de las secuencias de aminoacidos anteriores.

Los procedimientos de identificacién de fragmentos de los polipéptidos de serina proteasa definidos anteriormente que
conservan una actividad antimicrobiana (es decir, antibacteriana) son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, podria
generarse una gama de fragmentos diferentes mediante metodologias recombinantes conocidas, utilizando los
procedimientos de expresién descritos enel documento WO 2015/150799, y luego exponerlosin vitro a
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microorganismos representativos (como cepas bacterianas, virus y/o cepas fUngicas) para determinar cual de los
fragmentos inhibe (en parte o en su totalidad) el crecimiento y/o la proliferaciéon de dichos microorganismos.

Preferiblemente, el polipéptido con actividad de serina proteasa descrito en el presente documento comprende o
consiste en la secuencia de aminoécidos de una serina proteasa natural. Asi, el polipéptido con actividad de serina
proteasa puede consistir en la secuencia de aminoacidos de una tripsina natural, de origen eucariota o procariota. Se
incluyen especificamente las tripsinas adaptadas al frio, como la tripsina del bacalao del Atlantico (Gadus morhua),
del salmén del Atlantico y del Pacifico (por ejemplo, Salmo salary especies de Oncorhynchus)y del abadejo de
Alaska (Theragra chalcogramma). Por ejemplo, el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa puede
comprender o consistir en el aminoacido de SEQ ID NO:1.

Tales proteasas de serina naturales pueden purificarse a partir de un organismo fuente (por ejemplo, bacalac del
Atlantico) o pueden expresarse recombinantemente.

Por lo tanto, los expertos en la materia apreciaran que dichos polipéptidos de serina proteasa naturales de la invencion
deben proporcionarse en una forma diferente a aquella en la que se encuentran en la naturaleza. Por ejemplo, el
polipéptido de la invencidén puede consistir en la secuencia de aminoécidos de una tripsina eucariota natural, pero
carecer de las moléculas de glicosilacion presentes en la proteina tal como se expresa en la naturaleza.

El componente polipeptidico puede formularse en diversas concentraciones, dependiendo de la eficacia/toxicidad de
la serina proteasa que se utilice. Preferentemente, la formulacién comprende el agente activo a una concentracién de
al menos 0,001 pM, por ejemplo al menos 0,01 M, al menos 0,1 uM, al menos 1 uM, al menos 10 uM, al menos 100
MM, o al menos 500 uM. Convenientemente, la formulacién comprende el agente activo en una concentracién de hasta
1 mM, por ejemplo hasta 500 uM, hasta 100 yM, hasta 10 pM, hasta 1 pM, hasta 0,1 uM, o hasta 0,01 pM. En una
realizacion, el polipéptido de serina proteasa esta presente en la formulacién a una concentracién de entre 0,001 y 10
MM. Asi, la formulacién terapéutica puede comprender una cantidad de un polipéptido suficiente para matar o ralentizar
el crecimiento de bacterias en una poblacidén de biopeliculas.

En una realizacion de este aspecto, la actividad del polipéptido de serina proteasa (por ejemplo, tripsina de bacalao)
es de 0,001 U/g a 32 U/g.

Otro componente critico de las terapias combinadas de la invencién es uno 0 méas compuestos antibibticos.

Puede utilizarse cualquier compuesto antibidtico conocido. Por ejemplo, el uno o méas compuestos antibidticos pueden
seleccionarse del grupo que consiste en amoxicilina, ampicilina, azitromicina, carbapenems, cefotaxima, ceftriaxona,
cefuroxima, cefalosporinas, cloranfenicol, ciprofloxacina, clindamicina, dalacina, dalfopristina, daptomicina, doxiciclina,
ertapenem, eritromicina, fluoroquinolonas, meropenem, metronidazol, minociclina, moxifloxacina, nafcilina, oxacilina,
penicilina, quinupristina, rifampicina, sulfametoxazol, teicoplanina, tetraciclina, trimetoprima, vancomicina, bacitracina
y polimixina B, o una mezcla de los mismos.

En una realizaciéon preferente, uno o mas compuestos antibidticos se seleccionan del grupo que consiste en
tetraciclina, cefotaxima, vancomicina, eritromicina y oxacilina.

Los expertos en la materia apreciaran que las terapias combinadas de la invencién pueden comprender un Unico
compuesto antibiético o multiples compuestos antibiéticos.

La concentracién de los antibiéticos a utilizar en las terapias combinadas de la invencién dependera del antibiético
particular a utilizar y de la indicacién y/o localizacién de la biopelicula a tratar, de acuerdo con el conocimiento general
comun en la materia. Tipicamente, el antibiético se formulara a una concentracién de entre el 0,1y el 5% (en peso),
por ejemplo entre el 0,1 y el 1% (en peso).

Un segundo aspecto relacionado de la invencidn proporciona un polipéptido que tiene actividad de serina proteasa
para su uso en el tratamiento de una biopelicula bacteriana en un sujeto, en el que el polipéptido es para su uso en
combinacién con uno o mas compuestos antibidticos. Segln la invencién reivindicada, el polipéptido que tiene
actividad de serina proteasa es una tripsina obtenible a partir de bacalao, y dicha biopelicula comprende estreptococos.

Un tercer aspecto relacionado divulgado de otro modo en el presente documento proporciona un polipéptido que tiene
actividad de serina proteasa en la preparacién de un medicamento para tratar una biopelicula bacteriana en un sujeto,
en el que el polipéptido es para uso en combinacién con uno 0 mas compuestos antibiéticos.

Los ejemplos de polipéptidos de serina proteasa y compuestos antibidticos adecuados para su uso en relacién con el
segundo y tercer aspectos se detallan anteriormente.

Un cuarto aspecto divulgado en el presente documento, pero no reivindicado como tal, proporciona una composicioén
farmacéutica que comprende (a) un polipéptido con actividad de serina proteasa y (b) uno o mas compuestos
antibiéticos, junto con un tampén, excipiente, diluyente o portador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con el cuarto aspecto se incluyen en el dispositivo médico de acuerdo con el quinto aspecto
de la invencién, tal como se define en las reivindicaciones.
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Los ejemplos de polipéptidos de serina proteasa y compuestos antibidticos adecuados para su uso en relacién con el
cuarto aspecto se detallan anteriormente.

En un caso, el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa estd presente en una concentracién de al menos
0,001 uM, por ejemplo al menos 0,01 uM, al menos 0,1 uM, al menos 1 uM, al menos 10 uM, al menos 100 UM, o al
menos 500 uM. Convenientemente, la composicion comprende el agente activo en una concentracién de hasta 1 mM,
por ejemplo hasta 500 uM, hasta 100 uM, hasta 10 pM, hasta 1 pM, hasta 0,1 pM, o hasta 0,01 uM. En un caso, el
polipéptido de serina proteasa esta presente en la composicién a una concentracién de entre 0,001 y 10 uM.

Cuando se utiliza tripsina obtenible a partir de bacalao, su concentracién en las composiciones del cuarto aspecto es
de 0,001 U/g a 32 U/g (es decir, medida como unidades de actividad por gramo de la composicién final).

En un caso, uno o mas compuestos antibiéticos estan presentes en una concentracién de 0,1% a 5% en peso, por
ejemplo 0,1% a 2%, 0,5% a 1,5%, y preferentemente 1%.

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse de una manera conocida en la técnica que sea suficientemente
estable al almacenamiento y adecuada para su administracién a seres humanos y animales. Por ejemplo, las
composiciones terapéuticas pueden liofilizarse, por ejemplo, mediante liofilizacién, secado por pulverizacién,
enfriamiento por pulverizacién, o mediante el uso de la formacién de particulas a partir de la formacién de particulas
supercriticas.

Por "farmacéuticamente aceptable" se entiende un material no téxico que no disminuye la eficacia de la actividad de
la tripsina del polipéptido de la invencién. Dichos tampones, soportes o excipientes farmacéuticamente aceptables son
bien conocidos en la técnica (véase Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicién, A R Gennaro, Ed., Mack
Publishing Company (1990) y Handbook of Pharmaceutical Excipients, 32 edicién, A. Kibbe, Ed ., Pharmaceutical Press
(2000)).

Se entiende por "tampén" una solucién acuosa que contiene una mezcla acido-base con el fin de estabilizar el pH.
Ejemplos de tampones son Trizma, Bicina, Tricina, MOPS, MOPSO, MOBS, Tris, Hepes, HEPBS, MES, fosfato,
carbonato, acetato, citrato, glicolato, lactato, borato, ACES, ADA, tartrato, AMP, AMPD, AMPSO, BES, CABS,
cacodilato, CHES, DIPSO, EPPS, etanolamina, glicina, HEPPSO, imidazol, 4cido imidazolelactico, PIPES, SSC,
SSPE, POPSO, TAPS, TABS, TAPSOy TES.

Por "diluyente" se entiende una solucidén acuosa o no acuosa destinada a diluir el péptido en la preparacion terapéutica.
El diluyente puede ser uno o més de solucién salina, agua, polietilenglicol, propilenglicol, etanol o aceites (como aceite
de cartamo, aceite de maiz, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén o aceite de sésamo).

El "excipiente" puede ser uno o méas de los hidratos de carbono, polimeros, lipidos y minerales. Algunos ejemplos de
hidratos de carbono son la lactosa, la glucosa, la sacarosa, el manitol y las ciclodextrinas, que se afiaden a la
composicién, por ejemplo, para facilitar la liofilizacién. Ejemplos de polimeros son el almidén, los éteres de celulosa,
la carboximetilcelulosa, la hidroxipropilmetilcelulosa, la hidroxietilcelulosa, la etilhidroxietilcelulosa, los alginatos, los
carageenos, el acido hialurénico y sus derivados, el acido poliacrilico, el polisulfonato, polietilenglicol/éxido de
polietileno, copolimeros de 6xido de polietileno/6xido de polipropileno, polivinilalcohol/polivinilacetato de diferente
grado de hidrélisis, y polivinilpirrolidona, todos ellos de diferente peso molecular, que se afiaden a la composicién, p.
ej.g., para controlar la viscosidad, lograr la bioadhesién o proteger el lipido de la degradacién quimica y proteolitica.
Ejemplos de lipidos son los acidos grasos, los fosfolipidos, los mono-, di- y ftriglicéridos, las ceramidas, los
esfingolipidos y los glicolipidos, todos ellos de diferente longitud de cadena acil y saturacién, la lecitina de huevo, la
lecitina de soja, el huevo hidrogenado y la lecitina de soja, que se afiaden a la composicién por razones similares a
las de los polimeros. Ejemplos de minerales son el talco, el 6xido de magnesio, el 6xido de zinc y el 6xido de titanio,
que se afiaden a la composicién para obtener beneficios como la reduccién de la acumulacién de liquido o propiedades
pigmentarias ventajosas.

En un caso, el polipéptido puede suministrarse junto con un estabilizador, como el cloruro de calcio.

También pueden incluirse en las composiciones del cuarto aspecto absorbentes ultravioletas (p. ej. N,N-dimetil éster
octilico de PABA, octil metil cinamato, butil metoxidibenzoilmetano, acido di-p-metoxicindmico-mono-2-etil hexanoico
glicerilico, 2-hidroxi-4-metoxi benzofenona, 2-hidroxi-4-metoxi benzofenona-5-sulfonato sédico), alcoholes inferiores
(por ej. alcohol etilico, alcohol isopropilico), conservantes (por ejemplo, metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno,
butilparabeno, fenoxietanol), bactericidas (por ejemplo, clorohexidina, clorhidrato, triclorocarbanilida, triclosan, piritiona
de cinc), plata (por ejemplo, plata elemental, 6xido de plata, nitrato de plata, sulfadiazina de plata, nanoparticulas de
plata), colorantes (por ejemplo, tintes, pigmentos).p. €j. tintes, pigmentos), aromatizantes (p. ej. mentol, alcanfor, timol,
eucaliptol), polvos, perfumes (p. ej. aceites esenciales, perfume de origen animal, perfume sintético), vitaminas (p. ej.
vitamina A y sus derivados, vitamina E y sus derivados, vitamina C y sus derivados, acido pantoténico, vitamina H,
vitamina B y sus derivados), urea, polimeros hidrosolubles (p. ej.p. €j., alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, polimero
carboxilvinilico, goma xantana, acido hialurénico), agentes tampén (p. ej., glutamato sédico, arginina, acido aspartico,
acido citrico, citrato sédico, acido lactico, lactato sédico), medicamentos antibiéticos, antifingicos, antivirales y
antiparasitarios.
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Los polipéptidos con actividad de serina proteasa pueden formularse en cualquier tipo de composicién terapéutica
conocida en la técnica por ser adecuada para la administracién de agentes polipeptidicos.

En un caso, el polipéptido y el (los) compuesto(s) antibiético(s) pueden disolverse simplemente en agua, solucién
salina, polietilenglicol, propilenglicol, etanol o aceites (como aceite de cartamo, aceite de maiz, aceite de cacahuete,
aceite de semilla de algodén o aceite de sésamo), goma tragacanto y/o diversos tampones. Por ejemplo, cuando el
polipéptido se formula para administracién oral (como en un spray bucal), la composiciéon terapéutica puede
comprender el polipéptido disuelto en agua, glicerol y mentol. Un ejemplo de aerosol bucal se comercializa en
Escandinavia con el nombre de ColdZyme® (Enzymatica AB, Lund, Suecia).

Preferiblemente, la presente divulgacién proporciona un polipéptido de proteasa y compuesto(s) antibiético(s) como
se ha descrito anteriormente en una solucién osméticamente activa. Por ejemplo, el polipéptido y el compuesto o
compuestos antibiéticos pueden formularse en glicerol o glicerina. Sin querer cefiirnos a la teoria, se cree que dichas
soluciones osmoéticamente activas facilitan el movimiento del fluido desde el interior de las células microbianas hacia
el medio extracelular. A su vez, se cree que esto facilita el efecto terapéutico de los polipéptidos aqui descritos al crear
una barrera fina y activa que inhibe (al menos, en parte) la captacién de células microbianas como bacterias y virus
por parte de las células epiteliales del huésped, por ejemplo, de la orofaringe.

En otro caso, las composiciones terapéuticas aqui descritas pueden presentarse en forma de liposoma, en el que el
polipéptido y el compuesto o compuestos antibiéticos se combinan, ademés de otros portadores farmacéuticamente
aceptables, con agentes anfipaticos como lipidos, que existen en formas agregadas como micelas, monocapas
insolubles y cristales liquidos. Los lipidos adecuados para la formulacién liposomal incluyen, sin limitacién,
monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidos, lisolecitina, fosfolipidos, saponina, &cidos biliares y similares. Los lipidos
adecuados también incluyen los lipidos anteriores modificados por polietilenglicol) en el grupo de cabeza polar para
prolongar el tiempo de circulacién del torrente sanguineo. La preparacion de tales formulaciones liposomales puede
encontrarse, por ejemplo, en el documento US 4.235.871.

Las composiciones terapéuticas aqui descritas también pueden presentarse en forma de microesferas biodegradables.
Los poliésteres alifaticos, como el poli(acido lactico) (PLA), el poli(acido glicélico) (PGA), los copolimeros de PLA y
PGA (PLGA) o el poli(caprolactona) (PCL), y los polianhidridos se han utilizado ampliamente como polimeros
biodegradables en la produccién de microesferas. Se pueden encontrar preparaciones de tales microesferas en US
5.851.451 y en EP 0 213 303.

En otro caso, las composiciones terapéuticas descritas en el presente documento se proporcionan en forma de geles
poliméricos, en los que polimeros como almidén, éteres de celulosa, carboximetilcelulosa de celulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, etilhidroxietilcelulosa, alginatos, carageenanos, acido hialurdnico y sus
derivados, acido poliacrilico, imidazol polivinilico, polisulfonato, polietilenglicol/éxido de polietileno, copolimeros de
oxido de polietileno/6xido de polipropileno, alcohol polivinilico/acetato de polivinilo de diferente grado de hidrélisis, y
polivinilpirrolidona se utilizan para espesar la solucién que contiene el péptido. Los polimeros también pueden contener
gelatina o colageno.

Se apreciara que las composiciones terapéuticas aqui descritas pueden incluir iones y un pH definido para potenciar
la accién de los polipéptidos. Ademas, las composiciones pueden someterse a operaciones terapéuticas
convencionales como la esterilizacion y/o pueden contener adyuvantes convencionales como conservantes,
estabilizantes, humectantes, emulsionantes, tampones, cargas, etc.

En un caso preferido, la composicion terapéutica comprende el polipéptido y compuesto(s) antibiético(s) en un tampdn
Tris o fosfato, junto con uno o méas de EDTA, xilitol, sorbitol, propilenglicol y glicerol.

Las composiciones terapéuticas aqui descritas pueden administrarse por cualquier via adecuada conocida por los
expertos en la materia. Asi, las posibles vias de administracién incluyen la inhalatoria, bucal, parenteral (intravenosa,
subcutanea, intratecal e intramuscular), tdpica, ocular, nasal, pulmonar, parenteral, vaginal y rectal. También es posible
la administracién a partir de implantes.

Alternativamente, las composiciones terapéuticas pueden administrarse por via parenteral, por ejemplo, por via
intravenosa, intracerebroventricular, intraarticular, intraarterial, intraperitoneal, intratecal, intraventricular, intraesternal,
intracraneal, intramuscular o subcutanea, o pueden administrarse mediante técnicas de infusién. Se utilizan
convenientemente en forma de solucién acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por ejemplo, suficientes
sales o glucosa para que la solucibn sea isotébnica con la sangre. Las soluciones acuosas deben estar
convenientemente tamponadas (preferiblemente a un pH de 3 a 9), si es necesario. La preparacién de formulaciones
parenterales adecuadas en condiciones estériles se realiza facilmente mediante técnicas farmacéuticas estandar bien
conocidas por los expertos en la materia.

Las formulaciones adecuadas para la administracién parenteral incluyen soluciones de inyeccién estériles acuosas y
no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que la formulacién
sea isoténica con la sangre del receptor previsto; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspensién y espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en envases unidosis o multidosis, por
ejemplo ampollas y viales sellados, y pueden almacenarse liofilizadas, requiriendo Gnicamente la adicién del portador
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liquido estéril, por ejemplo agua para inyectables, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones y suspensiones
inyectables extemporaneas pueden prepararse a partir de polvos, granulos y comprimidos estériles del tipo descrito
anteriormente.

Alternativamente, las composiciones terapéuticas pueden administrarse por via intranasal o por inhalacién (por
ejemplo, en forma de presentacion en aerosol a partir de un recipiente presurizado, bomba, pulverizador o nebulizador
con el uso de un propulsor adecuado, como diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, un
hidrofluoroalcano como 1,1,1,2-tetrafluoroetano (HFA 134A3 o 1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (HFA227EA3), didxido
de carbono u otro gas adecuado). En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion puede determinarse
proporcionando una vélvula para suministrar una cantidad dosificada. El recipiente presurizado, la bomba, el
pulverizador o el nebulizador pueden contener una solucién o suspensién del polipéptido activo, por ejemplo utilizando
una mezcla de etanol y el propulsor como disolvente, que puede contener ademas un lubricante, por ejemplo trioleato
de sorbitan. Las capsulas y cartuchos (hechos, por ejemplo, de gelatina) para su uso en un inhalador o insuflador
pueden formularse para contener una mezcla en polvo de un compuesto de la invencién y una base en polvo
adecuada, como lactosa o almidén.

Ventajosamente, el polipéptido se proporciona en una forma adecuada para su administracidén a la mucosa del tracto
respiratorio.

Un quinto aspecto de la invencién proporciona un dispositivo médico para administrar a un sujeto una cantidad eficaz
de una terapia combinada segun el primer aspecto de la invencién, comprendiendo el dispositivo un depésito de una
composicion farmacéutica segun el cuarto aspecto y medios para liberar dicha composicién desde el dispositivo, tal
como se define en las reivindicaciones anexas.

Por ejemplo, el dispositivo puede ser un aerosol bucal o nasal adecuado para administrar una terapia combinada
segun el primer aspecto de la invencion a la mucosa del tracto respiratorio.

En una realizacidn, la invencién proporciona un dispositivo médico implantable que estd impregnado, recubierto o
tratado de otro modo con una composicién como la descrita en el presente documento.

Por ejemplo, el dispositivo médico puede ser un dispositivo médico implantable seleccionado del grupo que consiste
en dispositivos intravasculares, catéteres, derivaciones, tubos de intubacién y traqueotomia, dispositivos oftdlmicos,
prétesis articulares, vélvulas cardiacas artificiales e implantes mamarios. Por "dispositivo implantable" se entienden
los dispositivos fijados a una superficie interna o externa del cuerpo, por ejemplo, lentes de contacto.

Preferiblemente, el dispositivo médico implantable se envasa en un recipiente sellado y estéril antes de su uso.

Un sexto aspecto de la invencién proporciona un procedimiento para matar, inhibir o prevenir el crecimiento de una
biopelicula bacteriana in vitro, comprendiendo el procedimiento exponer la biopelicula (o superficie sobre la que se
quiere prevenir el crecimiento de la biopelicula) a una terapia combinada segun el primer aspecto de la invencién.
Segun la invencidn reivindicada, dicha biopelicula comprende estreptococos.

Por ejemplo, las composiciones descritas anteriormente también pueden utilizarse en forma de solucién o lavado
esterilizante para evitar el crecimiento de biopeliculas microbianas en una superficie o sustrato, como en un entorno
doméstico (por ejemplo, superficies de trabajo de cocina, duchas, tuberias, suelos, etc.) o un entorno comercial o
industrial (por ejemplo, dentro de sistemas de refrigeracion, tuberias, superficies de suelos, efc.).

Dichas soluciones de lavado pueden comprender ademas un agente tensioactivo o surfactante. Los tensioactivos
adecuados incluyen tensioactivos anibnicos (por ejemplo, un sulfonato alifatico), tensioactivos anféteros y/o
zwitteriénicos (por ejemplo, derivados de compuestos alifdticos de amonio cuaternario, fosfonio y sulfonio) y
tensioactivos no iénicos (por ejemplo, alcoholes alifaticos, acidos, amidas o alquilfenoles con éxidos de alquileno).
Convenientemente, el agente tensioactivo esta presente en una concentracién de 0,5 a 5 por ciento en peso.

Tanto en usos in vitro como in vivo , las composiciones de la invencién se exponen preferentemente a la superficie
diana durante al menos cinco minutos. Por ejemplo, el tiempo de exposicién puede ser de al menos 10 minutos, 20
minutos, 30 minutos, 40 minutos, 50 minutos, 1 hora, 2 horas, 3, horas, 5 horas, 12 horas y 24 horas.

La siguiente serie de dibujos forma parte de la presente memoria descriptiva y se incluye para demostrar ciertos
aspectos de la presente invencién. La invencidén puede entenderse mejor por referencia a esto en combinacién con la
descripcién detallada de las realizaciones especificas presentadas en este documento.

Figura 1 Efectos de las combinaciones de tripsinas de bacalao con antibiéticos seleccionados sobre la
dispersion de la biopelicula

Efectos de la combinacién de tripsinas de bacalao con antibiéticos seleccionados sobre la dispersién de biopeliculas.
La figura muestra que la combinacidn de tripsinas de bacalao y antibiéticos seleccionados puede ser mas eficaz para
alterar las biopeliculas que cualquiera de los dos por separado. Se cultivaron biopeliculas con una combinacién
de Streptococcus pneumoniae y Streptococcus mitis en una placa de microtitulacién y se utilizaron como modelo de
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biopelicula. La biopelicula se traté con un antibiético 0 con una combinacién de antibiéticos y tripsinas de bacalao. Las
biopeliculas se tifieron con cristal violeta y luego se disolvieron con acido acético. La formacién de biopelicula se midid
como absorbancia a 492 nm, y se normalizé con respecto a la biopelicula no tratada. Basandose en el estudio, se
puede concluir que ciertos antibidticos, en este caso la tetraciclina, la eritromicina, la oxacilina y la cefotaxima, y las
combinaciones de tripsina de bacalao son més eficaces para alterar la biopelicula bacteriana que los antibiéticos por
si solos. Sin embargo, se demostré que la vancomicina no tenia una eficacia significativamente mayor contra la
biopelicula modelo cuando se combinaba con tripsina. Los valores P sobre las barras indican la significacién de la
diferencia entre los dos tratamientos, evaluada mediante la prueba t de Student.

Figura 2 Efectos de la combinacién de tripsinas de bacalao con antibiéticos seleccionados sobre la dispersién
de la biopelicula.

Efectos de la combinacién de tripsinas de bacalao con antibiéticos seleccionados sobre la dispersién de biopeliculas.
La figura muestra que la combinacién de tripsinas de bacalao con tetraciclina o cefotaxima puede ser mas eficaz para
alterar las biopeliculas que cualquiera de ellas por separado. Se cultivaron biopeliculas con una combinacién
de Streptococcus pneumoniae y Streptococcus mitis en una placa de microtitulacién y se utilizaron como biopelicula
modelo. La biopelicula se trat6 con tripsinas de bacalao, un antibiético o una combinacién de ambos. Las biopeliculas
se tifieron con cristal violeta y luego se disolvieron con é&cido acético. La formacién de biopelicula se midié como
absorbancia a 492 nm, y se normalizd con respecto a la biopelicula no tratada. Basandose en el estudio, puede
concluirse que, para este modelo, la combinacién de tripsina de bacalao y el antibiético tetraciclina o cefotaxima es
méas eficaz para alterar la biopelicula bacteriana que la tripsina de bacalao o los antibiéticos por separado. Los valores
P sobre las barras indican la significaciéon de los efectos evaluados mediante el analisis ANOVA.

Figura 3 Efectos de la combinacién de tripsinas de bacalao con antibiéticos seleccionados sobre la dispersién
de la biopelicula

Efectos de la combinacién de tripsinas de bacalao con antibiéticos seleccionados sobre la dispersién de biopeliculas.
La imagen es una clara demostracién visual de que la combinacién de tripsinas de bacalao y antibidticos seleccionados
puede ser mas eficaz para alterar las biopeliculas que cualquiera de los dos por separado. Se cultivaron biopeliculas
con una combinacién de Streptococcus pnheumoniae y Streptococcus mitis en una placa de microtitulacién. La
biopelicula se traté con ftripsinas de bacalao, un antibiético o una combinacién de ambos. A continuacién, las
biopeliculas se tifieron con cristal violeta. Basandose en el estudio, puede concluirse que las combinaciones de
tripsinas de bacalao y antibiéticos son mas eficaces para alterar la biopelicula bacteriana que los antibiéticos por si
solos. Como se demostré con la Vancomicina, el tratamiento de las biopeliculas con antibidticos puede aumentar la
formacién de biopeliculas, cuyos efectos se ven contrarrestados por la presencia de tripsina de bacalao, como se
evidencia en las columnas 7 y 8.

La imagen muestra una placa de 96 pocillos en la que se cultivaron biopeliculas compuestas por Streptococcus
pnheumoniae y Streptococcus mitis durante 4 horas, seguidas de tratamiento con tripsina de bacalao (ct), antibiético, o
combinacién de tripsina de bacalao/antibiético. Cada columna representa un tipo de tratamiento o combinacién de
tratamientos, y las filas representan concentraciones decrecientes de arriba abajo. Tras el tratamiento, las biopeliculas
se tifien con cristal violeta; un color mas oscuro representa mas biopelicula remanente. La imagen demuestra que las
combinaciones de antibiéticos y tripsina de bacalao pueden ser mas eficaces que cualquiera de las dos entidades por
separado. Esto es especialmente profundo en el caso de la vancomicina, donde el farmaco por si solo parece aumentar
la formacion de biopeliculas, mientras que en combinacién con la tripsina de bacalao la vancomicina puede aumentar
la eficacia de la tripsina de bacalao. La fila inferior representa espacios en blanco, donde los seis primeros agujeros
representan biopelicula sin tratar y los seis siguientes representan sin biopelicula. La tabla de la izquierda muestra las
concentraciones de tripsina de bacalao y antibidticos utilizadas en cada fila/dilucion.

La imagen muestra cémo la tripsina aumenta la eficacia de ciertos antibiéticos, presumiblemente al romper la
biopelicula y permitir asi el acceso de los antibibticos a las bacterias.

Figura 4 Efectos de las tripsinas de bacalao en la super biopelicula presentados visualmente tras la tincién de
la biopelicula con cristal violeta.

Efectos de las tripsinas de bacalao sobre la super biopelicula presentados visualmente tras la tincién de la biopelicula
con cristal violeta. La figura muestra que las tripsinas de bacalao interrumpen la super biopelicula de una manera
dependiente de la concentracién como se ve por los pocillos claros que indican la ausencia de biopelicula. La super
biopelicula con una combinacion de Streptococcus pneumoniae y Streptococcus mitis se cultivé en una placa de
microtitulacién. La biopelicula se traté con tripsinas de bacalao o placebo durante 2 minutos y los pocillos se tifieron
para medir la presencia (pocillos negros) de biopelicula o su ausencia (pocillos claros) tras el tratamiento. Basandose
en el estudio, puede concluirse que las tripsinas de bacalao son muy eficaces para desintegrar la super biopelicula.

La imagen fotografica muestra una placa de 96 pocillos en la que se cultivaron biopeliculas compuestas
de Streptococcus pneumoniae y Streptococcus mitis durante 4 horas, seguidas de tratamiento con tripsina de bacalao
o placebo. Cada columna representa una concentracién, con las tres primeras filas representando réplicas del
tratamiento con tripsina de bacalao y las tres filas inferiores muestran réplicas de la formulacién sin tripsina de bacalao
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en la misma dilucién. Tras el tratamiento, las biopeliculas se tifieron con cristal violeta; un color més oscuro
representaba més biopelicula remanente. La imagen demuestra que la tripsina de bacalao puede ser eficaz para
eliminar las biopeliculas en la concentracién mas alta, pero puede requerir factores adicionales en las concentraciones
mas bajas.

Figura 5 Efectos de las tripsinas de bacalao en la super biopelicula

Efectos de las tripsinas de bacalao sobre la super biopelicula, medidos por espectrofotometria tras tincién con cristal
violeta y disolucién en é&cido acético. La figura muestra que las tripsinas de bacalao alteran la super biopelicula en
funcién de la concentracién. Se cultivaron biopeliculas con una combinacién de Streptococcus
pnheumoniae y Streptococcus mitis en una placa de microtitulacién. La biopelicula se trat6 con tripsinas de bacalao o
placebo y los pocillos se tifieron con cristal violeta seguido de disolucién con acido acético. La formacién de biopelicula
se midié como absorbancia a 492 nm, y se normaliz6 con respecto a la biopelicula no tratada. Basandose en el estudio,
puede concluirse que las tripsinas de bacalao son muy eficaces para alterar la biopelicula bacteriana. Los datos se
presentan en forma de diagrama de barras con las barras de error indicando el error estandar de la media (SEM). Los
datos de las diluciones de biopeliculas bacterianas tratadas con placebo y tripsinas de bacalao se colocan uno junto
al otro. La reduccién logaritmica de la formacién de biopeliculas de Penzyme comparada con la de placebo en la
misma dilucién esté por encima de las barras, al igual que el nivel de significacién indicado por los asteriscos (*), donde
* representa una P de < 0,05, **una P < 0,01 y *** una P < 0,001. Para calcular la significacién se utilizé la prueba T
de Student.

Figura 6. Reduccién logaritmica de la super biopelicula por tripsinas de bacalao a diferentes concentraciones.

Reduccién logaritmica de la super biopelicula por tripsinas de bacalao a diferentes concentraciones. La figura muestra
que las tripsinas de bacalao alteran la superpelicula en funcién de la concentracién. Se cultivaron biopeliculas con una
combinacién de Streptococcus pneumoniae y Streptococcus mitis en una placa de microtitulacién. La biopelicula se
tratd con tripsinas de bacalao o placebo y los pocillos se tifieron con cristal violeta seguido de disolucién con é&cido
acético. La formacién de biopelicula se midié como absorbancia a 492 nm, y la reduccién comparada con la biopelicula
tratada con placebo en una escala logaritmica. Basandose en el estudio, se puede concluir que las tripsinas de bacalao
son muy eficaces para alterar la biopelicula bacteriana a concentraciones de 8 U/g o superiores, en menos de 2
minutos, donde una reduccidn logaritmica de 3 representa una eliminacioén del 99,9% de la biopelicula y una reduccién
logaritmica de 4 es una reduccién del 99,99% de la biopelicula.

Figura 7 Efectos del pretratamiento con tripsinas de bacalao en la formacién de biopeliculas.

Efectos del pretratamiento con ftripsinas de bacalao en la formacién de biopeliculas. La figura muestra que el
pretratamiento de las bacterias formadoras de biopeliculas Streptococcus pneumoniaey Streptococcus mitis con
tripsina de bacalao antes de la incubaciéon a 37°C en una placa de microtitulacién de 96 pocillos tiene un efecto
dependiente de la concentracién sobre su capacidad de formar biopeliculas. Se cultivaron biopeliculas con una
combinacién de Streptococcus pneumoniae y Streptococcus mitis en una placa de microtitulacién después de tratarlas
brevemente con tripsinas de bacalao o placebo. Tras dejar crecer las biopeliculas durante 4 horas, los pocillos se
tifieron con cristal violeta y se disolvieron con &cido acético. La formacién de biopelicula se midié como absorbancia a
492 nm, y se normaliz6 con respecto a la biopelicula no tratada. Basédndose en el estudio, puede concluirse que las
tripsinas de bacalao son muy eficaces para prevenir la formacién de biopeliculas bacterianas. Los datos se presentan
en forma de diagrama de caja en el que la parte superior del rectangulo indica el tercer cuartil, una linea horizontal
cerca del centro del rectangulo indica la mediana y la parte inferior del rectangulo indica el primer cuartil. Una linea
vertical se extiende desde la parte superior del rectangulo para indicar el valor maximo, y otra linea vertical se extiende
desde la parte inferior del rectdngulo para indicar el valor minimo.

Figura 8 Efectos del pretratamiento con tripsina de bacalao en la formacién de biopeliculas

Efectos del pretratamiento con tripsina de bacalao en la formacién de biopeliculas. La figura muestra que la tripsina
de bacalao puede prevenir la formacién de biopeliculas de una manera dependiente de la concentracién cuando las
bacterias plancténicas son tratadas con tripsina antes de que se les permita formar la biopelicula. Se cultivaron
biopeliculas con una combinacién de Streptococcus pneumoniae y Streptococcus mitis en una placa de microtitulacion
tras ser tratadas con tripsinas de bacalao o placebo. Tras dejar crecer las biopeliculas durante 4 horas, los pocillos se
tifieron con cristal violeta y se disolvieron con &cido acético. La formacién de biopelicula se midié como absorbancia a
492 nm, y se normaliz6 con respecto a la biopelicula no tratada. Basédndose en el estudio, puede concluirse que las
tripsinas de bacalao son muy eficaces para prevenir la formacién de biopeliculas bacterianas. La significacion
estadistica de la diferencia, evaluada mediante la prueba t de Student, se indica mediante simbolos encima de las
casillas donde n.s. es p > 0,05, *es p< 0,05, ™ p< 0,01y *™ p <0,001.

Ejemplos
Ejemplo 1: Inhibicién de la adhesién de Pneumococcus y S. mitis por una composicién de tripsina de bacalao

Como se demuestra en la Figura 1 y la Figura 2, se cultivaron biopeliculas con una combinacién de Streptococcus
pnheumoniae y Streptococcus mitis en una placa de microtitulacién después de ser tratadas con tripsinas de bacalao o

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2989 635 T3

placebo. Tras dejar crecer las biopeliculas durante 4 horas, los pocillos se tifieron con cristal violeta y se disolvieron
con &cido acético. La formacién de biopelicula se midié como absorbancia a 492 nm, y se normaliz6 con respecto a la
biopelicula no tratada. Basandose en el estudio, se concluye que la composicién de tripsina de bacalao fue muy eficaz
para prevenir la formacién de biopeliculas bacterianas. El tratamiento de las bacterias con una composicién de tripsina
de bacalao antes de la formacion de la biopelicula mostré un efecto dependiente de la concentracién sobre la formacién
de la biopelicula in vitro. Las tripsinas de bacalao impiden la formacién de biopeliculas de forma dependiente de la
concentracién. Se cultivaron biopeliculas con una combinacién de Streptococcus pneumoniaey Streptococcus
mitis en una placa de microtitulaciéon tras ser tratadas con ftripsinas de bacalao o placebo. Tras dejar crecer las
biopeliculas durante 4 horas, los pocillos se tifieron con cristal violeta y se disolvieron con &cido acético. La formacion
de biopelicula se midié como absorbancia a 492 nm, y se normalizd con respecto a la biopelicula no tratada.
Basandose en el estudio, puede concluirse que las tripsinas de bacalao son muy eficaces para prevenir la formacion
de biopeliculas bacterianas. Los datos se presentan en forma de diagrama de caja en el que la parte superior del
rectangulo indica el tercer cuartil, una linea horizontal cerca del centro del rectangulo indica la mediana y la parte
inferior del rectangulo indica el primer cuartil. Una linea vertical se extiende desde la parte superior del rectangulo para
indicar el valor maximo, y otra linea vertical se extiende desde la parte inferior del rectdngulo para indicar el valor
minimo. Los datos de las bacterias tratadas con placebo y tripsina de bacalao se colocan en el mismo grafico. La
superposicién de las cajas indicaria que no hay diferencias en la formacién de biopeliculas. La significacién estadistica
de la diferencia, evaluada mediante la prueba t de Student, se indica mediante simbolos encima de las casillas donde
n.s.esp>0,05 *esp<0,05 **p<0,01y***p<0,001. Los resultados se presentan en las figuras 1y 2.

Las Figuras 4, 5, 6, 7, y 8 demuestran que las tripsinas de bacalao son bastante capaces tanto de eliminar bacterias
de las superficies como de prevenir parcialmente la reimplantacién de bacterias a las mismas de una manera
dependiente de la concentracién. Sin embargo, esto por si solo puede no ser suficiente para erradicar por completo
las infecciones bacterianas, ya que la tripsina del bacalao no es letal para las bacterias.

Ejemplo 2: Combinacién de tripsina de bacalao y antibiéticos para una disrupcion de la super biopelicula por
dichas composiciones de tripsina

Se cultivaron biopeliculas con una combinacién de Streptococcus pneumoniae y Streptococcus mitis en una placa de
microtitulacién. La biopelicula se traté con un antibiético o con una combinacién de antibiéticos y tripsinas de bacalao.
Las biopeliculas se tifieron con cristal violeta y luego se disolvieron con acido acético. La formacién de biopelicula se
midié como absorbancia a 492 nm, y se normalizd con respecto a la biopelicula no tratada. Se lleg6 a la conclusidn
de que las combinaciones de tripsinas de bacalao y antibidticos eran mas eficaces para alterar la biopelicula bacteriana
que los antibiéticos solos (véase la figura 3). Los valores P sobre las barras indican la significacién de la diferencia
entre los dos tratamientos, evaluada mediante la prueba t de Student. El uso de antibiéticos seleccionados en
combinacién con el tratamiento con tripsinas de bacalao mostré que el uso de tripsinas de bacalao potenciaba
significativamente los efectos de los antibidticos en 4 de los 5 farmacos probados, como se observa en la Figura 1.
Los datos de la Figura 2 proporcionan resultados en los que las biopeliculas se tifieron con cristal violeta seguido de
disolucién con &cido acético. La formacién de biopelicula se midi6 como absorbancia a 492 nm, y se normalizd con
respecto a la biopelicula no tratada. Los valores P sobre las barras indican la significacién de los efectos evaluados
mediante el analisis ANOVA. Los datos demuestran que el uso local combinatorio de tripsinas de bacalao con
tratamiento antibiético mejoré la disrupcidn de la biopelicula en comparacién con los antibiéticos solos. Se descubrid
por casualidad que la combinacién de tripsina de bacalao con antibiéticos mejoraba la alteracién de la biopelicula por
los antibiéticos. La adicién de tripsina de bacalao permite el uso de concentraciones més bajas de antibiéticos en el
tratamiento de las infecciones por biopeliculas. La figura 3 muestra los efectos de la combinacién de tripsinas de
bacalao con antibiéticos seleccionados sobre la dispersiéon de la biopelicula. La imagen es una clara demostracion
visual de que la combinacién de tripsinas de bacalao y antibiéticos seleccionados es mas eficaz para alterar las
biopeliculas que cualquiera de los dos por separado. Se cultivaron biopeliculas con una combinacidén de Streptococcus
pneumoniae y Streptococcus mitis en una placa de microtitulacion. La biopelicula se traté con tripsinas de bacalao, un
antibiético o una combinacién de ambos. A continuacién, las biopeliculas se tifieron con cristal violeta. Basandose en
el estudio, puede concluirse que las combinaciones de tripsinas de bacalao y antibiéticos son més eficaces para alterar
la biopelicula bacteriana que los antibiéticos por si solos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidn terapéutica combinada para su uso en el tratamiento de una biopelicula bacteriana en un sujeto
que comprende (a) un polipéptido que tiene actividad de serina proteasa y (b) uno o mas compuestos antibiéticos, en
la que el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa es una tripsina obtenible a partir de bacalao, y en la que
dicha biopelicula comprende estreptococos.

2. Un polipéptido con actividad de serina proteasa para su uso en el tratamiento de una biopelicula bacteriana en un
sujeto en combinacién con uno 0 mas compuestos antibidticos, en el que el polipéptido con actividad de serina
proteasa es una tripsina obtenible a partir de bacalao, y en el que dicha biopelicula comprende estreptococos.

3. Una composicion terapéutica combinada para su uso segun la reivindicaciéon 1 o un polipéptido para su uso segun
la reivindicacién 2, en el que el sujeto es un ser humano.

4. Una composicién terapéutica combinada para su uso segun la reivindicaciéon 1 o 3 o un polipéptido para su uso
segun la reivindicacién 2 0 3, en el que la biopelicula esta localizada en el tracto respiratorio superior y/o inferior.

5. Una composicién terapéutica combinada para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3y 4, o un
polipéptido para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el que dichos estreptococos se
seleccionan independientemente entre Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mitis, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, y cualquier mezcla de los mismos.

6. Una composicidn terapéutica combinada para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-5, o un
polipéptido para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en el que dicha biopelicula consiste en
estreptococos.

7. Una composicién terapéutica combinada para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-6, o un
polipéptido para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en el que el bacalao es bacalao del Atlantico.

8. Una composicién terapéutica combinada o polipéptido para uso segun la reivindicacién 7, en el que la tripsina es
tripsina |.

9. Una composicion terapéutica combinada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-8, o un polipéptido segtn
una cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en el que el polipéptido que tiene actividad de serina proteasa comprende
o consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1:

IVGGYECTKHSQAHQVSLNSGYHFCGGSLYSKDWVVSAAHCYKSVLRVRLGEHHIRVNEG
TEQYISSSSVIRHPNYSSYNINNDIMLIKLTKPATLNQYVHAVALPTECAADATMCTVSGWG
NTMSSVADGDKLQCLSLPILSHADCANSYPGMITQSMFCAGYLEGGKDSCQGDSGGPVWC
NGVLQGVVSWGYGCAERDHPGVYAKVCVYLSGWVRDTMANY

[SEQ ID NO: 1].

10. Una composicién terapéutica combinada para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-9, o un
polipéptido para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 2-9, en el que el uno o mas compuestos
antibiéticos es/son seleccionado/s del grupo que consiste en amoxicilina, ampicilina, azitromicina, carbapenems,
cefotaxima, ceftriaxona, cefuroxima, cefalosporinas, cloranfenicol, ciprofloxacina, clindamicina, dalacina, dalfopristina,
daptomicina, doxiciclina, ertapenem, eritromicina, fluoroquinolonas, meropenem, metronidazol, minociclina,
moxifloxacina, nafcilina, oxacilina, penicilina, quinupristina, rifampicina, sulfametoxazol, teicoplanina, tetraciclina,
trimetoprima, vancomicina, bacitracina y polimixina B, o una mezcla de los mismos.

11. Una composicién terapéutica combinada o polipéptido para uso segun la reivindicacion 10, en el que uno o mas
compuestos antibiéticos se seleccionan del grupo que consiste en tetraciclina, cefotaxima, vancomicina, eritromicina
y oxacilina.

12. Un dispositivo médico para administrar a un sujeto una cantidad eficaz de una composicién terapéutica combinada
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-11, comprendiendo el dispositivo un depdsito de una composicién
farmacéutica y medios para liberar dicha composicion del dispositivo, en el que la composicién farmacéutica
comprende (a) un polipéptido con actividad de serina proteasa y (b) uno o mas compuestos antibidticos, junto con un
tampdn, excipiente, diluyente o soporte farmacéuticamente aceptable, en el que el polipéptido con actividad de serina
proteasa es una tripsina obtenible a partir de bacalao.

13. Un dispositivo médico segun la reivindicacién 12, en el que el dispositivo es un aerosol bucal o nasal.

14. Un procedimiento para matar, inhibir o prevenir el crecimiento de una biopelicula bacterianain
vitro, comprendiendo el procedimiento exponer la biopelicula, o la superficie sobre la que se quiere prevenir el
crecimiento de la biopelicula, a una terapia combinada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-10, en el que
dicha biopelicula comprende estreptococos.
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Figura &

Formacion de biopelicula tras ratamiento con Penzime
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Figura 6
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Figura 8

Formacién de biopelicula tras pre-tratamiento con Penzime
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