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ES 2362897 T3

DESCRIPCION
Composiciones y métodos para reduccion del oxalato.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende una o mas enzimas degradantes del oxalato
para suministrar las enzimas en forma activa al estdmago, donde las una o mas enzimas degradantes del oxalato
ejercen su efecto. Asi pues, la presente invencion proporciona medios para reduccion del oxalato en el estomago.
Una composicién de la invencion comprende particulas que contienen una o mas enzimas degradantes del oxalato
incrustadas en un primer material polimero, en donde la enzima incrustada retiene al menos dos veces la actividad
de la una o mas enzimas no incrustadas libres obtenidas del mismo lote después de incubacion en el jugo gastrico
simulado USP a 37°C durante al menos 60 min en condiciones similares.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enfermedad de calculos en el tracto renal/urinario (urolitiasis) es un problema sanitario muy importante en todo el
mundo. La mayoria de los calculos asociados con urolitiasis se componen de oxalato de calcio solo u oxalato de
calcio mas fosfato de calcio. Otros estados de enfermedad han sido asociados también con exceso de oxalato. Es-
tos incluyen vulvodinia, oxalosis asociada con enfermedad renal de etapa terminal, trastornos de conductancia car-
diaca, enfermedad de Crohn y otros estados de enfermedad entérica.

El acido oxalico, y/o su sal, oxalato, se encuentra en una gran diversidad de alimentos, y es por tanto un componen-
te de muchos constituyentes en las dietas humana y animal. La absorcién incrementada del oxalato puede ocurrir
después de ingerir alimentos que contienen cantidades elevadas de &cido oxalico. Es bien sabido que alimentos
tales como las espinacas y el ruibarbo contienen cantidades elevadas de oxalato, pero una multitud de otros alimen-
tos y bebidas contienen también oxalato. Dado que el oxalato se encuentra en una diversidad tan grande de alimen-
tos, dietas que sean bajas en oxalato y que sean también agradables al paladar son dificiles de formular.
Adicionalmente, el cumplimiento con una dieta baja en oxalato es a menudo problematico.

El riesgo de formacién de calculos renales gira alrededor de cierto niumero de factores que no se conocen todavia
por completo. La enfermedad de calculos renales o en el tracto urinario se presenta en una proporcion tan alta como
12% de la poblacién en los paises occidentales y aproximadamente el 70% de estos calculos se componen de oxa-
lato de calcio o de oxalato de calcio mas fosfato de calcio. Algunos individuos (v.g. pacientes con enfermedad intes-
tinal tal como la enfermedad de Crohn, enfermedad intestinal inflamatoria o esteatorrea asi como los pacientes que
han sufrido cirugia de derivacién yeyunoileal) absorben una mayor proporcion del oxalato de sus dietas que otras
personas. Para estos individuos, la incidencia de la urolitiasis por oxalato aumenta acusadamente. El aumento de la
incidencia de la enfermedad es debida a los niveles incrementados de oxalato en los rifiones y la orina, y éste, el
sindrome hiperoxalurico mas comun en los humanos, se conoce como hiperoxaluria entérica. El oxalato es también
un problema en pacientes con enfermedad renal de etapa terminal y se dispone de pruebas recientes de que el
oxalato elevado en la orina esta implicado también en la vestibulitis vulvar (vulvodinia).

Composiciones de recubrimiento entérico que comprenden bacterias degradantes del oxalato han sido propuestas
para reducir las concentraciones de oxalato. Sin embargo, las composiciones con recubrimiento entérico pasan a
través del estbmago en forma intacta, es decir el recubrimiento se mantiene intacto y, de acuerdo con ello, no puede
degradarse cantidad alguna de oxalato en el estomago. Por consiguiente, existe todavia necesidad de desarrollar
composiciones que permitan la degradacion del oxalato ya en el estémago a fin de degradar especialmente el oxala-
to dietético. Ademas, dichas composiciones son adecuadas para uso en el tratamiento de las hiperoxalurias entéri-
cas y de absorcion tales como las hiperoxalurias que causan enfermedad de calculos recurrente. El objetivo DE
dicho tratamiento es que los pacientes exhiban niveles normales de oxalato en la orina.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién comprende composiciones y métodos para tratar y prevenir las condiciones relacionadas con
el oxalato. Las composiciones de la presente invencion comprenden enzimas que reducen el oxalato. Los métodos
de la presente invencion comprenden administrar las composiciones para tratar o prevenir condiciones relacionadas
con el oxalato, y métodos para fabricar y utilizar dichas composiciones. Las composiciones de la presente invencion
reducen el oxalato en condiciones gastricas, tales como pH bajo y en presencia de proteasas. Las composiciones de
la presente invencién reducen el oxalato en el estbmago de humanos y otros animales. Las composiciones reducen
el oxalato no sistémico, v.g. oxalato en el tracto gastrointestinal, particularmente en el estdbmago, y evitan que el
oxalato exdgeno (v.g. de la comida) entre en la circulacién sistémica.

Una composicion de acuerdo con la presente invencion comprende particulas que contienen una o mas enzimas
incrustadas en un primer material polimero, en donde las enzimas incrustadas retienen al menos dos veces la activi-
dad de las una o mas enzimas no incrustadas del mismo lote, después de incubacion de las enzimas tanto incrusta-
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das como no incrustadas (libres) en fluidos gastrico simulado (84 mM de HCI y 3,2 mg/ml de pepsina a pH que fluc-
tua desde 1,0 a 4,0) a 37°C durante al menos 60 minutos. Las composiciones comprenden particulas que pueden
recubrirse ulteriormente con un segundo material polimero. Las composiciones comprenden materiales polimeros
que estan reticulados, y opcionalmente, las reticulaciones pueden reducirse. En realizaciones especificas, el primer
material polimero es quitosano, alginato, pectina o acido hialurénico. Ademas de las una o mas enzimas y el primer
material polimero, las composiciones particuladas pueden contener también uno o mas aditivos tales como, v.g.,
agentes de ajuste del pH, agentes tampodn, agentes solubilizantes, estabilizadores, conservantes, cofactores para
las enzimas o uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables, tales como, v.g., cargas, diluyentes, vehiculos
o analogos.

Los métodos de la presente invencién comprenden proporcionar composiciones para tratamiento no sistémico, por
ejemplo, proporcionar una composicion que permita reducir el oxalato en el estdmago a fin de evitar la absorcion del
oxalato del tracto gastrointestinal. La composicion protege las enzimas reductoras del oxalato incrustadas en ella
contra el ambiente acido y deteriorante de las enzimas en el estbmago, y mantiene la actividad enzimatica en dicho
ambiente severo. Los métodos de tratamiento y prevencion comprenden proporcionar las composiciones expuestas
en esta memoria en las cuales una o mas enzimas degradantes del oxalato estén incrustadas en un primer material
polimero, recubrir opcionalmente las particulas obtenidas con un segundo material polimero, reticular opcionalmente
el primero y/o segundo material polimero y, opcionalmente, reducir las reticulaciones.

Las composiciones de la presente invencion son adecuadas en métodos de tratamiento o prevencién de condiciones
relacionadas con el oxalato que incluyen, pero sin caracter limitante, hiperoxaluria, hiperoxaluria de absorcion, hipe-
roxaluria entérica, hiperoxaluria primaria, enfermedad idiopatica de calculos renales de oxalato de calcio (urolitiasis),
vulvodinia, oxalosis asociada con enfermedad renal de etapa terminal, trastornos de la conductancia cardiaca, en-
fermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, y pacientes que han sido sometidos a cirugia
gastrointestinal y cirugia bariatrica (cirugia por obesidad), y/o que han sufrido tratamiento con antibiéticos. Un méto-
do de tratamiento o prevencion comprende administrar por via oral a un individuo una composicién de la presente
invencion, en una cantidad eficaz, para reducir el oxalato en el estémago del individuo, y reducir asi la carga global
de oxalato del individuo de una manera eficiente y eficaz. Tales composiciones son farmacéuticamente aceptables
para administracion oral.

Las enzimas utilizadas en las composiciones y métodos de la presente invencién son enzimas reductoras del oxala-
to, e incluyen, pero sin caracter limitante, oxalato-oxidasa, oxalato-descarboxilasa (abreviada en el presente contex-
to OxDc), oxalil-CoA-descarboxilasa, o formil-CoA-transferasa, o combinaciones de las mismas. Ademas, otras
enzimas, cofactores y co-enzimas que son sustituyentes de los caminos de degradacién del oxalato o estan implica-
das en los caminos metabdlicos del oxalato, particularmente la reduccion del oxalato, son relevantes también solas o
en combinacion con una o mas de las enzimas reductoras del oxalato. En la presente invencién, no solo las enzimas
(proteinas) estan abarcadas por esta definicion, sino también secuencias de polinucledtidos que codifican genes y
proteinas reductores del oxalato son contempladas por la presente invencion. La presente invencion contempla
también cualesquiera parejas de fijacion de estas enzimas e incluye anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se
fijan a o interaccionan con las enzimas.

Las enzimas pueden derivarse por aislamiento de organismos, pueden purificarse, pueden fabricarse sintéticamente,
semi-sintéticamente o por medios recombinantes, o pueden utilizarse como un lisado de células. Las enzimas utili-
zadas en las composiciones pueden ser proteina recombinante purificada, pero dado que las enzimas pueden ser
producidas también en ciertas bacterias que son seguras, se contempla también utilizar dichas bacterias como célu-
las enteras o como lisado.

La enzima degradante del oxalato esta presente normalmente en una composicion de la invencion en una cantidad
que es suficiente para degradar sustancialmente todo el oxalato normalmente presente en una comida estandar.
Dependiendo de las elecciones alimentarias, una dieta occidental media puede contener 100 a 300 miligramos de
oxalato/dia. En general, aproximadamente 0,2 g de las particulas que comprenden enzima (igual a 20 mg de OxDc
en 1 ml de suspensién de particulas) pueden eliminar 180 mg de oxalato en condiciones gastricas simuladas en el
transcurso de 30 min.

Un aspecto de la presente invencion comprende una composicion que contiene particulas que comprenden una o
mas enzimas degradantes del oxalato incrustadas en un primer material polimero, en donde la enzima incrustada
retiene al menos dos veces la actividad de la una o mas enzimas no incrustadas libres, obtenidas del mismo lote,
después de incubacion en jugo gastrico simulado USP que contiene 84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1,
v.g. en un intervalo que fluctia desde aproximadamente pH 1 a aproximadamente pH 5, tal como, v.g., desde
aproximadamente pH 2 a aproximadamente pH 5, desde aproximadamente pH 2,5 a aproximadamente pH 4,5,
desde aproximadamente pH 2,5 a aproximadamente pH 3,5, tal como aproximadamente pH 3 a 37°C durante al
menos 60 minutos.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1 es una grafica que muestra la estabilidad de OxDc en microparticulas | (preparadas a pH 3,9) y en microparti-
culas Il (preparadas a pH 8) por debajo de pH 3 con pepsina.

Fig. 2 es una grafica que muestra los efectos de la concentracion de alginato para la formulacion de microparticulas
de alginato sobre la estabilidad de OxDc en las microparticulas de alginato de OxDc recubiertas de quitosano a pH 3
con pepsina.

Fig. 3 es una grafica que muestra la distribucion de tamafios de particula de particulas preparadas de acuerdo con el
Ejemplo 2 de esta memoria. Fig. 3. Estadisticas de volumen (aritméticas) 17795s3_07_01.$1s. Calculos desde
0,040 hasta 2000 gm. Volumen: 100%; media: 48,53 ym; mediana: 29,10 ym; ratio media/mediana: 1,668; moda:
28,70 ym; D.S.: 65,43 um; C.V. 135%; sesgo: 4,384 sesgada a la derecha; curtosis 26,90 leptocurtica; d10 8,814
pm; d50 29,10 ym; d90 109,9 um.

Fig. 4 es una grafica que muestra los efectos del recubrimiento con alginato o carragenano sobre la estabilidad de
OxDc en nanoparticulas quitosano/TPP a pH 3 con pepsina.

Fig. 5 es una grafica que muestra los efectos de concentraciones de aldehido glutarico para reticulacién sobre la
estabilidad de OxDc en las microparticulas de OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehi-
do glutarico a pH 2,4 con pepsina.

Fig. 6 es una grafica que ilustra la estabilidad de OxDc en dos clases de microparticulas reticuladas y reducidas a
pH 2,2y 1,85.

Fig. 7 es una grafica que muestra la biodisponibilidad del oxalato (parte soluble) después de administracion de las
composiciones de la invencion.

Fig. 8 es una grafica que ilustra la evolucion temporal del oxalato soluble total en las espinacas eliminado por micro-
particulas en tres condiciones simuladas diferentes.

Fig. 9 es una grafica que muestra los efectos de la reticulacion con aldehido glutarico (1-5%) en microparticulas de
quitosano a pH 2,4 y en presencia de pepsina.

Fig. 10 es una grafica que ilustra la reduccion de una base de Schiff en las microparticulas OxDc-quitosano/TPP
recubiertas de alginato y reticuladas con aldehido glutarico a valores diferentes de pH y en presencia de pepsina.

Fig. 11A y B son graficas que muestran el oxalato eliminado por las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas
de alginato y reticuladas con aldehido glutarico reducidas a pH 3.

Fig. 12A es una grafica que muestra la biodisponibilidad del oxalato (parte soluble) después de administracion de las
composiciones de la invencion; fig. 12B es una grafica que ilustra el porcentaje del oxalato total eliminado.
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DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion comprende composiciones y métodos para tratamiento y prevencion de las condiciones rela-
cionadas con el oxalato. Las composiciones de la presente invencién comprenden enzimas que reducen el oxalato.
Las composiciones de la presente invencion estan disefiadas de tal manera que las enzimas retienen su actividad
incluso si las composiciones se someten a un ambiente gastrico. Los métodos de la presente invencidon comprenden
administrar las composiciones para tratar o prevenir las condiciones relacionadas con el oxalato, y métodos para
fabricar y utilizar dichas composiciones. De modo mas especifico, la invencion se refiere a una composicion que
esta disefiada para permitir la reduccion del oxalato en condiciones gastricas, permitiendo con ello una reduccion del
oxalato ya en el estdmago. Una composicion de esta clase esta disefiada especificamente para reducir el oxalato no
sistémico, v.g. el oxalato en el tracto gastrointestinal, particularmente en el estémago, y prevenir la entrada del oxa-
lato exégeno (v.g. de la comida) en la circulacién sistémica.

Como se ha mencionado arriba, el fondo de la presente invencion fue la necesidad de poder administrar enzimas
degradantes del oxalato al estdmago a fin de degradar el oxalato dietético y prevenir la absorcion del oxalato del
estdbmago y el tracto intestinal, lo cual previene enfermedades y trastornos relacionados con el oxalato, tales como,
v.g., hiperoxaluria, hiperoxaluria primaria, enfermedad idiopatica de calculos renales de oxalato de calcio (urolitiasis),
y especialmente la hiperoxaluria de absorcién y entérica. Las enzimas administradas estan protegidas contra la
degradacion de las proteinas y/o la degradacion dependiente del pH o acida que tiene lugar en las condiciones gas-
tricas del estdbmago, es decir pH bajo y en presencia de pepsina.

Asi pues, la presente invencion se refiere a una composicion, en la cual las enzimas estan incrustadas en un mate-
rial polimero que protege las enzimas contra la degradacién en condiciones gastricas. Puede contemplarse que esta
composicion puede comprender cualquier enzima, pero para el propdsito de la presente invencion, se contempla por
la presente invencion enzimas degradantes del oxalato, tales como, v.g., oxalato-descarboxilasa, oxalato-oxidasa, o
una combinacion de oxalil-CoA-descarboxilasa y formil-CoA-transferasa, o una combinacién de cualquiera de éstas.

Una composicion de acuerdo con la presente invencion comprende particulas que contienen una o mas enzimas
incrustadas en un primer material polimero, en donde las enzimas incrustadas retienen al menos dos veces la activi-
dad de la una o mas enzimas no incrustadas del mismo lote, después de incubacion de las enzimas tanto incrusta-
das como no incrustadas (libres) en fluido gastrico simulado (84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH
comprendido entre 1,0 y 4,0) a 37°C durante al menos 60 minutos. Las particulas pueden recubrirse ulteriormente
con un segundo material polimero. Como se utiliza en esta memoria, el término "enzimas del mismo lote" significa
enzimas que se aislan o sintetizan en condiciones idénticas, y generalmente se aislan o sintetizan en el mismo pro-
cedimiento de aislamiento o sintesis, haciéndose referencia generalmente a la composicién de enzimas resultante
como un lote. Por ejemplo, una solucion de enzima se divide en dos porciones en las cuales una porcion de enzimas
se incrusta en una particula y puede sufrir tratamiento ulterior, y la otra porcion de enzimas se trata de modo diferen-
te, y estas enzimas se considera que proceden del mismo lote.

Normalmente, pueden emplearse dos rutas diferentes de tratamiento de la enfermedad relacionada con el oxalato,
dependiendo de si la finalidad del tratamiento es sistémica o no sistémica. Los métodos de la presente invencion
proporcionan una composicion para el tratamiento no sistémico, es decir para proporcionar una composicion que
permite reducir el oxalato en el estdbmago a fin de evitar la absorcion del oxalato del tracto gastrointestinal. Con arre-
glo al mejor conocimiento de los autores de la invencion, dicha composicion es nueva y esta basada en un nuevo
principio de, por una parte, proteccion de la enzima contra el ambiente acido y deteriorante de las enzimas en el
estébmago, y por otra parte, mantenimiento de la actividad enzimatica incluso en un ambiente acido. Esta meta pue-
de cumplirse por incrustaciéon de las una o mas enzimas degradantes del oxalato en un primer material polimero,
recubrimiento opcional de las particulas obtenidas con un segundo material polimero, reticulacion opcional del se-
gundo material polimero y reduccién opcional de las particulas recubiertas reticuladas.

En una realizacion de la invencion, se consigue una reduccion de la absorcion del oxalato proporcionando enzimas
degradantes del oxalato al tracto gastrointestinal, particularmente el estbmago. Las composiciones de la presente
invencion comprenden enzimas reductoras del oxalato que incluyen, pero sin caracter limitante, oxalato-oxidasa,
oxalato-descarboxilasa, oxalil-CoA-descarboxilasa, o formil-CoA-transferasa, o combinaciones de las mismas. Estas
enzimas utilizan oxalato como sustrato. Los métodos de la presente invencion comprenden proporcionar composi-
ciones enzimaticas para degradacion del oxalato dietético en el estémago, reduciendo con ello la concentracién del
oxalato disponible en el estémago para la absorcion. Esto reducira también la cantidad de oxalato que pasa al intes-
tino para absorcion en este segmento del tracto gastrointestinal. Ademas de caminos de absorcion, se han identifi-
cado recientemente caminos secretores de oxalato en el estbmago humano. Las composiciones de la presente
invencion serian utiles también en la degradacion del oxalato secretado en el estdmago procedente del sistema
circulatorio, y por tanto los métodos de la presente invencion contemplan una reduccién global de la carga de oxala-
to en un individuo.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona composiciones y métodos para el suministro de una cantidad
eficaz de una enzima reductora del oxalato al estomago de un humano o animal, particularmente a aquéllos que se
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encuentran en riesgo incrementado de enfermedad relacionada con el oxalato. La actividad enzimatica se utiliza
para degradar el oxalato en el estdmago y reducir la cantidad de oxalato presente en el estomago y el tracto intesti-
nal, reduciendo con ello la cantidad de oxalato disponible para absorcién. Niveles mas bajos de oxalato en el tracto
gastrointestinal pueden conducir también a una excrecién incrementada de oxalato de la sangre a los intestinos a
través de los caminos secretores del oxalato.

Las composiciones de la presente invencion son adecuadas para uso en condiciones relacionadas con el oxalato
que incluyen, pero sin caracter limitante, hiperoxaluria, hiperoxaluria de absorcion, hiperoxaluria entérica, hiperoxalu-
ria primaria, enfermedad idiopatica de calculos renales de oxalato de calcio (urolitiasis), vulvodinia, oxalosis asocia-
da con enfermedad renal de etapa terminal, trastornos de la conductancia cardiaca, enfermedad intestinal
inflamatoria, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, y pacientes que han sufrido cirugia gastrointestinal y cirugia
bariatrica (cirugia para obesidad), y/o que han sufrido tratamiento con antibidticos.

Una caracteristica de una composicion de la presente invencién es la capacidad de la particula para proteger las
enzimas degradantes del oxalato contra la degradacion por condiciones tales como las encontradas en el ambiente
gastrico incluyendo, pero sin caracter limitante, la degradaciéon por una proteasa tal como pepsina o degradacion
debida al ambiente &cido.

El término "enzima degradante del oxalato", tal como se utiliza en esta memoria, tiene por objeto designar cualquier
enzima que sea capaz de reducir el oxalato. La misma puede reducir el oxalato per se y/o puede funcionar en un
camino de reduccion del oxalato. La presente invencién contempla el uso de cualesquiera enzimas reductoras o
degradantes del oxalato conocidas, y dichos términos "reductor del oxalato" y "degradante del oxalato" se utilizan de
modo intercambiable en esta memoria.

Las enzimas utilizadas en las composiciones y métodos de la presente invencion incluyen, pero sin caracter limitan-
te, oxalato-oxidasa, oxalato-descarboxilasa (abreviada en el presente contexto OxDc), oxalil-CoA-descarboxilasa, o
formil-CoA-transferasa, o combinaciones de las mismas. Ademas, otras enzimas, cofactores y co-enzimas que son
sustituyentes de los caminos de degradacion del oxalato o estan implicadas en los caminos metabdlicos del oxalato,
particularmente la reduccion del oxalato, son también importantes solas o en combinacion con una o mas de las
enzimas arriba mencionadas. En el presente contexto, estan abarcadas por esta definicion no sélo las enzimas, sino
que también son contempladas por la presente invencién secuencias de polinucledtidos que codifican genes y pro-
teinas reductores del oxalato. La presente invencidon contempla también cualesquiera parejas de fijacion de estas
enzimas e incluye anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se fijan a o interaccionan con las enzimas.

Las enzimas pueden derivarse por aislamiento a partir de organismos, pueden estar purificadas, pueden producirse
sintéticamente, semi-sintéticamente o por medios recombinantes, o pueden utilizarse como un lisado de células.
Normalmente, las enzimas se emplearan como proteina recombinante purificada pero, dado que las enzimas pue-
den producirse también en ciertas bacterias que son seguras, se contempla también la utilizacién de dichas bacte-
rias como células enteras o como lisado. Debido al uso médico de una composicién de la invencion, se prefiere que
las una o mas enzimas utilizadas estén bien definidas con respecto a pureza y actividad. El lisado de células, si se
utiliza, puede producirse a partir de cualquier microorganismo que tenga funciones reductoras del oxalato, v.g., O.
formigenes.

Las composiciones de la presente invencion pueden comprender también uno o mas factores adicionales que pue-
den mejorar la actividad enzimatica. Estos factores adicionales pueden ser, v.g., oxalil-CoA, MgClI2, y/o tiamina-
difosfato (una forma activa de vitamina B1).

En realizaciones especificas, se emplean una o mas enzimas de las tres clases principales de enzimas degradantes
del oxalato.

Las tres clases principales de enzimas degradantes del oxalato incluyen las siguientes. La primera, oxalato-oxidasa,
se expresa en las plantas superiores y cataliza la oxidacion del oxalato dependiente de oxigeno a CO2 con forma-
cion concomitante de H202. Esta reaccion constituye la base de los ensayos actuales para la detecciéon de niveles
de oxalato en la orina. Un procedimiento rapido de purificacién en tres pasos ha sido desarrollado para obtener
oxalato-oxidasa a partir de raices de cebada. Esta enzima esta presente también en el tallo y la remolacha, las hojas
del amaranto, el sorgo y muchos otros cereales.

La oxalato-descarboxilasa (EC 4.1.1.2), la segunda clase de enzimas metabolizantes del oxalato, esta presente
principalmente en diversos hongos. La misma se ha consignado y caracterizado en varios hongos tales como Myrot-
hecium verrucaria, ciertas cepas de Aspergillus niger, hongo de la pudricién blanca, Coriolus versicolor y Collybia
velutipes. Esta enzima convierte el oxalato en formiato y diéxido de carbono en una reaccion dependiente del oxige-
no. Se han utilizado también oxalato-descarboxilasas en el ensayo clinico del oxalato en sangre y orina y pueden
utilizarse para reducir los niveles de oxalato en la comida y el ambiente. La primera oxalato-descarboxilasa bacteria-
na ha sido descrita recientemente como el producto del gen YvrK que se expresa como una proteina citosolica en
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Bacillus subtilis. La proteina YvrK (la oxalato-descarboxilasa de B. subtilis) ha sido expresada como una proteina
funcional recombinante en E. coli, purificada hasta homogeneidad y caracterizada totalmente.

La tercera clase es la enzima bacteriana, oxalil-CoA-descarboxilasa, que es activa sobre el sustrato activado de CoA
y convierte el mismo en formil-CoA. Una formil-CoA-transferasa actua luego para intercambiar formiato y oxalato
sobre CoA. Estas enzimas han sido estudiadas en la bacteria degradante del oxalato, Pseudomonas oxalaticus
encontrada comunmente en el suelo y en Oxalobacter formigenes, residente en el tracto Gl de vertebrados y huma-
nos.

Las enzimas han sido revisadas detalladamente en "The enzymes of oxalate metabolism: Unexpected structures
and metabolism", Svedruzik D. et al., Arch Biochem Biophys, 1 de enero de 2005; 433 (1): 176-92, que se incorpora
por la presente en su totalidad. Las enzimas, tanto si son enzimas nativas como proteinas aisladas o las producidas
por técnicas recombinantes, pueden modificarse por medios recombinantes o quimicos y pueden contener grupos
secundarios u otras moléculas unidas como apéndice. Por ejemplo, las enzimas pueden modificarse de modo que
tengan moléculas enlazadoras para fijacién a otras moléculas o compuestos quimicos.

En una realizacion especifica de la invencion, se consigue una reduccion en los niveles de oxalato por el uso de
enzimas degradantes del oxalato producidas por un medio recombinante, tales como, v.g., Escherichia coli, u otros
organismos que han sido transformados para expresar enzimas degradantes del oxalato.

Ejemplos de enzimas recombinantes de relevancia en el presente contexto son:

i). Oxalil-CoA-descarboxilasa, v.g. que tiene una de las secuencias siguientes:

http://www.expasy.org/uniprot/P4014

T oA A

UniProtKB/TrEMBL nimero de Acceso de entrada P40149
SEQ.ID 1

1 msnddnvelt dgfhvlidal kmndidtmyg vvgipitnla rmwqddggrf ysfrheghag
61 yaasiagyie gkpgvcltvs apgfingvts lahattncfp millsgsser civdiqqu?r
121 eemdgmnvar phckasfrin sikdipigia ravrtavsgr pggvyvdlpa kifgqtisve
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181 eankllfkpi dpapaqipae daiaraadli knakrpviml gkgaayaqcd deiralveet
241 gipflpmgma kgllpdnhpq saaatrafal agcdvevlig arlnwlmghg kgktwgdelk
301 kyvqidigan emdsnqpiaa pvvgdiksav slirkalkga pkadaewtga lkakvdgnka
361 klagkmtaet psgmmnysns lgvvrdfmla npdislvneg analdntrmi vdmlkprkrl
421 dsgtwgvmgi gmgycvaaaa vigkpviave gdsafgfsgm eleticrynl pvtviimnng
481 giykgneadp gpgvisctrl trgrydmmme afggkgyvan tpaelkaale eavasgkpcl
541 inamidpdag vesgriksin vvskvgkk

Im.nih.pov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide &cmd=search&term=

gmmﬁir‘mn“nnk
numero de Acceso M77128
GenBank

SEQID 2

1 gagcaagatg agatgtcctt cctetgtgge aatcaggaat atattgacgp cacgtptttt

61 ccctacttce ggtgtgccag acatctccaa agatctcatg tggtittgga atccattttt

121 gecggtatce cggetattee ttacttttce aaatigggtg taatgeaatg aatctatgpt

181 ttrraatget gtatggacaa tittccggea gtgaaattit cagatgeatt tcatttgtat

241 tcaggeggat tigtttaaat tgacctgaat caatattgec ggattgalct aggicaatga

301 agtcaaattg acttatgica atggtpccaa attgacctag gtcaacggga tttttaaagp
361 gtatgcggcea tactcggaat tgacgttaaa caacgtttat caaaaccaac caaagaaagg
421 tattactcat gagtaacgac gacaatgtag agttgactga tggctitcat gittgatcg

481 atgccctgaa aatgaatgac atcgatacca tgtalggtgt tgtcggeatt cotatcacga
541 acctggctcg tatgtggcaa gatgacggtc agegttttta cageticegt cacgaacaac
601 acgcaggtta tgcagctict atcgccggtt acatcgaagg aaaacctgge gttgetiga
661 ccptttccge cectggette ctgaacggeg tgacticect ggcteatgea accaccaact
721 gcttcccaat gatcctgttg ageggticea gigaacgtga aatcgtcgat ttgcaacagg
781 gcgattacga agaaatggat cagatgaatg ttgcacgtcc acactgcaaa gettcttice
841 gtatcaacag catcaaagac attccaatcg gtatcgetcg tgcagticge accgetgtat
901 ccggacglcc aggtggtgtt tacgtigact tgecageaaa actgiteggt cagaccattt
961 ctgtagaaga agctaacaaa ctgctctica aaccaatcga tccagelceg geacagatic
1021 ctgctgaaga cgetatcget cgegelgetg acctgatcaa gaacgecaaa cgtecagtta
1081 tcatgctggg taaaggcgct geatacgeac aatgegacga cgaaatccge geaciggtiy
1141 aagaaaccgg catcccattc clgecaatgg gtatggetaa aggectgetg cctgacaacc
1201 atccacaatc cgetgetgea accogtgett tegeactgge acagtgtgac giitgegtac
1261 tgatcggcge tcgtctgaac tggetgatge ageacggtaa aggeaaaace tEEEECLAcy
1321 aactgaagaa atacgttcag atcgacatce aggctaacga aatggacage aaccagecta
1381 tcgetgeace agtightggt gacatcaagt ccgecgtite cotgetcoge aaageactga
1441 aaggcgetce aaaagctgac gotgaatgga ccggegetct gpaaagecaaa gttgacggea
1501 acaaagccaa actggctgge aagatgactg ccgaaaccee alccggaatg atgaactact
1561 ccaattccct ggpegtigtt cgtgacttca tgctggcaaa tccggatatt tccetggtta
1621 acgaagpcgc taatgeactc gacaacactc gtatpattgt tgacatgetg aaaccacgea
1681 aacgtcttga ctccggtace tgggptgtta tggptattgg tatggpctac tgcgttgetg
1741 cagetgetgt taccggeaaa ceggttateg ctgttgaapg cgatagegea ticggtitct
1801 ccggtatgga actggaaace atctgccgtt acaacctgee agttacegtt atcatcatga
1861 acaatgptgg tatctataaa ggtaacgaag cagatccaca accaggcgtt atctcetgta
1921 cecgtetgac cogtggtogt tacgacatga tgatggaage atttggeggt aaaggttatg
1981 ttgccaatac tccagcagaa ctgaaagetg cictggaaga agetgtiget tccggeaaac
2041 catgcetgat caacgegatg atcgatccag acgetgptet cgaatctgge cgtatcaaga
2101 gectgaacpt tgtaagtaaa gitggcaaga aataattage ccaactttga tgaccggtta

http://www.ncbi.
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2161 cgaccggtca cataaagtgt tcgaatgecc ttcaagttta cttgaagggc atttttttac
2221 cttgcagttt ataaacagga aaaattgaag tattcagagc ggaaaagcag atttaageca
2281 cgagaaacat tcttttttat tgaaaattge cataaacaca titttaaagc tggettttit

if). Formil-CoA-transferasa, v.g. que tiene la secuencia siguiente:
http://www .expasy.org/uniprot/006

UniProtKB/TTEMBL numero de Acceso de entrada 006644

SEQID 3

1 mtkpldginv ldfthvqagp actgmmgflg anvikierrg sgdmtrgwlq dkpnvdslyf

61 tmfncnkrsi eldmktpegk ellegmikka dvmvenfgpg aldrmgftwe yigelnprvi
121 lasvkgyaeg hanehlkvye nvaqcsggaa attgfwdgpp tvsgaalgds nsgmhimigi
181 laalemrhkt grggkvavam qdavinlvri kirdggrler tgilaeypqa gpnfafdrdg

241 nplsfdnits vprggnaggg gqpgwmlkck gwetdadsyv yftiaanmwyp gicdmidkpe
301 wkddpayntf egrvdklmdi fsfietkfad kdkfevtewa aqygipcgpv msmkelahdp
361 slgkvgtvve vvdeirgnhl tvgapfkfsg fqpeitrapl Igehtdevik elglddakik

421 elhakgvv ’

SIwWww,

ptemdl=GenBank )
GenBank numero de Acceso U82167

SEQID 4

1 aagcttgett cattitgaga tgttatgcga agtgttagea acccaagtia glaccttcag

61 ccctitggge gaagttttte tttcttggea gttcctitcg gggaaacage cacagagaat

121 aaaaaccaaa agttgtacca acgacaagga aatpagaaat tatgactaaa ccattagatg
181 gaattaatgt gettgacttt acccacgtce aggeaggtee tgecigtaca cagatgatgg
241 gtitcttggg cgeaaacglc atcaagattg aaagacgtgg ticcggagat atgacteglg -
301 gatggctgea ggacaaacca aatgttgatt ccotgtatit cacgatgtic aactgtaaca
361 aacgttcgat tgaactggac atgaaaaccc Cggaaggceaa agagetictg gaacagatga
421 tcaagaaagc cgacgtcatg ptcgaaaact tcggaccagg cgeactggac cgtatggget
481 ttacttggga atacattcag gaactgaalc cacgegteat tetggcttce gttaaagget
541 atgcagaagg ccacgccaac gaacacctga aagtitatga aaacgtigea cagtgticeg
601 gcggtgetge agetaccace ggtttctggg atggtcctce aacegtttee ggegetgete
661 tgggtgactc caactccggt atgecacctga tgatcgptat tctggeeget ctggaaatge
721 gtcacaaaac cggecptggt cagaaaglig ceglegetat geaggacget glictgaatc
781 tggticgtat caaactgegt gaccagcaac gtctggaaag aaccggeatt ctggetgaat
841 acccacaggc tcagcctaac tttgecttcg acagagacgg taacccactg tecttcgaca

. 901 acatcacttc cgttccacgt ggtggtaacg caggtgpegg cggecageca ggetgpgatge .
961 tgaaatgtaa aggttgggaa accgatgcgg actectacgt ttacticacc atcgctgcaa
1021 acatgtggec acagatctge gacatgatcg acaagccaga alggaaagac gacccagect
1081 acaacacatt cgaaggtcgt gttgacaagc tgatggacat ctictccttc atcgaaacca
1141 agttcgetga caaggacaaa ttcgaagtta ccgaatggge tgececagtac ggeattectt
1201 gcggtecggt catgicealg aaagaactgg cicacgatec ttecctgeag aaagtiggta
1261 ccgtcgtiga agtigtcgac gaaaticgtg gtaaccacct gaccgiigge geaccgrica
1321 aattctcegg attccagecg gaaattaccce gtgetccget gitgggcgaa cataccgacg
1381 aagttctgaa agaactgget cttgacgatg ccaagatcaa ggaactgcat gcaaaacagg
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1441 tagtttgatc cgtcagactt tctgggeaaa acggeactct ccggagtgec gretttttgt
1501 cacacgaaac cctaatcaaa caagcacgtg caatgattcc acatcattge ggecacatte
1561 atccttcggg tcattactg

iii) Oxalato-descarboxilasa, v.g. que tiene la secuencia siguiente:

http://www.ex org/uniprot/O34714
UniProtKB/TrEMBL numero de Acceso de entrada 034714
SEQID 35

1 mkkgndipgp irgdkgatvk ipmierdrq npdmlvppet dhgtvsnmkf sfsdthnrle
61 kggyarevtv relpisenla svnmrlkpga irelhwhkea ewaymiygsa rvtivdekgr
121 sfiddvgegd Iwyfpsglph siqaleegae fllvfddgsf senstfgltd wlahtpkevi

181 aanfgvtkee isnlpgkeky ifenqlpgs! kddivegpng evpypftyrl legepieseg
' 241 gkvyiadstn fkvsktiasa lvtvepgamr elhwhpnthe wqyyisgkar mtvfasdgha
301 rtfnyqagdv gyvpfamghy venigdeplv fleifkddhy advsingwla mlpetfvqah
361 ldigkdfidv Iskekhpvvk kkesk

i-bin/dbfetch?db=emblcds&id=C

Numero de Acceso de Secuencia Codificante AJ223978
SEQID 6

htt ::’?www.cbimc.ukfc 11727

1 atgaaaaaac aaaatgacat tccgcagcca attagagpag acaaagpage aacggtaaaa
61 atcccgegea atattgaaag agaccggceaa aaccctgata tgetcgttce gectgaaace
121 gatcatggca ccgtcagcaa tatgaagtit tcattctclg atactcataa ccgattagaa
181 aaaggcggat atgcccggea agtgacagta cgtgaattge cgatticaga aaacctigea
241 tccglaaata tgeggctgaa gecaggcgcg attcgegage ttcactggea taaagaaget
301 gaatgggctt atatgatita cggaagtgea agagicacaa ttgtagatga aaaagggege
361 agctitattg acgatgtagg tgaaggagac ctttggtact tcccgtcagg cetgecgeac
421 tccatccaag cgetggagga gggagetgag ticctgeteg tgtttgacga tggatcattc
481 tctgaaaaca gcacgttcca gelgacagat tggctggece acactccaaa agaagicatt
541 gctgcgaact tcggegtgac aaaagaagag atticcaatt tgectggcaa agaaaaatat
601 atatttgaaa accaacticc tggcagttta anagatgata tigiggaagg gccgaalgpc
661 gaagtgcett atccatttac ttaccgectt ctigaacaag agecgatcga atctgaggga
721 ggaaaagtat acattgcaga ttcgacaaac ticaaagtgt ctaaaaccat cgeatcageg
781 cicgtaacag tagaaccCgg cgoecatgaga gaactgeact ggeacccgaa tacccacgaa
841 tggcaatact acatctccgg taaagctaga atgaccgttt tigcatctga cggecatgee
901 agaacgttta attaccaagc cggtgatgic ggatatgtac catttgcaat gggteattac
961 gttgaaaaca tcggggatga accgctigtc ttittagaaa tcttcaaaga cgaccattat
1021 gceigatgtat ctttaaacca atggettgee atgeticctg aaacatttgt tcaagcgeac
1081 ctigacttgg gcaaagactt tactgatgtg clitcaaaag anaagcacce aglagtgaaa
1141 aagaaatgca gtaaataa ;

»
ylo
iv) Oxalato-oxidasa v.g. que tiene la secuencia siguiente
http://www.expasy.org/uni 0240
UniProtKB/TYfEMBL. numero de Acceso de entrada 024004
SEQID7

10
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1 mgysknlgag Iftmlllapa imatdpdplq dfcvadldgk avsvnghtck pmseagddfl
61 fsskitkagn tstpngsavt eldvaewpgt ntlgvsmnrv dfapggtnpp hihprateig
121 mvmkgellvg ilgsfdsgnk lysrvvrage tfviprglmh fqfnvgktea ymvvsfnsqn
181 pgivfvpltl fgsnppiptp vitkalrvea gvvellkskf aggs

ptemdl=GenBank

GenBank numero de Acceso Y14203
SEQID 8

1 agcttagcag caaccaccag tagtgectca aaggetcctg atcaacaaac tetagetcat

61 cagiggtagc taagettget acatagcaag caatgggtta ctctaaaaac ctaggggctg
121 geetgttcac catgetgetc cttgetccgg ceatcatgge taccgacect gaccetctac '
181 aggacttctg cptecgegpgac ctegatggca aggegptete ggtgaacggg catacgtgta
241 ageceatgic ggaggecggc gacgactice tottetegte caagetgace aaggecggea
301 acacgtccac cccgaacgge teggecgiga cggagetega cgtggecgag tggecegita
361 cgaacacgct gggegtglce atgaaccgtg tggacttcge gCCEERCcEec accaaccege
421 cgcacatcca cccgeglgea accgagatcg geatggtgat gaaaggtgag ctectegttg
481 gaatcctcgg cagetitgac tccggaaaca agetctacte cagggtpptg cgtgccggag
541 agactttcgt catcccgege ggectcatge acttccagtt caacgttggt aagacggaag
601 cctacatggt tgigicctic aacagecaga accetggeat cgteticgtg cegetcacac
661 tettcggttc caacecgece atccccacac cggtgetcac caaggctctt CEpgtggagy

721 ccgggelegt geaactictc aagtccaagt tcgeeggtgg gtettaactt ceatgagece
781 caaatgatca atatgaatat gtaattctat atatccatgt atgctgegaa tttaatagta
841 ctcgacagga gactatattc aagcettctgg ataagctcgc atttcatagt aataagattg
901 aataagttat cctagcggtt cagecttcag aaccaatgeg aggacttaaa atgtattget
961 tcttattatt

Secuencias de DNA que codifican enzimas degradantes del oxalato son conocidas por los expertos en la técnica y
se describen en, v.g. WO 98/16632, que se incorpora por la presente su totalidad.

Adicionalmente, una composicién de acuerdo con la presente invencion puede comprender enzimas que compren-
den modificaciones o mutaciones, que incluyen, pero sin caracter limitante, quimeras formadas utilizando dominios
que comprenden el sitio activo degradante del oxalato de una enzima reductora del oxalato, o fragmentos peptidi-
cos, particularmente aquéllos que comprenden o estan constituidos por los sitios activos; modificaciones o mutacio-
nes, que incluyen, pero sin caracter limitante, deleciones, inserciones, reemplazamientos, reversiones, mutaciones
para actividad incrementada, sustitucion de aminoacidos existentes naturalmente con aminoacidos no naturales, u
otras modificaciones conocidas por los expertos en la técnica. Tales encimas modificadas pueden tener mas, me-
nos, o la misma actividad que las enzimas nativas, o pueden tener caracteristicas que son iguales o diferentes de
las enzimas nativas o no modificadas. La presente invenciéon contempla métodos y composiciones que comprenden
enzimas enteras, fragmentos, péptidos, regiones de fijacion, sitios activos u otras regiones funcionales, segmentos,
secuencias y secuencias promotoras y de control de enzimas reductoras del oxalato.

En un ejemplo, se modificd una oxalato-descarboxilasa. En total, se crearon 7 genes de la secuencia original del gen
yvrk (el yvrk de tipo salvaje). El gen original era de Bacillus subitilis, y la secuencia génica se optimizd para expresion
en E. coli utilizando un algoritmo de GenScript Corporation, Piscataway, NJ. El gen se optimizé con respecto a uso
de codones, equilibrio del contenido GC, eliminacion de elementos repetitivos, y aseguramiento de la ausencia de
sitios internos de restriccion para la clonacién. El gen optimizado en codones dio como resultado una proteina con la
secuencia de aminoacidos idéntica que el yvrk de tipo salvaje.

Se hicieron luego modificaciones para el codén simple cisteina tanto del gen yvrk de tipo salvaje como del gen yvrk
optimizado, dando como resultado 6 secuencias singulares adicionales del gen. Los codones de cisteina se modifi-
caron a codones de serina, arginina, o alanina. Las modificaciones se realizaron para los propositos de eliminacion
de los enlaces disulfuro, y modificacion de la estructura secundaria y terciaria de la enzima.

La secuencia génica del gen yvrk de tipo salvaje puede optimizarse para sistemas de expresién adicionales tales
como Pichia o Saccharomyces utilizando los mismos métodos. Adicionalmente, la expresion en un sistema de ex-
presion de Bacillus puede mejorarse por optimizacion del gen para uso éptimo de codones y contenido de GC, y
eliminacion de elementos repetitivos. La optimizacién de codones puede utilizarse también para modificacion de la
estructura secundaria de la proteina en posiciones distintas del codén de cisteina ya modificado, o adicionalmente a

11
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la modificacién de cisteina, por ejemplo, con un método para mejorar la pegilacion, la fijacion de microesferas o la
encapsulacion, como método para mejorar la estabilidad al pH para valores de pH bajos, o como método para mejo-
rar la actividad de la proteina.

SEQ.ID9

Secuencia original yvrk con el codon cisteina marcado en negrilla.

AAAAAACAAAATGACATTCCGCAGCCAATTAGAGGAGACAAAGGAGCAACGGTAAAAATC
CCGCGCAATATTGAAAGAGACCGGCAAAACCCTGATATGCTCGTTCCGCCTGAAACCGAT
CATGGCACCGTCAGCAATATGAAGTTTITCATTCTCTGATACTCATAACCGATTAGAAAAA
GGCGGATATGCOCGGGAAGTGACAGTACGTGAATTGCCGATTTCAGAAAACCTTGCATCC
GTAAATATGCGGCTGAAGCCAGGCGCGATTCGCGAGCTTCACTGGCATAAAGAAGCTGAA
TGGGCTTATATGATTTACGGAAGTGCAAGAGTCACAATTGTAGATGAAAAAGGGCGCAGC
TTTATTGACGATGTAGGTGAAGGAGACCTTTGGTACTTCCCGTCAGGCCTGCCGCACTCC
_ ATCCAAGCGCTGGAGGAGGGAGCTGAGTTCCTGCTCGTGTTTGACGATGGATCATICTCT
GAAAACAGCACGTTCCAGCTGACAGATTGGCTGGCCCACACTCCAAAAGAAGTCATTGCT
GCGAACTTCGGCGTGACAAAAGAAGAGATTTCCAATTTGCCTGGCAAAGAAAAATATATA
TTTGAAAACCAACTTCCTGGCAGTTTAAAAGATGATATTGTGGAAGGGCCGAATGGCGAA
GTGCCTTATCCATTTACTTACCGCCTTCTTGAACAAGAGCCGATCGAATCTGAGGGAGGA
AAAGTATACATTGCAGATTCGACAAACTTCAAAGTGTCTAAAACCATCGCATCAGCGCTC
GTAACAGTAGAACCCGGCGCCATGAGAGAACTGCACTGGCACCCGAATACCCACGAATGG

12
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CAATACT ACATCTCCGG’I‘MAGCT AGAATGACCGTTTTTGCATCTGACGGCCATGCCAGA
ACGTTTAATTACCAAGCCGGTGATGTCGGATATGTACCATTTGCAATGGGTCATTACGTT
GAAAACATCGGGGATGAACCGCTTGTCTITTITAGAAATCTTCAAAGACGACCATTATGCT
GATGTATCTTTAAACCAATGGCTTGCCATGCTTCCTGAAACATTTGTTCAAGCGCACCTT
GACTTGGGCAAAGACTTTACTGATGTGCTTTCAAAAGAAAAGCACCCAGTAGTGAAAAAG
AAATGCAGTAAA

Secuencia del gen Yvrk optimizada para E.coli, con sitios de restriccion en los extremos 5'y 3'
(subrayados), y el codén de cisteina marcado en negrilla.

SEQID 10 _
CATATGAAAAAACAGAATGACATTCCACAGCCGATTCGCGGCGATAAAGGCGCGACCGTC
AAAATTCCTCGCAATATCGAACGCGACCGCCAGAATCCGGATATGCTGGTGCCGCCGGAG
ACGGACCATGGCACGGTGTCTAACATGAAATTCTCTTTTAGCGATACCCACAACCGCCTG
GAAAAAGGTGGCTACGCGCGCGAGGTTACCGTCCGTGAACTGCCAATTAGCGAAAATCTG
GCTTCGGTTAACATGCGTCTGAAACCAGGTGCTATCCGTGAGCTGCACTGGCACAAGGAA
GCGGAATGGGCGTATATGATTTACGGTTCAGCACGTGTTACCATCGTAGACGAGAAAGGT
CGTAGCTTTATCGATGATGTTGGCGAAGGTGATCTGTGGTATTTCCCATCTGGCCTGCCG
CATTCGATTCAGGCGCTGGAAGAAGGCGCTGAATTTCTGCTGGTGTTCGATGATGGTTCC
TTTTCTGAAAACAGCACGTTCCAGCTGACGGATTGGCTGGCGCACACGCCGAAAGAAGTC
ATTGCGGCCAATTTTGGGGTAACCAAAGAAGAAATTTCCAACCTGCCGGGCAAAGAAAAG
TATATTTTTGAGAATCAGCTGCCGGGCTCTCTGAAGGACGATATTGTAGAAGGCCCTAAC
GGTGAGGTGCCGTATCCGTTCACCTATCGTCTGCTGGAGCAGGAACCGATTGAAAGCGAA
GGCGGTAAAGTTTATATCGCAGATTCCACTAACTTTAAAGTCTCCAAGACCATTGCCAGC

. GCCCTGGTCACCGTGGAACCGGGAGCGATGCGOGAGCTGCACTGGCATCCGAACACGCAC
GAATGGCAGTATTATATTTCCGGCAAAGCACGCATGACCGTTTTTGCCTCAGATGGACAC
GCTCGCACGTTTAATTATCAAGCGGGTGATGTTGGCTACGTTCCTTTCGCCATGGGCCAT |
TATGTAGAAAATATCGGCGATGAACCACTGGTGTTTCTGGAGATCTTTAAAGATGACCAC
TATGCCGATGTTTCACTGAATCAGTGGCTGGCCATGCTGCCGGAAACTTTTGTTCAGGCG
CATCTGGACCTGGGTAAAGACTTTACGGATGTGCTGAGCAAAGAAAAACACCCGGTAGTC

AAGAAGAAATGCAGTAAAGGATCC

La enzima degradante del oxalato esta presente normalmente en una composicién de la invencion en una cantidad
que es suficiente para degradar sustancialmente todo el oxalato normalmente presente en una comida estandar.
Dependiendo de las elecciones alimentarias, una dieta occidental media puede contener 100 a 300 mg de oxala-
to/dia. En general, aproximadamente 0,2 g de las particulas que comprenden la enzima (igual a 20 mg de OxDc en 1

ml de suspension de particulas) pueden eliminar 180 mg de oxalato en condiciones gastricas simuladas en el trans-
curso de 30 min.

Una cantidad especifica comprende una cantidad de unidades de actividad de la actividad de la enzima reductora
del oxalato que reducira una porcién del oxalato presente, o un nivel de unidades de actividad de la actividad de la
enzima reductora del oxalato que iniciara una reduccién en la cantidad de oxalato o mantendra una cantidad reduci-
da de oxalato en el individuo, comparada con la cantidad de oxalato presente antes de la administracién de la com-
posicion. El numero de unidades de actividad de la actividad de la enzima reductora del oxalato que pueden
utilizarse en una composicién de dosis simple puede variar desde aproximadamente 0,0001 unidad a aproximada-
mente 5.000 unidades, desde aproximadamente 5 unidades a 100 unidades, desde 0,05 a 50 unidades, a 0,5 hasta
500, desde aproximadamente 0,01 unidades a aproximadamente 50 unidades, desde aproximadamente 0,01 unida-
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des a aproximadamente 5 unidades, desde aproximadamente 1 unidad a aproximadamente 100 unidades, desde
aproximadamente 25 unidades a aproximadamente 50 unidades, desde aproximadamente 30 unidades a aproxima-
damente 100 unidades, desde aproximadamente 40 unidades a aproximadamente 120 unidades, desde aproxima-
damente 60 unidades a aproximadamente 15, desde aproximadamente 50 unidades a aproximadamente 100
unidades, desde aproximadamente 100 unidades a aproximadamente 500 unidades, desde aproximadamente 100
unidades a aproximadamente 300 unidades, desde aproximadamente 100 unidades a aproximadamente 400 unida-
des, desde aproximadamente 100 unidades a aproximadamente 5.000 unidades, desde aproximadamente 1000
unidades a aproximadamente 5.000 unidades, desde aproximadamente 2500 unidades a aproximadamente 5.000
unidades, desde aproximadamente 0,001 unidad a aproximadamente 2000 unidades y todos los intervalos com-
prendidos entre ellos. 1 unidad de la enzima es la cantidad de enzima que degradard 1 micromol de oxalato por
minuto a 37°C.

Una composicion de la presente invencion comprende una particula que contiene una enzima degradante del oxala-
to incrustada en un primer material polimero. En los ejemplos no limitantes de esta memoria se describen métodos
concernientes al modo de incrustacion de la enzima en el primer material polimero. Una persona experta en la técni-
ca puede encontrar otros métodos adecuados para uso a fin de preparar una composicion de acuerdo con la presen-
te invencion. Por incorporacion de la enzima en el primer material polimero, la enzima obtiene una cierta proteccion
contra condiciones similares al fluido gastrico con respecto a pH y pepsina. La composicién de enzima incrustada
resultante se encuentra en forma de particulas, es decir unidades discretas de tamafio micrométrico o nanométrico.
De acuerdo con ello, los términos "particulas”, "microparticulas" y "nanoparticulas" se utilizan en esta memoria para
describir composiciones que contienen una o mas clases de una enzima reductora del oxalato incrustada en un
primer polimero o en un primer y un segundo polimeros. En general, el término "particulas" se utiliza como el térmi-
no mas amplio, es decir sin atribucion especifica alguna de tamafio o forma, mientras que el término "microparticu-
las" se utiliza cuando las particulas obtenidas tienen tamafios medios de particula comprendidos en el intervalo de 1
pm a 1000 ym. Analogamente, el término "nanoparticulas" se utiliza en esta memoria cuando las particulas obteni-
das tienen tamafios medios de particula comprendidos entre 1 nm y 1000 nm. Como se utiliza en esta memoria, el
singular del término "una enzima" hace referencia a copias multiples de la molécula enzimatica, como se entiende
comunmente con referencia a las moléculas de proteinas. Como se utiliza en esta memoria, el término "una o mas
enzimas" significa que puede estar presente un solo tipo de enzima, tal como se entiende la formil-CoA-transferasa,
0 que estan presentes en la composicion mas de un tipo de enzima, tal como una composicion que comprende, por
ejemplo, oxalil-CoA-descarboxilasa y formil-CoA-transferasa; oxalato-descarboxilasa y oxalato-oxidasa, o una com-
binacién de enzima de tipo salvaje y enzima mutante.

Normalmente, las particulas de una composicién de la invencion tienen un diametro medio que va desde aproxima-
damente 50 nm a aproximadamente 1 mm, tal como, v.g., desde aproximadamente 500 nm a aproximadamente 500
pm, desde aproximadamente 1 um a aproximadamente 500 um, desde aproximadamente 2 um a aproximadamente
100 um, desde aproximadamente 4 um a aproximadamente 80 ym, desde aproximadamente 6 um a aproximada-
mente 60 um, desde aproximadamente 8 um a aproximadamente 40 uym, desde aproximadamente 10 um a aproxi-
madamente 20 pm.

Debe entenderse que el término "incrustado” tal como se utiliza en esta memoria, denota que la enzima se mezcla o
se pone en contacto con el primer material polimero de tal manera que
i) el primer material polimero envuelve sustancialmente la enzima, es decir la particula puede conside-
rarse como un nucleo que contiene enzima rodeado por el primer material polimero; el nucleo puede
contener otras sustancias distintas de las enzimas tales como, v.g., una parte del material polimero
asimismo, o
ii) las enzimas se incorporan en el primer material polimero de tal manera que la mayor parte de la su-
perficie de las particulas estd compuesta por el primer material polimero, pero una parte menor de la
enzima puede aparecer también en la superficie de las particulas. En general, se contempla que al
menos 50% de la superficie externa de las particulas estd compuesto por el primer material polimero y
como maximo aproximadamente 20% en peso de la enzima presente en las particulas puede estar
presente en la superficie externa de las particulas, y/o
iii) la enzima esta distribuida de modo sustancialmente homogéneo en el primer material polimero.

Asi, en una composicion de la invencion, la enzima degradante del oxalato esta protegida contra el ambiente (gastri-
co). Adicionalmente, la composicion de la invencion no libera sustancialmente la enzima al ambiente (gastrico).
Dicho de otro modo, la enzima se mantiene en la composicion después de administracion oral durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir que el oxalato en el estomago se degrade. En una composicion, un primer material
polimero puede funcionar como un vehiculo protector para la enzima y al mismo tiempo puede permitir que el sustra-
to, es decir el oxalato, se difunda o sea transportado de otro modo a la composicién a fin de hacer posible una de-
gradacion del oxalato in situ. Una caracteristica de una composicion de la presente invencion es la capacidad de la
composicion para retener la actividad enzimatica durante un periodo de tiempo mas largo que el observado para una
enzima que no esta incrustada en una matriz polimera, especialmente en condiciones acidas. De acuerdo con ello,
un aspecto de la presente invencién comprende una composicion que contiene particulas que contienen una o mas
enzimas degradantes del oxalato incrustadas en un primer material polimero, en donde la enzima incrustada retiene
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al menos dos veces la actividad de las una o mas enzimas no incrustadas libres, obtenidas del mismo lote, después
de incubacion en jugo gastrico simulado USP que contiene 84 nM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1, v.g. en
un intervalo de pH de aproximadamente 1 a pH aproximadamente 5, tal como, v.g., desde pH aproximadamente 2 a
pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 4,5, desde pH aproximadamente
2,5 a pH aproximadamente 3,5 tal como pH aproximadamente 3 a 37°C durante al menos 60 minutos. Es importante
que las condiciones de test para la composicién de acuerdo con la invencion y las enzimas libres sean las mismas,
por ejemplo, con respecto a la naturaleza y pureza de la enzima, la concentracion inicial de la enzima, el volumen de
test, la composicion del medio de incubacion (v.g. jugo o fluido gastrico simulado), la temperatura, etc.

Normalmente, la enzima incrustada retiene al menos tres veces la actividad, al menos 4 veces la actividad, o al
menos cinco veces la actividad de las una o mas enzimas no incrustadas libres obtenidas del mismo lote después
de incubacion en jugo gastrico simulado USP que contiene 84 mM de HCI y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1, v.g. en
un intervalo de pH aproximadamente 1 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2 a pH aproximada-
mente 5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 4,5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproxi-
madamente 3,5, tal como pH aproximadamente 3, a 37°C durante al menos 30 minutos, al menos 45 minutos, al
menos 60 minutos, al menos 75 minutos, al menos 90 minutos, al menos 105 minutos, o al menos 120 minutos.

En una realizacion especifica, las una o mas enzimas degradantes del oxalato incrustadas en una composicion de la
invencion retienen al menos dos veces, al menos 10 veces, al menos 50 veces, o al menos 100 veces, la actividad
de la una o mas enzimas no incrustadas libres, obtenidas del mismo lote, después de incubacion en 84 mM de HCl y
3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1, v.g. en un intervalo de pH aproximadamente 1 a pH aproximadamente 5, desde pH
aproximadamente 2 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 4,5, desde
pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 3,5, tal como pH aproximadamente 3, a 37°C durante al menos 60
minutos.

El jugo gastrico simulado (fluido gastrico) a que se hace referencia arriba se describe en USP (United States Phar-
macopoeia) y contiene pepsina y tiene una ratio especifica de HCI concentrado. (El jugo gastrico simulado USP
contiene 2 g de NaCl, 3,2 g de pepsina y 7 ml de HCI concentrado en un volumen de 1 litro. El pH de esta solucién
esta comprendido usualmente entre 1,2 y 1,5, dependiendo de la concentracién del HCI utilizado. En algunos ejem-
plos de esta memoria, el pH se ajustd a un valor superior a 2. Este puede ser el caso cuando se emplean micropar-
ticulas sin recubrimiento alguno. Para el presente propésito, el pH debe estar comprendido en el campo &cido, es
decir como méaximo aproximadamente 7, como maximo 6 y el intervalo de pH deberia ser por regla general desde
aproximadamente 1 a aproximadamente 5, desde aproximadamente 2 a aproximadamente 5. En la seccion experi-
mental de esta memoria se dan mas detalles con relacion al test arriba mencionado y a la determinacién de la activi-
dad enzimatica.

El tiempo de residencia en el estomago de un humano es como promedio aproximadamente 120 min. Se contempla
que la actividad enzimatica de las composiciones de la presente invencion se retiene en un nivel suficiente, un nivel
eficaz, durante 120 min o mas. Por los ejemplos de esta memoria se ve que es posible retener al menos 50% de la
actividad enzimatica para una composicion de acuerdo con la invencién después de 120 min de exposicion a un
ambiente acido. Si la enzima que se utiliza no esta incrustada en un polimero, v.g., una enzima no incrustada, la
disminucion de actividad es muy rapida, y no queda actividad alguna después de 60 min en ambiente acido.

Normalmente, la actividad de una o mas enzimas degradantes del oxalato en una composicién de acuerdo con la
invencion disminuye como maximo a aproximadamente 30%, disminuye como maximo a 40% tal como una disminu-
cion de como maximo a aproximadamente 50%, disminuyendo como maximo a aproximadamente 60% o disminu-
yendo como maximo a aproximadamente 70%, cuando se incuba en una solucién tampon acuosa que tiene un pH
comprendido en el intervalo que va desde aproximadamente 1,0 a aproximadamente 5, en un intervalo desde
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 4,5, desde aproximadamente 1,5 a aproximadamente 4,5, desde aproxi-
madamente 2,0 a aproximadamente 4,0 o desde aproximadamente 2,2 a aproximadamente 4,0, durante aproxima-
damente 60 minutos, durante aproximadamente 90 minutos, durante aproximadamente 105 o durante
aproximadamente 120 minutos, ajustandose la actividad inicial a 100%.

En una realizacion especifica, la actividad de la enzima degradante del oxalato en una composicion de la presente
invencion disminuye como maximo a 80%, ajustandose la actividad inicial a 100%, cuando se testa a un pH de
aproximadamente 2,0 a aproximadamente 4,0 durante un periodo de tiempo de 60 minutos.

En una realizacion especifica adicional, la actividad de una o mas enzimas degradantes del oxalato en una compo-
sicion de la presente invencion disminuye como maximo a aproximadamente 20% cuando se incuba en una solucién
tampodn acuosa que tiene un pH comprendido en el intervalo que va desde aproximadamente 2 a aproximadamente
4,5 durante 2 horas, y ajustandose la actividad inicial a 100%. Particularmente, la actividad disminuye como maximo
a 30%, ajustandose la actividad inicial a 100%.

Sustancias tampoén adecuadas para proporcionar una solucién tampén que tenga un pH especifico son conocidas
por las personas expertas en la técnica. Ejemplos son tampones de glicina (pH 2-3), tampones de acetato, tampo-
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nes de fosfato, tampones de borato y analogos. La solucién tampén puede contener ingredientes adicionales tales
como v.g. sal inorganica a fin de ajustar la fuerza ionica de la solucién tampdn, o una o mas proteasas como v.g.
pepsina a fin de asegurar que las condiciones en las soluciones tampoén se desafian si la enzima incrustada puede
resistir condiciones tan severas. En el supuesto de que se incluyan una o mas proteasas, la concentracion de las
mismas se encuentra normalmente al mismo nivel que la utilizada en el jugo gastrico simulado USP.

Como se menciona anteriormente en esta memoria, las enzimas degradantes del oxalato pueden ser de diversos
tipos, clases, identidad y naturaleza. En un aspecto preferido, una composicion de la presente invencion comprende
una o mas enzimas degradantes del oxalato con inclusion de oxalato-descarboxilasa, oxalato-oxidasa, o una combi-
nacion de oxalil-CoA-descarboxilasa y formil-CoA-transferasa, o combinaciones de las mismas.

Materiales polimeros adecuados para uso como primer material polimero en una composicion de la presente inven-
cion incluyen, pero sin caracter limitante, polimeros artificiales o naturales, con inclusion, pero sin caracter limitante
de:

i) un polisacarido: alginato con inclusién de acido alginico, alginato, v.g. alginato de sodio, alginato de potasio, algi-
nato de amonio, alginato de calcio, alginato de propano-1.2-diol, goma arabiga, carragenano, quitosano y sus deri-
vados, sulfato de condroitina, derivados de dextrano, heparina, acido hialurénico, inulina, una celulosa o un derivado
de celulosa con inclusion de metilcelulosa, carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, etilmetilcelulosa, o analogas o combinaciones de las mismas; ii) un mucopolisacarido, iii)
una goma con inclusion de goma de algarrobilla, goma guar, tragacanto, agar, goma arabiga, goma de xantano,
goma karaya, goma tara, goma de gelano, o analogas o combinaciones de las mismas; iv) un agente gelificante o
agente de hinchamiento con inclusién de hidrocoloides y agentes hidrogelificantes tales como agar, carragenano,
gelatina, polivinilpirrolidona, o analogos, o combinaciones de los mismos; v) otros como v.g. proteina y poliamida:
colageno, albumina, protamina, espermina, polimeros sintéticos, poli(acido acrilico), poliaminoacidos (polilisina, etc),
acido polifosférico, tripolifosfato, poli(acido L-lactico), poli(alcohol vinilico), poli(acido DL-lactico-co-acido glicélico), o
mixturas y combinaciones de los mismos.

En realizaciones especificas, el primer material polimero es quitosano, alginato, pectina o acido hialurénico. En
realizaciones mas especificas, el primer material polimero es quitosano o alginato.

Otros materiales polimeros pueden ser biopolimeros o polimeros sintéticos. Ejemplos de biopolimeros incluyen, pero
sin caracter limitante, proteinas, polisacaridos, mucopolisacaridos, heparina, sulfato de heparina, heparinoides, sul-
fato de dermatano, polisulfato de pentosano, sulfato de condroitina, celulosa, agarosa, quitina, carragenina, acido
linoleico y alantoina, colageno reticulado, fibronectina, laminina, elastina, elastina reticulada, colageno, gelatina,
acido hialurénico, alginato de quitosano, dextrano, metilcelulosa, polilisina, y caucho natural. En las composiciones
de la presente invencién en las que se forman matrices polimeras, estas matrices son porosas de tal modo que
moléculas hidrosolubles pequefias pueden entrar en y salir de la matriz polimera, incluyendo, pero sin caracter limi-
tante, moléculas tales como oxalato, &cido férmico, formiato, diéxido de carbono, oxigeno, u oxalil-CoA. Una concen-
tracion del primer material polimero en una composicién de la invencién esta comprendida normalmente entre 20% y
70% de los materiales secos totales.

Ademas de las una 0 mas enzimas y el primer material polimero, las particulas pueden contener también uno o mas
aditivos tales como, v.g. agentes de ajuste del pH, agentes tampdn, agentes solubilizantes, estabilizadores, conser-
vantes, cofactores para las enzimas o uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables tales como, v.g. cargas,
diluyentes, vehiculos o analogos.

Ademas, puede ser ventajoso crear un entorno de pH &cido localizado alrededor de una proteina cuando las condi-
ciones fisiolégicas dan como resultado un pH muy superior al intervalo de trabajo razonable de la enzima. Por ejem-
plo, en una situacion de pH mas alto, una proteina degradante del oxalato con actividad maxima a pH 3, se
beneficiaria de un vehiculo de suministro capaz de reducir el pH local en las proximidades situadas alrededor de la
enzima a aproximadamente 3.

Un método para reducir el pH local consiste en incorporar un polimero que puede sufrir degradacion hidrolitica en
condiciones fisiolégicas a fin de producir productos acidos que reduzcan el pH local. Por ejemplo, alfa-poliésteres
tales como PLA, PGA, y PLGA se biodegradan hidroliticamente in vivo para formar acidos organicos (acido lactico y
acido glicdlico) que pueden hacer bajar el pH local hasta dejarlo en un intervalo funcionalmente deseable para la
enzima. La poli(dl-lactida) (DLPLA) es un polimero amorfo que exhibe una distribucion aleatoria de ambas formas
isébmeras del acido lactico que pueden degradarse rapidamente.

Adicionalmente, puede ser deseable incluir un tampon en el vehiculo de suministro en forma de una base, material
que contenga base o material que genere base que opera en conjuncién con el pH in vivo, o el pH local, o una com-
binacién de ambos para optimizar/controlar el pH local alrededor de la enzima. Estos tampones pueden incluir sales
de compuestos organicos o inorganicos o cierto numero de otros tampones. Debe entenderse que el valor pKa de
los acidos conjugados a los cuales se asocian o de los cuales se derivan los materiales tampon puede utilizarse en
la seleccion apropiada de los materiales tampon.
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Las particulas pueden someterse a un procedimiento de reticulacion. Dicho procedimiento de reticulacion puede
reforzar las propiedades de las particulas a fin de evitar la pérdida de actividad enzimatica por el impacto negativo
del pH o la pepsina de los alrededores durante el almacenamiento o después de administracion oral, o reducir el
desprendimiento de la enzima de las particulas, o reducir o prevenir la migracion de la enzima hacia la superficie de
las particulas. Los procedimientos de reticulacion y material adecuado para uso en dicho procedimiento se describen
en esta memoria.

Las particulas de la invencion pueden estar construidas de polimeros que estan reticulados por reticulacion fisica o
quimica. La reticulacion fisica puede comprender polimeros con carga opuesta reticulados unos con otros por enla-
ces salinos (por ejemplo: el quitosano, que esta cargado positivamente, se reticula con tripolifosfato o heparina, que
son polimeros cargados negativamente), los polimeros cargados se reticulan con iones de carga opuesta (por ejem-
plo: alginato con Ca2+, carboximetil-celulosa con Al3+). El término "reticulacion fisica" utilizado en el presente con-
texto incluye también enlaces y/o interacciones no covalentes.

La reticulacién quimica comprende generalmente reticulacion por reticuladores con dos grupos funcionales reactivos
tales como polimeros que llevan grupos amina tales como proteinas, poliamida, quitosano y sus derivados, que
pueden ser reticulados por aldehido glutarico o genipina. Puede utilizarse irradiacién UV para inducir polimeros que
llevan grupos fotosensibles a fin de formar reticulaciones covalentes.

Métodos para preparacion de nano- y micro-particulas son conocidos en la técnica e incluyen emulsién, coacerva-
cién/precipitacion, técnicas de secado por pulverizacion y otros. Las propiedades de las nanoparticulas o microparti-
culas (por ejemplo: capacidad de tampon micro-ambiental, resistencia mecanica, tamafio de particula, tasa de
difusion del oxalato, interacciones con enzimas) dependen en gran parte del polimero o polimeros seleccionados, la
composicion y ratio de los polimeros, el método de reticulacion y el procedimiento de preparacion. Puede utilizarse
mas de un tipo de reticulacion en las microparticulas de la invencién (v.g. reticulacién quimica y reticulacion fisica,
véanse los ejemplos de esta memoria).

En una realizacién especifica, el primer material polimero se reticula consigo mismo y/o con las una o mas enzimas
incrustadas en el primer material polimero.

En una composicion de la invencion, tal como una composicién en la cual el primer material polimero esta reticulado
consigo mismo y/o con las enzimas incrustadas en él, el nivel de actividad enzimatica retenida después de incuba-
cion en 84 nM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1, v.g. en un intervalo de pH aproximadamente 1 a pH aproxi-
madamente 5, desde pH aproximadamente 2 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH
aproximadamente 4,5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 3,5 para pH aproximadamente 3, a
37°C durante al menos 30 minutos, durante al menos 60 minutos, durante al menos 80 minutos, durante al menos
100 minutos, durante al menos 120 minutos, durante al menos 140 minutos, durante al menos 160 minutos, durante
al menos 180 minutos, durante al menos 200 minutos, durante al menos 220 minutos, o durante al menos 240 minu-
tos, se incrementa por un factor de al menos 2, al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 50 o
al menos 100 en comparacién con composiciones de enzimas del mismo lote incrustadas en el polimero pero sin
que el polimero se reticule o las enzimas y el polimero se reticulen; o en comparacion con el mismo lote de enzimas
libres.

Las particulas, opcionalmente las particulas en las cuales al menos una parte del primer material polimero esta
reticulada, pueden estar provistas también de un recubrimiento. Dicho recubrimiento tiene generalmente la misma
funcién que el primer polimero, es decir evitar una disminucion sustancial en la actividad enzimatica de la enzima
incrustada en el primer polimero durante el almacenamiento y/o después de administracion oral.

De acuerdo con ello, en una realizaciéon especifica, las particulas se recubren con un segundo material polimero.
Materiales de recubrimiento adecuados son materiales de esta clase que permiten que una composicion acuosa que
contiene oxalato se difunda en, o entre de cualquier otro modo en la particula de la invencién. Como se ha mencio-
nado arriba, el sustrato (es decir el medio que contiene oxalato) entra en la composicion de la particula de la inven-
cioén de tal manera que puede producirse reparacion enzimatica del oxalato. De acuerdo con ello, pueden aplicarse
materiales de recubrimiento que dan como resultado recubrimiento de difusion o recubrimientos permeables de
cualquier otro modo (v.g. recubrimientos que contengan sustancias formadoras de poros que son sustancialmente
solubles en agua).

Ejemplos de materiales de recubrimiento adecuados incluyen, pero sin caracter limitante, los materiales contempla-
dos como primeros materiales polimeros. Puede seleccionarse un material de recubrimiento que sea diferente del
utilizado como primer material polimero, pero el primer material polimero y el material de recubrimiento pueden ser
también el mismo. Ejemplos especificos de materiales de recubrimiento son agentes formadores de pelicula tales
como, v.g. polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, polidex-
trosa, maltodextrina, u otros polisacaridos con la inclusion de quitosano, alginatos y acido hialurénico. En realizacio-
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nes especificas, el material de recubrimiento, si esta presente, es uno que puede someterse a reticulacién tal como,
v.g., quitosano y alginato.

En una realizacion especifica, el primer y/o segundo material polimero es un polisacarido tal como quitosano, algina-
to, pectina o acido hialurénico. El primer y el segundo materiales polimeros pueden ser iguales o diferentes.

Normalmente, el porcentaje de polimero del primer y, en caso de estar presente, el segundo material polimero es de
aproximadamente 10% a aproximadamente 80%, desde aproximadamente 60% a aproximadamente 80% del mate-
rial seco total de una particula.

Si esta presente, el material de recubrimiento se aplica normalmente en tal cantidad que el aumento de peso de las
particulas es como maximo aproximadamente 40%. Como se ve por los ejemplos de esta memoria, la concentracion
del material de recubrimiento en una composicion de particulas es normalmente como maximo 25% p/p tal como
maximo aproximadamente 20% p/p, como maximo aproximadamente 15% p/p o como maximo aproximadamente
10%. Una particula que tiene un recubrimiento se designa en esta memoria como una composicion recubierta.

En una composicién de la invencién, tal como en una composicion recubierta de la invencién, el nivel de actividad
enzimatica retenida después de incubacion en 84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1, v.g. en un intervalo
de pH aproximadamente 1 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2 a pH aproximadamente 5, des-
de pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 4,5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente
3,5, tal como pH aproximadamente 3, a 37°C durante al menos 60 minutos, durante al menos 80 minutos, durante al
menos 100 minutos, durante al menos 120 minutos, durante al menos 140 minutos, durante al menos 160 minutos,
durante al menos 180 minutos, durante al menos 200 minutos, durante al menos 220 minutos, o durante al menos
240 minutos se incrementa por un factor de al menos 2, al menos 10, al menos 50 o al menos 100 en comparacioén
con composiciones del mismo lote de enzimas incrustadas en particulas que carecen de un recubrimiento, o en
comparacién con el mismo lote de enzimas libres.

Como se ha mencionado arriba y como se muestra en los ejemplos de esta memoria, la estabilidad de la actividad
enzimatica de la enzima degradante del oxalato en una composicion de la invencion puede mejorarse ulteriormente
por empleo de particulas recubiertas en las cuales el recubrimiento se ha sometido a reticulacién. La reticulaciéon de
un material polimero es bien conocida en la técnica y puede realizarse por reticulacion fisica o por el uso de un
agente de reticulacion quimico.

Agentes de reticulaciéon quimicos adecuados para uso en este contexto incluyen, pero sin caracter limitante, dialde-
hido, 1-etil-3[3-dimetilaminopropillcarbodiimida (EDC), suberato de disuccinimidilo (DSS) o (N-[p-maleimidofenil]-
isocianato (PMPI). En una realizacion especifica, el agente de reticulacion es un dialdehido, particularmente aldehi-
do glutarico o glioxal. En una realizacion, el agente de reticulacion es aldehido glutérico. La reticulacion se lleva a
cabo normalmente en aldehido glutarico al 1-5% en tampén de fosfato 50 mM, pH 7,5 a 37°C, y sacudiendo durante
1-2 horas.

Como se ha mencionado arriba, una caracteristica de una composicién de la invencién es que el primero y, si esta
presente, el segundo material polimero es permeable para moléculas pequefias a fin de permitir que los sustratos
paray los productos de la reaccién catalizados por las una o0 mas enzimas se difundan a través de dichos materiales
polimeros. Ademas, el primer y/o segundo materiales polimeros se mantienen sustancialmente intactos después de
incubacion en 84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1, v.g. en un intervalo de pH aproximadamente 1 a pH
aproximadamente 5, desde pH aproximadamente2 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH
aproximadamente 4,5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 3,5, tal como pH aproximadamente
3, a 37°C durante al menos 60 minutos, durante al menos 80 minutos, durante al menos 100 minutos, durante al
menos 120 minutos, durante al menos 140 minutos, durante al menos 160 minutos, durante al menos 180 minutos,
durante al menos 200 minutos, durante al menos 220 minutos o durante al menos 240 minutos.

En otra realizacion, el primer y/o el segundo materiales polimeros se reticulan consigo mismos y/o uno con otro y/o
con las una o mas enzimas.

En una composicion de la invencion, tal como en una composicion de recubrimiento de la invencién recubierta o
recubierta y reticulada, el nivel de actividad enzimatica retenido después de la incubacion en 84 mM de HCl y 3,2
mg/ml de pepsina a pH > 1, v.g. en un intervalo de pH aproximadamente 1 a pH aproximadamente 5, desde pH
aproximadamente 2 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 4,5, desde
pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 3,5, tal como pH aproximadamente 3, a 37°C durante al menos 60
minutos, durante al menos 80 minutos, durante al menos 100 minutos, durante al menos 120 minutos, durante al
menos 140 minutos, durante al menos 160 minutos, durante al menos 180 minutos, durante al menos 200 minutos,
durante al menos 220 minutos, o durante al menos 240 minutos, se incrementa por un factor de al menos 2, al me-
nos 10, al menos 50 o al menos 100 en comparacion con composiciones de enzimas del mismo lote incrustadas en
particulas pero en las cuales las particulas carecen de una segunda capa de material polimero (un recubrimiento), o
una segunda capa que esta reticulada, o en comparacion con el mismo lote de enzimas libres.
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Como se ve en los ejemplos de esta memoria, una composicion de la invencion en la cual los enlaces entre el agen-
te de reticulaciéon quimico y las una o mas enzimas y/o el primer material polimero y/o el segundo material polimero
han sido reducidos con un agente reductor, puede conducir a mejoras adicionales con respecto a la retencion de la
actividad enzimatica de la composiciéon. Un agente reductor de esta clase puede ser uno bien conocido en la técnica
tal como v.g., un agente reductor tal como NaBH4 o NaCNBH3.

En una composicion de la invencién, particularmente en una composicién de la invencion recubierta, con recubri-
miento reticulado, y con reticulaciones reducidas, en la cual el primer y/o el segundo material polimero pueden estar
reticulados, y dicho material reticulado puede estar reducido o no, el nivel de actividad enzimatica retenido después
de incubacién en 84 mM de HCI y 0,2 mg/ml de pepsina a pH > 1, v.g. en un intervalo de pH de aproximadamente 1
a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2,5
a pH aproximadamente 4,5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 3,5, tal como pH aproximada-
mente 3, a 37°C durante al menos 60 minutos, durante al menos 80 minutos, durante al menos 100 minutos, durante
al menos 120 minutos, durante al menos 140 minutos, durante al menos 160 minutos, durante al menos 180 minu-
tos, durante al menos 200 minutos, durante al menos 220 minutos, o durante al menos 240 minutos se incrementa
por un factor de al menos 2, al menos 10, al menos 50 o al menos 100 en comparaciéon con composiciones del mis-
mo lote de enzimas en una particula que no ha sido sometida a un agente reductor; o comparado con el mismo lote
de enzimas libres.

En una realizacién especifica de la invencion, las una o mas enzimas incrustadas retienen al menos 2 veces, al
menos 10 veces, al menos 50 veces o al menos 100 veces, la actividad de las una o mas enzimas no incrustadas
libres obtenidas del mismo lote de enzimas después de incubacién en 84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH >
1, v.g. en un intervalo de pH aproximadamente 1 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2 a pH
aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 4,5, desde pH aproximadamente 2,5 a
pH aproximadamente 3,5, tal como pH aproximadamente 3, a 37°C durante al menos 60 minutos, durante al menos
80 minutos, durante al menos 100 minutos, durante al menos 120 minutos, durante al menos 140 minutos, durante
al menos 160 minutos, durante al menos 180 minutos, durante al menos 200 minutos, durante al menos 220 minu-
tos, o durante al menos 240 minutos.

En otra realizacion especifica de la invencion, las una o mas enzimas incrustadas retienen al menos 50%, al menos
60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95% de la actividad inicial de las enzimas incrustadas
después de incubacién en 84 mM de HCI y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1, v.g. en un intervalo de pH aproximada-
mente 1 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximada-
mente 2,5 a pH aproximadamente 4,5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 3,5, tal como pH
aproximadamente 3, a 37°C durante al menos 60 minutos, durante al menos 80 minutos, durante al menos 100
minutos, durante al menos 120 minutos, durante al menos 140 minutos, durante al menos 160 minutos, durante al
menos 180 minutos, durante al menos 200 minutos, durante al menos 220 minutos, o durante al menos 240 minutos.

En una realizacion especifica adicional de la invencion, las una o mas enzimas retienen desde aproximadamente
95% a aproximadamente 100% de la actividad inicial de las enzimas incrustadas’ después de incubacién en 84 mM
de HCI y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1, v.g. en un intervalo de pH aproximadamente 1 a pH aproximadamente 5,
desde pH aproximadamente 2 a pH aproximadamente 5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente
4,5, desde pH aproximadamente 2,5 a pH aproximadamente 3,5, tal como pH aproximadamente 3, a 37°C durante al
menos 60 minutos, durante al menos 80 minutos, durante al menos 100 minutos, durante al menos 120 minutos,
durante al menos 140 minutos, durante al menos 160 minutos, durante al menos 180 minutos, durante al menos 200
minutos, durante al menos 220 minutos, o durante al menos 240 minutos.

La enzima incrustada en una particula de la invencion es capaz de reducir el contenido de oxalato de la comida.
Como se demuestra en los ejemplos de esta memoria, una composicion de la invencion que comprende 20 mg de
una o mas enzimas degradantes del oxalato degrada al menos 40%, tal como, v.g. al menos 50%, al menos 60%, al
menos 70%,

al menos 80%, al menos 95%, o al menos 99% del oxalato presente en 200 g de espinacas en el transcurso de una
hora a pH 2,5.

Las composiciones de la invencion pueden prepararse utilizando diversos materiales polimeros. En los ejemplos de
esta memoria se utiliza la notacion siguiente:

Nanoparticulas OxDc XX, tales como nanoparticulas de quitosano, denotan nanoparticulas en las cuales se emplea
quitosano como el primer material polimero en el cual se incrusta OxDc.

1 ¢ Qué se pretende aqui? - juna comparacion entre la actividad de las enzimas (¢, aunque éstas se encuentren en
forma de particula?) y la actividad de la enzima libre? Una comparacion de la estabilidad entre la enzima incrustada
y la enzima libre.
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Microparticulas OxDc XX recubiertas de YY, tales como nanoparticulas OxDc-quitosano recubiertas de alginato,
denotan nanoparticulas en las cuales se emplea quitosano como el primer material polimero en el cual se incrusta
OxDc y las nanoparticulas se recubren de alginato.

Microparticulas OxDc XX recubiertas de YY reticuladas con ZZ, tales como microparticulas OxDc-quitosano recu-
biertas de alginato y reticuladas con aldehido glutarico, denotan microparticulas en las cuales se emplea quitosano
como el primer material polimero en el cual se incrusta OxDc, y las nanoparticulas se recubren de alginato para
formar microparticulas, y las microparticulas se reticulan subsiguientemente con aldehido glutarico.

Microparticulas OxDc XX recubiertas de YY reticuladas con ZZ y reducidas, tales como microparticulas OxDc-
quitosano recubiertas de alginato, reticuladas con aldehido glutarico reducidas, denotan microparticulas en las cua-
les se emplea quitosano como el primer material polimero en el cual se incrusta OxDc y las nanoparticulas que se
forman se recubren de alginato, formandose microparticulas, y las microparticulas se reticulan subsiguientemente
con aldehido glutarico y se someten a reduccion.

De acuerdo con ello,

las nanoparticulas OxDc-quitosano/TPP son nanoparticulas constituidas por quitosano que contienen TPP y tienen
OxDc incrustada en ellas.

Microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato son microparticulas basadas en las nanoparticulas
formadas a partir de quitosano y TPP y OxDc incrustada, estando recubiertas las nanoparticulas con alginato para
formar microparticulas.

Microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehido glutarico corresponden a las
microparticulas arriba mencionadas, pero las microparticulas se han sometido a tratamiento con aldehido glutarico
para establecer la reticulacion.

Microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehido glutarico reducidas corres-
ponde a las microparticulas arriba mencionadas que se someten ulteriormente a un proceso de reduccion.

Una composicion de la invencion es adecuada para uso destinado a administracién oral a un individuo. Se propor-
ciona una composicién como formulacion farmacéutica oral, que puede suministrarse a la cavidad oral, la boca, un
parche bucal, al estémago, fijarse a la mucosa estomacal, en un liquido de liberacién lenta, en una tableta de libera-
cién rapida en la boca o el estdmago, recubrimiento del eséfago, en una forma liquida o sélida que acompania a la
comida, antes de ingerir la comida, o inmediatamente después de ingerir la comida.

La composicion administrada se encuentra normalmente en forma soélida, v.g. en la forma de particulas o en una
forma de dosificacion sélida, v.g. en forma de bolsitas, capsulas o tabletas (v.g. las particulas se procesan ulterior-
mente en una forma de dosificacién adecuada por métodos bien conocidos por las personas expertas en la técnica).
A este fin, pueden afiadirse excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados tales como, v.g., cargas, aglome-
rantes, desintegrantes, colorantes, saborizantes, agentes de ajuste del pH, estabilizadores, etc. Ademas, puede
anadirse una o mas sustancias adicionales terapéuticamente y/o profilacticamente y/u otras enzimas, cofactores,
sustratos, coenzimas, minerales y otros agentes que son utiles en la reduccion del oxalato.

Ejemplos de excipientes adecuados farmacéuticamente aceptables incluyen: dextrinas, maltodextrinas, dextrosa,
fructosa, glucosa, lactosa, derivados de celulosa con inclusion de carboximetilcelulosa calcica, carboximetilcelulosa
sédica, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), celulosa microcristalina (v.g., diversos grados de
Avicel®), almidones o almidones modificados (v.g. almidén de patata, almidén de maiz, almidon de arroz, almidén
pregelatinizado), acetato de polivinilo, polivinilpirrolidona, agar, alginato de sodio, croscarmelosa sodica, hidrogeno-
fosfato de calcio, fosfato de calcio (v.g., fosfato de calcio basico, hidrogenofosfato de calcio), sulfato de calcio, car-
boxialquilcelulosa, dextratos, fosfato de calcio dibasico, gelatina, goma arabiga, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa, polietilenglicol, 6xido de polietileno, y como lubricantes: talco, estearato de
magnesio, estearato de calcio, acido estearico, aceites vegetales hidrogenados y analogos.

Los métodos de la presente invencion comprenden tratar o prevenir condiciones relacionadas con oxalato en huma-
nos y animales por la administracién de una cantidad eficaz de composiciones reductoras del oxalato que compren-
den uno o mas microorganismos reductores del oxalato, una o mas enzimas reductoras del oxalato o combinacion y
mixturas de las mismas en las composiciones particuladas expuestas en esta memoria. Los métodos comprenden
proporcionar composiciones que comprenden las particulas incrustadas con enzima expuestas en esta memoria a
un individuo, humano o animal, y reducir el oxalato presente en el individuo, tratar o prevenir las condiciones relacio-
nadas con el oxalato, y/o reducir una porcion del oxalato ingerido. Los métodos para reduccion del oxalato en un
humano o animal comprenden administrar una cantidad eficaz de una composicién que comprende una o mas en-
zimas reductoras del oxalato o fragmentos que tienen actividad reductora del oxalato en las composiciones particu-
ladas de enzima incrustada de la presente invencién a un individuo, humano o animal, y reducir el oxalato presente.
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La reduccion puede tener lugar en cualquier ambiente de tejido o fluido corporal del individuo. Los fluidos corporales
incluyen secreciones del cuerpo tales como secreciones nasales o gastricas, saliva, sangre, suero, orina, quimo o
materia digestiva, fluido tisular, y otros materiales fluidos o semisélidos producidos por humanos o animales. Por
ejemplo, las composiciones particuladas de enzima incrustada pueden administrarse por via oral a un humano o
animal y la actividad enzimatica reductora del oxalato reduce el oxalato presente en el estbmago del humano o ani-
mal. Las composiciones particuladas de enzima incrustada de la presente invencion pueden mezclarse en liquidos,
comida u otros materiales dietéticos y proporcionarse a un humano o animal de tal modo que la actividad de la en-
zima reductora del oxalato de las particulas sea eficaz en el ambiente del estdmago. Las composiciones particula-
das de enzima incrustada de la presente invencion pueden mezclarse también con alimentos u otros materiales en
los cuales se encuentra oxalato y la actividad de la enzima reductora del oxalato de las particulas reduce el oxalato
presente en el alimento u otros materiales.

Los métodos para el tratamiento y prevencién de las condiciones relacionadas con oxalato comprenden administrar
una composicién que comprende particulas que contienen una cantidad eficaz de enzimas reductoras del oxalato.
Una cantidad eficaz comprende una cantidad de unidades de actividad de la actividad de enzima reductora del oxa-
lato que reducira una porcion del oxalato presente, o un nivel de unidades de actividad de la actividad enzimatica
reductora del oxalato que iniciara una reduccién en la cantidad de oxalato o mantendra una cantidad disminuida de
oxalato en el individuo comparada con la cantidad de oxalato presente antes de la administracion de la composicion.
El numero de unidades de actividad de la actividad enzimética reductora del oxalato que puede utilizarse en una
composicion de dosis simple puede variar desde aproximadamente 0,0001 unidades a aproximadamente 5.000
unidades, desde aproximadamente 5 unidades a 100 unidades, desde 0,05 a 50 unidades, hasta 0,5 a 500, desde
aproximadamente 0,01 unidades a aproximadamente 50 unidades, desde aproximadamente 0,01 unidades a
aproximadamente 5 unidades, desde aproximadamente 1 unidad a aproximadamente 100 unidades, desde aproxi-
madamente 25 unidades a aproximadamente 50 unidades, desde aproximadamente 30 unidades a aproximadamen-
te 100 unidades, desde aproximadamente 40 unidades a aproximadamente 120 unidades, desde aproximadamente
60 unidades a aproximadamente 15, desde aproximadamente 50 unidades a aproximadamente 100 unidades, des-
de aproximadamente 100 unidades a aproximadamente 500 unidades, desde aproximadamente 100 unidades a
aproximadamente 300 unidades, desde aproximadamente 100 unidades a aproximadamente 400 unidades, desde
aproximadamente 100 unidades a aproximadamente 5.000 unidades, desde aproximadamente 1000 unidades a
aproximadamente 5.000 unidades, desde aproximadamente 2500 unidades a aproximadamente 5.000 unidades,
desde aproximadamente 0,001 unidad a aproximadamente 2000 unidades y todos los intervalos abarcados entre
ellos. Las composiciones pueden incluir adicionalmente otras enzimas, cofactores, sustratos, coenzimas, minerales
y otros agentes que son utiles en la reduccién del oxalato. 1 unidad de la enzima es la cantidad de enzima que de-
gradara un micromol de oxalato por minuto a 37°C.

En un medio de tratamiento, una cantidad eficaz de una composicion particulada como se expone en esta memoria
se administra por via oral para ser ingerida por un individuo al menos una vez al dia, al menos dos veces al dia, al
menos tres veces al dia, al menos cuatro veces al dia, 0 mas en caso necesario, y dicha administracién puede reali-
zarse durante un dia, dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias, o una semana, dos semanas, tres semanas, o un
mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, mas de seis meses, un afio, dos afios, o
durante afios, o continuamente a lo largo de la vida del paciente. Dicho tratamiento puede continuarse para mante-
ner los niveles de oxalato deseados en un individuo.

Debe indicarse que, como se utiliza en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas sin-
gulares "un", "una", y "el" o "la" incluyen los referentes plurales a no ser que el contexto indique claramente otra
cosa.

Todas las patentes, solicitudes de patente y referencias incluidas en esta memoria se incorporan especificamente
por referencia en sus totalidades.

Debe entenderse, por supuesto, que lo que antecede se refiere Unicamente a realizaciones ilustrativas de la presen-
te invencién y que pueden hacerse numerosas modificaciones o alteraciones en ella sin apartarse del espiritu y
alcance de la invencion como se expone en esta descripcion.

Aunque en esta memoria se proporcionan las realizaciones ilustrativas de la presente invencion, la presente inven-
cion no se limita a estas realizaciones. Existen numerosas modificaciones o alteraciones que puede idear por si
mismo un experto en la técnica.

La presente invencion se ilustra adicionalmente por via de los ejemplos contenidos en esta memoria, que se propor-
cionan para claridad de comprensién. Las realizaciones ilustrativas no deben interpretarse en modo alguno como
imposicion de limitaciones en cuanto al alcance de la invencién. Por el contrario, debe entenderse claramente que
se puede recurrir a diversas otras realizaciones, modificaciones, y equivalentes de las mismas que, después de la
lectura de la presente descripcion, puede idear por si mismo un experto en la técnica sin apartarse del espiritu de la
presente invencion y/o el alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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EJEMPLOS
Métodos
Ensayo de actividad enzimatica

Las muestras se diluyen adecuadamente con tampon Tris (tipicamente 5 6 10 veces) hasta 0,5-1 mg/ml, del cual se
distribuyen partes alicuotas de 10 pl en tubos Eppendorf de 1,5 ml. Se afiaden a cada tubo 390 ul de tampédn sustra-
to templado (usualmente oxalato 20 mM en tampon de citrato 20 mM, pH 4) y se pone inmediatamente en un ter-
momezclador durante exactamente 10 minutos, pasado cuyo tiempo se afiaden 100 pl de H2SO4 0,5 M. El formiato
total producido se mide directamente por HPLC. Utilizando una columna de intercambio iénico (Aminex HPX-87H,
BioRad) y un gradiente isocratico de H2SO4 20 mM, se detecta el formiato por UV a 210 nm con picos que se elu-
yen tipicamente al cabo de 14,3 minutos.

Test de estabilidad
Incubacion en tampon a un pH de aproximadamente 2 a aproximadamente 3

Después de incubacion de la enzima OxDc libre o la composicion en cuestién que contiene la enzima OxDc incrus-
tada en un material polimero en tampén de glicina 100 mM a un pH comprendido entre 2 y 3 durante cierto periodo,
se analizo la actividad remanente de OxDc.

Incubacion en fluido gastrico simulado

Una composicién de particulas que contenia desde aproximadamente 2 mg de OxDc a aproximadamente 20 mg de
OxDc se puso en un recipiente que contenia 100 ml de fluido gastrico simulado preparado de acuerdo con USP, es
decir por disoluciéon de 2 g de NaCl, 3,2 g de pepsina, y 7 ml de HCI concentrado en un volumen final de 1 litro. A
intervalos de tiempo adecuados, se extrajo una muestra y se ensayé respecto a actividad de OxDc como se ha
descrito arriba.

Incubacion en tampon

El procedimiento fue el mismo que se ha descrito arriba (para fluido gastrico simulado). Sin embargo, se emplearon
diversas soluciones tampoén dependiendo del valor de pH de interés. Tampones adecuados incluyen tampones de
glicina (pH 2-3), tampones de acetato (pH 3-6), tampones de fosfato (pH 5-8), tampones de borato (pH 8-9) y analo-
gos. Puede afadirse una proteasa tal como, v.g., pepsina en una concentracién normalmente correspondiente a la
concentracion encontrada en el fluido gastrico simulado USP.

Ejemplo 1
Preparacion de microparticulas OxDc-alginato e influencia de diversos parametros del proceso sobre la estabilidad

Este ejemplo ilustra la preparacion y estabilidad de microparticulas de OxDc-alginato y, adicionalmente, ilustra la
influencia de diversos parametros del proceso sobre la estabilidad de la OxDc incrustada en las microparticulas.

Preparacion de microparticulas OxDc-alginato
Microparticulas | — Emulsificacion 1:

11 ml de la mixtura de alginato (1,8%, p/v) y OxDc (10:1, v/v; OxDc, 20 mg/ml, en Tris HCI 10 mM, pH 3,9) en tam-
pon de citrato 50 mM, pH 3,9, se mezclaron con 20 ml de aceite mineral que contenia 0,5% de Triton X-100 por
agitacion magnética a 600 rpm durante 10 minutos hasta alcanzar un estado de emulsion estable; se afiadieron
luego 4 ml de emulsién de CaCl2 en aceite mineral (2 ml de CaClI2 0,2 M + 2 ml de aceite mineral) y se continud
agitando durante 30 min. Se afiadieron después 8 ml de emulsion de quitosano en aceite mineral (4 ml de quitosano
al 0,8% y 4 ml de aceite mineral) y se agitdé durante 30 minutos mas. Se recogieron las microparticulas por centrifu-
gacion. En lo que sigue, estas microparticulas se designan como Microparticulas .

Microparticulas Il - Emulsificacion 2:

Todo igual que en la "Emulsificacion 1", excepto que la mixtura de alginato y OxDc se realizd en tampén Tris HCI 10
mM, de pH 8. En lo que sigue, estas microparticulas se designan como Microparticulas Il.

Microparticulas OxDc-Alginato recubiertas de quitosano - gelificacion del alginato a concentraciones diferentes
(emulsificacion) y recubrimiento ulterior de las microparticulas con quitosano:
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Se mezclaron 8 ml de alginato (1,2% o 3%, p/v) con 0,5 ml de OxDc (16 mg/ml) en tampon Tris HCI 50 mM, de pH 9,
y se mezclaron luego con 15 ml de aceite mineral que contenia 0,8% de Triton X-100 por agitacion magnética a 600
rpm durante 10 min hasta alcanzar un estado de emulsion estable; se afiadieron luego 8 ml de emulsion de CaCl2
en aceite mineral (4 ml de CaCl2 1 mM + 4 ml de aceite mineral) y se continué agitando durante 30 minutos, afa-
diendo luego 50 ml de CaCl2 1 M con agitacion. Las microparticulas se recogieron por centrifugacion y se lavaron
dos veces con agua. Todas las microparticulas (aproximadamente 4 ml) se combinaron en la mixtura de 36 ml de
quitosano al 0,4%, pH 5,45 y 4 ml de CaClI2 4 M, y se sacudieron a 200 rpm durante una hora. En lo que sigue,
estas microparticulas se designan como microparticulas OxDc-alginato recubiertas de quitosano.

Todas las microparticulas obtenidas en este ejemplo tenian una distribucién de tamafios de particula que se estima-
ba comprendida en un intervalo de aproximadamente 1-100 pym.

Las microparticulas obtenidas se ensayaron respecto a actividad enzimatica como se ha descrito arriba. La actividad
enzimatica total es la actividad enzimatica de las enzimas antes de la incrustacion de las enzimas en la matriz de
polimero, y esta cantidad se ajusta al 100%. Se obtuvieron los resultados siguientes:

Se encontré aproximadamente 40% y 48% de la actividad enzimatica total en las microparticulas preparadas a pH
3,9 (Microparticulas 1) y a pH 8 (Microparticulas Il), respectivamente. La estabilidad de las dos clases de microparti-
culas se test6 a pH 3 con 3,2 mg/ml de pepsina. Se encontré aproximadamente 42% y 60% de la actividad enzimati-
ca total en las microparticulas OxDc-alginato recubiertas de quitosano preparadas con 1,2% y 3% de alginato,
respectivamente. La estabilidad de las dos clases de microparticulas OxDc-alginato recubiertas de quitosano se
testd a pH 3 con 3,2 mg/ml de pepsina (Fig. 2).

Fig. 1 es una grafica de la estabilidad de OxDc en las Microparticulas | (preparadas a pH 3,9) y en las Microparticu-
las Il (preparadas a pH 8) a pH 3 con pepsina. Los cuadrados son Microparticulas I, los triangulos son Microparticu-
las Il. Fig. 2 es una grafica que muestra los efectos de la concentracion de alginato para la formulaciéon de
microparticulas de alginato sobre la estabilidad de OxDc en las microparticulas OxDc-alginato recubiertas de quito-
sano a pH 3 con pepsina. Los cuadrados son microparticulas formadas con 3% de alginato, y los circulos son mi-
croparticulas formadas con 1,2% de alginato.

De acuerdo con ello, el pH presente durante la preparacion de las microparticulas parece influir en la estabilidad de
OxDc durante la incubacion, es decir que un aumento en pH favorece una mejor estabilidad y un aumento en la
concentracion de alginato parece tener también un impacto positivo sobre la estabilidad.

Ejemplo 2

Preparacion de nanoparticulas de OxDc y recubrimiento de las mismas

Este ejemplo ilustra la preparacion de nanoparticulas que contienen OxDc y diversos recubrimientos de las mismas.
Nanoparticulas OxDc-quitosano/tripolifosfato:

40 ml de tripolifosfato (TPP) al 0,15% (p/v) que contenian 0,5 mg/ml de OxDc, pH 8,1 (ajustado por HCI antes de la
adicion de OxDc) se vertieron gota a gota en 120 ml de quitosano al 0,18% (p/v) en acido acético al 0,13% (p/v), pH
3,92. Las nanoparticulas se recogieron por centrifugacion y se lavaron dos veces con agua. Este proceso produjo
aproximadamente 4 ml de suspensién de nanoparticulas.

Nanoparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato:

Se diluyeron 0,8 ml de la suspensién de nanoparticulas en 10 ml de agua con agitacion, y se afiadieron luego gota a
gota 5 ml de solucién de alginato al 1,2% (en tampén Tris HCI 25 mM, pH 8,6). La mixtura se mantuvo en agitacion
durante 5 minutos. El tamafio de las nanoparticulas recubiertas aumentoé hasta 2-400 ym, siendo la mayoria de las
particulas de aproximadamente 30 um (véase Fig. 3), debido a la agregacién de las nanoparticulas y la reticulacion
con alginato. Las microparticulas se recogieron por centrifugacién a 3000 g durante 3 minutos. Las microparticulas
se lavaron dos veces con agua y se resuspendieron. En Fig. 3 se muestran las estadisticas de volumen (aritméticas)
17795s3_07_01.$1s. Célculos desde 0,040 ym hasta 2009 um. Volumen: 100%; media: 48,53 um; mediana: 29,10
uUm; ratio media/mediana: 1,668; moda: 28,70 um; D.S.: 65,43 um; C.V. 135%; sesgo: 4,384 sesgada a la derecha;
curtosis 26,90 leptocurtica; d10 8,814 um; d50 29,10 ym; d90 109,9 um.

Nanoparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de carragenano:
Se diluyeron 0,8 ml de la suspensién de nanoparticulas en 10 ml de agua con agitacion, y se afiadieron luego gota a

gota 5 ml de solucién de carragenano al 0,5% (natural, pH 8,9). La mixtura se mantuvo en agitacion durante 5 min.
Las nanoparticulas recubiertas deberian formar microparticulas y tener una distribucién similar a las recubiertas de
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alginato (véase arriba). Las microparticulas se recogieron por centrifugacion y se lavaron dos veces con agua, des-
pués de lo cual se resuspendieron.

Las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato o carragenano se reticularon con aldehido glutarico
a diferentes concentraciones de aldehido glutarico:

Se diluyeron 0,2 ml de la suspension de microparticulas en 0,8 ml de agua con agitacion, se afiadieron luego 2 ml de
solucion de aldehido glutarico al 0,15-7,5% (en KPB 50 mM, pH 7,5) y se mezclé el todo. La mixtura se mantuvo en
agitacion durante 15-40 min y las microparticulas se recogieron por centrifugacion y se lavaron dos veces con agua.

Reduccion de las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehido glutarico:

Se prepararon dos clases diferentes de microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas
con aldehido glutarico: una se reticuld sin adicion de CaCl2 y la otra con adicion de CaCl2 1,2 M 10 minutos des-
pués de iniciarse la reaccion de reticulacion (1% de aldehido glutarico). Después que tuvo lugar la reaccion de reti-
culacion durante una hora, se recogieron las microparticulas por centrifugacion y se lavaron dos veces con agua.
Las dos clases de microparticulas se suspendieron ulteriormente en 100 mM de KPB, pH 7,5. Se afadi6 cierta can-
tidad de polvo de NaBH4 a las soluciones de suspension para obtener una concentracion final de NaBH4 20 mM
que se mantuvo en la oscuridad con sacudidas durante 14 h.

Se obtuvieron los resultados siguientes:
Nanoparticulas OxDc-quitosano/TPP:

Las nanoparticulas eran demasiado pequefias para poderse observar visualmente bajo el microscopio 6ptico. La
OxDc estaba atrapada practicamente en un 100% por las nanoparticulas en las condiciones presentes. En estas
condiciones, la OxDc se disolvio con TPP a pH alto (8,6) y se vertié luego gota a gota en una solucion de quitosano
de pH bajo (3,92). La gran preferencia de la enzima disuelta a pH alto sobre la disuelta a pH bajo es un factor para el
mantenimiento de la enzima en el interior de las nanoparticulas durante el periodo de formacién de las nanoparticu-
las. La estabilidad de OxDc a pH 3,0 en las nanoparticulas OxDc-quitosano/TPP estaba comprendida entre las de la
Microparticula | y la Microparticula Il del Ejemplo 1y Fig. 1.

Microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato:

La estabilidad de OxDc a pH 3,0 aumenté adicionalmente cuando se aplicd un recubrimiento de alginato, en compa-
racion con las nanoparticulas sin recubrimiento. Véase Fig. 4, donde los cuadrados son nanoparticulas sin recubri-
miento alguno, los circulos son microparticulas con recubrimiento de alginato, y los triangulos son microparticulas
con recubrimiento de carragenano.

Microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de carragenano:

La estabilidad de OxDc a pH 3,0 aumenté adicionalmente cuando se aplicé un recubrimiento de carragenano (com-
parada con las nanoparticulas sin recubrimiento), Fig. 4.

Microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato en las que la particula entera esta reticulada con alde-
hido glutérico a diferentes concentraciones de aldehido glutarico:

(Aunque no se desea quedar ligados por teoria alguna, se cree que la reticulacién con aldehido glutarico ocurre
principalmente en el interior de la molécula de quitosano, ligando las moléculas de quitosano consigo mismas y unas
con otras, y entre las moléculas de quitosano y las moléculas de enzima).

Las microparticulas recubiertas de alginato mas reticulaciéon exhibian mayor estabilidad a pH bajo que las nanoparti-
culas sin recubrimiento de alginato. El alto nivel de reticulacion mejoraba la estabilidad de OxDc en el interior de las
microparticulas recubiertas de alginato a pH bajo (Fig. 5). Las microparticulas mas estables pueden sumergirse en
una solucién a pH 2,6 con pepsina durante 4 h sin pérdida de actividad. La actividad era aproximadamente 30%
después de 3,5 horas de incubaciéon a pH 2,4 con pepsina. Véase Fig. 5, que muestra los efectos de la concentra-
cion de aldehido glutarico durante la reticulacion sobre la estabilidad de OxDc en las microparticulas OxDc-
quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehido glutarico a pH 2,4 con pepsina. Los cuadrados son
aldehido glutarico al 1% sin recubrimiento alguno de alginato, los circulos son aldehido glutarico al 0,5%, los trian-
gulos que apuntan hacia arriba son aldehido glutarico al 1%, y los triangulos que apuntan hacia abajo son aldehido
glutérico al 2%, y los rombos son aldehido glutarico al 5%.

Reduccion de las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehido glutarico:
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La estabilidad de las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehido glutari-
co a pH bajo después de la reduccion de los dobles enlaces de Schiff aumentaba significativamente. Las microparti-
culas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehido glutarico con adicién de CaCl2 durante
la reticulacion perdian 80% de la actividad de OxDc después de 120 minutos, en tanto que las microparticulas sin
adicion de CaCl2 a pH aproximado de 2,0 perdian 80% de actividad en un tiempo muy breve. Para detalles, véase
Fig. 6, que es una grafica que muestra la estabilidad de OxDc en dos clases de microparticulas reticuladas y reduci-
das a pH 2,2 y 1,85, donde los cuadrados son pH 2,2 sin adicion alguna de Ca+2, los circulos son pH 2,2 con la
adicion de Ca+2, los triangulos que apuntan hacia arriba son pH 1,85 sin cantidad alguna de Ca+2, y los triangulos
que apuntan hacia abajo son pH 1,85 con Ca+2.

A partir de la serie de experimentos anteriores, se seleccion6 la formulacion de microparticulas de OxDc-
quitosano/TPP recubiertas de alginato reticuladas con aldehido glutarico y reducidas para desarrollo ulterior.

Ejemplo 3
Experimentos para testado in vitro de la eliminacion del oxalato de la comida en condiciones estomacales simuladas

Testado in vitro de microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato reticuladas con aldehido glutarico y
reducidas.

Se mezclaron 10, 20 y 40 g de espinacas con 12 ml de jugo gastrico simulado (fluido gastrico) (84 mm de HCI con
3,2 mg/ml de pepsina), respectivamente. Se afiadio luego agua hasta alcanzar los volumenes finales de 40, 80 y 160
ml, respectivamente. Después de la homogeneizacion de las espinacas, el fluido gastrico simulado y agua, se afia-
dieron a las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato, reticuladas con aldehido glutarico y redu-
cidas para degradar el oxalato liberado por las espinacas. La ratio (dosis) de espinacas/microparticulas es 200 (200
g de espinacas mezclados con 1 g de microparticulas) para el total de las tres condiciones. Se seleccionaron para
este experimento espinacas debido a que contienen una elevada cantidad de oxalato (aproximadamente 200 mM de
oxalato en la hoja de espinaca congelada).

Resultados y exposicion:

La cantidad de oxalato soluble se ve influida significativamente por el pH. Los valores de pH eran 2,5, 3,5y 4,2 para
las condiciones de 10, 20 y 40 g de espinacas, respectivamente. Las concentraciones iniciales de oxalato soluble
eran 30,0, 22,8 y 14,7 mM, para las condiciones de 10, 20 y 40 g de espinacas, respectivamente (Figura 7). Si todo
el oxalato fuese soluble, su concentracion deberia ser alrededor de 48 mM. Asi pues, habia oxalato insoluble pre-
sente en las tres condiciones. La Figura 7 indica que el oxalato soluble inicial se eliminaba practicamente por com-
pleto en pocos minutos. El oxalato soluble remanente no descendia hasta 0, pero se mantenia en un nivel bajo
durante cierto periodo, debido a que el oxalato insoluble comenzaba a disolverse a medida que se eliminaba mas
oxalato soluble. La Figura 7 muestra que la biodisponibilidad del oxalato (porcion soluble) se reducia rapidamente en
las tres condiciones. Los cuadrados son 10 g de espinacas con 0,05 g de microparticulas lavadas, los rombos son
20 g de espinacas con 0,1 g de microparticulas lavadas, y los tridngulos que apuntan hacia arriba son 40 g de espi-
nacas con 0,2 g de microparticulas.

Las microparticulas de OxDc seguian eliminando cada vez mas oxalato soluble (Fig. 8). Al cabo de una hora, practi-
camente todo el oxalato contenido en las espinacas en la primera condicién (cuadrados) y aproximadamente el 90%
en la segunda condicion (rombos), se habia eliminado. Para la tercera condicion (triangulos), se eliminaba unica-
mente el 50% del oxalato, pero la parte soluble estaba proxima a 0. Por tanto, en las tres condiciones, la absorcién
del oxalato puede ser limitada eficazmente en el tracto Gl, dado que la concentracion del oxalato soluble era muy
baja y se habia reducido gran parte del oxalato. La Figura 8 es una grafica de la evoluciéon temporal del oxalato
soluble total en las espinacas eliminado por las microparticulas en tres condiciones simuladas diferentes. La concen-
tracion total de oxalato en cada una de las muestras de espinacas era aproximadamente 50 mM. Los cuadrados son
10 g de espinacas con 0,05 g de microparticulas, los rombos son 20 g de espinacas con 0,1 g de microparticulas, y
los triangulos que apuntan hacia arriba son 40 g de espinacas con 0,2 g de microparticulas.

Utilizando estos resultados para simular un tratamiento in vivo, supongamos que una persona cuyo estobmago con-
tiene 120 ml de fluido gastrico comienza a ingerir un total de 400 g de espinacas. Después de la ingesta de 100 g de
espinacas, se toman 4 g de microparticulas. Practicamente la totalidad del oxalato soluble se eliminara en el trans-
curso de 2 min. Aunque la ingesta de las espinacas continua hasta que se ingieren 400 g, el oxalato soluble se man-
tiene por debajo de 3 mM durante toda la comida y se reduce rapidamente a 0 después de la comida.

Ejemplo 4

OxDc formulada de acuerdo con la invencion
I. Preparaciéon de OxDc (microparticulas) formulada y testado de su estabilidad a pH bajo
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Se producen como sigue microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato reticuladas con aldehido
glutarico y reducidas:

1. Formacion de nanoparticulas OxDc-quitosano/TPP por vertido gota a gota de solucion de tripolifosfato
(TPP) en una mixtura de quitosano y OxDc.

2. Recubrimiento de las nanoparticulas anteriores con alginato por adicion de la solucién de alginato a la
suspension anterior. Las nanoparticulas se transforman en microparticulas debido a la agregacion de
las nanoparticulas, y durante este proceso se produce reticulacion fisica por el alginato.

3. Reticulacion de las microparticulas anteriores por el aldehido glutarico.
4. Reduccioén de la base de Schiff por NaBH4.

La preparacion se hizo de acuerdo con la descripcion del ejemplo 2.

Testado de la estabilidad de OxDc libre o formulada a pH bajo:

Después de la incubacion de OxDc como enzima libre o en esta microparticula en tampén de glicina 100 mM a un
intervalo de pH de 2 a 3 durante cierto periodo, se analizé la actividad remanente de OxDc. Fig. 9 es una grafica que
demuestra que la reticulacion con aldehido glutarico (0,5-5%) mejoraba la estabilidad de OxDc en las microparticu-
las quitosano/TPP recubiertas de alginato a pH 2,4 y en presencia de pepsina. Los cuadrados son 0% de aldehido
glutérico, los circulos son 0,5% de aldehido glutarico, los triangulos que apuntan hacia arriba son 1% de aldehido
glutarico y los rombos son 5% de aldehido glutarico.

Como se muestra en Fig. 9, la actividad de las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato sin
reticulacion (control) representadas por los puntos cuadrados se destruye completamente en menos de 15 minutos a
pH 2,4. En contraste, la reticulacion con 0,5-5% de aldehido glutarico estabiliza la actividad enzimatica de las micro-
particulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato durante hasta 2 horas. Es sabido que la OxDc natural (no
formulada, libre, no incrustada) se desactiva irreversiblemente a pH < 3,0. La estabilidad de las microparticulas
OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehido glutarico aumentaba adicionalmente des-
pués de la base de Schiff en estas microparticulas (Fig. 10).

Fig. 10 es una grafica que demuestra que la reduccion por la base de Schiff aumentaba la estabilidad de OxDc en
las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehido glutarico a pH 2,2 y en
presencia de pepsina (puntos cuadrados). Las microparticulas se desactivan rapidamente a pH < 2,0 (puntos trian-
gulares).

Las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato reticuladas con aldehido glutarico y reducidas
retienen su estabilidad a pH tan bajo como 2,2. Esto constituye una mejora importante, dado que la enzima no for-
mulada (libre, no incrustada) se desactiva irreversiblemente a pH < 3,0.

Il. Estudios sobre la degradacion del oxalato por las microparticulas de OxDc
A. Degradacién del oxalato (como oxalato de sodio) en el intervalo bajo de concentracion:

Microparticulas de OxDc (preparadas como se describe en |, Ejemplo 4 anterior) que contenian 2 6 20 mg de OxDc
se mezclaron con 100 ml de solucion de oxalato con concentracion desde 0,05 a 2 mM a pH 3 a 37°C. El formiato
generado se midié durante cierto periodo de tiempo.

Como se muestra en Fig. 11 Ay B, las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato reticuladas con
aldehido glutarico y reducidas pueden degradar el oxalato al menos en las concentraciones comprendidas desde
0,05 mM hasta 2,0 mM.

Una concentracion 0,05 mM a 2 mM de oxalato en el estbmago humano corresponde a una ingesta dietética de 5
mg a 180 mg de oxalato y un volumen de estdmago supuesto de 1 litro. Se ha consignado que la ingesta media
diaria de oxalato en la dieta occidental es 100-500 mg/dia en todas las comidas. La ingesta puede ser mucho mayor
si se ingieren ciertos alimentos ricos en oxalato como las espinacas. La degradacion del oxalato en el intervalo de 15
a 30 mM de espinacas ha sido investigada también y se describe a continuacion.

Fig. 11 Ay B son graficas que muestran el oxalato eliminado por las microparticulas OxDc-quitosano/TPP recubier-
tas de alginato reticuladas con aldehido glutarico y reducidas a pH 3. A, microparticulas correspondientes a 20 mg
de OxDc en 100 ml de solucién de oxalato; B, microparticulas correspondientes a 2 mg OxDc en 100 ml de solucién
de oxalato. Los cuadrados son concentracion 0,05 mM de oxalato, los circulos son concentracion 0,2 mM de oxala-
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to, los triangulos que apuntan hacia arriba son concentracion 1,0 mM de oxalato, y los triangulos que apuntan hacia
abajo son concentracion 2,0 mM de oxalato.

20 mg de OxDc (cantidad estimada de proteina enzimatica en 1,0 ml de la formulacién de microparticulas) degrada-
ban practicamente por completo 0,05 mM a 2 mM de oxalato en 2 minutos.

Degradacion del oxalato de las espinacas en condiciones gastricas simuladas:

Mezcladura de espinacas con fluido gastrico simulado: 10, 20 y 40 g de espinacas se mezclaron con 12 ml de jugo
estomacal simulado (84 mM de HCI con 3,2 mg/ml de pepsina) y se afiadié luego agua hasta alcanzar los volime-
nes finales de 40, 80 y 160 ml respectivamente.

Eliminacion del oxalato por OxDc: Después de homogeneizacion de las suspensiones de espinacas, fluido gastrico y
agua, se afadieron microparticulas de OxDc para degradar el oxalato liberado por las espinacas. La ratio (dosis) de
espinacas/OxDc es aproximadamente 2000 (2000 g de espinacas mezclados con microparticulas que tenian la
actividad de 1 g de OxDc) para las tres condiciones.

El oxalato total calculado en todas las preparaciones anteriores era 50 mM (se ha consignado que las espinacas
contienen 18 g de oxalato total/kg). Debido a los diferentes niveles de tamponamiento del fluido gastrico por la pre-
sencia de las espinacas, el pH final de 3 suspensiones de espinacas era 2,5, 3,5 y 4,2, respectivamente. Se sabe
que el pH del medio afecta a la disponibilidad del oxalato soluble y por consiguiente la concentracion de oxalato
biodisponible en las tres preparaciones testadas era 30 mM (puntos cuadrados), 22 mM (puntos rémbicos) y 15 mM
(puntos triangulares) respectivamente. (Fig. 12)
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TABLA 1
Preparaciones de espinacas pH Conc. total de oxalato Conc. de oxalato soluble
10 g/40 ml de jugo gastrico 2,5 50 mM 30 mM
20 g/80 ml de jugo gastrico 3,5 50 mM 22 mM
40 g/160 ml de jugo gastrico 4,2 50 mM 15 mM

La Figura 12A es una grafica que demuestra que la biodisponibilidad del oxalato (parte soluble) se reducia rapida-
mente en las tres condiciones; 12B es una grafica que muestra el porcentaje del oxalato total eliminado. Los cuadra-
dos son 10 g de espinacas con una cantidad de microparticulas igual a 5 mg de OxDc (por actividad enzimatica); los
rombos son 20 g de espinacas con una cantidad de microparticulas igual a 10 mg de OxDc, los triangulos que apun-

tan hacia arriba son 40 g de espinacas con una cantidad de microparticulas igual a 20 mg de OxDc.

Las microparticulas con OxDc eran capaces de degradar una extensa gama de concentraciones de oxalato desde
0,05 mM hasta 30 mM en condiciones gastricas simuladas a pH comprendido entre 2,5y 4,2 (véase Fig. 12 Ay B) o
en un tampon a pH 3 (Fig. 11 Ay B). Partiendo de esta serie de experimentos puede estimarse que 20 mg de micro-

particulas con OxDc (en 1,0 ml de suspension) pueden degradar 180 mg de oxalato en el transcurso de 30 minutos.
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LISTADO DE SECUENCIAS

Composiciones y Métodos para Reduccion del Oxalato

Glu

Asp

Ala

40

Glu

Lys

val

Leu

Tyr

120

Ser

Ala

Leu

Lys

<110> oOxThera Inc
<120>
<130> P12864EP/P12864
<140> 06845574.0
<141> 2008-07-14
<160> 10
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1
<211> 568
<212> PRT
<213> oOxalcbacter formigenes
<400> 1
Met Ser Asn ASp Asp Asn Vval
1 5
ITe Asp Ala Leu Lys Met Asn
20
Gly Ile ggo Ile Thr Asn Leu
Arg Phe Tyr Ser Phe Arg His
50 55
ITe Ala Gly Tyr Ile Glu Gly
65 70
Ala Pro Gly Phe hgu Asn Gly
Ash Cys Phe Pro Met Ile Leu
100
val Asp Leu GIn 61n Gly Asp
115
Ala Arg Pro His Cys Lys Ala
13 135
ITe Pro Ile Gly Ile Ala Arg
145 . 150
Pro Gly Gly val Tyr val Asp
165
Ile ser val Glu Glu Ala Asn
180

Leu

Ile

Arg

Gln

PI‘Q

Thr

ser

105

Glu

Phe

val

Pro

Leu
185

29

Thr

10

Asp

Met

His

Gly

ser

90

Gly

Glu

Arg

Arg

Ala

170

Leu

Asp
Thr
Trp
Ala
val
75

Leu
ser
Met
Ile
Thr
155

Lys

FPhe

Gly

Met

Gln

Gly

Cys

Ala

Ser

Asp

Asn

140

Ala

Leu

Lys

Phe
Tyr
Asp
45

Tyr
Leu
His
Glu

G
1

P =
w3

ser

val

Phe

Pro

His

Gly

30

Asp

Ala

Thr

Ala

110

Met

Ile

Ser

Gly

Ile

val

15

val

Gly

Ala

val

Thr

95

Glu

Asn

LYS

Gly

Glin

175

Asp

Leu

val

Gln

ser

Ser

80

Thr

Ile

val

ASp

Arg

160

Thr

Pro
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Ala Pro Ala Gln Ile Pro Ala Glu Asp Ala Ile Ala Arg Ala Ala Asp
195 200 205

Leu Ile Lys Asn Ala Lys Arg Pro Val Ile Met Leu Gly Lys Gly Ala
210 21 220

Ala Tyr Ala GIn Cys Asp Asp Glu Ile Arg Ala Leu val Glu Glu Thr
225 230 235 240

Gly Ile Pro Phe Leu Pro Met Gly Met Ala Lys Gly Leu Leu Pro Asp
245 250 255

Asn His Pro Gln Ser Ala Ala Ala Thr Arg Ala Phe Ala Leu Ala Gln
260 265 270

Cys Asp val Cys val Leu Ile Gly Ala Arg Leu Asn Trp Leu Met GIn
275 280 285

His Gly Lys Gly Lys Thr Trp Gly Asp Glu Leu Lys Lys Tyr val GIn
290 295 300

Ile Asp Ile GIn Ala Asn Glu Met Asp Ser Asn GIn Pro Ile Ala Ala
305 310 315 - 320

Pro val val Gly Asp Ile Lys Ser Ala val Ser Leu Leu Arg Lgs Ala
325 330 335

Leu Lys Gly Ala Pro Lys Ala Asp Ala Glu Trp Thr Gly Ala Leu Lys
340 345 _ 350

Ala Lys val Asp Gly Asn Lys Ala Lys Leu Ala Gly Lys met Thr aAla
355 360 365

Glu Thr Pro Ser Gly Met Met Asn Tyr Ser Asn Ser Leu Gly val val
370 375 380

Arg Asp Phe Met Leu Ala Asn Pro Asp Ile Ser Leu val Asn Glu Gly
38 390 395 400

Ala Asn Ala Leu Asp Asn Thr Arg met Ile val Asp Met Leu Lys Pro
40 410 415

Arg Lys Arg Leu Asp Ser Gly Thr Trp Gly val Met Gly Ile Gly Met
420 425 430

Gly Tyr Cys val Ala Ala Ala Ala val Thr Gly Lys Pro val Ile Ala
435 440 445

val Glu Gly Asp Ser Ala Phe Gly Phe Ser Gly Met Glu Leu Glu Thr
450 455 460

30



Ile
465

Cys Arg

Gly Ile Tyr

Cys Thr Arg

Gly Gly Lys

Glu Glu

530

Leu

Ile
545

Asp Pro

val val ser

<210> 2
<211> 2340
<212> DNA
<213>

<400> 2
gagcaagatg

ccctacttcc
gccggtatce
ttttaatgct
tcaggcggat
agtcaaattg
gtatgcggca
tattactcat
atgccctgaa
acctggctcg
acgcaggtta
ccgtttccege
gcttcccaat
gcgattacga
gtatcaacag
ccggacgtcec
ctgtagaaga

ctgctgaaga

Tyr Asn

Leu

ES 2362897 T3

Pro val

470

Gl

Lys
48

Leu Thr

500

Gly Tyr

Ala val

Asp Ala

val

Lys
565

agatgtcctt
ggtgtgccag
cggctattcc
gtatggacaa
ttgtttaaat
acttatgtca
tactcggaat
gagtaacgac
aatgaatgac
tatgtggcaa
tgcagcttct
cccrggettc
gatcctgttg

agaaatggat’

catcaaagac
aggtggtgtt
agctaacaaa

cgctatcgct

Asn

Arg

val

Ala

Glu Ala

Gly Arg

Ala Asn

520

Ser

Gly
535

Glu

val

Lys Lys

oxalobacter formigenes

cctctgtggce
acatctccaa
ttacttttcc
ttttccggcea
tgacctgaat
atggtgccaa
tgacgttaaa
gacaatgtag
atcgatacca
gatgacggtc
atcgccggtt
ctgaacggcg
agcggttcca
cagatgaatg
attccaatcg
tacgttgact
ctgctcttca
cgcgctgctg

Thr

565

Thr

Ile
475

val

Pro Gln

490

Asp

Asp Met

Pro Ala

Lys Pro Cys

ser Gly

Ar
55

datcaggaat
agatctcatg
aaattgggtg
gtgaaatttt
caatattgcc
attgacctag
Ccaacgtttat
agttgactga
tgtatggtgt
agcgttttta
acatcgaagg
tgacttccct
gtgaacgtga
ttgcacgtcc
gtatcgctcg
tgccagcaaa
aaccaatcga

acctgatcaa

31

Ile Met Asn

Pro Gly val

Glu
510

Met Met

Glu Leu

Lys
525

Leu Ile

540

Asn

Ile Lys Ser

atattgacgg
tggttttgga
taatgcaatg
cagatgcatt
ggattgatct
gtcaacggga
Ccaaaaccaac
tggctttcat
tgtcggecatt
cagcttccgt
aaaacctggc
ggctcatgca
aatcgtcgat
acactgcaaa
tgcagttcgce
actgttcggt
tccagctccg

gaacgccaaa

Asn Gly

Ile
495

Ser

Ala Phe

Ala Ala

Ala Met

Leu Asn

560

cacgtgtttt
atccattttt
aatctatggt
tcatttgtat
aggtcaatga
tttttaaagqg
caaagaaagg
gttttgatcg
cctatcacga
cacgaacaac
gtttgcttga
accaccaact

ttgcaacagg

gcttctttec.

accgctgtat
cagaccattt
gcacagattc
cgtccagtta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080



tcatgctggg
aagaaaccgg
atccacaatc
tgatcggcge
aactgaagaa
tcgctgeacc
aaggcgctcce
acaaagccaa
Cccaattccct
acgaaggcgc
aacgtcttga
cagctgctgt
ccggtatgga
acaatggtgg
cccgtctgac
ttgccaatac
catgcctgat
gcctgaacgt
cgaccggtca
cttgcagttt
cgagaaacat
<210> 3

<211> 428
$15 "o
<400> 3

Met Thr Lys Pro Leu

1 5

Gln Ala Gly Pro Ala

20

val Ile Lys Ile Glu
35 -

Leu GIn Asp Lys Pro

50

Egs AsSn Lys Arg Ser

oxalobacter

taaaggcgct
catcccattc
cgctgctgeca
tcgtctgaac
atacgttcag
agttgttggt
aaaagctgac
actggctggc
gggcgttgtt
taatgcactc
ctccggtacc
taccggcaaa
actggaaacc
tatctataaa
ccgtggtcgt
tccagcagaa
caacgcgatg
tgtaagtaaa
cataaagtgt
ataaacagga

tcttttttat
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gcatacgcac
ctgccaatgg
acccgtgctt
tggctgatgc
atcgacatcc
gacatcaagt
gctgaatgga
dagatgactg
cgtgacttca
gacaacactc
tggggtgtta
ccggttatcg
atctgccgtt
ggtaacgaag
tacgacatga
ctgaaagctg
atcgatccag
gttggcaaga
tcgaatgecce
aaaattgaag

tgaaaattgc

formigenes

Asp Gly Ile
Cys Thr Gln
Arg Arg ggy

Asn val Asp

55

ITe Glu Leu
70

Asn

Met

25

Ser

Ser

Asp

aatgcgacga
gtatggctaa
tcgcactggc
agcacggtaa
aggctaacga
ccgeegtttc
ccggegetct
ccgaaacccc
tgctggcaaa
gtatgattgt
tgggtattgg
ctgttgaagg
acaacctgcc
cagatccaca
tgatggaagc
ctctggaaga
acgctggtgt
aataattagc
ttcaagttta
tattcagagc

cataaacaca

val Leu
10

Met Gly
Gly Asp

Leu Tyr

Met Lys
75

32

cgaaatccge
aggcctgetag
acagtgtgac
aggcaaaacc
aatggacagc
cctgcteege
gaaagccaaa
atccggaatg
tccggatatt
tgacatgctg
tatgggctac
cgatagcgca
agttaccgtt
accaggcgtt
atttggcggt
agctgttgct
cgaatctggc
ccaactttga
cttgaagggc
ggaaaagcag
tttttaaagc

Asp Phe Thr

Phe Leu Gly

30
Met Thr Arg
45

Phe Thr
60

Met

Thr Pro Glu

gcactggttg
cctgacaacc
gtttgcgtac
tggggcgacg
aaccagccta
aaagcactga
gttgacggca
atgaactact
tccctggtta
aaaccacgca
tgcgttgctg
ttcggtttct
atcatcatga
atctcctgta
aaaggttatg
tccggcaaac
cgtatcaaga
tgaccggtta
atttttttac
atttaagcca
tggetttttt

His val

15

Ala Asn

Gly Trp
Phe

Asn

Gly Lys

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



Glu
Phe
Gln
Glu
15
Thr
Met
Gly
Arg
Ala
Asn
Ala
G'I.u
Trp
Pro
305

Phe

Thr

Leu

Gly

Glu

Gly

Ser

val

Ile

Gin

Ile

Glu

Pro

Gly

Thr

Pro

290

Ala

ser

Glu

Leu

Pro

Leu

115

His

Gly

ser

Gly

Lys

195

Lys

Tyr

Leu

Gly

As

27

Gln

Tyr

Phe

Trp

Glu

Gly

Asn

aAla

Gly

Gly

Ile

180

val

Leu

Pro

Ser

Gl

26

Ala

Ile

Asn

Ile

Ala
340

Gin

85

Ala

Pro

Asn

Ala

Ala

165

Leu

Ala

Arg

Gln

Phe

245

Gly

Asp

Cys

Thr

Glu

325

Ala

Met

Leu

Arg

Glu

Ala

150

Ala

Ala

val

Asp

Ala

ASp

Gln

Ser

AsSp

Phe

310

Thr

Gln
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Ile

ASp

val

Leu

Ala

Ala

Gln

215

Gln

Asn

Pro

Tyr

Met

295

Glu

Lys

Tyr

Lys

Arg

Ile

120

Leu

Thr

Gly

Leu

Met

200

Gln

Pro

Ile

Gly

val

280

Ile

Gly

Phe

Gly

Lys
Met
105
Leu
Lys

Thr

Asp

Arg
Asn
Thr
Tr

26

Tyr
Asp
Arg

Ala

33

Ala
90

Gly

Ala

val

Gly

Ser

170

Met

Asp

Leu

Phe

ser

250

Met

Phe

Lys

val

Asp

330

Pro

Asp

Phe

ser

TYr

Phe

155

Asn

Arg

Ala

Glu

P e

val

Leu

Thr

Pro

As

31

Lys

Cys

val

Thr

val

Glu

140

Trp

Ser

His

val

Ar

22

Phe

Pro

Lys

Ile

Glu

300

Lys

AsSp

Gly

Met
Trp
Lys
133
AsSn
Asp
Gly
Lys
Leu
205
Thr
Asp
Arg
Cys
Ala
285
Trp
Leu

Lys

Pro

val
Glu
110
Gly
val
Gly
Met
Thr
190
Asn
Gly
Arg
Gly
Lys
370
Ala
Lys
Met

Phe

val
350

Glu

95

TYyr

TYyr

Ala

Pro

His

175

Gly

Leu

Ile

Asp

Gly

Asn

Asp

Asp

Glu

335

Met

Asn

Ile

Ala

Gln

Pro

160

Leu

Arg

val

Leu

Gl

24

AsSn

Trp

Met

ASp

Ile

320

val

ser



Met Lys Glu

Glu val

370

val

Pro Phe

385

Lys

Leu Gly Glu

Ala Lys Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 4
aagcttgctt

4
1579
DNA

ccctttgggc
dddaaccCaaa
gaattaatgt
gtttcttggg
gatggctgca
aacgttcgat
tcaagaaagc
ttacttggga
atgcagaagg
gcggtgetge
tgggtgactc
gtcacaaaac
tggttcgtat
acccacaggc
acatcacttc
tgaaatgtaa
acatgtggcc
acaacacatt
agttcgctga
gcggtccggt

Leu Ala

val

Phe

His
405

Lys Glu

420

cattttgaga
gaagtttttc
agttgtacca
gcttgacttt
cgcaaacgtc
ggacaaacca
tgaactggac
cgacgtcatg
atacattcag
ccacgccaac
agctaccacc
caactccagt
cggccgtggt
caaactgcgt
tcagcctaac
cgttccacgt
aggttgggaa
acagatctgc
cgaaggtcgt
caaggacaaa

catgtccatg

His

Asp Glu

ser Gly

Thr Asp

Leu

ES 2

Pro

Asp
360

Ile
375

Arg
Phe Gln
Glu val

His Ala

Oxalobacter formigenes

tgttatgcga
tttcttggca
acgacaagga
acccacgtcc
atcaagattg
aatgttgétt
atgaaaaccc
gtcgaaaact
gaactgaatc
gaacacctga
ggtttctggg
atgcacctga
cagaaagttg
gaccagcaac
tttgccttcg
ggtggtaacg
accgatgcgg
gacatgatcg
gttgacaagc
ttcgaagtta

aaagaactgg
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ser Leu Gln
Gly Asn His

Pro Glu Ile
395

Leu Lys Glu

410

Lys 6In val
425

agtgttagca
gttcctttcg
aatgagaaat
aggcaggtcc
aaagacgtgg
ccctgtattt
cggaaggcaa
tcggaccagg
cacgcgtcat
aagtttatga
atggtcctecce
tgatcggtat
ccgtcgctat
gtctggaaag
acagagacgg
caggtggcgg
actcctacgt
acaagccaga
tgatggacat
ccgaatgggc

ctcacgatcc

34

Lys
365

Leu
380

val Gly Thr val

Thr val Gly Ala

Thr Arg Ala Pro Leu

Leu

val

acccaagtta
gggaaacagc
tatgactaaa
tgcctgtaca
ttccggagat
cacgatgttc
agagcttctg
cgcactggac
tctggcttce
aaacgttgca
aaccgtttcc
tctggccget
gcaggacgct
aaccggcatt
taacccactg
cggccagcca
ttacttcacc
atggaaagac
cttctccttc
tgcccagtac

ttccctgcag

400

Gly Leu Asg Asp
41

gtaccttcag
cacagagaat
ccattagatg
cagatgatagg
atgactcgtg
aactgtaaca
gaacagatga
cgtatgggct
gttaaaggct
cagtgttccg
ggcgctgctc
ctggaaatgc
gttctgaatc
ctggctgaat
tccttcgaca
ggctggatgc
atcgctgeaa
gacccagcct
atcgaaacca
ggcattcctt
aaagttggta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260



ccgtcgttga
aattctccgg
aagttctgaa
tagtttgatc
cacacgaaac
atccttcggo
<210> §
<211> 385
<212> PRT
<213> Baci
<400> 5
Met Lys Lys
1

val

Ala Thr

Met Leu

35

Asp

Phe
50

Lys ser

Arg Glu

ser val Asn

His Lys Glu

val
115

Thr Ile

Leu
130

Leu Glu Glu

145

Ser Glu Asn

Lys Glu val

Asn Leu Pro
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agttgtcgac gaaattcgtg
attccagccg gaaattaccc
agaactgggt cttgacgatg
cgtcagactt tctgggcaaa
cctaatcaaa caagcacgtg

tcattactg

1lus subtilis

Gln Asn Asp Ile Pro
5

Lys Ile Pro Asn

Arg
20

Thr
40

val Pro Pro Glu

Thr His

55

Phe ser Asp

val Glu

70

val Thr Arg

Met Arg Leu Pro

Lys
85

Ala Glu Trp Ala Tyr
100

Asp Glu Lys Gly Arg

120

Phe Pro ser

135

Trp Tyr

Glu Phe

150

Gly Ala Leu

Thr pPhe Gln

165

Ser Leu

Ile Ala Ala Phe

180

Asn

Gly Lys Glu Lys Tyr

gtaaccacct
gtgctccgct
ccaagatcaa
acggcactct

caatgattcc

GIn Pro Ile

10

Ile Glu

Arg
25

Asp His Gly

Asn Arg Leu

Ile
75

Leu Pro

Ala Ile

90

Gly

Met Ile

105

Tyr

Ser Phe Ile

Gly Leu Pro

Phe
155

Leu val

Thr As

irp
17

Gly val Thr

Ile pPhe Glu

35

gaccgttggc
gttgggcgaa
ggaactgcat
ccggagtgec

acatcattgc

Arg Gly Asp

Gln
30

Asp Arg

val
45

Thr ser

Glu Gly

60

Lys

ser Glu Asn

Arg Glu Leu

Ala
110

Gly ser

Asp val

Asp
12

His Ser Ile

140

Asp Asp Gly

Leu Ala His

Glu
190

Lys Glu

Asn GIn Leu

gcaccgttca
cataccgacg
gcaaaacagg
gtttttttgt

ggccacattc

&gs Gly

Ash Pro

ASh Met
Gly

Tyr

Ala
80

Leu

His
95

Trp
Arg val
Gly Glu
Gln Ala

Phe
160

ser

Thr
175

Pro
Ile

Ser

Pro Gly

1320
1380
1440
1500
1560
1579



195

Leu
210

ser Lys

Pro Phe Thr

Gly Lys val

Ile Ala Ser

His
275

His Trp

Ar
29

Ala Met

Tyr GIn Ala

305

val Glu Asn

Asp Asp His

Thr
355

Pro Glu

val
370

345

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 6
atgaaaaaac

ASp Leu

6
1158
DNA
Baci

atcccgegea
gatcatggca
aaaggcggat
tccgtaaata

gaatgggctt

Asp

Tyr

Tyr

Ala

260

Pro

Thr

Gly

Ile

340

Phe

ser

1lus

aaaatgacat tccgcagceca
atattgaaag agaccggcaa
ccgtcagcaa tatgaagttt
atgcccggga agtgacagta
tgcggetgaa gccaggcgeg
atatgattta cggaagtgca

Asp
Arg
Ile
245
Leu
Asn
val
Asp
Gly
Ala

val

LyS

subtilis

Ile

Leu

230

Ala

val

Thr

Phe

val

310

Asp

Asp

Gln

Glu

val
215
Leu
Asp
Thr
His
Ala
295
Gly
Glu
val
Ala

Lys
375
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200

Glu

Glu

sSer

val

Glu

280

ser

Tyr

Pro

ser

His

360

His

Gly Pro Ash

Pro
235

Gln Glu

Thr Asn Phe

250

Glu Pro

Trp Gln Tyr

Asp Gly His

Phe
315

val Pro

val Phe

330

Leu

Leu Asn Gln

345

Leu Asp Leu

Pro val val

attagaggag
aaccctgata
tcattctctg
cgtgaattgc
attcgcgagce

agagtcacaa

36

G1y'

205

Gly Glu val

22

Ile Glu Ser

Lys val ser

Ala Met Ar

27

Ile
285

Tyr Ser

Ala Thr

Ar
300 g

Ala Met Gly

Leu Glu Ile

Ala
350

Trp Leu

Gly

Asp

Lys
380

Lys

acaaaggagc
tgctcgttec
atactcataa
cgatttcaga
ttcactggca
ttgtagatga

Pro Tyr

Glu Gly

240

Lys Thr

Glu Leu

Gly Lys
Phe Asn

His

Phe
335

Lys

Met Leu

Phe Thr

Cys ser

aacggtaaaa
gcctgaaacc
ccgattagaa
aaaccttgca
taaagaagct

aaaagggcgc

60
120
180
240
300
360



agctttattg
tccatccaag
tctgaaaaca
gctgcgaact
atatttgaaa
gaagtgcctt
ggaaaagtat
ctcgtaacag
tggcaatact
agaacgttta
gttgaaaaca
gctgatgtat
cttgacttgg
aagaaatgca
<210> 7

<211> 224
<212> PRT
<213> Hor
<400> 7

Tet Gly Tyr
Ala

Leu Pro

Ala
35

Cys val

Cys Lys

50

Fro

Leu Thr

Lys
65

Glu Leu Asp

Met Asn Arg

His Pro Arg

115

val Gly 1le

acgatgtagg
cgctggagga
gcacgttcca
tcggegtgac
accaacttcc
atccatttac
acattgcaga
tagaacccgg
acatctccgg
attaccaagc
tcggggatga
ctttaaacca
gcaaagactt

gtaaataa

deum

ser Lys
5

Ala Ile

20

ASp Leu

Met Ser
Ala

Gly

Ala
85

val

val
100

Asp
Ala Thr

Leu Gly

Asn
Met
ASp
Glu
Asn
70

Glu
Phe

Glu

Ser

ES 2362897 T3

tgaaggagac
gggagctgag
gctgacagat
aaaagaagag
tggcagttta
ttaccgecett
ttcgacaaac
cgccatgaga
taaagctaga
cggtgatgtc
accgcttgtc
atggcttgcc
tactgatgtg

vulgare

Leu Gly

Ala Thr
Gly
Ala

55

Thr Ser

Trp Pro
Ala Pro

Ile

Phe

ctttggtact
ttcctgctcg
tggctggeec
atttccaatt
aaagatgata
cttgaacaag
ttcaaagtgt
gaactgcact
atgaccgttt
ggatatgtac
tttttagaaa
atgcttcctyg

ctttcaaaag

Ala Gly Leu

10

Asp

Pro
25

Asp

Ala val ser

Asp Asp Phe

Thr Pro Asn

75

Thr
90

Gly AsSn

Gly Thr
val

Met

Ser Gly Asn

37

tcccgtcagg
tgtttgacga
acactccaaa
tgcctggcaa
ttgtggaagg
agccgatcga
ctaaaaccat
ggcacccgaa
ttgcatctga
catttgcaat
tcttcaaaga
aaacatttgt

aaaagcaccc

Phe Thr Met

Gln
30

Pro Leu

Ash
45

val Gly

Leu Phe Ser

60

Gly ser Ala

Thr Leu Gly

Pro
110

Asn Pro

Lys Gly Glu

Lys Leu Tyr

cctgccgeac
tggatcattc
agaagtcatt
agaaaaatat
gccgaatgge
atctgaggga
cgcatcagcg
tacccacgaa
cggccatgec
gggtcattac
cgaccattat
tcaagcgcac

agtagtgaaa

Leu Leu

15

Asp Phe

His Thr
ser Lys

Thr
80

val

val
95

ser
His
Leu

Leu

Ser Arg

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1158



130

val val

Ar
145 g

Phe GIn Phe
Gin

Asn Ser

Pro
195

sSer Asn

Glu Ala

Gly
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 8
agcttagcag

8

970

DNA
Hor

cagtggtagc
gcctgttcac
aggacttctg
agcccatgtc
acacgtccac
cgaacacgct
cgcacatcca
gaatcctcgg
agactttcgt
cctacatggt
tcttcggttc
ccggggtcgt
caaatgatca
ctcgacagga
aataagttat
tcttattatt
<210> 9

<211> 1152

<212> DNA
<213>

Ala

ES 2362897 T3

135

v e

Gly Glu Thr Phe val Ile
150

Thr Glu Ala

e g e

Pro
155

e erap o s e n wmraw

140
Arg Gly Leu Met

Met val val ser

His
160

Phe

Asn val Gly Lys

165

Asn
180

Pro

val

deum

caaccaccag
taagcttgct
catgctgctc
cgtcgcggac
ggaggccggc
cccgaacgge
gggcgtgtcc
cccgegtgea
cagctttgac
catcccgege
tgtgtccttc
caacccgccc
ggaacttctc
atatgaatat
gactatattc
cctageggtt

Pro Gly Ile

Ile Pro Thr

val Glu Leu

200

215

vulgare

tagtgcctca
acatagcaag
cttgctccgg
ctcgatggca
gacgacttcc
tcggccgtga
atgaaccgtg
accgagatcg
tccggaaaca
ggcctcatgce
aacagccaga
atccccacac
aagtccaagt
gtaattctat
aagcttctgg
cagccttcag

Bacillus subtilis

val Phe val
185
Pro val Leu

Leu Lys Ser

Tyr
170

Pro

Thr

Lys

aaggctcctg
caatgggtta
ccatcatggc
aggcggtctc
tcttctegtce
cggagctcga
tggacttcgce
gcatggtgat
agctctactc
acttccagtt
accctggcat
cggtgctcac
tcgceggtog
atatccatgt
ataagctcgc

aaccaatgcg

38

Leu Thr Leu Phe
Lys Ala Leu Arg
205

Phe Ala Gly Gly

220

atcaacaaac
ctctaaaaac
taccgaccct
ggtgaacggg
caagctgacc
cgtggccgag
gccgggeggce
gaaaggtgag
cagggtggtg
caacgttggt
cgtcttcgtg
caaggctctt
gtcttaactt
atgctgcgaa
atttcatagt

aggacttaaa

175

Gly

val

Ser

tctagctcat
ctaggggctg
gaccctctac
catacgtgta
aaggccggcea
tggcccggta
accaacccge
ctcctecgttg
cgtgccggag
aagacggaag
ccgctcacac
cgggtggagg
ccatgagccc
tttaatagta
aataagattg
atgtattgct

60
120
180
240

. 300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
970
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;ggg:acgaa atgacéttcc gcagccaatt agaggagaca aaggagcaac ggtaaéaatc 60
ccgcgcaata ttgaaagaga ccggcaaaac cctgatatge tcgttccgcc tgaaaccgat 120
catggcaccg tcagcaatat gaagttttca ttctctgata ctcataaccg attagaaaaa 180
ggcggatatg cccgggaagt gacagtacgt gaattgccga tttcagaaaa ccttgcatcc 240
gtaaatatgc ggctgaagcc aggcgcgatt cgcgagcttc actggcataa agaagctgaa 300
tgggcttata tgatttacgg aagtgcaaga gtfacaattg tagatgaaaa agggcgcagce 360
tttattgacg atgtaggtga aggagacctt tggtacttcc cgtcaggcct gccgcactcc 420
atccaagcgc tggaggaggg agctgagttc ctgctcgtgt ttgacgatgg atcattctct 480
gaaaacagca cgttccagct gacagattgg ctggcccaca ctccaaaaga agtcattgct 540
gcgaacttcg gcgtgacaaa agaagagatt tccaatttgc ctggcaaaga aaaatatata 600
tttgaaaacc aacttcctgg cagtttaaaa gatgatattg tggaagggcc gaatggcgaa 660
gtgccttatc catttactta ccgccttctt gaacaagagc cgatcgaatc tgagggagga 720
aaagtataca ttgcagattc gacaaacttc aaagtgtcta aaaccatcgc atcagcgctc 780
gtaacagtag aacccggcgc catgagagaa ctgcactggc acccgaatac ccacgaatgg 840
caatactaca tctccggtaa agctagaatg accgtttttg catctgacgg ccatgccaga 900
acgtttaatt accaagccgg tgatgtcgga tatgtaccat ttgcaatggg tcattacgtt 960
gaaaacatcg gggatgaacc gcttgtcttt ttagaaatct tcaaagacga ccattatgct 1020
gatgtatctt taaaccaatg gcttgccatg cttcctgaaa catttgttca agcgcacctt 1080
gacttgggca aagactttac tgatgtgctt tcaaaagaaa agcacccagt agtgaaaaag 1140
aaatgcagta aa 1152
<210> 10
<211> 1164
<212> DNA
<213> Artificial
:g%g: gecgencia del gen Yvrk optimizada para E. coli con sitios de restriccion en los extremos
vy 3
<400> 10
catatgaaaa aacagaatga cattccacag ccgattcgcg gcgataaagg cgcgaccgtc 60
aaaattcctc gcaatatcga acgcgaccgc cagaatccgg atatgctggt gccgccggag 120
acggaccatg gcacggtgtc taacatgaaa ttctctttta gcgataccca caaccgectg 180
gaaaaaggtg gctacgcgcg cgaggttacc gtccgtgaac tgccaattag cgaaaatctg 240
gcttcggtta acatgcgtct gaaaccaggt gctatccgtyg agetgcactg gcacaaggaa 300
gcggaatggg cgtatatgat ttacggttca gcacgtgtta ccatcgtaga cgagaaaggt 360
cgtagcttta tcgatgatgt tggcgaaggt gatctgtggt atttcccatc tggcctgocg 420
cattcgattc aggcgctgga agaaggcgct gaatttctgc tggtogttcga tgatggttcc 480
ttttctgaaa acagcacgtt ccagctgacg gattggctgg cgcacacgcc gaaagaagtc 540

39



attgcggeca
tatatttttg
ggtgaggtgc
ggcggtaaag
gcecctggtca
gaatggcagt
gctcgcacgt
tatgtagaaa
tatgccgatg
catctggacc

aagaagaaat

attttggggt
agaatcagct
cgtatccgtt
tttatatcaoc
ccgtggaacc
attatatttc
ttaattatca
atatcggcga
tttcactgaa
tgggtaaaga

gcagtaaagg

ES 2362897 T3

aaccaaagaa
gccgggectct
cacctatcgt
agattccact
gggagcgatg
cggcaaagca
agcgggtgat
tgaaccactg
tcagtggctg
ctttacggat
atcc

gaaatttcca
ctgaaggacg
ctgctggage
aactttaaag
cgcgagctoc
cgcatgaccg
gttggctacg
gtgtttctog
gccatgctgce
gtgctgagca

40

acctgccggg
atattgtaga
aggaaccgat
tctccaagac
actggcatcc
tttttgcecte
ttcctttcge
agatctttaa
cggaaacttt

ddJaaaaaca

caaagaaaag
aggccctaac
tgaaagcgaa
cattgccagce
gaacacgcac
agatggacac
catgggccat
agatgaccac
tgttcaggcg
cccggtagtc

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1164
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende particulas que contienen una o mas enzimas degradantes del oxalato in-
crustadas en un primer material polimero, en donde la enzima incrustada retiene al menos dos veces la actividad de
las una o0 mas enzimas no incrustadas libres obtenidas del mismo lote después de incubacion en fluido gastrico
simulado USP a 37°C durante al menos 60 minutos y en donde el primer material polimero esta reticulado consigo
mismo y con las una o mas enzimas.

2. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la actividad de las una o mas enzimas degra-
dantes del oxalato disminuye como maximo hasta aproximadamente 30% cuando se incuba en una solucién tampoén
acuosa que tiene un pH comprendido en el intervalo que va desde aproximadamente 1,0 a aproximadamente 4,5
durante 60 minutos y ajustandose la actividad inicial a 100%.

3. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la actividad de una
0 mas enzimas degradantes del oxalato disminuye como maximo hasta aproximadamente 20% cuando se incuba en
una soluciéon tampon acuosa que tiene un pH comprendido en el intervalo que va desde aproximadamente 1 a
aproximadamente 4,5 durante 2 horas, y ajustandose la actividad inicial a 100%.

4. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el tampdn contiene
adicionalmente una proteasa.

5. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde la concentracion de la proteasa esta com-
prendida en un intervalo que va desde aproximadamente 0,5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml.

6. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las una o mas en-
zimas degradantes del oxalato son enzimas aisladas/purificadas.

7. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las una o mas en-
zimas degradantes del oxalato se seleccionan del grupo constituido por oxalato-descarboxilasa, oxalil-CoA-
descarboxilasa, o una combinacion de oxalato-oxidasa y formil-CoA-transferasa, o una combinacién de las mismas.

8. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la una o mas enzi-
mas degradantes del oxalato es oxalato-descarboxilasa.

9. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las una o mas en-
zimas degradantes del oxalato incrustadas retienen al menos dos veces la actividad de las una o mas enzimas no
incrustadas libres obtenidas del mismo lote después de incubacion en 84 mM de HCI y 3,2 mg/ml de pepsina a pH >
2 a 37°C durante al menos 60 minutos.

10. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para la cual el nivel de activi-
dad enzimatica retenido después de incubacion en 84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 2 se incrementa
por un factor de al menos 2 en comparaciéon con las composiciones del mismo lote de enzimas incrustadas en el
primer material polimero pero que carecen de reticulaciones.

11. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las particulas estan
recubiertas de un segundo material polimero.

12. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 11, para la cual el nivel de actividad enzimatica retenida
después de incubacién en 84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 2 se incrementa por un factor de al menos
2 en comparacién con composiciones del mismo lote pero de enzimas incrustadas en el primer material polimero
pero que carecen de un recubrimiento con un segundo material polimero.

13. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 6 12, en donde los materiales polime-
ros primero y/o segundo estan reticulados consigo mismos o uno con otro o con las una o0 mas enzimas.

14.  Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde el nivel de actividad enzimatica retenida
después de incubacion en 84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1 a 37°C durante al menos 60 minutos se
incrementa por un factor de al menos 2 en comparacion con composiciones del mismo lote de enzimas incrustadas
en el primer material polimero pero que carecen de reticulaciones y de una segunda capa de material polimero.
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FIGURA 11
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